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Abréviations utilisées :  

 
CBNPC = cancer bronchique non à petites cellules  
CBPC = cancer bronchique à petites cellules 
TNM = Tumor Node Metastase 
PS = performance status  
ADK = adenocarcinome 
NLST = National Lung Screening Trial 
TDM = tomodensitométrie (= scanner)  
VEMS = volume expiratoire maximal par seconde  
EBUS-TBNA  = endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration 
R-EBUS = radial endobronchial ultrasound 
MNS = mini-sonde  
NVB = navigation virtuelle bronchique 
NEM= navigation électromagnétique   
ANSM = agence nationale de la sécurité du médicament 
EGFR = epidermal growth factor receptor 
ITK=  inhibiteur de tyrosine kinase 
ALK = anaplastic lymphoma kinase 
NK = natural killer 
LT = lymphocytes T 
PD-1 =  programmed death ligand 1 
PD-L1 = programmed death receptor 1 
IHC = immunohistochimie 
ITK = inhibiteurs de tyrosine kinase  
RTU = recommandations temporaires d’utilisation 
BM = biologie moléculaire  
FISH = fluorescence in situ hybridization 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
HRM = High Resolution Melt 
NGS = Next Generation Sequencing 
FPE = Formalin-fixed, Paraffin Embedded 
HES = Hématoxyline, Eosine  Safran 
NOS= not otherwise specified (CBNPC indeterminés)  
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RECHERCHE DE BIOMARQUEURS TUMORAUX SUR DES BIOPSIES 
BRONCHIQUES REALISEES PAR ECHO-ENDOSCOPIE RADIALE 

 
 

INTRODUCTION 
 

I. Le cancer du poumon  

Le cancer du poumon est le cancer le plus fréquent et la première cause de décès par cancer 
dans le monde. 1  Les cancers broncho-pulmonaires peuvent être classés en deux grands 
groupes histologiques : les cancers dits « à petites cellules » (CBPC 15% des cas) et les cancers 
dits « non à petites cellules » (CBNPC) qui représentent plus de 80% des cas et comprennent 
les adénocarcinomes (ADK), les carcinomes épidermoïdes et les carcinomes indifférenciés. La 
classification OMS des cancers bronchiques est disponible en annexe 1.  

Les principaux facteurs de risque connus sont le tabagisme (actif et passif), les facteurs 
environnementaux (radon, combustion de charbon, fumées de cuisson d’huiles végétales non 
raffinées…)  et certaines expositions professionnelles (amiante, pollution, rayonnements 
ionisants…). 2 

Le pronostic de cette maladie reste très péjoratif avec une amélioration de la survie modérée 
malgré les progrès thérapeutiques réalisés ces dernières années. La survie à 5 ans tous stades 
et histologies confondus, est de 17% en France en 2015 3 et de 14% dans les études 
internationales.  

 
Les principaux facteurs pronostiques sont l’histologie (le CBPC ayant un moins bon pronostic 
4), l’extension de la maladie (que l’on rapporte selon la 8e édition de la classification TNM, voir 
tableaux 1 et 2), l’état général (évalué selon le grade OMS ou ECOG) et certains biomarqueurs 
dont en particulier les biomarqueurs theranostiques (Cf infra).  
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Tableau 1 : 8ème édition de la classification TNM du cancer du poumon non à petites cellules. 
 

 
Tableau 2 : Stades des cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules d’après la  8ème 
édition de la classification TNM. 
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Sommaire 

CLASSIFICATION TNM 8ème EDITION  

 

T 
- T

um
eu

r 

Tx Tumeur primaire non connue ou tumeur prouvée par la présence de cellules malignes dans les sécrétions 
broncho-pulmonaires mais non visible aux examens radiologiques et endoscopiques. 

T0 Absence de tumeur identifiable. 
Tis Carcinome in situ. 
T1 Tumeur de 3 cm ou moins dans ses plus grandes dimensions, entourée par du poumon ou de la plèvre 

viscérale, sans évidence d'invasion plus proximale que les bronches lobaires à la bronchoscopie (c'est-à-
dire pas dans les bronches souches). 
T1a(mi) Adénocarcinome minimalement-invasif 
T1a ≤ 1cm 
T1b > 1 cm et ≤ 2 cm 
T1c > 2 cm et ≤ 3 cm 

T2 Tumeur de plus de 3 cm, mais de moins de 5 cm 
OU avec un quelconque des éléments suivants 
-envahissement d'une bronche souche quelle que soit sa distance par rapport à la carène mais sans 
envahissement de la carène, 
-envahissement de la plèvre viscérale,  
-existence d'une atélectasie ou pneumonie obstructive 
T2a > 3 cm mais ≤ 4 cm 
T2b > 4 cm mais ≤ 5 cm 

T3 Tumeur de plus de 5 cm et de moins de 7 cm,  
OU associée à un(des) nodule(s) tumoral(aux) distinct(s) dans le même lobe,  
OU envahissant directement : 
-la paroi thoracique (incluant les tumeurs du sommet),  
-le nerf phrénique, 
-la plèvre pariétale ou le péricarde pariétal. 

T4 Tumeur de plus de 7 cm  
OU associée à des nodules tumoraux séparés dans deux lobes différents du même poumon, 
OU envahissant directement : 
-le médiastin, 
-le cœur ou les gros vaisseaux, 
-la trachée, ou la carène 
-le diaphragme, 
-le nerf récurrent, 
-l ’œsophage, 
-un(des) corps vertébral(ux). 

N
 - 

A
dé

no
pa

th
ie

s Nx Envahissement locorégional inconnu. 
N0 Absence de métastase dans les ganglions lymphatiques régionaux. 
N1 Métastases ganglionnaires péri -bronchiques homolatérales et/ou hilaires homolatérales incluant une 

extension directe. 
N2 Métastases dans les ganglions médiastinaux homolatéraux ou dans les ganglions sous-carénaires 
N3 Métastases ganglionnaires médiastinales controlatérales ou hilaires controlatérales ou scaléniques, sus-

claviculaires homo- ou controlatérales. 

M
ét

as
ta

se
s 

M0 Pas de métastase à distance. 
M1 Existence de métastases : 

M1a Nodule(s) tumoral(ux) séparés dans un lobe controlatéral, ou nodules pleuraux ou pleurésie 
maligne ou péricardite maligne 

M1b Une seule métastase extra-thoracique dans un seul organe 
M1c Plusieurs métastases extrathoraciques dans un seul ou plusieurs organes 

Tableau 1 – 8ème classification TNM du cancer du poumon (d’après (3)) 
La taille tumorale est celle de la plus grande dimension  
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Remarques  
- La classification TNM est une classification clinique. 
- En post-opératoire, avec les données anatomopathologiques, les patients sont reclassés en pTNM suivant les 
mêmes critères que précédemment ; ainsi que l’évaluation de la maladie résiduelle (R0 à R2). 
- Après traitement d’induction, les patients sont reclassés en ypTNM suivant les mêmes critères que 
précédemment. 
 
CLASSIFICATION PAR STADE 
 
Carcinome occulte Tx N0 M0 
Stade 0 Tis N0 M0 
Stade IA-1 T1a(mi) N0 M0 
 T1a N0 M0  
Stade IA-2 T1b N0 M0 
Stade IA-3 T1c N0 M0 
Stade IB T2a N0 M0 
Stade IIA T2b N0 M0 
Stade IIB T1,2 N1 M0 
 T3 N0 M0 
  

Stade IIIA T1,2 N2, M0 
 T3 N1 M0 
 T4 N0,1 M0 
Stade IIIB T1,2 N3 M0 
 T3,4 N2 M0 
Stade IIIC T3,4 N 3 M0 
Stade IV-A Tout M1a 
 Tout M1b 
Stade IV-B Tout M1c 
 

 

 N0 N1 N2 N3 
M1a-b 
Tout N 

M1c 
Tout N 

T1a IA-1 IIB IIIA IIIB IV-A IV-B 

T1b IA-2 IIB IIIA IIIB IV-A IV-B 

T1c IA-3 IIB IIIA IIIB IV-A IV-B 

T2a IB IIB IIIA IIIB IV-A IV-B 

T2b IIA IIB IIIA IIIB IV-A IV-B 

T3 IIB IIIA IIIB IIIC IV-A IV-B 

T4 IIIA IIIA IIIB IIIC IV-A IV-B 

Figure 1 – 8ème classification TNM du cancer du poumon (d’après (4)) 
Les TisN0M0 correspondent au stade 0 - Les T1a(mi)N0M0 correspondent à un stade IA-1 
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1. Incidence et mortalité en France  
 

En France il n’existe pas d’enregistrement épidémiologique continu des cancers sur 
l’ensemble du territoire. Le taux d’incidence et de mortalité est donc estimé à partir des 
données du réseau Francim 5.  

 
On estime à 46 363 le nombre de nouveaux cas de cancer du poumon en France 
métropolitaine en 2018, dont 67% surviennent chez l’homme. Il est, en incidence, au second 
rang des cancers les plus fréquents chez l’homme après le cancer de la prostate, et au 
troisième rang chez la femme, après le cancer du sein et le cancer colo-rectal.  Les âges 
médians au diagnostic et au décès en 2018 sont respectivement de 67 et 69 ans chez l’homme 
et de 65 et 68 ans chez la femme. Chez l’homme, le taux d’incidence est quasiment stable 
depuis 1990 avec une légère tendance à la baisse constatée depuis 2005 alors que chez la 
femme il est en forte augmentation depuis 1990, avec un accroissement moyen de 5,3 % par 
an entre 2010 et 2018.  

 
La mortalité chez l’homme recule depuis 1990 en moyenne de 1,2 % par an mais le cancer du 
poumon reste la première cause de mortalité par cancer chez l’homme.  Il s’agit de la seconde 
cause de mortalité par cancer chez la femme, après le cancer du sein, avec une augmentation 
en moyenne de 3,5 % par an depuis les années 90.  Ces variations s’expliquent par le décalage 
entre l’évolution des pratiques (diminution du tabagisme masculin et augmentation du 
tabagisme féminin) et l’apparition des cancers liés à ces consommations, 20 à 30 ans plus tard 
6 . 
 

2. Modifications dans la répartition des types histologiques  
 

L’histologie des cas incidents de cancers pulmonaires a considérablement évoluée au cours 
des 30 dernières années. Chez l’homme, l’évolution est marquée par une augmentation de 
l’incidence des adénocarcinomes (variation annuelle moyenne de +3,9 %) et une diminution 
de l’incidence des carcinomes épidermoïdes et des CBPC.  Chez la femme, on observe une 
augmentation de l’incidence globale concernant tous les types histologiques mais nettement 
plus marquée pour les adénocarcinomes (+7,7 %). Les adénocarcinomes représentent 
désormais 42,1 % des cas chez l’homme et 56,6 % chez la femme (figure 1).  
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Figure 1 : Évolution du taux d’incidence du cancer du poumon par type histologique entre 
1990 et 2018. TSM= taux d’incidence standardisés sur la population mondiale, exprimés pour 
100 000 personnes-années. Echelle logarithmique. Source : données des registres du réseau 
Francim 5. 
 
Si tous les types histologiques de cancer du poumon sont associés au tabac 7,  l’augmentation 
de l’incidence des adénocarcinomes de localisations préférentiellement périphériques 
pourrait s’expliquer notamment par une modification de la composition des cigarettes 
industrielles (introduction de filtres et augmentation de la concentration en nitrosamines) 7. 
 

3. Dépistage du cancer pulmonaire  

Le mauvais pronostic de cette maladie est expliqué notamment par un diagnostic bien trop 
tardif. La survie à cinq ans allant de 53% pour les tumeurs localisées à 3,5% pour les tumeurs 
de stade IV 8. Ainsi dans l’étude KBP-CPHG-2010, analysant 7051 cas de cancers broncho-
pulmonaires diagnostiqués en 2010 dans 104 hôpitaux généraux français, seuls 18,1% des 
patients présentaient un cancer localisé (de stade I ou II) au moment du diagnostic. Le stade 
IIIA, localement avancé et pour lequel un traitement curatif peut parfois être proposé, 
représentait 14% des cas 9. Dans trois quart des cas la maladie est donc diagnostiquée à un 
stade localement avancé ou métastatique10. En effet, les poumons et le bronches n’ont pas 
d’innervation nociceptive, les symptômes révélateurs sont peu spécifiques surtout chez des 
fumeurs chroniques et la propagation des cellules cancéreuses est facilitée au niveau 
pulmonaire par une circulation sanguine intense.  

Plusieurs études ont donc évalué l’intérêt de différentes stratégies de dépistage du cancer du 
poumon dans des populations à risque (principalement définies par l’exposition au tabac). 
Ainsi l’essai américain National Lung Screening Trial (NLST), en 2011, a démontré une baisse 
de la mortalité par cancer du poumon de 20% grâce à un dépistage par scanner à faible dose 
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11.  Après 13 ans de suivi, le bénéfice en survie globale observé initialement se maintient dans 
le temps. Les auteurs montrent également que le risque de sur-diagnostic s’amenuise 
considérablement avec le temps 12.  

Une deuxième étude randomisée, l’essai belgo-néérlandais NELSON publié en 2018, vient 
conforter les résultats de l’étude Américaine NLST et retrouve une réduction de la mortalité́ 
spécifique de 24 % à 10 ans chez les hommes et 48% à 10 ans chez les femmes, grâce à une 
suivi par TDM basses doses 13.  

En France, dans les suites de la publication de l’essai NLST, un groupe d’expert a rédigé en 
2012 un avis encourageant le dépistage opportuniste d’individus éligibles14. En 2016, les 
experts de l’HAS ont considéré que les conditions de qualité et de sécurité permettant un 
dépistage par scanner faible dose chez des patients sélectionnés n’étaient pas réunies, et a 
émis un avis défavorable. Bien que les sociétés savantes de pneumologie et de radiologie 
s’opposent à cette interprétation 15  il n’y a donc à ce jour en France pas de dépistage organisé 
du cancer du poumon. Des évaluations sont cependant en cours comme une récente étude 
Française menée dans la Somme (étude DEP-KP80) qui confirme la faisabilité et l’efficacité 
d’un dépistage par scanner basse dose selon les modalité de l’étude NLST. L’étude qui se 
terminera fin 2021  a suivi pendant 3 ans (1 scanner annuel)  une population à risque âgée de 
55 à 74 ans. Les premiers résultats permettent un dépistage au stade précoce pour 77, 8% des 
patients (versus 31% dans la population générale) ce qui permet à un accès à un traitement 
curatif pour 83,3% d’entre eux. 16 
 
 

II. Les nodules pulmonaires périphériques 

1. Définition et moyens diagnostiques  

Une tumeur pulmonaire périphérique correspond à un nodule ou une masse (si la lésion fait 
plus de 3cm) située dans le tiers externe du poumon. En endoscopie bronchique standard 
(endoscope de 5mm de diamètre), ces nodules sont invisibles.   
 
L’incidence de ces nodules augmente pour deux raisons : d’une part l’évolution histologique 
en faveur d’adénocarcinomes qui sont développés préférentiellement en périphérie du 
poumon et d’autre part l’amélioration des techniques d’imagerie avec les scanner en coupes 
fines réalisés plus fréquemment 17.  Dans certaines séries le taux de malignité de ces lésions 
peut atteindre  79% 17.   
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Selon la taille, la présentation clinique des nodules et le profil du patient, plusieurs stratégies 
sont adoptées : 

- Surveillance scannographique  : dans le cas de nodule(s) sans critère de malignité. 
- Prélèvement à visée diagnostique: après surveillance initiale si le nodule s’avère 

évolutif, ou d’emblée.  
- Traitement ablatif d’emblée, par résection chirurgicale ou radiothérapie 

stéréotaxique : dans le cas de lésions très fortement suspectes de cancer et en 
l’absence d’accessibilité à un diagnostic pré-thérapeutique. 

 
Dans le cas (le plus fréquent) où un prélèvement à visée diagnostique est requis, le challenge 
est double : réussir à atteindre ces lésions et obtenir des échantillons en quantité suffisante 
pour réaliser un diagnostic histologique ainsi que toutes les analyses complémentaires 
nécessaires aux prises de décisions thérapeutiques.  
 
Deux principales méthodes sont utilisées : ponction par voie transpariétale et technique 
endoscopique.  

2. Ponction-biopsie transpariétale  

Une ponction transpariétale est le plus souvent réalisée en ambulatoire par un radiologue 
interventionnel, sous anesthésie locale, avec repérage par scanner ou échographie. Cette 
technique a un bon rendement diagnostique mais le taux de complications est élevé. Les deux 
complications principales sont le pneumothorax et l’hémoptysie. L’incidence du 
pneumothorax peut atteindre 37 % selon les études 18 19 et varie en fonction de la taille de la 
lésion, de l’état du poumon sous-jacent et du rapport du nodule à la plèvre.  Cinq à 10% 
d’entre eux sont symptomatiques et nécessitent un drainage ou une aspiration. L’hémoptysie, 
plus rare, survient dans moins de 5 % des cas 20.  
 
La sensibilité de la ponction transpariétale varie en fonction de la taille du nodule. Elle est de 
l’ordre de 60 % pour les nodules de moins de 20 mm, et peut atteindre 80 % pour les nodules 
de plus de 20 mm. Le guidage scannographique est de loin le plus utilisé mais le guidage 
échographique peut être utile, rapide et efficace pour des lésions thoraciques sous pleurales 
avec ou sans envahissement pariétal de plus de 10 mm 21. 
 
Cette technique, bien que très sensible n’est pas adapté aux nodules inférieurs à 10mm. Elle 
est fortement déconseillée chez les patients insuffisants respiratoires avec un VEMS < 1L/s, 
ayant un poumon fonctionnel unique ou une hypertension artérielle pulmonaire, en raison 
d’un risque de complication grave significativement plus élevé 22. 



 
25 

3. Techniques endoscopiques  

L’avantage majeur des techniques endoscopiques est leur faible taux de complication, autour 
de 1% dans les séries modernes les plus larges 23 24. Ainsi la voie endoscopique est à privilégier 
à la ponction transpariétale chez les patients fragiles avec peu de réserve ventilatoire ou si la 
lésion est jugée difficile d’accès par le radiologue (proche des vaisseaux, de l’omoplate ou du 
diaphragme). Par ailleurs un examen par voie endoscopique permet de réaliser, dans le même 
temps, le diagnostic d’une lésion bronchique ou pulmonaire ainsi qu’une stratification 
médiastinale par ponction ganglionnaire guidée par échographie linéaire (EBUS-TBNA) dans 
le cadre du bilan d’une lésion localisée ou localement avancée. 
 
Les techniques endoscopiques standards sont toutefois fréquemment mises en échec 25 et 
deviennent désuètes. Ainsi dans une étude publiée en 2012 concernant 318 lésions suspectes 
d’un diamètre moyen de 14,6 mm, seul 1% des cancers étaient détectés en endoscopie 
standard 26.  
De nouvelles techniques endoscopiques ont donc été développées ces 15 dernières années 
afin d’améliorer le rendement diagnostique, principalement par des techniques de 
localisation et de guidage permettant une amélioration du rendement diagnostique qui se 
rapproche désormais de celui de la ponction sous TDM avec un risque de complication plus 
faible 27.  
 

a. Taille des fibroscopes 
Certains nodules invisibles en endoscopie standard sont désormais accessibles grâce au 
développement de bronchoscopes de plus petits diamètres.  Les bronchoscopes fins (entre 3 
et 5mm de diamètre externe) et les ultra fins (<3mm) permettent d’accéder aux bronches de 
10e ordre contrairement aux bronchoscopes dit standards de > 5mm de diamètre qui ne 
peuvent dépasser les divisions bronchiques allant au-delà du tiers interne du poumon.  
 

b. Echoendoscopie bronchique  
L’echoendoscopie bronchique également appelée EBUS (endobronchial ultrasound) est une 
technique d’exploration endoscopiques des bronches à laquelle s’ajoute un repérage 
échographique. Cette technique décrite pour la première fois par Hürter et Hanrath en 1992 
28 permet de visualiser par voie endoscopique les tissus adjacents à la bronche et la trachée.  
 
L’EBUS dite simple ou linéaire, composée d’une sonde linéaire ou convexe d’échographie 
permet le repérage d’adénopathies médiastinales hilaires puis leur biopsie par voie 
transbronchique.  Ces prélèvements permettent de réaliser une stratification ganglionnaire 
dans le cadre du bilan d’une lésion localisée ou localement avancée. 
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La R-EBUS (radial endobronchial ultrasound) appelée également échographie 
endobronchique par mini-sonde (MNS) ou mini-sonde par échographie radiale permet de 
réaliser des biopsies bronchiques écho-guidées 27. Une sonde souple, de petit diamètre 
(1,4mm), connectée à un transducteur de 20Hz à son extrémité fourni une image à 360° de 
haute résolution des structures avoisinantes dans un rayon de 4cm autour de la sonde. La 
sonde ainsi placée au contact des tissus émet des ondes ultrasonores qui sont ensuite 
réfléchies. Le signal obtenu par réflexion varie en fonction des différents milieux d’impédance 
acoustiques rencontrés 29.   

En échographie, le tissu pulmonaire sain, bien aéré apparait sous forme d'une image dite  "en 
tempête de neige", il s’agit d’un halo hyperéchogène, très hétérogène. Le nodule pulmonaire 
correspond à une lésion solide et donne une image hypo échogène, homogène entourée d’un 
halo qui marque la limite avec le parenchyme sain.  Si la sonde se positionne en face de la 
lésion le signal apparait circonférentiel (Figure 2a) si la sonde la rencontre de façon 
tangentielle l’image est décrite comme polaire ou tangentielle (figure 2b).  

Après repérage échographique la lésion est biopsiée à l’aveugle en suivant le trajet d’un 
cathéter guide laissé en place. 

 

 

Figure 3: Signe de la bronche : Bronche  menant à la lésion sur scanner thoracique en coupes 
parenchymateuses.  

a b
2 

Figure  2 :  
Signaux échographiques  
obtenus par minisonde : 
a) circonférentiel  
b) tangentiel 
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c. Navigation et repérage  
Plusieurs outils d’aide au guidage et à la localisation peuvent être associés à la bronchoscopie 
par mini-sonde (MNS)  pour limiter le temps d’examen et augmenter la probabilité de 
repérage de la lésion 30.  Il s’agit de la reconstruction virtuelle bronchique qui peut être 
associée à une navigation virtuelle ou une navigation électromagnétique.  
 
Les logiciels de reconstruction virtuelle sont multiples et permettent après repérage de la 
lésion sur des images scannographiques en coupe fine, une aide au guidage jusqu’à la plus 
petite bronche menant à la lésion à partir d’une reconstruction en trois dimensions de l’arbre 
bronchique sur informatique. Des études récentes montrent que leur utilisation avant une 
endoscopie permet un gain de rentabilité diagnostique et un gain de temps 30.  

La navigation virtuelle bronchique (NVB) permet de synchroniser les images reconstruites par 
le logiciel de bronchoscopie virtuelle avec la vision directe endobronchique de l’endoscopiste 
afin de l’aider à se repérer en temps réel. Dans une revue de la littérature récente, le 
rendement diagnostic global était de 73,8 %, avec, pour les tumeurs < 2 cm un taux de 67,4 
%. Les taux de diagnostic en associant la NVB et la MNS étaient compris entre 63,3 et 84,4 % 
31.  

La navigation électromagnétique (NEM) permet de coupler la navigation virtuelle avec le 
repérage électromagnétique d’un détecteur de localisation situé à l’extrémité de la sonde 
d’endoscopie.  Ce GPS bronchique aurait un avantage pour la détection des nodules en verre 
dépoli en particulier 32.  Il présente également de nombreux inconvénients : il requiert 
l’utilisation d’un endoscope de 6mm, allonge le temps procédure (environ 30 minutes), 
nécessite une anesthésie générale et représente un coût important. 

Toutes les méthodes endoscopiques ont en commun de prélever des échantillons 
pulmonaires de petites tailles (figure 4). 

      

Figure  4 :  Lames de biopsies pulmonaires issues d’un geste chirurgical (a) d’une ponction 
sous TDM (b) ou d’une mini-sonde (c) .  

a b c 
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Plusieurs études randomisées ont comparé le rendement diagnostique des  biopsies obtenue 
par MNS versus des biopsies obtenue par ponction sous TDM et concluent que les deux 
examens sont comparables à ce niveau27 33. L’étude de Steinfort et al, montre une rentabilité 
diagnostique proche entre les deux techniques (87,5% vs 93,3% respectivement) et une bonne 
sensibilité (86% versus 92%) associée à une diminution considérable des complications en 
faveur de la MNS (3% vs 27%) 27.  Nous allons voir cependant que la prise en charge 
thérapeutique moderne des cancers pulmonaires nécessite souvent, en plus du diagnostic 
histologique, l’évaluation de biomarqueurs à visée théranostique, c’est-à-dire renseignant sur 
la sensibilité de la tumeur vis-à-vis de différents traitements.  

Il s’agit en particulier : 

- D’altérations génétiques (mutations et réarrangements chromosomiques) conférant 
une sensibilité de la tumeur à des thérapies ciblées 

- Du niveau d’expression de la protéine PD-L1 par les cellules tumorales, qui est corrélé 
à l’efficacité des traitements par immunothérapie 

Il est donc essentiel de savoir si les prélèvements de petite taille réalisés en endoscopie 
permettent l’obtention de l’ensemble des informations nécessaires au traitement optimal des 
patients. 

III. Drivers oncogéniques et thérapies ciblées des cancers pulmonaires 

Depuis 2004, la découverte d’anomalies géniques pouvant être ciblées par des agents 
thérapeutiques a révolutionné la prise en charge des cancer pulmonaires, en particulier au 
stade métastatique 34 (figure 5).  

 
Figure 5  : Survie globale de patients atteints de CBNPC non épidermoïde métastatique, avec 
et sans altération moléculaire. D’après Barlesi et al 35. 
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Figure 3: Outcomes of the 
17 664 patients undergoing 
molecular analyses
(A) First-line progression-free 
survival for patients with and 
without genetic alteration; 
(B) fi rst-line progression-free 
survival stratifi ed by molecular 
profi le; (C) second-line 
progression-free survival for 
patients with and without a 
genetic alteration; 
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progression-free survival 
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(E) overall survival of patients 
with and without a genetic 
molecular alteration; and 
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1. Rappels sur la carcinogenèse  

Deux modèles de carcinogenèse peuvent expliquer le développement d’un cancer 36.  
Le premier nommé carcinogenèse multi-étapes consiste en l’accumulation de plusieurs 
altérations de gènes participant chacune à l’évolution progressive vers le phénotype 
cancéreux. Les gènes concernés peuvent être des gènes suppresseurs de tumeur (leur 
altération entraine l’inactivité de cette voie d’inhibition) ou des oncogènes (leur altération 
aboutit à une sur-activation). Chaque altération acquise éloigne un peu plus la cellule de son 
phénotype normal. Ce modèle est illustré par le cas des carcinomes épidermoïdes dont le 
développement peut être observé depuis l’apparition d’une hyperplasie puis d’une 
métaplasie, d’une dysplasie de plus en plus sévère puis d’un carcinome  37. 
 
Le deuxième modèle repose sur le concept d’addiction oncogénique.  Dans ce modèle, une 
seule altération moléculaire peut entraîner la transformation cellulaire. D’un point de vue 
théorique, un traitement ciblant cette altération moléculaire pourrait donc supprimer les 
cellules cancéreuses dans ce modèle. 
 
L’exposition aux carcinogènes, et en particulier à la fumée de tabac, est connue pour induire 
des altérations répondant d’avantage au modèle de carcinogénèse multi-étapes. Chez les non-
fumeurs, le modèle d’addiction oncogénique est plus fréquent. Ces modèles co-existent 
toutefois chez un même patient. 
Les principales altérations de l’ADN en jeu sont des mutations (substitution, délétion ou 
insertion)  (figure 6), des réarrangements chromosomiques (figure 7  et des amplifications 
géniques.  
 

 
Figure 6 : Différents types de mutations géniques  
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Figure 7  : Réarrangement du gène ALK : exemple en cas de translocation EML4-ALK, illustrant 
l’inversion de la partie amino-terminale d’EML4 et sa fusion avec la partie du gène ALK codant 
pour le domaine tyrosine kinase Source : Correspondances en Onco-Théranostic / N° 3 sept. 
2012. 

2. Mécanismes de résistances 

Les altérations entraînant une addiction oncogénique peuvent pour certaines être ciblées par 
des traitements, dits thérapies ciblées. Cependant, les tumeurs peuvent présenter des 
mécanismes de résistance primaire (tumeur d’emblée non sensible à la thérapie ciblée), ou 
développer avec le temps des résistances dites acquises ou secondaires.   
 
Les principales causes de résistance  sont l’existence ou l’apparition d’une seconde altération 
du gène ciblé, d’altérations dans d’autres gènes impliqués dans la carcinogénèse, ou de 
transformation histologique 38. Des causes pharmacologiques peuvent également être 
responsable de résistance au traitement, notamment leur plus faible concentration au niveau 
du système nerveux central en raison d’un passage limité à travers la barrière hémato-
encéphalique39.  
 

3. Principaux drivers oncogéniques et leurs traitements  

Les principaux drivers oncogéniques identifiés à ce jour pour les CBNPC non épidermoïdes et 
leur fréquence sont présentés dans la figure 8.  
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Figure 8  : Fréquence des principales altérations moléculaires dans les CBNPC non 
épidermoïdes  
D’après Barlesi et al 35  Fréquence des altérations de 6 gènes parmi 16679 prélèvements.  
A : pour tous les cancers bronchiques, D : pour les non-fumeurs.  Full WT = aucune mutation 
retrouvée parmi ces 6 gènes. Unknown = inconnu, les inconnus représentant les cas ayant au 
moins un résultat inconnu après évaluation des 6 gènes. 
 

a. Mutations EGFR (epidermal growth factor receptor) 
En France, 10-12% des CBNPC non épidermoïde sont porteurs d’une mutation de l’EGFR 40. 
Ces mutations sont plus fréquentes chez les femmes, les  non-fumeurs et les patients d’origine 
asiatique 41.  
L’EGFR, présent au niveau du bras court du chromosome 7, est un gène exprimé de façon 
physiologique au sein des cellules épithéliales. Il code pour une protéine comportant un 
domaine extra-membranaire capable de fixer un ligand, un domaine transmembranaire et un 
domaine intracellulaire porteur d’une activité tyrosine kinase. Après liaison à un ligand le 
récepteur EGFR se dimérise avec un autre récepteur tyrosine-kinase, ce qui entraine une 
trans-phophorylation des résidus tyrosine du domaine intra-cellulaire et l’activation de voies 
de signalisation cellulaire impliquées notamment dans la survie et la prolifération cellulaires.   

Les mutations du gène EGFR peuvent entraîner l’activation constitutive de la kinase EGFR 
(indépendamment de la fixation à son ligand) et provoquer une activation permanente des 
voies de signalisation sous-jacentes et une survie cellulaire incontrôlée. Le rôle des mutations 
EGFR en cancérologie thoracique a été découverte en 2004 42. Ces mutations surviennent au 
sein du domaine tyrosine-kinase EGFR codé par les exons 18 à 21. Toutes les mutations n’ont 
pas les mêmes répercutions et présentent un profil de sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine 
kinase (ITK) différent 43. Parmi les altérations identifiées dans le CBNPC, 90% sont des 
délétions au sein de l’exon 19 ou la substitution L858R au niveau de l’exon 21 et sont sensibles 
initialement aux ITK 44.   
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Descriptive statistics, including median and range or 
quartiles for continuous variables or frequencies, and 
percentages for categorical variables, were used. Median 
duration of follow-up was defi ned as the time from date 
of molecular analysis assessment to the closing date of 
the analysis. Median time until results were obtained was 
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excessive data dispersion. First-line progression-free 
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molecular analysis assessment to the date of the fi rst 
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progression-free survival was defi ned as the time from 
initiation of second-line treatment to the date of the 
second progression or death from any cause. Overall 
survival was defi ned as the date of the molecular analysis 
assessment to the date of death or fi nal follow-up. 
Survival curves were estimated for the total population 
and for groups of interest by the Kaplan-Meier method. 
We compared the groups of interest by use of the two-
sided log-rank test. Patient characteristics (with or 
without gene alteration of each biomarker) were 
compared with the χ² test for qualitative variables or with 
a non-parametric test for quantitative variables. 
Univariate Cox models were applied to select the most 
promising prognostic variables (threshold p=0·20). A 
multivariate Cox model was then applied to adjust 
for potential confounders (clinical or molecular 
characteristics associated with progression-free survival 
or overall survival). Adjusted hazard ratios (HRs) with 
95% CIs were calculated. All statistical tests were two-
sided, and a p value of less than 0·05 was deemed 
statistically signifi cant. All analyses were done with SAS 
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Figure 2: Frequency of genetic alterations
Frequency of molecular alterations in six genes from 18 679 analysed samples (expressed as the percentage of 
positive samples for each molecular alteration relative to the number of available analyses, with unknown 
representing the cases with at least one unknown result after assessment of the six genes). Full WT=patients with 
an established molecular profi le without an EGFR, KRAS, BRAF, HER2 (ERBB2), or PIK3CA mutation or ALK 
rearrangement. (A) Overall population, (B) adenocarcinoma only, (C) women only, and (D) never smokers only.
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Plusieurs générations d’ITK anti EGFR sont désormais disponibles.  Depuis les résultats de 
l’essai FLAURA, un ITK de 3e génération, l’Osimertinib est recommandé en traitement de 
première ligne chez les patients avec CBNPC métastatique présentant une délétion dans 
l’exon 19 ou une mutation L858R de l’EGFR. Dans cette indication, l’Osimertinib a démontré 
une amélioration de la survie globale de 7 mois et de survie sans progression de 9 mois par 
rapport à une molécule de première génération 45.   
 

b. Réarrangements ALK (anaplastic lymphoma kinase) 
Il s’agit d’un réarrangement chromosomique entraînant la fusion du domaine kinase du gène 
ALK (présent sur le chromosome 2) avec une autre portion de gène, le plus souvent EML4. Ce 
réarrangement a été  découvert en 2007 46 et est retrouvé dans 1 à 3% des CBNPC. Les patients 
concernés sont le plus souvent non-fumeurs et jeunes 40. 
 
La fusion des deux gènes conduit à la traduction d’une protéine chimérique porteuse du 
domaine kinase d’ALK activé de façon constitutive. (figure 4).  Comme dans le cas des 
mutations EGFR, cette activation permanente va transmettre un signal incontrôlé de 
prolifération cellulaire.  
Les essais randomisés PROFILE 1007, 1014 et 1029 ont démontré la supériorité du Crizotinib 
(ITK de 1ère génération) par rapport à une chimiothérapie en deuxième et en première ligne 
de traitement chez le patients atteints de CBNPC métastatique avec réarrangement ALK. 47 48 

49.  De études plus récentes ont montré l’intérêt d’ITK de 2ème puis de 3ème génération. Ces 
molécules présentent moins d’effets indésirables et ont une meilleure pénétration cérébro-
méningée. Elles  permettent une amélioration de la survie sans progression et  un meilleur 
contrôle de la maladie au niveau cérébral.  Ainsi, l’Alectinib et le Brigatinib sont utilisables en 
première ligne métastatique suite aux résultats positifs des études ALEX 50 51 et ALTA-1L52  qui 
ont testé respectivement ces molécules en comparaison au Crizotinib en première ligne. 
 
Les résultats spectaculaires obtenu dans les CBNPC EGFR muté ou ALK réarrangé avec les ITK 
ont conduit à la recherche systématique d’autres altérations oncogéniques sensible à ces 
molécules. Plusieurs cibles ont ainsi été identifiées :  réarrangements des gènes ROS1, RET, 
NTRK ou NRG1 et  mutations des gènes, KRAS, BRAF, HER2 et MET par exemple. 
 

c.  Réarrangements de ROS 1  
Découvert en 2007, les réarrangements du gène ROS1 sont retrouvés dans 1% des CBNPC 53. 
Ils concernent le plus souvent des adénocarcinomes survenant chez de jeunes non-fumeurs.   
Il existe une forte homologie entre les domaines kinases de ALK et ROS1. Certains ITK ciblant 
ALK sont donc également efficaces sur les réarrangements de ROS1. Actuellement seul le 
Crizotinib possède une autorisation de mise sur le marché (AMM) en première ligne pour les 
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CBNPC avancés ROS1 positifs 54.  Les données Françaises de l’étude ACSé ont  confirmé 
récemment son efficacité 55. 
 

d.  Mutations KRAS 
La mutation KRAS p.G12C est retrouvée dans 10-15% des CBNPC, essentiellement chez des 
fumeurs 40.  Récemment, plusieurs inhibiteurs spécifiques de ces mutations ont été 
développé, dont en particulier le Sotorasib qui est disponible en France dans le cadre d’une 
autorisation temporaire d’utilisation (ATU).  
 

e. Mutations BRAF 
Détectées dans 2-4% des CBNPC 40, la  moitié sont des mutations p.V600E.  Actuellement il est 
recommandé de prescrire  une association de Dabrafenib et de Trametinib uniquement en 
2ème ligne de traitement et plus, après échec d’une chimiothérapie et/ou immunothérapie 
en première ligne 56 . 
 

f. Mutations de MET 
Ces mutations concernent 2 à 5% des CBNPC. Les patients concernés sont plus âgés avec une  
proportion de fumeurs plus importante que pour les autres altérations moléculaires. Leur 
fréquence est plus élevée dans les tumeurs sarcomatoïdes 57 .  L’altération se situe dans le site 
épissage de l’exon 14 de MET.   
Des traitements spécifiques sont en cours d’évaluation notamment le Tepotinib 58 ou le 
Capmatinib disponible en France dans le cadre d’ATU, ou le Savolitinib.  
 
 

g. Mutations HER2 
Il s’agit d’une insertion au sein de l’exon 20 pour laquelle plusieurs traitements sont en cours 
d’évaluation notamment le Poziotinib et le Trastuzumab-Deruxtecan. Aucun traitement 
spécifique n’est actuellement disponible en France en dehors d’essais cliniques.  
 

h. Rearrangements rares  
NRG1, NTRK ou RET ne seront pas détaillés dans ce travail.  

Après la recherche d’altération moléculaires ciblables accessible à une thérapie ciblée la 
médecine personnalisée en cancérologie thoracique nécessite de connaitre le niveau 
d’expression de la protéine PD-L1 par les cellules tumorales, dont l’expression est corrélée à 
l’efficacité des traitements par immunothérapie.  
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IV. Points de contrôle immunitaires et cancers pulmonaires  

1. Cycle de l’immunité anti-tumorale  

Le cycle  naturel de l’immunité anti-tumorale 59 est présenté dans la figure 9.    

 

Figure 9 : Le cycle de l’immunité contre le cancer d’après Chen DS, Mellman                                          
1- Libération des antigènes (Ag) tumoraux présent à la surface des cellules tumorales 
mourantes 2- Les cellules présentatrices d’Ag (CPA) dendritiques présentes au sein de 
l’environnement tumoral reconnaissent et captent ces antigènes libres puis migrent au sein 
des ganglions lymphatiques 3- Présentation par les CPA des fragments d’Ag tumoraux aux 
lymphocytes T (LT) naïfs permettant leur activation  4- Expansion clonale des LT activés 
spécifiques de la tumeur, migration jusqu’au site tumoral via le système sanguin. 5- Infiltration 
des LT dans la tumeur  6- Reconnaissance et destruction par les LT activés des cellules 
tumorales identifiées.   

Cette activité anti-tumorale immunitaire est régulée par un réseau de voies de signalisation 
activatrices et inhibitrices appelées points de contrôle ou check-point immunitaires composés 
de récepteurs et de ligands (figure 10).  
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Figure 10  : Récepteurs membranaires régulant la réponse immunitaire à la surface du 
lymphocyte T.  
 
Au cours de son développement la tumeur développe plusieurs mécanismes d’échappement 
au système immunitaire. Il s’agit en particulier de l’activation ou de l’inhibition de ces 
checkpoints immunitaires.  La description de ces mécanismes a permis le développement 
d’inhibiteurs de checkpoints immunitaires dont le but est de restaurer une activité 
immunitaire.   

2. Point de contrôle PD-1/PD-L1 

PD-1/PD-L1 est une des voies de signalisation inhibitrice responsable de la modulation de la 
réponse immunitaire adaptative de notre organisme. Ce point de contrôle physiologique se 
compose d’un récepteur nommé PD-1 (programmed death ligand 1), exprimé à la surface des 
lymphocytes T et de deux ligands : les  protéines transmembranaires  PD-L (programmed 
death receptor) 1 et 2 (figure 11). 
 

 
    Figure 11 : La liaison PD-1/ PD-L1 : véritable cible thérapeutique 
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L’activation de ce point de contrôle par la liaison ligand/récepteur joue un rôle physiologique 
d’épuisement des lymphocytes T en cas d’activation prolongée, permettant une prévention 
de l’auto-immunité.  La voie PD-1/ PD-L1 est fréquemment activée dans le CBNPC et la liaison 
entre PD-1 et PD-L1 constitue une cible thérapeutique majeure. Des inhibiteurs de cette voie 
ont donc été développés.   
 

3. Inhibiteurs de checkpoints immunitaires anti PD-1/PD-L1  

Il s’agit d’anticorps thérapeutiques dirigés contre PD-1 ou PD-L1 (tableau 3).  

Tableau 3 : Principales Immunothérapies disponibles ce jour anti PD-1 et PD-L1 dans le CBNPC 

L’efficacité de ces traitements est, dans certains cas, corrélée au niveau d’expression de la 
protéine PD-L1 par les cellules tumorales. En pratique, la prescription de certaines de ces 
molécules est conditionnée par le niveau d’expression de PD-L1 (tableau 4). Ce niveau 
d’expression est mesuré en immunohistochimie (IHC) (Cf infra).  

 
Tableau 4: Seuils d’expression de PD-L1 retenus pour les indications de traitement par anti-
PD-1/PD-L1 dans le CBNPC 

DCI Nom commercial Laboratoire Anti PD-1/PD-
L1  

Nivolumab  OPDIVO®  Bristol-Myers Squibb Anti PD-1 

Pembrolizumab KEYTRUDA®  Merck & Co Anti PD-1 

Atezolizumab TECENTRIQ® Genentech Anti PD-L1 

Durvalumab IMFINZI® Astra-Zeneca Anti PD-L1 

Avelumab BAVENCIO® EMD Serono Anti PD-L1 
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Le Nivolumab n’a pas d’indication en première ligne à ce jour. Les résultats de l’essai 
CheckMate-026 60 qui compare le Nivolumab en première ligne versus une chimiothérapie à 
base de sel de platine chez des patients avec une tumeur exprimant le PD-L1 dans au moins 1 
% des cellules tumorales est négatif pour son objectif principal la survie sans progression. 

Il est indiqué en deuxième ligne quel que soit le taux de PD-L1, d’après les résultats des 
études CheckMate-017 et CheckMate-057. 61 62 

Le Pembrolizumab est indiqué en monothérapie en première ligne de traitement 
métastatique pour les CBNPC une expression de PD-L1 sur ≥50% des cellules tumorales. 

Dans l’essai de phase III  Keynote 024 63 le Pembrolizumab a été comparé  à une 
chimiothérapie standard par doublet à base de platine en première ligne de traitement, chez 
des patients atteints de CBNPC métastatiques avec PD-L1 ≥ 50 %. Le Pembrolizumab 
présentait un taux de réponse supérieur (45 % vs. 28 %) et une amélioration de la survie sans 
progression (10,3 vs. 6 mois) et de la survie globale à 6 mois (80 % vs. 72 %). La tolérance du 
traitement était également meilleure.   

Toujours en première ligne métastatique, mais quel que soit le niveau d’expression de PD-
L1, le Pembrolizumab peut être utilisé en association  à un doublet de chimiothérapie à la 
suite des données des essais KEYNOTE 189 64 et KEYNOTE 407 65 .  

Le Pembrolizumab peut également être utilisé en deuxième ligne pour les tumeurs avec PD-
L1 ≥ 1%, chez des patients ayant reçu un doublet par chimiothérapie en première ligne en 
s’appuyant sur les résultats de l’essai Keynote 010 66 . 

L’Atezolizumab est indiqué en première ligne pour les carcinomes non épidermoïdes, quel 
que soit le niveau d’expression de PD-L1, en association avec du Carbopaltine-paclitaxel et 
Bevacizumab (étude IMPOWER 150) 67. Il n’est cependant pas remboursé dans cette indication 
en France. Il peut également être utilisé en deuxième ligne, quel que soit le taux de PD-L1 
(étude OAK) 68 .  

Le Durvalumab est prescrit après une radio-chimiothérapie concomitante pendant 1 an, 
d’après les résultats de l’étude PACIFIC 69 70.  
  

Toutes ces molécules sont également en cours d’évaluation dans le traitement des CBNPC 
localisés71.   
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V. Analyses en anatomopathologie  

1. Qui est concerné par la recherche de biomarqueurs tumoraux ?  

Selon les recommandations françaises, avant de démarrer une première ligne de traitement 
systémique l’expression de PD-L1 doit être systématiquement recherchée pour tous les 
patients atteint d’un cancer bronchique de stade avancé.  Les translocations ALK et ROS1 ainsi 
que les mutations EGFR et KRAS doivent être systématiquement recherchées pour les 
carcinomes non épidermoïdes avancés et les carcinomes épidermoïdes avancé du non-
fumeur. Certaines altérations moléculaires peuvent également être recherchées avant de 
démarrer une première ligne comme BRAF, MET exon 14, RET, et la fusion NTRK (Figure 12).  

Les autres altérations sont à rechercher au minimum avant de débuter une seconde ligne. 
(fusion NRG1, autres mutations de MET et statut (ERBB2) HER2.  

 

Figure 12 : Proposition de panel minimal en biologie moléculaire à réaliser pour les carcinomes 
non épidermoïdes avancés et les carcinomes épidermoïdes avancé du non-fumeur. Source : 
Référentiel Auvergne Rhône-Alpes en oncologie thoracique (AURA) L1= première ligne L2= 
deuxième ligne   

Dans un avenir proche la recherche de mutation EGFR sera également nécessaire chez les 
patients atteints de CBNPC de stade IB à IIIA opérés. En effet, l’essai  ADAURA 72 a montré une 
amélioration de la survie sans récidive grâce à un traitement adjuvant par Osimertinib 
pendant 3 ans dans les CBNPC non-épidermoïdes de stades IB, II et IIIA reséqués avec 
mutation activatrice de l’EGFR.   
Plusieurs recommandations internationales préconisent la recherche d’altérations 
moléculaires telles que EGFR, ALK, ROS1 BRAF, HER2(ERBB2) RET MET et NTRK pour tous les 
nouveaux diagnostics de cancer pulmonaires 73. 
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attendre la seconde ligne. La proposition de panel minimal recommandé est présentée dans la figure 4 ci-
dessous.  
-Il  est nécessaire d’anticiper le fait qu’une recherche des mutations de l’EGFR pour tous les carcinomes 
NON épidermoïdes opérés de stades pII et pIII  sera probablement recommandée dans les mois à venir.  
-Une recherche de l’expression de PDL1  en immunohistochimie sur les cellules tumorales doit être 
systématique pour tous les carcinomes non à petites cellules pour les stades IIIA non résécables à IV. Il  est 
recommandé d’util iser des tests (ou kits) validés cliniquement sur plateformes dédiées (tests SP263 sur 
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PDL1 IHC               
EGFR       Légende       
KRAS         Avoir le résultat systématiquement   
BRAF         En option       
HER2       IHC Immuno-Histochimie      
MET ex14         Technique habituelle/disponible si vide   
Autres MET       TNE En cas  de Tumeur Neuro-endocrine (hors CBPC) 

ALK IHC               
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NTRK                 
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STK11 TNE               
TP53 TNE               
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2. Comment analyser ces biomarqueurs ? 

a.  Expression de PD-L1 
La technique la plus utilisée pour rechercher l’expression de PD-L1 est l’IHC. Cette protéine 
est exprimée sur la membrane cellulaire des cellules cancéreuses. Il existe une certaine 
hétérogénéité spatiale de son niveau d’expression 74 (figure 13).  

 
Figure 13 : Hétérogénéité de l’expression de PDL1 au sein de la tumeur et variabilité en 
fonction de l’anticorps utilisé pour sa détection Source : ASCO 2016 
 

Il est également décrit une hétérogénéité d’expression entre site tumoral primitif et 
secondaire avec en moyenne 25 % de discordance entre les différents prélèvements 75.  De 
plus, ce marquage peut être difficile à interpréter. Les variations dans les résultats d’analyse 
peuvent être liées : au type d’échantillon tissulaire (biopsie chirurgicale, ponction sous 
scanner, biopsie bronchique, cytoponction), au moment du prélèvement (pré-thérapeutique, 
après chimiothérapie…), à l’ancienneté de l’échantillon, aux conditions de fixation et 
d’archivage et à l’anticorps utilisé pour la détection de PD-L1. (Figure 13) 76 .  

Une étude récente retrouve une bonne concordance (pouvant atteindre 92%) entre le 
marquage des cellules tumorales étudié sur des petites biopsies réalisées par différent 
moyens diagnostiques versus une pièce opératoire 77.  
 
Le groupe PATTERN de pathologistes thoraciques français a proposé en 2018 des 
recommandations concernant les étapes d’analyse et d’interprétation du marquage PD-L178. 
Il est recommandé d’utiliser des tests (ou kits) validés cliniquement sur des plateformes 
dédiées. (tests SP263 sur automate Ventana, 22C3 et 28.8 sur automate Dako par exemple) 
qu’il faut valider et étalonner régulièrement  bien que certains kits artisanaux puissent être 
également utilisés sous réserve de contrôles fréquents 79.    

Presented By Roy Herbst at 2016 ASCO Annual Meeting

Une	hétérogénéité	tumorale	importante

Expression	de	PD-L1
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L’évaluation de la qualité de la biopsie et de la qualité de la persévération du prélèvement est 
indispensable avant toute interprétation. La présence de très nombreuses cellules 
immunitaires positives, les macrophages notamment, peut gêner considérablement l’analyse. 
(Figure 14  E et F).  
 
Tout marquage membranaire linéaire, complet ou non, quel que soit son intensité, est 
considéré comme positif. (Figure 14 A à D).   
D’après les résultats de l’étude de  Heymann 80, qui a démontré que l’expression de PD-L1 
était comparable entre petites biopsies  et pièces opératoires ainsi que cytologie par cytobloc 
si les lames d’IHC analysées comportaient plus de 100 cellules tumorales si ce seuil n’était pas 
atteint les résultats devaient être émis sous réserve (risque important de faux négatifs et de 
faux positifs).  
 

  

 

 
Figure 14  : Aspects courants des marquage PDL1 en routine :  Recommandations par le groupe 
PATTERN :  Sylvie Lantuejoul et al  

Tests  immunohistochimiques  PD-L1  dans  les  cancers  du  poumon  121

Figure 1. Aspects courants du marquage IHC PD-L1 dans les CBNPC. A. Marquage membranaire diffus d’intensité forte des cellules
tumorales. B. Absence de marquage. C. Marquage membranaire hétérogène des cellules tumorales et d’intensité faible (partie droite
de l’image). D. Marquage hétérogène d’un adénocarcinome pulmonaire. E. Marquage des macrophages alvéolaires à proximité de cellules
tumorales négatives. F. Marquage de nombreuses cellules immunitaires au contact des cellules tumorales qui sont négatives. Barre d’échelle :
100 !m.
Common patterns of PD-L1 staining in NSCLC. A. Diffuse and strong membranous staining in tumor cells. B. Lack of staining. C. Heteroge-
neous membranous staining of tumor cells (right side of the picture). D. Heterogenous staining in a pulmonary adenocarcinoma. E: staining
of alveolar macrophages in the vicinity of negative tumor cells. F. Staining of numerous immune cells close to negative tumor cells. Scale
bar: 100 !m.

à  la  procédure  de  prélèvement,  nécrose,  mauvaise
conservation  de  la  morphologie  et  des  épitopes  liée  à
une  fixation  insuffisante.  L’appréciation  de  la  qualité
du  tissu  sur  l’HES  et  des  marquages  des  témoins
internes  et  externes  sont  indispensables  dans  ces  cas.

La  présence  de  très  nombreuses  cellules  immunitaires
positives  situées  à  l’interface  avec  les  cellules
tumorales  peut  gêner  considérablement  l’analyse  de
ces  dernières.

Parmi  ces  cellules  immunitaires,  les  macrophages
sont  parfois  très  marqués  et  constituent  un  piège  sur-
tout  lorsqu’ils  se  mêlent  aux  cellules  tumorales.  Ils  se

distinguent  néanmoins  par  leurs  caractéristiques  cytolo-
giques  (petit  noyau  régulier,  faible  ratio  N/C)  et  leur
topographie  (souvent  endoalvéolaires  ou  en  bordure  de
nécrose)  (Fig.  1).  Enfin  certaines  cellules  tumorales  peuvent
présenter  un  marquage  granulaire  cytoplasmique  gênant  la
visualisation  du  marquage  membranaire  (notamment  avec  le
test  SP263)  ou  présenter  des  contours  cytoplasmiques  indis-
tincts  (cellules  fusiformes  des  tumeurs  sarcomatoïdes  par
exemple).

Le post-analytique

Le  compte-rendu  de  l’évaluation  de  l’expression  de  PD-
L1  doit  mentionner  la  date,  le  siège,  le  type  de  prélèvement
(cytologie,  biopsie,  pièce  opératoire),  la  fixation,  une
éventuelle  étape  de  décalcification,  ainsi  que  certains  para-
mètres  pouvant  influencer  l’expression  de  PD-L1  tels  que
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Figure 1. Aspects courants du marquage IHC PD-L1 dans les CBNPC. A. Marquage membranaire diffus d’intensité forte des cellules
tumorales. B. Absence de marquage. C. Marquage membranaire hétérogène des cellules tumorales et d’intensité faible (partie droite
de l’image). D. Marquage hétérogène d’un adénocarcinome pulmonaire. E. Marquage des macrophages alvéolaires à proximité de cellules
tumorales négatives. F. Marquage de nombreuses cellules immunitaires au contact des cellules tumorales qui sont négatives. Barre d’échelle :
100 !m.
Common patterns of PD-L1 staining in NSCLC. A. Diffuse and strong membranous staining in tumor cells. B. Lack of staining. C. Heteroge-
neous membranous staining of tumor cells (right side of the picture). D. Heterogenous staining in a pulmonary adenocarcinoma. E: staining
of alveolar macrophages in the vicinity of negative tumor cells. F. Staining of numerous immune cells close to negative tumor cells. Scale
bar: 100 !m.

à  la  procédure  de  prélèvement,  nécrose,  mauvaise
conservation  de  la  morphologie  et  des  épitopes  liée  à
une  fixation  insuffisante.  L’appréciation  de  la  qualité
du  tissu  sur  l’HES  et  des  marquages  des  témoins
internes  et  externes  sont  indispensables  dans  ces  cas.

La  présence  de  très  nombreuses  cellules  immunitaires
positives  situées  à  l’interface  avec  les  cellules
tumorales  peut  gêner  considérablement  l’analyse  de
ces  dernières.

Parmi  ces  cellules  immunitaires,  les  macrophages
sont  parfois  très  marqués  et  constituent  un  piège  sur-
tout  lorsqu’ils  se  mêlent  aux  cellules  tumorales.  Ils  se

distinguent  néanmoins  par  leurs  caractéristiques  cytolo-
giques  (petit  noyau  régulier,  faible  ratio  N/C)  et  leur
topographie  (souvent  endoalvéolaires  ou  en  bordure  de
nécrose)  (Fig.  1).  Enfin  certaines  cellules  tumorales  peuvent
présenter  un  marquage  granulaire  cytoplasmique  gênant  la
visualisation  du  marquage  membranaire  (notamment  avec  le
test  SP263)  ou  présenter  des  contours  cytoplasmiques  indis-
tincts  (cellules  fusiformes  des  tumeurs  sarcomatoïdes  par
exemple).

Le post-analytique

Le  compte-rendu  de  l’évaluation  de  l’expression  de  PD-
L1  doit  mentionner  la  date,  le  siège,  le  type  de  prélèvement
(cytologie,  biopsie,  pièce  opératoire),  la  fixation,  une
éventuelle  étape  de  décalcification,  ainsi  que  certains  para-
mètres  pouvant  influencer  l’expression  de  PD-L1  tels  que

A) Marquage membranaire 
diffus de forte intensité des 
cellules tumorale  
 
B)  Absence de marquage  
 
 

C) et D) Marquage 
membranaire hétérogène 
de faible intensité  
 

E) et F) risque d’erreur 
Marquage des macrophages E) 
et des lymphocytes F) autour 
d’une cellule tumorale 
négative pour le PDL1 
 

A B 

C D 
 

E F
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Le pourcentage de cellules tumorales positives exprimant le PD-L1 doit être évalué selon des 
seuils de positivité fixés à 1% et 50% (figure 15).  Des modèles ont été proposés pour 
s’affranchir de l’hétérogénéité intra tumorale et conclure à un seuil de positivité le plus fiable 
possible (figure 16).  
 

 

Figure  15 : Exemple de seuils de fixations du PD-L1 en immunohistochimie  Garon et al. N 
Engl, J Med 2016 ;372 :2019 

 

 

 

Cette interprétation semi-quantitative est donc délicate et peut engendrer une disparité de 
résultat en fonction des lecteurs. Des discordances relatives au seuil de positivité peuvent 
atteindre 10 à 18 % selon les séries 81.    

 

0% 1-49% 50+%

Garon et	al.	N	Engl J	Med	2016;372:2018

Expression	de	PD-L1:	des	méthodes	variables

Dako 22C3	assay/Pembrolizumab trials
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Schéma 2. Exemple de méthode permettant de quantifier
l’expression de PD-L1 quand elle est hétérogène : on peut ainsi
déterminer à faible grandissement des zones équivalentes mais pré-
sentant des pourcentages de positivité différents et faire ensuite la
moyenne de ces pourcentages. Dans l’exemple ci-contre, le % de
cellules tumorales marquées est (80 + 10 + 25 + 50) : 4 ∼ 40 %.
Suggestion of a scoring method for PD-L1 expression: A systematic
approach could be to divide the section into equal areas evaluated
for percentage of tumor cell positivity, and then to average this
percentage. As an example: (80 + 10 + 25 + 50): 4 ∼ 40 %.

le  stade  de  la  maladie,  la  notion  de  tumeur
primitive,  de  récidive  ou  de  métastase,  les  traitements
antérieurs.

Il  peut  éventuellement  intégrer  les  altérations
génomiques  associées  dont  on  sait  qu’elles  influencent
l’expression  de  PD-L1  [46—49].

Pour  la  partie  analytique,  il  est  nécessaire  d’indiquer
l’anticorps  (clone)  et  l’automate  utilisé  ainsi  que  de
préciser  s’il  s’agit  d’un  test  prêt  à  l’emploi  ou  d’un
LDT.

Les  autres  indications  comme  la  dilution  de  l’anticorps
et  le  temps  d’incubation  ne  sont  pas  indispensables.

Pour  la  partie  analytique,  seul  le  pourcentage  de
cellules  tumorales  marquées,  quel  que  soit  le  niveau
d’intensité,  est  à  rapporter  ;  par  contre,  il  n’est  pas
recommandé  de  conclure  par  un  résultat  positif  ou
négatif  pour  l’expression  de  PD-L1.  La  connaissance
des  seuils  permettant  l’indication  thérapeutique  est
importante  (actuellement  1  %  et  50  %).

Il  faut  confirmer  le  marquage  des  témoins  positifs
externes  et/ou  internes  (cellules  immunitaires)  et
pour  les  échantillons  de  petite  taille,  il  faut  préciser
combien  de  cellules  tumorales  sont  analysables,  avec
des  réserves  si  leur  nombre  est  inférieur  à  100.  Il  est
également  possible  d’émettre  des  réserves  si  les  étapes
pré-analytiques  posent  problème  (fixation  non  connue
ou  hors  délais,  décalcification,  trop  grand  délai  de
stockage  des  lames  blanches,  etc.)  (cf.  supra).

En  ce  qui  concerne  la  conclusion  du  compte-rendu,
il  est  préférable  de  la  simplifier  en  indiquant  le
pourcentage  de  cellules  tumorales  exprimant  PD-L1.

Les  indications  concernant  la  mention  de  l’éligibilité  à
certaines  immunothérapies  ne  sont  pas  recommandées  car
la  stratégie  thérapeutique  pour  l’immunothérapie  est  en
constante  évolution  et  dépend  de  nombreux  autres  para-
mètres  cliniques.  Un  modèle  de  compte  rendu  est  proposé
(Tableau  5).

Tableau  5  Exemple  de  compte-rendu  histologique  de
l’évaluation  du  score  PD-L1  dans  les  carcinomes  pulmo-
naires  non  à  petites  cellules.
Suggested information to include when reporting results for PD-
L1 IHC in NSCLC.

Étude  de  l’expression  de  PD-l1  dans  un  carcinome
pulmonaire

Renseignements  cliniques  :  âge,  tabagisme,  stade  de  la
maladie,  traitements  éventuels
Diagnostic  :  carcinome  épidermoïde,
adénocarcinome,  autre

Type  de  prélèvement  :  cytologie  (préciser  le  type  de
fixation),  biopsie,  pièce  opératoire,  autre
Siège  du  prélèvement  :  poumon,  plèvre,  foie,  os  .  .  .
Date  du  prélèvement  :

Anticorps  PD-L1  :  clone  (préciser  si  kit  prêt  à  l’emploi),
automate

Évaluation  du  marquage
Nombre  de  cellules  évaluables  : <  50,  50—100,  >  100
Témoins  positifs  :  internes  et/ou  externes
Pourcentage  de  cellules  tumorales  avec  un  marquage
membranaire  :

Conclusion
Score  PD-L1  :  x  %  de  cellules  tumorales  positives
Commentaires  (si  applicable)  :
Réserves  éventuelles  :  nombre  de  cellules
tumorales  <  100  ; matériel  d’interprétation  difficile
(nécrose,  artéfacts,  .  . .) ;  étapes  pré-analytiques
critiques  (fixation  inadéquate,  décalcification,  lames
blanches  de  plus  de  6  mois)

Le  test  immunohistochimique  PD-L1  doit  être  soumis  à
des  contrôles  de  qualité  internes  et  externes  valides  et
robustes,  comme  tout  test  théranostique.  Un  nombre
minimal  de  tests  doit  être  réalisé  et  interprété  par
an  dans  chaque  structure  ACP  pour  asseoir  l’expertise
technique  et  médicale  et  optimiser  la  qualité  et
les  coûts  des  analyses.  La  réalisation  du  test  PD-
L1,  à  l’instar  de  ce  qui  est  recommandé  pour  les
tests  HER2  dans  les  cancers  du  sein  [50,51]  doit
être  conditionnée  à  la  participation  à  une  évaluation
externe  de  la  qualité,  avec  des  résultats  satisfaisants,
selon  les  critères  définis  par  l’organisme  d’Assurance
Qualité  (AQ).

Figure 16 Exemple de méthode permettant de 
quantifier l’expression de PD-L1 quand elle est 
hétérogène au sein d’une même tumeur.  
Additions des pourcentages finaux 
(80+10+25+50) /4 = 40%  
 
Recommandations par le groupe PATTERN :  
Sylvie Lantuejoul et al 
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b. Mise en évidence des mutations 
Sur les prélèvements tissulaires ces recherches sont contraintes par la fragmentation de l’ADN 
inhérente à l’inclusion des tissus en paraffine. Les techniques de biologie moléculaire pour la 
recherche de mutations sont basées sur la réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) qui 
consiste en une photocopie de l’ADN en des milliers d’exemplaires.  

Le séquençage Sanger, méthode historique de référence n’est pas adapté à de petits 
échantillons comme ceux issus des biopsies bronchiques dont la cellularité tumorale est 
souvent faible.  Des techniques alternatives, plus rapides et plus sensibles (réalisable à partir 
de 10% de cellules mutées) permettent une détection sans a priori de l’ensemble des 
mutations d’un exon donné (HRM, analyse de fragment) ou d’une détection ciblée des 
mutations les plus fréquentes (techniques de PCR en temps réel, pyrosequençage ou 
SnapShot) 82. 

Plus récemment des techniques plus performantes de séquençage haut débit dites NGS (Next 
Generation Sequencing) ont été utilisées. L’analyse par NGS d’un panel ciblé de gènes (NGS 
ciblé)  permet la détermination en une seule analyse du statut mutationnel de dizaines de 
gènes 83. Ces techniques peuvent reposer sur une analyse de l’ADN ou de l’ARN. 

 

c. Cas des réarrangements chromosomiques 
Concernant les réarrangements chromosomiques, plusieurs techniques peuvent être 
utilisées : détection de la protéine chimérique de fusion en IHC (figure 17) , séquençage ADN 
ou ARN, hybridation in situ en fluorescence (FISH) (Figure 18). 
 

 

 

 

 3 

3. ANALYSE ET TECHNIQUE ÉVALUÉE 
3.1. Nom et objectifs de l’analyse 

ALK-IHC 

Détecter les réarrangements du gène Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) en 
analysant l’expression de la protéine ALK dans les cancers pulmonaires non à 
petites cellules (CPNPC) métastatiques par immunohistochimie (IHC), dans le but 
d’ajouter une thérapie ciblée au plan de traitement. 

3.2. Description de la méthode 
L’IHC permet d’évaluer qualitativement l’intensité du marquage généré par 
l’anticorps dirigé contre la protéine ALK. Typiquement, une IHC positive montre 
une coloration cytoplasmique (figure 1a). 

 
Source : Selinger et al., 2013. 

Figure 1 Exemples de marquage de la protéine ALK par IHC. a) réarrangement 
positif (surexpression protéique), b) pas de réarrangement (expression 
normale). 

3.3. Modalité d’administration du test selon le demandeur 
Le prélèvement de la biopsie et la préparation des échantillons (fixation des 
spécimens au formaldéhyde et inclusion en paraffine) seront effectués par les 
laboratoires des centres référents. Par la suite, les échantillons seront acheminés 
au laboratoire d'anatomopathologie et de cytologie de l’Institut universitaire de 
cardiologie et de pneumologie de Québec (IUCPQ) – Université Laval, où des 
lames seront produites pour l’analyse d’ALK en IHC. Le résultat sera interprété par 
une équipe de cinq anatomopathologistes spécialisés en pathologie pulmonaire. 

Les résultats relatifs à l’ALK seront colligés dans un rapport incluant les 
biomarqueurs EGFR et PD-L1 faisant partie du même algorithme (annexe A). Le 
rapport d’analyses sera ensuite acheminé au clinicien requérant. Le délai cible 
préconisé par les guides de pratique clinique [Lindeman et al., 2018] pour cette 
analyse est de 10 jours ouvrables, mais étant donné l’état clinique de certains 
patients, le demandeur prévoit un délai de réponse plus court, soit de 4 jours 
ouvrables. 

  

a)                                                                     b)  

Figure 17 :   Exemple de marquage de la protéine ALK en  IHC    a) réarrangement 
positif (surexpression protéique)      b) pas de réarrangement (expression normale) 

a b 
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Figure 18 : Mise en évidence de la présence d’un réarrangement ALK à l’aide d’une sonde FISH 
de séparation. Source : A. McLeer-Florin 

Les techniques d’IHC sont plus rapides et moins coûteuses. Pour la détection des 
translocations ALK et ROS1, elles présentent une très bonne sensibilité et sont donc 
généralement utilisées en première intention. Néanmoins la spécifité pour ROS1 est 
insuffisante et une technique de confirmation (séquençage ou FISH) est nécessaire. 73     

Pour les autres réarrangements chromosomique, l’analyse est le plus souvent faite par 
séquençage ARN, mais la FISH peut également être utilisée.  

De multiples techniques sont donc à mettre en œuvre pour obtenir l’ensemble des 
informations nécessaires au traitement optimal du CBNPC, tout particulièrement dans sa 
forme non-épidermoïde. Une difficulté majeure est que chacune de ces techniques requiert 
une certaine quantité de tissu tumoral, quantité limitée par la taille des biopsies. 

3. Du diagnostic histologique aux analyses moléculaires  

L’European expert group a actualisé en 2018  les  recommandations concernant la qualité des  
prélèvements bronchiques 84.  Ainsi, il est recommandé de réaliser 5 biopsies au minimum 
pour assurer une bonne sensibilité diagnostique et 5 biopsies supplémentaires pour réaliser 
l’ensemble des analyses en immunohistochimie et biomoléculaire nécessaires au génotypage 
et phenotypage.  En effet, dans l’étude de Gellert et al.85  la chance d’avoir au moins une 
biopsie bronchique positive est de 65 % lorsqu’une seule biopsie est effectuée, 68 % lorsque 
2 biopsies sont effectuées et respectivement 75 %, 83 %, 96 % et 100 % pour 3, 4, 5 et 6 
biopsies.  

F I C H E t e c h n i q u e

L’hybridation in situ fluorescente pour la mise 
en évidence des réarrangements du gène ALK 
dans les cancers pulmonaires
A. McLeer-Florin*

 GPrincipes et indications  
thérapeutiques

Outil majeur de la cytogénétique moléculaire, l’hybri-
dation in situ fluorescente (FISH) permet la mise en 
évidence de remaniements chromosomiques de petite 
taille dans les cellules tumorales.
Dans les cancers du poumon, la FISH est notamment 
utilisée au sein des plateformes INCa de génétique 
moléculaire des cancers pour la détection des réarran-
gements du gène ALK dans les adénocarcinomes bron-
chiques. Ces réarrangements sont ciblés par une petite 
molécule inhibitrice d’ALK et de Met : le crizotinib. Le 
test diagnostique de référence, utilisé pour l’inclusion 
des patients dans un protocole crizotinib, repose sur 
la mise en évidence par FISH d’un réarrangement ALK 
dans plus de 15 % des cellules tumorales (1, 2). 

 GRéalisation technique de la FISH 
ALK et interprétation des résultats

Trois types de sondes sont commercialisés pour la mise 
en évidence de réarrangements du gène ALK :

les sondes “de séparation” (sondes break-apart ou 
split) ;

les sondes de “fusion” ;
une sonde combinant les 2 approches (sonde 

TriCheckTM, ZytoVision).
L’interprétation des résultats dépend du type de sonde 
utilisé. 

Sondes de séparation 
Ces sondes permettent la mise en évidence d’un réarran-
gement ALK quel que soit le partenaire de fusion. Elles 
sont commercialisées par de nombreux fournisseurs 
(Abbott Molecular, Dako, ZytoVision, etc.). Le principe 
repose sur l’utilisation de sondes ADN fluorescentes de 
2 couleurs différentes qui s’hybrident de part et d’autre 

du point de cassure situé dans l’exon 20 du domaine 
kinase d’ALK dans la région 2p23 : une sonde marquée 
avec un fluorochrome vert, située du côté centromé-
rique d’ALK (extrémité 5’), et une sonde marquée avec 
un fluorochrome rouge, située du côté télomérique 
d’ALK (extrémité 3’). En l’absence de réarrangement, 
les 2 sondes apparaissent comme étant accolées l’une 
à l’autre. Les signaux peuvent être soit fusionnés – et 
ils apparaissent alors sous la forme d’un seul signal de 
couleur jaune-orangé –, soit accolés ou espacés d’une 
distance inférieure au diamètre d’un signal (figures 1A et 
1B). En cas de réarrangement, le signal vert et le signal 
rouge sont séparés par une distance au moins égale 
au diamètre d’un signal (figure 1C). Dans certains cas, 
seul le signal rouge persiste (avec parfois la présence 
de signaux rouges surnuméraires), la région située en 
3’ ayant été perdue lors du réarrangement (figure 1D).

*Plateforme de génétique 
moléculaire des cancers, 
pôle de biologie  
et de pathologie,  
CHU A. Michallon, UMR-S 
1036-CEA, et université 
Joseph-Fourier, Grenoble.
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Figure 1. Mise en évidence de l’absence (A et B) ou de la présence (C et D) 

d’un réarrangement ALK à l’aide d’une sonde FISH “de séparation” (sonde 

Vysis® LSI® ALK Dual Color Break Apart Rearrangement Probe).

A

C

B

D
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Les prélèvements de petites tailles obtenus par exemple par mini-sonde demandent une 
attention particulière afin de pouvoir en extraire le maximum d’informations. Les étapes pré 
analytiques sont essentielles. 

La période d’ischémie froide correspond au temps qui s’écoule entre l’extraction du corps 
humain et la mise au contact du fixateur, doit être réduite au maximum. Les biopsies doivent 
être fixées immédiatement dans du formol neutre tamponné à 10 % en respectant un temps 
déterminé en fonction du prélèvement afin d’évitant une sous ou sur-fixation.  Une 
décalcification des prélèvements est à éviter des que possible, l’altération des acides 
nucléique quelle engendre pouvant être délétère pour les analyse complémentaires 
d’immunohistochimie (IHC) ou de biologie moléculaire (BM). Il est recommandé d’inclure en 
paraffine les fragments dans plusieurs cassettes et de réaliser au décours plusieurs lames 
blanches à la suite afin d’éviter une recoupe du bloc dans un second temps ce qui causerait 
une perte de matériel conséquente.  
 
Il faut en effet essayer d’anticiper les analyse à réaliser afin de prévoir un nombre de lame 
suffisant pour réaliser successivement et dans les plus courts délai les analyses : 
histochimiques (coloration des mucines) immunohistochimiques diagnostiques (TTF1 et p40) 
et theranostiques (ALK, ROS1 et PDL1) qui pourront être suivi d’une analyse par FISH et 
éventuellement garder un peu de matériel pour une éventuelle inclusion ans un essai 
thérapeutique.  Du matériel supplémentaire sera ensuite nécessaire en fonction de 
l’histologie et du stade clinique pour réaliser dans certains cas des analyses en biologie 
moléculaire à la recherche de drivers oncogéniques ciblables (figure 19).  
 

 
Figure  19 : Schématisation des analyses possiblement nécessaires sur prélèvements de tissus 
tumoral pour une prise en charge d’un cancer pulmonaire en 2021, IHC= immunohistochimie.  
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VI. Repères dans le traitement des CBNPC  

1. Stade I et II  

Une chirurgie d'exérèse complète anatomique, comportant un curage ganglionnaire complet 
est recommandée chez les patients accessibles à un traitement chirurgical 86 87. 
Des traitements péri-opératoires (chimiothérapie, radiothérapie) sont parfois nécessaires.  

Pour les patients inopérable une radiothérapie à visée curative en conditions stéréotaxiques 
pour les tumeurs N0 est recommandée en première intention.   

2. Stades III  

Deux attitudes peuvent être proposées en fonction de la résécabilité de la tumeur et de 
l’opérabilité du patient : chirurgie d'exérèse avec curage ganglionnaire médiastinal complet, 
précédée ou suivie de 3 à 4 cycles de chimiothérapie à base de platine, ou radio-
chimiothérapie, suivie d’un an d’immunothérapie par Durvalumab. 

3. Formes métastatiques - stade IV en l’absence de driver oncogénique ciblable  

a. Protocoles thérapeutiques de première ligne (patients PS 0 ou 1) 
La prise en charge est résumée dans la figure 20 ci-dessous.   

 

Figure 20 : Algorithme actuel de traitement des CBNPC de stade IV sans addiction 
oncogénique accessible à un traitement systémique par immunothérapie.  
CBNPC= carcinome bronchique non à petites cellules 

CBNPC non épidermoïdes 
+  absence de driver oncogénique

CBNPC- stade IV 
SANS DRIVER ONCOGENIQUE 

PS 0-1 
Eligible à l’immunothérapie 

CBNPC épidermoïdes

PDL1 < 50% PDL1 ≥ 50% PDL1 <50%

Cis(carbo)platine-pemetrexed
+ pembrolizumab

Ou 
Carboplatine-paclitaxel-bevacizumab

+ atezolizumab

Pembrolizumab seul 
Ou

Cis(carbo)platine-Pemetrexed
+ pembrolizumab

Ou 
Carboplatine-paclitaxel-

bevacizumab + atezolizumab

Pembrolizumab seul 
Ou 

Carbopaltine-paclitaxel
+ pembrolizumab

Carbopaltine-
paclitaxel

+ pembrolizumab
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En cas de contre-indication à l’un de ces traitements seul ou combiné, une chimiothérapie en 
monothérapie est indiquée. Aucun protocole de chimiothérapie n’a démontré une supériorité 
par rapport à un autre 88,89.  

 
b. Protocoles thérapeutiques de deuxième ligne  

Le choix des molécules de deuxième ligne dépend de l’histologie, du statut PS du malade ainsi 
que des molécules reçues en première ligne. Si un patient a reçu une immunothérapie en 
monothérapie il est recommandé de débuter une chimiothérapie par sel de platine. 

Pour les patients ayant reçu en première ligne un doublet de chimiothérapie seul, le 
traitement de référence repose sur une immunothérapie. Enfin pour ceux ayant été traités 
par immunothérapie et chimiothérapie il est conseillé de prescrire une chimiothérapie en 
monothérapie.  

 

VII. Analyses sur biopsies de nodules pulmonaires périphériques :  état des lieux des 
connaissances  

1. Rendement diagnostique 

Une méta-analyse récente de 2017 portant sur 7 872 lésions (57 études) 90 retrouve un 
rendement diagnostic global pour la MNS de 70,6%. Les études qui comportaient une aide au 
guidage (bronchoscopie virtuelle, électromagnétique ont été exclu, celles utilisant un 
repérage par fluoroscopie étaient retenues).  Pour 1067 lésions ≤2 cm et 2107 lésions >2cm 
les taux étaient de 60,5 % et 75,7 % respectivement. Le rendement diagnostique était meilleur 
en cas de signal échographie central versus tangentiel (78,7 % vs 52 %) et en cas de présence 
d’un signe de la bronche apprécié sur le scanner (76,5 % vs 52,4 %). Le taux de complications 
global était de 2,8 %, avec 82 pneumothorax dont 13 nécessitant un drainage (0,2 %).  

2. Recherche des altérations moléculaires  

Plusieurs études ont examiné la possibilité de rechercher les mutations d’EGFR en particulier 
sur des biopsies réalisées par ponction sous TDM et retrouvent un taux de réussite autour de 
90%.  91 92 93 94 , mais avec des taux de complications plus importants.  

Une étude retrospective menée en 2014 par Shiau et al concernant 2404 échantillons c’est 
intéressée au taux de succès de recherche d’EGFR sur différents types de petits prelevements 
(réalisés par biopsies bronchique sou ponction sous TDM notament).  Le taux d’échec était de 
5,4% tous prèlevements confondus. Aucune différence significative n’était retrouvée entre les 
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prelèvements d’origine cytologique ou histologique.  Parmi les prelevements histologiques un 
taux de cellularité tumorale important (>30%) était associé à un meilleur rendement. 93 

Nous avons mené au CHU de Rouen en 2015 une étude rétrospective montrant que l’analyse 
moléculaire de plusieurs gènes (EGFR, ALK, HER2, BRAF PIK3CA, c-MET, ROS1) était possible 
dans 80% des cas sur des prélèvements histologiques et cytologiques réalisés par MNS avec 
une aiguille à biopsie de 1,5mm 95.  

Une étude coréenne de 2019 concernant des prélèvements réalisés par MNS avec une aiguille 
de 1,8 mm, confirme la possibilité de recherche de mutations d’EGFR , translocation ALK et 
expression de PD-L1  sur 92 prélèvements qui concluent à un adénocarcinome bronchique  
dans respectivement 98 %, 100 % et 94 % des cas 96.  

Kim et al en 2019 ont comparé pour la première fois le résultat d’analyses moléculaires sur 
des prélèvements issus de R-EBUS avec le gold standard chirurgical.  Une concordance de 97% 
et 100% a été retrouvé pour EGFR et ALK respectivement. 24  

Oki et al ont prouvé également la faisabilité de rechercher les anomalies de EGFR ALK et KRAS 
dans 89%, 95% et 91% des cas sur des biopsies obtenue par un bronchoscope ultrafin associé 
à une aiguille à biopsies 1,5mm. La concordance avec les résultats obtenu sur des biopsies 
chirurgicales était également excellente (respectivement de 98% 100% et 98%) 97.  

Concernant l’étude des biomarqueurs sur des prélèvements cytologiques (obtenus par 
brossage bronchique ou aspiration/rinçage du catéther), Ellison et al ont récemment 
démontré que des échantillons cytologiques pouvait être utilisé avec succès pour la mise en 
évidence de mutation EGFR à condition que des méthodes de tests sensibles soient utilisés. 
98.  Des études de faisabilité sur brosses cytologiques obtenues par R-EBUS montraient une 
faisabilité de la recherche d’EGFR avec une bonne concordance par rapport aux biopsies.  
86,6% pour Sanchez et al , 99   88,7%  pour Yu et al  100  et  94% pour Tsai et al  101, en particulier 
en utilisant des test plus sensible que les techniques standard de séquençage Sanger.     

  
3. Expression de PD-L1  

Kitazono et al  ont rapporté que la recherche du PD-L1 en IHC avait un bon taux de 
concordance de 92% entre 79 des échantillons réséqués chirurgicalement appariés  avec des 
biopsies de petites tailles (EBUS-TBNA, ponction sous TDM ou biopsies transbronchiques)77 .  

Kim et al ont étudié également la concordance de la recherche de la protéine PD-L1 avec les 
3 tests commercialisés actuellement (22C3, SP142, and SP263) sur 46 petits biopsies 
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bronchiques obtenue par différents moyens non invasifs dont 57% de R-EBUS comparé au 
gold standard chirurgical a été évalué chez et retrouve une bonne corrélation (96 % et 73 % 
en utilisant les seuils de ≥ 1 % et ≥ 50 %, respectivement). 

L’étude portée par Ilie et al est plutôt pessimiste et retrouve un fort taux de discordance de 
48% entre 160 échantillons reséqués chirurgicalement appariés avec des biopsies réalisées de 
façon non invasive pour la détection de PD-L1 en IHC (clone SP142 Ventana) 102,104 . Li et al en 
comparant biopsies chirurgicales et biopsies de petits prélèvements concluent à une 
discordance globale de 18,9%. Le taux était plus bas 18,4% pour un PDL1 <1% versus 56,7% et 
43,3% pour des seuils de PDL1 de 1-49% et >50% respectivement, attribué à l’hétérogénéité 
tumorale 103.  

L’echoendoscopie radiale semble être l’une des meilleure approche diagnostique pour 
l’exploration de nodules pulmonaires en particulier périphériques. La recherches de 
biomarqueurs prédictifs de la réponse aux thérapies ciblés ou de la réponse aux points de 
contrôles immunitaires est aujourd’hui indispensable pour tout diagnostic de cancer 
pulmonaire non a petite cellule à un stade avancé. Nous soutenons dans ce travail l’hypothèse 
que la recherche en immunohistochimie et en biologie moléculaire de l’ensemble des 
biomarqueurs tumoraux  est possible sur des prélèvements bronchiques de petites tailles 
prélevés par endoscopie bronchique avec repérage par mini-sonde.  

En effets les études publiées jusqu’à lors se sont souvent intéressé à la faisabilité de la de la 
recherche d’une altération unique 24,92,93 et rares sont ceux qui ont étudié la recherche globale 
de tous les biomarqueurs au décours de prélèvements issus d’un unique examen semi-invasif.  

 
 

MATERIEL ET METHODES 
 

I. Méthodologie de l’étude et plan expérimental  

L’objectif de notre étude est d’évaluer la faisabilité de l’analyse de l’ensemble des marqueurs 
theranostiques sur des biopsies de petite taille réalisées par R-EBUS.  

Nous avons donc mené une étude rétrospective observationnelle mono-centrique 
s’intéressant à tous les patients ayant bénéficié́ d’une fibroscopie bronchique avec R-EBUS 
pour le bilan d’une ou plusieurs lésion(s) pulmonaire(s) entre janvier 2017 et décembre 2019 
au CHU de Rouen.  
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1. Critères de jugement principal et secondaires 
 

Le critère de jugement principal était la faisabilité de l’analyse de l’ensemble des 
biomarqueurs théranostiques pertinents à partir des prélèvements réalisés par MNS 
(expression de PD-L1 pour tout CBNPC, PD-L1 et analyse moléculaire incluant au minimum 
ALK, ROS1, EGFR, BRAF et KRAS en cas de CBNPC non épidermoïde). 
 
Les critères de jugements secondaires étaient : 
- faisabilité de l’analyse de l’expression de PD-L1 en cas de diagnostic de CBNPC 
- facteurs de risque d’échec de l’analyse de l’expression de PD-L1 en cas de diagnostic de 
CBNPC. 
- concordance entre le niveau d’expression de PD-L1 mesuré sur les prélèvements réalisés par 
MNS et le niveau d’expression de PD-L1 mesuré sur pièce opératoire.  
- valeur prédictive du niveau d’expression de PD-L1 mesuré sur les prélèvements réalisés par 
MNS sur la réponse au traitement par immunothérapie le cas échéant. 
- faisabilité de l’analyse de chacune des altérations moléculaires en cas de CBNPC non 
épidermoïde : translocations ALK et ROS1, mutations EGFR, BRAF, KRAS, HER2, MET. 
- faisabilité de l’analyse moléculaire par NGS ADN en cas de diagnostic de CBNPC non 
épidermoïde. 
- facteurs de risque d’échec de l’analyse moléculaire en cas de diagnostic de CBNPC non-
épidermoïde. 
- sensibilité de la bronchoscopie par MNS pour le diagnostic de CBNPC. 
- identification des facteurs de risque d’échec de MNS en cas de diagnostic de CBNPC. 

 

2. Recueil de données  

Les données cliniques et en particulier les compte-rendu d’endoscopie, de chirurgie et des 
analyses anatomo-pathologique, moléculaire et microbiologique ont été collectées à partir 
des éléments disponibles dans la base de données électroniques du CHU de Rouen, des 
dossiers médicaux du CHU de Rouen. Lorsque les médecins référents étaient extérieurs au 
CHU de Rouen, ils ont été interrogés afin de connaître le devenir des patients à distance de 
l’examen, et l’obtention d’un diagnostic ultérieur lorsque celui-ci n’était pas obtenu par 
l’endoscopie initiale, les traitements reçus et le statut vital. Les scanners thoraciques réalisés 
avant l’examen endoscopique ont été revus. 

a. Recueil des caractéristiques du patient  
L’âge, le sexe et l’antécédent personnel de réalisation d’une fibroscopie classique avant d’être 
adressé pour cette exploration endoscopique par MNS ont été relevés.  
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Pour les patients dont la recherche de PD-L1 avait été réalisable, des données 
supplémentaires ont été recueillies : statut tabagique, stade de la maladie, traitements, 
survie.    

b. Recueil des caractéristiques du nodule 
Les caractéristiques scannographies de chaque nodule ont été étudiées : taille, distance à la 
plèvre, composante en verre dépoli pur ou non, localisation lobaire et présence d’un signe de 
la bronche menant au centre ou en périphérie de la lésion.  
 

c. Interprétation des résultats de la mini-sonde  
Tous les prélèvements réalisés au cours de l’examen par R-EBUS ont été analysés.  

Si au moins un des prélèvements avait permis de conclure à un diagnostic (bénin comme 
malin), la mini-sonde était considérée comme positive et contributive.   

Si au contraire aucun des prélèvements réalisés ne permettait d’aboutir à un diagnostic, la 
mini sonde était considérée comme non contributive ou négative. Pour certains de ces 
patients un diagnostic de certitude avait pu être obtenu secondairement.  

Les nodules ayant régressé spontanément ou sous traitements anti-infectieux ou anti 
inflammatoire ont été considérés bénin. Au contraire, un diagnostic malin avait parfois été 
porté à la suite d’une autre procédure (seconde endoscopie, biopsie transpariétale, chirurgie) 
ou selon un faisceau d’argument clinique et biologique.  

Enfin, un certain nombre de nodules restaient sans diagnostic de certitude et ont été exclus 
de l’analyse pour le calcul de la sensibilité. Il s’agissait en particulier de patients perdus de vu 
ou de nodules stables dans le temps, sans autre procédure diagnostique contributive. 

 

II. Procédures 

1. Procédure R-EBUS 

Chaque bronchoscopie était précédée d’un repérage du nodule sur un scanner thoracique en 
coupe fine (0,625mm), datant de moins d’un mois, à l’aide d’un logiciel de repérages virtuel 
endobronchique. Deux logiciels étaient utilisés : Lungpoint bronchusâ (figure 21) et 
Superdimension Navigation System â. Ils étaient utilisés indifféremment selon les habitudes 
du praticien. Il n’y avait pas de repérage par fluoroscopie ni de guidage virtuel ou de guidage 
électromagnétique associé à la mini-sonde.  

 



 
51 

 

Figure 21 : Repérage de la lésion par le logiciel « Lungpoint bronchus » 

L’endoscopie se déroulait au CHU de Rouen, le plus souvent sous anesthésie locale en salle 
d’endoscopie et parfois sous anesthésie générale au bloc opératoire. Le choix de la technique 
d’anesthésie dépendait du patient (antécédent de toux incoercible, anxiété majeure…) ou de 
la procédure (R-EBUS + EBUS-TBNA, pose de chambre implantable concomitante…).  

Le matériel utilisé comportait : un endoscope de 4 mm de diamètre externe, avec canal 
opérateur de 2 mm (BF-MP60F ; Olympus®, Tokyo, Japan) ainsi qu’un cathéter-guide de 1,9 
mm de diamètre associé à une sonde d’échographie de 1.4 mm de diamètre (UM-S20-17S, 
20MHz ; Olympus®) (Figure 22).  
 

 
 
 

Une fois que le fibroscope avait atteint la bronche sous-segmentaire la plus distale et a priori 
la plus proche de la lésion selon les données de la navigation virtuelle pré-endoscopique, la 
mini-sonde était introduite au sein de son cathéter puis guidée jusqu’à repérage du nodule.   

Après repérage de la lésion, la mini-sonde était retirée du guide du cathéter guide, par lequel 
les instruments de prélèvements étaient ensuite introduits. Les instruments utilisés étaient 
une pince à biopsies de 1,5mm et une brosse cytologique (Figure 23).  
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Procédure r-EBUS 
Avant chaque procédure endoscopique, une endoscopie virtuelle était réalisée avec le 

logiciel de plannification Lungoint Broncus afin d’identifier le trajet bronchique conduisant à la 
lésion (photo A). 

 
 

L’endoscopie se déroulait sous anesthésie locale ou générale, avec un endoscope BF-MP60F 
(Olympus®, Tokyo, Japan) de 4 mm de diamètre externe et 2 mm de canal opérateur. La 
sonde d’échographie utilisée était une sonde UM-S20-17S (Olympus®, Tokyo, Japan) de 1.4 
mm de diamètre dont l’extrémité distale est introduite dans le cathéter-guide de 1,9 mm de 
diamètre (photos B et C).  

 
 

Lorsque le fibroscope avait atteint la bronche sous-segmentaire la plus distale du trajet 
préalablement repéré en endoscopie virtuelle, le cathéter-guide avec la sonde d’échographie 
radiale était introduit dans le canal opérateur. A la fréquence de 20 MHz, ce type de sonde 
réalise des images de haute résolution à 360°, jusqu’à 4 centimètres autour de la sonde. La 
sonde d’échographie, placée au contact des tissus, émet des ondes sonores qui sont ensuite 
réfléchies.  

La réflexion des ondes sonores dépend de la différence d’impédance acoustique entre les 
tissus traversés. L’image apparaît sur le moniteur dans une échelle de gris. L’aspect des 
lésions en échographie peut ainsi être classé sous forme d’image hypo ou hyper-échogène. 

Photo A 

Photos B-C 
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Photo A 

Photos B-C  

Figure 22 

A) Cathéter guide 

B) Sonde d’échographie  
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Un nouveau repérage par MNS était parfois réalisé entre deux prélèvements (en particulier 
en cas de toux importante). Un mini-lavage était parfois réalisé́ via le cathéter-guide en fin 
d’examen.  

 

  

 

2. Procédure d’analyse histologique 

Les biopsies étaient immédiatement fixées dans du formol 10% tamponné au formaldéhyde 
4% puis inclus en paraffine. Le bloc FFPE (formalin-fixed, paraffin embedded) était ensuite 
coupé au microtome afin de réaliser une coloration HES (hématoxyline, éosine et safran) et, 
en cas de présence de cellules malignes, un marquage en IHC des antigènes P40 et TTF1 afin 
de différencier les carcinomes épidermoïdes (p40+ TTF1-) des non-épidermoïdes (le plus 
souvent p40- TTF1+). 

Si les biopsies n’apportaient pas de diagnostic, les prélèvements cytologiques (brosse et/ou 
rinçage du cathéter) étaient analysés. Un étalement sur lame puis une coloration par May-
Grünwald Giemsa étaient réalisés. La faible cellularité ne permettait dans aucun cas la 
réalisation de cytobloc.  

Certains prélèvements montraient des cellules atypiques (malignes), sans morphologie 
permettant de préciser le sous-type de cancer. Ces résultats ont été classé comme malin et 
en fonction du contexte clinique une analyse moléculaire et IHC pouvait être réalisée.    

Si le diagnostic de carcinome épidermoïde était porté, une lame histologique complémentaire 
était réalisée pour marquage de l’antigène PD-L1 en IHC. Pour tous les autres CBNPC et pour 
les prélèvements considérés malins sans plus de précision, 6 lames étaient réalisées : 3 pour 
la recherche en IHC de l’expression de PD-L1 et des translocations ALK et ROS1 et 2 au 
minimum pour l’analyse moléculaire. Dans certains cas des analyses complémentaires étaient 
également réalisées (FISH pour confirmation d’une translocation par exemple). 
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Tous les prélèvements réalisés au cours de l’examen avec une minisonde d’échographie 
radiale ont été analysés. Si au moins un des prélèvements a conduit à un diagnostic, c’est ce 
diagnostic qui a été retenu dans la mesure où il apparaît plausible en regard des données 
cliniques et radiologiques : 
- pour le diagnostic de lésion non-infectieuse, un prélèvement cytologique ou 
histopathologique était nécessaire ; 
- pour le diagnostic d’infection, une lésion régressive au scanner de contrôle (spontanément 
ou après antibiothérapie) permettait de poser le diagnostic.  
→L’examen par minisonde était alors considéré comme contributif.  
En revanche, en l’absence de suivi scanographique disponible ou si la lésion était stable ou 
progressait, l’examen était considéré non contributif. 
 

 
Procédure d’analyse histologique et immunohistochimique  
Une fois les biopsies pulmonaires réalisées, les échantillons sont fixés dans du formol 

tamponné 10% (formaldéhyde 4%), puis inclus en un bloc de paraffine au laboratoire 
d’anatomopathologie. Le bloc est ensuite coupé au microtome et récupéré sur lame. Les lames 
sont réhydratées puis colorées en automate. La coloration de base est l’HES (hématoxyline, 
éosine et safran) colorant respectivement les noyaux, le cytoplasme et le tissu conjonctif en 
violet, rose et orange. S’en suit une analyse du prélèvement au microscope à lumière blanche 
par un anatomopathologiste. Lorsque l’analyse histologique est en faveur du diagnostic de 
CBNPC, un immunomarquage est réalisé pour évaluer l’expression de PD-L1 par l’anticorps 
anti-PD-L1 (marquage réalisé systématiquement dans notre centre depuis février 2017). 

Ce marquage est réalisé à l’aide d’anticorps monoclonaux spécifiques de l’antigène PD-L1 
(clone E1L3N Cell Signaling technology). Il s’utilise après un programme de démasquage 
antigénique du tissu pendant 30 minutes, et s’applique à une dilution de 1 : 100 pendant une 
durée d’incubation de 60 minutes. Une amplification du signal est ensuite effectuée. 
L’ensemble de ces étapes s’effectue au moyen d’un automate Ventana BenchMark de la 
société Roche. 

Un marquage par l’anticorps anti-PDL1 est considéré positif s’il est de type membranaire 
(photo J). 

Ce marquage est évalué par un pathologiste entraîné, mentionnant le pourcentage de cellules 
tumorales marquées par cet anticorps.  

Photos H et I 

A
A 

B 
 

C 

Figure 23  

A)  Cathéter guide 

 B)  Pince à biopsies  

 C) Brosse cytologique 
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3. Procédure d’analyse immunohistochimique (PDL1 ALK ROS1) et FISH (ALK et ROS1) 
 

a. Expression de PDL1  
Dans notre centre, depuis février 2017 pour tous les CBNPC la recherche de l’expression de 
PD-L1 est réalisée par IHC. Pendant cette période les anticorps utilisés étaient les clones E1L3N 
(Cell Signaling technology) et QR1 (Diagomics) plus récemment. Les marquages étaient 
réalisés sur un automate Ventana BenchMark (Roche).  

Le pourcentage de cellules tumorales marquées était précisé (<1%, 1-49% ou ≥ 50%), de même 
que le nombre de cellules tumorales évaluables (<50, 50-100, >100). Si le nombre de cellules 
tumorales évaluables était <100, le résultat était rendu sous réserve  

b. Translocations ALK et ROS1  
Pour tout CBNPC non épidermoïde, la recherche de translocation ALK était systématique pour 
toute la période de l’étude, celle de la translocation ROS1 est devenu systématique à partir 
de mai 2018.   Les anticorps utilisés étaient : CDx Ventana ALK (D5F3) (Roche ©, Bâle, Suisse) 
et ROS1 D4D6 Rabbit 164 # 3287 (Cell Signaling Technology ©, 165 Danvers , Massachusetts).  
 
Pour la détection ALK et ROS1, la positivité a été définie comme un signal cytoplasmique, 
quelle que soit l'intensité de la coloration ou le pourcentage de cellules tumorales colorées.  

Pour les prélèvements ALK faiblement positifs, dits équivoques (1+ ou 2+), et pour tous les 
prélèvements ROS1 positifs (1+ 2+ et 3+) une confirmation par technique de FISH était réalisée 
(sondes Vysis ALK Break Apart et ZytoLight SPEC ROS1 Dual Color Break apart, cliniSciences, 
Nanterre, France).  Au moins 100 noyaux étaient analysés, un cas était considéré positif quand 
15% de noyaux néoplasique présentaient un réarrangement. 

4. Procédure d’analyse en biologie moléculaire (BM) 

Toutes les analyses moléculaires étaient réalisées au Laboratoire de Génétique Somatique des 
Tumeurs (LGST, service d’anatomie et cytologie pathologiques du CHU de Rouen). Pour 
l’analyse moléculaire, une zone sélectionnée par le praticien comportant la plus grande 
proportion de cellules tumorales était macro-disséquée sur une section de 10 μm à partir de 
lames non colorées issues du bloc FFPE. L’extraction de l’ADN était réalisée avec le kit Maxwell 
16 LEV RNA FFPE (Promega, Madison, Wisonsin).   

Une première analyse était systématiquement réalisée par : 

- Pyroséquençage des exons 18 à 21 de l’ EGFR  

- Analyse de fragments des exons 19 et 20 de l’EGFR et de l’exon 20 d’HER2 
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- Analyse par extension de primer (SNAPshot, ABIPrism, Life Technologies, Carlsbad, CA 
USA) de codons des gènes KRAS (codons c.34G, c.35G, c.37G, c.38G, c.181C, c.182A, 
c.183A), EGFR (codons c.2155G, c.2156G, c.2369C, c.2573T, c.2582T) et BRAF (codon 
c.1799T) 

Le seuil de sensibilité de ces techniques était de 5% d’allèle muté.  

Une seconde recherche d’anomalies moléculaires somatiques, par séquençage ADN de 
nouvelle génération (NGS ADN, c’est-à-dire une technique de séquençage ADN multiplexée à 
haut débit) était effectuée systématiquement quel que soit le résultat de la première analyse.  

Pour l’analyse NGS ADN, une librairie des fragments d’ADN présents dans l’échantillon 
tumoral analysé était préparée avec le kit Tumor Hotspot MASTR Plus (Agilent ©, Santa 
Clara,California) puis le séquençage a été réalisé sur séquenceur  MiSeq (Illumina ©, San 
Diego, Californie). Les gènes suivants étaient séquencés :  AKT1 (exon 3), ALK (exons 20–29), 
BRAF (exons 11,15), CDKN2A (exons 1–3), CTNNB1 (exon 3), DDR2 (exons 3–18), EGFR (exons 
18–21), ERBB2 (exons19–21), ERBB4 (exons 10–12), FGFR2 (exons 7, 10, 12), FGFR3 (exons 7, 
9, 14, 15), H3F3A (exon 2), HIST1H3B (exon 1), HRAS (exons 2–4), IDH1 (exon 4), IDH2 (exon 
4), KIT (exons 8, 9, 10, 11, 13, 14, 17, 18), KRAS (exons 2–4), MAP2K1 (exons 2, 3), MET (exons 
2, 10, 14–20), 205 NRAS (exons 2–4), PDGFRA (exons 12, 14, 18), PIK3CA 206 (exons 2, 3, 10, 
11, 21), PIK3KR1 (exons 11, 12, 13), PTEN 207 (exons 1–9) et STK11 (exons 1–9). 

Les résultats étaient analysés avec les logiciels BWA-GATK©, VarScan2© et Alamut HT©.  

La sensibilité de cette analyse NGS ADN est estimée à 2,5% d’allèles variants. Cette technique 
est donc plus sensible et plus exhaustive, mais elle nécessite plus de temps et aussi plus de 
tissu tumoral, raisons pour lesquels nous conservons une analyse en deux temps permettant 
d’obtenir rapidement un résultat contributif pour les analyses essentielles à la décision 
thérapeutique de première ligne. 

III. Analyses statistiques  

Les variables continues sont reportées en médiane, 1er et 3ème interquartiles. Les variables 
catégorielles sont reportées en proportions et pourcentages.  Les analyses de survie étaient 
effectuées à l’aide de l’estimateur de Kaplan-Meier et les comparaisons intergroupes via le 
test du logrank. Un seuil de 0.05 est retenu pour évaluer la significativité des résultats. 
L’ensemble des tests est de formulation bilatérale.  Les logiciels utilisés sont IBM SPSS 
Statistics 25 et GraphPad Prism 8.4.2.  

L’étude a reçu un avis favorable du Comité d’Evaluation des Recherches sur Données 
Existantes ou Hors Loi Jarde (CERDE-HLJ) du CHU de Rouen. 
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RESULTATS 

I. Population globale  

1. Caractéristiques des patients 
 
Sur la période de janvier 2017 à décembre 2019, 1026 patients ont eu une fibroscopie par 
mini-sonde au CHU de Rouen et ont été inclus dans l’étude (figure 24). 
Pour 67 patients (67/1026, 7%) la mini sonde était non contributive et aucun diagnostic n’avait 
pu être obtenue au décours : soit les patients ont été perdu de vue (30/1026, 3%) soit les 
nodules étaient resté stables au cours du suivi ultérieur (37/1026, 4%).  
 

 
 

Figure 24  Diagramme de flux :  VP = vrais positifs VN= vrais négatifs FP = faux positifs  FN = 
faux négatifs. NOS= not otherwise specified (CBNPC indéterminés) 
 
La durée médiane de de suivi était de 877 jours. 
Parmi les 959 patients avec un diagnostic final, l’âge médian était de 65,9 ans. Il s’agissait 
majoritairement d’hommes (62,5%), Parmi les patients chez qui cette donnée était disponible, 
448/799 (56%) avaient déjà eu une bronchoscopie standard avant d’être adressé pour une 
mini-sonde.  
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2. Caractéristiques des nodules 
 

Les lésions pulmonaires concernées étaient principalement situées dans les lobes supérieurs 
droits (33%) et supérieurs gauches (29%) (Figure 25) .  
 

 
Figure 25 : Répartition lobaire des lésions pulmonaires  
 
La médiane du grand diamètre et du petit diamètre des lésions pulmonaires était 
respectivement de de 30 mm et de 21 mm. La médiane de la distance par rapport à la plèvre 
était de 10 mm. Les nodules étaient en verre dépoli pur dans 7,3% des cas (25/340). Un signe 
de la bronche était présent dans 71% des cas (360/508). 
 
 

3. Caractéristiques des procédures  
 

Les fibroscopies ont été réalisées sous anesthésie locale pour 71% des cas. Dans 81% des cas 
(781/959) la lésion était repérée en échographie, avec un signal circonférentiel pour 60% des 
cas (469/781), tangentiel pour 19% (150/781) et non décrit pour 21% (162/781).   
 
Des biopsies ont pu être réalisées chez 773 patients (81%).  Parmi les 186 patients chez qui 
aucune biopsie n’a été réalisée, 87% (162/186) correspondaient à des lésions non repérées en 
echoendosocopie.  Lorsque des biopsies étaient réalisables leur nombre médian était de 4. Le 
nombre de biopsies est rapporté dans le tableau 5.  
 
Nombre de fragments 0 1-3 4-6 >6 Inconnu  

Nombre de patients 15 278 382 92 6 773 
% 2 36 49 12 0,8 100 

Tableau 5 :  Nombre de biopsies réalisées  

33%

6%

17%

29%

15%

LSD LM LID LSG LIG
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Une brosse cytologique a été réalisée pour 761 patients (79%) et une aspiration de cathéter 
chez 408 patients (43%).  
 

4. Résultats de la mini-sonde  
 

Les résultats sont rapportés dans la figure 24 ci-dessus.   La mini-sonde a été contributive pour 
587 patients (587/959, 61%) et non contributive pour 372 examens (372/959, 39%). Parmi les 
diagnostics contributifs posés le résultat était bénin dans 11% des cas (66/587) et malin pour 
89% (521/587) patients.  
 
Les 66 diagnostics bénins posés par mini-sonde étaient : infection bactérienne (n=21), 
mycobactéries non tuberculeuses (n=10), tuberculose (n=9), sarcoïdose (n=9), aspergillose 
(n=6), granulome (n=5), pneumonie organisée (n=4), pneumopathie à la cordarone (n=1) et 
vascularite (n=1).  
 
Les diagnostics malins étaient : cancer broncho-pulmonaire (93%, 485/521), lésions 
secondaires de cancers solides ou hématologiques (7%, 36/521).  
Les 36 lésions secondaires retrouvées étaient des métastases de cancer du sein (n=10), 
urologique (n=7), digestif (n=6), ORL (n=3), mélanome (n=3), lymphome de Hodgkin (n=2), 
sarcome d’Ewing (n=1), tumeur cérébrale (n=1) et cancer ovarien (n=1).  
 
La répartition histologique des 485 cancers bronchiques primitifs est présentée dans le 
tableau 6.  
 

Types histologiques de cancers bronchiques n % 

Adénocarcinome  267 55 

Carcinome épidermoïde 80 16 
Carcinome bronchique à petites cellules 32 7 
CBNPC NOS 92 19 
Autres 14 3 
TOTAL  485 100 

 
Tableau 6 :  Types histologiques des 485 cancers broncho-pulmonaires diagnostiqués par 
mini-sonde. NOS= not otherwise specified (CBNPC indeterminé). 
 
Parmi les 521 diagnostics malins posés par mini-sonde, 13,8% (72/587) ont été établis à partir 
de prélèvements cytologiques uniquement, dont 68 sur une brosse bronchique et 4 sur un 
rinçage de cathéter.  
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II. Rentabilité diagnostique de la mini-sonde  

La mini-sonde n’a pas permis d’établir de diagnostic pour 372 patients (372/959, 39%). Parmi 
ces examens non contributifs un diagnostic malin a finalement été posé pour 258 lésions 
(258/372,69 %) et un diagnostic bénin pour 114 patients (114/372, 31%).  
 
Les techniques de prélèvements ayant permis de conclure finalement à un diagnostic définitif 
sont rapportées dans la figure 26.  
 

 
 
Figure 26 : Analyse des R-EBUS non contributives 
Méthodes d’investigations ayant permis d’établir un diagnostic définitif après échec d’un R-
EBUS. FN=faux négatifs VN =vrais négatifs ATB = antibiotiques  
 
Parmi les diagnostics malins finaux 221 (86%) ont été établi en biopsiant la même lésion une 
deuxième fois ou une adénopathie satellite : par chirurgie pour 58%, ponction sous TDM  pour 
31%,  2e minisonde  3% ou EBUS-TBNA 6% ou en biopsiant une lésion secondaire concomitante 
dans 6% des cas. Trente-sept lésions (37/221,14%) ont été considérées comme malignes sans 
preuve histologique formelle selon un faisceau d’arguments cliniques et biologiques.  

 
Parmi les 108 diagnostics bénins établis secondairement (Tableau 7), 53 (53/114,46%) étaient 
des lésions qui avaient régressés spontanément sous traitement antibiotique ou corticoïde, 
34/114 (30%) ont été établis suite à une deuxième biopsie du nodule ou des adénopathies 
satellites (28 par chirurgie, 2 par biopsie sous TDM, 2 par EBUS-TBNA, 1 par microscopie 
confocale, 1 par mediastinoscopie).  Pour 27/114 (24%), le diagnostic a été établi sans preuve 
histologique, selon un faisceau d’arguments biologiques et cliniques.  
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Tableau 7 : Détails des mini-sonde négatives dont la lésion correspondait finalement à une 
pathologie bénigne (Vrai négatifs).  

 
 

1. Sensibilité 
La sensibilité de la mini-sonde à effectuer à un diagnostic de cancer est donc de 67% (521/779, 
67%) cf tableau 8.  
 

 Pathologie maligne Pathologies bénigne Total 
MNS contributive 521 (Vrais positifs) 0 (Faux positifs) 587 

MNS non 
contributive 

258 (Faux négatifs) 114 (Vrais négatifs) 372 

   959 
 
Tableau 8 : rentabilité diagnostique de la mini-sonde bronchique : MNS = mini-sonde FN=faux 
négatif FP=faux positifs VN=vrai négatifs et FN=faux négatifs.  
 
 
 
 
 
 

7 Aspergillose 
6 Tuberculose 
5 Pneumopathies organisés 

4 Bactériologie divers 
4 Sarcoïdose 
4 Nécroses post-radique 
4 Mycobactérie non tuberculeuses 
4 Granulomes 
3 Vascularites 
3 Hamartochondrome 
2 Infarctus pulmonaires 
2 Cicatrices fibro-élastique 
2 Parasitologie 
2 Amylose 

1 Asbestose 
1 Plaque pleurale fibro-hyaline 

nodulaire 
1 Léiomyome utérin 
1 Nécrose post immunothérapie 
1 Pachypleurite bénigne 

1 Sclerohyalinose 
1 Pneumopathie cordarone 
2 Autre 
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2. Facteurs prédictifs de succès pour le diagnostic de cancer  

 
 

Vrai positifs 
n=521 

Faux négatifs 
n=258 

Analyse 
univariée, 
valeur p 

Analyse 
multivariée, 
valeur p 

LOCALISATION (n=779) 
- Lobes supérieurs 
- Autres lobes  

n= 521 
335 (64 %) 
186 (36%)  

n=258 
158 (61%) 
100 (39%) 

 
0.017 

 

ANESTHESIE (n=779) 
- Locale 
- Générale  

n= 521 
388 (74,5%) 
133 (25,5%) 

n=258 
160 (62%) 
98 (38%) 

 
0.0003 

 
0.15 

TYPE DE SIGNAL (n= 779) 
- Pas de repérage  
- Repérage 

 
         Dont : 

- Circonférentiel 
- Tangentiel 

  

n= 521 
13 (2,5%) 

508 (97,5%) 
 

n= 414 
338 (82%) 
76 (18%)  

n= 258 
98 (38%) 

160 (62%) 
 

n= 126 
74 (59%) 
52 (41%) 

 
<0.000001 

 
 

<0.000001 

 
0.07 
 
 
0.08 

Mesures médianes (mm)   
- Grand diamètre  
- Petit diamètre  
- Distance à la plèvre  

 
n= 262   33 

n= 258  23,5 
n= 255   9,5 

 
n= 141    23 
n=141   17 
n= 137   11 

 
<0.00001 
<0.0001 

0.81 

 
0.72 
0.83 

SIGNE DE LA BRONCHE (n=412) 
- Oui  
- Non   

n= 261 
221 (85%) 
40 (15%)  

n = 151 
78 (52%) 
73 (48%) 

 
<0.000001 

 
0.06 

Biopsies réalisées (n= 779) 
- Oui  
- Non  

 

n= 521 
514 (99%) 
7 (1,3 %) 

n= 258 
149 (58%) 
109  (42%) 

 
<0.000001 

 
0.44 

NOMBRE DE BIOPSIES (n=648) 
- 1-3 
- 4-6 
- > 6  

n= 507 
157 (31%) 
270 (53%) 
80 (16%)   

n = 141 
68 (48%) 
64 (45%) 
9 (6%)  

 
0.0001 

 
0.001 

 
Tableau 9 :  Caractéristiques des patients vrais positifs (VP) et faux négatifs (FN)  
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En analyse univariée, une valeur p<0,005 est considérée significative (correction de Bonferroni 
pour 10 tests avec un risque alpha de 5%). 
En analyse univariée, les facteurs associés de manière statistiquement significative à une 
meilleure rentabilité diagnostique pour le cancer étaient : la réalisation de l’examen sous 
anesthésie locale, la dimension plus élevée de la lésion (petit et/ou grand diamètre), la 
présence d’un signe de la bronche, le repérage de la lésion en échographie, la présence d’un 
signal échographique circonférentiel, la réalisation de biopsies, et un nombre plus élevé de 
biopsies lorsque celles-ci étaient réalisées. 
En analyse multivariée, seul le nombre de biopsies réalisées était associé de manière 
statistiquement significative à une meilleure rentabilité diagnostique pour le cancer. (Tableau 
9).  
 

III. Analyse des biomarqueurs  

Pour 402 patients (402/445, 90%), des analyses de biomarqueurs ont été réalisées (figure 31). 
Il s’agissait en particulier de tous les adénocarcinomes (expression de PD-L1 et analyse 
moléculaire), des carcinomes épidermoïdes (expression de PD-L1) et de certains CBNPC 
indéterminés NOS (expression de PD-L1 et analyse moléculaire). 

 
1. Expression de PD-L1 

 
La recherche de l’expression de PD-L1 était indiquée pour 402 patients.   
L’analyse était contributive pour 325 patients (325/402, 80,8%), dont 217/402, (53,9%) avec 
un résultat remplissant tous les critères de qualité et 108/402 (26,8%) pour lesquels une 
réserve était émise sur le résultat en raison d’un nombre de cellules analysables inférieur à 
100 (figure 27).  Le résultat était : négatif pour 188/325 patients (57,8%), entre 1 et 49% pour 
69/325 (21%) et ≥ 50% pour 68/325 (21%). 
 

          
Figure 27 : Possibilité de recherche de PDL1 en immunohistochimie : FP = faux positif et FN = 
faux négatif 
 

Total=402

Positive
Négative
Risque de FP
Risque de FN
Manque de tissu

32,8%

21,1%

12,9%

13,9%

19,2%
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2. Recherche de translocation ALK et ROS1  
 
La recherche de translocation ALK par IHC était indiquée chez 315 patients. Elle a été possible 
avec certitude dans 22/315, 70,5% des cas, douteuse avec un risque de faux négatif pour 
23/315, 7,3% et impossible par faible cellularité pour 70/315, 22,2% des prélèvements.  
Neufs patients (2,9%) avaient une IHC ALK positive, dont 8 avec un résultat nécessitant une 
confirmation par FISH (IHC positive 1+ ou 2+). Parmi eux la FISH était négative pour 5/8, 
positive pour 2/8, et non réalisable pour 1/8. (Figure 28).  
 

                    
 
Figure 28 : Possibilité de recherche de ALK en IHC    
 
La recherche de translocation ROS1 par IHC a été réalisée de façon systématique pour tous les 
diagnostics de CBNPC non-épidermoïdes à partir de mai 2018. Dans notre cohorte, 229 
patients étaient concernés. Cette analyse a été possible avec certitude pour 151/229, 66% des 
patients,  douteux pour 12/229, 5,2% et impossible par manque de tissus dans 66/229, 28,8% 
des cas.   
 
Parmi les 15 cas positifs en IHC, 11 nécessitaient une confirmation par FISH. La FISH était 
négative pour 10/15 et non réalisable pour 1/15. (Figure 29)  
 

             
 
Figure 29 : Possibilité de recherche de ROS1 en IHC 
 

Total=315

Positive
Négative
Douteux
Manque de tissu

67,6%

7,3%

22,2%

2,9%

Total=229

Positive
Négative
Douteux
Manque de tissu

59,4%

6,
6%

5,2%

28,8%



 
63 

3. Analyse moléculaire  
 
Une analyse moléculaire était indiquée pour 317 patients.  
L’analyse a été réalisée par les techniques de première ligne (SNAPshot, analyses de fragment 
et pyroséquençage) chez les 317 patients, et une analyse NGS complémentaire a été 
demandée pour 302 d’entre eux. 
 
L’analyse de première ligne a pu être réalisée chez 309/317 patients (97,5%). Le résultat était 
rendu avec réserve (risque de faux négatif) chez 31/317 patients (9,8%). Il était positif pour 
69/317 (22%) et négatif pour 55/317 (17%). Pour 154/317 (48%) d’entre eux l’analyse était 
possible mais le résultat était inconnu.  Seuls 8 patients (2,5%) n’ont pas pu avoir d’analyse 
moléculaire du fait d’un manque de matériel. (Tableau 10)  
 

 n= % 
Positif 69          22 
Négatif 55 17 
Douteux risque de faux 
négatif   

31 9 

Positif mais résultat inconnu  154 49 
Impossible 8 3 
TOTAL 317 100 

 
Tableau 10 :  Résultats de l’analyse moléculaire de première ligne. 
  
 
L’analyse NGS était réalisable pour 254/302 (84%), avec un résultat positif pour 186/302 
(62%), négatif pour 56/302 (18%) et émis avec réserve (risque de faux négatif) pour 12/302 
(4%). (Tableau 11)  
 

 n= % 
Positif 186 61,5 
Négatif 56 18,5 
Douteux risque de 
faux négatif   

12 4 

Impossible 48 16 
TOTAL 302 100 

 
Tableau 11:  Résultats du NGS ADN  

Mutations identifiées n=  69 
EGFR  

- ex 18 
- ex 19 
- ex 20 
- ex 21 

22 
1 
10 
2 
9 

KRAS ex 2 44 
BRAF ex 15 2 
ERBB2/HER2 ex 20   1 
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Les anomalies moléculaires identifiées par les analyses de première ligne sont présentées 
dans le tableau 10 celles identifiées par NGS dans la figure 30 et dans le tableau 1 en annexe.  
 
Parmi les 69 mutations identifiées par analyse moléculaires de première ligne, 43 ont eu 
également une analyse par NGS ADN, dont les résultats étaient concordants à 100%. 
 

 
 
Figure 30 : Résultats de l’analyse NGS ADN réalisée sur 302 CBNPC non-épidermoïdes 
diagnostiqués par minisonde. (NB : il s’agit ici de mutations du gène ALK et non des 
translocations qui sont mises en évidence par IHC).  
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Figure 31 : Possibilité de réaliser les analyses moléculaires IHC= immunohistochimie 
FISH = histochimie par fluorescence in situ VN= vrai négatif, VP =vrai positifs 
NOS = not otherwise specified (cancer bronchique indeterminé).  
 
 
Soixante-et onze prélèvements cytologiques (brosse et rinçage de cathéter) ont permis de 
conclure à un diagnostic de CBNPC alors que les biopsies étaient négatives ou inexistantes.  
Les analyses en IHC n’ont jamais pu être réalisées sur ces prélèvements. Une analyse 
moléculaire de première ligne a pu être faite dans 46/48 (95,7%) des cas où elle était 
pertinente. Une analyse par NGS  était indiquée pour 43 patients et a pu être réalisé dans 
37/43 (86%) des cas.  
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IV. Concordance de la mesure d’expression de PD-L1 sur biopsies bronchiques par mini-
sonde et sur pièce opératoire 

1. Fiabilité de l’expression de PDL1 sur les biopsies 
 

  
Figure 32 :  Nombre de patients comparables pour l’expression de PDL1 sur biopsies par mini-
sonde versus sur pièce opératoire.  

 

 

Expression de PD-L1 mesurée sur pièce 
opératoire 

Total 0% 1-49% > 50% 
Expression de 
PD-L1 mesurée 
sur biopsie par 
mini-sonde 
 

0% Effectif 35 15 1 51 

% du total 42,7% 18,3% 1,2% 62,2% 

1-49% Effectif 6 7 2 15 

% du total 7,3% 8,5% 2,4% 18,3% 

> 50% Effectif 0 3 13 16 

% du total 0,0% 3,7% 15,9% 19,5% 

Total Effectif 41 25 16 82 

% du total 50,0% 30,5% 19,5% 100,0% 

Tableau 12 : Concordance entre l’expression de PD-L1 mesurée sur biopsie obtenue par mini-
sonde et sur pièce opératoire.  
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La concordance entre les seuils d’expression de PD-L1 (3 seuils cliniquement pertinent : <1%, 
1 à 49% et ≥50%) sur biopsie par MNS et sur pièce opératoire a pu être réalisé dans notre 
étude pour 82 échantillons (Figure 32). Le résultat était identique pour 67,1 % des cas. 
L’expression de PD-L1 était sous-estimée pour 21,9% des cas et surestimé pour 11% des cas. 
Aucun des cas analysés comme PD-L1≥50% sur biopsie par MNS n’était analysé comme PD-L1 
négatif sur pièce opératoire. Un cas analysé comme PD-L1 négatif sur biopsie par MNS avait 
une expression ≥50% sur la pièce opératoire. (Tableau 12). 
 

V. Valeur prédictive du marquage de PD-L1 sur la réponse à l’immunothérapie  

Treize patients pour lesquels la MNS avait porté un diagnostic de CBNPC avec PD-L1≥50% ont 
reçu un traitement par Pembrolizumab en première ligne métastatique. Parmi les patients 
évaluables pour la réponse tumorale, le taux de réponse était de 5/12 (42%). La médiane de 
survie sans progression est de 540 jours (IC95% [0- 1168,457], la médiane de survie globale de 
662 jours (IC95 [467-857]). (Figure 33)  
 

 
Figure 33 :  Survie sans progression et survie globale des patients avec CBNPC stade IV, PDL1≥ 
50% ayant reçu un traitement par Pembrolizumab en 1ère ligne de traitement.  
 
Cinquante huit patients atteint d’un CBNPC métastatique diagnostiqué par MNS ont reçu une 
immunothérapie en monothérapie, en deuxième ligne ou plus, quel que soit leur statut PDL1. 
Le taux de réponse était de 21,8 % (12/55). La médiane de survie sans progression était de 
123 jours (IC95% [59-186]) et la médiane de survie globale de 562 jours (IC95% [490-633]). 
(Figure 34).  
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Figure 34 : Survie globale et sans progression des patients avec CBNPC stade IV diagnostiqué 
par MNS, quel que soit leur statut PD-L1 et ayant reçu une immunothérapie en monothérapie 
(hors Pembrolizumab première ligne chez les patients PDL1≥50%).  
 
 

DISCUSSION 
 
La réalisation d’analyses complémentaires en immunohistochimie ou biologie moléculaire à 
la recherche d’expression de PD-L1 et de drivers oncogéniques est indispensable pour guider 
le traitement des CBNPC non opérables.  Les avancées thérapeutiques récentes en particulier 
dans le domaine des thérapies ciblées exigent une connaissance précise du génome tumoral. 
La bronchoscopie par mini-sonde radiale (R-EBUS) par son faible coût, sa facilité d’utilisation 
et son faible taux de complication s’est rapidement imposée comme technique diagnostique 
majeure, en particulier pour les nodules pulmonaires périphériques.  
 
Dans notre étude, le rendement diagnostic pour les pathologies malignes en R-EBUS est de 
67%. Ces résultats sont comparables à ceux présentés dans une méta analyse récente où la 
sensibilité concernant 4605 lésions malignes était de 72,4% 90. Cette sensibilité est un peu 
moins bonne que dans certaines études plus récentes. Dans l’étude de Seong Mi moon et al  
la sensibilité diagnostic d’une pathologie maligne atteint 76% 96, mais les  patients dont la 
lésion n’avait pas été visualisée en mini-sonde étaient exclus, tandis que nous les avons inclus 
dans notre analyse. Si nous excluons ces patients, la sensibilité dans notre étude s’élève à  
77%. 
 
Un facteur important pour l’amélioration de la rentabilité diagnostique est le nombre de 
biopsies réalisées. Ce nombre était en moyenne de 4,2 dans notre étude. De récentes 
recommandations européennes conseillent la réalisation de 10 biopsies au total dont 5 pour 
le diagnostic 84. Ce nombre paraît peu réalisable en pratique, en raison de l’allongement du 
temps de procédure et du risque de saignement. Néanmoins un objectif de réalisation de 6 à 
8 biopsies pourrait être fixé. 
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Par ailleurs, la majorité des études portant sur la sensibilité de la mini-sonde ne compte 
comme faux négatifs que les patients ayant une preuve histologique de maladie cancéreuse, 
contrairement à notre étude où nous avons choisi d’inclure comme faux négatifs 37 patients 
sans preuve histologique formelle. 
 
Comme expliqué plus haut, la gestion des prélèvements est cruciale pour optimiser leur 
utilisation en vue de l’analyse histologique et des analyses complémentaires par IHC et 
biologie moléculaire. La répartition des biopsies en 2 lots dès leur réalisation pourrait 
permettre d’améliorer leur utilisation en réalisant 2 blocs FFPE, le premier servant au 
diagnostic histologique et aux analyses en IHC, le second étant gardé en réserve pour l’analyse 
moléculaire. 
 
L’originalité de notre étude réside sur le recueil de données de l’ensemble de biomarqueurs 
sur un même prélèvement de petite taille alors que la plupart des études ne relèvent que la 
possibilité de réaliser un ou deux techniques au plus93,24,99. Dans notre étude, tous les 
biomarqueurs pertinents pour un prélèvement donné ont pu être déterminés avec succès 
pour 191 patient parmi les 253 patients atteint d’un adénocarcinome bronchique.  
 
La recherche de l’expression de PD-L1 était réalisable dans 80% des cas. Une étude menée par 
l’équipe de Tsunoda 104 et al incluant 84 CBNPC diagnostiqués par R-EBUS retrouvait un taux 
de faisabilité de la recherche d’expression de PD-L1 de 87%. Notre résultat un peu inférieur 
peut s’expliquer par le fait que nous avons considéré que la recherche d’expression de PD-L1 
était pertinente y compris pour des prélèvements de valeur cytologiques, comportant très 
peu de cellules tumorales. Si l’on se limite aux prélèvements biopsiques pour lesquels un 
diagnostic de certain de CBNPC était rapporté, le taux de faisabilité de la recherche 
d’expression de PD-L1 était de 92% dans notre étude.  
 
Dans notre étude, l’expression de PD-L1 était <1% dans 57,8% des cas, 1-49% pour 21% et 
≥50% pour 21%. Cette répartition est globalement comparables à celle d’autres séries 105. En 
particulier, le pourcentage de spécimens avec expression de PD-L1≥50 % des cellules 
tumorales était similaire à celui rapporté dans l'essai clinique initial de phase 1 qui a 
formellement validé l'utilisation de l’expression de PD-L1 comme biomarqueur de la réponse 
clinique à l'inhibition de PD-1 dans les CBNPC (23 %) 106.  

La concordance entre la mesure d’expression de PD-L1 sur les biopsies réalisées par R-EBUS 
et cette même mesure réalisée sur une pièce opératoire, évaluée chez 82 patients était de 
67%. On observe une tendance à la sous-estimation sur les petites biopsies par R-EBUS. Le 
niveau d’expression de PD-L1 était inchangé chez 6 des 7 patients ayant reçu une 
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chimiothérapie entre le prélèvement par r-EBUS et la chirurgie.  Kitazono et al 77 ont rapporté 
un taux de concordance de 92% à partir de 79 échantillons réséqués chirurgicalement et 
appariés  avec des biopsies, mais d’une part ces biopsies étaient réalisées par diverses 
techniques (dont biopsie bronchique standard, EBUS-TBNA et ponction transpariétale) et 
d’autre part le niveau d’expression de PD-L1 (1-49% versus ≥50%) n’était pas pris en compte 
dans l’évaluation du taux de concordance. Plus récemment, l’étude d’Ilie et al. retrouvait 
comme dans notre étude une tendance à la sous-estimation de l’expression de PD-L1 sur les 
prélèvements réalisés par R-EBUS 102. 

Ce point est particulièrement important pour les CBNPC de stade III non opérables, dans la 
mesure où, dans certains pays européens, l’indication de l’immunothérapie de consolidation 
par Durvalumab après radio-chimiothérapie est conditionnée à la mise en évidence d’un 
niveau d’expression de PD-L1 ≥1%. Récemment, une prise en charge à titre dérogatoire a été 
autorisée en France, permettant de proposer ce traitement même en l’absence d’expression 
de PD-L1 ou dans les cas où celle-ci n’aurait pas pu être déterminée.  
 
La même difficulté pourrait se poser dans les années qui viennent pour les CBNPC opérables 
qui seraient éligibles à un traitement néo-adjuvant et/ou adjuvant incluant une 
immunothérapie. En effet les résultats préliminaires de l’essai Impower 010, évaluant 
l’Atezolizumab en situation adjuvante dans le CBNPC de stade IB-IIIA montrent un effet 
bénéfique du traitement uniquement en cas d’expression de PD-L1 ≥1%.  Dans ce cadre et au 
vu des résultats de notre étude, une évaluation de l’expression de PD-L1 sur la pièce 
opératoire sera nécessaire dans les cas où cette expression était nulle sur les biopsies réalisées 
par R-EBUS avant la chirurgie. En situation néo-adjuvante, le conditionnement des futures 
indications d’immunothérapie à un niveau d’expression de PD-L1 est encore incertain.  
 
Parmi les 13 patients avec un PD-L1≥50% sur les biopsies réalisées par R-EBUS et ayant reçu 
un traitement par Pembrolizumab en première ligne métastatique, la  médiane de survie 
globale était de 21,7 mois (IC95 [15,3-28,1]), similaire à celle rapportée dans l’étude Keynote 
024 63 évaluant le Pembrolizumab en première ligne chez les patients PDL1 > 50% (26,3 mois, 
IC95 [18,3-40,4]) et à celle rapportée dans les études de « vie réelle » en dehors d’essais 
cliniques (par exemple 15,8 mois dans l’étude Danoise 107 17,8 mois dans l’étude Japonaise 108 
). L’observation d’un résultat clinique similaire à celui attendu conforte la fiabilité de l’analyse 
du niveau d’expression de PD-L1 sur les prélèvements réalisés par R-EBUS. Ceci est important 
car une étude a montré que les résultats cliniques pouvaient différer en fonction du site 
tumoral sur lequel les biopsies ayant permis l’analyse d’expression de PD-L1 sont réalisées.  
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Ainsi le niveau d’expression de PD-L1, lorsqu’il est analysé à partir de biopsies osseuses ou 
ganglionnaires a une valeur prédictive de la réponse au traitement par immunothérapie 
inférieure à  ce niveau lorsqu’il est analysé à partir de biopsies de la tumeur primitive. Dans 
notre étude, il semble que la valeur prédictive du niveau d’expression de PD-L1≥50% sur la 
réponse à l’immunothérapie soit préservée.  
 
Concernant les analyses par biologie moléculaire, elles ont été réalisables dans 97% des cas 
pour les techniques de première intention et 83% des cas pour le NGS ADN. Ces résultats sont 
tout à fait comparables aux études qui retrouvent un taux d’échec de réalisation du NGS 
autour de 20% 109,110. Quand le NGS était positif, le pourcentage des principaux drivers 
oncogéniques était comparable à celui attendu dans une population de patients 
majoritairement caucasiens atteints de CBNPC non épidermoïdes 40. 
 
Un épuisement du matériel tumoral a empêché la réalisation du NGS chez 26% des patients 
pour qui les techniques de biologie moléculaire de première intention avaient été 
contributives. Ce chiffre peut nous questionner sur la stratégie à adopter. Pourquoi ne pas 
réaliser en premier lieu un NGS afin d’obtenir en une seule analyse l’ensemble des marqueurs 
d’intérêt ? D’une part nous ne savons pas si une telle approche permettrait d’obtenir un 
résultat dans >95% des cas comme c’est le cas avec les techniques que nous appliquons en 
première intention actuellement, et d’autre part se poserait le problème du délai avant 
l’obtention des résultats nécessaires à la décision thérapeutique de première ligne, 
vraisemblablement plus long en NGS.  
 
Concernant la possibilité d’analyse sur des prélèvements cytologiques obtenu par mini-sonde, 
la biologie moléculaire pouvait être réalisée dans 95,7% par les techniques de première 
intention, et dans 83% par NGS dans un second temps. Ces résultats sont en accord avec 
l’étude de Tsai et al 101 ou la recherche d’EGFR était possible dans 95% des cas (80/84) ou celle 
de Sanchez et al 99  ou elle possible dans 100% des cas. Ces résultats confirment l’intérêt de la 
réalisation de prélèvements cytologiques (brosse, aspiration de cathéter)  ajoutés aux 
biopsies.  
 
L’originalité de notre étude résulte dans la précision des résultats de chaque analyse.  En effet, 
il reste souvent peu de matériel après les premières analyses diagnostiques histologiques sur 
de petits prélèvements bronchiques comme ceux effectués en R-EBUS. Cette faible cellularité 
tumorale est responsable de cas de faux négatifs voire de faux positif pour l’expression de PD-
L1 notamment. De nombreuses recommandations sont parues afin d’établir des seuils 
reflétant la fiabilité des résultats.  Eberhard et al. ont suggéré que la surface de section de la 
tumeur devait être de 1-2 mm, 111 de plus, en terme de nombre de cellules, >100 noyaux de 
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cellules tumorales doivent être évalués pour réaliser une  FISH 111 ou pour la recherche de PD-
L1 en IHC 80.  Lindeman et al. ont recommandé que les cellules mutées constituent 20% de 
toutes les cellules lorsque les statuts de mutation de l'EGFR et de translocation de l'ALK sont 
évalués 73. En se basant sur la conclusion subjective de l’anatomopathologiste ou sur des 
critères objectifs (nombre de cellule tumorale analysable, nombre de cellules tumorales 
mutées) nous avons pu classer précisément les résultats des analyses contrairement à 
beaucoup d’études qui donnent les résultats de façon binaire.  
 
La principale limite de notre étude est liée à son caractère rétrospectif. Cela est responsable 
d’un nombre important de biais en particulier pour certaines données scannographiques, 
manquantes pour un grand nombre de patients. Nous avons dû exclure des analyses de 
sensibilité les patients pour qui la mini-sonde était non contributive et pour lesquels aucun 
diagnostic n’avait pu être déterminé au cours du suivi ultérieur. Il s’agissait principalement de 
patients provenant de centres éloignés pour lesquels les données de suivi étaient parcellaires 
 
De nombreuses pistes sont en cours d’étude afin d’optimiser l’analyse des petits 
prélèvements bronchiques au laboratoire.  
La microdissection permet, sous contrôle de la vue et de l’expertise du pathologiste, de 
sélectionner une population ou une région cellulaire d’intérêt sur un prélèvement tissulaire 
afin de réaliser des analyses moléculaires sur le matériel biologique extrait.112 
Pouvant être réalisé manuellement ou par laser, elle aurait un réel intérêt en cas de faible 
cellularité tumorale sur des prélèvements de petite taille afin de s’affranchir  de 
l’hétérogénéité cellulaire caractérisant les tissus cancéreux113.  Son avantage est donc double, 
diminuer la quantité de matériel prélevé et améliorer nettement la qualité de ce dernier. Cette 
technique à l’inconvénient d’allonger le temps d’analyse au laboratoire qui doit être le plus 
court possible afin de ne pas retarder la prise en charge.  
 
Une autre piste consisterait à découper le bloc de  paraffine original d’emblée en multiples 
lames. Cette technique permet indéniablement une épargne de matériel tissulaire par rapport 
au retraitement du bloc après obtention du diagnostic. Cependant , cette économie tissulaire 
se fait au dépens d’une bonne conservation des acides nucléiques et peut compromettre la 
réalisation d’analyses moléculaires ultérieures  114.  
 
Dans certains cas, lorsque le bloc tissulaire est épuisé, l'analyse moléculaire pourrait être 
réalisée à partir de lames faiblement colorées ayant servi pour les analyses en IHC. Ces lames 
seraient préalablement numérisées pour archivage. Les premières lames utilisées pour le 
diagnostic sont colorées avec de l’HES connu pour altéré l’ADN 115, une analyse moléculaire 
secondaire est donc impossible sur ces dernières.  
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L’endoscopiste a également un rôle clé à jouer. Les biopsies quand elles sont assez 
nombreuses pourraient être disposées directement dans plusieurs pots d’analyses afin de 
permettre la réalisation de deux blocs de paraffine par la suite au laboratoire ce qui permet 
une meilleur conservation des acides nucléiques.  
 
Quand les biopsies tissulaires sont insuffisantes une alternative pourrait être les biopsies 
liquides. Ce terme générique correspond à un ensemble de prélèvements non invasifs le plus 
souvent fait au niveau sanguin qui permettent d’étudier des éléments tumoraux qui auraient 
été relargués  dans la circulation sanguine. Il peut d’agir de cellules tumorales entières 
(cellules tumorales circulantes), d’ADN (ADN tumoral circulant)  d’ARN  (micro-ARN et 
messagers) ou encore de protéines.  116,117,118.  Ce patrimoine circulant pourrait être un 
meilleur reflet de l’agressivité et de l’évolutivité biologique de la tumeur comparée à une 
biopsie unique de petite taille 118. 

Seul l’analyse de l’ADN circulant possède actuellement des indications en routine 119,120,121.  Si 
le nombre de paires de base détecté est suffisant (> 1000 ) la sensibilité peut atteindre 65% 
avec une excellente spécificité 122.  La qualité des résultats dépend alors grandement de la 
quantité d’ADN tumoral extrait du plasma, sachant que cette quantité varie selon la masse et 
la vitesse de progression tumorale. 

Une étude Chinoise menée par Li et al a étudié la faisabilité de recherche d’altérations 
moléculaires cibles sur de petits prélèvements bronchiques après un échec de NGS (qui 
concernait 20% des patients de la série). Il est retrouvé un bénéfice à la réalisation d’une 
recherche sur ADN tumoral circulant ou un enchainement de ARM-PCR et IHC et FISH dans un 
second temps.  Le taux de positivité d’altération moléculaire ciblable passait ainsi de 59,7% à 
70% 123.   
N’importe quelle mutation de type insertion, délétion ou substitution peut être 
diagnostiquée, toutefois, tous les réarrangements comme ALK ou ROS1, ne peuvent être 
détectées en routine en raison notamment du trop grand nombre de variants. Deux 
indications sont validées actuellement :  

-  la recherche de mutations somatiques initiales lorsque le matériel tumoral tissulaire 
est insuffisant 

-  le diagnostic d’une mutation de résistance T790M dans l’exon 20 de l’EGFR en cas de 
progression tumorale sous traitement par TKI de première ligne chez les patients 
mutés EGFR. 124 
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Le risque de faux négatif est tout de même important et en cas de négativité une biopsie 
tissulaire doit être obtenue.  122   

Ces analyses ont un rôle très important à jouer à l’avenir afin de se substituer au génotypage 
tissulaire en cas de petits prélèvements, ou pour éviter la réalisation itérative de prélèvements 
semi-invasifs au cours de la prise en charge. Elles ont également une action complémentaire 
en cas d’hétérogénéité tumorale spatiale pour détecter de mutations parfois absentes de la 
zone tissulaire biopsiée.  

 

En conclusion, le diagnostic de cancer broncho-pulmonaire suivi de la recherche de 
l’expression de PD-L1 ainsi que celle d’altérations moléculaires semble entièrement réalisable 
et fiable sur de petits prélèvements bronchiques obtenu par écho-endoscopie radiale par 
mini-sonde. Il convient d’attirer l’attention sur le fait que les prélèvements cytologiques 
peuvent également être très pertinents pour réaliser certaines techniques de biologie 
moléculaire consommatrices de matériel tumoral et qu’il ne faut pas les négliger. De 
nombreuses pistes sont en cours d’étude afin d’optimiser le diagnostic de cancers 
bronchiques par voie endoscopique ainsi que l’analyse des prélèvements au laboratoire. La 
recherche d’altérations moléculaires par biopsies de liquide semble très prometteuse en 
complément des techniques de biopsies classiques.  
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ANNEXES 
 

 

                    Figure 1 : Classification histologique des carcinomes pulmonaires (OMS 2015)  
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Mutations n= 
EGFR 
- ex 18 
- ex 19 
- ex 20 
- ex 21 

43 
3 

23 
3 

14 
 

KRAS 87 
BRAF 15 

ERBB2/HER2 7 
ALK 5 

CDKN2A 13 
DDR2 15 
ERB4 2 

HIST1H3B 3 
KIT 3 

MAP 2 
MET 11 

PIK3R1 11 
PTEN 4 
STK11 45 

CTNNB1 6 
IDH1 2 

FGFR2 1 
 

H3F3A 1 
 
Tableau 1 Résultat des mutations mise en évidence par NGS ADN sur 302 patients atteint d’un 
CBNPC.  
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RESUME 

Introduction – L’echoendoscopie radiale semble être l’une des meilleures approches 
diagnostiques pour l’exploration de nodules pulmonaires en particulier périphériques. La 
recherche de biomarqueurs prédictifs de la réponse aux thérapies ciblées ou de la réponse 
aux points de contrôles immunitaires est aujourd’hui indispensable pour tout diagnostic de 
cancer pulmonaire non à petite cellule à un stade avancé. Nous soutenons dans ce travail 
l’hypothèse que la recherche en immunohistochimie (IHC) et en biologie moléculaire (BM) de 
l’ensemble des biomarqueurs tumoraux est possible sur des prélèvements bronchiques de 
petites tailles prélevés par endoscopie bronchique avec repérage par mini-sonde.  

Matériels et Méthodes – Tous les patients ayant eu une endoscopie bronchique avec repérage 
par mini-sonde pour exploration d’une opacité pulmonaire au CHU de Rouen entre janvier 
2017 et décembre 2019 ont été inclus.  La faisabilité de la recherche des biomarqueurs en IHC 
ou en BM était classée en quatre catégories (positif, négatif, douteux et impossible à réaliser 
par manque de matériel). Le critère de jugement principal était la possibilité de rechercher 
l’ensemble des biomarqueurs tumoraux sur des prélèvements bronchiques réalisés par 
fibroscopie par mini-sonde.  

Résultats – Neuf cent cinquante-neuf patients ont été inclus. Un cancer bronchique a été 
diagnostiqué pour 445 patients. Une recherche de biomarqueurs était nécessaire pour au 
moins 402 d’entre eux. La recherche de PD-L1 a été contributive dans 80,8% des cas (dont 
26,8% avec réserve). Les translocations ALK et ROS1 ont pu être recherchées en IHC pour 
respectivement 77,8% (dont 7,3% avec réserve) des cas et 71,2% (dont 5% avec réserve) des 
cas.  La biologie moléculaire de première ligne et le NGS ADN étaient réalisables pour 97,5% 
(dont 9,8% avec réserve) et 84% (dont 4% avec réserve) des patients. La sensibilité de 
l’endoscopie par mini-sonde à effectuer un diagnostic de cancer était de 67%. La concordance 
de l’expression de PD-L1 en IHC entre une biopsie par mini-sonde et une pièce opératoire était 
de 67,1 %. Treize patients pour lesquels la MNS avait porté un diagnostic de CBNPC avec PD-
L1≥50% ont reçu un traitement par Pembrolizumab en première ligne métastatique. Le taux 
de réponse était de 42%. La médiane de survie sans progression est de 540 jours (IC95% [0- 
1168,457], la médiane de survie globale de 662 jours (IC95 [467-857]). 

Conclusion – Le diagnostic de cancer broncho-pulmonaire suivi de la recherche de l’expression 
de PD-L1 ainsi que celle d’altérations moléculaires semble entièrement réalisable et fiable sur 
de petits prélèvements bronchiques obtenus par écho-endoscopie radiale par mini-sonde.  

Mots clés : cancer bronchique non à petites cellules ; drivers oncogéniques ; inhibiteurs de 
check-point immunitaires ; thérapies ciblées ; immunothérapie anti-PD-1/PD-L1.  


