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I- Introduction 
A- Avant-Propos 

Le cancer bronchique est la première cause de décès par cancer dans le monde 

(1). Les cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules (CBPNPC) représentent 

85% des cas de cancers bronchiques et l’adénocarcinome est le sous-type le plus 

fréquent (2). Environ 80% des patients atteints de CBPNPC présentent ou rechutent à 

un stade avancé de la maladie (stade III-IV) et ne sont pas éligibles au traitement 

chirurgical et relèvent d’un traitement systémique (2,3). Ces traitements systémiques 

ont été révolutionnées par l’analyse moléculaire des CBPNPC favorisant le 

développement des thérapies ciblées et de l’immunothérapie. Parmi les anomalies 

moléculaires de ces cancers appelées “driver” figurent : des mutations des gènes 

KRAS (30 %), du récepteur à l’EGF (12 %), de ERBB2 (2 %), de BRAF (2%), 

l’amplification du récepteur c-MET (3 %) et les remaniements des gènes ALK (5 %), 

ROS1 (2%), NTRK (<1%) ou RET (2%) (4). Actuellement, seules les mutations EGFR 

et les remaniements des gènes ALK ou ROS1 permettent aux patients atteints d’un 

CBPNPC non épidermoïde d’être éligibles à une thérapie ciblée en première ligne. En 

l’absence de ces mutations le traitement de première ligne consiste selon l’expression 

de PD-L1, soit à une immunothérapie soit à une chimiothérapie à base de sels de 

platine (5,6) Les tests moléculaires recommandés aux institutions prodiguant des soins 

aux patients atteints d'un cancer du poumon sont (i) un panel complet incluant tous les 

gènes (EGFR, ALK, ROS1, BRAF, MET, ERBB2 [HER2], KRAS, RET) pour tous les 

patients appropriés ou (ii) des tests ciblés pour les gènes de la catégorie nommés 

“tests obligatoires” (EGFR, ALK, ROS1) et dans un second temps un panel élargi  

(BRAF, MET, ERBB2 [HER2] et RET) pour les patients candidats à des essais 

cliniques, éventuellement après avoir exclu une mutation KRAS par une technique 

ciblée (7). La mutation KRAS confère une résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase 

(ITK) ciblant l’EGFR et, dans plus de 99% des cas, est exclusive d’une altération 

génétique driver (8,9). 

 

En janvier 2018, le collège américain des pathologistes (CAP), l’association 

internationale pour l’étude du cancer pulmonaire (IASLC), l’association de pathologie 

moléculaire (AMP) et la société américaine d’oncologie clinique (ASCO) 
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recommandent un délai d'attente de 10 jours ouvrables entre la réception de 

l'échantillon et la communication des résultats des tests moléculaires.  

 

A Caen, la recherche des réarrangements ALK, ROS1 et l’expression de PD-

L1 se fait par technique d’immunohistochimie et la positivité est confirmée par FISH 

pour ALK. Le délai moyen en 2018 était en moyenne de 49,5 jours calendaires (valeur 

minimale = 8 jours ; valeur maximale = 147 jours) (10). Ce délai ne serait pas lié au 

délai technique mais à l’organisation du service et des pathologistes. Le délai moyen 

entre la demande de recherche des mutations de l’EGFR et le rendu de l’analyse était 

de 42,5 jours calendaires en 2018 (10). Ce délai est lié au fait que les techniques 

conventionnelles de biologie moléculaire ont progressivement laissé place à des 

techniques de séquençage haut débit (NGS). Or, ces analyses haut débit présentent 

l’avantage d’être globales, mais aussi l’inconvénient d’augmenter les temps de 

réponse entre la demande de recherche de mutation et le rendu de l’analyse 

moléculaire et donc à retarder la prise en charge thérapeutique des patients. 

 

Afin de raccourcir le délai de réponse concernant le statut mutationnel EGFR, 

l’équipe de pathologie moléculaire s’est intéressée à la technique Idylla™. Depuis 

2017, la société Biocartis commercialise un kit de détection des mutations de l’EGFR 

aux normes CE/IVD fonctionnant sur l’automate Idylla™, couplant l’extraction d’ADN 

à la recherche de mutation sur un échantillon fixé au formol et inclus en paraffine 

(FFPE). Cet automate réalise cette analyse en 129 minutes une fois les copeaux du 

bloc de paraffine effectués. 

 

L’objectif de cette étude était de mettre i) en place la recherche de mutations 

du gène de l’EGFR par l’automate Idylla™, ii) d’évaluer sur une cohorte de 225 patients 

la concordance des résultats entre la technique de référence du CHU de Caen 

(analyse d’un panel de gènes par séquençage haut débit) et la technique Idylla™ et 

iii) d’évaluer le délai de réponses du diagnostic des mutations du gène de l’EGFR entre 

les techniques Idylla™ et le NGS. Cette étude a aussi permis d’évaluer le délai 

d’analyse des statuts ALK, ROS1 et PD-L1 sur une plus grande cohorte.  
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B- Épidémiologie et histo-pathologie 
 

Le carcinome broncho-pulmonaire est le cancer le plus fréquent à travers le monde. 

Il représente un enjeu majeur de santé publique à l’échelle mondiale avec environ 2 

millions de nouveaux cas diagnostiqués par an et environ 1,7 millions de décès par an 

(1). En France, il s’agit en matière d’incidence du deuxième cancer de l’homme et du 

troisième cancer de la femme, avec une survie faible, de l’ordre de 16% à 5 ans. Alors 

que chez l’homme le taux d’incidence stagne et le taux de mortalité chute, ces 

indicateurs augmentent chez la femme en raison d’une consommation tabagique en 

augmentation (11). 

Si l’on s’intéresse aux différents types histologiques et à leur poids respectif, on 

constate chez l’homme que l’incidence des carcinomes épidermoïdes et les 

carcinomes neuroendocrines à petites cellules diminue alors que celle des 

adénocarcinomes augmente (11). Une des principales hypothèses qui pourraient 

expliquer ces variations d’incidence, et en particulier l’augmentation des 

adénocarcinomes, est le changement de structure (ajout d’un filtre) et de composition 

(produit plus riche en nitrosamines) des cigarettes industrielles : l’ajout de filtres aux 

cigarettes industrielles entraînerait une inhalation plus profonde des fumeurs afin de 

recevoir une dose satisfaisante de nicotine, provoquant alors une diffusion plus 

périphérique dans le poumon des particules carcinogènes comme les nitrosamines 

(12,13).  

L’Organisation Mondiale de la Santé distingue schématiquement deux grandes 

catégories de carcinomes pulmonaires (2) : les carcinomes dit « à petites cellules », 

minoritaires (environ 15% des cas), développées à partir des cellules neuroendocrines 

pulmonaires, et les carcinomes « non à petites cellules », majoritaires (environ 85% 

des cas) et développés à partir des cellules épithéliales (Figure 1). Ces derniers se 

subdivisent en deux grandes catégories : les carcinomes épidermoïdes (20% des cas 

environ) et les carcinomes « non à petites cellules non épidermoïdes », largement 

représentés par les adénocarcinomes (40% des cas environ).  
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A : L'arbre bronchique – épithélium respiratoire pseudostratifié constitué de cellules 
épithéliales (ciliées ou mucosécrétantes – flèches >) et de quelques cellules 
épithéliales neuro-endocrines.  
B : Parenchyme périphérique : bronchiole terminale, bronchiole respiratoire, 
alvéole. Les alvéoles sont tapissées de pneumocytes (flèche Þ )(type I : barrière air-
sang et type II production de surfactant).  

Le carcinome « à petites cellules » correspond à une tumeur de nature neuro-

endocrine dont le principal facteur de risque est le tabagisme. La présentation clinique 

est souvent celle d’une lésion proximale très agressive, envahissant souvent le 

médiastin au diagnostic. La morphologie microscopique est d’ordinaire très 

caractéristique : les cellules tumorales sont basophiles, de petite taille, au nucléole 

absent et au cytoplasme très peu abondant (Figure 2). Elles se disposent souvent en 

plages compactes et il est fréquemment noté, surtout sur prélèvements biopsiques, 

des artefacts d’écrasements. Le TTF1 (Thyroid transcription factor 1) et les marqueurs 

neuroendocrines (chromogranine, synapthophysine et CD56) sont fréquemment 

exprimés. L’index de prolifération cellulaire estimé par l’immunomarquage Ki67 est très 

élevé, souvent supérieur à 80%. Actuellement, aucun examen théranostique de 

routine n’est recommandé dans le cadre de cette pathologie.  

 

Figure 1 : Histologie du poumon. 
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Figure 2 : Carcinome neuro-endocrine à petites cellules. 
Prolifération tumorale diffuse de cellules basophiles au cytoplasme peu abondant.  

Carcinome non à petites cellules :  

L’adénocarcinome (ADK) est supposément issu des pneumocytes de type 2, 

les cellules produisant le surfactant alvéolaire (14). La présentation clinique est 

souvent celle d’une lésion distale, intra-parenchymateuse. Il touche principalement les 

patients fumeurs. Il correspond à une tumeur maligne épithéliale présentant une 

différenciation glandulaire (Figure 3) et/ou une production de mucus et/ou une 

expression immunohistochimique de marqueurs pneumoctyaires (TTF-1). Il existe, 

selon la classification OMS 2015, de nombreux sous-types d’adénocarcinomes 

pulmonaires suivant le caractère invasif et l’architecture prédominante de la 

prolifération néoplasique (Annexe 1). 

  
Figure 3: Adénocarcinome 
Visualisation de la différenciation glandulaire. 
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Le carcinome épidermoïde (CE) est de nature malpighienne et sa survenue 
dans le poumon, normalement dépourvu d’épithélium malpighien, s’explique par les 

phénomènes de métaplasie malpighienne de l’épithélium bronchique, conséquence 

souvent directe du tabagisme chronique (Figure 4). De ce fait, il s’agit d’une tumeur le 

plus souvent proximale survenant à partir des bronches. Toutefois, dans un tiers des 

cas, il se développe en périphérie au contact des zones d’emphysèmes. Il se définit 

comme étant une tumeur maligne épithéliale pouvant être soit bien différenciée avec 

mise en évidence de kératine et/ou jonctions inter-cellulaires (Figure 5), soit peu 

différenciée mais avec une expression de marqueurs immunohistochimiques prouvant 

la différenciation malpighienne (P40 et P63) et une absence d’expression de TTF-1. Il 

existe, selon la classification OMS 2015, des variantes de carcinome épidermoïde 

selon le degré de différenciation malpighienne et l’architecture de la prolifération 

(kératinisant, non kératinisant et basaloïde).  

 
Figure 4 : Épithélium bronchique et métaplasie malpighienne de l’épithélium 
bronchique. 
A : Epithélium respiratoire pseudostratifié cilié à cellules à mucus (flèche <) 
B : Epithélium malpighien stratifié non kératinisant  
 

 
Figure 5 : Carcinome épidermoïde bien différencié 
A : Kératine (flèche Þ) B : Jonctions inter-cellulaires (flèches <). 
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Le carcinome adénosquameux (Figure 6) représente environ 0,4 à 4% des 

CBPNPC et touche principalement les hommes fumeurs. Il se définit comme étant une 

tumeur épithéliale maligne associant un contingent épidermoïde et un contingent 

adénocarcinomateux, chacun d’entre eux représentant au moins 10% de la surface 

tumorale. Le diagnostic ne peut être établi de façon certaine que sur pièce opératoire 

et dans des cas privilégiés, suggérés sur des biopsies.  

 
Figure 6 : Carcinome adénosquameux. 
A : Coloration HES - Juxtaposition de deux composantes, épidermoïde bien 
différenciée (*) et adénocarcinomateuse (<), acinaire. 
B : Immunohistochimie p40 - Juxtaposition de deux composantes, épidermoïde bien 
différenciée (*), p40 positive et adénocarcinomateuse (<), acinaire p40 négative. 
 

Le carcinome à grandes cellules représente environ 2% des CBPNPC et 

touche principalement les hommes fumeurs autour de 60 ans. Il s’agit de tumeur de 

grande taille, de siège périphérique et de contenu solide ou nécrosé. Il présente une 

définition très restrictive et peut-être diagnostiqué seulement sur pièce opératoire. Il 

s’agit d’un CBPNPC n’ayant aucun critère de différenciation architecturale ou 

immunohistochimique en faveur d’un adénocarcinome, d’un carcinome épidermoïde 

ou d’un carcinome neuroendocrine après l’examen de la totalité de la tumeur afin de 

s’assurer de l’absence de territoire tumoral plus différencié qui permettrait de reclasser 

la prolifération tumorale. Le diagnostic anatomopathologique des carcinomes à 

grandes cellules repose sur une prolifération cellulaire néoplasique de cellules 

cohésives, organisées en plages, avec des critères de malignité évidents en l’absence 

de différenciation particulière. Les cellules néoplasiques sont volontiers polygonales, 

aux noyaux vésiculeux, des nucléoles proéminents et peuvent contenir des inclusions 

* * > > 



8 

cytoplasmiques éosinophiles. Néanmoins, le carcinome à grandes cellules est un 

diagnostic d’exclusion basé sur l’absence de différenciation morphologique, 

histochimique et immunohistochimique dont il faudra s’attacher à éliminer tout autre 

variété de carcinome.  

C- Prise en charge diagnostique du carcinome pulmonaire   
 

Circonstance de découverte  

Le diagnostic de carcinome pulmonaire nécessite une preuve 

histopathologique, parfois difficile à obtenir. Il est à noter que plus de 75% des cancers 

pulmonaires sont découverts à un stade localement avancé ou métastatique car la 

tumeur ne devient souvent symptomatique que tardivement, lorsqu’elle métastase 

(souvent au système nerveux central, au foie, aux os ou à la peau). Les symptômes 

respiratoires sont aspécifiques, à type de toux, d’hémoptysie ou de dyspnée. Il existe 

également des syndromes paranéoplasiques fréquemment associés à cette maladie, 

comme l’hippocratisme digital, l’hyponatrémie, un syndrome fébrile prolongé, ou 

encore une osthéoarthropathie hypertrophiante pneumique de Pierre-Marie, sans 

oublier une pseudomyasthénie ou une neuropathie périphérique. Dans bien des cas 

cependant, la découverte de la lésion est fortuite, sur une radiographie ou un scanner 

thoracique réalisé pour toute autre raison (15).  

Obtention d’une preuve histologique de cancer 

Le diagnostic histopathologique d’une lésion pulmonaire peut-être obtenu par 

différents moyens : la biopsie conventionnelle par voie endo-bronchique, la biopsie 

endo-bronchique distale par voie échoendoscopie bronchique, la biopsie trans-

thoracique guidée par scanner, la chirurgie et les prélèvements cytopathologiques 

(épanchement pleural et ganglion lymphatique essentiellement). La fibroscopie 

bronchique conventionnelle permet la visualisation de l’arbre respiratoire jusqu’au 

niveau des bronches sous-segmentaires et la réalisation éventuelle de prélèvements 

biopsiques de la tumeur si celle-ci est visualisée. Il est possible de coupler cette 

procédure avec une exploration échographique (écho-endoscopie) des structures 

contiguës à l’arbre respiratoire, comme des adénopathies satellites, qui pourront alors 

être ponctionnées. La ponction-biopsie transpariétale nécessite quant à elle un 

guidage scanographique et trouve d’ordinaire toute son intérêt pour les lésions 

pulmonaires périphériques inaccessibles par voie endoscopiques. Enfin, la chirurgie 
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est le recours souvent envisagé après échec des procédures diagnostiques moins 

invasives, surtout si la probabilité de malignité est forte.  

 

Le diagnostic des CBPNPC doit privilégier les prélèvements histologiques (4,5). Les 

prélèvements cytologiques inclus en paraffine (cytobloc) permettent également la 

réalisation d’études immunohistochimiques et moléculaires. 

Depuis 2016, l’European Expert Group recommande au moins 5 biopsies pour le 

diagnostic et 5 biopsies supplémentaires pour phénotype et génotypage (3). En cas 

de biopsies trans-thoraciques sous scanner pour des lésions périphériques, il est 

nécessaire de réaliser 1 à 2 carottes, en gauge 18.  

Technique  

La fixation des prélèvements histologiques doit utiliser le formol (temps de 

fixation entre 6h et 48h) et éviter les sur-fixations ou les sous-fixations afin de préserver 

au maximum la morphologie tissulaire et les acides nucléiques.  

Au moment de la réalisation des lames d’histologie, pour maximiser la disponibilité des 

tissus, deux stratégies peuvent être utilisées : 

1 La première consiste à effectuer une section minimalement invasive pour un 

premier examen et un diagnostic préliminaire.  

2 L'autre stratégie consiste à effectuer des rubans (couper plusieurs sections du 

prélèvement inclus en paraffine) et à les conserver jusqu'à ce qu'un diagnostic 

préliminaire ait été posé et qu'un test complémentaire soit demandé.  

La découpe ne doit être effectuée que par les techniciens les plus expérimentés et la 

fréquence de recoupe des blocs doit être minimisée. Idéalement les sections pour tous 

les tests complémentaires devraient être coupées au cours de la même session. 

Diagnostic sur biopsie  

Sur les petits prélèvements, la morphologie évocatrice de différenciation 

malpighienne ou glandulaire n’est pas toujours présente sur la coloration classique 

Hémalun-Eosine-Safran (HES). Ainsi il est recommandé de réaliser une recherche des 

mucines par des colorations spéciales afin de mettre en évidence le caractère 

glandulaire de la tumeur et/ou une étude en immunohistochimie (IHC) avec les 

anticorps anti-TTF1 et P40. Le facteur de transcription thyroïdien-1 (TTF-1) est 
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surexprimé dans 95% des adénocarcinomes pulmonaires primitifs alors qu'il est 

négatif pour presque tous les carcinomes épidermoïdes (16). Le P40 est un anticorps 

qui reconnaît l'isoforme ΔNp63-a du p63 suggéré comme hautement spécifique des 

cellules squameuses et basales et qui est positif dans 100% des carcinomes 

épidermoïdes (17). La cytokératine 7 a été utilisée comme marqueur 

d’adénocarcinome pulmonaire mais sa place est actuellement controversée et ne doit 

plus être systématique (2). Les marqueurs neuroendocrines ne doivent être demandés 

que s 'il y a une morphologie neuroendocrine.  

Afin de gagner du temps et de maximiser le matériel, il est recommandé au sein du 

laboratoire de prédéfinir des panels de tests, des algorithmes et des tests réflexes 

(Figure 7). 

  

 
Figure 7 : Proposition d’arbre décisionnel pour le diagnostic des carcinomes 
indifférenciés. 
Arbre décisionnel de Couraud et al 2021 (5)  
Mucines : mises en évidence de mucines par les colorations spéciales, PAS (Periodic 
Acid Shiff) (mucines neutres) et Bleu Alcian (mucines acides).  
IHC : immunohistochimie  
TTF1 : Facteur de transcription thyroïdien-1 surexprimé dans 95% des 
adénocarcinomes.  
P40 : Anticorps spécifique des cellules squameuses et basales, positif dans 100% 
des carcinomes épidermoïdes.  
CBNPC : carcinome bronchique non à petites cellules.  
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Marqueurs théranostiques : 

La recherche des anomalies moléculaires suivantes est recommandée dans tous 

les CBPNPC non épidermoïdes et dans les carcinomes épidermoïdes des non-

fumeurs (ou petits fumeurs (moins de 5 paquets-années), ou sevrés depuis plus de 20 

ans) de stades avancés. Le recours à l'ADN circulant et/ou la re-biopsie doit être large 

en cas de matériel insuffisant lors de la biopsie initiale. 

- Dès le diagnostic initial : expression de PD-L1, mutations de l’EGFR, 

translocations des gènes ALK et ROS1.  

- Systématiquement avant la seconde ligne :  mutation V600E de BRAF, saut de 

d’exon 14 de MET, mutation G12C de KRAS, fusions de gènes RET et de 

NTRK1-3. 

- De manière facultative (inclusion dans des protocoles de recherche) : 

amplifications de MET, les mutations de ERBB2 (HER2) et autres 

réarrangements géniques.  

 

Chez les non-fumeurs, les statuts EGFR, ALK, ROS1 et l’expression de PD-L1 doivent 

impérativement être connus avant de débuter le traitement de 1ère ligne.   

 

D- Le gène de l’EGFR et les inhibiteurs de tyrosine kinase 

Le gène de l’EGFR est localisé sur le bras court du chromosome 7 (7p11.2) et 

code pour un récepteur transmembranaire à des facteurs de croissance appartenant 

à la famille des récepteurs à tyrosine kinases HER/erbB, incluant HER1 (EGFR/erB1), 

HER2 (erbB2), HER3 (erbB3) et HER4 (erbB4).  

Les tyrosine kinases sont des enzymes qui jouent un rôle majeur dans la signalisation 

cellulaire en aval des facteurs de croissance. Elles assurent le transfert d’un 

groupement phosphate de l’adénosine triphosphate (ATP) vers une protéine effectrice 

impliquée dans de nombreux processus de régulation cellulaire.  

Leur structure moléculaire est similaire : ils ont un domaine extracellulaire riche en 

cystéine, liant le ligand ; un domaine transmembranaire ; un domaine cytoplasmique à 

activité tyrosine kinase (TK) (dans tous les récepteurs sauf HER3) ; et un domaine de 

signalisation carboxy-terminal. La liaison des ligands conduit à l’homodimérisation ou 

l’hétérodimérisation (avec un autre récepteur de la famille) et à la transphosphorylation 

des résidus tyrosine de la queue carboxy, activant les voies de signalisation RAS-RAF-
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MEK-MAPK, la voie PI3K-PTEN-AKT et l'activateur de la transcription STAT. La 

signalisation en aval de l'EGFR entraîne une augmentation de la prolifération, de 

l'angiogenèse, de l’invasion et une diminution de l'apoptose (8) (Figure 8). 

 

L'activité TK de l'EGFR peut être dérégulée par plusieurs mécanismes oncogéniques, 

notamment la mutation du gène de l'EGFR, l'augmentation du nombre de copies du 

gène et/ou la surexpression de la protéine EGFR (18). Dix à quinze pour cent des 

adénocarcinomes pulmonaires dans la population caucasienne (et plus de 70% dans 

la population asiatique) présentent une mutation du gène de l’EGFR située dans le 

domaine TK conduisant à une activation constante de l’EGFR indépendamment de la 

présence de son ligand (Figure 9). Le profil type des patients est : femme, peu ou non 

exposé au tabac, d’origine asiatique avec un adénocarcinome de forme lépidique (9).  

 

Les mutations activatrices sont situées sur les exons 18, 19, 20 et 21 du gène 

de l’EGFR, soit dans l’exon encodant la poche de liaison à l’ATP et ses contours. Les 

plus fréquentes sont la délétion de l’exon 19 (45%) et la mutation faux-sens L858R 

(40%) de l’exon 2 (19). Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) se fixent de manière 

compétitive sur les sites de liaisons de l’ATP et bloquent ainsi l’activation des sites 

tyrosine kinase. Les ITK de l’EGFR de première génération, y compris le gefitinib et 

l’erlotinib, ont montré en première ligne chez les patients mutés EGFR un meilleur taux 

de réponse au traitement et une meilleure survie sans progression comparée aux 

patients non mutés EGFR (8). Les ITK de l’EGFR de première génération sont des 

inhibiteurs d'ATP compétitifs réversibles qui ciblent uniquement l’EGFR, tandis que les 

ITK de deuxième génération incluant l'afatinib et le dacomitinib sont des inhibiteurs 

irréversibles qui ciblent également HER2 et HER4.  

 

Malgré l’efficacité des TKI de l’EGFR, inéluctablement, les patients atteints de 

CBPNPC avec mutation de l’EGFR développeront une résistance à ce traitement. La 

cause la plus courante de résistance acquise aux ITK de première génération est 

l’apparition d’une seconde mutation dans l’exon 20 de l’EGFR, la T790M. Cette 

mutation affecte l’efficacité initiale de l’ITK soit par encombrement stérique, soit par 

augmentation de l’affinité du domaine tyrosine kinase pour l'ATP. Les autres causes 

de résistances aux ITK de l’EGFR sont l’amplification de ERBB2, les mutations MET, 

BRAF, PIK3CA ou la transformation du CPNPC initial en cancer à petites cellules.  
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L’ITK de l’EGFR de troisième génération est un inhibiteur actif sur les mutations 

T790M, en épargnant l’EGFR sauvage. Ce médicament se lie de manière covalente à 

la cystéine sur le codon 797, surmontant ainsi l’affinité améliorée à l’ATP de la mutation 

T790M (8). L’osimertinib, ITK de 3ème génération est devenu le traitement de référence 

des CBPNPC métastatiques EGFR muté, en 1ère ligne, ou en 2ème ligne et plus en 

cas de mise en évidence d’une mutation T790M (20). Malheureusement, malgré une 

bonne réponse initiale, les patients traités avec l’ITK de 3ème génération développent 

une résistance acquise et la plus courante est liée à la mutation C797S de l’EGFR. 

Quand cette mutation est localisée sur le même allèle que la mutation T790M (c’est-

à-dire en CIS), la tumeur devient résistante à tous les ITK de l’EGFR (21).  

 

 
Figure 8 : Présentation schématique du récepteur de l’EGFR avec les 
différentes voies de signalisation en aval.  
Schéma d’après Da Cunha Santos et al. 2011 (18).  
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Figure 9 : Représentation schématique du gène de l’EGFR et des différentes 
mutations sensibles et résistantes aux ITK.  
Schéma d’après Sharma et al 2007 (19) 
 

E- Traitement des patients atteints d’un CBPNPC à un stade 
avancé  
Ces patients relèvent exclusivement d’un traitement systémique dont le choix 

de la thérapeutique de première ligne dépendra de la présence ou de l’absence d’une 

altération moléculaire ciblable (mutation EGFR, fusion ALK et ROS1) dans les cas de 

CBPNPC non épidermoïdes et carcinomes épidermoïdes des non-fumeurs. 

 
Les patients présentant une altération moléculaire pourront recevoir en première 

ligne de traitement une thérapie ciblée par voie orale d’inhibiteur de tyrosine kinase 

(ITK) de l’EGFR (gefitinib, erlotinib, afatinib et osimertinib, Tableau 1) ou 

d’ALK/ROS1(crizotinib). 

En cas de progression sous ITK, il conviendra de rechercher le mécanisme de 

résistance sur ADN tumoral circulant ou sur biopsie tissulaire. 

La stratégie thérapeutique sera orientée soit vers la réalisation d’une chimiothérapie, 

soit vers un ITK de nouvelle génération en fonction de l’analyse moléculaire. 

 



15 

Les patients sans altération moléculaire ciblable seront traités par chimiothérapie 

parfois d’emblée associée à une immunothérapie anti-PD-1 (Pembrolizumab) suivant 

le statut tumoral de PD-L1 en IHC (Figure 10) (5). 

 
Figure 10 : Arbre décisionnel pour le traitement des CBPNPC non épidermoïde 
à un stade avancé. 
Arbre décisionnel du site Oncologik (22) 
 
 

Traitement Insertions exon 20 
de l’EGFR 

Mutation activatrice de l’EGFR 

1ère ligne . essai clinique  
. chimiothérapie  

. afatinib  

. erlotinib  

. géfitinib  

. osimertinib (en cas de délétion de l’exon 19,  
de mutation L858R ou de mutation T790M)  

Tableau 1 : Récapitulatif des traitements dans les CBPNPC muté EGFR. 
Tableau inspiré du site Oncologik (22) 
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II- Matériels et méthodes 
A- Mise en place de l’étude ID-MUT : comparaison de méthode de 

rendu de résultats du statut mutationnel de l’EGFR par NGS et 
technique Idylla™ au sein des services d’Anatomie et Cytologie 
Pathologique (ACP) et de pneumologie et oncologie thoracique 
du CHU de Caen  
Au CHU de Caen, la mise en place et le financement de la comparaison de 

méthode de rendu de résultats du statut mutationnel de l’EGFR par NGS et technique 

Idylla™ s’inscrivent dans le cadre de l’étude ID-MUT (Investigateur principal : G 

Levallet, investigateurs associés : F Bibeau et E Bergot), étude financée par le 

laboratoire AstraZeneca et la cellule de promotion de l’innovation du CHU de Caen. 

L’étude a commencé en janvier 2019. L’objectif principal était d’évaluer la concordance 

des résultats entre les deux techniques, l’objectif secondaire est de comparer le délai 

de réponse du diagnostic de mutations du gène de l’EGFR entre les deux techniques.  

 

Notre étude était initialement à destination des patients suivis au CHU de Caen. A la 

demande des cliniciens, elle a été secondairement élargie aux patients suivis au centre 

de lutte contre le cancer - François Baclesse situé à Caen. Nous avons mis en place 

un circuit, par lequel nous recevons une demande du pathologiste du centre François 

Baclesse, avec le diagnostic anatomo-pathologique, le pourcentage de cellules 

tumorales et les copeaux réalisés par leur soin.  

B- Patients  
Cette étude a enrôlé des patients atteints de CBPNPC suivis au CHU de Caen 

et au Centre François Baclesse de manière prospective du 1er janvier 2019 au 31 août 

2020.  

Les critères d’inclusion étaient les suivants : patient âgé de plus de 18 ans, primo-

diagnostiqué d’un cancer broncho-pulmonaire non à petites cellules (CBPNPC) non 

épidermoïde ou épidermoïde à la demande du clinicien, affilié à un régime de sécurité 

sociale, suivi au CHU de Caen ou au Centre François Baclesse.   

Les critères de non inclusions étaient : prélèvement tumoral insuffisant pour assurer 

une étude concomitante NGS et Idylla™ et/ou contenant moins de 10% de cellules 

tumorales. 

Au total 201 patients ont été inclus (Figure 11), 63 patients suivis au CHU de Caen et 

138 suivis au Centre François Baclesse.  
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Les informations cliniques et les délais ont été recueillis à partir du dossier médical de 

chaque patient par deux internes, Constante PETITEAU, interne spécialisée en 

pneumologie et moi-même, interne spécialisée en anatomie et cytologie-pathologique.  

 

Figure 11 : Flow chart. 
 

Ce projet de recherche a été soumis à la Commission National de l’Informatique et des 

Libertés (CNIL) (dossier de déclaration : 2204611 v 0) et validé par le comité éthique 

local. Enfin, cette collection a fait l’objet d’une déclaration auprès du ministère de la 

Recherche (délibération du 10 avril 2010 du Comité de Protection des Personnes 

Nord-Ouest III : DC-2008-588). 

C- Prescription de la recherche des mutations de l’EGFR 
Au diagnostic d’un CBPNPC non épidermoïde sur biopsie ou cytologie, les 

pathologistes du CHU de Caen et du Centre François-Baclesse (CFB) prescrivent 

systématiquement l’immunohistochimie ROS1, ALK et PD-L1 et la recherche de 

mutation du gène de l’EGFR par NGS. La recherche de mutation du gène de l’EGFR 

par technique Idylla™ est prescrite par le pathologiste si le pourcentage de cellules 

tumorales est supérieur à 10%.  
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La recherche de mutation « driver » est prescrite par le clinicien pour certains CBPNPC 

épidermoïde selon des critères cliniques, notamment chez les non-fumeurs (ou petits 

fumeurs (<5 PA), ou sevrés depuis plus de 20 ans).  

D- Nature des prélèvements tumoraux analysés   
Le diagnostic pathologique et l’analyse moléculaire des CBPNPC non 

opérables sont réalisés à partir de la lésion primitive ou d’une localisation secondaire.  

Les prélèvements sont de petite taille, de type biopsique ou cytoponction. Les 

techniciennes de chaque laboratoire (CHU, CFB) réalisent les lames pour 

l’immunohistochimie et des copeaux pour la technique NGS et la technique Idylla™ en 

préservant le bloc au maximum.  

 

Pré-analytique du service d’Anatomie et Cytologie Pathologie du 
CHU de Caen (Tableau 2).   

Les prélèvements parviennent au laboratoire dans le formol tamponné à 4%. 

 

Les prélèvements de type “biopsie bronchique” sont déposés manuellement dans une 

cassette et les prélèvements de type “cytoponction ganglionnaire” sont aspirés à l’aide 

d’une pipette pasteur puis filtrés directement dans une cassette “filtre” avec maillage 

en nylon. Ensuite les prélèvements sont inclus en paraffine.  

 

Les prélèvements de type liquide pleural arrivent à l’état frais au laboratoire. Ils sont 

centrifugés, puis à partir du culot une lame colorée au MGG (May-Grünwald Giemsa) 

est réalisée par étalement.  Le culot cellulaire restant est fixé en formol tamponné à 

4% et est ensuite déposé en gélose 3% avant d’être mis en cassette “filtre” avec 

maillage nylon.  

 

Les prélèvements osseux après fixation au formol tamponnée à 4% sont décalcifiés 

par une solution à base d’EDTA (Éthylènediaminetétraacétique) commercialisée par 

Diapath (Référence : D0053).  

 

Au CHU la préservation du bloc est favorisée par une section minimale invasive, par 

le réglage manuel du microtome pour chaque bloc et par la confection de lames 

blanches à la demande du pathologiste.  
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Pré-analytique du service d’Anatomie et Cytologie Pathologie du 
Centre François-Baclesse (Tableau 2).  

Les prélèvements de type “biopsies” arrivent fixés dans du formol tamponné à 4% au 

laboratoire, puis sont mis en cassette manuellement avant d’être inclus en paraffine.  

 

Les prélèvements de type “cytoponction” parviennent au laboratoire dans un liquide 

fixateur (CytoRich™). Après centrifugation, la technicienne réalise 1 à 2 lames de 

Cytospin™.  

Après une nouvelle centrifugation, le culot cellulaire obtenu est fixé en formol 

tamponné à 4% et est ensuite déposé en gélose 3% avant d’être mis en cassette “filtre” 

avec maillage nylon.  

 

Les prélèvements osseux après fixation au formol tamponnée à 4% sont décalcifiés 

par une solution à base d’EDTA à pH neutre Osteosoft™commercialisée par Merck.  

 

Au centre François Baclesse, la préservation du bloc est favorisée par la conservation 

de rubans réalisés au moment de la première lame colorée à l’HES (Hémalun, Eosine, 

Safran) (Figure 12).   

 
Figure 12 : Technique de préservation du bloc par ruban. 
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Type de 
prélèvement 

Pré-analytique du CHU de 
CAEN 

Pré-analytique du Centre François 
Baclesse 

Cytoponction Fixation au formol tamponné à 
4%, filtration manuelle par 
casette filtre nylon  

Fixation en CytoRich™, réalisation d’un 
culot par centrifugation, fixation au 
formol tamponné à 4% et mise en 
gélose puis en casette filtre nylon.  

Cytologie  Centrifugation, 1 étalement 
coloré en MGG et fixation du culot 
au formol tamponné à 4% et mise 
en gélose puis en casette filtre 
nylon. 

Fixation en CytoRich™, réalisation de 1 
à 2 lames de Cytospin™ et fixation du 
culot au formol tamponné à 4% et mise 
en gélose puis en casette filtre nylon. 

Décalcification Solution à base d’EDTA D0053 – 
Diapath.  

Solution à base d’EDTA à pH neutre - 
Ostéosoft™ - Merck.  

Coupe au 
microtome  

Réglage manuel du microtome et 
réalisation de lames blanches 

Réalisation et conservation de rubans.  

Tableau 2 : Tableau résumant les techniques pré-analytiques des deux sites. 
Parcours recherche de fusion ALK et ROS1 et expression PD-L1  

Tout au long de l’étude, la recherche de fusion ALK et de l’expression de PD-

L1 étaient réalisées par les services d’ACP du CFB et du CHU. Pour la fusion ROS1 

du 1er janvier 2019 au 15 janvier 2020 la recherche pour les patients du CFB et du 

CHU était réalisée uniquement par le service d’ACP du CHU. A partir du 15 janvier, le 

CFB a mis en place la technique immunohistochimique ROS1 au sein de son service 

d’ACP pour ne plus avoir à externaliser cette analyse.   

 
Technique IHC du CHU : 

Au CHU, la recherche de l’expression de PD-L1 est réalisée par 

immunohistochimie sur des lames de 3 µm d’épaisseur associées à un témoin externe 

de lignées cellulaires commercialisé par Histocyte (Ref-HCL021). L’anticorps utilisé 

est le 22C3 commercialisé par Dako (Ref- M3653).  
La technique mise au point au CHU de Caen avec l’automate Roche Benchmart Ultra 

est la suivante : démasquage de 92 min par le tampon CC1 Tris et EDTA au ph 8,4 ; 

dilution au 1/50 en tampon Roche ; temps d’incubation 32 min et révélation avec le kit 

Optiview selon la procédure recommandée par le fournisseur (Roche-Ventana).  

L’interprétation de l’IHC de l’expression de PD-L1 par le pathologiste s’apprécie par 

un score TPS (score de proportion tumorale) : pourcentage de cellules tumorales 

positives (marquage membranaire complet ou incomplet quelle que soit l’intensité).  
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La recherche de fusion ALK est réalisée par immunohistochimie sur des lames de 3 

µm d’épaisseur associées à un témoin positif externe de cellules de la lignées H2228 

commercialisé par ATCC (Ref-CRL-5935). L’anticorps utilisé est le 5A4 commercialisé 

par Abcam (Ref- ab17127).  
La technique mise au point au CHU de Caen avec l’automate Roche Benchmart Ultra 

est la suivante : démasquage de 92 min par le tampon CC1 Tris et EDTA à ph 8,4 ; 

dilution de l’anticorps primaire au 1/50 dans un tampon Roche ; temps d’incubation 

1h32 et révélation avec le kit Optiview selon la procédure recommandée par le 

fournisseur (Roche-Ventana).  

L’interprétation de l’IHC ALK par le pathologiste est basée sur un algorithme : 

-  un test IHC ALK de score 3+ (marquage fort et intense des cellules tumorales) 

suffit pour indiquer une thérapie ciblée.  

- un test de score 2+ ou 1+ nécessite de rechercher un réarrangement d’ALK par 

technique d’hybridation FISH avant la mise en route d’un traitement.  

- un test négatif en IHC ne nécessite pas de contrôle FISH et il n’y a pas d’indication 

de traitement ciblé.  

 

La recherche de fusion ROS1 est réalisée par immunohistochimie sur des lames de 3 

µm d’épaisseur associées à un témoin positif externe de cellules de la lignée cellulaires 

HCC78 commercialisé par DSMZ (Ref-ACC 563). L’anticorps utilisé est le D4D6 

commercialisé par Cell Signaling (Ref- 3287).  
La technique mise au point au CHU de Caen avec l’automate Roche Benchmart Ultra 

est la suivante : démasquage de 64 min par le tampon CC1 Tris et EDTA au ph 8,4 ; 

dilution au 1/75 en tampon Roche ; temps de contact 32 min et révélation avec le kit 

Optiview.  

L’interprétation de l’IHC ROS1 par le pathologiste est basé sur un algorithme : 

-  un test IHC ROS1 de score 3+ (marquage fort et intense des cellules tumorales), 

2+ ou 1+ nécessite de rechercher un réarrangement de ROS1 par technique 

d’hybridation FISH avant la mise en route d’un traitement.  

- un test négatif en IHC ne nécessite pas de contrôle FISH et il n’y a pas d’indication 

de traitement ciblé.  
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Technique IHC du CFB : 
Au CFB, la recherche de l’expression de PD-L1 est réalisée par 

immunohistochimie sur des lames de 5 µm d’épaisseur associées à un témoin positif 

externe de rate. L’anticorps utilisé est le QR1 commercialisé par Diagomics (Quartete) 

(Ref- 1-PR292-05).  
La technique mise au point au CFB avec l’automate Roche-Ventana Benchmart Ultra 

est la suivante : démasquage de 32 min par le tampon CC1 Tris et EDTA au ph 8,4 ; 

dilution primaire au 1/100 dans un tampon Roche ; temps d’incubation 32 min et 

révélation avec le kit Optiview selon la procédure recommandée par le fournisseur 

(Roche-Ventana).  

 

La recherche de fusion ALK est réalisée par immunohistochimie sur des lames de 5 

µm d’épaisseur associées à un témoin positif externe de cellules de la lignées MB CC 

ALK commercialisé par Zytomed (Ref-MB-CC ALK). L’anticorps utilisé est le 1A4 

commercialisé par Diagomics (Origene) (Ref- C0001MA01-MA).  
La technique mise au point au CFB avec l’automate Roche-Ventana Benchmart Ultra 

est la suivante : démasquage de 64 min par le tampon CC1 Tris et EDTA à ph 8,4 ; 

dilution de l’anticorps primaire au 1/100 dans un tampon Roche ; temps d’incubation 

56 min et révélation avec le kit Optiview selon la procédure recommandée par le 

fournisseur (Roche-Ventana).  

 

La recherche de fusion ROS1 est réalisée par immunohistochimie sur des lames de 5 

µm d’épaisseur associées à un témoin positif externe de cellules de la lignées MB CC 

ROS1 commercialisé par Zytomed (Ref-MB-CC ROS1). L’anticorps utilisé est le 

EP282 commercialisé par Diagomics (BioSB) (Ref- Ref-BSB-3626).  
La technique mise au point au CFB avec l’automate Roche-Ventana Benchmart Ultra 

est la suivante : démasquage de 64 min par le tampon CC1 Tris et EDTA à ph 8,4 ; 

dilution de l’anticorps primaire au 1/400 dans un tampon Roche ; temps d’incubation 

60 min et révélation avec le kit Optiview selon la procédure recommandée par le 

fournisseur (Roche-Ventana).  
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E- Technique IDYLLA™ mutation - EGFR  
Principe de la technique Idylla™ 

Depuis 2017, la société Biocartis commercialise un kit aux normes CIVD de 

détection des mutations de l’EGFR fonctionnant sur un automate nommé Idylla™, 

couplant l’extraction d’ADN à la recherche de mutation. Cet automate réalise cette 

analyse en 129 minutes. Les cartouches du test EGFR sont prêtes à l'emploi et 

contiennent les réactifs nécessaires pour effectuer la préparation des échantillons, la 

détection et l'amplification PCR multiplex en temps réel, à partir de coupes de tissus 

fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE).  

Le logiciel Idylla™™ EGFR (TTP EGFR) analyse automatiquement les données de 

PCR obtenues.  

L'Idylla™™ EGFR Mutation Test détecte trois mutations ponctuelles différentes : 

p.G719S (c. G2155A), p.G719C (c. G2155T), p.G719A (c.G2156C) dans l'exon 18 ; 

six familles différentes de délétions allant de 9 à 24 pb dans l'exon 19 ; cinq insertions 

différentes (p.InsASV9, p.InsASV11, p.InsSVD, p.InsG, p.InsH) et deux mutations 

ponctuelles p.S768I (c.G2303T) et p.T790M (c.C2369T) dans l’exon 20 et les 

mutations p.L858R (c.T2573G) et p.L861Q (c.T2582A) dans l'exon 21 soit plus de 97% 

des mutations connues de l’EGFR (23).  (Liste des mutations détaillées en annexe 2.)  

Description de la console Idylla™ 

L’appareil Idylla™ est constitué d’un écran tactile, appelé Console, relié à un ou 

plusieurs Instruments (Figure 13). La console pilote les différents instruments. Un 

instrument permet d'analyser une cartouche Idylla™ à la fois.  

 

Figure 13 : Un instrument et la console Idylla™. 
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Description de la cartouche Idylla™ 

Chaque cartouche EGFR à usage unique est emballée individuellement et est 

identifiée par un code barre qui une fois scanné, assure la vérification de sa date de 

validité, l’identification du prélèvement et qui permet de programmer automatiquement 

l’instrument. Une fois que les copeaux FFPE sont introduits dans la cartouche, cette 

dernière est insérée dans l’instrument. Toutes les étapes techniques, de l’extraction à 

la révélation, se passent au sein de la cartouche. Il n’y a ainsi aucun risque de 

contamination de l’instrument par les amplicons obtenus.  

 
Figure 14 : Cartouche Idylla™ 
(1) visualisation de la membrane de lyse et (2) des 5 puits de PCR.  
 
Chambre de lyse et d’extraction :  

Les copeaux FFPE sont déposés sur une membrane souple transparente qui se situe 

au fond de la chambre de lyse et d’extraction (Figure 14.1). La combinaison de réactifs 

chimiques, d’enzymes, de chaleur et d’ultrasons focalisés de haute intensité (UFHI) 

induit rapidement le déparaffinage, la désintégration du tissu et la lyse cellulaire afin 

de libérer l’ADN.  

 

 

(1) 

(2) 
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Purification de l’ADN extrait :  
La surface de la cartouche est dotée de deux puits de connexion, un des puits distribue 

le produit d'extraction dans différents circuits pour la purification. Une fois la purification 

réalisée, l’ADN est acheminé dans un puit comportant le mélange réactionnel 

d’amplification.  

 
PCR multiplex :  
Le mélange réactionnel est acheminé par un capillaire et est distribué dans les cinq 

puits où se déroulent les PCR multiplex (Figure 14.2). La technique Idylla™ utilise le 

système PlexPrimer/PlexZyme de la société SpeedX (Figure 15). 

Le système PlexPrimer augmente la spécificité de la détection d’un variant en insérant 

au sein de l’amplicon, en amont de la mutation, une séquence unique d’une dizaine 

de nucléotide. Cet amplicon est ciblé par le système PlexZymes, doté d’une sonde 

unique qui reconnaît la séquence insérée avec le variant et d’une seconde sonde 

reconnaissant la suite de l’amplicon. Les deux sondes acquièrent en s’unissant une 

activité catalytique et sont reconnues par une troisième sonde, dite “universelle”, 

couplée à un fluorochrome et à un désactivateur (quencher).  Une fois la sonde clivée 

par l’activité catalytique, le fluorochrome est éloigné du désactivateur, et le système 

Idylla™ détecte la fluorescence émise. Dans chacun des puits, le système Idylla™ 

peut détecter 5 sondes universelles différentes. Les sondes PlexPrimer/PlexZyme 

permettent au système Idylla™ de détecter spécifiquement 51 mutations avec 

seulement 5 chambres d’amplification et 5 couleurs détectées.  

Pour placer les 5 puits sous les cellules de mesure de fluorescence de l’instrument 

Idylla™, le second puits de connexion présent à la surface de la cartouche (Figure 

14.2), assure la rotation du bras.  
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Figure 15 : Système PlexPrimer et PlexZyme de la société SpeedX. 
Schéma de TAN et al. 2017 (24). 

Validation du test EGFR Idylla™ par le logiciel 

Le logiciel Idylla™ EGFR (TTP EGFR) analyse automatiquement les signaux 

fluorescents obtenus et calcule une valeur de cycle de quantification (Cq) pour chaque 

courbe d’amplification. Dans chacun des cinq puits d’amplification, une PCR de 

contrôle ciblant un fragment préservé de la zone transmembranaire du gène EGFR 

permet (i) un contrôle de la technique, (ii) permet de mesurer la quantité d’ADN 

amplifiable dans l’échantillon et (iii) l’analyse des mutations de l’échantillon. La 

moyenne des cinq Cq des PCR de contrôle est calculée et correspond au CQ du 

contrôle EGFR donné dans le rapport de la console Idylla™.  

La société Biocartis préconise un CQ du contrôle EGFR proche de 22 pour considérer 

que l’échantillon et la technique soient valides. 
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La présence d’un génotype mutant est déterminée en calculant la différence entre la 

valeur Cq de l’EGFR et la valeur Cq obtenue pour les signaux mutants. Cette 

différence est appelée ΔCq.  

Le système Idylla™ valide les mutations détectées à l’aide du ΔCq. Au-delà d’un seuil 

de ΔCq fixé par Biocartis et non communiqué, l’amplification est jugée non spécifique 

et non valide. Biocartis recommande d’avoir un Cq de l’EGFR inférieur ou proche de 

22 pour considérer la technique valide. 

 

A l’écran de la console, les résultats sont rendus sous forme de tableau (Figure 

16), listant les génotypes avec le résultat de la présence ou non d’une mutation et le 

CQ du contrôle EGFR.   

A 

 
B 

 
Figure 16 : Résultats affichés sur la console Idylla™. 
A : échantillon ne comportant pas de mutation de l’EGFR ; B : échantillon comportant 
une mutation L858R, exon 21 de l’EGFR.  
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Interface Idylla™ Explore 

La console Idylla™ est reliée au réseau et transmet les résultats de manière 

anonyme à une interface développée par la société Biocartis appelée « Idylla™ 

Explore » (Figure 17). Notre équipe de pathologie moléculaire a accès à ce service 

sécurisé, où tous les tests sont répertoriés de façon anonyme. A partir de cette 

plateforme, nous avons accès aux courbes de fluorescence de chaque puits.  

  

A 

 
B 
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C 

 
D 

 
Figure 17 : Interface Idylla™ Explore. 
A : Vue rapide d’un test, tableau de synthèse des résultats et courbes d’amplification.   
B, C et D : Vue détaillée des courbes de fluorescence de chaque puits ;  
B : “Show only target detected” et “Show only valid curves” Amplifications validées par le 
système Idylla™ ;  
C : “Show only target detected” Courbes d’amplifications détectées ;  
D : Toutes amplifications ou fluorescences détectées.  
 
  



30 

Évaluation de la quantité de matériel minimale pour la recherche 
de mutation de l’EGFR.   

Pour la validation de la technique Idylla™ EGFR, Biocartis recommandait de ne 

pas dépasser une quantité de matériel : soit une surface totale d'échantillon maximale 

de 2000 mm² pour les coupes de tissu inclus en paraffine (FFPE) de 5μm ou une 

surface totale d'échantillon maximale de 1000 mm² pour les coupes de tissu FFPE de 

10 μm (Figure 18).  

 
 
Figure 18 : Critères recommandés pour la sélection des échantillons de 
l'Idylla™ EGFR Mutation Test. 
Arbre décisionnel  de Nv et Wittelaan (25). 
 

Au sein de notre laboratoire, afin de préserver le matériel, nous avons réalisé 5 

tests rétrospectifs sur des prélèvements dont nous connaissions le statut mutationnel 

de l’EGFR qui avait été établi par analyse préalable par NGS, et ce afin d’évaluer la 

quantité de matériel minimale requise pour la détection d’une mutation de l’EGFR par 

la technique Idylla™, avec un CQ contrôle EGFR proche de 22.  

 

Les mutations des 4 échantillons testés ont été détectées par la technique Idylla™, le 

prélèvement N°1 a été testé deux fois et nous a permis de connaître la quantité 

minimale de copeaux à utiliser pour permettre une détection.  

 

L’échantillon A est un prélèvement de type “cytoponction” avec une cellularité estimée 

à environ 300 cellules et 30% de cellules tumorales sur les coupes HES avant 

réalisation des copeaux. La recherche de mutation EGFR par la technique NGS, avait 

mis en évidence une délétion de l’exon 19 (c.2235_2249del ; p.(Glu746_Ala750del) ) 

avec une fréquence du variant allélique (VAF) à 2,8%. 
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La quantité du matériel du premier test, 2 coupes FFPE à 5µm, n’a pas permis de 

détecter la délétion de l’exon 19 par le système Idylla™. L’analyse détaillée des 

courbes sur Idylla™ Explore mettait toutefois en évidence une courbe d’amplification 

DEL 15 non validée, correspondant à la délétion de l’exon 19 avec un CQ contrôle 

EGFR de 35.56 et un ΔCQ à 10.86, soit suggérant un matériel insuffisant lors de cette 

analyse (Figure 19, Tableau 3) 

 
Figure 19 : Résultats Test 1 échantillon n°1. 
Mise en évidence d’une courbe d’amplification nommée DEL15 par la technique Idylla™, qui 
détecte entre autres la délétion c.2235_2249del.  
 

Dans un second temps, sur le même échantillon A, nous avons testé une 

quantité de matériel de 4 coupes FFPE à 10µm. La mutation DEL19 a été détectée et 

validée par la technique avec un CQ du contrôle de l’EGFR à 25,3 et un ΔCq à 6,67. 

(Figure 20, Tableau 3). 

 
Figure 20 : Résultats test 2 échantillon n°1. 
Courbe d’amplification validée nommée DEL15 par la technique Idylla™, qui détecte entre 
autres la délétion c.2235_2249del.   
 

Nos tests rétrospectifs ont également porté sur des prélèvements type biopsie 

bronchique. Nous avons testé deux biopsies, échantillon B et C, comportant 

respectivement 30 et 10 % de cellules tumorales avec un VAF respectif de 3,7 et 12,3 
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%.  Avec une quantité de matériel de 4 coupes FFPE à 10 µm pour l’échantillon n°2 et 

6 coupes FFPE à 10 µm pour l’échantillon n°3. Les deux tests ont permis de mettre en 

évidence les mutations connues avec des CQ contrôle de l’EGFR de respectivement, 

22 et 24,3 et un ΔCq de 4,58 et 4,69 (Tableau 3).   

Pour finir, nous avons testé un échantillon situé en dessous du seuil de sensibilité 

défini par Biocartis. L’échantillon D était en effet, un prélèvement de type biopsie, 

comportant 5% de cellules tumorales avec un VAF de 2%. Une quantité de matériel 

de 6 copeaux à 10 µm a permis de détecter la mutation avec un CQ de contrôle à 22,4 

et un ΔCq de 6,95 (Tableau 3).  

 
 

Cas Type % 
CT 

Quantité 
de 
matériel 

CQ 
contrôle 
EGFR / 
ΔCq 

Validation 
Idylla™™ 

Résultat NGS VAF 
% 

A Cytoponction 30% 2 coupes 
FFPE  
5 µm 

27,7/10,86 WT EGFR_ex19 
p.(E746_A750del) 

2.8 

A 
bis 

Cytoponction 30% 4 coupes 
FFPE10µm 

25,3/6,67 DEL 15 EGFR_ex19 
p.(E746_A750del) 

2.8 

B Biopsie 30% 4 coupes 
FFPE 
10µm 

22 / 4,58 L858R EGFR_ex21 
(L858R) 

3.7 

C Biopsie 10% 6 coupes 
FFPE  
10µm 

24,3/ 4,69 DEL 15 EGFR_ex19 
p.(E746_A750del) 

12.3 

D Biopsie 5% 4 coupes 
FFPE 
20 µm 

22,4 / 6,95 L861Q EGFR_ex21 
(p.L861Q) 

2 

Tableau 3 : Récapitulatif des 5 tests rétrospectifs pour estimer la quantité 
minimale de copeaux FFPE au sein de notre laboratoire. 
WT (Wild Type) : EGFR sauvage, non muté.  
 
Notre second objectif était de standardiser le nombre de copeaux à réaliser entre 

chaque échantillon et avec la quantité de matériel nécessaire pour l'extraction d’ADN 

en vue de l’analyse NGS.   

Nous avons conclu que 4 coupes à 15 µm ou 3 coupes à 20 µm (plus facile à manipuler 

et introduire dans les cassettes IdyllaTM), permettaient la détection des mutations à la 

fois des cytoponctions et des biopsies et étaient la quantité déjà préconisée pour 

l’extraction d’ADN en vue de l'analyse NGS.  
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Réalisation en routine de la recherche des mutations de l’EGFR 
par la technique Idylla™ 

L’automate Idylla™ est simple d’utilisation, le temps technicien est estimé à 

environ 5 à 10 min par patient. Les copeaux sont disposés entre deux filtres humidifiés 

afin de les insérer facilement dans la cartouche identifiée. Puis celle-ci est introduite 

dans l’instrument et l’analyse démarre (Figure 21). 

La manipulation est détaillée en annexe 3 : fiche technique Idylla™ mutation EGFR.  

 
Figure 21 : Différentes étapes du temps technicien de la technique Idylla™. 
A : dépôt des copeaux FFPE entre deux filtres humides, B : introduction des copeaux FFPE 
avec filtres au sein de la chambre de lyse, C : vérification des copeaux au contact du tampon 
de lyse situé au fond de la chambre, D : présentation et scanne du code barre de la cartouche 
E : introduction de la cartouche dans le bac.  
 
  

A B 

D E 

C 



34 

Validation et rédaction du compte rendu  

Quand l’analyse Idylla™ est terminée, via la console ou via Idylla™ explore 

nous avons accès au tableau de résultat avec le Cq de contrôle de l’EGFR. A partir de 

la plateforme Idylla™ explore, nous regardons le profil des courbes et notamment si 

nous avons des courbes d’amplification non validées avec un Delta Cq proche de 10. 

Nous prenons cette précaution pour éviter les faux négatifs, et si le cas se présente 

nous mettons des réserves sur le résultat.  

F- Technique NGS  
L'analyse NGS du CHU de Caen est réalisée par le service de génétique.  

 

L’extraction des acides nucléiques est réalisée avec l’automate Maxwellâ, à partir de 

4 coupes à 15µm FFPE. La technique d’extraction se déroule sur une nuit et un jour à 

en utilisant le kit Maxwell CSC DNA FFPE Kit (réf : 2852120).  

 

La préparation des librairies se fait manuellement sur 2 jours une fois par semaine, 

jeudi-vendredi, par deux techniciens, pour prévenir toute erreur de manipulation, qui 

utilisent la méthode par amplification et préparent le panel CLv3 (Colon and Lung 

Cancer Panel v3) commercialisé par thermofisher. Une quantité de 10 ng est utilisée, 

et le nombre de librairie préparée est non limité.  

 

L’appareil utilisé pour l’amplification et le chargement de la puce est l’automate Ion 

Chef de thermofisher. L’amplification se déroule dans la nuit du lundi, pour ensuite 

insérer la puce dès le mardi matin dans le séquenceur Ion GeneStudio S5 series. Les 

reads alignés sur le génome de référence sont disponibles dès le mercredi matin. Les 

résultats analysés par le biologiste sont rendus le plus souvent le jeudi soir.   

Pour l’analyse des données générées par le panel CLv3, deux pipelines différents sont 

utilisés : Torrent suite 5.6 et Nextgene (Softgenetics) afin d’écarter l’identification 

artéfactuelle d’un variant (toute mutation identifiée dans un prélèvement doit être mise 

en évidence par ces deux pipelines).  

 

La profondeur moyenne est supérieure à 500X, la limite de détection est de 3% pour 

les mutations ponctuelles et 5% pour les insertions/délétions avec une profondeur 

minimale de 100X par amplicon. 
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G- Estimation du coût  
Sans compter le prix des automates (mis à disposition) et le temps technicien, 

l'analyse Idylla™ pour un patient coûte environ 180 euros, le prix de la cartouche 

EGFR. Concernant le NGS, en ne comptant que le prix des réactifs, la technique 

revient à environ 450 euros par patient.  

 

H- Analyses statistiques  

Évaluation de la population  

 Pour analyser notre population nous avons comparé la répartition 

homme/femme, le statut tabagique et l’âge des patients entre les deux centres et entre 

les patients mutés et non-mutés à l’aide d'un test du khi² et d’un test non paramétrique 

pour données non appariées de Mann-Whitney.  

 

Évaluation de la concordance  

Pour évaluer les performances diagnostiques de la technique Idylla™ EGFR 

par rapport à la technique NGS nous avons calculé les pourcentages de concordance 

totale, positive et négative (26).  

 

Évaluation du délai de technique Idylla™ NGS 

Afin de comparer les délais d’analyse des deux méthodes (temps entre la date 

de prélèvement et la date de résultat), nous avons colligé pour chaque patient la date 

du prélèvement, la date de résultat du compte rendu par technique Idylla™ et la date 

du résultat du compte rendu par technique NGS.  Nous avons calculé la moyenne et 

l’écart-type (SD) des délais pour chaque technique et comparé les délais en jours 

ouvrés et en jours calendaires à l’aide du test non paramétrique pour données 

appariées de Wilcoxon.  

 

Évaluation du bénéfice pour le patient  

Le bénéfice pour le patient de la recherche rapide du statut EGFR par technique 

Idylla™ a été apprécié chez les patients EGFR mutés en colligeant la date de RCP et 
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la date de la mise sous traitement par ITK. Nous avons calculé et comparé les délais 

en jours ouvrés par rapport à la date du compte rendu par technique Idylla™. 

 

Évaluation de la consommation du matériel 

Après réalisation des copeaux FPPE pour la technique NGS puis la technique 

Idylla™, nous avons réalisé une lame HES afin d’évaluer le pourcentage de cellules 

tumorales restantes sur le bloc. Nous avons calculé le pourcentage d’échantillon pour 

lequel la cellularité tumorale était inférieure ou égal à 5% afin d’estimer les échantillons 

sur lesquels d’autres analyses complémentaires ne peuvent pas être envisagées. 

Nous avons comparé la cellularité tumorale avant et après réalisation des copeaux à 

l’aide du test de Wilcoxon. Enfin nous avons comparé la cellularité tumorale après 

biologie moléculaire des échantillons du CHU versus du CFB à l’aide du test de Mann-

Whitney.  

 

Évaluation du délai technique et d’interprétation de l’expression 
de PD-L1 et des recherches de fusions ALK et ROS1.  

Le statut PD-L1, ALK et ROS1 sont avec le statut EGFR requis pour l’initiation 

du traitement. Nous avons colligé pour chaque patient la date du prélèvement et la 

date à laquelle le statut PD-L1, ALK et ROS1 sont validés par le pathologiste. Nous 

avons calculé la moyenne et l’écart-type (SD) des délais d’analyse en jours ouvrés et 

en jours calendaires par rapport aux résultats du statut EGFR par technique Idylla™ 

et NGS. Nous avons comparé les délais d’analyse entre le CHU et le CFB à l’aide du 

test de Mann-Whitney.   

 

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées à l'aide de Microsoft Excel 

version 16.47.1 et du logiciel Graphpad PRISM version 8.4.2.  
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III- Résultats  
A- Caractéristiques de la population des patients de l’étude ID-

MUT : 
 

 Total 
(n=201) 

CHU  
(n=63) 

CFB  
(n=138) 

p value 
CHU/CFB 

Patients mutés 
(n=25/ 12,4 %) 

p value  
M/WT 

Population  

Homme 113 (56,2%) 39 (61,9%) 74 (53,6%) 
p = 0,27 

8 (32,0%) 
p = 0,009 

Femme 88 (43,8%) 24 (38,1%) 64 (46,4%) 17 (68,0%) 
Âge (moyenne) 65,6 64,2 66,2 p = 0,21 65,8 p = 0,05 

Statut tabagique  

Non-fumeur 34 (16,9%) 9 (14,3%) 25 (18,1%) 

p = 0,16 

15 (60,0%) 

p < 0,0001 
Petit fumeur (£ 10 PA) 9 (4,5%) 2 (3,2%) 7 (5,1%) 4 (16,0%) 
Gros fumeur (>10 PA) 156 (77,6%) 50 (79,4%) 106 (76,8%) 6 (24,0%) 
Non connu 2 (1,0%) 2 (3,2%) 0  0 

Histologie - OMS 2015 4ème édition 

Adénocarcinome 148 (73,6%) 42 (66,7%) 106 (76,8%)  22 (88,0%)  

CBPNPC NOS 27 (13,4%) 11 (17,5%) 16 (11,6%)  0  
CBPNPC en faveur 

d'un ADK 20 (10,0%) 10 (15,9%) 10 (7,2%)  3 (12,0%)  

Carcinome 
épidermoïde 4 (2,0%) 0 4 (2,9%)  0  

Tumeur carcinoïde 1 (0,5%) 0 1 (0,7%)  0  
Carcinome à petites 

cellules & 
adénocarcinome 
composés 

1 (0,5%) 0 1 (0,7%) 

 

0 

 

Stades – TNM 8ème édition 
I A 4 (2,0%) 2 (3,2%) 2 (1,4%)  1 (4,0%)  

I B 3 (1,5%) 2 (3,2%) 1 (0,7%)  0   

II A 2 (1,0%) 1 (1,6%) 1 (0,7%)  1 (4,0%)  

II B 4 (2,0%) 2 (3,2%) 2 (1,4%)  0  

III A 18 (9%) 4 (6,3%) 14 (10,1%)  2 (8,0%)  

III B 9 (4,5%) 4 (6,3%) 5 (3,6%)  0  

III C 3 (1,5%) 0  3 (2,2%)  0  

IV A 47 (23,4%) 10 (15,9%) 37 (26,8%)  7 (28,0%)  

IV B 111 (55,2%) 38 (60,3%) 73 (52,9%)  14 (56,0%)  
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Tableau 4 : Caractéristique de la population des patients de l’étude ID-MUT. 
M : patients mutés EGFR 
WT : (Wild type) patients non mutés EGFR 
PA = unité de mesure paquet-année : (nombre de cigarettes fumées par jour ÷ 20) X 
nombre d'années de tabagisme).  
 

L’étude a inclus 201 patients, 63 patients du CHU et 138 patients du 

CFB (Tableau 4) ; 113 hommes (56,2%) et 88 femmes (43,8%) avec une moyenne 

d’âge au diagnostic de 65,6 ans (36-89 ans).  

Pour ces patients, nous disposions de 150 prélèvements biopsiques (77,6%), 46 

cytoponctions (22,9%) et 5 biopsies chirurgicales (2,5%). Le type histologique le plus 

représenté était l’adénocarcinome (73,6%) selon la classification OMS 2015. 158 

(78,6%) patients présentaient une maladie métastatique, stade IV au moment du 

diagnostic.  

 

 

 Total (n=201) CHU  
(n=63) 

CFB  
(n=138) 

Patients mutés 
(n=25/ 12,4 %) 

Type de prélèvement     

Biopsie par fibroendoscopie 81 (40,3%) 38 (60,3%) 43 (31,2%) 9 (36,0%) 
Cytoponction 44 (21,9%) 19 (30,2%) 25 (18,1%) 5 (20,0%) 
Biopsie par scanner 41 (20,4%) 0 41 (29,7%) 6 (24,0%) 
Biopsie par échographie 28 (13,9%) 2 (3,2%) 26 (18,8%) 3 (12,0%) 
Biopsie chirurgicale 5 (2,5%) 3 (4,8%) 2 (1,4%) 1 (4,0%) 
Cytologie 2 (1,0%) 1 (1,6%) 1 (0,7%) 1 (4,0%) 
Site biopsique     
Poumon 103 (51,2%) 42 (66,7%) 61 (44,2%) 12 (48,0%) 
Adénopathie 51 (25,4%) 18 (28,6%) 33 (23,9%) 6 (24,0%) 
Métastase osseuse 20 (10,0%) 1 (1,6%) 19 (13,8%) 5 (20,0%) 
Métastase pleurale 5 (2,5%) 1 (1,6%) 4 (2,9%) 1 (4,0%) 
Métastase autres 

localisations 21 (10,4%) 0 21 (15,2%) 1 (4,0%) 

Métastase cérébrale 1 (0,5%) 1 (1,6%) 0 0 
Technique mutation EGFR 

Idylla™     
Validé par le biologiste 196 (97,5%) 61 (96,8%) 135 (97,8%) 25 (100%) 
Non interprétable par le 

biologiste  4 (2,0%) 2 (3,2%) 2 (1,4%) 0 

Non validé par Idylla™ 1 (0,5%) 0  1 (0,7%) 0 
NGS     
Validé par le biologiste 198 (98,5%) 63 (100%) 135 (97,8%) 25 (100%) 
Non contributif 3 (1,5%) 0 3 (2,2%) 0  
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Les prélèvements tumoraux des 201 patients retenus pour cette étude ID-MUT ont pu 

être analysés à la fois par la technique IdyllaTM et NGS. Concernant la technique 

Idylla™ : 200 (99,5%) analyses ont été validées par le logiciel Idylla™ et 196 (97,5%) 

par le biologiste. En effet, 4 prélèvements (2,0%) présentaient un CQ de contrôle de 

l’EGFR supérieur ou égal à 26 et ont été évalués par le biologiste comme « non 

interprétables ». La console Idylla™ avait rapporté un problème technique pour le seul 

prélèvement non validé automatiquement par le logiciel Idylla™.  

Concernant la technique NGS, 3 prélèvements (1,5%) ont été validés comme « non 

contributifs » par le biologiste, l’ADN de ces derniers n’ayant pas pu être amplifié.  

Au final, un seul patient n’a pas pu bénéficier de l’analyse moléculaire du gène EGFR 

à la fois par NGS et par Idylla™.  

Sur les 201 patients inclus, 25 (12,4%) patients présentaient une mutation de l’EGFR, 

avec une majorité de femmes (n=17 (68,0%) ; p value = 0,009) et une majorité de non-

fumeurs (n=15, (60%) ; p value < 0,0001).  

  



40 

B- Concordance entre les résultats du statut mutationnel de 
l’EGFR déterminés par technique de l'Idylla et la méthode de 
référence (NGS) 

 
Figure 22 : Flow chart avec détails des résultats Idylla™ et NGS. 
 

  



41 

Tableau 5 : Résultats du statut mutationnel de l’EGFR par technique Idylla™ comparés 
à la méthode de référence (NGS). 
Cette analyse exclue les 7 échantillons sans résultats.   
 

Des résultats concordants ont été obtenus pour 188 échantillons (Figure 22 et 

Tableau 5 ; cases surlignées en gris). Pour 2 échantillons, une double mutation a été 

obtenue avec la méthode de référence, ces échantillons ont été considérés comme 

concordants (Tableau 5 ; cases surlignées en orange). 6 échantillons indiquaient des 

résultats discordants (Tableau 5; cases surlignées en bleu). 4 échantillons était exclus 

de l'analyse de concordance car la méthode de référence indiquait une mutation non 

ciblée par l'Idylla™ EGFR (Tableau 5; cases surlignées en vert et Figure 22). 

 

L'analyse de concordance des résultats du test est présentée dans le Tableau 6. Pour 

l’analyse de concordance, nous avons exclu les 7 échantillons sans résultats et les 4 

échantillons dont la mutation n’est pas ciblée par l’Idylla™ EGFR. 

 

  
Méthode NGS 

  Mutation détectée Aucune mutation détectée Total 

Idylla™™ 
EGFR 

Mutation détectée 19 0 19 
Aucune mutation détectée 2 169 171 

Total 21 169 190 
Tableau 6 : Concordance et discordance entre les résultats du statut mutationnel de 
l’EGFR déterminés par technique Idylla™ et méthode de référence (NGS). 
Cette analyse exclue les 7 échantillons sans résultats et les 4 échantillons dont la 
mutation n’est pas ciblée par l’Idylla™ EGFR. 
  

  NGS - résultats EGFR 

Idylla™  
EGFR  

EGFR 
DEL 
Ex19 

Q787P/ 
T790M V774L L858R 

DEL 
Ex19/ 
V769M L861Q E711V 

Ins 
Ex20 V774M 

DELIns 
EX19 

Aucune 
mutation 
détectée Totaux 

DEL 
Ex19 9       1            10 
T790M   1                  1 
L858R       7              7 
Ins EX20               1      1 
Aucune 
mutation 
détectée  1   1     1 1   1 1 169 175 
Totaux 10 1 1 7 1 1 1 1 1 1 169 194 



42 

Le Tableau 7 présente les concordances des résultats de recherche des mutations de 

l’EGFR par la technique IdyllaTM et NGS, en pourcentage. Il en résulte un pourcentage 

de concordance totale de 98,95% entre l'Idylla™ et le NGS 

 
 Estimation ponctuelle 
Concordance totale 98,95% 
Concordance positive (Présence d’une 
mutation de l’EGFR dans l’échantillon 
analysé) 

90,51% 

Concordance négative (Absence de 
mutation de l’EGFR dans l’échantillon 
analysé) 

100% 

Tableau 7 : Concordance du résultat de recherche des mutations de l’EGFR par 
la technique Idylla™ avec celui de la méthode de référence (NGS). 

 

Détails des cas discordants  

Six échantillons se sont révélés discordants (Tableau 5 et Figure 22), pour 

chaque cas les conditions matérielles requises par le fournisseur pour la bonne 

exécution du test ont été respectées. Pour 4 patients la discordance était due à une 

mutation de l’EGFR rare non recherchée par la technique Idylla™ (Tableau 8).  

Mutations EGFR rares de la cohorte Valeur prédictive à la réponse aux 
ITK 

Ex18 c.2132A>T ; p.(Glu711Val) Valeur prédictive indéterminée 

Ex19 c.2240_2264delinsCGAAAGA ; 

p.(Leu747_Ala755delinsSerLysAsp) 

Confèrent une sensibilité de l’EGFR aux 

ITK de 1ère et 2ème génération.  

Ex20 c.2320G>A ; p.(Val774Met) Valeur prédictive indéterminée 

Ex20 c2320G>T ; p.(VAL774Leu)  Valeur prédictive indéterminée 
Tableau 8 : Détails des mutations rares présentent au sein de la cohorte non 
recherchée par Idylla™ et leurs valeurs prédictives à la réponse aux ITK. 
 
Patients avec un résultat faux négatif par Idylla™ : 
 
Patient 1 : Le prélèvement du CFB était une biopsie osseuse d’une métastase d’un 

adénocarcinome TTF1+ d’une femme de 74 ans, avec une cellularité tumorale évaluée 

à 40% (plus de 100 cellules analysables). L’analyse par NGS met en évidence une 

mutation de l’EGFR : variant c.2582T>A, p.(Leu861Gln) dans l’exon 21 avec une 
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fréquence allélique de 11,10 %. L’analyse Idylla™ ne détecte aucune mutation (Cq 

contrôle EGFR = 26,8). Le CQ du contrôle de l’EGFR est élevé (supérieur à 26) et 

aurait dû alerter sur la validité de l’analyse d’autant plus que le prélèvement avait été 

décalcifié à l’EDTA ce qui endommage l’ADN.  

 

Au cours de l’étude en dehors de ce cas, 4 autres cas avec un CQ contrôle trop 

élevé (supérieur à 26) ont été validé comme non contributifs. La moyenne des CQ de 

contrôle en excluant les 4 résultats Idylla™ non contributifs était de 21,7 (SD 2,2).  

La Figure 23 illustre la répartition des CQ de contrôle de l’EGFR de chaque échantillon 

validé par la technique Idylla™ et par le biologiste : 58 échantillons (29,6%) présentent 

un CQ de contrôle de l’EGFR supérieur à 22 (valeur théorique fixée par Biocartis).   

 
Figure 23 : Répartition des CQ de contrôle de l’EGFR de chaque échantillon validé par 
la technique Idylla™ et le biologiste. 
 
Patient 2 : Le prélèvement du CFB était une biopsie osseuse d’une métastase d’un 

carcinome non à petites cellules en faveur d’un adénocarcinome TTF1+ d’une femme 

de 67,2 ans, avec une cellularité tumorale évaluée à 10% (plus de 100 cellules 

analysables). L’analyse par NGS met en évidence une mutation EGFR : variant 

c.2240_2257del, p.(Leu747_Pro753delinsSer) dans l’exon 19 avec une fréquence 

allélique de 2,80 %. L’analyse Idylla™ ne détecte aucune mutation (Cq contrôle EGFR 

= 24,1). L’outil Idylla™ Explore (Figure 24) montre la présence d’une courbe 

d’amplification appelée Del18/21b/24 qui apparaît à partir de 34 cycles. La Del 18 
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correspond à la mutation c.2240_2257del, p.(Leu747_Pro753delinsSer) dans l’exon 

19 mis en évidence et validée par le NGS. L’amplification de cette mutation n’a pas 

été validée par le système Idylla™ car le ΔCq (différence entre le CQ du contrôle de 

l’EGFR et le CQ de la mutation détectée) étaient en dehors des critères de validation 

du système Idylla™. Ici la fréquence allélique de la mutation mis en évidence par le 

NGS était faible et notre technique Idylla™ pour ce patient n’était pas suffisamment 

sensible. Après vérification, la lame HES de contrôle (après la réalisation des copeaux) 

objectivait une cellularité tumorale à 5%, nous pouvons supposer que le prélèvement 

ne comportait pas suffisamment de cellules tumorales.  

 
Figure 24 : Courbes d’amplifications détectées, validées et non validées par le système 
Idylla™ du patient 2. 
C : Courbe d’amplification violette nommée Del 18/21b/24 détectée à partir de 34 
cycles mais non validée par la technique Idylla™. Del 18 comprend la mutation 
c.2240_2257del, p.(Leu747_Pro753delinsSer) dans l’exon 19. 
 
Concordance des prélèvements décalcifiés :  
 

Dans notre cohorte nous avions 20 prélèvements décalcifiés (9,2%) par l’EDTA, 

un chélateur d’ions bivalents. Pour 2 échantillons le résultat Idylla™ n’était pas 

concordant avec le résultat NGS, soit la concordance globale pour les prélèvements 

décalcifiés par EDTA était de 90% (18/20).  
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C- Délai d’analyse Idylla™ versus NGS  
 Afin de comparer les délais d’analyse (temps entre la date de prélèvement et la 

date de résultat) des deux techniques, nous avons exclu les 7 prélèvements sans 

résultat Idylla™ ou NGS. La comparaison a été effectuée avec les 194 échantillons 

ayant eu un résultat valide avec les deux méthodes.  

Le délai d’analyse moyen pour Idylla™ est de 6,6 (3,7 SD) jours ouvrés versus 15,8 

(4,2 SD) jours ouvrés pour le délai d’analyse moyen par NGS. 

Les délais des deux techniques sont significativement différents avec un p-value 

<0,001 (Tableau 9).  

 

Délai d'analyse de EGFRm Jours ouvrés  Jours calendaires 
  Moy Med SD Test T  Moy Med SD Test T  
Idylla™ 6,6 6,0 3,7 p value <0,001 

  
9,3 8,0 5,2 p value < 0,001 

  NGS 15,8 15,0 4,2 21,8 21,0 5,9 
Tableau 9 : Comparaison des délais d'analyses de EGFRm par technique 
Idylla™ et NGS. 
Moy : moyenne  
Med : médiane 
SD : écart-type  
 

Les figures 25 et 26 montrent la répartition des délais d’analyses des 

échantillons.  

En jours ouvrés (Figure 25), avec l’analyse par Idylla™, le résultat de 90% des 

prélèvements était validé et disponible pour le clinicien à 11 jours, tandis qu’avec la 

technique NGS, il fallait attendre 21 jours pour atteindre ce seuil.  

En jours calendaires (Figure 26), avec l’analyse par Idylla™, le résultat de 90% des 

prélèvements était validé et disponible pour le clinicien à 15 jours, tandis qu’avec la 

technique NGS, il fallait attendre 29 jours pour atteindre ce seuil.  
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Figure 25 : Délai d’analyse de EGFRm en jours ouvrés par technique Idylla™ et NGS. 

 
Figure 26 : Délai d’analyse de EGFRm en jours calendaires par technique Idylla™ et 
NGS. 
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D- Bénéfice pour le patient  
 

 
Figure 27 : Délai en jours ouvrés de la mise sous traitement avec les différents délais 
d’analyse Idylla™, NGS et RCP pour les 16 patients mutés diagnostiqués par la 
technique Idylla™ et traités par un ITK. 

Pour apprécier le bénéfice de l’analyse rapide de la mutation EGFR, nous avons 

sélectionné les patients mutés diagnostiqués par la technique Idylla™ et traités par un 

ITK soit 16 patients (détails des patients en annexe 4). Nous avons comparé les délais 

en jours ouvrés à partir du prélèvement, de la RCP et de la mise sous traitement avec 

les délais de résultat de l’Idylla™ et du NGS. La Figure 27, met en évidence que pour 

10 patients (62,5%) le traitement a été instauré avant le résultat NGS et que pour 15 

patients (93,8%) la RCP a été réalisée avant le résultat NGS donc sur la base du 

résultat donné par la technique Idylla™.  

Le délai moyen entre le prélèvement et la mise sous traitement est de 12,9 (5,4 SD) 

jours ouvrés et le délai moyen entre le résultat Idylla™ et la mise sous traitement est 

de 6,4 (5,0 SD) jours ouvrés. 
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E- Consommation des prélèvements tumoraux inclus en paraffine 
pour le duo d’analyses du statut mutationnel de l’EGFR par 
IdyllaTM et NGS  

 
 Au cours de l’étude, pour 24 échantillons (11,9%) (20 échantillons du CHU et 4 

échantillons du CFB), la lame HES, après réalisation des copeaux ayant permis la 

recherche du statut mutationnel de l’EGFR, n’a pas été réalisée par les techniciens en 

poste probablement en raison d’une disparition du motif au sein du bloc. Pour les 177 

autres échantillons, la lame HES de contrôle a bien pu être réalisée : 22 échantillons 

(8 CHU et 14 du CFB) présentaient une cellularité tumorale inférieure ou égale à 5% 

(cellularité tumorale insuffisante pour envisager d’autres analyses complémentaires) 

(Figure 27).  

En considérant les 24 données non renseignées comme échantillons épuisés : 46 

échantillons (22,9%) étaient ainsi épuisés ou avaient une cellularité tumorale 

insuffisante pour envisager d’autres analyses complémentaires après la réalisation 

des copeaux nécessaires à l’analyse par IdyllaTM et à l’analyse par NGS ; soit 28 

échantillons du CHU et 18 échantillons du CFB.  

A noter que le nombre d’échantillons épuisés au CHU après réalisation de la biologie 

moléculaire est majoré, car au cours de l’étude, la prise en charge du pré-analytique a 

été modifiée et la réalisation d’une lame HES après copeaux a été supprimée par 

erreur de la feuille de travail.   

 

La cellularité tumorale présente au sein des prélèvements avant et après 

réalisation des copeaux est significativement différente avec un p value = <0,001 

(Tableau 9). 

Avant la réalisation des copeaux, la cellularité tumorale des prélèvements du CHU 

comparée à la cellularité tumorale des prélèvements du CFB ne présente pas de 

différence significative (p value = 0,55) (Tableau 9).  

Après la réalisation des copeaux, la cellularité tumorale des prélèvements du CHU 

comparée à la cellularité tumorale des prélèvements du CFB présente une différence 

significative (p value = 0,02) (Tableau 10).  
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Cellularité 
tumorale Moyenne Ecart-Type Test T 

 
Avant BM  42,1 24,7   

p value < 0,001 CHU 40,3 25,4 p value = 0,55 
CFB 42,5 24,3 

Après BM 33,8 23,9   
CHU 27,0 23,7 p value = 0,02 

  
CFB 35,9 23,6   

Tableau 10: Comparaison des cellularités tumorales avant et après réalisation 
des copeaux pour l'analyse de biologie moléculaire. 
BM : biologie moléculaire.  
 

 
Figure 28 : Répartition des cellularités tumorales des échantillons avant et après 
réalisation des copeaux nécessaire à la recherche de EGFRm. 
BM : biologie moléculaire 
CT : cellules tumorales  
NR : non renseignée 
 

F- Délai d’analyse de l’expression de PD-L1 et de la recherche de 
fusion ALK et ROS1. 
En moyenne le délai d’analyse (temps entre la date de prélèvement et la date 

de résultat) est de 14,4 (14,1 SD) jours ouvrés.  

Au CHU, le délai d’analyse est en moyenne de 10,5 (6,8 SD) jours ouvrés.  

Au CFB, entre le 1er janvier 2019 et le 15 janvier 2020, quand la technique et 

l’interprétation de ROS1 était réalisée par le service d’ACP du CHU, le délai d’analyse 

est de 21,9 (17,5 SD) jours ouvrés. Du 16 janvier jusqu’à la fin de l’étude, quand toutes 
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les techniques sont réalisées et interprétées par le CFB, le délai d’analyse est de 6,4 

(5,4 SD) jours ouvrés. Ces délais avant le 16 janvier 2020 et après le 16 janvier 2020 

sont significativement différents avec un p value = <0,001 (Tableau 11). 

  

 
Délai d'analyse 

PD-L1 ROS et ALK Jours ouvrés Jours calendaires 

  Moy Med SD Test T  Moy Med SD Test T  
Total 14,4 12,0 14,1   20,4 17,0 19,8   
CHU 10,5 9,0 6,8   14,9 13,0 9,5   
CFB 16,1 14,0 16,1   23,0 20,0 9,5   

1/01/19 – 15/01/20 21,9 18,0 17,5 p value < 0,001 30,3 25,0 24,6 p value < 0,001 
16/01/20 – 31/08/20 6,4 5,0 5,4 9,6 7,0 7,9 

Tableau 11 : Comparaison des délais d'analyses de PD-L1, ROS et ALK. 
Moy : moyenne  
Med : médiane 
SD : écart-type  

 

Quand on compare les délais d’analyses des 201 patients entre l’Idylla™ EGFR, 

le NGS et les statuts PD-L1, ROS1 et ALK : le délai d’analyse d’Idylla™ EGFR est 

toujours plus rapide et 31,3% des résultats PD-L1, ROS1 et ALK sont validés après le 

résultat NGS (Figure 29).  
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Figure 29 : Délai d'analyse en jours ouvrés des statuts PD-L1, ROS1 et ALK et de EGFRm 
par technique Idylla™ et NGS. 
IHC : l’ensemble des statuts PD-L1, ALK et ROS1 validés par le pathologiste.  
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IV- Discussion  
Dans les CBPNPC non épidermoïdes au stade avancé, la première ligne de 

traitement ne doit se décider qu’avec la connaissance des mutations drivers (ROS1, 

ALK et EGFR) et du statut PD-L1. Devant une maladie évoluant rapidement, l’enjeux 

actuel des laboratoires est de répondre à la demande de manière sensible et 

spécifique dans des délais compatibles avec la prise en charge du patient.  

 

Le but de l’étude prospective ID-MUT était de mettre en place et d’évaluer une analyse 

rapide ciblée de la mutation EGFR par technique Idylla™ et de la comparer à la 

technique par séquençage nouvelle génération (NGS) ion Torrent sur une cohorte de 

225 patients suivis au CHU et au Centre de Lutte Contre le Cancer de Caen.  

 

La mise en place de la technique Idylla™ au sein du service d’Anatomie et 

Cytologie pathologique du CHU de Caen a été simple, et présente peu de contrainte 

concernant son emplacement avec un temps technicien réduit. Concernant la 

calibration de la quantité de matériel utilisée, afin d’augmenter notre sensibilité sur les 

échantillons présentant un pourcentage de VAF faible, nous utilisons une quantité de 

matériel FFPE supérieure à celle préconisée par le fournisseur (3 coupes à 20 µm VS 

1 coupe à 10 µm). Nous utilisons la même quantité de matériel FFPE que pour la 

technique NGS ce qui facilite la réalisation des copeaux par les techniciennes mais qui 

épuise davantage le bloc. Dans notre étude, nous avons estimé qu’au maximum 22,9% 

des échantillons n’étaient plus exploitables après l’étude de biologie moléculaire par 

NGS et Idylla™. Depuis 2017, plusieurs études rétrospectives et depuis 2020 des 

études prospectives qui comparent la technique Idylla™ EGFR vs le NGS (ou d’autres 

méthodes de routine) et qui suivent les recommandations du fournisseur, c’est-à-dire 

1 copeau à 10 µm, concluent tous à une bonne sensibilité de la technique Idylla™. 

Notamment l’étude d’Evrard et al. rétrospective et multicentrique incluant 15 centres, 

qui évalue la technique Idylla™ EGFR sur 449 blocs archivés utilisant 1 coupe à 10 

µm conclut à une concordance de 97,6% (27). Dans notre étude nous avons une 

excellente concordance calculée à 98,9% en utilisant davantage de matériel. Au cours 

de l’étude, en évaluant la concordance des résultats EGFRm Idylla™ et NGS, nous 

avons pu ajuster nos critères de validation de la technique Idylla™ EGFRm, 

notamment en augmentant le seuil des CQ du contrôle de l’EGFR à 26.  
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La technique NGS en parallèle est indispensable pour la 2ème ligne de traitement 

concernant le statut mutationnel exhaustif des mutations de BRAF V600E, mutation 

de MET dans l’exon 14, mutation de KRAS G12C et pour la mutation de résistance à 

l’Osimertinib (ITK de 3ème génération) C797S (21,22). Elle reste indispensable pour les 

faux négatifs en Idylla™ EGFR et pour certaines mutations rares de l’EGFR non 

analysées par la technique Idylla™. Dans notre étude, le résultat NGS a permis de 

rendre éligible 3 patients à une ITK de 1ère et 2ème génération : 2 faux négatifs en 

Idylla™ et une mutation rare de l’EGFR non analysée par Idylla™ sensible au ITK de 

1ère et 2ème génération. Actuellement, des essais thérapeutiques sont en cours pour 

certaines mutations rares de l’EGFR (insertion de l’exon 20 et mutations dans l’exon 

18 et 21), et pour la mutation BRAF V600E, le saut d’exon 14 de MET, la mutation 

KRAS G12C et les mutations de HER2. Ces mutations sont toutes recherchées lors 

de l’analyse par NGS. Des essais thérapeutiques sont aussi en cours concernant les 

amplifications dans le gène MET et les translocations des gènes RET et NTRK1-3 

(22).  

Le NGS permet de suspecter une amplification du gène MET (en décelant un 

gain de copie) et de le signaler au clinicien et au pathologiste afin de confirmer cette 

amplification par hybridation in situ. L’analyse des fusions des gènes RET et NTRK1-

3 doivent se faire par hybridation in situ ou par séquençage de l’ARNm. Le NGS sur 

ADN n’est pas adapté pour ces altérations génomiques et complexifie la bio-

informatique. A Caen, la structure fédérative MOCAE (SF-MOCAE) travaille sur la mise 

en place du séquençage de l’ARN par NGS afin de rechercher ces fusions (technologie 

ARCHER). Cette technique nécessite l’extraction préalable de l’ARN sans 

consommation supplémentaire de matériel grâce à une co-extraction ADN/ARN.  

La gestion du matériel dans le diagnostic et le théranostic des CBPNPC est 

indispensable. Il est ainsi recommandé de prédéfinir des algorithmes des séquences 

techniques afin de regrouper les demandes pour économiser le bloc FFPE (3–5). En 

effet, à chaque nouvelle demande complémentaire sans rubans ni lames blanches 

disponibles, les techniciennes ont tendance à dégrossir le bloc FFPE malgré les 

ajustements du microtome réalisés manuellement. La technique de ruban utilisée au 

CFB semble performante avec de meilleurs résultats que le CHU concernant la 

disponibilité du matériel après la réalisation des copeaux (28 échantillons épuisés au 

CHU vs 18 échantillons au CFB). La technique des rubans implique d’avoir la place 
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nécessaire pour le stockage des rubans. Certains grands centres, comme l’Hôpital 

BICHAT – APHP, utilisent les rubans uniquement pour les petits prélèvements 

notamment pour les biopsies bronchiques et pulmonaires.  

Afin de rentabiliser au maximum le matériel, des équipes réalisent la technique 

Idylla™ directement à partir de l’ADN préalablement extrait avec des résultats de 

sensibilité similaire. L’équipe de De Luca et al., rapporte d’excellents résultats à partir 

de 10 ng d’ADN, notamment sur des échantillons invalides en NGS et conclue que « 

dans les cas invalides en NGS, le système Idylla™ est une option viable et rapide pour 

le test EGFR » (28). Au moment de notre étude, l’extraction d’ADN était réalisée par 

Genecan sur le site de Clémenceau et n’était pas réalisée tous les jours. Ainsi à Caen, 

l’utilisation d’ADN extrait n’était pas envisageable au risque d’augmenter les délais de 

rendus de résultats de la technique Idylla™. Depuis la création de la SF-MOCAE, qui 

regroupe la biologie moléculaire des tumeurs solides et hémopathies malignes sur un 

même site, l’utilisation de l’ADN extrait est en cours d’évaluation afin de préserver au 

maximum les échantillons tumoraux des patients.  

Concernant nos deux échantillons faux négatifs lors de l’analyse du statut 

mutationnel de l’EGFR par la méthode Idylla™, ils provenaient de biopsies osseuses 

décalcifiées par l’EDTA. La décalcification à l’EDTA a comme propriété de ramollir les 

tissus osseux. Il chélate le calcium qui rigidifie l’os, tout en préservant au maximum 

l’ADN. Au sein de notre cohorte nous avions 20 prélèvements (10%) décalcifiés dont 

5 mutés avec une moyenne de CQ contrôle de l’EGFR à 21,9. Seuls 2 prélèvements 

n’étaient pas concordants, le premier avec un CQ contrôle de l’EGFR supérieur à 26 

et le second avec une quantité de cellules tumorales faibles. L’équipe de Boureille et 

al. s’est intéressée à la performance de la technique Idylla™ EGFR dans les biopsies 

osseuses décalcifiés par EDTA ou par acide formique à 5%. Sur leurs 34 échantillons, 

33 ont été validés par la technique Idylla™ contre 29 par NGS ou Sanger. La 

concordance globale était de 89,7% contre 90% dans notre cohorte.  Dans leur 

cohorte, il existait également des échantillons faux négatifs avec un CQ du contrôle de 

l’EGFR supérieur à 26 qui étaient validés par la technique Idylla™ (29). L’équipe de 

Momeni-Boroujeni a mis au point un pipeline pour la validation d’Idylla™ EGFR à partir 

de l’analyse détaillée systématique des courbes via Idylla™ explore et de 

l’interprétation du CQ en fonction de la cellularité tumorale présente dans l’échantillon. 

Dans leur étude, ce pipeline a amélioré la concordance de la technique Idylla™ de 

98,5% à 99,4% (30). Cette dernière étude et notre expérience souligne, que la 
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technique Idylla™ est un automate simple d’utilisation et sensible. Néanmoins la 

validation du système doit être contrôlée par un pathologiste ou un biologiste. Nous 

préconisons de ne pas hésiter à émettre des réserves si le prélèvement n’est pas 

adéquat ou si le CQ du contrôle de l’EGFR est supérieur à 26.  

 

A Caen, la mise en place de la technique Idylla™ a été motivée par les cliniciens, 

qui souhaitaient accélérer la prise en charge de leurs patients. Pour les patients 

atteints d'un CBPNPC métastatique porteur de mutations de l'EGFR, le 

développement des ITK de l'EGFR a permis une amélioration importante dans la prise 

en charge thérapeutique, comme le montre l'augmentation de la survie sans 

progression et la limitation des toxicités à l'aide des ITK de l'EGFR pour les patients 

avec un CBPNPC muté par EGFR par rapport à la chimiothérapie (31). Cependant, un 

long délai pour initier les ITK EGFR peut entraîner une progression rapide de la 

maladie et une détérioration de l'état du patient associée à un pronostic plus 

défavorable (32). Il en est de même pour l’initiation de l’immunothérapie ou d’une 

chimiothérapie. Ainsi, il est essentiel d'accélérer la disponibilité des résultats des sous-

types moléculaires. Les directives ASCO/CAP/IASLC/AMP recommandent un délai 

d'attente de 10 jours ouvrables entre la réception de l'échantillon et la communication 

des résultats des tests moléculaires (7). Dans notre étude, la technique Idylla™ répond 

à cette recommandation avec un délai d’analyse moyen de 6,6 jours ouvrés 

contrairement à l’analyse par NGS qui a un délai moyen de 15,8 jours ouvrés de rendu 

de résultat (p value <0,001). Les résultats du statut PD-L1 et des mutations drivers 

ROS1 et ALK, quand EGFR est non muté sont également indispensables pour 

l’initiation du traitement. Dans notre cohorte, la moyenne du délai d’analyse et de 

validation complète du statut PD-L1, ROS1 et ALK à partir de la date du prélèvement 

est en moyenne de 14,6 jours ouvrés. Ce délai supérieur aux recommandations est 

diminué quand l’ensemble des statuts sont techniqués et analysés directement par le 

centre d’origine sans externalisation : en moyenne calculé à 10,5 jours ouvrés au CHU 

de Caen et à 6,6 jours ouvrés au CFB (p value < 0,001). Ces résultats soulignent qu’il 

est important d’optimiser l’organisation du travail, de continuer à sensibiliser les 

pathologistes pour répondre rapidement les marqueurs théranostiques et de 

sensibiliser les centres et cabinets privés à acquérir les anticorps PDL1, ROS1 et ALK 

pour ne pas devoir sous-traiter ces analyses. Concernant le bénéfice de l’analyse 

rapide par Idylla™, 10 patients (62,5%) sur les 16 patients mutés EGFR par Idylla™ 
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et traités par TKI ont été mis sous traitement (avant connaissance du résultat NGS) et 

15 patients (93,8%) ont été présentés en RCP avant que le résultat NGS soit 

disponible. Dans notre cohorte, les délais pour chaque patient muté varient beaucoup, 

notamment selon les souhaits des patients et les inclusions dans les essais 

thérapeutiques qui sont des facteurs difficiles à optimiser. Il serait judicieux 

d’augmenter la cohorte pour évaluer le bénéfice du patient afin d’évaluer la survie sans 

progression, l’impact psychologique et économique d’une mise sous traitement plus 

rapide. Le délai technique reste un facteur facile à évaluer et à optimiser avec des 

recommandations établies contrairement au délai de la mise sous traitement.  

En routine, pour minimiser le temps d’analyse Kerr et al recommandent d’effectuer 

les tests moléculaires dans le même centre où le patient a été diagnostiqué 

histologiquement pour limiter les intermédiaires et les désarchivages de bloc (4). 

L’automate Idylla™ qui extrait l’ADN et analyse les mutations EGFR à partir de 

copeaux FFPE avec une installation et un temps technique court, permet aux 

laboratoires privés d’accéder à la recherche de mutation et d’accélérer la prise en 

charge des patients traités en ville et au total de favoriser l’égalité des soins. Ainsi 

l’extraction et l’analyse 2 en 1 de l’automate Idylla™ est sensible et simple de mise en 

place pour les laboratoires de ville, contrairement à d’autres automates qui proposent 

également une analyse rapide en PCR temps réel, mais à partir d’ADN déjà extrait. 

Par exemple, l’automate Easy PGX™ est capable d’analyser en 96 minutes, plusieurs 

échantillons et différentes mutations dans un même run. Pour un CHU ou un 

laboratoire qui a facilement accès à l’extraction d’ADN, Easy PGX™ peut être une 

bonne alternative que le système Idylla™ en conservant une rapidité de réponse par 

rapport au NGS.  

Dans un futur proche, la prise en charge des CBPNPC EGFR mutés va connaître 

une évolution majeure avec le développement de la médecine de précision dans le 

traitement des stades localisés. En effet, l’étude randomisée de phase III ADAURA a 

comparé dans les CBPNPC mutés EGFR de stade IB à IIIA, après résection complète, 

un traitement adjuvant par Osimertinib (ITK de 3ème génération) pendant 3 ans à un 

placébo. L’étude a montré une efficacité sur la survie sans maladie chez les patients 

de stades II ou IIIA (33). Le développement des thérapies ciblées en situation 

adjuvante posera des questions d’organisation et de coût. La technique Idylla™ paraît 

idéale sur les pièces opératoires car la quantité de matériel disponible est importante. 

Après discussion/concertation entre pathologistes, biologistes moléculaires et 
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cliniciens, la SF-MOCAE analyse les pièces opératoires via la technique Idylla™ afin 

de ne pas emboliser l’extraction d’ADN.  

La place de l’ADN tumoral circulant dans le suivi des patients atteints d’un CBPNPC 

sera probablement aussi amenée à évoluer grâce aux avancées techniques. 

Actuellement les indications concernent principalement l’établissement du profil 

moléculaire au diagnostic ou à la progression en cas d’épuisement ou d’inaccessibilité 

du matériel tissulaire (4). 

Aujourd’hui les tests NGS avec des biopsies liquides et tissulaires peuvent être 

considérés comme complémentaires, la biopsie liquide donnant des résultats plus 

rapides mais la biopsie tissulaire ayant un taux de faux négatifs plus faible (4).  

 A Caen, la recherche des mutations EGFR et surtout de la mutation de résistance 

T790M sur ADN tumoral circulant par NGS dans le suivi des patients est accessible 

facilement. La société Biocartis commercialise pour l’instant uniquement à visée de 

recherche, avec un passage sous peu de la certification, des cartouches ctEGFR pour 

rechercher les mutations EGFR à partir du plasma sur l’automate Idylla™. L’intérêt de 

la technique Idylla™ sur plasma, comparé au NGS, est lié à un délai technique plus 

rapide, un temps technicien et biologiste réduit et un coût plus faible.   
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V- Conclusion  
  

 Cette étude permet de confirmer la bonne sensibilité de la technique Idylla™ et 

sa rapidité, permettant de respecter un délai d’analyse inférieur à 10 jours ouvrés pour 

répondre aux directives ASCO/CAP/IASLC/AMP et pour favoriser l’accès à une 

médecine de précision rapide et bénéfique pour les patients. Cette étude sur une 

cohorte prospective de 225 patients nous a permis de valider l’utilisation en routine de 

la technique Idylla™ : il est maintenant acté qu’au CHU de Caen et qu’au CFB, tous 

les patients atteints d’un CBPNPC bénéficient d’un génotypage de l’EGFR par Idylla™ 

et par NGS. Cette étude est soumise sous forme d’article dans le journal Current 

Oncology (Annexe 5).  

 

Pour une égalité d’accès aux soins, la technique Idylla™ est facilement accessible 

pour les laboratoires de ville. Cependant même si la console Idylla™ est autonome, il 

est important de calibrer le matériel à utiliser pour assurer une bonne sensibilité de la 

technique, de savoir interpréter les courbes d’amplifications et de remettre en cause 

les résultats validés automatiquement par la console Idylla™. La gestion du matériel 

est également importante car l’analyse détaillée du profil mutationnel par NGS est 

indispensable et la technique Idylla™ consomme beaucoup de matériel. Pour les 

centres équipés, l’alternative à partir d’ADN préalablement extraite est judicieuse.   

 

Le pathologiste a un rôle à jouer dans l’optimisation du matériel et des délais, en 

utilisant des algorithmes pour le diagnostic des CBPNPC et en prescrivant de manière 

réflexe et rapide les tests moléculaires. La réalisation des tests théranostiques au sein 

du même centre est à favoriser pour accélérer le délai d’analyse en limitant les 

intermédiaires et les désarchivages de bloc.  
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Perspectives  

 Pour continuer d’améliorer la prise en charge théranostique des patients atteints 

d’un CBPNPC, la plateforme SF-MOCAE met au point en routine : (i) la technique 

Idylla™ EGFR à partir d’ADN préalablement extrait afin d’optimiser le matériel et (ii) la 

technologie ARCHER sur NGS à partir de l’ARN extrait afin d’accélérer et fluidifier les 

recherches et la confirmation des fusions ROS1, ALK, RET, et NTRK 1-3.  

Concernant le bénéfice pour les patients, mutés EGFR et non-mutés EGFR, une 

seconde étude serait à envisager pour évaluer le coût économique de l’implémentation 

de la technique Idylla™ dans la prise en charge globale des patients atteints d’un 

CBPNPC. On peut émettre l’hypothèse qu’une médecine de précision précoce et 

adaptée à chaque patient réduirait les frais de prise de charge hospitalier avec une 

amélioration de la qualité de vie des patients.   
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Annexes 
Annexe 1 : Classification OMS 2015 des adénocarcinomes broncho-pulmonaires 
organisée suivant le degré d’invasion et l’architecture prédominante de la prolifération 
cellulaire néoplasique. 
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Annexe 2 : Nomenclature des mutations détectées par l'Idylla™ EGFR Mutation Test. 

Exon  Mutation Fréquence 
18 c.2156G>C, p.G719A 

G719C mutation:  
• c.2155G>T, p.G719C 
• c.2154_2155delinsTT, p.G719C 

c.2155G>A, p.G719S 

0.6% 
0.3% 
 
 
0.5% 

19 Exon 19 deletion:  
• c.2238_2248delinsGC, Del9 
• c.2239_2248delinsC, Del9 
• c.2240_2248del, Del9 
• c.2239_2247del, Del9 
• c.2239_2251delinsC, Del12 
• c.2240_2251del, Del12 
• c.2235_2249del, Del15 
• c.2236_2250del, Del15 
• c.2239_2253del, Del15 
• c.2240_2254del, Del15 
• c.2238_2252del, Del15 
• c.2237_2251del, Del15 
• c.2235_2252delinsAAT, Del15 
• c.2237_2252delinsT, Del15 
• c.2234_2248del, Del15 
• c.2236_2253delinsCTA, Del15 
• c.2237_2253delinsTA, Del15 
• c.2235_2251delinsAG, Del15 
• c.2236_2253delinsCAA, Del15 
• c.2230_2249delinsGTCAA, Del15 
• c.2240_2257del, Del18 
• c.2237_2255delins, Del18 
• c.2239_2256del, Del18 
• c.2236_2253del, Del18 
• c.2239_2258delinsCA, Del18 
• c.2237_2254del, Del18 
• c.2238_2255del, Del18 
• c.2237_2257delinsTCT, Del18 
• c.2236_2255delinsAT, Del18 
• c.2236_2256delinsATC, Del18 
• c.2237_2256delinsTT, Del18 
• c.2237_2256delinsTC, Del18 
• c.2235_2255delinsGGT, Del18 
• c.2238_2258del, Del21 
• c.2236_2256del, Del21 
• c.2253_2276del, Del24 

48 % 

20 c.2369C>T, p.T790M 
c.2303G>T, p.S768I 
Exon 20 insertion: 

• c.2310_2311insGGT, InsG 
• c.2307_2308insGCCAGCGTG, InsASV9 
• c.2309_2310delinsCCAGCGTGGAT, InsASV11 
• c.2311_2312insGCGTGGACA, InsSVD 
• c.2319_2320insCAC, InsH 

<5% 
1.5 to 3% 
4 to 9.2 % 

21 L858R mutation: 
• c.2573T>G, p.L858R 
• c.2573_2574delinsGT, p.L858R 
• c.2573_2574delinsGA, p.L858R 

c.2582T>A, p.L861Q 

43 % 
 
 
 
2 % 
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Annexe 3 : Fiche technique Idylla™ mutation EGFR. 
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Annexe 4 : Détails des délais en jours ouvrés de mise sous traitement des 25 patients 
mutés EGFR. 

Pat. 

Idylla™ 
(délai en 
jours) 

NGS 
(délai en 
jours) 

RCP 
(délai en 
jours) 

Mise sous TTT 
(délai en jours) Traitement reçu 

Date des 
dernières 
nouvelles  Décès  

1 
CHU 4 12 5 7 ITK (Osimertinib) 19/07/2021 Non 

2 8 18 13 8 ITK (Gefitinib) 15/04/2021 Oui 

3 10 16 7 8 ITK (Afatinib)  11/03/2021 Oui 

4 6 18 8 9 ITK (Osimertinib) 7/06/2021 Non 

5 4 10 12 8 ITK (Osimertinib) 
hors essai 23/03/2021 Oui 

6 5 16 10 9 ITK (Osimertinib) 
essai Melrose 23/07/2021 Non 

7 
CHU 4 12 6 9 ITK (Osimertinib) 07/06/2021 Non 

8 
CHU 8 15 10 10 ITK (Erlotinib) 12/02/2020 Oui 

9 6 14 9 12 ITK (Gefitinib) - 
Essai apple 6/08/2021 Non 

10 4 12 7 12 ITK (Osimertinib) 19/04/2021 Oui 

11 6 13 8 15 ITK (Gefitinib) 18/08/2021 Non 

12 4 13 4 20 ITK (Gefitinib) 10/12/2020 Oui 

13 6 14 10 18 ITK (Gefitinib) - 
Essai apple 11/08/2021 Non 

14 10 13 13 20 ITK (Gefitinib) 06/08/2021 Non 
15 

CHU 9 18 11 21 ITK (Erlotinib 
puis Osimertinib) 08/06/2021 Oui 

16 
CHU 

10 19 14 22 
Radiothérapie 

suivi d'une ITK 
(NR) 

14/08/2020 Non 

 

Idylla™ (jours) = délai en jours ouvrés du résultat Idylla™ à partir de la date de 
prélèvement.  
NGS (jours) = délai en jours ouvrés du résultat NGS à partir de la date de 
prélèvement.  
RCP (jours) = délai en jours ouvrés de la RCP à partir de la date de prélèvement.  
TTT (jours) = délai en jours ouvrés de la mise en traitement à partir de la date de 
prélèvement.  
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Annexe 5 : Article de l’étude ID-MUT soumis dans le journal Current Oncology. 
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false negatives and 4 excluded from the analysis due to a non-objectifiable mutation by the Idylla™ technique. 
The analysis time of the Idylla™ technique was 6.6 working days versus 15.8 working days for the NGS technique 
(p value <0.001). 
The easy-to-use Idylla™ technology allows the sensitive and rapid characterization of a majority of EGFR 
mutations and can be optimized by using the Idylla™ Explore tool exploiting the amplification curves or increasing 
the amount of initial hardware. 
However, the use of previously extracted DNA may be judicious in order to optimize the material, as further 
analysis by NGS remains essential. 
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