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I. Liste des abréviations 
 
ADKP : Adénocarcinome pulmonaire 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADNc : ADN complémentaire 
ALK + : Présence d’un réarrangement de ALK 
ALK - : Absence de réarrangement de ALK 
AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 
ARNm : Acide Ribonucléique messager 
CEP : Carcinome Epidermoïde Pulmonaire 
CNPCP NOS : Carcinome Non à Petites Cellules Pulmonaire sans autre spécification (Not Otherwise Specified) 
CNPCP : Carcinome Non à Petites Cellules Pulmonaire 
CPCP : Carcinome à Petites Cellules Pulmonaire 
FISH : Hybridation in situ fluorescente (Fluorescence In Situ Hybridization) 
FISH + : Présence d’un réarrangement génique détecté par FISH 
FISH - : Absence de réarrangement génique détecté par FISH 
HES : Hématéine Eosine Safran 
IHC : Immunohistochimie 
INCa : Institut National du Cancer 
LD-RTPCR : Ligation Dependant-Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
LGST : Laboratoire de Génétique Somatique des Tumeurs 
NGS : Séquençage de Nouvelle Génération (Next generation sequencing) 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
RCP : Réunion de Concertation Pluridisciplinaire 
ROS + : Présence d’un réarrangement de ROS 
ROS - : Absence de réarrangement de ROS 
RT-PCR : Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
TK + : Présence d’un réarrangement d’une tyrosine kinase 
TK - : Absence de réarrangement d’une tyrosine kinase 
TKI-ALK : Inhibiteur de tyrosine kinase de ALK 
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II. Introduction 
 
Le cancer est une maladie génétique : les "mutations conductrices", ou driver mutations, permettent 
aux cellules tumorales de proliférer, de résister à l’apoptose, d’être mobiles et de devenir 
immortelles (1). Ces dernières années, plusieurs driver mutations ont été décrites dans les 
adénocarcinomes du poumon (ADKP) : les principales intéressent les gènes EGFR, KRAS, HER2, BRAF,  
ALK, ROS et RET (2–9).  
Suite à ces découvertes, des thérapies ciblant ces altérations moléculaires ont été développées, 
permettant l'essor d'une médecine dite "personnalisée" offrant aux patients de nouvelles options 
thérapeutiques adaptées au profil moléculaire de leur tumeur. 
Il s'avère donc primordial d’identifier correctement ces mutations somatiques à l’aide de techniques 
performantes et faciles à mettre en œuvre. 
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A. Cancer du poumon 
1. Épidémiologie  

Le cancer du poumon est le plus fréquent au monde (13 % des nouveaux cas de cancer par an), avec 
une prédominance masculine (sex ratio = 2,7), et la première cause mondiale de décès par cancer 
(19,4% des décès par cancer dans le monde) (10,11). On retrouve une disparité entre les régions du 
monde avec notamment une incidence plus importante dans les pays développés (11).  
En France, le cancer du poumon représente, tous sexes confondus, la 4e cause de cancer (39 485 
nouveaux cas en 2012, soit 11,1 % de l'ensemble des cancers) et la première cause de mortalité par 
cancer (29 949 décès en 2012, soit 20,1 % des cancers)(12). On retrouve une nette prédominance 
masculine (71% des nouveaux cas et 72% des décès (figures 1 et 2) (12)).    

                 
Figure 1 : Incidence et mortalité des cancers les plus fréquents chez l’homme en France en 2014 (13)                 

                  
Figure 2 : Incidence et mortalité des cancers les plus fréquents chez la femme en France en 2014 (13) 
 
L'âge médian au diagnostic en France est de 66 ans pour les hommes et 65 ans pour les femmes (12). 
Le cancer du poumon entraine chaque année environ 12000 décès prématurés (avant 65 ans) (12). 
On constate chez les hommes une stabilité de l'incidence depuis 1980 avec une diminution de la 
mortalité, tandis que chez les femmes, l'incidence ainsi que la mortalité sont en augmentation depuis 
1980 (figure 3) : il existe un parallèle certain avec l'intoxication tabagique qui est en baisse chez 
l'homme et en hausse chez la femme (12). Une étude française de 2015 montre toutefois une 
augmentation de la proportion de cancers pulmonaires survenant chez les non-fumeurs : ils sont 
passés de 7,2% à 10,9% entre 2000 et 2010, un tabagisme passif étant retrouvé chez 21% des 
patients (14). 
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Figure 3 : Évolution de l’incidence du cancer pulmonaire et de sa mortalité (taux standardisé monde estimé) selon le sexe de 1980 à 2010 en France (12). 
 
Le principal facteur de risque, connu depuis les années 1950, est le tabagisme : il serait à lui seul 
responsable de plus de 80% des cancers pulmonaires dans le monde (15,16). Le risque relatif de 
développer un cancer du poumon chez les fumeurs est de 8,96 par rapport aux non-fumeurs (15,16). 
Ce risque est d'avantage lié à la durée de l'intoxication tabagique qu'au nombre de cigarettes 
fumées. Le tabagisme augmente le risque de l’ensemble des différents types histologiques de cancer 
du poumon, et plus particulièrement celui des carcinomes épidermoïdes (CEP) (15,16). Cependant, la 
proportion d'adénocarcinomes pulmonaires (ADKP) liés au tabac est en augmentation du fait d'une 
modification de la composition des cigarettes (diminution de la teneur en nicotine entraînant une 
inhalation plus profonde, augmentation de la teneur en nitrosamines) (15,16). Le tabagisme passif 
est quant à lui responsable d'un sur-risque de cancer du poumon d'environ 20% (15,16). 
Les expositions professionnelles à des toxiques, comme l’amiante, la silice ou les rayonnements 
ionisants,  sont à l'origine de 5 à 10% des cancers du poumon dans les pays industrialisés (16) . 
La pollution de l'air en milieu urbain entraine un sur-risque d'environ 20% de développer un cancer 
du poumon par rapport au milieu rural. La pollution de l'air domestique (radon, fumées de 
combustion de charbon ou de bois, …) est également un facteur de risque avéré (16). Le risque de 
développer un cancer du poumon lors d'une supplémentation en bêta-carotènes, associée au 
tabagisme, est discuté (16). Enfin, il existerait des prédispositions génétiques de développer un 
cancer du poumon, liées à des mutations somatiques de gènes tels que CHRNA3/5 et TERT (17). 
 

2. Classification histologique des tumeurs malignes primitives pulmonaires  
La quasi-totalité des cancers du poumon sont des carcinomes, et 85% sont des carcinomes non à 
petites cellules (18). La fréquence des différents types histologiques a évolué :  alors que le 
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carcinome épidermoïde a longtemps été le type histologique prédominant, il est depuis les années 
2005 supplanté par l'adénocarcinome (18). 
 

a) Carcinomes non à petites cellules pulmonaires (CNPCP) 
Le groupe des CNPCP regroupe de nombreuses entités, dont nous ne présenterons que les plus 
fréquentes. 

 Adénocarcinome 
L'ADKP représente 40% des cancers pulmonaires dans le monde, son incidence étant en 
augmentation depuis les années 1990 (15). Cette entité fera l'objet d'un paragraphe spécifique 
(chapitre B : l'adénocarcinome pulmonaire). 

 Carcinome épidermoïde (CEP) 
Vingt pourcent des cancers du poumon sont des carcinomes épidermoïdes. Il s'agit d'une tumeur 
épithéliale qui, lorqu'elle est bien différenciée, est classiquement kératinisante (figure 4) et comporte 
des ponts intercellulaires (figure 4). Elle est de localisation le plus souvent proximale. Les cellules 
tumorales ont classiquement un profil immunohistochimique p40+ et TTF1- (15). 

                      
Figure 4 : Carcinome épidermoïde bien différencié kératinisant (à gauche) (11), détail des ponts inter-cellulaires (à droite)                        

 Carcinome neuroendocrine à grandes cellules 
Il s'agit d'une tumeur neuroendocrine périphérique, souvent développée dans les lobes supérieurs, 
liée au tabac (15). Elle est constituée de cellules de grande taille, nucléolées, au cytoplasme 
abondant, se disposant sous forme de travées, de nids avec une bordure palissadique ou de rosettes 
(figure 5). Ces cellules expriment les marqueurs neuroendocrine (CD56, chromogranine et 
synaptophysine) et dans la moitié des cas le TTF1 (15). 
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Figure 5 : Carcinome neuroendocrine à grandes cellules (19) 

 Carcinome adénosquameux 
Cette tumeur comporte 2 contingents : l'un adénocarcinomateux et l'autre épidermoïde, chacun 
devant représenter au moins 10% de la tumeur (figure 6). Elle représente 0,4 à 4% des cancers du 
poumon (15). 

 
Figure 6 : Carcinome adénosquameux (11) 

 Carcinome à grandes cellules 
C'est une tumeur indifférenciée ayant une morphologie et un profil immunohistochimique ne 
pouvant être rattaché à aucun autre sous-type histologique de CNPC. Il s'agit d'un diagnostic 
d'exclusion porté dans 2% des cas de cancer du poumon, uniquement sur pièce opératoire (15). 

 Autres types 
Parmi les autres types de CNPCP, on peut citer les tumeurs carcinoïdes (typiques et atypiques), le 
carcinome pléomorphe, le carcinosarcome ou les tumeurs de type glande salivaire. 
 

b) Carcinome à petites cellules (CPCP) 
C'est une tumeur neuro-endocrine représentant 13% des cancers du poumon, associée au tabagisme 
(15). Elle se présente le plus souvent sous la forme d'une masse péri-hilaire et est composée de 
petites cellules épithéliales au noyau basophile, avec un nucléole absent ou discret et de fréquentes 
images de moulage nucléaire, au cytoplasme peu abondant, disposées en plages compactes (figure 7) 
(15). On retrouve fréquemment des artéfacts d'écrasement. Elles expriment classiquement les 
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marqueurs neuro-endocrines (CD56, chromogranine et synaptophysine) ainsi que le TTF1 et 
présentent un index de prolifération très élevé (en moyenne ≥ 80%) (15).  

 
Figure 7 : Carcinome à petites cellules (19) 
 

c) Autres (tumeurs non carcinomateuses) 
Les autres types tumoraux sont exceptionnels et se composent des tumeurs mésenchymateuses 
(hémangioendothéliome épithélioide, synovialosarcome,….), des tumeurs lymphohistiocytaires ( 
lymphome de MALT, lymphome B diffus à grandes cellules, granulomatose lymphomatoide, ….) et 
des tumeurs d'origine ectopique ( tumeurs germinales, mélanome, thymome intra-pulmonaire et 
méningiome). 
 
 

B. L’adénocarcinome pulmonaire 
1. Classification histologique 

La classification de l'ADKP a été revue en 2011 par l'IASLC/ATS/ERS afin d’homogénéiser les critères 
diagnostiques et les terminologies des différents sous-types, d'obtenir une meilleure corrélation 
pronostique et d'optimiser le choix du traitement (figure 8) (18). Celle-ci a été intégrée à la nouvelle 
classification des tumeurs pulmonaires de l'OMS en 2015 (15).  
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Figure 8 : Nouvelle classification de l’adénocarcinome pulmonaire selon l'IASLC/ATS/ERS (18) 
C'est une tumeur épithéliale présentant, lorsqu'elle est bien différenciée, une architecture 
glandulaire et une production de mucines (mises en évidence par les colorations par le PAS (Periodic 
Acid Schiff) et le bleu alcian) ou exprimant les marqueurs pneumocytaires (TTF1 et NapsinA) (15). 
Cette tumeur est classée en fonction de son sous-type architectural prédominant, en précisant le 
pourcentage de chaque sous-type présent. Par ailleurs, il existe des variants histologiques. 

a) Hyperplasie adénomateuse atypique, adénocarcinome in situ et 
adénocarcinome à invasion minime 

L'hyperplasie adénomateuse atypique est une lésion pré-invasive localisée de petite taille (< 5 mm). 
Elle correspond à la prolifération de pneumocytes de type II ou de cellules de Clara, avec atypies 
légères à modérées, le long des cloisons alvéolaires. Celles-ci restent fines et sont dépourvues 
d'inflammation (15).  
Le stade plus avancé de lésion pré-invasive correspond à l'adénocarcinome in situ. Il peut atteindre 
jusqu'à 3 cm de grand axe (15). 
L'adénocarcinome à invasion minime est une tumeur localisée, de moins de 3 cm, d'architecture 
lépidique prédominante (prolifération le long des cloisons alvéolaires), et comportant un foyer 
d'invasion de 5 mm maximum. Il n'y a pas d'embol tumoral endovasculaire, ni d'invasion pleurale ni 
de nécrose (15).  
Il s'agit de lésions ayant un excellent pronostic (15). 
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b) Adénocarcinome à prédominance lépidique 
Il s'agit d'une prolifération tumorale suivant les cloisons alvéolaires qui comporte un foyer invasif de 
plus de 5 mm de grand axe (figure 9). L'invasion se caractérise par la présence d'un sous-type autre 
que lépidique, d'une stroma-réaction, d'une invasion pleurale ou d'embols vasculaires ou intra-
alvéolaires. On peut retrouver des plages de nécrose. C'est une tumeur de bon pronostic (survie à 5 
ans de 90%) (15). 

  
Figure 9 : Adénocarcinome à prédominance lépidique (18) 

c) Adénocarcinome à prédominance acineuse 
Cette tumeur est composée de glandes rondes à ovalaires, à lumière le plus souvent bien visible, 
disposées au sein d'un stroma myofibroblastique (figure 10) (15). Les cellules tumorales ou les 
lumières glandulaires peuvent contenir des mucines (15). On peut également observer une 
architecture cribriforme, de moins bon pronostic. C'est une tumeur de pronostic intermédiaire 
(15,18). 

 
Figure 10 : Adénocarcinome à prédominance acineuse (18) 

d) Adénocarcinome à prédominance papillaire 
Les cellules tumorales prolifèrent le longs d'axes fibro-vasculaires pour former des papilles (figure 11) 
(15). On peut également observer des papilles au seins des espaces alvéolaires (15). Il s'agit d'une 
tumeur de pronostic intermédiaire (15,18). 
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Figure 11 : Adénocarcinome à prédominance papillaire (18) 

e) Adénocarcinome à prédominance micro-papillaire 
Les cellules tumorales se disposent sous forme de petites touffes dépourvues d'axe fibro-vasculaire, 
attachées ou non aux parois alvéolaires (figure 12) (15). Les cellules tumorales sont petites et 
cubiques, avec des atypies cytonucléaires légères (15). Il s'y associe parfois des microcalcifications 
(15). C'est une tumeur de mauvais pronostic où l'on retrouve fréquemment des emboles tumoraux 
endo-vasculaires (15,18). 

 
Figure 12 : Adénocarcinome à prédominance micro-papillaire (18) 

f) Adénocarcinomeà prédominance solide 
Il s'agit d'une tumeur composée de massifs tumoraux compacts dépourvus d'architecture lépidique, 
acineuse, papillaire ou micro-papillaire (figure 13) (15). Lorsque la tumeur est composée 
exclusivement d'un contingent solide, il est nécessaire de confirmer sa nature adénocarcinomateuse 
en recherchant la présence d'au moins 5 cellules mucosécrétantes sur 2 grands champs ou à l'aide de 
l'anticoprs anti-TTF1 qui doit être positif (15). C'est une tumeur de mauvais pronostic (15,18).  
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Figure 13 : Adénocarcinome à prédominance solide (18)                                               

g) Variants 
Il existe 4 variants d'adénocarcinome se distinguant par des caractéristiques autres que leur 
architecture. 

 Adénocarcinome infiltrant mucineux 
Les cellules tumorales sont caliciformes ou cylindriques et comportent une abondante quantité de 
mucine intra-cytoplasmique au niveau de leur pôle luminal (figure 14) (15). Les atypies cytonucléaires 
sont faibles voire absentes (15). Toutes les architectures peuvent être rencontrées, la plus fréquente 
étant le type lépidique (15). Cette tumeur est fréquemment multicentrique et bilatérale (15). Elle 
présente un profil immunohistochimique particulier avec une positivité de la CK7 et de la CK20 et 
une négativité du TTF1 (15).  

 
Figure 14 : Adénocarcinome infiltrant mucineux (18) 

 Autre 
L'adénocarcinome colloïde comporte de larges flaques de mucus distendant et rompant les alvéoles, 
donnant à cette tumeur un aspect macroscopique gélatineux caractéristique.  Cette tumeur exprime 
les marqueurs digestifs (CK20 et CDX2) et exprime de manière faible et focale le TTF1 et la CK7. 
L'adénocarcinome fœtal ressemble à un parenchyme pulmonaire fœtal. 
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L'adénocarcinome de type digestif possède une morphologie et un profil immunohistochimique 
similaires à ceux de l'adénocarcinome colorectal. Un bilan clinique et radiologique est indispensable 
afin de confirmer son caractère primitif et non métastatique. 
 

2. Stratégie diagnostique de l'adénocarcinome pulmonaire 
a) Clinique 

L'ADKP est dans 75% des cas diagnostiqué à un stade localement avancé ou métastatique en raison 
de l'apparition tardive des signes cliniques ou du caractère frustre et peu spécifique de ceux-ci (20). Il 
peut s'agir d'une altération de l'état général, d'une toux sèche rebelle, d'une douleur thoracique, 
d'une pneumopathie récidivante ou répondant mal à l'antibiothérapie ou plus rarement d'une 
hémoptysie (20). Lorsque la tumeur est étendue, une pleurésie, un syndrome cave supérieur ou un 
syndrome de Pancoast-Tobias peuvent être observés (20). Enfin, il peut exister des signes extra-
thoraciques liés à la présence de métastase ou à un syndrome paranéoplasique (20). 

b) Imagerie  
L'examen de première intention est la radiographie de thorax qui sera complétée par un scanner 
thoracique. Celui-ci permet de déterminer la taille, la localisation et les rapports de la tumeur avec 
les structures de voisinage. 
Le bilan d'extension fera appel au scanner abdomino-pelvien et cérébral ainsi qu'au TEP-scan 
(Tomographie par Emission de Positons) et à la scintigraphie osseuse. 

c) Biopsie et cytologie 
La confirmation de l'ADKP est histologique.  
Le choix de la technique de prélèvement dépend de la localisation de la tumeur. De manière 
schématique, en cas de tumeur centrale, la biopsie est réalisée par fibroscopie bronchique. Si elle est 
périphérique, une biopsie trans-bronchique ou trans-thoracique sous scanner est réalisée. Lorsque 
ces techniques ne sont pas contributives, une thoracoscopie, une médiastinoscopie, une vidéo-
thoracotomie exploratrice ou une écho-endoscopie oesophagienne peuvent être réalisées afin de 
biopsier la tumeur primitive ou des ganglions suspects. Les métastases peuvent également être 
biopsiées. 
Les cytologies sont obtenues par lavage bronchiolo-alvéolaire, aspiration bronchique, brossage 
bronchique et rinçage de cathéter. 
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d) Anatomopathologie  
 Biopsies 

Les biopsies sont le plus souvent des prélèvements de petite taille (de l'ordre de quelques 
millimètres) à partir desquels plusieurs techniques doivent être réalisées afin de confirmer la 
présence d'un cancer, de préciser son type histologique et de rechercher une altération moléculaire 
somatique. Il s'agit de prélèvements "précieux" : ils sont obtenus par des techniques invasives 
difficilement renouvelables et constituent chez les patients inopérables le seul matériel tumoral 
disponible. Afin de préserver le prélèvement pour la biologie moléculaire, il convient de hiérarchiser 
la réalisation des techniques complémentaires à visée diagnostique et d'en limiter le nombre (21). 
Ainsi, en 2011, un algorithme de prise en charge des biopsies a été publié et fait aujourd'hui 
référence (figure 15) (18). La détermination du type histologique tumoral se limite à différencier les 
CNPCP des CPCP, en précisant pour le CNPCP s'il s'agit plutôt d'un ADKP ou d'un CEP. 
La première étape consiste à examiner une coupe colorée par l'HES (Hématéine-Eosine-Safran). Si la 
morphologie d'ADKP ou de CEP est évidente, aucune coloration ni étude immunohistochimique 
complémentaire n'est nécessaire.  
En cas de suspicion morphologique de tumeur neuroendocrine, des marqueurs neuroendocrines 
(CD56, chromogranine et synaptophysine) sont réalisés ainsi qu'une cytokératine AE1/AE3.  
Si l'aspect morphologique ne permet pas de distinguer un ADKP d'un CEP, une étude 
immunohistochimique à l'aide d'un marqueur malpighien (anticorps anti-p40) et d'un marqueur 
d'adénocarcinome (anticorps anti-TTF1), et/ou une coloration par PAS et bleu alcian à la recherche 
de mucines, sont réalisées. On conclura alors à un CNPCP "plutôt en faveur de", sans affirmer le type 
histologique. 
Lorsque la morphologie, les colorations complémentaires et l'immunohistochimie (IHC) sont 
ambigües, on conclura, après avoir éliminé une tumeur neuroendocrine, un autre type tumoral rare 
et une métastase, à un CNPCP "sans pouvoir orienter vers un type histologique" (CNPCP NOS). 
Par ailleurs, les biopsies présentent l'inconvénient de ne pas être représentatives de l'ensemble de la 
tumeur et de ne pas permettre certains diagnostics, comme celui d'adénocarcinome in situ. 
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Figure 15 : Algorithme de prise en charges des biopsies broncho-pulmonaires (18) 

 Cytologie 
La démarche diagnostique est la même que pour les biopsies. La réalisation des techniques 
complémentaires est facilitée lorsque le liquide de cytologie est fixé au formol et inclus en paraffine 
en cytobloc. 

 Pièces opératoires 
Différents types de résections pulmonaires existent : 
  - le wedge ou résection pulmonaire dite "atypique" : il s'agit d'une exérèse non anatomique, c'est à 
dire ne suivant pas la segmentation pulmonaire 
  - la segmentectomie 
  - la lobectomie, bi-lobectomie ou pneumonectomie 
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Les pièces opératoires peuvent parvenir fraiches au laboratoire d'anatomopathologie afin que des 
prélèvements puissent être réalisés pour cryopréservation en tumorothèque (à visée sanitaire ou de 
recherche). Un examen extemporané peut être indiqué pour déterminer la nature de la lésion 
lorsque cela n'a pas pu être réalisé en pré-opératoire, ou pour étudier la qualité des marges 
d'exérèse. 
L'examen macroscopique permet de préciser : la taille de la pièce ; le nombre, la taille et la 
localisation des tumeurs ; la couleur, la consistance et l'architecture de la tumeur ; la distance 
macroscopique entre la tumeur et les limites chirurgicales et la plèvre viscérale ; le rapport de la 
tumeur avec une bronche ; la présence de lésions non tumorales associées ; l'aspect du poumon non 
tumoral. 
Après fixation au formol tamponné à 10%, des prélèvements ciblés sur la tumeur, les limites de 
résection chirurgicale, la plèvre, les ganglions lymphatiques et les lésions associées sont effectuées. 
L'examen histologique permet ensuite de déterminer : le type histologique tumoral (à l'aide de 
colorations spéciales et d'immunomarquages si nécessaire); la taille du foyer invasif; la présence de 
marqueurs d'agressivité tumorale (embols tumoraux endovasculaires, engainements tumoraux 
périnerveux, nécrose); l'extension tumorale (envahissement de la plèvre viscérale, invasion des 
limites chirurgicales bronchique et vasculaires, diffusion tumorale aérogène); l'envahissement des 
ganglions; la nature des lésions associées. 
A l'issue de cet examen, le stade pTNM peut être déterminé (figure 16) (22). Celui-ci permet une 
stratification par stades ayant une importante valeur pronostique (figure 17). 
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Figure 16 : Classification TNM 2010 (7e édition) (23) 

 
Figure 17 : Classification par stades (2010) et pronostic selon le stade (20) 

 Biologie moléculaire 
Actuellement, selon les recommandations de l'INCa, une recherche d'altération somatique des gènes 
EGFR, ALK, KRAS, BRAF et HER2 est effectuée pour tous les ADKP, les CNPCP NOS, et pour certains 
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CEP chez le non-fumeur (23). En cas d'absence de mutation, une recherche de réarrangement du 
gène ROS et d'amplification du gène MET peut être effectuée selon les centres (figure 18). 

 
Figure 18 : Algorithme de prise en charge des cancers pulmonaires pour testing moléculaire (24) 
Pour les gènes EGFR, KRAS, BRAF et HER2, ces analyses sont réalisées sur un extrait d'ADN obtenu à 
partir de tissu fixé au formol et inclu en paraffine. Les mutations peuvent être recherchées à l'aide de 
différentes techniques, notament : séquençage de Sanger, pyroséquençage, SNaPshot®, analyse de 
fragment, PCR en temps réel, séquençage de nouvelle génération (NGS). 
L'étude des gènes ALK, ROS et MET peut se faire indirectement par IHC (détection de la protéine de 
fusion) et directement par FISH (détection de la translocation) et sera détaillée ultérieurement 
(chapitre D-4 : Détection des translocations). 
Le résultat est disponible dans un délai médian de 14 jours (24). 
 

3. Prise en charge thérapeutique de l'adénocarcinome pulmonaire 
Le choix thérapeutique est décidé en Réunion de Concertation Pluridisciplinaire (RCP) en fonction du 
type tumoral, du stade TNM, de l'âge, de l'état général, de la fonction respiratoire et des 
comorbidités du patient, en suivant les recommandations de l’INCa (23).  
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L'exérèse chirurgicale complète est le seul traitement curatif de l'ADKP. Il est préférable de réaliser 
au minimum une lobectomie. L’objectif est de réaliser une résection R0 (marges vasculaires, 
bronchiques et périphérie des structures réséquées en bloc histologiquement saines). 

 Stades I à IIIB 
Pour les tumeurs de stades I, II ou IIIA opérables, une exérèse chirurgicale complète est effectuée 
avec un curage ganglionnaire hilaire et médiastinal. Une chimiothérapie néoadjuvante, une 
chimiothérapie et une radiothérapie adjuvantes seront discutées en fonction du stade TNM et de la 
qualité de la résection chirurgicale.  
Les tumeurs de stade I ou II inopérables sont traitées par radiothérapie stéréotaxique ou, en cas de 
contre-indication, par radiothérapie externe associée ou non à une chimiothérapie, par 
chimiothérapie seule ou par ablation thermique. 
En cas de tumeur de stade IIIA non opérable ou IIIB, le traitement repose sur la radiochimiothérapie 
concomitante. 

 Stade IV 
La prise en charge des tumeurs de stade IV étant déterminée par le statut mutationnel somatique, la 
recherche de mutation des biomarqueurs moléculaires est indispensable (figure 19).   

                     
Figure 19 : Prise en charge thérapeutique des CNPCP non épidermoïdes métastatiques (23).  
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Si une mutation de sensibilité de l'EGFR est détectée, un inhibiteur de tyrosine kinase de l’EGFR (TKI-
EGFR) (géfitinib, erlotinib ou afatinib) est prescrit en première ligne jusqu'à la survenue d'une toxicité 
ou d'une résistance. Lorsqu'une mutation de résistance est détectée secondairement, un traitement 
par TKI-EGFR de nouvelle génération (rocilétinib, AZD9291) peut être instauré dans le cadre d’essais 
cliniques (25). 
En présence d'un réarrangement du gène ALK, un traitement ciblé par crizotinib est possible dès la 
première ligne de traitement. En cas de mutation d’un autre biomarqueur, le patient pourra être 
inclus dans un essai clinique. En l'absence de mutation somatique, les patients bénéficient d'une 
chimiothérapie d'induction (4 à 6 cycles) suivie d'un traitement de maintenance. 
En cas de métastase unique, un traitement curatif bifocal par chirurgie ou radiothérapie pourra être 
discuté. 
Les patients avec un score OMS (performance status) >2 relèvent d'un traitement palliatif. 

 
C. L’adénocarcinome pulmonaire : une maladie génétique 

1. Cancérogénèse 
Le développement tumoral est lié à l’acquisition par la cellule de capacités essentielles pour la 
croissance tumorale et la dissémination métastatique : dérégulation des signaux de prolifération, 
échappement aux signaux suppresseurs de prolifération, résistance à l’apoptose, immortalité, 
induction de l’angiogénèse, perte de l’adhésion cellulaire, échappement à la réponse immune et 
dérégulation du métabolisme énergétique (figure 20). Ces mécanismes agissent en synergie avec le 
microenvironnement tumoral (26).  
Il s’agit d’un processus multi-étapes se développant grâce à 2 mécanismes principaux : l’instabilité 
génomique (survenue d’altération génomiques successives : mutations ponctuelles, réarrangements 
chromosomiques, modifications épigénétiques,...) et l’inflammation pro-tumorale (figure 20) (26). 
Ces différentes altérations sont des cibles thérapeutiques potentielles (figure 20). 
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Figure 20 : Mécanismes de développement tumoral et thérapies ciblées (26) 
Parmi les altérations dues à l’instabilité génomique, certaines ont une importance majeure : on les 
nomme driver mutations. Il s’agit de mutations cruciales, nécessaires à l’initiation et au maintien du 
processus tumoral. Les cellules développent une véritable addiction oncogénique à ces altérations 
(1). Les autres mutations présentes sont appelées mutations "passagères", ou passenger mutations : 
il s'agit de mutations accumulées au cours du temps, simples reflets de l'instabilité génétique des 
cellules et n'ayant pas d'effet sur le développement tumoral (27). 
Le cancer du poumon résulte ainsi d’une importante instabilité génomique : il présente une grande 
hétérogénéité moléculaire du fait d'un taux de mutation somatique particulièrement élevé (8,87 par 
mégabase dans l'adénocarcinome pulmonaire versus 0,28 pour la leucémie aigue myéloblastique 
(28)). Ainsi, alors que la plupart des cancers comportent environ 30 à 70 mutations somatiques, on 
en retrouve jusqu’à près de 200 dans le CNPCP des fumeurs (figure 21) (27).  
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Figure 21 : Nombre de mutations somatiques dans les cancers de l'adulte (27) 
 
Ceci s'explique par l'exposition du parenchyme pulmonaire à de nombreux carcinogènes ayant des 
effets mutagènes, tel que la fumée de cigarette. Ainsi, le profil mutationnel tumoral est différent 
selon le type histologique de la tumeur et selon l'exposition ou non à la fumée de cigarette : les non-
fumeurs ont 10 fois moins de mutation somatique que les fumeurs (27), plusieurs travaux suggérant 
une corrélation entre la durée et l’importance du tabagisme avec le taux de mutation somatique 
(29,30). Les patients fumeurs présentent par exemple plus fréquemment des mutation somatiques 
de KRAS (47% vs 9% des non-fumeurs en France (31)), avec une répartition différente de chaque type 
d’altération (84% de mutation c.34G>T chez le fumeur vs 50% de mutation c.35G>A chez le non-
fumeur (3)).  
A ce jour, une vingtaine de gènes porteurs de driver mutations ont été identifiés dans le CNPCP (17). 
En France, un peu plus de 50% des ADKP comportent une des driver mutations actuellement 
recherchées grâce aux soutient et programmes de recherche de l’INCa (figure 22), mais seuls environ 
20% pourront être traités par thérapie ciblée (31). Cette répartition des différentes mutations varie 
selon le statut tabagique et le sexe (figure 23) (31) 
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Figure 22 : Distribution des mutations somatiques dans l'adénocarcinome pulmonaire en France entre avril 
2012 et avril 2013 (31) 

 
Figure 23 : Distribution des mutations somatiques dans le CNPCP en France entre avril 2012 et avril 2013 chez 
les patientes de sexe féminin et chez les non fumeurs (31) 
 

2. Biomarqueurs et thérapies ciblées  
a) EGFR 

La découverte de l'implication des mutations de l'EGFR dans l'oncogénèse pulmonaire et dans la 
réponse aux TKI-EGFR représente une avancée majeure dans la prise en charge des patients atteints 
de CNPCP. 
Le récepteur à l'EGF (EGFR, aussi appelé ERBB1) est une protéine transmembranaire appartenant à la 
famille ERBB des récepteurs à tyrosine kinases qui contrôle plusieurs voies de signalisation 
intracellulaire (principalement les voies RAS/RAF/MEK et PI3K/AKT/mTOR). Celles-ci ont un rôle dans 
la croissance, la survie, la migration, la différenciation et l’adhésion cellulaire et dans l'angiogénèse 
(32).  
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L’activation constitutive de l’EGFR, indépendamment de son ligand, est due à une mutation 
activatrice du gène EGFR (32).  
Le gène EGFR est localisé sur le chromosome 7. Les mutations somatiques retrouvées dans le CNPCP 
sont situées sur les exons 18 à 21 codant pour le domaine tyrosine kinase. Ces mutations sont 
présentes à l’état hétérozygote et entrainent soit une sensibilité, soit une résistance aux TKI-EGFR 
qui se fixent de manière compétitive au niveau de la poche ATP de l'EGFR. On les retrouve dans 10 à 
20%  des ADK pulmonaires au sein de la population caucasienne, quasi-exclusivement dans les ADKP 
(plus particulièrement dans les ADKP lépidique et papillaire avec une positivité de TTF1) (15). Les 
autres types histologiques ne comportent que très rarement des mutations de l’EGFR. Celles-ci sont 
par ailleurs plus fréquemment associées aux patients non-fumeurs, de sexe féminin et d’origine 
asiatique (15). Les patients EGFR+ ont un meilleur pronostic que les patients EGFR-, 
indépendemment de tout traitement par TKI (32). 
Les principales mutations de sensibilité, qui représentent environ 80 à 85% de l’ensemble des 
mutations de l’EGFR dans le CNPCP, sont les délétions en phase au niveau de l’exon 19 et la mutation 
faux sens L858R au niveau de l’exon 21 (32,33). La mutation T790M, au niveau de l’exon 20, est une 
mutation de résistance le plus souvent secondaire, détectée chez environ 50% des patients traités 
par TKI-EGFR et échappant au traitement. Cette résistance survient généralement dans les 6 à 12 
mois après l’introduction du traitement. Les insertions/duplications au niveau de l'exon 20, les 
amplifications de MET et d'EGFR sont également des mutations de résistance (32,33) .   
Les TKI-EGFR ont transformé le pronostic des ADKP. A titre d'exemple, les études de phase III 
d'évaluation du géfitinib ont montré un taux de réponse de 60% à 70% environ, contre 30% à 45% 
environ avec la chimiothérapie conventionnelle, avec une survie sans progression de 10 mois contre 
5 à 6 mois (32). Depuis, plusieurs autres TKI-EGFR ont été développés (erlotinib, afatinib, ….) et les 
dernières avancées thérapeutiques portent sur les TKI-EGFR de 3ième génération, tels que le 
rocilétinib, efficaces en cas de mutation T790M (25). 

b) Réarrangements géniques 
Les réarrangements géniques surviennent suite à des cassures chromosomiques entraînant la 
formation d'un fragment de chromosome pouvant soit s'inverser (inversion), soit être échangé avec 
un fragment provenant d'un autre chromosome (translocation), soit être perdu (délétion) (figure 24). 
Ils mettent ainsi en relation 2 gènes normalement éloignés. Dans le CNPCP, ils peuvent impliquer les 
gènes ALK, ROS ou RET codant chacun pour des récepteurs transmembranaires à activité tyrosine 
kinase capables d'activer des voies de signalisation intra-cellulaires suite à la fixation d'un ligand sur 
leur domaine extra-cellulaire.  
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Les altérations de ces 3 gènes font l'objet d'un chapitre dédié (D : réarrangements géniques dans 
l'adénocarcinome pulmonaire). 

 
Figure 24 : a- réarrangements chromosomiques ; b-effet protéique des réarrangements géniques (34) 
Les ADKP avec réarrangement d’une tyrosine kinase (TK+) semblent partager des caractéristiques 
communes : ils comportent fréquemment de la mucine extra-cellulaire, des contingents de type 
mucineux cribriforme, à cellules indépendantes ou à cellules hépatoides (7,35). Takeuchi et al 
suggèrent que l’absence de réarrangement serait un facteur indépendant de mauvais pronostic et la 
présence d’un réarrangement aurait la même valeur pronostique favorable que celle des mutations 
de l’EGFR (7) alors que Pan et al ne retrouvent pas de différence entre les TK+ et les TK- (35).  

c) Autres biomarqueurs 
 KRAS 

La protéine KRAS est située sur les voies de signalisation RAS/RAF/MEK/ERK et AKT/mTOR 
permettant de transmettre un signal d'activation depuis des récepteurs membranaires, comme 
l'EGFR, jusque vers le noyau cellulaire (3,36).  
Les mutations somatiques de KRAS sont majoritairement présentes l’ADKP (77% vs 6% dans le CEP 
(31)), avec une prévalence de 32% au sein des ADKP diagnostiqués en France, et sont plus 
fréquemment retrouvées chez les fumeurs comme mentionné précédemment (31). Les hot-spots 
("points chauds") mutationnels sont situées sur les codons 12 et 13 de l'exon 2. Il s'agit de mutations 
entrainant une activation constitutionnelle de la protéine KRAS (36,37).  
La valeur pronostique des mutations somatiques de KRAS est encore débattue (38,39).  
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De nombreuses pistes thérapeutiques sont à l’étude (comme le blocage de KRAS ou de ses 
effecteurs, les thérapies spécifiques d’un type de mutation de KRAS, l’immunothérapie anti-PDL-1) : 
l’inhibition de KRAS reste toutefois un challenge du fait des nombreuses voies impliquées pouvant 
être source d’échappement thérapeutique (3).  

 HER2 
Le gène HER2 (aussi appelé ERBB2) code également pour un récepteur à tyrosine kinase de la famille 
ERBB : ERBB2. Cette protéine est activée principalement suite à des insertions au niveau de l'exon 20 
du gène HER2 (4). Ces mutations sont retrouvées dans 2 à 4%  (4)  des CPNPC,  exclusivement dans 
les ADKP et le plus souvent chez des femmes non-fumeuses (4,40). Des cas de mutation 
concomitante des gènes EGFR, KRAS, ALK ou ROS ont été décrits (4,40). 
La valeur pronostique de cette mutation est encore débattue et il n'y a pour le moment aucune 
thérapie ciblée ayant l'AMM pour les patients présentant une altération de HER2 (40). Une récente 
étude rétrospective multicentrique Européenne suggère qu'un traitement par trastuzumab ou 
trastuzumab+emtansine (T-DM1), associé à une chimiothérapie, pourrait apporter un bénéfice à ces 
patients (40). D'autres molécules, telles que le lapatinib, l'afatinib et le nératinib sont également à 
l'étude (40,41).  

 BRAF 
La protéine BRAF régule la voie de signalisation RAS-RAF-MAPK. Elle est codée par le gène BRAF dont 
les mutations somatiques sont majoritairement situées sur le codon 600 de l'exon 15 et sont 
retrouvées dans 2 à 7% des CPNPC (37,41). Dans 50% des cas, la mutation retrouvée est la V600E, 
mutation également le plus fréquement retrouvée dans le mélanome (41). 
La présence d'une mutation du gène BRAF n'aurait pas de valeur pronostique (41). Elle est par contre 
intéressante d'un point de vue thérapeutique. Des TKI-BRAF ont en effet été développés dans le 
cadre du mélanome (vémurafénib, dabrafénib) et sont actuellement évalués dans le traitement des 
CPNPC mutés BRAF (41). Des cas de réponse rapide au vémurafénib ont été décrits (42–44). Une 
étude internationale a montré un taux de réponse au vémurafénib de 42% dans le CPNPC (45). Par 
ailleurs, un essai de phase II avec du dabrafénib a montré un taux de réponse de 54% (46). Ces 
traitements sont toutefois limités par la survenue de résistances qui nécessiterons probablement 
d'utiliser des associations de molécules ciblant plusieurs voies oncogéniques simultanément (41). 

 MET 
Le gène MET code pour un récepteur membranaire à activité tyrosine kinase permettant d'activer les 
voies RAS/MAPK, PIK3/AKT/mTOR et JAK/STAT. Plusieurs altérations de MET sont décrites dans le 
CNPCP :  surexpression de MET, mutations ponctuelles et amplification de MET (47). Cette dernière 



45 
 

est retrouvée dans moins de 5 % des cas et constitue également un des mécanisme de résistance aux 
TKI-EGFR (37,47). La sensibilité au  traitement par crizotinib des tumeurs présentant une 
amplification de MET est en cours d'évaluation grâce au programme AcSE Crizotinib en France (48). 

d) Plateformes de génétique moléculaire des cancers : un atout français 
Afin de garantir à chaque patient une équité des soins et une analyse rapide et fiable des 
biomarqueurs tumoraux, l’Institut National du Cancer (INCa) a créé en 2006 les Plateformes de 
génétique moléculaire des cancers. Elles sont financées par la Direction Générale de l’Offre de Soins 
(DGOS). Il en existe 28, rattachées à des établissements hospitaliers, réparties sur tout le territoire 
français (figure 25).  

 
Figure 25 : Plateformes hospitalières de génétique somatiques des tumeurs (49)  
Ainsi, la plateforme de Rouen, constituée du Laboratoire de Génétique Somatique des Tumeurs 
(LGST) et du laboratoire de cytogénétique et biologie moléculaire du Centre Henri Becquerel, a en 
charge tous les prélèvements relevant d'une analyse moléculaire provenant des services hospitaliers 
et cabinets privés d’anatomie et cytologie pathologiques d’une partie de la Normandie et de la 
Martinique. 
Ces plateformes analysent les biomarqueurs pour lesquelles des thérapies ciblées ont l’AMM dans les 
cancers du sein, de l’estomac, colorectal et du poumon et dans les tumeurs stromales gastro-
intestinales, les mélanomes et les leucémies (49). En France, en 2013, 89 254 tests à visée 
théranostique, prédictifs de la réponse à une thérapie ciblée, ont été réalisés chez 65 000 patients, 
dont 42 197 tests pour le cancer du poumon (49). Ces chiffres sont en augmentation constante du 
fait de l’apparition de nouvelles molécules (49). 
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Les plateformes analysent également des marqueurs diagnostiques (ex : recherche d’une instabilité 
microsatellitaire dans le cancer colorectal lors d’une suspicion de syndrome de Lynch), des 
marqueurs pronostics orientant le choix du traitement du patient (ex : recherche d’une amplifiaction 
de MYCN dans le neuroblastome), des marqueurs de suivi (ex : quantification du réarrangement des 
génes du TCR et des immunoglobulines dans le suivi de la maladie résiduelle dans la leucémie aigue 
lymphoblastique) et des marqueurs de pharmacogénétique constitutionnelle (49). 
Par ailleurs, les plateformes anticipent l’arrivée de nouveaux traitements en analysant des 
biomarqueurs émergents pour lesquels des thérapies ciblées pourraient être disponibles à l’avenir. 
Dans le cancer du poumon, il s’agit des gènes KRAS, HER2 et BRAF, dont les résultats ont fait l'objet 
du projet BIOMARQUEURS France (31). 
Enfin, ces plateformes ont une place importante dans la recherche clinique grâce au programme 
AcSé (Accés Sécurisé à des thérapies ciblées innovantes) qui a débuté en juin 2013. Il s’agit d’un essai 
clinique de phase II visant à rechercher une altération moléculaire, indépendamment de la 
localisation et du type de cancer, chez des patients en échec thérapeutique afin de leur proposer une 
thérapie ciblée ayant déjà l’AMM pour un autre cancer présentant cette même altération (48,50). 
L’intérêt serait d’élargir les indications de ces traitements. Deux essais sont en cours : 

- AcSé crizotinib : étude de l'efficacité du traitement par crizotinib chez les patients présentant 
des altérations des gènes ALK, ROS et MET (48) 

- AcSé vémurafénib : étude de l'efficacité du traitement par vémurafénib chez les patients 
présentant une mutation V600 du géne BRAF (50) 

 
D. Réarrangements géniques dans l’adénocarcinome pulmonaire  

1. ALK 
a) Oncogénèse 

Le gène ALK (Anaplasic Lymphoma Kinase) est situé sur le bras court du chromosome 2p23 et 
comporte 26 exons (51). Il est exprimé à l’état normal dans le système nerveux (51). Il code pour une 
protéine transmembranaire à activité tyrosine kinase appartenant à la superfamille des récepteurs à 
insuline (51). Celle-ci aurait un rôle dans le développement et le fonctionnement du système nerveux 
central et périphérique (51,52). Son ligand n'est pas connu (53). 
Les translocations impliquant ALK sont des driver mutations ayant un pouvoir oncogénique en 
activant différentes voies de signalisation intra-cellulaire (JAK/STAT, PIK3/AKT, MAPK, ….) intervenant 



47 
 

dans la croissance cellulaire, la transformation cellulaire et l’inhibition de l’apoptose (figure 26) 
(52,54).  

 
Figure 26 : Voies de signalisation contrôlées par ALK (55) 
La fusion de ALK avec un gène partenaire a lieu suite à un réarrangement inter ou intra-
chromosomique mettant en relation les régions codant pour le domaine tyrosine kinase de ALK , 
situées en  3’ du gène, avec la région 5’ d’un gène partenaire (56,57). La transcription de ALK est 
alors sous le contrôle du promoteur du gène partenaire (58). La protéine chimérique est 
intracytoplasmique et comporte à son extrémité C-terminale le domaine tyrosine kinase de ALK 
associée, à son extrémité N-terminale,  au domaine coil coil ou leucine zipper du gène partenaire, 
conférant une activation constitutionnelle du domaine tyrosine kinase de ALK par dimérisation 
indépendante de la fixation de son ligant (51,56,57).  
A ce jour, 10 gènes partenaires de ALK ont été identifiés : EML4, TFG, KIF5B, KLC, STRN, HIP1, BIRC6, 
DCTN1, SEC31A et TPR (5,53,55,59–72). Un réarrangement avec le gène  PTPN3, ne comportant pas 
le domaine tyrosine kinase de ALK, a également été décrit, sans signification clinique connue (73). 
Pour un même gène partenaire, plusieurs variants existent selon la localisation du point de cassure 
(figure 27). Les 3 principaux variants de EML4-ALK (v1, v2 et v3a/b) représentent à eux seuls 70 % des 
réarrangements de ALK connus à ce jour dans l'ADKP (soit 85% des réarrangements EML4-ALK) 
(54,55).  
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Figure 27 : Variants de ALK répertoriés en 2012 (55) 
Pour illustrer ce phénomène, voici l’exemple du premier réarrangement décrit dans la littérature par 
Soda et al. en 2007 dans l’ADKP : la fusion de l’exon 13 de EML4 et de l’exon 20  de ALK (5) . EML4 
(echinoderm microtubule-associated protein-like) est également situé sur le chromosome 2, en 
position 2p21, séparé de ALK par 12 mégabases. Deux cassures surviennent sur le chromosome 2 : 
l’une dans l’intron situé entre les exons 19 et 20 de ALK et l’autre dans l’intron situé entre les exons 
13 et 14 de EML4. Le fragment de chromosome ainsi formé se retourne et ALK et EML4 se retrouvent 
accolés (figure 28). 

      
Figure 28 : Mécanisme de la translocation ALK-EML4 (5)  

b) Caractéristiques cliniques 
Environ 5% des CPNPC présentent un réarrangement de ALK (51). Des translocations de ALK sont 
décrites dans d’autres tumeurs comme le lymphome anaplasique à grandes cellules (tumeur dans 
laquelle une translocation de ce gène a été décrite pour la première fois, par Morris et al en 1994, 
d’où son nom (74)), le cancer papillaire de la thyroïde, le carcinome anaplasique de la thyroïde ou la 
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tumeur myofibroblastique inflammatoire (5,53,56). Des mutations ponctuelles ou des surexpressions 
de ALK sont présentes dans plusieurs cancers, comme le neuroblastome (53). 
Les patients ALK+ sont plus jeunes (entre 50 et 55 ans en moyenne) que les ALK-  et sont peu ou non-
fumeurs (75–80), sans distinction ethnique (53). Les tumeurs ALK+ sont en très grande majorité des 
adénocarcinomes, avec comme caractéristiques la présence de contingents de type solide, mucineux 
cribriforme ou à cellules indépendantes, avec une abondante mucine extra-cellulaire (7,75,79,81). Il 
s’agit de tumeurs diagnostiquées à un stade plus avancé (75,79). Quelques cas d’adénocarcinome 
coexistant avec un contingent de carcinome épidermoïde ou sarcomatoïde ont été décrits (75,79,82), 
ainsi que la présence de psammomes (79). Ces caractéristiques cliniques et morphologiques ne sont 
toutefois pas suffisantes pour présumer de la présence ou non d’un réarrangement de ALK.  
En 2013, Kim et al. ont montré que la fréquence des translocations de ALK était plus importante dans 
les métastases que dans les tumeurs primitives, ce résultat étant à confirmer à l'aide de cohortes de 
plus grande taille (83). Les métastases pleurales et péricardiques seraient plus fréquentes en cas de 
tumeurs ALK+ (76). 
Bien qu’il soit communément admis que les réarrangements de ALK sont mutuellement exclusifs des 
mutations des gènes EGFR et KRAS (84–87), 8% des tumeurs ALK+ seraient également porteuses 
d’une mutation d’EGFR ou de KRAS (78). 
La valeur pronostique des réarrangements de ALK reste débattue (7,80). 

c) Traitement 
Le crizotinib est la première thérapie ciblée développée contre les tumeurs présentant un 
réarrangement de ALK ou MET. Il est approuvé aux États-Unis depuis août 2011 par la Food and Drug 
Administration et a obtenu l’AMM en France en octobre 2012 (avec la possibilité de le prescrire dès 
la première ligne de traitement depuis 2015). Il s’agit d’un inhibiteur de tyrosine kinase empêchant la 
phosphorylation du résidu tyrosine en entrant en compétition avec l’ATP.  
Les essais cliniques de phase I à III ont montré un taux de réponse au traitement entre 53% et 65%, 
avec une survie sans progression entre 7,7 et 9,9 mois (77,78,88) (figure 29). La réponse est rapide 
(en moyenne 8 semaines après l’initiation du traitement, parfois quelques jours (78)). Il s’agit d’une 
avancée majeure dans le traitement de ces patients, le taux de réponse avec les traitements 
conventionnels n’étant que de 10% (77), bien que les patients ALK+ aient une meilleure réponse au 
pemetrexed que les patients ALK- (89). 
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Figure 29 : Efficacité du crizotinib chez les patients ALK+ (88)  
Ce traitement est cependant peu efficace sur les métastases cérébrales en raison de son faible 
passage à travers la barrière hémato-encéphalique (90).  
Il s’agit d’un traitement administré par voie orale, bien toléré, les principaux effets secondaires étant 
des troubles digestifs, des troubles visuels et de l’œdème (77,78). 
Toutefois, une résistance secondaire apparait invariablement. Elle est due à une mutation ponctuelle 
de ALK, à une amplification de ALK ou à une activation d’une autre voie de prolifération cellulaire 
court-circuitant ALK (voies de l’EGFR, ….) (86,90–92) (figure 30). Des TKI-ALK de nouvelle génération 
existent pour traiter ces tumeurs résistantes. Le seul à voir l’AMM actuellement est le ceritinib. 
Plusieurs autres molécules sont en développement : l’alectinib (qui présente une bonne diffusion 
hémato-méningée), le ganetespid, l’AP26113 et le PF-06463922 (93,94). 

 
Figure 30 : Mécanismes de résistance secondaire au crizotinib (92)  
La réponse au crizotinib est indépendante de la proportion de cellules tumorales réarrangées, cette 
variation de proportion reflétant d’avantage les aléas techniques (échantillon, interprétation) qu’une 
véritable hétérogénéité tumorale (95). La réponse au traitement serait également indépendante du 
type de positivité de la FISH (split ("cassure") ou spot ("point") rouge isolé) (95) et de la présence ou 
non d’une augmentation du nombre de copies de ALK  avant le début du traitement (91,95).  
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En l’absence de réarrangement de ALK, la présence d’une amplification du gène ALK ou d’une 
polysomie du chromosome 2 n’a pas à l’heure actuelle de signification clinique (96). 
In vitro, une variation de la réponse au crizotinib en fonction du gène partenaire et du variant a pu 
être mise en évidence. Ces résultats n’ont toutefois pas à ce jour été confirmés cliniquement (77,97). 
 

2. ROS 
a) Oncogenèse 

Le gène ROS est situé sur le bras long du chromosome 6 (6q22) et code également pour un récepteur 
transmembranaire à activité à tyrosine kinase de la superfamille des récepteurs à l’insuline (98). Il est 
normalement exprimé dans le poumon et l’épididyme (99). Il serait impliqué dans la transition 
mésenchymo-épithéliale durant le développement ; son ligand n’est pas connu (99). 
A l’instar de ALK, les réarrangements impliquant ROS promeuvent le développement tumoral en 
activant différentes voies de signalisation intracellulaire (figure 31) (99). 

 
Figure 31 : Voies de signalisation intracellulaire contrôlées par ROS (99) 
Le réarrangement chromosomique met en relation les régions codant pour le domaine tyrosine 
kinase de ROS, situéés en 3’ du gène, avec la région 5’ du gène partenaire. Douze gènes partenaires 
de ROS dans le CNPCP sont actuellement connus : CD74 (environ 40 % des cas (83,100,101)), 
SLC34A2, SDC4, TPM3, EZR, LRIG3, KDELR2, TMEM106B, MSN, LIMA1, FIG (aussi appelé GOPC) et 
CCDC6 (7,29,30,83,100,102–105) (figure 32) . La protéine de fusion ainsi obtenue peut être 
transmembranaire, cytoplasmique ou périnucléaire (106). Il est à noter que l’oncogénicité du 
transcrit SLC34A2-ROS est discutée in vitro (107) bien que des cas de patients porteurs de ce transcrit 
répondant au crizotinib aient été décrits (100).  
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Figure 32 : Principaux gènes partenaires de ROS  (101) 
De rares cas de mutation concomitante des gènes EGFR, KRAS ou BRAF ou d’amplification de MET 
ont été décrits (104,108–112). Cai et al (113) ont par ailleurs publié un cas d’ADKP métastatique 
comportant 3 variants différents de ROS (sur les prélèvements de 2 métastases), témoignant d'une 
hétérogénéité tumorale. 
Les CNPCP comporteraient également des surexpressions de ROS, en lien avec des modifications 
épigénétiques et non des réarrangements géniques. Ces altérations n’entraînent toutefois pas à ce 
jour d’application clinique (114). 

b)  Caractéristiques cliniques 
Les réarrangements impliquant ROS ont été décrits pour la première fois en 1987 dans le 
glioblastome, où la fusion de ROS et FIG est due à une délétion intrachromosomique et non à une 
translocation (115,116). Ce n’est qu’en 2007 qu’ils ont été identifiés dans le cancer du poumon (6), 
où ils sont présents dans 1 à 2 % des CPNPC (7,98,104,112,117,118). Ils sont aussi retrouvés dans le 
cholangiocarcinome, les cancers gastrique, ovarien et colorectal, la tumeur myofibroblastique 
inflammatoire, l’angiosarcome et l’hémangioendothéliome épithélioide (106,119–121). 
On observe une plus grande prévalence des réarrangements de ROS chez les patients âgés en 
moyenne de 50 à 60 ans  (98,118,122), de sexe féminin (112,117,118), non ou peu fumeurs et 
atteints quasi-exclusivement d’adénocarcinome (de rares cas de carcinome adénosquameux ou de 
contingent neuroendocrine ont été décrits (103,105,110)), sans sous-type histologique clairement 
prédominant bien que des aspects similaires aux tumeurs ALK+ soient souvent observés 
(98,104,117,118,123,124). Quelques cas de calcifications intra-tumorales ont été décrits (122,123). 
Ces caractéristiques cliniques et histologiques ne sont tout de fois de nouveau pas discriminantes du 
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fait de la très petite taille des cohortes ROS+ dans la littérature et de la prédominance d’études chez 
les asiatiques, chez qui la plus grande fréquence de ces réarrangements est débattue (98,112). 
Une étude in vitro et sur modèle murin a montré une plus grande agressivité des tumeurs ayant un 
transcrit CD74-ROS comparé celles ayant un transcrit FIG-ROS, sans confirmation clinique à l'heure 
actuelle (107). 
La valeur pronostique des réarrangements de ROS reste controversée (110,125), tout comme la 
présence d’une altération du nombre de copie de ROS, sans réarrangement associé (109,118). 

c) Traitement 
Du fait de la grande homologie du domaine tyrosine kinase des protéines ALK et ROS (100,126), il 
était licite d’évaluer les inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant les réarrangements de ALK chez les 
patients ROS+. Ainsi, le crizotinib a été approuvé aux Etats-Unis par la Food and Drug Administration 
en mars 2016 pour te traitement des cancers pulmonaires métastatiques ROS+. En France, ce 
traitement est délivré dans le cadre du protocole AcSé crizotinib (48). 
L’étude de phase I conduite par Shaw et al a montré un taux de réponse global au crizotinib de 72% 
avec un temps moyen de réponse de 7,9 semaines (100). La durée moyenne de réponse (17,6 mois) 
et la survie sans progression (19,2 mois) sont plus importantes chez les patients ROS+ que chez les 
patients ALK+ (100). Une étude rétrospective européenne retrouvait un taux de réponse global de 
80% et une survie sans progression de 9,1 mois (127). Des études prospectives de phase II sont en 
cours, telles que EUCROSS (128). 
Il n’a pas été constaté à ce jour de différence significative de réponse au traitement entre les 
différents transcrits (100). 
Les effets indésirables sont les mêmes que ceux observées chez les patients ALK+ (100). 
Différents mécanismes à l’origine d’un échappement thérapeutique ont été identifiés : mutation 
secondaire de ROS (129–131), activation de la voie RAS (mutation de KRAS ou NRAS ou amplification 
de KRAS) (132) et activation de la voie de l’EGFR (131).  
Pour contrer ces résistances, des TKI de 2e génération sont en développement : le ceritinib, l’alectinib 
et, le brigatinib (AP26113), le foretinib, le cabozantinib et l’AZD3463 (133).  
A l’instar de ce qui est observé chez les patients ALK+, un traitement par pemetrexed serait plus 
efficace chez les patients ROS+ que chez les patients ROS- (111). 
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3. RET  
a) Oncogénèse 

RET (REarranged during Transfection) est un oncogène de 21 exons situé sur le chromosome 10 
(10q11.2) codant pour un récepteur transmembranaire à tyrosine kinase, dont le ligand appartient à 
la famille des facteurs neurotrophiques dérivés des cellules gliales. Il contrôle la survie, la 
différenciation, la migration et la prolifération cellulaires via les voies RAS/ERK, PIK3/AKT, MAPK et 
JNK. Il interviendrait dans le développement du système nerveux entérique et du rein et dans la 
spermatogénèse (134) et est exprimé dans les neurones, les ganglions sympathiques et 
parasympathiques, les cellules C thyroïdiennes, la médullosurrénale et le tractus uro-génital (101). 
Les réarrangements de RET entraînent, comme pour ALK et ROS, une activation constitutionnelle de 
RET par dimérisation indépendante de son ligand grâce à la région coiled-coil du partenaire. Plusieurs 
gènes partenaires de RET ont été identifiés à ce jour dans le CNPCP : KIF5B (dans plus de 80% des 
cas), CCDC6, NCOA4, CUX1 et TRIM33 (105,135–137). Dans le cas de KIF5B, le réarrangement est 
intra-chromosomique, dû à une inversion péricentrique (138) (figure 33). 

     
Figure 33 : Réarrangement de RET et protéine de fusion obtenue (138) 
La présence d’un réarrangement de RET serait mutuellement exclusive de la présence d’une 
mutation d’EGFR, ALK, BRAF, KRAS et HER2 (139). Un cas de mutation concomitante de l’EGFR a 
toutefois été décrit (140). 

b) Caractéristiques cliniques 
Les réarrangements de RET ont été décrits pour la première fois en 2012 dans le CNPCP (7–
9,138,141) où ils sont diagnostiqués dans environ 1% des cas (7,135). Ils sont connus depuis 1987 
dans le carcinome papillaire de la thyroïde (142). Par ailleurs, les mutations constitutionnelles de RET 
sont à l’origine des Néoplasies Endocrines Multiples de type 2 (NEM2) et des mutations somatiques 
ponctuelles sont retrouvées dans près de 50% des cancers médullaires de la thyroïde (134). 
Les cohortes de patients RET+ sont à ce jour de trop petite taille pour pouvoir dresser un portrait 
type fiable de ces patients et de leur tumeur. Dans une méta-analyse réalisée en 2015, Lin et al  
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montrent le profil suivant pour ces patients : patients de sexe féminin et non-fumeur (plus 
particulièrement chez les patients d’origine asiatique), atteints d’un adénocarcinome pulmonaire 
(135). Ces patients seraient également plus jeunes (< 60 ans). Dans une étude européenne, Michels 
et al retrouvent quant à eux une prédominance d’hommes, avec une moyenne d’âge de 62 ans et 
une très faible prédominance de non-fumeurs (140). En 2014, parmi les 951 prélèvements d’ADKP 
adressés à la plateforme de génétique somatique des tumeurs de Rennes, 7 cas RET+ ont été 
identifiés (3,7%) : la moyenne d’âge des patients était de 71 ans avec un ratio homme /femme à 0,33 
(143). Un article rapporte, dans 4 cas d’ADKP RET+, un aspect de dissémination lymphatique en 
imagerie et la présence de psammomes en l’histologie (144). Un cas de tumeur carcinoïde et un cas 
de carcinome épidermoïde RET+ ont également été décrits (145). 
Tsai et al suggèrent que les tumeurs métastatiques RET+ seraient de meilleur pronostic que les 
tumeurs ne présentant pas d'altération des génes RET,EGFR,KRAS et ALK (146). 
L’exposition aux rayonnements ionisants pourrait être un facteur favorisant cette altération (147). 
L’apparition d’un réarrangement de RET pourrait également être un mécanisme de résistance 
secondaire aux TKI EGFR chez les patients EGFR+ (148). 

c) Traitement 
Plusieurs TKI ayant une activité anti-RET sont en cours d’évaluation dans le CNPCP RET+ ( tels que le 
vandetanib, le cabozantinib, le sunitinib ou lesorafenib) et quelques cas publiés de réponse 
thérapeutique témoignent du caractère prometteur de ces molécules (137,149) . Elles sont délivrées 
dans le cadre d’essais cliniques.  
L’alectinib, un TKI ayant été développé pour traiter les patients ALK+ résistants au crizotinib, pourrait 
être également efficace chez les patients RET+ (150). 
 

4. Détection des translocations 
a) Caryotype 

Le caryotype est une analyse pan-génomique de faible résolution. Il permet de visualiser l’ensemble 
des chromosomes à partir de cellules mises en culture puis bloquées en métaphase. Seuls des 
réarrangements chromosomiques de grande taille peuvent être diagnostiqués par ce moyen, ce qui 
n’est pas adapté à l’étude des translocations impliquant ALK, ROS ou RET. De plus, il s’agit d’une 
technique lourde ne convenant pas à une activité de routine en cancérologie pulmonaire. 
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b) IHC couplée à la FISH : le "gold standard" actuel au CHU de Rouen 
 Principes de l’immunohistochimie (IHC)  

L'IHC permet de détecter des antigènes protéiques à l'aide d'anticorps spécifiques. Cette technique 
est réalisée sur prélèvement fixé au formol et inclus en paraffine ou sur lame d’étalement 
cytologique et peut être entièrement automatisée. 
Après démasquage antigénique thermique ou enzymatique, permettant de rompre les ponts 
protéiques induits par le formol, un anticorps primaire spécifique est fixé sur l'antigène d'intérêt. Un 
kit de révélation indirecte est ensuite utilisé, comportant des anticorps secondaire et tertiaire et un 
chromogène, entrainant la formation d'un précipité brun visible en microscopie optique (figure 34). 
Afin d'augmenter l'intensité du signal, une étape d'amplification peut être ajoutée. 

 
Figure 34 : Principes de la technique d'IHC (document Ventana Roche, kit OptiView)  
Les différents paramètres pré-analytiques (délai d’acheminement du prélèvement, type et volume de 
fixateur, temps de fixation, conservation des blocs, délai d’utilisation des lames blanches, stockage 
des réactifs) doivent être parfaitement maitrisées car ils peuvent affecter les performances de 
l'immunomarquage (151). La décalcification des prélèvements osseux ou calcifiés altère le résultat 
des immunomarquages (152). 
Il est impératif de disposer pour chaque série d’immunomarquage de témoins (internes ou externes) 
positifs et négatifs permettant de contrôler la qualité de la technique. 
L’immunohistochimie possède de nombreux avantages : contrôle morphologique, rapidité (délai de 
24h), interprétation plus aisée par tout pathologiste, faible coût (environ 10 euros par lame), facilité 
de mise en place. La principale difficulté de cette technique réside dans la détermination du seuil 
entre positivité et négativité. 

 Principes de la FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) 
Il s’agit d’une technique permettant de détecter une région chromosomique à l’aide d’une sonde 
d’ADN monobrin, marquée par un fluorochrome, s’hybridant de façon spécifique sur la région 
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d’intérêt. Elle est réalisable sur tissu fixé au formol et inclus en paraffine, sur les lames de cytologie 
et sur tissu frais ou congelé.  Il est préférable d'éviter les prélèvement décalcifiés. 
Dans l’ADKP, les sondes utilisées sont de type break-appart (ou sondes de "séparation"). Le kit 
comporte 2 sondes marquées par un fluorochrome de couleur différente (rouge et vert) se fixant de 
part et d’autre du point de cassure du gène d’intérêt (figure 35). 

 
Figure 35 : Sondes de FISH de type « break-appart » : exemple des sondes Vysis ALK Abbott 
Lorsque le gène est normal, les sondes sont accolées : le signal observé est soit un spot rouge et un 
spot vert accolés, soit un spot de fusion jaune (figure 36). En revanche, en cas de réarrangement, les 
deux sondes sont séparées : le signal observé est un spot rouge séparé du spot vert ou la perte du 
spot vert (figure 37). Cette altération est présente à l’état hétérozygote. 

 
Figure 36 : Gène non réarrangé (84,91) 

 
Figure 37 : Gène réarrangé (84,91) 
 
Cette technique présente plusieurs limites : son coût (75 euros de réactifs par lame), la subjectivité et 
la difficulté de son interprétation, l’absence d’identification du gène partenaire et sa grande 
sensibilité aux conditions de fixation et de stockage du prélèvement. Son intérêt majeur est qu’elle 
permet d’identifier tous les variants, quel que soit le partenaire impliqué. 
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 Pré-criblage par IHC puis confirmation par FISH 
Au CHU de Rouen, l’étude immunohistochimique est réalisée en première intention et est utilisée 
comme méthode de pré-criblage : en cas de positivité, elle est complétée par une technique de FISH 
afin de rechercher un réarrangement de ALK ou ROS. Si l’IHC est négative, aucune autre technique 
complémentaire n’est réalisée et l’on conclut à l’absence de réarrangement du gène étudié. Cette 
détection séquentielle permet de limiter le nombre de FISH réalisées (153).  

 ALK  
Deux clones sont validés pour la réalisation de l’étude immunohistochimique dans l’ADKP : le D5F3 
(Ventana Roche®) et le 5A4 (Abcam®). Ils possèdent tous deux d’excellentes sensibilité (entre 95% et 
100%) et spécificité (entre 95% et 100%) (85,153–157).  Le clone utilisé dans les lymphomes 
anaplasiques, l’ALK1, n’est pas adapté aux CNPCP en raison d'un manque de sensibilité (75,158,159). 
Il n’existe pas de consensus pour définir une IHC positive. Dans la littérature, l’IHC est considérée 
positive soit en cas de marquage cytoplasmique granuleux fort (3+) des cellules tumorales (154,155), 
soit en cas de marquage d’intensité faible à forte (1+ à 3+) (63,85,153,156,157,160) (figure 38). Des 
cas IHC 1+ et 2+ positifs en FISH ont été décrits (85,153,156,157,160). Ce marquage peut être 
hétérogène au sein de la tumeur. L’INCa, à travers le programme ACSé, recommande de considérer 
les marquages forts (3+), modérés (2+) et faibles (1+) positifs, à partir de 10% de cellules tumorales 
marquées tandis que Ventana®, fournisseur du clone D5F3, recommande de ne considérer positifs 
que les cas 3+. 

 
Figure 38 : Différentes intensités de marquage avec les anticorps 5A4 (à gauche : A : 0; B : 1+; C : 2+; D : 3+) et D5F3 (à droite : A : 3+ ; B : 2+ ; C : 1+ ; D : 0) (157,160) 
 
Un méta-analyse publiée en 2016 suggère que les cas IHC 3+  seraient suffisamment spécifiques et 
pourraient s'affranchir d'une confirmation par FISH et que celle-ci pourrait être réservée aux cas 1+ 
et 2+ (marquages d'intensité faible à modérée) uniquement (158). Cette méta-analyse montre par 
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ailleurs que l'immunohistochimie est plus sensible lorsque toutes les intensités de marquages sont 
considérées positives (158).  
L’expression protéique de ALK est très faible et nécessite une forte concentration d’anticorps et une 
importante amplification du signal. 
Il existe des risques d’IHC faussement positive lors de la lecture de la lame en raison d’un bruit de 
fond au niveau des macrophages alvéolaires, des cellules nerveuses, de l’épithélium normal, des 
lymphocytes et des plages de nécrose (155). Notre expérience au CHU de Rouen a aussi montré 
l'existence d'un bruit de fond au niveau du mucus.  
 
La lecture d’une FISH se fait sur au minimum 100 cellules. Une FISH de type break-appart est 
considérée positive lorsque l’on observe un écart d’au moins 2 fois le diamètre d’un spot entre les 2 
sondes (161,162), dans au moins 15% des cellules tumorales (84,153,155,161). Il s'agit d'un examen 
d'interprétation difficile, la taille d'un spot étant comprise entre 0,3 et 0,8 microns (84). Entre 6% et 
10%  des FISH ont un résultat équivoque (c’est-à-dire entre 10% et 20% de cellules réarrangées), que 
certains auteurs suggérent de classer en borderline (limite) (84,161).  
Le pattern de positivité de la FISH serait le reflet du type de translocation (figure 39) : un "short split" 
(écart de 2 spots) ou un "long split" (écart de 2 à 3 spots) témoigneraient d'un réarrangement 
intrachromosomique, un "far-away split" (écart de plus de 3 spots) témoigneraient d'une 
translocation interchromosomique et un "deleted split" (perte du spot vert), une translocation 
intrachromosomique avec délétion (84). Plusieurs patterns peuvent co-exister au sein d'une même 
tumeur (84). Le "deleted split" est plus facile à diagnostiquer que les split (161). 
Une polysomie (figure 39) peut être observée, correspondant, selon les auteurs, à la présence d'au 
moins 3 copies du gène ALK dans au moins 10 à 30% des cellules tumorales (84). Une amplification 
du gène ALK se caractérise par la présence d'un rapport « nombre de sonde ALK/nombre de sonde 
centromérique » ≥6 dans plus de 10% des cellules tumorales. En 2015, Martin et al ont réalisé une 
étude sur 244 ADKP et ont montré la présence d'une polysomie dans 77% des cas (61% des ALK+ et 
79% des ALK-) tandis qu’une amplification de ALK était présente dans 5% des cas (84). En 2012, 
Salido et al retrouvaient 63% de polysomie et 10% d’amplification sur une cohorte de 107 patients 
(96). Ces  altérations peuvent être associées ou non à des réarrangements de ALK et sont présentes 
dans une proportion variable de cellules tumorales (84,96). 
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Figure 39 : Différents pattern de FISH ALK (A : absence de réarrangement; B : short split: C : long split; D : far-away split; E : deleted split; F : polysomie) (84) 
 
Lors de la lecture d’une FISH, il est souvent difficile de repérer précisément les territoires tumoraux : 
une FISH peut être faussement conclue comme étant négative lorsqu’il n’y a aucune cellule tumorale 
dans le territoire analysé. Par ailleurs, la FISH peut être faussement considérée positive avec un 
pattern « spot rouge isolé » lorsque le site de fixation de la sonde verte se trouve sur un autre plan 
non visible sur la lame (163).  
 
Des discordances sont possibles entre les résultats d’IHC et de FISH, indépendamment des erreurs 
d'interprétation et des étapes pré-analytiques. 
Les cas d’immunomarquage positif et de FISH négative (IHC+/FISH-) correspondraient à un 
réarrangement complexe de ALK non détectable par FISH mais aboutissant tout de même à la 
surproduction d’une protéine ALK anormale. Dans ces cas, le traitement par crizotinib serait efficace 
(85,164,165).  
Une discordance IHC-/FISH+ correspondrait à la présence d’un réarrangement au niveau de la 
séquence d’ADN de ALK n’entraînant pas de production d’une protéine anormale et, de ce fait, à une 
inefficacité du traitement par crizotinib (154,155,159,163). Le réarrangement visualisé en FISH peut 
également être un faux positif dû à un artéfact technique entraînant des altérations de l'ADN ou 
biaisant l’interprétation de l’examen (notamment en cas de pattern « spot rouge isolé » comme 
mentionné ci-dessus) (84,163). 
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 ROS 
L’étude immunohistochimique est réalisée avec le clone D4D6 (Cell Signaling Technology®);  la 
positivité  de l’IHC est définie par la présence d’un marquage cytoplasmique granuleux, d’intensité 1 
à 3+ ou 2 à 3+ selon les études, quelle que soit la proportion de cellules tumorales marquées 
(104,108,122–124,166). Le fournisseur (Cell Signaling Technology®) nous a quant à lui indiqué que 
toutes les intensités de marquage sont à considérer positives, sous réserve des conditions pré-
analytiques et analytiques au sein du laboratoire. Un marquage membranaire ou des agrégats (plus 
ou moins péri-nucléaires) peuvent également être observés (104,122,166) (figure 40). Un bruit de 
fond, parfois intense , peut être observé au niveau des macrophages, des cellules géantes, des 
pneumocytes II réactionnels et de la métaplasie bronchiolaire (108,122,123,167), ainsi qu’au niveau 
des tissus sains gastro-intestinal, rénal, parathyroidien, oculaire, laryngé, surrénalien, musculaire 
strié et cérébelleux (104).  

 
Figure 40 : Différents types de marquage avec l’anticorps anti-ROS (clone D4D6, Cell Signaling Technology, Danvers, MA)  (A,B et F : cytoplasmique granuleux, C : cytoplasmique et agrégats focaux, D : agrégats, E : membranaire et cytoplasmique) (124)  
Une étude française réalisée en 2014 a montré que l’immunomarquage était hétérogène, avec 
présence au sein d’une tumeur ROS+ de cellules tumorales non marquées (122), ce qui a été constaté 
dans plusieurs autres études (123,166). L’intensité de marquage prédominante était le 2+. Elle a 
également mis en évidence qu’un marquage aberrant des cellules tumorales pouvait être observé en 
cas de réarrangement de ALK (1 à 2+) ou de mutation de HER2 (2+) ou de l’EGFR (marquage douteux 
1+). 
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Comparée à la FISH, l’IHC présente une excellente sensibilité proche de 100 % et une spécificité de 
plus de 90%  (122,123). L’utilisation d’un score (H-score) couplant intensité de marquage et 
proportion de cellules tumorales marquées permettrait d’obtenir une meilleure spécificité mais 
semble peu adapté à la pratique quotidienne (124,166,167)  . 
La FISH est considérée comme positive si 15% ou plus des cellules tumorales comportent à l’état 
hétérozygote un signal de split (écart d’un spot ou plus) ou d’un spot 3’ (vert ou rouge selon le 
fournisseur) isolé (104,110,122).  
La proportion de cellules réarrangées en FISH est très variable, de 23% à 100% (110,123).   
Le réarrangement ROS-EZR est délicat à diagnostiquer en FISH du fait de la proximité des 2 gènes et 
ne doit pas faire conclure à tort à une FISH-. Le diagnostic sera redressé par l’IHC+ (124). 
Un marquage péri-nucléaire en IHC associé, en FISH, à une perte du spot situé en 5’ serait associé aux 
transcrits ROS-FIG (104) tandis qu’un marquage membranaire en IHC serait associé à un transcrit 
ROS-EZR (124,167) et la présence d’agrégats cytoplasmiques à un transcrit ROS-CD74 (167). 
La présence d’une polysomie associée est possible (122). 

 RET 
La recherche de réarrangement de RET reste à ce jour rare dans la pratique quotidienne et n’est pas 
codifiée mais tend à se développer devant les avancées thérapeutiques prometteuses ciblant RET. 
Seuls quelques centres français (tels que Caen et Rennes) effectuent cette recherche par FISH. Il 
n’existe pas d’immunomarquage validé permettant actuellement de réaliser un pré-criblage bien que 
plusieurs anticorps aient été testés (clones 3F8, EPR2871, ab134100) (139,168,169). La FISH, avec des 
sondes de type break-appart, est la technique de choix en routine à l’heure actuelle (169). 
 

c) RT-PCR en temps réel 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique de biologie moléculaire permettant 
d'amplifier une région d'ADN d'intérêt à l'aide d'une ADN polymérase et de 2 amorces encadrant la 
région à amplifier. 
La RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) en temps réel est effectuée à partir 
d'un extrait d'ARN : elle comporte une première étape de transcription inverse pour obtenir de l'ADN 
complémentaire, suivie d'une PCR avec un marqueur fluorescent. 
La détection des réarrangements de ALK, ROS et RET se fait à l'aide de couples d'amorces spécifiques 
du gène de fusion recherché : l'une des amorces s'hybridant sur ALK, ROS ou RET, et l'autre sur le 
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gène partenaire. Si le transcrit recherché est présent, le couple d'amorce peut s'hybrider et la 
réaction de PCR avoir lieu. En l'absence du transcrit, aucun ADN ne sera synthétisé. Ce test peut être 
multiplexé : la même réaction contient un mélange d'amorces permettant de détecter un nombre 
limité de transcrits différents. Il n'est possible de détecter que les transcrits recherchés. 
Une autre approche est l’utilisation de couples d'amorces spécifiques des régions 3' et 5' de ALK, ROS 
ou RET : un déséquilibre d'expression des extémités 3' et 5' sera détecté lorsqu'un réarrangement 
génique est présent (71) (figure 41). L'avantage est de pouvoir détecter tous les transcrits quels que 
soient le point de cassure ou le gène partenaire. 

 
Figure 41 : RT-PCR quantitative de détection de déséquilibre d'expression des extémités 3' et 5' (82) 
L'inconvénient de cette technique est qu'elle nécessite un ARN de bonne qualité, suffisamment long. 

d) NGS (Next Generation Sequencing) 
Le NGS, ou séquençage à haut débit, permet de séquencer en parallèle des millions de molécules 
d’ADN, faisant jusqu’à 400 paires de bases (pb) (170). 
Il existe 2 principales technologies : la technique dévellopée par Thermofisher® (l’Ion PGM®), que 
nous détaillerons ci-dessous, et la technique dévellopée par Illumina® (le MiSeq®), basée sur le 
principe de la PCR en pont suivie d’un séquençage par incorporation de nucléotides terminateurs de 
chaine réversibles marqués par un fluorochrome (170). 
Le séquençage avec l’Ion PGM® se déroule en 4 étapes (170) : 

- Création de la librairie : après amplification et fragmentation de la région d’ADN (ou d’ARN) 
d’intérêt, un index (aussi appelé barcode ou tag), correspondant à une séquence nucléotidique 
unique spécifique d’un patient, et des adaptateurs universels, complémentaires des amorces de 
séquençage et de fixation sur la bille, sont fixés sur celle-ci. 
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- Amplification clonale par PCR en émulsion : à l’aide de son adaptateur, un fragment d’ADN se 
fixe sur une microbille contenue dans une gouttelette d’eau émulsionnée dans de l’huile. Á la 
fin de la PCR, chaque bille est recouverte de milliers de copies du fragment initial et est déposée 
dans un des millions de puits de la puce de séquençage. 

- Séquençage : après fixation d’une amorce de séquençage, un séquençage par synthèse est 
réalisé. Des nucléotides sont injectés de façon séquentielle dans le puit : lors de l’incorporation 
d’un nucléotide, un proton H+ est libéré et entraîne une variation de pH qui sera détectée par le 
séquenceur. Lorsqu’un nucléotide est injecté mais non incorporé, aucune variation de pH n’est 
enregistrée. La succession des nucléotides ayant entrainé une variation de pH correspond ainsi 
au brin complémentaire de la région étudiée. 

- Analyse bio-informatique : il s’agit d’une étape cruciale générant d’importantes quantités de 
données à analyser et stocker, dont voici les principales étapes :  

o Dé-multiplexage : les fragments séquencés sont triés par patient grâce à leur index 
o Base calling : les données brutes de variation de pH sont traduites en séquences 

nucléotidiques 
o Alignement : tous les fragments d’ADN séquencés sont alignés (« mis en ordre ») selon 

une séquence de référence 
o Variant calling : un logiciel répertorie tous les variants présents dans l’ADN séquencé, 

en le comparant à des séquences de référence 
Bien que cette technologie soit très performante pour détecter les mutations ponctuelles, elle n’est à 
ce jour pas adaptée aux diagnostics des réarrangements géniques du fait de la complexité de 
l’analyse bio-informatique à mettre en œuvre (notamment l’alignement). 
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III. Objectif 
L’objectif de ce travail est d’évaluer la faisabilité et la place d’une nouvelle technique de biologie 
moléculaire, la LD-RTPCR (Ligation Dependant-Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), 
dans la recherche de réarrangement des gènes ALK, ROS et RET dans l’adénocarcinome pulmonaire, 
en comparaison avec les techniques de référence actuelles utilisées au CHU de Rouen (IHC couplée à 
la FISH). 
 



66 
 

IV. Matériel et méthode 
 

A. La LD-RTPCR 
La technique de LD-RTPCR permet de détecter des transcrits de fusion à partir d'un extrait d'ARN 
obtenu sur tissu fixé au formol et paraffiné. Elle s'inspire de la technique de RT-MLPA (Reverse 
Transcription - Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification) développée par Eldering et al. 
(171) et a été mise au point par l’unité INSERM U918 du Centre de Lutte Contre le Cancer Henri 
Becquerel de Rouen. Elle est actuellement utilisée avec succès pour la détection de transcrits de 
fusions dans les sarcomes (172) et pour typer les lymphomes B diffus à grandes cellules (173) ainsi 
que les leucémies aigues (174).  
L'ARN étudié est converti en ADN complémentaire (ADNc). Deux sondes oligonucléotidiques sont 
hybridées côte à côte spécifiquement sur l'ADNc, de part et d'autre de la jonction des 2 gènes 
remaniés. Ces sondes sont liguées à l'aide d'une ligase puis amplifiées par PCR, grâce aux séquences 
complémentaires d'un couple d'amorce de PCR situées à leur extrémité libre. Seules les sondes 
liguées peuvent être amplifiées. Le produit de PCR obtenu est ensuite séquencé par pyroséquençage 
ou NGS afin d'identifier les 2 gènes impliqués dans le réarrangement et leur point de cassure (figure 
42). 
L'extrémité libre de toutes les sondes sont complémentaires d'un unique couple d'amorces de PCR : 
de nombreuses sondes différentes peuvent donc être mélangées, l'amplification de n'importe quel 
couple de sondes liguées se faisant avec le même couple d'amorce de PCR. On parle alors de 
multiplexage. 
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Gène A                             Gène B
Reverse Transcription (RT)

ADNc
Hybridation et ligation

ARN

Gène A Gène B
EML4e13

EML4e6KIF5B

Amplification par PCR

EML4e7

Point de cassure
Zone de ligation
Amorces de PCR

Séquençage par NGS et pyroséquençage

ALK Sonde 
oligonucléotidique

Figure 42 : Les étapes de la LD-RTPCR (adapté d'après (174))  
 
Le résultat final en NGS, après analyse bioinformatique, se présente sous la forme d’un graphique 
avec en abscisse le ou les transcrits détectés, et en ordonée le nombre de read (nombre de fois que 
le transcrit a été lu en NGS) pour chaque transcrit (annexes A et B). 
Le résultat de pyroséquençage se présente sous forme d'un graphique où la succession de pics 
représente les nucléotides incorporés, indiqués en abscisse. La hauteur du pic indique le nombre de 
nucléotides incorporés (annexes A, B et C). 
 
Par rapport à la détection de transcrits de fusion par RT-PCR classique, cette technique à l'avantage 
de ne nécessiter qu'une courte séquence d'ARN bien conservée (une cinquantaine de bases), celle se 
trouvant de part et d'autre du point de cassure. Elle est donc moins affectée par une mauvaise 
qualité d'ARN et peut être plus aisément réalisée sur des tissus fixés au formol et inclus en paraffine. 



68 
 

De plus, elle permet de détecter un grand nombre de transcrit différents (150 sondes, voire plus, 
peuvent être incluses dans le kit (174)). 
Le coût des réactifs de la LD-RTPCR est de moins de 15 euros par patient. Les manipulations 
s'effectuent en 2 jours, hors extraction 
 

B. Kit de LD-RTPCR pour la détection de réarrangements dans 
l’adénocarcinome pulmonaire  

L’analyse exhaustive de la littérature lors de ce travail de thèse (base de données Pubmed) a permis 
de référencer tous les transcrits ALK, ROS et RET connus à ce jour (jusqu'à avril 2016) dans le CNPCP 
et de déterminer les sondes oligonucléotidiques à inclure dans le kit de détection (figure 43) (seuls 
les transcrits dont les point de cassure étaients précisément indiqués dans la littérature ont été 
inclus). 

ROSe32,34,35

RETe11,12

EML4e2,6,13,14,15,17,18,20KLC1 e8HIP1 e21,28,30KIF5B e15,16,17,22,23,24STRNe3

CD74 e6,7SLC34A2 e4,13EZR e10SDC4 e2,4LRIG3 e16

TPM3e8

CCDC6 e1,2,8

NCOA4e8

SEC31A e22TPR e15BIRC6 e10DCTN1 e26SQSTM1 e5

GOPC e3,7

TRIM33e16

ALKe19,20

 
Figure 43 : Kit de LD-RTPCR composé de 47 sondes (e = exon)  
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Deux sondes ciblant un gène "ménager" (exprimé dans toutes les cellules), GAPDH, ont également 
été incorporées au kit afin de confirmer la présence d’ARN exploitable au sein de l’échantillon 
analysé. 
 

C. Cohorte  
Cette étude prospective a inclu tous les échantillons (prélèvements fixés au formol et inclus en 
paraffine ou lame d’étalement cytologique) de CNPCP pour lesquels un réarrangement des gènes ALK 
ou ROS a été diagnostiqué entre le 01/01/2014 et le 31/12/2015 au LGST de Rouen. Le diagnostic a 
été réalisé par immunohistochimie (ALK : clone D5F3, pré-dilué, Ventana®, kit de détection OptiView 
DAB et kit d’amplification OptiView, Ventana® ; ROS : clone D4D6, dilué au 1/100e, Cell Signaling 
Technology®, kit de détection UltraView Universal DAB et kit d'amplification Ventana®) et FISH (ALK : 
sondes Vysis break apart, Abbott® ; ROS : sondes ZytoLight ® SPEC ROS1 Dual Color Break Apart 
Probe, ZytoVision®). 
Le diagnostic de l'unique prélèvement avec réarrangment de RET connu au CHU de Rouen a été 
réalisé le 9/03/2016 sur la plateforme GENECAN à Caen par le Dr C. Le Naoures Mear, par FISH 
(sondes ZytoLight ® SPEC RET Dual Color Break Apart Probe). 
Une lignée cellulaire présentant un réarrangement de ALK a également été incluse comme témoin 
positif : il s’agit de la lignée NCI-H2228 (ATCC®), fixée à l’AFA (acide acétique, formol, alcool) et 
incluse en paraffine. 
Les immunomarquages ALK et ROS étaient considérés positifs pour tout marquage des cellules 
tumorales d’intensité faible à forte. Les FISH ALK, ROS et RET étaient considérées positives lorsque 
plus de 15% des cellules tumorales analysées présentaient à l’état hétérozygote soit un signal de 
split, soit un spot rouge isolé. 
Pour chaque échantillon, une lame HES a été effectuée et relue par 2 pathologistes au microscope 
double tête (Pr JC Sabourin et C. Gravet) afin de sélectionner la zone tumorale à extraire et 
déterminer après discussion la proportion de cellules tumorales. 
Les données suivantes ont été extraites des comptes-rendus de biologie moléculaire et 
d’anatomopathologie : identité du patient, date de naissance, sexe, âge au diagnostic initial, nature 
du prélèvement, organe prélevé, type histologique, intensité de l’IHC, proportion de cellules 
réarrangées en FISH, mutation d’un autre biomarqueur. 
Lorsqu’elles étaient disponibles, les informations cliniques suivantes ont été répertoriées : 
tabagisme, prescription d’une thérapie ciblée, efficacité de la thérapie ciblée. 
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Des biopsies et pièces opératoires fixées au formol et incluses en paraffine, issues du laboratoire 
d’Anatomie et Cytologie Pathologiques du CHU de Rouen et analysées au LGST, dépourvues de 
réarrangement de ALK, ROS et de toute mutation de l’EGFR ou des autres biomarqueurs analysés, 
ont également été sélectionnées par tirage sur la même période afin de servir de témoins négatifs. 
En cas de discordance entre le diagnostic réalisé au LGST et le résultat de LD-RTPCR, la lame d’IHC et 
les photos de la FISH ont été relues par 2 pathologistes (Dr N. Piton et C. Gravet) afin de vérifier 
l'exactitude des résultats d'IHC et de FISH. 
 

D. Analyses de biologie moléculaire 
Les extractions d'ARN ont été réalisées par E. Colasse au LGST du CHU de Rouen. 
Les techniques de LD-RTPCR ont été réalisées par P. Ruminy et V. Marchand dans l'unité Inserm U918 
du Centre Henri Becquerel. 

1. Extraction de l’ARN 
Le territoire tumoral a été sélectionné sur une lame HES puis macro-disséqué à partir de lames 
blanches. 
L'extraction d'ARN a été réalisée avec le kit Maxwell® 16 LEV RNA FFPE (Promega®), sur automate. 

2. Reverse transcription 
L'étape de reverse transcription a été effectuée avec le kit SuperScript® VILO® cDNA Synthesis de 
ThermoFischer Scientific®. 
Elle consiste à synthétiser de l'ADN simple brin à partir de l'ARN extrait. Il n'y a pas d'amplification du 
matériel génétique. 
Le mélange réactionnel comprenait, pour 1 patient, 2.5µL d'ARN, 1 µL de mix 
(didésoxyribonucléotides et tampon), 1µL d'eau distillée et 0.5µL de reverse transcriptase. Ce 
mélange a été placé dans un thermocycleur et incubé pendant 10 mn à 25°C (phase d'hybridation 
des amorces), 1h à 42°C (phase d'élongation) puis 5 mn à 85°C (phase de destruction de la reverse 
transcriptase). 

3. Hybridation des amorces de LD-RTPCR 
Cette étape permet de fixer les sondes oligonucléotidiques de LD-RTPCR sur l'ADN obtenu 
précédemment.  
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Pour un patient, le mélange réactionnel était constitué de 1,5 µL de tampon, de 1,5 µL du mélange 
de sondes oligonucléotidiques et de 5 µL de produit de RT. Il a été incubé en thermocycleur pendant 
2 mn à 95°C (phase de dénaturation) puis 1h à 60°C (phase d'hybridation des sondes). 

4. Ligation 
Lors de cette étape, les sondes fixées côte à côte sur un même brin d'ADN sont liguées.  
Le kit utilisé était le Salsa® MLPA® de MRC-Holland®. Vingt-cinq µL d'eau distillée, 6µL de tampon et 1 
µL de ligase ont été ajoutés au mix de ligation obtenu précédemment. Ce mélange a été incubé 15mn 
à 54°C (phase d'activation de la ligase) puis 5mn à 98° (phase de destruction de la ligase). 

5. Séquençage  
Les produits de PCR ont ensuite été migrés sur gel d’acrylamide. Lorsqu'un produit de PCR était 
détecté, celui-ci était séquencé par pyroséquençage et NGS. 
Les résultats ont été interprétés en aveugle par P. Ruminy et V. Marchand. 
 

E. Analyses statistiques 
Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels Prism 7® de GraphPad® (sensibilité et 
spécificité avec le test de Fisher) et QuickCalcs® de GraphPad® (Kappa de Cohen). 
Le Kappa de Cohen permet de comparer 2 techniques lorsqu'aucune technique de référence 
suffisamment fiable n'est disponible. 
Les résultats ont été considérés significatifs lorsque la valeur p était < 0,05. 
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V. Résultats 
A. Données anatomopathologiques et cliniques  

1. ALK 
Quarante-cinq prélèvements de 44 patients répondaient aux critères d’inclusion de l’étude. Sept 
prélèvements n’ont pas été analysés en raison de l’épuisement du matériel tumoral. 
Parmis les 38 cas analysables en LD-RTPCR (annexes A1 et A2), 21 (55%) étaient réalisés chez des 
hommes et 17 (45%) chez des femmes, avec une moyenne d’âge au diagnostic de 61,4 ans (intervalle 
de 36 à 88 ans; écart-type : 12 ans). 
Les caractéristiques de ces prélèvements étaient les suivantes :  

- Nature du prélèvement : 29 biopsies (76%), 9 pièces opératoires (24%) 
- Site de prélèvement : 18 (47%) prélèvements de la tumeur primitive, 20 (53%) prélèvements de 

métastase (ganglionnaire, cérébrale, mammaire, cutanée, médiastinale, surrénalienne, 
pulmonaire et pleurale).  

- Aucun prélèvement n’a été décalcifié 
- Type histologique : 34 (89%) adénocarcinomes pulmonaires et 4 (11%) CNPCP sans autre 

précision 
- Autres biomarqueurs : 6 (16%) patients présentaient également une altération d’un autre 

biomarqueur (1 mutation d’EGFR et 5 mutations de KRAS). 
- Surface tumorale : comprise entre moins de 1 mm2 et 250 mm2 
- Proportion de cellules tumorales après recoupe (figure 44) : il existait un doute à l'examen 

microscopique sur la présence de cellules tumorales sur 2 (5,2%) prélèvements, 4 (10,4%) 
prélèvements contenaient de rares cellules tumorales (moins d'une trentaine de cellules 
tumorales), 2 (5,2%) contenaient moins de 5% de cellules tumorales, 1 (2,6%) contenait 5-15% 
de cellules tumorales, 1 (2,6%) contenait 15-25% de cellules tumorales, 12 (32%) contenaient 
25-50% de cellules tumorales, 16 (42%) contenaient plus de 50% de cellules tumorales. 
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Figure 44 : Proportion de cellules tumorales des cas ALK (CT : cellule tumorale) 
 
L’étude immunohistochimique relevée sur les comptes-rendus anatomopathologiques retrouvait 22 
cas (58%) de marquage diffus fort (3+), 2 cas (5%) de marquage hétérogène faible à fort (1+ à 3+), 
12 cas (32%) de marquage douteux à modéré (douteux à 2+)  et 2 cas (5%) de marquage positif sans 
autre précision (figure 45).  
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Figure 45 : Intensité de l'immunomarquage des cas ALK 
 
La proportion de cellules tumorales réarrangées en FISH était comprise entre 15% et 88% lorsque 
cette valeur était disponible :  4 cas (10,5%) inférieurs ou égaux à 20%, 11 cas (29%) entre 21 et 
49%, 19 cas (50%) supérieurs ou égaux à 50% et 4 cas (10,5%) supérieurs à 15% sans autre précision 
(figure 46). 
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Figure 46 : Proportion de cellules tumorales réarrangées en FISH des cas ALK 
 La coexistence d’un réarrangement de ALK avec une polysomie du chromosome 2 était retrouvée 
chez 1 patient. 



74 
 

Les prélèvements 7 et 18 (annexe 1) ont été réalisés chez le même patient.  
On disposait des informations cliniques suivantes, pour certains patients uniquement : 
- Tabagisme :  2 patients fumeurs, 1 patient sevré depuis 35 ans et 2 patients non-fumeurs (sur 5 

patients dont le statut tabagique était connu). 
- Thérapie ciblée : 7 patients ont été traités par crizotinib (sur 11 patients dont la prise en charge 

thérpeutique était connue). 
- Efficacité de la thérapie ciblée :  

o réponse au crizotinib chez 4 patients (efficace chez 2 patients, réponse dissociée chez 2 
patients), relais par ceritinib chez 3 patients et par loratinib chez 1 patient  

o absence d'efficacité du crizotinib chez 1 patient, relais par ceritinib non évaluable 
(décès 3 semaines après introduction)  

o efficacité non connue chez 1 patient  
o 1 patient décédé 3 jours après l’introduction du traitement. 

 
2. ROS 

Dix-huit prélèvements de 17 patients présentant un réarrangement de ROS ont été inclus. Quatre 
prélèvements n’ont pas pu être analysés du fait de l’épuisement du matériel tumoral. 
Parmis les 14 cas analysables en LD-RTPCR (annexes B1 et B2), 8 ont été réalisés chez des hommes 
(53%) et 6 chez des femmes (47%) avec une moyenne d’âge au diagnostic de 53,4 ans (intervalle de 
31 à 77 ans; écart-type : 12,4 ans). 
Les caractéristiques anatomopathologiques des prélèvements étaient les suivantes :  

- Nature du prélèvement : 6 biopsies (23%), 7 pièces opératoires (50%) et 1 cytobloc (7%). 
- Site de prélèvement : 4 prélèvements de la tumeur primitive (28%), 10 prélèvements de 

métastase (ganglionnaire, cérébrale, osseuse, péricardique, pulmonaire et pleurale) (72%) 
- Aucun prélèvement n’a été décalcifié 
- Type histologique : 10 adénocarcinomes pulmonaires (72%), 2 CNPCP sans autre précision 

(14%), 1 carcinome adénosquameux (7%) et 1 carcinome sarcomatoïde (7%)  
- Autres biomarqueurs : aucun patient ne présentait d’altération d’un autre biomarqueur  
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- Surface tumorale : 119,6 mm2 en moyenne (intervalle de 3 à 400 mm2; écart-type : 112,3 mm2)  
- Proportion de cellules tumorales après recoupe : 1 prélèvement (7%) contenait de rares cellules 

tumorales (moins d'une trentaine de cellules tumorales), 3 (21%) contenaient 25-50% de 
cellules tumorales  et 10 (72%) contenaient plus de 50% de cellules tumorales (figure 47). 
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Figure 47 : Proportion de cellules tumorales des cas ROS (CT : cellule tumorale) 
 
L’étude immunohistochimique relevée sur les comptes-rendus anatomopathologiques retrouvait 4 
cas (29%) de marquage diffus fort (3+), 3 cas (21%) de marquage hétérogène modéré à fort (2+ à 
3+), 7 cas (50%) de marquage douteux à modéré (douteux à 2+) (figure 48).  
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Figure 48 : Intensité de l'immunomarquage des cas ROS 
 
La proportion de cellules tumorales réarrangées en FISH était comprise entre 18% et 98% :  2 cas 
(14%) inférieurs ou égaux à 20%, 4 cas (28%) entre 21 et 49%, 8 cas (58%) supérieurs ou égaux à 
50% (figure 49). 
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Figure 49 : Proportion de cellules tumorales réarrangées en FISH des cas ROS 
 
Les prélèvements A et N (annexe B2) ont été réalisés chez le même patient.  
On disposait des informations cliniques suivantes, pour certains patients uniquement : 
- Tabagisme : 3 patients non-fumeurs (sur 3 patients dont le statut est tabagique est connu)  
- Thérapie ciblée : 1 patient (sur 3 patients) a reçu une thérapie ciblée par crizotinib 
- Efficacité de la thérapie ciblée pour ce patient : 1e ligne de traitement par chimiothérapie, 

réponse dissociée avec progression sous crizotinib (2e ligne de traitement pendant 1 mois), 
relais par ceritinib inefficace (3e ligne pendant 2 semaines), réponse dissociée avec progression 
après relais par crizotinib (4e ligne pendant 3 mois), relais par chimiothérapie (5e ligne pendant 
3 semaines), relais par cabozantinib  avec efficacité initiale puis progression (6e ligne pendant 2 
mois), relais par chimiothérapie (7e ligne).  

3. RET 
Un cas présentant un réarrangement de RET a été inclu (annexe C1). Il s'agissait du prélèvement 
d'une femme de 47 ans. 
Les caractéristiques anatomopathologiques de ce prélèvement étaient les suivantes :  

- Nature du prélèvement : biopsie  
- Site de prélèvement : bronche (tumeur primitive)   
- Type histologique : adénocarcinome pulmonaire  
- Autres biomarqueurs : absence d’altération d’un autre biomarqueur  
- Surface tumorale : 4 mm2 
- Proportion de cellules tumorales : 25-50% 
La proportion de cellules tumorales réarrangées en FISH était de 80%. 
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On disposait des informations cliniques suivantes : 
- Absence de tabagisme   
- Absence de traitement par thérapie ciblée anti-RET à ce jour (patiente traitée par radiothérapie, 

chimiothérapie conventionnelle et immunothérapie) 
4. Témoins négatifs 

Quatorze témoins négatifs étaient analysables en LD-RTPCR.  
 

B. Résultats de LD-RTPCR 
1. Témoins positifs 

a) ALK 
Sur les 38 cas analysables, 15 (39%) présentaient un réarrangement de ALK détectable en LD-RTPCR  
(annexe A2), ce qui correspond, en chiffres bruts avant ajustement, à une sensibilité de 39,47% (IC 
95% [25,6%-55,28%]) et à une spécificité de 100% (IC 95% [78,47%-100%]) (p=0,0048) de la 
technique de LD-RTPCR par rapport à notre gold standard actuel, avec un accord inter-techniques 
(test du kappa de Cohen) de 0.260 (IC 95% [0.108-0.412]). 
Onze cas (29%) étaient détectables à la fois en pyroséquençage et NGS et 4 cas (10%) étaient 
difficiles à interpréter en pyroséquençage (transcrit détecté mais non caractérisable précisément) 
mais aisément identifiables en NGS (figure 50). 
 

29%

10%61%

Positif en pyroséquençage et
NGS
Non caractérisable enpyroséquençage et positif enNGSNégatif

 
Figure 50 : Résultats de LD-RTPCR des témoins ALK 
 
Le partenaire de ALK était exclusivement EML4, avec 5 points de cassures différents identifiés pour 
EML4 (7 cas d’exon 13, 4 cas d’exon 6, 2 cas d’exon 20, 1 cas d’exon 2 et 1 cas d’exon 18) contre un 
seul pour ALK (exon 20).  
La coexistence d'une polysomie du chromosome 2 était retrouvée chez 1 patient (patient 22). 
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Les cas LD-RTPCR+ présentaient tous une IHC 3+ (figure 51). 
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Figure 51 : Intensité d'immunomarquage des témoins ALK LD-RTPCR+ et LD-RTPCR- 
 
Aucun cas LD-RTPCR+ ne présentait de mutation concomittante d’un autre biomarqueur. 
La proportion et quantité de cellules tumorales, la surface tumorale et la proportion de cellules 
tumorales réarrangées en FISH (figure 52) étaient variables (annexe A2).  
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Figure 52 : Proportion de cellules tumorales réarrangées en FISH des témoins ALK LD-RTPCR+ et LD-RTPCR- 
 
Un des cas LD-RTPCR+ (6,7%) présentait une faible expression de la GAPDH contre 6 des cas LD-
RTPCR- (26%). 
 Parmis les cas LD-RTPCR+, on retrouvait 14 cas d'ADKP (93%) et 1 cas de CNPC (7%). 
On retrouvait une discordance de résultat de LD-RTPCR pour les prélèvements 7 et 18 issus du même 
patient : transcrit de fusion identifié sur le prélèvement 18 mais pas sur le n°7. 
Le transcrit de fusion de la lignée cellulaire était difficilement caractérisable en pyroséquençage et 
correctement analysable en NGS : il s'agissait de l'exon 20 de ALK fusionné avec l'exon 6 de EML4 
(transcrit ALKe20-EML4e6). 
Parmis les 4 patients traités par thérapie ciblée LD-RTPCR+, 3 (75%) ont répondu au traitement (2 
traitements efficaces et 1 réponse dissociée) et 1 (25%) n'a pas répondu, tandis que parmis les 3 LD-
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RTPCR-, 1 patient (33%) a répondu (réponse dissociée) et pour 2 patients (67%) l'efficacité du 
traitement n'était pas évaluable (annexe A1).  
 
Lorsque l'on s'intéresse uniquement à une catégorie spécifique de cas, les données statistiques sont 
les suivantes (figure 53) : 

Figure 53 : Sensibilité, spécificité et Kappa de Cohen par catégorie de cas ALK (CT : cellule tumorale) 
 

b) ROS 
Sur les 14 cas analysables, 9 (64%) présentaient un réarrangement de ROS détectable en LD-RTPCR  
(annexe B2 et figure 54), ce qui correspond à une sensibilité de 64,29% (IC 95% [38,76%-83,66%]) et 
à une spécificité de 100% (IC 95% [78,47%-100%]) (p=0,0006) de la technique de LD-RTPCR par 
rapport à notre gold standart actuel, avec un accord inter-techniques (test du kappa de Cohen) de 
0.643 (IC 95% [0.378-0.908]). 
Les cas positifs étaient détectables à la fois en pyroséquençage et NGS, excepté les cas C et G pour 
lesquels le NGS n'a pas été effectué (temps insuffisant).  

Statistiques 
Cohorte 

Sensibilité Spécificité Kappa de Cohen 

IHC 3+ (diffuse ou hétérogène) (24 patients) 
62,50% 
IC 95% [42,71%-78,84%] 
p<0,0001 

100% 
IC 95% [78,47%-100%] 
p<0,0001 

0,551 
IC 95% [0,322-0,780] 

Exclusion cas avec peu de CT et/ou faible expression de la GAPDH (28 patients) 

46,43% 
IC 95% [29,53%-64,19%] 
p=0,0016 

100% 
IC 95% [78,47%-100%] 
p=0,0016 

0,366 
IC 95% [0,167-0,565] 

IHC 3+ (diffuse ou hétérogène) et exclusion cas avec peu de CT et/ou faible expression de la GAPDH (17 patients) 

76,47% 
IC 95% [52,74%-90,44%] 
p<0,0001 

100% 
IC 95% [78,47%-100%] 
p<0,0001 

0,746 
IC 95% [0,521-0,971] 

CT réarrangées en FISH >20% (ou >15% sans précision) (34 patients) 

41,18% 
IC 95% [26,37%-57,78%] 
p=0,0041 

100% 
IC 95% [78,47%-100%] 
p=0,0041 

0,290 
IC 95% [0,123-0,457] 

CT réarrangées en FISH ≥50% (19 patients) 
57,89% 
IC 95% [36,28%-76,86%] 
p<0,0001 

100% 
IC 95% [78,47%-100%] 
p<0,0001 

0,538 
IC 95% (0,292-0,785] 
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Figure 54 : Résultats de LD-RTPCR des témoins ROS 
 
Les partenaires de ROS étaient CD74 et SLC34A2, avec 1 point de cassure identifié pour CD74 (exon 
6) et 1 point de cassure pour SLC34A2 (exon 13), contre 2 pour ROS (exons 32 et 34).  
Les cas LD-RTPCR+ présentaient un immunomarquage d'intensité variable (figure 55). 
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Figure 55 : Intensité d'immunomarquage des témoins ROS LD-RTPCR+ et LD-RTPCR- 
 
La proportion et quantité de cellules tumorales, la surface tumorale et la proportion de cellules 
tumorales réarrangées en FISH (figure 56) étaient également variables (annexe B2).  
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Figure  56 : Proportion de cellules tumorales réarrangées en FISH des témoins ROS LD-RTPCR+ et LD-RTPCR- 
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Tous les cas présentaient une expression forte de la GAPDH. 
 Parmis les cas LD-RTPCR+, on retrouvait 8 cas d'ADKP et 1 cas de CNPC. 
On retrouvait une concordance en LD-RTPCR pour les prélèvements A et N issus du même patient. 
Le patient traité par thérapie ciblée avait un transcrit de fusion ROS détectable en LD-RTPCR : il a 
présenté une réponse dissociée au traitement (annexe B1).  
 
Lorsque l'on s'intéresse uniquement à une catégorie spécifique de cas, les données statistiques sont 
les suivantes (figure 57) : 

Figure 57 : Sensibilité, spécificité et Kappa de Cohen par catégorie de témoins ROS (CT : cellule tumorale) 
 

c) RET 
Ce cas présentait un réarrangement de RET détectable en LD-RTPCR en pyroséquençage (NGS non 
effectué). Le partenaire de RET (exon 12) était KIF5B (exon 15) (annexes C2 et C3). 
 

d) Relecture des cas discordants 
Les lames d'IHC ALK et ROS des cas discordants (excepté les cas 5, 6, 7, 25 et 34 en l'absence de lame 
d'immunohistochimie disponible) ont été relues : nous avons confirmé la positivité et la catégorie 
d'intensité de marquage (3+ ou douteux à 2+) de tous les cas. 
Après relecture des photos de FISH ALK et ROS des cas discordants, nous avons confirmé la présence 
d'images de split ou de spot rouge isolé pour tous les cas relus, ces images pouvant correspondre à la 
présence d'une translocation. 
 

Statistiques 
Cohorte 

Sensibilité Spécificité Kappa de Cohen 

CT réarrangées en FISH >20% (12 patients) 
66,67% 
IC 95% [39,06%-86,19%] 
p=0,0003 

100% 
IC 95% [78,47%-100%] 
p=0,0003 

0,683 
IC 95% [0,412-0,954] 

CT réarrangées en FISH ≥50% (8 patients) 75% 
IC 95% [40,93%-95,56%] 
p=0,0004 

100% 
IC 95% [78,47%-100%] 
p=0,0004 

0,792 
IC 95% [0,524-1] 
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2. Témoins négatifs 
Aucun des 14 cas analysés ne présentait de réarrangement de ALK, ROS ou RET identifiable en LD-
RTPCR. Ils comportaient tous une forte expression de la GAPDH. 
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VI. Discussion 
 
Ces résultats montrent que les transcrits de fusion impliquant ALK, ROS et RET dans 
l'adénocarcinome pulmonaire peuvent être mis en évidence avec la technique de LD-RTPCR, la 
sensibilité de celle-ci atteignant jusqu'à  76,47% (n = 17 cas avec IHC 3+ et ARN tumoral suffisant) 
pour ALK, 64,29% (n = 14) pour ROS et 100% (n = 1) pour RET. 
 

A. Eléments pouvant entrainer des discordances 
1. Quantité et qualité du matériel tumoral 

a) Nombre de cellules tumorales 
Parmis les 23 témoins ALK LD-RTPCR-, 4 prélèvements comportaient un nombre absolu de cellules 
tumorales "faible" ou "douteux" : 2 prélèvements avec une IHC 3+ (n° 31 et 33), 1 prélèvement avec 
une IHC positive sans autre précision (n° 7) et 1 prélèvement avec une IHC entre 1+ et 2+ (n°16). 
Il n'est pas possible d’affirmer que ces prélèvements ne comportent pas de transcrit de fusion, la 
négativité du résultat pouvant être attribuée à la pauvreté du prélèvement en ARN tumoral. 

b) Proportion de cellules tumorales et surface du prélèvement 
La proportion de cellules tumorales et la surface tumorale étaient très variables, tant au niveau des 
cas LD-RTPCR- que LD-RTPCR+ des témoins ALK. Les cas LD-RTPCR- comportaient davantage de cas 
ayant à la fois une faible proportion de cellules tumorales (≤15%) et une petite surface tumorale (≤2 
mm2), c'est à dire un nombre absolu de cellules tumorales faible : 3 cas (n° 10, 31 et 34) contre 
aucun parmi les LD-RTPCR+.  
Aucun témoin ROS ni RET ne comportait ≤15% de cellules tumorales sur ≤2 mm2. 

c) Qualité de l'ARN 
Parmis les témoins ALK LD-RTPCR-, 6 prélèvements présentaient une détection faible à très faible de 
la GAPDH, témoignant du peu d’ARN de qualité présent au sein de l’échantillon. 
Il peut également s'agir de résultats faux-négatifs qu’il conviendrait de vérifier sur des prélèvements 
plus riches en ARN de qualité. 
Tous les témoins ROS et RET comportaient une importante quantité de GAPDH détectable. 

d) Exclusion des cas non contributifs 
Au total, 8 cas LD-RTPCR- (8 cas ALK, aucun cas ROS ni RET) seraient à considérer non contributifs 
selon les critères énumérés précédement. 
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Pour la cohorte ALK, on obtiendrait, après exclusion des cas non contributifs, une meilleure 
sensibilité (46,3% versus (vs) 39,47%) et un meilleur accord inter-techniques (0,366 vs 0,260).  
Il convient toutefois de souligner que le cas n°27 avait un faible signal GAPDH et peu de cellules 
tumorales et les cas n°4 et H avaient peu de cellules tumorales mais que les transcrits de fusion ont 
tout de même été identifiés en LD-RTPCR : il semble qu’il y ait un intérêt à tester les prélèvements de 
mauvaise qualité, ceux-ci pouvant parfois se réveler contributifs. 

2. IHC 
La problématique de l'immunomarquage concerne uniquement la cohorte ALK. Pour ROS, il est 
reconnu, y compris dans notre expérience quotidienne au CHU de Rouen, que l'intensité de 
l'immunomarquage peut être très faible sans que cela ne remette en cause la présence d'un 
réarrangement (cf paragraphe D4b). 
Pour ALK, les critères de positivité de l'immunohistochimie sont différents entre le programme ACSé 
de l'INCa (marquages 1+ à 3+ : critère retenu au CHU de Rouen) et le fournisseur de l'anticorps 
(marquage 3+ uniquement). On constate, lorsque l'on s'intéresse uniquement à la cohorte de cas IHC 
3+, que la sensibilité de la LD-RTPCR passe de 39,47% à 62,5%, et l'accord inter-techniques de 0,260 
(accord faible) à 0,551 (accord modéré). On atteint jusqu'à 76,47% de sensibilité et 0,746 d'accord 
inter-techniques (accord bon) dans la cohorte de cas 3+ contributifs. En effet, la négativité de 5 des 9 
cas pourtant IHC 3+ (diffus ou hétérogène) peut s’expliquer par la faible quantité ou qualité d’ARN 
tumoral au sein des prélèvements, tandis que seul 1 des 12 cas IHC douteux à 2+ pourrait être 
considéré non-contributif. 
Nos résultats semblent montrer soit un manque de spécificité des critères de positivité de l'INCa, soit 
un manque de sensibilité de la LD-RTPCR. 

3. FISH 
Les cas LD-RTPCR+ présentent une proportion de cas avec ≥50% de cellules tumorales réarrangées en 
FISH plus importante que les cas LD-RTPCR- (73% vs 35% pour les témoins ALK, 67% vs 40% pour 
ROS). La sensibilité de la LD-RTPCR (57,89% vs 39,47% pour ALK, 75% vs 64,29% pour ROS) et la 
concordance inter-techniques (0,538 vs 0,260 pour ALK, 0,792 vs 0,643 pour ROS) sont par ailleurs 
améliorées lorsque l'analyse n'est réalisée que sur les cas avec ≥50% de cellules tumorales 
réarrangées, c'est à dire sur une population séléctionnée pour laquelle le diagnostic de 
réarrangement génique peut difficilement être remis en cause. 
En effet, d’après Von Laffert et al., il existe plus de risque de faux-positifs lorsque la proportion de 
cellules tumorales réarrangées est faible (entre 15% et 20%) (161). Il paraît donc cohérent de 
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retrouver une meilleure concordance lorsque la proportion de cellules tumorales réarrangées en 
FISH est élevée.  
Sur ce critère, nous sommes de nouveau confrontés soit à un manque de sensibilité de la LD-RTPCR, 
soit à un manque de spécificité de notre gold standad, notament en cas de faible proportion de 
cellules tumorales réarrangées en FISH. 

4. Mutation d’un autre biomarqueur 
Dans notre cohorte de témoins ALK, nous avons mis en évidence qu'aucun cas LD-RTPCR+ ne 
présentait de mutation d'un autre biomarqueur tandis que 6 cas LD-RTPCR- (26%) présentaient une 
mutation concomitante de KRAS ou EGFR. Les co-mutations ALK/autre biomarqueur étant rares 
(environ 8% dans la littérature (78)), il s'agirait d'un argument en faveur d'une plus grande spécificité 
de la LD-RTPCR comparé à la FISH. 
Les recherches de réarrangements de ROS et RET ne sont quant à elles effectuées dans notre service 
que dans un deuxième temps, lorsqu'aucune altération d'EGFR, KRAS, BRAF, HER2 ou ALK n'est 
détectée. 

5. Exhaustivité du kit de détection 
Les cas LD-RTPCR- peuvent être dus à l’absence au sein du kit de détection des sondes spécifiques du 
transcrit recherché.  
De nouveaux transcrits de fusion sont régulièrement décrits dans la littérature : il sera nécessaire de 
mettre fréquemment à jour le panel de sondes du kit, celui-ci pouvant contenir au moins jusqu'à 150 
sondes (173). 

6. Séquençage 
Dans ce travail, 2 techniques de séquençage, le pyroséquençage et le NGS, ont été utilisées : bien 
qu’il n’y ait pas eu de discordance entre ces 2 techniques, dans 4 cas le NGS a permis d’identifier plus 
précisément le transcrit de fusion présent.  
Il nous semble possible de se contenter d’un séquençage par pyroséquençage, moins coûteux. Le 
NGS pourrait être utilisé en seconde intention, en cas de pyrogramme d'interprétation difficile ne 
permettant pas de distinguer s'il s'agit d'un réarrangement de ALK, ROS ou RET. 
 

B. Limites de la technique de référence 
Comme détaillé ci-dessus, les critères de positivité de l'IHC ALK et la difficulté d'interprétation de la 
FISH sont les limites de la fiabilité de notre gold standard. Celui-ci pourrait manquer de spécificité en 
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cas d'IHC ALK d'intensité douteuse à 2+ (158) ou de FISH avec une proportion de cellules tumorales 
réarrangées ≤20% (161).  
Il serait intéressant de confronter nos résultats à une technique supplémentaire, telle que la RT-PCR 
en temps réél, ou de confronter nos résultats de FISH à ceux obtenus avec une analyse automatisée 
(175),  afin d'évaluer plus précisément les sensibilité et spécificité de la LD-RTPCR.  
 

C. Reproductibilité chez un même patient 
La discordance de résultat de LD-RTPCR pour les prélèvements 7 et 18 issus du même patient ALK 
peut s'expliquer par la non-contributivité du prélèvement 7 (doute sur la présence de cellules 
tumorales et très faible quantité d'ARN analysable). 
Pour le patient ROS, les 2 prélèvements étaient concordants. 
 

D. Réponse à la thérapie ciblée 
Seuls 6 cas comportaient des données cliniques exploitables, ce qui limite fortement l'interprétation 
de celles-ci.  
On constate toutefois que 4 patients, sur 5 patients LD-RTPCR+ analysables, ont répondu à la 
thérapie ciblée ciblée, ce qui est très encourageant concernant la pertinence clinique de cette 
technique.  
La non-réponse d'un patient ALK LD-RTPCR+ (cas 27) peut s'expliquer soit par un manque de 
spécificité de la technique, soit plus vraisemblablement par le fait que la réponse au crizotinib n'est 
pas de 100% chez les patients ALK+ (taux de réponse au traitement compris entre 53% et 65% (88)). 
La réponse au traitement d'un témoin ALK LD-RTPCR- (cas 34) peut être dûe à un faux-négatif en LD-
RTPCR (cas non-contributif du fait de la très faible quantité d'ARN analysable et/ou manque 
d'exhaustivité du kit de détection). 
 

E. Place de la LD-RTPCR 
La LD-RTPCR présente des avantages certains tels que son faible coût, sa rapidité et simplicité de 
mise en œuvre et l'objectivité de son interprétation.  
Elle pourrait s'intégrer à la routine diagnostique des réarrangements de ALK, ROS et RET afin de 
limiter davantage la réalisation de FISH. Ainsi, après une première phase de dépistage par IHC pour 
ALK et ROS (dont les critères de positivité pourront éventuellement évoluer), la LD-RTPCR pourrait 
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être réaliséee pour tous les cas IHC+ et pour toutes les recherches de réarrangement RET, ce qui 
équivaudrait à une nouvelle phase de dépistage. La FISH ne serait réalisée qu'en cas de négativité de 
la LD-RTPCR, celle-ci pouvant ne pas contenir les sondes spécifiques du transcrit recherché ou ne pas 
être contributive (figure 58).  
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Figure 58 : Démarche diagnostique des réarrangements géniques dans l'adénocarcinome pulmonaire intégrant la technique de LD-RTPCR (NC : Non contributif) 
Si cette démarche diagnostique avait été appliquée aux 3 cohortes de ce travail, 25 FISH (sur 53 
réalisées au total) auraient pu être évitées.  
Cette attitude nous semble plus pertinente que celle proposée en 2015 par l'équipe française de 
Lantuejoul et al qui recommande, en cas de FISH négative, de renouveler les techniques d'IHC et de 
FISH  ou de réaliser une RT-PCR en temps réel, alors même que cette équipe conclue que la RT-PCR 
en temps réel n'était pas discriminante en cas de discordance IHC/FISH (figure 59) (176).  

 
Figure 59 : Démarche diagnostique proposée par Lantuejoul et al (176) 
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Nous pensons en effet que renouveler l'IHC et la FISH entraînerait d'importants coûts 
supplémentaires et que le résultat obtenu risquerait d'être identique au précédent, excepté si un 
défaut dans la réalisation technique a pu être identifié et corrigé. Par ailleurs, placer en dernière 
étape diagnostique un examen non exhaustif entraîne un risque de résultat faux-négatif. 
 
Afin de s'affranchir de l'impossibilité de disposer d'un kit de détection de LD-RTPCR parfaitement 
exhaustif, une nouvelle approche pourrait être envisagée : au lieu de cibler le point de cassure, 2 
couples de sondes pourraient cibler les extrémités 3' et 5' de ALK, ROS et RET afin d'étudier le niveau 
d'expression de ces 2 régions par analyse de fragments. La présence d'un réarrangement génique 
induit une surexpression de la région appartenant au transcrit de fusion (figure 59) (82). 

 
Figure 59 : Déséquilibre d’expression des régions 3’ et 5’ lors d’un réarrangement de ALK (82) 
Ces sondes seraient identiques quel que soit le transcrit de fusion présent et permettraient ainsi de 
détecter tous les réarrangements, quels que soient le gène partenaire impliqué ou le point de 
cassure.  
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VII. Conclusion 
Bien que les réarrangements de ALK, ROS et RET dans l'adénocarcinome pulmonaire soient rares, 
leur recherche est un élément indispensable du bilan diagnostique de cette tumeur car ils 
permettent aux patients d'accéder à des thérapies ciblées performantes ayant transformé le 
pronostic, jusqu'alors sombre, de ce cancer. 
Face à l'enjeu majeur de la détection de ces altérations, la LD-RTPCR apparaît comme étant une 
technique prometteuse qui pourrait à l'avenir représenter une alternative à la FISH dans un grand 
nombre de cas. Notre travail, qui a montré la faisabilité de la LD-RTPCR dans la détection en routine 
de ces réarrangements, nécessitera d'être complété par une validation de méthode s'inscrivant dans 
une démarche qualité. 
Une évolution de la technique est également à envisager, consolidant ainsi la place de la LD-RTPCR 
dans le diagnostic des réarrangements de ALK, ROS et RET. 
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VIII. Annexes 
A. Témoins ALK+  

1. Données anatomo-cliniques 
 

Cas Sexe Age (ans) Nature Site Organe Type histologique Tabac Thérapie ciblée Efficacité thérapie ciblée
1 F 43 B M Médiastin ADK N O Réponse dissociée au crizotinib  6 mois, relais céritinib inefficace
2 H 88 B M Plévre ADK x x x
3 F 45 B M Peau ADK x x x
4 F 52 B P Bronche ADK N O Crizotinib efficace 14 mois (réponse complète), relais céritinib efficace (stabilisation métastases cérébrales)
5 F 50 B P Bronche CNPC O O Décès 3 jours après introduction
6 H 85 B M Médiastin ADK O N x
7 H 65 B P Poumon CNPC x x x
8 F 62 B M Sein ADK x O  Non connue
9 H 50 PO P Poumon ADK x x x

10 H 54 B P Bronche CNPC x x x
11 H 65 B M Ganglion ADK x x x
12 F 53 PO P Poumon ADK x x x
13 F 74 PO M Ganglion CNPC x x x
14 F 66 B M Peau ADK x x x
15 H 64 B M Cerveau ADK x x x
16 H 62 B P Poumon ADK x x x
17 F 57 B M Médiastin ADK x x x
18 H 65 B M Plévre ADK x x x
19 H 56 PO P Poumon ADK x x x
20 H 64 B P Bronche ADK x N x
21 F 70 PO P Poumon ADK x x x
22 H 54 B P Bronche ADK x x x
23 H 50 PO P Poumon ADK x x x
24 H 64 PO M Poumon ADK x x x
25 H 49 B M Cerveau ADK x x x
26 H 44 B M Cerveau ADK x x x
27 F 77 B P Bronche ADK x O Crizotinib pendant 5 mois inefficace, relais par ceritinib, décès 3 semaines après introduction
28. F 83 B M Plévre ADK N N x
29. H 57 B M Plévre ADK x x x
30. H 59 PO P Poumon ADK x x x
31 F 83 B P Bronche ADK x N x
32 H 64 B M Plévre ADK x x x
33 H 59 B M Surrénale ADK x x x
34 F 63 B P Bronche ADK S (1PA) O Réponse dissociée au crizotinib pendant 2 mois1/2
35 F 36 B P Bronche ADK x x x
36 H 69 B M Ganglion ADK x x x
37 F 61 PO P Poumon ADK x x x
38 F 71 B M Plévre ADK x O Efficacité du crizotinib 20 mois, relais par lorlatinib efficace sur métastases cérébrales  

Légende : F : Femme ; H : Homme ; B : Biopsie ; PO : Pièce opératoire ; P : Primitif ; M : Métastase ; ADK : Adénocarcinome; CNPC : Carcinome non à petite cellules; O : Oui ; N : Non ; S : Sevré; PA : Paquet-année; x : non connu 
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2. Données de biologie moléculaire 
 

Cas IHC intensité Proportion CT Surface CT (mm2) FISH : Proportion CT réarrangées  Autre mutation GAPDH Résultat Transcrit
1 3+ >50% 80 30% N Elevée M ALK e20-EML4 e6
2 douteux >50% 15 >15% hétérogène  EGFR Elevée WT
3 douteux >50% 2 50% N Elevée WT
4 3+ peu de CT 3 50% N Elevée M ALK e20-EML4 e13
5 positif 25-50 % 4 50% N Faible WT
6 1+ >50% 25 50% N Elevée WT
7 positif doute CT <1 50% N Très faible WT
8 3+ doute CT 9 50% N Très faible WT
9 1 à 2+ >50% 110  >15%  KRAS Elevée WT 

10 3+ 5.-15% 2 50% N Faible WT
11 3+ >50% 40 >50% N Elevée M ALK e20-EML4 e6
12 1 à 3+ 25-50% 230 >50% N Elevée WT
13 3+ >50% 50 50% N Elevée M ALK e20-EML4 e6
14 3+ >50% 55 > 50% N Elevée M ALK e20-EML4 e13
15 1+ à 2+ >50% 120 25% N Elevée WT
16 1 à 2+ peu de CT 1 35% N Elevée WT
17 3+ 15-25% 4 40% N Elevée M ALK e20-EML4 e13
18 3+ 25-50% 70 40% N Elevée M ALK e20-EML4 e6
19 1 à 2+ 25-50% 70  20-30% N Elevée WT
20 1 à 2+ >50% 1 20%  KRAS Elevée WT
21 3+ >50% 100 50% N Elevée M ALK e20-EML4 e13
22 3+ >50% 1 20% + polysomie N Elevée M ALK e20-EML4 e13
23 3+ >50% 110 70% N Elevée M ALK e20-EML4 e2
24 2 à 3+ 25-50% 60 38% N Elevée WT
25 3+ >50% 200  >15% N Elevée WT
26 3+ >50% 250 88% N Elevée M ALK e20-EML4 e20
27 3+ peu de CT <1 50% N Faible M ALK e20-EML4 e13
28. 1+ 25-50% 4 15%  KRAS Elevée WT
29. 1 à 2+ 25-50% 70 18%  KRAS Elevée WT
30. 3+ >50% 200 72% N Elevée M ALK e20-EML4 e20
31 3+ <5% 1 >15% N Faible WT
32 1+ 25-50% 60 23% N Elevée WT
33 3+ peu de CT 1 30%  KRAS Elevée WT
34 3+ <5% 1 22% N Très faible WT
35 3+ 25-50% 20 69% N Elevée WT 
36 1 à 2+ 25-50% 4 28% N Elevée WT
37 3+ 25-50 % 200 73% N Elevée M ALK e20-EML4 e13
38 3+ 30% 45 >50% N Elevée M ALK e20-EML4 e18  

Légende : CT : Cellule Tumorale ; M : Muté; N : non; WT : Wild Type, absence de mutation 
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3. Exemples 
Cas n°30 

         

 

 
Commentaire : Positivité 3+ en IHC ALK, présence de split en FISH, positivité franche en LD-RTPCR, en 
pyroséquencage et NGS 
(IHC ALK : clone D5F3 Ventana®; FISH ALK : sondes Vysis break apart, Abbott®) 
 

HES 

Pyroséquençage 

IHC 

NGS 

FISH 
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Cas n° 11  

            

 
GS14.1528

EML4 E6
AGCATAAAGATGTCATCATCAACCAAG
AGCATAAAGATGTCATCATCAACCAAGTG

TG
ALK E19? 20?

 
Commentaire : Positivité 3+ en IHC ALK, présence de split en FISH, positivité franche en LD-RTPCR, 
transcrit difficile à caractériser en pyroséquençage et caractérisable en NGS  
(IHC ALK : clone D5F3 Ventana®; FISH ALK : sondes Vysis break apart, Abbott®) 
 

HES IHC 

Pyroséquençage NGS 

FISH 
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Cas n°31  

        

 
Commentaire : Positivité 3+ en IHC ALK, présence de split en FISH, cas négatif en LD-RTPCR : absence 
de produit de PCR sur le gel d'agarose, pyroséquençage et NGS non réalisés de ce fait. Il s'agit d'un 
prélèvement qui contenait peu d'ARN exploitable. 
(IHC ALK : clone D5F3 Ventana®; FISH ALK : sondes Vysis break apart, Abbott®) 
 
 
 
 
 
 
 
 

HES IHC 

FISH 
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Cas n°32 

           

 
Commentaire : Positivité 1+ en IHC ALK, présence de split en FISH, cas négatif en LD-RTPCR : absence 
de produit de PCR sur le gel d'agarose, pyroséquençage et NGS non réalisés de ce fait.  
(IHC ALK : clone D5F3 Ventana®; FISH ALK : sondes Vysis break apart, Abbott®) 
 

HES IHC 

FISH 
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B.  Témoins ROS  
1. Données anatomo-cliniques 

Cas Sexe Age (ans) Nature  Site Organe Type histologique Tabac Thérapie ciblée Efficacité thérapie  ciblée
A H 52 PO M Poumon ADK x x x
B H 54 PO M Ganglion ADK x x x
C H 49 B M Cerveau ADK x x x
D F 55 PO P Poumon CAD x x x
E H 77 B P Bronche CS x x x
F F 56 B M Os ADK N N x
G H 56 PO P Poumon ADK x x x
H F 34 B P Bronche ADK N N x
I F 62 CYTO M Péricarde CNPC x x x
J F 31 B M Ganglion ADK N O Réponse dissociée, relais par plusieurs TKI de nouvelle génération
K F 70 B M Plèvre ADK x x x
L H 41 PO M Ganglion ADK x x x
M H 59 PO M Ganglion CNPC x x x
N H 52 PO M Poumon ADK x x x  
Légende : F : Femme ; H : Homme ; B : Biopsie ; PO : Pièce opératoire ; CYTO : Cytologie P : Primitif ; M : Métastase ; ADK : Adénocarcinome ; CNPC: Carcinome non à petite cellules; CAD : Carcinome adénosquameux ; CS : Carcinome sarcomatoïde ; O : Oui ; N : Non; TKI : Inhibiteur de tyrosine kinase; x : Non connu 

 
 

2. Données de biologie moléculaire 
Cas IHC intensité Proportion CT Surface CT  (mm2) CT réarrangées en F ISH Autre mutation GAPDH Résultat Transcrit

A 2+ >50 100 50% x Elevée M ROSe34-CD74e6
B 1+ 25-50 70 30% x Elevée M ROSe34-CD74e6
C douteux >50 400 78% x Elevée M ROSe34-CD74e6 
D douteux à 1+ >50 200 23% x Elevée WT
E douteux à 1+ 25-50 6 18% x Elevée WT
F 3+ 25-50 40 25% x Elevée M ROSe32-SLC34A2e13
G 1+ >50 200 20% x Elevée M ROSe34-CD74e6 
H 2 à 3+ peu de CT 3 80% x Elevée M ROSe34-CD74e6
I 1+ >50 250 57% x Elevée WT
J 3+ >50 60 98% x Elevée WT
K 3+ >50 60 95% x Elevée M ROSe34-CD74e6
L 3+ >50 50 30% x Elevée WT
M 2 à 3+ >50 55 76% x Elevée M ROSe34-CD74e6
N 2 à 3+ >50 180 91% x Elevée M ROSe34-CD74e6  

Légende : CT : Cellule Tumorale ; x : absence d'autre mutation; M : Muté; WT : Wild Type, absence de mutation 
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3. Exemples 
Cas K 

          

 
BH15.14933

CD74 E6
GCCCACTGACGCTCCACCGAAAG
GCCCACTGACGCTCCACCGAAAGATGATTTTTGGATACCAGAAACAAG

ATGATTTTTGGATACCAGAAACAAG
ROS E34  

Commentaire : Positivité 3+ en IHC ROS, présence de split en FISH, positivité franche en LD-RTPCR, en 
pyroséquencage et NGS 
(IHC ROS : clone D4D6 Cell Signaling Technology®; FISH ROS : Dual Color Break Apart Probe ZytoVision®) 

HES IHC 

Pyroséquençage NGS 

FISH 
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Cas A 

          

 

CD74 E6
GCCCACTGACGCTCCACCGAAAG
GCCCACTGACGCTCCACCGAAAGATGATTTTTGGATACCAGAAACAAG

ATGATTTTTGGATACCAGAAACAAG
ROS E34

12.2101

 
Commentaire : Positivité 2+ en IHC ROS, présence de split en FISH, positivité en LD-RTPCR, en 
pyroséquencage et NGS  
(IHC ROS : clone D4D6 Cell Signaling Technology®; FISH ROS : Dual Color Break Apart Probe ZytoVision®) 

HES IHC 

Pyroséquençage NGS 

FISH 
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Cas G 

          

 
BH15.8719

CD74 E6
GCCCACTGACGCTCCACCGAAAG
GCCCACTGACGCTCCACCGAAAGATGATTTTTGGATACCAGAAACAAG

ATGATTTTTGGATACCAGAAACAAG
ROS E34

 
Commentaire : Positivité 1+ en IHC ROS, présence de split en FISH, positivité franche en LD-RTPCR en 
pyroséquencage  
(IHC ROS : clone D4D6 Cell Signaling Technology®; FISH ROS : Dual Color Break Apart Probe ZytoVision®) 

Pyroséquençage 

HES IHC 

FISH 
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Cas I 

           

 
Commentaire : Positivité 1+ en IHC ROS, présence de split en FISH, cas négatif en LD-RTPCR : absence 
de produit de PCR sur le gel d'agarose, pyroséquençage et NGS non réalisés de ce fait 
(IHC ROS : clone D4D6 Cell Signaling Technology®; FISH ROS : Dual Color Break Apart Probe ZytoVision®) 
 
 
 
 
 
 
 
 

HES IHC 

FISH 
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Cas J 

           

 
 
Commentaire : Positivité 3+ en IHC ROS, présence de split en FISH, cas négatif en LD-RTPCR : absence 
de produit de PCR sur le gel d'agarose, pyroséquençage et NGS non réalisés de ce fait 
(IHC ROS : clone D4D6 Cell Signaling Technology®; FISH ROS : Dual Color Break Apart Probe ZytoVision®) 
 
 
 
 
 
 
 

HES IHC 

FISH 
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C. Témoin RET 
 

1. Données anatomo-cliniques 
Cas Sexe Age Na ture  Site  Organe T ype  histologique T abac T hé ra pie  ciblée Effica cité  thé rapie  ciblée

α F 47 B P Bronche ADK N N x  
Légende : F : Femme; B : Biopsie; P : Primitif; ADK : Adénocarcinome; N : Non; x : Non connu  

 
2. Données de biologie moléculaire 

Cas IHC intensité Proportion CT Surface CT (mm2) CT réarrangées en FISH Autre mutation GAPDH Résultat Transcrit
α x 25-50% 4 80% N Elevée M RET e12-KIF5B e15  

Légende : CT : Cellule Tumorale ; M : Muté; N : Non 
 

3. Résultats  

         
 

 
KIF5B E15 
ATTGCTGTGGGAAATAATGATGTAAAG ATTGCTGTGGGAAATAATGATGTAAAGGAGGATCCAAAGTGGGAATT                            GAGGATCCAAAGTGGGAATT                                    RET E12  
Commentaire : Présence de split en FISH, positivité franche en LD-RTPCR, en pyroséquencage  
(FISH RET : sondes ZytoLight ® SPEC RET Dual Color Break Apart Probe) 

HES FISH 

Avec l'aimable autorisation du service 
d'Anatomie Pathologique du CHU de Caen 

Pyroséquençage 
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