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1 Introduction 

1.1 Cancer broncho-pulmonaire 

1.1.1 Définition et épidémiologie 

Le cancer est une pathologie définie par la prolifération non régulée de cellules 

« anormales » avec accumulation d’anomalies génétiques et échappement aux systèmes de 

réparation de l’Acide Désoxyribonucléique (ADN). Le cancer du poumon, aussi appelé cancer 

bronchique primitif ou cancer bronchopulmonaire, correspond aux tumeurs malignes se 

développant à partir des cellules épithéliales bronchiques. Il s’agit du deuxième cancer le 

plus diagnostiqué dans le monde avec 2.21 millions de cas en 2020 et de la première cause 

de mortalité par cancer dans le monde (première cause chez les hommes, deuxième chez 

les femmes après le cancer du sein) avec près de 1.8 millions de morts en 2020 selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (1). En France le cancer est la première cause de 

mortalité ; le cancer du poumon est le troisième cancer le plus fréquent, avec plus de 46 300 

nouveaux cas diagnostiqués en 2018 selon l’Institut National du Cancer (INCa) pour 33 117 

décès estimés, là aussi au premier rang de la mortalité par cancer (2). Le diagnostic se fait 

fréquemment à un stade avancé de la maladie, 40 à 55 % des diagnostics de cancers sont 

faits au stade IV avec extension métastatique, à un âge médian de 66 ans (67 ans chez 

l’homme, 65 ans chez la femme). On compte environ deux hommes pour une femme, mais 

chez l’homme l’incidence reste globalement stable depuis 40 ans quand elle est en forte 

progression chez les femmes, autour de 5 % supplémentaires par an entre 2010 et 2018. La 

mortalité suit la même tendance avec une diminution chez les hommes de 1.6 % en 

moyenne et une augmentation chez les femmes de 3 % en moyenne par an entre 1990 et 

2018, toujours selon l’INCa. Ces évolutions sont principalement liées au tabagisme, principal 
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facteur de risque de cancer pulmonaire, qui augmente chez les femmes. Le tabagisme est 

associé à un risque relatif de cancer entre 10 et 15 par rapport au risque des non-fumeurs 

(définis comme les personnes ayant fumé moins de 100 cigarettes dans leur vie). Il est 

responsable de 8 cancers du poumon sur 10 avec une corrélation entre l’incidence du cancer 

bronchique et l’importance de la consommation tabagique selon les pays (3).  Cependant la 

part de cancers bronchiques survenant chez des patients non-fumeurs est en progression. 

Ceux-ci sont plus souvent des adénocarcinomes (ADK) et surviennent préférentiellement 

chez les femmes avec une estimation entre 10 à 25 % des cas dans les pays occidentaux, 

pouvant monter jusqu’à plus de 50 % des cas chez les femmes en Asie du Sud-Est (4,5). Chez 

ces patients le développement du cancer est lié à des altérations génétiques activatrices 

spécifiques, comme dans le gène Epithelial Growth Factor Receptor (EGFR) qui est le plus 

fréquemment muté dans ce contexte. On retrouve néanmoins d’autres facteurs de risque : 

le tabagisme passif, les expositions professionnelles comme l’amiante, l’arsenic ou les 

rayonnements ; les expositions environnementales avec le radon ou la pollution 

atmosphérique liée particulièrement au gaz d’échappement ; de mauvaises habitudes 

diététiques (faible consommation de fruits et légumes, forte consommation de viande) et 

des pathologies pulmonaires sous-jacentes (bronchopneumopathie chronique obstructive, 

emphysème, fibrose pulmonaire). Il existe également des formes familiales de cancer, avec 

notamment le syndrome de Li-Fraumeni qui est un syndrome génétique rare de 

susceptibilité à de nombreux cancers, dont l’adénocarcinome pulmonaire, associé à des 

variants pathogènes dans le gène suppresseur de tumeur TP53. La majorité des 

adénocarcinomes pulmonaires associés au syndrome de Li-Fraumeni sont par ailleurs 

porteurs de mutations somatiques activatrices, principalement dans EGFR (6). Une 

susceptibilité génétique constitutionnelle au cancer pulmonaire est aussi associée à certains 
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loci comprenant des gènes impliqués dans la cancérogénèse, la réparation de l’ADN ou la 

réponse inflammatoire. Il a été notamment identifié des régions en 5p15 avec le gène TERT 

codant la transcriptase inverse de la télomérase, surexprimé dans les cellules cancéreuses. 

Le locus 15q25 contient lui des gènes codant des récepteurs cholinergiques à la nicotine, 

pouvant en cas de variants être responsable d’une sensibilité et d’une addiction accrue au 

tabac chez des patients fumeurs (3). 

 

1.1.2 Diagnostic et prise en charge 

Le diagnostic du cancer pulmonaire repose sur l’examen anatomo-pathologique pratiqué 

sur des prélèvements histologiques ou cytologiques qui permettent également la réalisation 

d’analyses immunohistochimiques et moléculaires. Les prélèvements tissulaires sont 

effectués selon la localisation des lésions : par endoscopie bronchique avec idéalement cinq 

biopsies pour le diagnostic et cinq supplémentaires pour le phénotypage et le génotypage, 

ou par biopsies transthoraciques sous contrôle scanographique pour les lésions 

périphériques avec au minimum 2 carottes. Ils sont ensuite fixés dans le formol et inclus en 

paraffine (7). On distingue deux principaux types histologiques de cancers bronchiques : les 

cancers non à petites cellules (CBNPC), le plus fréquents avec près de 85% des cas de cancers 

du poumon et les cancers à petites cellules (CBPC) représentant les 15% restants.  

Les CBNPC sont eux-mêmes divisés en trois sous-types : les adénocarcinomes (50 % des 

cancers totaux), les cancers épidermoïdes (25 %) et les carcinomes à grandes cellules (ou 

carcinome non à petites cellules Not Otherwise Specified (NOS)) en cas de tumeur non 

différenciée, non classable en adénocarcinome ou en carcinome épidermoïde. Cette 

distinction qui s’appuie sur l’aspect morphologique et sur l’immunohistochimie (le 



 
 

 

Tableau I : 8e classification TNM du cancer du poumon tirée du référentiel Auvergne Rhône 

Alpes en oncologie thoracique, d’après (8). 
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marquage TTF1 signe l’adénocarcinome et le marquage P40 le cancer épidermoïde) a une 

importance particulière car prédictive d’une réponse à certains traitements. En effet les 

adénocarcinomes sont plus sujets à certaines anomalies génétiques somatiques pouvant 

favoriser la cancérogénèse et rendant possible l’usage de certaines thérapies ciblées 

améliorant la survie et la qualité de vie.  

Les CBPC sont des tumeurs neuroendocrines dont le diagnostic repose sur l’histologie 

complétée par l’immunohistochimie : TTF1 est positif ainsi qu’un ou plusieurs marqueurs 

neuroendocrines que sont la chromogranine, la synaptophysine et CD56 qui ne sont à 

rechercher qu’en cas de morphologie faisant évoquer une tumeur neuroendocrine. Mais 

environ 10 % des CBPC ont des marqueurs neuroendocrines négatifs et/ou un marquage 

TTF1 négatif.  

Il existe d’autres types de tumeurs neuroendocrines pulmonaires plus rares avec les 

tumeurs carcinoïdes, tumeurs bien différenciées de bas grade ou de grade intermédiaire, et 

les carcinomes neuroendocrines à grandes cellules qui sont de haut grade de malignité tout 

comme les CBPC. 

Après un bilan d’extension par imagerie, le cancer est classé grâce à la classification TNM, 

selon sa taille, sa localisation et la présence d’adénopathies ou de métastases (Tableaux I 

et II). La classification est d’abord clinique (cTNM) puis l’histologie définit la classification 

pathologique (pTN). En plus de l’examen anatomopathologique, une analyse 

immunohistochimique de l’expression de la protéine Programmed Death Ligand 1 (PDL-1), 

qui constitue un point de contrôle du système immunitaire, par les cellules tumorales doit 

être systématique pour les CBNPC de stade IIIA non résécables à IV dès le diagnostic initial. 

Il s’agit d’un biomarqueur théranostique prédictif de la réponse aux immunothérapies. 



 
 

 

 

 

 

Tableau II : Classification par stade tirée du référentiel Auvergne Rhône Alpes en oncologie 

thoracique, d’après (9). 
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La stratégie thérapeutique curative du cancer du poumon repose sur plusieurs modalités de 

traitement : la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, l’immunothérapie et les 

thérapies ciblée. Il existe différents types de thérapie ciblées, le plus fréquent dans le cancer 

pulmonaire est l’utilisation d’inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK). L’anatomo-pathologie, 

indispensable au diagnostic, guide également la prise en charge thérapeutique qui diffère 

selon le type histologique. 

Pour les CPNPC l’exérèse chirurgicale complète avec curage ganglionnaire est le traitement 

de référence plus ou moins associé à une chimiothérapie adjuvante pour les stades pII et 

pIII. Pour les stades pI il n’y a pas de traitement systémique post opératoire en dehors d’un 

éventuel traitement adjuvant par osimertinib (ITK anti EGFR de 3e génération) en cas de 

mutation EGFR L858R ou de délétion dans l’exon 19 (Del19). En cas de cancer inopérable, 

généralement à partir de cancers classés cN2, le traitement fait appel à une association de 

chimio-radiothérapie concomitante suivie d’une immunothérapie adjuvante (Durvalumab, 

Anticorps monoclonal bloquant l’interaction PDL-1 et PD-1) si l’état du patient le permet. 

Pour les cancers métastatiques (stade IV) la présence d’une mutation somatique de l’EGFR, 

de ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) ou de ROS1 est une indication de traitement par 

thérapie ciblée avec un inhibiteur de l’EGFR de 3e génération (osimertinib) quel que soit le 

statut PDL-1, ou un inhibiteur de ALK/ROS1 (alectinib, crizotinib). Si la mise en évidence 

d’une telle mutation est faite au cours d’une première ligne de chimiothérapie et/ou 

d’immunothérapie, il est recommandé de poursuivre ces traitements comme prévu et 

d’utiliser la thérapie ciblée en traitement d’entretien ou en traitement de 2nde ligne en cas 

de progression de la maladie. Un traitement en monothérapie par anticorps anti PD-1 

(Pembrolizumab) est sinon possible en cas d’expression de PDL-1 par plus de 50 % des 

cellules tumorales en immunohistochimie. La présence d’une mutation activatrice dans 
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EGFR, ALK ou ROS1 rend l’utilisation d’une immunothérapie délétère, même en cas de forte 

expression de PDL-1, ce qui impose de vérifier leur absence avant de débuter une 

immunothérapie. En cas de traitement systémique à introduire en urgence avec un statut 

moléculaire inconnu, il est recommandé d’utiliser des schémas de chimiothérapie seule, 

sans immunothérapie, notamment chez les non-fumeurs. En dehors de ces situations la 

prise en charge se fait par chimiothérapie à base de platine pouvant être associée à une 

immunothérapie par pembrolizumab, quel que soit le niveau de PDL-1, pour les CBNPC 

épidermoïdes comme non épidermoïdes. L’association chimiothérapie et bévacizumab, un 

anticorps monoclonal anti VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), est indiquée 

uniquement pour les carcinomes non épidermoïdes et est à poursuivre jusqu’à progression 

ou toxicité. Lors de rechute le traitement de deuxième intention comprend 

l’immunothérapie par un anti-PD-1 ou un anti PDL-1 si elle n’a pas déjà été utilisée ou une 

nouvelle ligne de chimiothérapie sans immunothérapie dans le cas contraire. 

Les CBPC sont exceptionnellement opérables, leur traitement dépend du stade de la 

maladie : les formes limitées sont traitées par l’association chimio-radiothérapie 

concomitante avec irradiation cérébrale prophylactique en cas de réponse complète. Les 

formes diffuses bénéficient d’un traitement palliatif basé sur la chimiothérapie associée à 

l’immunothérapie (atézolizumab ou durvalumab), peu de patients présentant une survie 

supérieure à 3 ans. En cas de rechute le traitement de deuxième ligne sera une 

chimiothérapie selon l’état du patient et la lurbinectédine, un inhibiteur de la transcription 

induisant une apoptose cellulaire par cassure de l’ADN, est disponible en autorisation 

d’accès compassionnel depuis 2020. 
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Les cancers pulmonaires sont les tumeurs solides les plus pourvoyeuses de métastases 

cérébrales qui grèvent fortement le pronostic. L’incidence de ces métastases cérébrales est 

d’environ 15 % au diagnostic initial dans les CBNPC avec une fréquence plus importante 

pour les adénocarcinomes par rapport aux carcinomes épidermoïdes (10) et encore plus en 

en cas de mutation EGFR (au-delà de 20 %) (11) ou ALK (jusqu’à 38 %) (12). Au cours de leur 

suivi, 40 à 50 % des adénocarcinomes vont évoluer avec des métastases cérébrales qui ce 

qui représente jusqu’à 70 % pour les tumeurs porteuses de mutation activatrice (13). Leur 

prise en charge, lorsque l’exérèse chirurgicale n’est pas possible, repose sur un traitement 

systémique adapté à l’histologie PDL-1 et identique aux CBNPC stade IV avec en plus la 

réalisation d’une radiothérapie stéréotaxique cérébrale d’emblée ou secondaire en cas de 

progression. En cas de mutation EGFR associée, l’osimertinib qui est déjà indiqué en 1ère 

ligne dans les cas sans métastases cérébrales reste efficace sur les localisations cérébrales. 

 

1.1.3 Mutations activatrices  

Les cancers sont aussi classés selon les altérations moléculaires dont ils sont porteurs, dont 

certaines peuvent initier et maintenir la cancérogénèse, on parle de mutations pilotes 

(« driver »), conductrices ou activatrices. Ces mutations génétiques peuvent avoir un intérêt 

théranostique et/ou pronostique grâce au développement récent de thérapies ciblant 

certaines protéines.  

Il y a plus de 40 ans a été mis en évidence le rôle des protéines tyrosine kinases en tant 

qu’oncogènes dans des tumeurs animales induites par des rétrovirus. Il faudra attendre 

1996 et le développement de l’Imatinib (14), un inhibiteur de la protéine tyrosine kinase 

BCR-ABL, dans les leucémies myéloïdes chroniques pour confirmer l’implication de ces 
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enzymes en cancérologie humaine et lancer véritablement le développement des thérapies 

ciblées pour le traitement des cancers (15). Le génome humain contient environ 90 gènes 

tyrosine kinases à l’origine de protéines tyrosine kinases. Ces protéines sont des enzymes 

catalysant la réaction de transfert d’un groupement phosphate de l’adénosine triphosphate 

vers le résidu tyrosine d’une protéine cible impliquée dans de multiples voies de 

signalisation et jouant donc le rôle de régulateurs de nombreuses fonctions cellulaires 

critiques telle la croissance, la prolifération, la survie, la différenciation, la mobilité et la mort 

cellulaire. Il existe deux classes principales de protéines tyrosine kinases : les récepteurs 

tyrosine kinases (RTK) transmembranaires, avec un site de liaison extracellulaire et un 

domaine kinase  catalytique intracellulaire, permettent la transduction intracytoplasmique 

d’un signal émanant du niveau extracellulaire ; alors que d’autres protéines tyrosine kinases 

intracellulaires, localisées au niveau du cytosol, du noyau ou à la face interne de la 

membrane plasmique, contribuent à la diffusion du signal. Les protéines tyrosine kinases 

sont maintenues dans un état inactif sous forme monomérique par différents mécanismes 

d’inhibition jusqu’à ce que leur ligand se fixe sur le domaine extracellulaire ou jusqu’à la 

perte de signaux inhibiteurs provenant d’autres voies intracellulaires, entrainant l’activation 

de l’enzyme via son oligomérisation et la phosphorylation du résidu tyrosine du substrat 

(16). 

Les protéines tyrosine kinases sont régulées à de nombreux niveaux et la dérégulation de 

leur activité liée des anomalies génétiques acquises confère des capacités accrues de survie, 

de prolifération et de résistance médicamenteuse aux cellules, favorisant la survenue et 

l’évolution de cancer. Un mécanisme de dérégulation fréquemment retrouvé, notamment 

dans les cancers hématologiques suite à une translocation chromosomique, est une 

protéine de fusion (hybride) associant les domaines d’une protéine tyrosine kinase 



 
 

 

 

 

 

Figure 1 : Répartition des mutations activatrices dans les adénocarcinomes métastatiques, 

d’après (22). 
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récepteur ou non avec une autre protéine entraînant son oligomérisation permanente et 

donc son activation en l’absence de ligand ou de signal physiologique d’activation. C’est le 

cas du transcrit de fusion BCR-ABL retrouvé dans les leucémies myéloïdes chroniques où 

l’activité tyrosine kinase d’ABL est dérégulée du fait de l’absence de domaines responsables 

de l’auto-inhibition de la kinase associée à la présence de domaines apportés par BCR 

responsables d’une auto-activation (16,17). Un second mécanisme important est dû à la 

dérégulation d’une protéine tyrosine kinase en lien avec les mutations survenant dans son 

gène. Elles entraînent un changement conformationnel de la protéine, déstabilisant sa 

forme inactive et permettant sa dimérisation indépendamment de la liaison de son ligand, 

ce qui active la voie de signalisation en aval. Cela concerne notamment le gène EGFR avec 

de petites délétions en phase ou des mutations ponctuelles qui augmentent en plus la 

sensibilité du récepteur à son ligand (18). Un dernier mécanisme de dérégulation est lié à 

l’expression majorée ou aberrante d’un récepteur tyrosine kinase, de son ligand, des deux 

en même temps ou au contraire à la diminution de l’activité de facteurs limitants l’activité 

tyrosine kinase. C’est le cas de la surexpression du récepteur tyrosine kinase ErbB2 

(HER2/neu) dans le cancer du sein qui favorise la croissance cellulaire. 

Les altérations somatiques les plus fréquemment décrites dans les adénocarcinomes 

bronchiques métastatiques sont les mutations de KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 

oncogene homolog) dans 30 % des cas. Elles sont mutuellement exclusives avec les 

mutations de l’EGFR retrouvées dans 10 à 15 % des cas dans la population caucasienne 

(jusqu’à 50 % des cas en Asie) avec une fréquence trois fois plus importante chez les non-

fumeurs et chez les femmes (19,20). Les translocations de ALK ont une fréquence proche de 

5 % avec là aussi une association plus importante avec l’absence de tabagisme et le genre 

féminin mais sans impact de l’origine ethnique. On retrouve à des fréquences plus faibles 
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des translocations de ROS1 (1 à 2 %), des mutations de BRAF (2 %), de PIK3CA (2 %) et de 

HER2 (1 %), des sauts de l’exon 14 du gène MET (1 à 2 %), des translocations de RET (1 à 

2 %) et des gènes NTRK1, 2 et 3 (< 1 %) (21,22) (figure 1). 

Les mutations activatrices de ces gènes sont beaucoup moins fréquentes dans les 

carcinomes neuroendocrines pulmonaires avec seulement quelques cas de réarrangement 

d’EGFR dans les CBPC (23) qui se caractérisent plutôt au niveau génomique par une 

inactivation des gènes TP53 et RB1, des gènes suppresseurs de tumeur, et par des mutations 

dans des gènes de régulation de la transcription comme CREBBP, EP300 et MLL (24). Les 

carcinomes neuroendocrines à cellules géantes peuvent présenter un génotype hétérogène, 

soit proche des CBPC (altérations bialléliques de TP53 et RB1) soit plus proche des autres 

carcinomes non neuroendocrines (altérations bialléliques de TP53, STK11 et KEAP1, avec 

peu de translocations ALK, RET, ROS1 et moins de 1 % de mutation EGFR) (25). Tout comme 

les tumeurs carcinoïdes qui possèdent des mutations particulières, ils ne seront pas abordés 

car de fréquences rares et sans indications de thérapie ciblées associées à ces altérations 

actuellement. 

La recherche de ces anomalies génétiques somatiques concerne donc principalement les 

CBNPC et est indiquée dans différents cas : 

- Au diagnostic des stades métastatiques de CBNPC non épidermoïdes et des cancers 

épidermoïdes chez le non-fumeur : avant le traitement de première ligne (EGFR, ALK, 

ROS1), lors du traitement de première ligne et avant de débuter celui de seconde ligne 

(KRAS, BRAF et plus ou moins RET), lors du traitement de seconde ligne et plus (HER2, 

MET, RET, NTRK, NRG1). 



Tableau III : Panel minimal de gènes pour les CBNPC de stade avancé, tiré de (26). 
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- Chez les non-fumeurs qui présentent une fréquence plus importante d’altérations

ciblables.

- Pour tous les carcinomes non épidermoïdes opérés de stade pIB à pIII (EGFR).

Cette recherche d’altérations moléculaires doit être réalisée dans les trois semaines suivant 

la biopsie (26). En cas de contre-indication à la biopsie (hypoxémie sévère réfractaire, 

anomalies majeures de la coagulation), d’insuffisance de tissu ou de prélèvement non 

contributif la réalisation de biopsies liquides, bien moins invasives qu’un prélèvement 

tissulaire, pour analyse moléculaire sur ADN tumoral circulant (ctDNA) est souhaitable. La 

recherche de mutation sur ADN libre circulant (cfDNA) a un intérêt au diagnostic, lors de la 

mise en place d’une thérapeutique puisque le statut EGFR, ALK et ROS1 modifie le 

traitement de première intention en cas de maladie métastatique. Cela permet également 

le suivi de la maladie notamment en cas de progression sous thérapie ciblée anti EGFR.  

Pour la recherche d’altérations génétiques tumorales le référentiel AURA propose un panel 

minimal comprenant 10 gènes plus 4 supplémentaires spécifiques aux tumeurs 

neuroendocrines (Tableau III). 

1.1.3.1 KRAS 

Le gène KRAS est un des premiers oncogènes identifiés et un gène clé dans la cancérogénèse 

car le plus souvent muté dans de nombreux cancers, pas uniquement pulmonaires. Situé sur 

le chromosome 12, il fait partie de la famille des protéines RAS, des GTPases jouant un 

rôle dans les voies de signalisation contrôlant la prolifération cellulaire. KRAS est impliqué 

dans un tier des cancers, proportion montant à 50 % dans les cancers colorectaux et à 95% 

dans les cancers pancréatiques. Environ un tier des CBNPC survenant chez les fumeurs 



Figure 2 : Localisation des mutations activatrices les plus fréquentes d’EGFR, tiré de (29). 
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sont associés à une mutation de KRAS quand les autres oncogènes déjà cités 

précédemment ont une incidence bien plus faible. Il existe 9 mutations principales à 

l’origine de plus de 90 % des cancers induits par KRAS mais les plus fréquentes 

dans les adénocarcinomes pulmonaires sont les mutations G12C et G12V chez les 

fumeurs et la mutation G12D chez les non-fumeurs (27). Longtemps étudié, KRAS est 

resté sans traitement ciblé jusqu’au développement récent d’ITK efficace uniquement 

sur la mutation G12C comme le sotorasib. 

1.1.3.2 EGFR 

Le gène EGFR, localisé en 7p11.2, a été découvert en 1962 et est exprimé de façon 

ubiquitaire dans tous les tissus. Il code la protéine de même nom à activité tyrosine kinase 

qui joue un rôle clé dans de nombreuses voies de signalisation cellulaires impliquées dans 

la prolifération, la survie, la différenciation et la mobilité cellulaire. Il a été retrouvé 

surexprimé dans les CBNPC et dans des tumeurs de la sphère Oto-Rhino-Laryngologique ou 

colorectales avant de faire par la suite l’objet du développement d’ITK spécifiques (20). Les 

altérations d’EGFR associées à sa surexpression se retrouvent quasi exclusivement dans les 

adénocarcinomes et les carcinomes à grandes cellules. Quelques cas sont rapportés dans 

des carcinomes épidermoïdes mais seraient en fait liés à des erreurs de classification 

histologique (28). 

Les mutations sont localisées dans le domaine tyrosine kinase du gène, comprenant les 

exons 18 à 21 (29) (figure 2). Les plus fréquentes sont les délétions en phase dans l’exon 19 

et la mutation p.Leu858Arg dans l’exon 21 qui représentent à elles deux 85 à 95% des 

mutations identifiées dans EGFR avec un ratio d’environ 2 :1 de del19 vs L858R. Il existe 

d’autres altérations récurrentes mais plus rares d’EGFR, dont l’analyse systématique est plus 
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variable car moins standardisée selon les plateformes diagnostiques. Ont été décrites les 

mutations dans l’exon 18 E709X (E709A, E709G, E709K, E709V), G719X (G719S, G719A, 

G719C, G719D) et delE709_T710insD, des insertions en phase dans l’exon 19, des insertions 

en phase et la mutation S768I dans l’exon 20 ainsi que la mutation L861Q dans l’exon 21. 

Les insertions dans l’exon 20 sont plus fréquentes en Asie, dans les adénocarcinomes chez 

les femmes non fumeuses. Elles sont associées à un mauvais pronostic et représentent 4 à 

10 % des altérations décrites dans les CBNPC. Elles regroupent de petites insertions ou 

duplications en phase de 3 à 21 paires de bases entre les acides aminées 762 et 774 de la 

protéine EGFR. Il est possible de retrouver dans certaines tumeurs deux réarrangements 

d’EGFR, soit une del19 ou la L858R associée à une mutation plus rare soit deux mutations 

rares, rendant difficile la détermination exacte de la fréquence de ces mutations dites rares 

pour lesquelles on estime une présence globale autour de 10% dans les tumeurs mutées 

EGFR (30).  

La mutation EGFR T790M est le plus souvent acquise suite au traitement par des ITK de 1ère 

et 2e générations et est associée à l’échappement au traitement des tumeurs qui en sont 

porteuses par modification de la conformation du récepteur. L’osimertinib possède une 

activité spécifique contre cette isoforme du récepteur et reste efficace sur les tumeurs 

mutées T790M. Quelques cas de tumeurs naïves de tout traitement, présentant cette 

mutation et donc naturellement résistantes aux deux premières générations d’ITK ont été 

rapportés (31). Avec l’utilisation de l’osimertinib, de nouvelles mutations de résistance sont 

sélectionnées et bien qu’encore peu fréquentes, les mutations C797S principalement, mais 

aussi L718Q et L792X sont associées à une progression sous ITK de 3e génération. 
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1.1.3.3 ALK 

Le gène ALK a d’abord été identifié dans les lymphomes anaplasiques à grandes cellules et 

est muté dans de nombreux types de tumeurs. Il est localisé sur le bras court du 

chromosome 2 et code un récepteur tyrosine kinase de la famille des récepteurs à l’insuline. 

ALK jouerait un rôle dans le développement neuronal mais sa fonction précise n’a pas été 

clairement établie.  

Une translocation impliquant ALK est à l’origine d’un gène de fusion associant la partie du 

gène contenant le domaine kinase avec un gène dit partenaire lui-même sous le contrôle 

d’un promoteur fort, ayant pour conséquence un niveau d’expression de ALK plus élevé que 

la normale. Il existe de nombreux gènes partenaires (EML4, echinoderm microtubule-

associated protein like-4, étant le plus fréquent, mais également KIF5, KLC1, TGF, PTPN3) 

avec des points de cassures différents définissant des variants de fusion, mais peu de 

données dans la littérature sur l’impact de cette diversité génétique sur la réponse ou la 

résistance initiale aux ITK. Contrairement à EGFR où il y a un petit nombre de mutations de 

résistance connues, pour ALK il existe une diversité importante de mutations secondaires 

associées à une résistance aux ITK qui dépendent de la translocation initiale et de l’éventuel 

ITK préalablement utilisé. Il est donc important de déterminer précisément le gène de fusion 

et les éventuelles mutations de résistance secondaires pour adapter au mieux le traitement 

(32). Une technique immunohistochimique peut être suffisante pour établir le caractère 

altéré de ALK, mais il est souhaitable de confirmer la présence du réarrangement par une 

autre technique comme la FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), ou le séquençage de 

nouvelle génération (NGS) (séquençage ADN ou ARN). 



Figure 3 : Représentation des principaux mécanismes de résistance aux ITK anti EGFR à un 

niveau cellulaire. Etoiles et éclairs représentent des mutations, les flèches rouges un effet 

inhibiteur, les flèches bleues et violettes un effet activateur. CCGA: Cell Cycle Gene 

Alterations, SCLC: Small Cell Lung Cancer, EMT: Epithelial Mesenchymal Transformation. 

Tirée de (13). 
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1.1.4 Mécanismes de résistance 

La résistance aux ITK ciblant les différentes mutations activatrices des cancers pulmonaires 

non à petites cellules métastatiques est un phénomène crucial à prendre en compte dans la 

stratégie thérapeutique, que cette résistance soit intrinsèque ou acquise. Même si la 

réponse aux traitements par ITK est globalement bonne et prolongée, tous les CBNPC 

métastatiques mutés EGFR vont inévitablement acquérir un mécanisme de résistance et 

progresser sous traitement (33). 

La résistance lorsqu’elle est liée à une mutation de novo ou à un mécanisme indépendant 

d’EGFR préexistant est dite intrinsèque et est alors associée à une faible réponse initiale aux 

ITK (20 à 30% des cas de tumeurs résistantes ou répondant moins de trois mois). Au 

contraire, la résistance est dite acquise lorsqu’elle est liée à une pression de sélection 

thérapeutique soit par l’expansion d’un sous clone tumoral pré existant génétiquement 

différent ou par adaptation au traitement par ITK de cellules auparavant sensibles (13). C’est 

l’hétérogénéité spatiale et temporelle des populations cellulaires au sein d’une même 

tumeur qui semble être à l’origine de la majorité des résistances observées et donc des 

échecs sous traitement par ITK. 

Il existe différents mécanismes de résistance, que celle-ci soit intrinsèque ou acquise, ayant 

le potentiel de surpasser ou de contourner l’action des thérapies ciblées. Ces mécanismes 

peuvent être classés en deux groupes : un utilisant des voies moléculaires EGFR 

dépendantes et un autre des voies EGFR indépendantes (Figure 3). Nous allons aborder les 

mécanismes de résistance EGFR dépendant regroupant toutes les mutations dans EGFR à 

l’origine d’une moindre activité des ITK. 
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Les insertions en phase de l’exon 20 sont des mutations de novo responsables de résistance 

primaire à la majorité des ITK anti EGFR. Dans les mutations EGFR del19 ou L858R on observe 

une réduction de l’affinité de la liaison de l’ATP (Adénosine Triphosphate) par rapport à 

l’EGFR sauvage, en faveur des inhibiteurs d’EGFR compétitifs de l’ATP. Du fait d’altérations 

structurelles spécifiques, cette modification de l’affinité de l’ATP n’est pas retrouvée dans 

le cas de ces insertions de l’exon 20, et explique leur résistance primaire aux ITK via un 

encombrement stérique et une conformation de l’EGFR constamment activée (34). 

Différents traitements sont en cours de développement pour passer outre cette résistance 

intrinsèque liée aux insertions de l’exon 20 comme l’amivantamab, un anticorps bi 

spécifique de MET et EGFR, ou le mobocertinib, un ITK irréversible ciblant EGFR et HER2. 

La mutation secondaire T790M localisée dans l’exon 20 d’EGFR est un facteur majeur de 

résistance aux ITK de 1ère et 2e générations retrouvé dans plus de 50 % des tumeurs après 

traitement et à l’origine de survie sans progression plus courte chez les patients traités avec 

ces ITK. La présence de la mutation T790M rend le site de liaison de l’ATP au niveau de la 

portion intracellulaire de la protéine EGFR insensible aux ITK de premières générations avec 

une affinité pour l’ATP restaurée à un niveau presque équivalent à celui de la protéine 

sauvage. De plus la méthionine 790 est à l’origine d’un encombrement stérique limitant la 

capacité des ITK de premières générations à se lier au site de liaison de l’ATP. 

Paradoxalement les patients chez qui la mutation T790M persiste après progression ont une 

meilleure réponse par rapport à ceux chez qui la mutation est perdue avec persistance de 

la mutation initiale d’EGFR (15,2 mois contre 6,1 mois). Des résultats similaires ont été 

observés lors du traitement par osimertinib, en cas de mutation acquise T790M avec une 

meilleure survie sans progression en cas de persistance de cette dernière (9,3 mois contre 

7,8 en cas de perte) ou en cas de mécanisme de résistance EGFR dépendant (13,5 mois 
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contre 8,2 mois en cas de mécanisme indépendant) (13). Il semblerait que la perte de la 

mutation T790M soit associée avec le développement de mécanisme de résistance EGFR 

indépendant menant à une résistance aux ITK de seconde ligne dont l’osimertinib. Il n’a 

jamais été rapporté de mutation T790M après progression sous traitement par osimertinib 

qui est l’ITK recommandé en première intention pour les tumeurs mutées EGFR. 

La mutation C797S est une mutation tertiaire située dans l’exon 20 qui diminue la capacité 

de l’osimertinib (et d’autres ITK comme le rociletinib, l’olmutinib et le narzatinib) à se lier 

sur la protéine EGFR. C’est le mécanisme de résistance à l’osimertinib EGFR dépendant le 

plus fréquent, retrouvé dans 26 % des cas de progression traités par osimertinib en seconde 

ligne et chez 7 % des patients traités par osimertinib en première ligne. La coexistence de 

mutation C797S et T790M rendrait possible l’utilisation combinée d’ITK de 1ère et de 3e 

génération selon le statut en cis ou en trans de ces mutations (35). L’association de géfitinib 

et d’osimertinib semble efficace notamment sur la combinaison del19/C797S associée en 

trans à une del19/T790M. Au contraire la triple association del19, T790M et C797S en cis 

reste résistante aux trois générations d’ITK, combinées entre elles ou non. Une évolution 

clonale avec le passage de la mutation C797S de trans à cis est un potentiel mécanisme de 

résistance à l’association erlotinib et osimertinib. En cas de progression sous ITK de 3e 

génération un nouveau prélèvement pourrait avoir un intérêt pour déterminer ce statut en 

trans ou en cis de la mutation C797S. Actuellement des ITK de 4e génération sont en cours 

de développement pour couvrir la résistance acquise liée à la mutation EGFR C797S. 

D’autres mutations rares de résistance à l’inhibition d’EGFR par les ITK ont été mises en 

évidence avec une fréquence estimée en 1 à 8 % des cas, souvent dans des profils 

moléculaires complexes. Les mutations L718Q et L792X sont notamment responsables de 
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2 % et 3 % des cas respectivement de progression sous osimertinib, là aussi par altération 

de la liaison de l’osimertinib à son site cible. Ces mutations peuvent être associées à d’autres 

mutations EGFR, notamment en cis avec la T790M. Le géfitinib semble rester efficace sur les 

mutations L792X, quand à la mutation L718Q elle reste sensible aux 1ère et 2e générations 

d’ITK en l’absence de mutation T790M associée.  

Les mécanismes de résistance EGFR indépendants, qui ne sont pas spécifiques au CBNPC, 

comprennent différentes voies agissant seule ou en association avec d’autres mécanismes 

EGFR dépendants ou non. Parmi ceux-ci on retrouve l’amplification de MET, un proto 

oncogène codant un RTK impliqué dans la prolifération, la survie et la migration cellulaire. 

Son amplification est responsable de l’activation de plusieurs voies de signalisation 

(mitogen-activated protein kinase-MAPK, signal transduction and activator of transcription-

STAT, phosphatidylinositol 3 kinase-PI3K Akt) physiologiquement activées par EGFR dans le 

contexte de CBNPC. Ainsi malgré l’inhibition pharmacologique d’EGFR, ces voies de 

signalisation favorisant la carcinogénèse restent activées. Il s’agit du mécanisme de 

résistance à l’osimertinib le plus fréquent (15 %) qui est associé à un mauvais pronostic. 

Actuellement le capmatinib et le crizotinib font partie des options thérapeutiques les plus 

efficaces dans ce contexte. Le gène HER2 qui code ErbB2, un RTK de de la famille d’EGFR 

régulant l’activation de plusieurs voies oncogéniques (extracellular signal regulated kinase 

– ERK, MAPK et PI3K Akt) dans le contexte de CBNPC, peut être également amplifié ou sujet 

aux mutations ponctuelles (90 % d’insertions dans l’exon 20 de HER2). Ces amplification et 

mutations sont responsables de 2 à 5 % et de 1.5 % des résistances acquises à l’osimertinib 

respectivement. Bien que les traitements restent limités pour les amplifications de HER2, de 

nombreuses molécules sont à l’essai pour les mutations ponctuelles, notamment des 

associations à base de trastuzumab. 



 
 

 

  



36 
 

Parmi les autres mécanismes de résistance EGFR indépendants on retrouve l’altération de 

la voie RAS-MAPK permettant la médiation de signal à la croissance et la division cellulaire, 

des mutations ou amplification de PIK3CA impliqué dans la voie de signalisation PI3K, des 

altérations des gènes régulateurs du cycle cellulaire, une transition épithélio-

mésenchymasteuse ou encore l’évolution du type histologique d’un CBNPC vers un CBPC (4 

à 15 % des cas de résistance aux TKI en première ligne).  

La fréquence de ces mécanismes diffère si la résistance fait suite à un traitement de 

première ou de seconde ligne, avec notamment l’amplification de MET plus commune en 

cas de résistance à un premier traitement quand la mutation C797S est plus souvent décrite 

lors de résistance à un traitement de seconde intention (13). 

La présence de métastases cérébrales est un facteur de résistance supplémentaire pour les 

patients traités par ITK de 1ère et 2e génération du fait de l’incapacité de ces médicaments à 

passer la barrière hémato-encéphalique. La dernière génération d’ITK anti EGFR, avec 

l’osimertinib, résout ce problème grâce à une bonne diffusion cérébrale.  

 

1.1.5 Thérapies ciblées 

1.1.5.1 Généralités 

Le cancer bronchopulmonaire est classé parmi les cancers de plus mauvais pronostic avec 

une survie globale à 5 ans qui reste mauvaise, autour de 20 % (18 % pour les hommes et 24 

% pour les femmes) selon la Haute Autorité de Santé (HAS). Le développement des thérapies 

ciblées a amélioré la survie pour les CBNPC, qui est passée chez l’homme de 26 à 35 % entre 

2001 et 2014, et chez la femme de 35 à 44% sur la même période (INCa). Le terme de 

thérapie ciblée désigne les traitements n’ayant de bénéfice que chez certains patients 
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préalablement identifiés par un marqueur prédictif qui aura été évalué par un test 

compagnon (36). Ces thérapies, à la différence des chimiothérapies conventionnelles 

agissant sans discrimination sur les cellules à division rapide, sont dirigés spécifiquement 

contre des cibles moléculaires impliquées dans les voies de signalisation intracellulaire 

participant à la transformation maligne des cellules. Ces cibles sont principalement 

localisées sur les cellules tumorales et cette plus grande spécificité d’action permet de 

limiter les effets secondaires indésirables comparativement aux chimiothérapies. Parmi les 

différentes approches de thérapies ciblées celle qui nous intéresse dans le contexte du 

cancer pulmonaire est celle des inhibiteurs de protéine kinase et plus particulièrement les 

inhibiteurs de tyrosine kinases. Les ITK en se fixant de manière compétitive sur les sites de 

liaisons de l’ATP présents sur le RTK bloquent l’activation des sites tyrosine kinases, la 

phosphorylation et donc la signalisation cellulaire en aval. L’inhibition de la cascade de 

signalisation liée à EGFR par les ITK entraîne l’apoptose rapide des cellules porteuses de 

l’altération, de plus dans les tumeurs solides les ITK induisent également une inhibition de 

l’angiogenèse et de la diffusion métastatique.  

Dans les CBNPC la recherche de mutations somatiques associées à des thérapies ciblées est 

maintenant la norme. La mise en évidence de mutations de l’EGFR et de translocations de 

ALK (37) et de ROS1 (38) sont des prérequis pour déterminer la sensibilité ou non de la 

tumeur aux inhibiteurs de tyrosine kinase. En cas de progression des lésions sous 

traitements par ITK anti EGFR ou anti ALK une recherche de mutation de résistance à ces 

traitements doit être faite sur une nouvelle biopsie tissulaire ou liquide. Les premiers ITK 

développés dans le cancer bronchique, l’erlotinib et le gefitinib, sont des anilinoquinazolines 

fonctionnant par inhibition compétitive au niveau du site de liaison de l’ATP par l’EGFR. Ils 

ont été approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) en 2004 pour les CBNPC mutés 
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EGFR localement avancés ou métastatiques réfractaires après au moins une ligne de 

chimiothérapie et ont obtenu l’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en France dans 

la même indication en 2005 et 2009 respectivement. Depuis, de nombreux nouveaux ITK 

ont été testés dans différentes indications selon le gène muté et selon le type de 

réarrangement de ce gène, comme pour EGFR. 

 

1.1.5.2 EGFR 

Il existe différente d’ITK anti EGFR, actuellement l’osimertinib est plus efficace que le 

géfitinib ou l’erlotinib. De plus il présente un meilleur coefficient de diffusion intra cérébrale 

que les ITK de 1ère et 2e génération (39). En 2016 une AMM conditionnelle est mise en place 

pour l’osimertinib dans le traitement des CBNPC localement avancé ou métastatique avec 

mutation EGFR T790M. Cette AMM devient pleine et entière en 2017 et l’indication est 

étendue au traitement de 1ère ligne des CBNPC localement avancés ou métastatiques avec 

mutations activatrices EGFR L858R et Del19 en 2018. En mai 2021, à la suite de l’essai 

ADAURA publié en 2020 pour lequel les données de survie globale ne sont pas encore 

disponibles, l’Osimertinib est également indiqué pour le traitement adjuvant après 

résection tumorale complète chez les patients de stades pIB à pIIIA en cas de mutation EGFR 

L858R ou Del19. Son utilisation pendant 3 ans après chimiothérapie adjuvante si celle-ci est 

indiquée et réalisable montre un bénéfice pour la survie sans maladie. Tous les ITK, de la 

1ère à la 3e génération semblent montrer de meilleurs résultats en cas de délétions dans 

l’exon 19 qu’en cas de mutation L858R (11,40). 

Les mutations de l’EGFR par insertions dans l’exon 20 sont généralement résistantes aux ITK 

habituels, et l’inclusion dans des essais cliniques est à privilégier en 1ere intention. Des 



Figure 4 : Stratégie de prise en charge par ITK des patients avec un CBNPC muté EGFR, tirée 

de (35). 
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inhibiteurs spécifiques sont en cours de développement comme le Mobocertinib (41) qui a 

reçu une autorisation d’utilisation par la FDA aux Etats-Unis en 2021, et qui bénéficie pour 

l’instant en France d’une Autorisation d’Accès Compassionnel en cas de progression sous 

chimiothérapie tout comme le poziotinib. 

Il y a peu de données concernant la sensibilité des tumeurs porteuses de mutations rares 

d’EGFR (hors insertion de l’exon 20) aux ITK (30) et leur présence doit conduire à discuter 

la prise en charge en Réunion de Concertation Pluridisciplinaire (RCP).  Les cancers 

avec mutations G719X ou S768I présentent une meilleure réponse s’ils sont 

traités par chimiothérapie plutôt que par ITK de 1ère et 2e générations, sauf en cas de 

mutation L858R associée où un traitement par ITK apporte une meilleure survie globale 

(42). Une autre étude de 2020 montre de bons résultats pour l’osimertinib en termes 

de réponse et de survie dans les CBNPC avec mutations rares d’EGFR (43). 

Il n’y a pas d’indication à traiter par ITK un patient en l’absence de mutation activatrice 

ou si le statut mutationnel n’est pas connu. 

En cas de progression après traitement par un ITK de première ou deuxième génération, 

qui ne sont plus indiqués actuellement en première ligne, un nouveau prélèvement 

sanguin ou tissulaire doit être réalisé pour rechercher une mutation de résistance 

(figure 4). La présence de la mutation T790M doit entraîner un traitement de 

seconde ligne par osimertinib s’il n’a pas été utilisé en 1ere ligne. En l’absence de 

mise en évidence de mutation T790M, l’osimertinib n’est pas indiqué et c’est une 

chimiothérapie qui doit être proposée, selon les mêmes règles qu’une première ligne chez 

les patients non mutés. En cas de détection d’un autre mécanisme moléculaire de 

résistance l’inclusion dans un essai clinique peut être proposée. 





40 

En deuxième ligne après un traitement initial par osimertinib, là aussi un prélèvement à la 

recherche d’un mécanisme de résistance ciblable doit être effectué. Il existe des 

associations d’anticorps monoclonaux en cours d’évaluation dans ces situations et 

l’inclusion dans des essais cliniques doit être privilégié. L’association d’ITK de première et 

de 3e génération n’est pas recommandée en pratique en France. En l’absence de mécanisme 

ciblable, le traitement repose sur la chimiothérapie, à base de sels de platine, en l’absence 

de contre-indication. 

En cas de progression cérébrale sous ITK, après évaluation de la possibilité d’un traitement 

local (radiothérapie cérébrale stéréotaxique ou chirurgie), la démarche est la même avec la 

recherche d’un mécanisme de résistance moléculaire (la recherche peut aussi être réalisée 

sur culot cellulaire dans le liquide céphalo-rachidien en cas de méningite carcinomateuse), 

la mise sous osimertinib si ce n’était pas déjà l’ITK utilisé, sa poursuite si la progression est 

isolée ou le passage à une chimiothérapie de 2e ligne en cas d’absence de mécanisme 

moléculaire identifié. Il ne faut pas hésiter à répéter à distance les prélèvements par biopsie 

liquide en cas de progression sans identification de mécanisme de résistance initial. 

1.1.5.3 ALK 

Pour les CBNPC avancés avec réarrangement de ALK la prise en charge a été profondément 

modifiée avec le développement des thérapies ciblées anti ALK dont le premier représentant 

a été le crizotinib en 2012 avec une AMM conditionnelle pour le traitement de 2e ligne, puis 

en traitement de 1ère ligne à partir de 2017 avec une supériorité par rapport à la 

chimiothérapie systémique. Depuis l’obtention de leur AMM en mai 2018 et en juillet 2020 

respectivement, le traitement de première ligne recommandé est l’alectinib ou le brigatinib 
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en monothérapie. Ils ont démontré une meilleure efficacité que le crizotinib (12,44) 

notamment dans le contrôle des métastases cérébrales. Le lorlatinib, un ITK anti ALK de 3e 

génération présente lui aussi une meilleure survie sans progression que le crizotinib dans 

une analyse intermédiaire de l’étude CROWN (45) et est remboursé dans cette indication 

en France depuis novembre 2022. Il n’existe pas de données comparatives claires entre 

alectinib, brigatinib et lorlatinib permettant de les placer les uns par rapport aux autres. En 

cas de métastases cérébrales le traitement par un de ces trois ITK est recommandé en 

première intention, le traitement local sera discuté dans un second temps ou en cas 

d’efficacité insuffisante de l’ITK. 

En cas de progression, notamment cérébrale, sous ITK de première ligne il est recommandé 

d’effectuer un prélèvement sanguin ou tissulaire pour déterminer le mécanisme de 

résistance. Les différents ITK ne présentent pas le même profil de sensibilité et le type de 

mutation de résistance varie selon l’ITK anti ALK utilisé en première intention. Les mutations 

de résistances ALK sont ainsi plus fréquentes avec le brigatinib, puis l’alectinib et enfin 

restent peu fréquentes avec le crizotinib. Le traitement par ITK est donc à adapter au profil 

moléculaire de résistance si celui-ci est connu. En l’absence de profil moléculaire disponible 

il est recommandé de passer sous alectinib s’il n’a pas déjà été utilisé. S’il y a une nouvelle 

progression de la maladie le brigatinib et le lorlatinib pourront être envisagés toujours selon 

le profil moléculaire de résistance, ainsi qu’une inclusion dans un essai clinique. En cas 

d’échec ou de contre-indication des ITK, le traitement repose sur une chimiothérapie avec 

ou sans bevacizumab. 
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1.1.5.4 ROS1 

Pour les CBNPC avancés avec réarrangement ROS1 le crizotinib possède l’AMM en tant que 

traitement de 2e ligne depuis 2017, et une AMM non remboursée du fait d’un service 

médical rendu faible pour un traitement en 1ère ligne. D’autres ITK comme l’entrectinib, le 

ceritinib ou le lorlatinib montrent une efficacité chez les patients naïfs d’ITK avec 

réarrangements de ROS1, mais ne disposent pas d’AMM dans cette indication. Devant une 

progression il est toujours conseillé de rechercher un mécanisme de résistance sur cfDNA 

ou sur biopsie tissulaire. La chimiothérapie reste une possibilité en cas de progression. 

1.1.5.5 KRAS 

Plusieurs inhibiteurs ont été développés pour les mutations KRAS G12C, notamment le 

sotorasib, disponible en Autorisation temporaire d’utilisation (ATU) en seconde ligne et en 

cas de métastases cérébrales, et l’adagrasib pour lequel il n’y a pas de données concernant 

les localisations cérébrales. Les patients porteurs de mutations KRAS, particulièrement 

G12C, doivent se voir proposer d’être intégrés à des essais cliniques. 

1.1.5.6 Autres 

Pour les autres réarrangements moins fréquents retrouvés dans les CBNPC il existe plus ou 

moins de thérapies ciblées disponibles selon les cas qui seront discutés en RCP, et l’inclusion 

des patients dans des essais thérapeutiques est toujours encouragée. L’Intergroupe 

Francophone de Cancérologie Thoracique référence les différents ITK disponibles dans les 

CBNPC et l’évolution de leurs indications. 
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En cas de tumeur avancée présentant une mutation BRAF V600E l’association dabrafenib-

trametinib est indiquée en France depuis 2017 en en seconde ligne de traitement et plus, 

après une chimiothérapie et/ou une immunothérapie. Le traitement par ITK en 

monothérapie des cancers mutés BRAF est à l’origine d’une résistance acquise via la voie de 

signalisation MEK, d’où l’utilisation actuelle d’une association avec le trametinib qui est un 

inhibiteur de MEK (46). 

Pour les tumeurs présentant une mutation dans l’exon 14 de MET plusieurs ITK semblent 

efficaces, comme le crizotinib qui possède une Recommandation Temporaire d’Utilisation 

après échec d’une première ligne de traitement intraveineux. Le tepotinib, pour lequel une 

AMM est en attente, présente un taux de réponse global de 56 % dans l’étude VISION. Enfin 

le capmatinib est disponible en accès précoce en 2e ligne. 

Pour les réarrangements de RET, le pralsetinib est disponible en monothérapie en France en 

accès précoce mais uniquement après traitement par chimiothérapie à base de sels de 

platine.  

À la suite d’une étude de 2018, regroupant 55 patients avec différentes tumeurs solides 

dont 4 cancers du poumon, montrant l’efficacité du larotrectinib, celui-ci est indiqué en 

première ligne en monothérapie pour le traitement des tumeurs solides localement 

avancées ou métastatiques présentant une fusion NTRK lorsqu’il n’existe aucune option 

thérapeutique satisfaisante. Le laroctrectinib n’est cependant remboursé que dans les 

contextes pédiatriques. D’autres ITK ont été testés mais pas retenus devant un service 

médical rendu insuffisant et l’inclusion en essai clinique reste la seule autre alternative à 

privilégier.  
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1.1.5.7 Surveillance et monitoring 

L’évaluation de la réponse aux traitements et la surveillance des CBNPC, quel que soit leur 

stade ou leurs caractéristiques moléculaires, visent à détecter le plus précocement tout 

nouveau symptôme évocateur d’une évolution tumorale ou d’un effet secondaire des 

thérapeutiques utilisées et reposent sur l’examen clinique et l’imagerie thoracique. Pour les 

CBNPC de stade IV il est recommandé, d’après les pratiques courantes car sans données de 

la littérature, de proposer une surveillance débutant après 8 à 9 semaines puis tous les 3 

mois ou à chaque changement de ligne thérapeutique, avec une réévaluation clinique et 

une tomodensitométrie thoraco-abdominale injectée. Si le patient a reçu une thérapie 

ciblée pour une altération moléculaire ou une immunothérapie prolongée il est conseillé de 

réaliser également une imagerie encéphalique et ce même en l’absence d’atteinte cérébrale 

initiale. Après deux ans de surveillance il est possible de passer à un bilan tous les 6 mois 

pour les patients sous ITK ou immunothérapie.  

Dans les cas de tumeurs présentant des altérations génétiques, en dehors des cas avérés de 

progression afin de mettre en évidence une mutation ponctuelle de résistance dans le gène 

cible, il n’existe actuellement aucune recommandation concernant l’utilisation des analyses 

sur ctDNA pour le monitoring de la maladie, le dépistage précoce des rechutes ou 

l’évaluation de la réponse aux traitements.  

1.1.5.8 Tests compagnons 

Pour permettre l’utilisation des thérapies ciblées adaptées et éviter une perte de chance 

chez les patients atteints d’un CBNPC mutés, la détection de ces altérations génétiques et 

leur caractérisation est primordiale et nécessite la mise au point et l’évaluation de tests dits 
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compagnons. Un test compagnon est un test diagnostique permettant d’identifier les 

patients susceptibles d’avoir un bénéfice d’une thérapie ciblée grâce à la mise en évidence 

d’un marqueur prédictif, d’où le terme de test compagnon d’utilisation de l’administration 

d’un traitement.  

Dans notre situation le marqueur est binaire et définit deux statuts : marqueur positif si 

présence d’une mutation activatrice et marqueur négatif en cas d’absence de mutation. Ce 

marqueur modifie l’effet du traitement par ITK ciblant la protéine d’intérêt et est donc 

prédictif de l’efficacité de la thérapie ciblée. Ce caractère prédictif lié au statut muté ou non 

dans les CBNPC est bien établi car associé à l’utilité clinique du test qui n’est plus à 

démontrer. Le gain en termes de survie sans progression, de survie globale et de qualité de 

vie chez les patients mutées traitées par ITK a été plusieurs fois démontré et au contraire il 

n’y a pas d’intérêt prouvé à traiter les patients non mutés (47). 

Le test diagnostique permettant d’évaluer le statut mutationnel des patients doit être validé 

à trois niveaux. D’abord l’évaluation de la validité analytique du test, c’est-à-dire sa capacité 

in vitro à réaliser la mesure d’intérêt avec exactitude et fiabilité, qui passe par l’étude de la 

sensibilité et la spécificité analytique, la reproductibilité et la robustesse. Ensuite la validité 

clinique du test qui correspond à son aptitude à prédire avec précision et fiabilité le 

phénotype clinique d’intérêt et qui inclut les performances diagnostiques du test (sensibilité 

et spécificité cliniques, valeurs prédictives positive et négative). Enfin, l’utilité clinique du 

test, qui a déjà été abordée, et qui correspond à son aptitude à améliorer le devenir des 

patients et à apporter une valeur ajoutée en termes d’optimisation de la stratégie 

thérapeutique. Ces tests de mise en évidence de mutation activatrice ou de résistance ont 

une rentabilité clinique majeure pour les adénocarcinomes pulmonaires, type histologique 
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le plus fréquent du cancer le plus meurtrier dans le monde. Nous nous intéressons ici aux 

tests sur biopsies liquides avec analyse de l’ADN tumoral circulant, qui comme déjà évoqué 

précédemment, permettent une détection précoce tout en étant moins invasives, donc 

répétables et moins couteuses que les biopsies tissulaires. 

1.2 ADN libre circulant 

La plupart des fluides corporels comme le sang, le liquide céphalo-rachidien, l’urine ou 

encore l’ascite transportent constamment des quantités variables de fragments d’ADN libre 

circulant (cell-free DNA) d’origines diverses du fait d’un relargage par toutes les cellules 

saines ou non lors de l’apoptose et de la nécrose cellulaire. Le cfDNA a été découvert dans 

le plasma humain à la fin des années 40 (48, 49), mais il faudra attendre 1989 pour que soit 

mis en évidence chez des patients atteints de cancer une fraction d’ADN libre issue de 

cellules tumorales (circulating tumor DNA) avec une signature génétique spécifique de la 

tumeur (50). Par la suite la présence d’ADN fœtal libre circulant (cell-free fetal DNA) dans le 

sang maternel sera observée en 1997 avec l’identification de séquences spécifiques du 

chromosome Y dans le plasma de femmes enceintes de fœtus masculins (51). Cet ADN libre, 

accessible via des prélèvements peu invasifs comme une prise de sang, constitue un 

réservoir d’informations reflétant en temps réel le métagénome que représente le corps 

humain. Ces informations génétiques sont exploitables à des fins diagnostiques, 

pronostiques et théranostiques dans de nombreuses pathologies comme les tumeurs 

solides, les anomalies génétiques fœtales et le rejet de transplantation d’organe.  
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1.2.1 Applications médicales 

Actuellement il existe trois principales applications à l’analyse de cfDNA sur biopsie liquide : 

la détection de cffDNA dans le plasma maternel pour le diagnostic des aneuploïdies, le suivie 

de la maladie résiduelle par détection du chimérisme des ADN du donneur et receveurs dans 

le plasma de patients avec greffe de moelle et la détection de ctDNA chez les patients 

atteints de cancers. 

Après la mise en évidence d’ADN d’origine fœtale dans la circulation maternelle, le cfDNA 

connaitra une première application médicale pour le diagnostic prénatal (DPN) avec le 

développement du génotype Rhésus D fœtal non invasif qui sera mis en place en routine en 

2001 en Grande-Bretagne (52). Par la suite, différentes observations comme la détection de 

trisomie 18 par ratio allélique épigénétique vont permettre le développement de tests 

prénataux non invasifs menant à la mise en place en routine de la détection des aneuploïdies 

fœtales en 2011. Actuellement le cfDNA est couramment utilisé dans le cadre du DPN non 

invasif pour la détermination du sexe fœtal, du statut rhésus D fœtal, le dépistage des 

aneuploïdies fœtales, le diagnostic de maladie monogénique et permet de réduire le 

nombre de prélèvement invasif par amniocentèse. 

La greffe de moelle est un autre domaine qui bénéficie du développement de méthodes 

ciblant le cfDNA avec le monitorage post transplantation, le mise en évidence de maladies 

du greffon et de rejet d’organe. La caractérisation de polymorphismes d’un seul nucléotide 

permet en effet la différenciation entre ADN du donneur et ADN du receveur ainsi que la 

quantification de ce dernier qui participe au monitorage du greffon. La réémergence de 

cfDNA du receveur est un marqueur plus sensible et plus précoce que la biopsie pour les 

rejets aigus et pourrait permettre une adaptation du traitement immunosuppresseur pour 



 
 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Applications potentielles de l’ADN libre circulant dans la prise en charge des 

cancers, tirée de (54). 
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tous types de patients transplantés. Le cfDNA est aussi à l’étude pour le monitorage des 

rejets aigues dans le cadre de transplantation d’organes solides où l’augmentation du cfDNA 

issu du donneur dans le plasma du receveur signe une souffrance du greffon (53). 

En cancérologie, l’information génétique apportée par le cfDNA, notamment sa dimension 

temporelle, associée au développement de technologies ultrasensibles comme le NGS ou la 

PCR digitale (ddPCR) permet son utilisation en tant que biomarqueur avec des applications 

potentielles pour le dépistage, le diagnostic, le pronostic, la localisation tumorale, la 

détermination de sensibilité à certains traitements, la réponse à ces traitements, le suivi de 

la maladie résiduelle, la détection de rechute et l’identification de mécanisme de résistance 

(figure 5) (54). Actuellement en France il existe des recommandations pour l’utilisation des 

analyses sur ADN circulant uniquement pour la mise en évidence au diagnostic initial de 

mutations activatrices en cas de contre-indication, de refus de la biopsie de la part du 

patient ou de prélèvement tissulaire non contributif ; et pour la recherche de mécanisme 

de résistance intrinsèque ou émergeant en cas de progression sous traitement constatée 

cliniquement ou à l’imagerie lors du suivi de la maladie. Son utilisation pour la localisation 

tumorale en cas de primitif inconnu ou pour l’évaluation de la masse tumorale résiduelle ne 

se fait que dans le cadre d’essais cliniques auprès de laboratoires spécialisés. 

L’apport en cancérologie du cfDNA en termes d’adaptation de la prise en charge 

thérapeutique et de survie des patients atteints de cancer laisse espérer le développement 

de cet outil comme biomarqueur dans de nombreuses autres pathologies. Des pathologies 

chroniques associées à des profils cfDNA aberrants comme les pathologies 

cardiovasculaires, auto-immunes ou neurodégénératives ou des pathologies évolutives 

caractérisées par des fluctuations rapides dans le temps en cas de progression telles que la 
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maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, les accidents vasculaires cérébraux ou les 

sepsis (analyse de l’ADN issu de bactérie, de virus ou de parasite) pourraient bénéficier 

d’une détection précoce et/ou d’un monitorage par analyse de cet ADN libre (55).  

 

1.2.2 Fraction d’ADN tumoral circulant 

La proportion d’ADN libre d’origine tumorale est un paramètre crucial pour le rendement 

des analyses en oncologie et peut constituer une limite lors de l’interprétation. Cette 

proportion dépend tout d’abord de la quantité de cfDNA plasmatique totale qui peut varier 

énormément in vivo d’un individu à l’autre sans que l’on puisse toujours l’expliquer et pour 

laquelle il n’existe pas de valeurs normales actuellement. Des niveaux faibles d’ADN libre 

sont détectés généralement chez les sujets sains et en dehors de facteurs pré analytiques 

et analytiques il a été décrit de nombreux paramètres modifiant la concentration 

plasmatique de cfDNA (55) :  

- Contexte médical : la concentration de cfDNA mesurée est ainsi plus élevée chez les 

patients présentant certaines pathologies comme les cancers, les pathologies auto-

immunes (lupus systémique, polyarthrite rhumatoïde et sclérodermie systémique), en 

cas de traumatismes (lésions cérébrales, brûlures), de pathologies cardiovasculaires, 

d’infections virales, de pathologies rénale, pulmonaire (exacerbation de 

bronchopneumopathie chronique obstructive, embolie pulmonaire), thyroïdienne ou de 

complications gestationnelles (prééclampsie, cholestase gravidique). A l’inverse, 

certaines pathologies sont associées à des taux plus faibles par rapport à des patients 

sains comme l’épilepsie sans que l’on puisse les expliquer par des dommages cellulaires 

ou tissulaires. 
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- Traitements : des traitements médicamenteux (corticoïdes à hautes doses) et certaines 

prises en charge comme la chirurgie, la radiothérapie ou l’hémodialyse seraient 

responsables de taux de cfDNA plus élevés que chez des patients non traités.  

- Etats physiologiques : L’âge exerce également une influence, avec une concentration 

plasmatique plus élevée chez les individus âgés de plus de 60 ans en lien avec la 

sénescence cellulaire augmentée, l’inflammation induite par la mort cellulaire et des 

capacités de phagocytose et de clairance réduites. La masse adipocytaire, chez les 

femmes enceintes obèse notamment, est à l’origine de taux plus élevés de cfDNA 

compliquant le dépistage prénatal non invasif en réduisant la fraction fœtale par effet 

de « dilution » (56). Certaines études suggèrent que le taux de cfDNA serait influencé 

par le moment de la journée auquel est réalisé le prélèvement, même si l’impact du 

rythme circadien, de l’état post-prandial ou du taux de lipides sanguins n’est pas 

clairement établi (55). De la même façon, aucune différence significative basée sur le 

sexe n’a été mise en évidence. 

- Habitudes de vies : l’effet de l’exercice plus ou moins intense, de l’alimentation, du 

tabac ou de l’alcool sur les concentrations de cfDNA a été étudié mais sans résultats 

clairs et sans corrélation significative (55). 

 

Dans un contexte néoplasique, la quantité mesurée de cfDNA dépend ensuite plus 

spécifiquement d’autres paramètres en lien avec les caractéristiques de la pathologie 

tumorale. De manière générale, chez les patients atteints de cancer le niveau de cfDNA est 

corrélé au stade de la maladie donc à la masse tumorale et à la présence de métastases (57) 

mais le type de tumeur a également une importance. Les cancers hématologiques, 
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neuroendocrines, les carcinomes prostatiques et mammaires présentent des 

concentrations de cfDNA plus élevées que les tumeurs Oto-Rhino-Laryngologiques, 

cutanées, gynécologiques ou les CBNPC et ce sont les tumeurs du système nerveux central 

qui possèdent les plus faibles concentrations (58). La fraction et la quantité de ctDNA sont 

donc également corrélées avec le type de tumeur, le stade de la maladie mais aussi avec le 

sexe et l’âge des patients. Dans une étude rétrospective de 2021 portant sur plus de 12 000 

échantillons de patients atteints de cancers de différents types la fraction de ctDNA avait 

une médiane de 2.6 % pour une moyenne de 12.2 % (58). Les hommes présentaient en 

moyenne une fraction d’ADN tumoral légèrement plus importante que les femmes avec en 

plus une diminution de la fraction et de la quantité à mesure que l’âge augmente. Cette 

différence significative entre les deux sexes qui n’est pas retrouvée pour les concentrations 

de cfDNA n’est pas expliquée et pourrait être attribuée à des mécanismes biologiques de 

relargage cellulaire ou à un stade de la maladie au moment du prélèvement qui diffèrent. 

Ces paramètres peuvent expliquer le mauvais rendement et les résultats non significatifs de 

certaines analyses sur biopsie liquide. 

 

1.2.3 Développement : profil de méthylation, fragmentomique, topologie 

Les recherches effectuées ces dix dernières années sur le cfDNA ont permis de découvrir de 

nombreuses caractéristiques physico-chimiques de cet ADN libre, ce qui a été une 

opportunité de l’exploiter pour développer ce biomarqueur dans de nombreuses 

pathologies. En plus de la mise en évidence de mutations et d’anomalies chromosomiques, 

la topologie de l’ADN (ADN double ou simple brin, ADN circulaire) et l’étude épigénétique 

de ces molécules d’ADN apportent de nombreuses informations sur leur origine cellulaire 



 
 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Spectre des caractéristiques épigénétiques identifiées sur les molécules d’ADN 

libre circulant, tirée de (59). 
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ou tissulaire. Les caractéristiques épigénétiques cellulaires étant conservées par les 

molécules de cfDNA, elles rendent possible l’identification du tissu d’origine et l’estimation 

de la contribution des différents tissus au pool d’ADN plasmatique. Cela pourrait permettre 

d’identifier les tissus subissant une mort cellulaire accélérée et guider la réalisation de tests 

plus ciblés pour le diagnostic précoce d’un certain nombre de pathologies ou pour évaluer 

une réponse thérapeutique. Pour le ctDNA, ces informations rendraient possible, en plus de 

la mise en évidence d’une tumeur dans le cadre d’un dépistage, la localisation de cette 

tumeur en cas de primitif inconnu. Parmi les caractéristiques épigénétiques étudiées on 

retrouve le profil de méthylation et des modifications d’histone mais aussi des 

caractéristiques acquises secondairement par les molécules d’ADN libre comme la liaison à 

des protéines ou le profil fragmentomique (figure 6) (59).  

La méthylation qui correspond à la présence de groupement méthyle sur le carbone 5 des 

cytosines de l’ADN principalement au niveau de dinucléotides CpG est responsable d’une 

répression transcriptionnelle par inhibition de la fixation de facteurs de transcription. Les 

profils de méthylation qui permettent de maintenir de manière stable certains gènes à l’état 

réprimé dans une population cellulaire sont conservés au cours de la réplication et sont donc 

spécifiques. Pour la détermination du tissu d’origine de cfDNA basée sur la méthylation une 

comparaison est faite avec les profils de référence des différents tissus du corps humain 

obtenus par whole genome bisulfite sequencing. Cette approche qui a permis d’estimer que 

70 % de cfDNA plasmatique est issu des leucocytes sanguins (60) a été utilisée dans des cas 

de grossesse, de transplantation, de cancer, de diabète et de sclérose multiple pour 

identifier les différents tissus d’origine et évaluer leur contribution sans altérations 

spécifiques de la séquence ADN nécessairement associées. D’autres méthodes d’étude de 

la méthylation ont été développées, comme le séquençage après immunoprécipitation de 
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l’ADN méthylé (cfMeDIP-seq) qui est adapté à l’ADN déjà fragmenté et présent en faible 

quantité et qui permet l’identification de type de cancer sur échantillon plasmatique ou 

l’analyse de blocs de méthylation transmis en haplotype qui diffèrent entre tissu tumoral et 

non tumoral. La mise en place et l’enrichissement d’atlas de référence des profils de 

méthylation des types cellulaires dans des contextes pathologiques et non pathologiques 

est indispensable pour le développement de l’approche par méthylation. Le profil de 

méthylation de l’ADN fœtal circulant peut ainsi servir de biomarqueur non invasif 

indépendamment du sexe ou du génotype du fœtus pour distinguer l’ADN fœtal de l’ADN 

maternel. L’analyse de la méthylation de l’ADN viral de l’Epstein-Barr Virus (EBV) dans le 

plasma humain est un exemple d’application possible. Cette analyse a révélé des profils 

différents selon la pathologie associée (carcinome nasopharyngé, lymphome ou infection 

mononucléosique) et pourrait permettre une détection précoce des cancers liés à ce virus 

chez des patients asymptomatiques. 

La fragmentomique se définit comme l’analyse des caractéristiques des fragments d’ADN 

comme leur taille, leur forme, leurs motifs aux extrémités ou la localisation des points de 

cassure. Elle peut, comme la méthylation, servir à l’identification du type de cfDNA grâce à 

la distribution des fragments selon leur taille qui est en moyenne de 166 paires de bases. La 

fragmentation de l’ADN est un processus non aléatoire qui est liée à la structure de la 

chromatine, l’organisation nucléosomale et à la teneur en nucléases du tissu d’origine de 

l’ADN (59). Le ctDNA comprends des fragments plus courts (de 90 à 150 paires de bases) par 

rapport à l’ADN issu de tissus sains et une sélection sur la taille avant séquençage permet 

d’améliorer la détection d’ADN d’origine tumorale. Il existe des profils de fragmentation de 

cfDNA propres aux différents types de cancer utilisables en combinaison avec la recherche 

de mutations spécifiques pour augmenter la détection de ctDNA et identifier la lésion 
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primitive. De plus les séquences constituées des quatre dernières bases à chaque extrémité 

d’un fragment de cfDNA définissent des motifs qui sont eux aussi informatifs sur l’origine de 

l’ADN. Un score, le motif diversity score (MDS), associe certains tissus comme le foie, le 

placenta, le carcinome hépatocellulaire et d’autres cancers à des motifs particuliers (61) et 

il a été établi un catalogue génomique de motifs propres aux extrémités des fragments de 

patients atteints de différents cancers. 

Un atout de ces marqueurs épigénétiques est qu’ils concernent une grande partie du 

génome et contrairement aux recherches ciblées de mutations ils permettent l’étude 

simultanée avec une meilleure sensibilité et spécificité de plusieurs pathologies. Par 

exemple la possibilité de couvrir plusieurs types de cancer pour l’identification du tissu 

d’origine devant une lésion primitive inconnue ou pour une détection précoce lors d’un 

dépistage. Il existe des exemples concrets de l’apport de ces caractéristiques épigénétiques 

avec une étude ayant mis en évidence sur cfDNA un profil de méthylation spécifique du 

cancer du sein chez des sujets asymptomatiques permettant une détection à un stade 

infraclinique (62) ou avec l’approbation par la FDA en 2017 du test Epi proColon pour le 

dépistage du cancer colorectal avec la recherche de méthylation aberrante du gène SEPT9 

(63). De nombreuses autres études n’ayant pas encore permis d’applications en pratique 

clinique sont en cours pour établir des corrélations entre profil épigénétique et diverses 

pathologies comme le cancer, les maladies cardiovasculaires ou le diabète (55). Cependant 

la caractérisation des profils épigénétiques de cfDNA et l’implémentation de tests ciblés ou 

globaux en routine avec une utilité clinique encore à valider sont freinés par plusieurs limites 

similaires à celles rencontrées pour l’étude des mutations génétiques sur cfDNA. 
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1.2.4 Limites 

Malgré les progrès importants effectués dans le champ de recherche de l’ADN libre circulant 

ces vingt dernières années il persiste des limites biologiques, préanalytiques, techniques et 

analytiques au développement d’études à grande échelle et à la mise en place en routine 

de tests diagnostiques sur cfDNA. Une des principales limites est liée à la très faible quantité 

de molécules d’ADN libre circulant dans le sang, particulièrement à des phases précoces de 

maladie comme les cancers qui relarguent des quantités infimes d’ADN dans les fluides 

extracellulaires (55). Cela nécessite des méthodes adaptées avec une très bonne sensibilité 

analytique pour détecter les rares molécules d’ADN d’intérêt parmi toutes celles d’origines 

diverses présentes dans la circulation. A la faible quantité d’ADN initiale s’ajoutent des 

problématiques pré-analytiques avec le biais de sous échantillonnage lors de la ponction 

veineuse, les conditions d’acheminement et de stockage et la technique d’extraction de cet 

ADN circulant. Le développement de tubes dédiés à l’analyse de l’ADN circulant grâce à la 

stabilisation des cellules nuclées sanguines pour éviter une dilution par relargage de l’ADN 

leucocytaire permet une meilleure conservation des échantillons (jusqu’à 14 jours à 

température ambiante pour les tubes Streck Cell-free DNA BCT), mais le rendement de 

l’extraction de l’ADN circulant reste dépendant de la méthode utilisée et du volume 

plasmatique initial disponible. Le nombre important de produits et de technologies 

disponibles plus ou moins efficaces selon l’application ou le sous-type d’ADN circulant ciblé 

rend difficile une harmonisation des procédures préanalytiques.  

Comme vu précédemment le taux d’ADN libre circulant mesuré est influencé par de 

nombreux paramètres présents dans de multiples contextes cliniques et biologiques. Toutes 

ces variables sont à l’origine de résultats se recoupant entre les différents types de maladies 
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et les individus sains, rendant difficile la détermination de valeurs normales ou d’intervalles 

de référence pour une condition spécifique. Bien que le niveau quantitatif de cfDNA total 

puisse avoir actuellement une utilité clinique limitée par rapport aux corrélations connues 

ou pas entre les caractéristiques qualitatives de cet ADN et diverses pathologies, ce 

paramètre reste informatif en oncologie. La fraction extraite d’ADN circulant d’origine 

tumorale peut être extrêmement faible, nécessitant le développement de tests de 

sensibilité adéquate, mais la mesure quantitative de ctDNA ramenée au volume de plasma 

de l’échantillon présente une corrélation importante avec la taille de la tumeur et pourrait 

être utilisée pour évaluer le stade de la maladie, pour le monitoring et pourrait également 

avoir une utilité pronostique pour le patient. Il persiste donc des difficultés pour la mesure 

précise, à la fois qualitative et quantitative, des molécules d’ADN libre circulant chez un 

individu malgré les progrès techniques effectués. Ces limites sont liées aux caractéristiques 

de l’ADN libre circulant, à savoir sa grande hétérogénéité in vivo avec de nombreux types 

différents et une variabilité importante dans le temps. S’ajoutent à cela l’impact potentiel 

de facteurs biologiques, physiques, et environnementaux, les biais possibles de 

préservation, de dégradation et de capture de types spécifiques d’ADN libre en lien avec les 

étapes pré analytiques et la mauvaise connaissance de tous ces paramètres (55).  

Un autre aspect limitant est l’analyse sur biopsie liquide où seul l’ADN d’une fraction du tissu 

tumoral peut être capturé ne permettant pas de prendre en compte une hétérogénéité 

génétique spatiale au sein de la tumeur. Mais cela reste à modérer avec le fait que cet ADN 

tumoral est relargué dans les fluides corporels depuis toutes les localisations tumorales à la 

fois et fournit de ce point de vue là une meilleure image de la diversité génétique de la 

tumeur par rapport à une seule coupe d’une biopsie tissulaire localisée. 
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Au-delà de l’utilisation prometteuse en tant que biomarqueur dans de nombreuses 

pathologies, l’ADN libre circulant est impliqué dans d’importants processus biologiques 

comme l’immunité et la communication cellulaire mais aussi dans le développement, la 

progression tumorale ou la résistance au traitement. Toutes les fonctions biologiques de 

l’ADN libre circulant ne sont cependant pas encore comprises et restent peu étudiées, c’est 

pourquoi une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires à l’origine de ses effets 

potentiellement néfastes permettrait de comprendre la physiopathologie de certaines 

maladies et d’établir les liens entre ADN libre circulant et d’autres pathologies. De plus le 

manque de normes pré analytiques universelles, de recommandations pratiques et les 

limitations analytiques freinent le développement et la mise en œuvre de tests cliniquement 

pertinents (64).  

L’évaluation de l’ADN libre circulant est enfin rendue plus délicate du fait de l’existence avec 

l’âge d’une hématopoïèse clonale à l’origine de cfDNA porteur de mutations, 

potentiellement spécifiques de cancer, sans pour autant signer le développement d’une 

lésion néoplasique. Le vieillissement est associé à l’accumulation de mutations somatiques 

dans virtuellement tous les tissus du fait de défaut de réparation de l’ADN pendant la 

réplication. L’hématopoïèse clonale correspond à l’identification dans les cellules souches 

hématopoïétiques de telles altérations à l’origine de populations clonales pouvant conduire 

au développement d’hémopathies mais également à l’origine de clones non malins sans 

maladies associées (65). Le relargage d’ADN libre par ces cellules hématopoïétiques peut 

conduire à la détection de mutations dans le cfDNA plasmatique de patients âgés entrainant 

une discordance (faux positifs) entre génotype de l’ADN libre circulant et génotype tumoral 

(66). Ce phénomène d’accumulation de mutations somatiques se retrouve chez les patients 

cancéreux, avant le développement de la maladie, comme chez les patients sains et il n’y a 
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actuellement pas de moyens clairs de différencier ces situations. Les fragments d’ADN issus 

de cellules tumorales sont généralement plus courts que ceux ayant une autre origine, 

notamment ceux en lien avec l’hématopoïèse clonale (67), mais il existe une grande 

variabilité de taille au sein des brins de cfDNA pouvant partager une origine commune. 

L’utilité de la recherche de variants somatiques chez des patients âgés à un stade 

infraclinique, dans le cadre d’un dépistage par exemple, est donc limitée puisque non 

prédictif de la suite de la prise en charge. 

Finalement une analyse de l’ADN libre circulant n’aurait de valeur que si elle est positive 

(avec la limite de l’hématopoïèse clonale), un résultat négatif ne permettant pas de 

distinguer un phénomène de sous échantillonnage lors du prélèvement, d’un défaut de 

sensibilité de la technique en lien avec un volume d’ADN extrait faible, d’une véritable 

absence des mutations recherchées dans le ctDNA. Pour l’instant, en cas de résultats 

négatifs il est recommandé de répéter l’analyse sur cfDNA ou de la confirmer sur biopsie 

tissulaire (26). 

 

1.3 Objectifs 

Les mutations somatiques activatrices sont un mécanisme oncogénique fréquemment 

retrouvé dans les cancers broncho-pulmonaires, particulièrement dans les 

adénocarcinomes, chez les non-fumeurs et chez les femmes. Le cancer pulmonaire est le 

plus meurtrier dans le monde et en France, à un stade avancé les traitements par chimio et 

radiothérapie restent partiellement efficaces, mais le développement de thérapies ciblées 

associées à la présence d’altérations génétiques a permis d’améliorer grandement la survie 

et la qualité de vie des patients atteints. Leur recherche dès le diagnostic initial à visée 
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théranostique est désormais la norme et la sensibilité analytique des tests permettant leur 

détection est cruciale. Cette analyse peut être effectuée sur biopsie liquide à la recherche 

d’ADN tumoral circulant, outil ayant l’avantage d’être moins invasif, répétable et pouvant 

permettre le monitoring et la détection précoce de rechute durant le suivi de la maladie.  

L’objectif de ce travail, ayant lieu à l’occasion d’un changement de méthode au laboratoire 

de génétique moléculaire du CHU de Brest et lié à la nécessité de conserver une technique 

sur biopsie liquide, est la comparaison des performances analytiques de trois méthodes 

pour la détection non invasive des mutations activatrices et des mécanismes de résistance 

dans les cancers broncho-pulmonaires. 

 

 

2 Matériels et méthodes 

2.1 Sélection des patients 

44 échantillons plasmatiques résiduels issus de 37 patients ont été inclus à partir des 202 

demandes reçues, entre janvier 2020 et décembre 2022 au laboratoire de génétique 

moléculaire du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Brest (en provenance du CHU mais 

aussi des centres hospitaliers de Morlaix, Landerneau et Quimper), pour une recherche de 

mutations sur ADN tumoral circulant dans le cadre de cancer broncho-pulmonaire suspecté 

ou avéré. La demande d’examen précise s’il s’agissait d’une recherche de mutation 

activatrice en l’absence de tissu tumoral analysable ou d’une recherche de mutation de 

résistance. Les différents échantillons ont été sélectionnés de telle sorte que toutes les 

mutations connues les plus fréquentes dans le gène EGFR soient testées et que les valeurs 
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de fréquences alléliques (Variant Allele Frequency, VAF) soient distribuées des plus élevées 

jusqu’aux plus faibles mesurées par séquençage NGS (méthode Ion Torrent AmpliSeq) qui 

est la technique de routine. Ont été inclus préférentiellement les patients pour lesquels le 

génotypage tumoral retrouvait une mutation (exception faite pour quelques mutations 

retrouvées uniquement sur ctDNA, comme la mutation EGFR G719C, pour lesquelles nous 

disposions de peu d’échantillons) et pour lesquels était conservée une quantité de plasma 

suffisante pour une nouvelle extraction. Douze échantillons pour lesquels aucune mutation 

n’avait été détectée sur ctDNA ont également été inclus pour mettre en évidence un 

éventuel gain de sensibilité avec les techniques évaluées. 

 

2.2 Prélèvement et extraction d’ADN 

Les échantillons sanguins ont été prélevés sur tubes BCT Cell-Free DNA (Streck) de 10 mL, 

acheminés à température ambiante au laboratoire dans les trois jours, avant d’être 

centrifugés. A partir des plasmas conservés à – 80°C, l’ADN libre circulant a été extrait sur 

billes magnétiques avec l’extracteur Maxwell et le kit Maxwell® RSC ccfDNA Plasma Kit 

(Promega) en utilisant au minimum 1 mL de plasma selon les consignes du fabricant, puis 

quantifié par fluorométrie avec le Qubit dsDNA HS assay kit (Life Technologies). Les acides 

nucléiques ont ensuite été stockés à – 20°C. 

 

2.3 NGS Ion Torrent Ampliseq 

La méthode Ion Torrent Ampliseq est la technique de routine au CHU de Brest avec laquelle 

avaient été analysés tous les échantillons inclus depuis 2020. Elle utilise le séquençage NGS 
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Ion torrent qui repose sur la variation de pH pour la mise en évidence de mutations 

somatiques sur ADN issu de biopsies tissulaires (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) 

DNA) et sur cfDNA. Le panel réalisé à Brest permet de rechercher avec une sensibilité 

analytique de 0.5 % (pour une profondeur minimale de 1000X) les mutations G719S 

(c.2155G>A), G719C (c.2155G>T), G719A (c.2156G>C), G719N (c.2156G>A), L858R 

(c.2573T>G), les délétions de l’exon 19, T790M (c.2369C>T) ainsi que les variants rares dans 

les exons 18 à 21 du gène EGFR (séquence de référence NM_005228.3) ; et les mutations 

dans l’exon 2 du gène KRAS (NM_33360.3). 

La préparation des librairies grâce au kit Ion Ampliseq library kit 2.0 avec des amorces 

maison adaptées aux exons des gènes d’intérêt (commandées chez Life Technologies) 

nécessite un volume de 12 μL de cfDNA avant amplification par PCR (Polymerase Chain 

Reaction) en émulsion sur sphères et séquençage massivement parallèle sur Ion PGM 

sequencer (Thermo Fisher Scientific) avec des puces 318. Durant le séquençage les sphères 

recouvertes d’amplicons de librairies se retrouvent dans des puits où sont ajoutés les 

désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) un par un. Une mesure de pH est effectuée 

après chaque ajout de dNTP et en cas d’incorporation d’un nucléotide au brin 

complémentaire un ion H+ est libéré lors de la création de la liaison phosphodiester 

modifiant le pH détecté au fond de chaque puits. Les données brutes (ionogramme) 

obtenues permettent ensuite de reconstituer les séquences qui sont ensuite alignées sur le 

génome de référence hg19. L’analyse bioinformatique est effectuée sur le logiciel NextSeq 

(JSI medical systems). 
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2.4 qPCR SensiScreen 

La technique SensiScreen (Pentabase) est conçue pour la détection et l’identification de 

mutations somatiques par PCR quantitative (qPCR) multiplex en temps réel (sonde TaqMan 

spécifiques d’allèles) appliquée dans ce travail sur des ADN issus de biopsie liquide chez les 

patients atteints de cancer. Le Kit SensiScreen Liquid Dispense ready Assays pour EGFR cible 

les mutations suivantes dans les exons 18 à 21 du gène EGFR : 

- G719A (c.2156G>C), G719C (c.2155G>A), G719S (c.2155G>T) 

- 35 délétions de l’exon 19 (Annexe I) 

- S768I (c.2303G>T) et L861Q (c.2582T>A) dans un même mix 

- T790M (c.2369C>T) 

- 21 insertions dans l’exon 20 (Annexe I) réparties dans deux pools 

- L858R (c.2573T>G et c.2573_2574TG>GT) 

La technique est dite ultra-sensible et affirme détecter, dans le cas d’analyse sur biopsie 

liquide, jusqu’à une copie d’ADN muté pour un délai de rendu de résultat rapide inférieur à 

3h.  

Selon les recommandations du fabricant, pour chaque échantillon nous avons utilisé 5 μL 

d’ADN par puits à une concentration comprise entre 0,1 et 1 ng/μL, la concentration 

optimale étant de 1 ng/μL. Une réaction comprenant jusqu’à 8 puits (7 mix mutation et 1 

mix référence), le volume total nécessaire est alors de 40 μL d’ADN par échantillon. L’analyse 

a été effectuée sur Lightcycler 480 II (Roche) en suivant le protocole de PCR indiqué par le 

fabricant (Annexe II). Le Multiplex I cfDNA Reference Standard Set (Horizon), qui comprend 

les mutations EGFR p.Lys858Arg, p.Glu746_Arg750del, Thr790Met et 

p.Val769_Asp770insAlaSerVal à une fréquence allélique de 5 %, a été utilisé comme contrôle 
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à une concentration de 0.5 ng/μL. L’interprétation des résultats a été faite sur le 

logiciel LightCycler 480 SW 1.5.1. 

Les quantités de réactifs nous permettaient d’effectuer 20 tests. Au total 17 échantillons 

ont été analysés avec un contrôle lors de trois séries différentes. Ils ont été testés avec les 

8 mix ou seulement une partie d’entre eux comprenant au minimum la mutation détectée 

avec la technique NGS Ion Torrent Ampliseq et une autre mutation à priori non retrouvée.  

 

2.5 PCR digitale 

2.5.1 Principe 

La PCR digitale (ddPCR) est une technique rapide et très sensible dérivée de la qPCR, mise 

au point en 1999 par Volgenstein et al (68) et qui permet la détection et la quantification 

absolue de séquences présentes en très faible quantité. Elle repose sur le principe de 

partitionnement de l’échantillon à analyser dans des milliers de compartiments 

(gouttelettes ou micropuits) contenant idéalement une seule molécule cible. Cette 

répartition des cibles d’ADN suit une loi de Poisson. Chaque gouttelette se comporte comme 

une réaction de PCR individuelle, le fractionnement de l’échantillon permettant d’amplifier 

chaque cible indépendamment des autres. Cela limite le risque de faux négatif lié aux 

séquences en excès qui peuvent masquer le signal des séquences en plus faible quantité 

dans une PCR classique. Comme pour la qPCR des sondes fluorescentes de type TaqMan ou 

un intercalant de l’ADN fluorescent peuvent être utilisés pour identifier l’ADN ciblé amplifié. 

La technique est donc particulièrement adaptée aux évènements rares notamment à l’étude 

de l’ADN fœtal ou des mutations somatiques minoritaires sur cfDNA. 



 
 

 

 

 

 

Mutation Amorce/sonde Séquence 

L858R (c.2573T>G) 

Amorce Forward 5’-GCAGCATGTCAAGATCACAGATT-3’ 

Amorce Reverse 5’-CCTCCTTCTGCATGGTATTCTTTCT-3’ 

Sonde WT 5’-HEX-AGTTTGGC{CAG}CCCAA-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

Sonde mutée 5’-6FAM-AGTTTGGC{CCG}CCCAA-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

T790M (c.2369C>T) 

Amorce Forward 5’-GCCTGCTGGGCATCTG-3’ 

Amorce Reverse 5’-TCTTTGTGTTCCCGGACATAGTC-3’ 

Sonde WT 5’-HEX-ATGAGCTG{CGT}GATGAG-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

Sonde mutée 5’-6FAM-ATGAGCTG{CATG}ATGAG-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

C797S (c.2390G>C) 

Amorce Forward 5’-CATCTGCCTCACCTCCAC-3’ 

Amorce Reverse 5’-TCTTTGTGTTCCCGGACAT-3’ 

Sonde WT 5’-HEX-TTCGG{CTG}CCTCCTG-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

Sonde mutée 5’-6FAM-TTCGGC{TCC}CTCCTG-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

Del19 

Amorce Forward 5’-GAAAGTAAAATTCCCGTCGCTAT-3’ 

Amorce Reverse 5’-ACCCCCACACAGCAAAGC-3’ 

Sonde WT 5’-HEX-AATTAAGAGAAGCAACATC-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

Sonde mutée 5’-6FAM-ACATCGAGGATTTCCTTGT-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

G12C (c.34G>T) 

Amorce Forward 5’-GCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACT-3’ 

Amorce Reverse 5’-GCTGTATCGTCAAGGCACTCTT-3’ 

Sonde WT 5’-HEX-TTGGAGC{TGG}TGGCGTA-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

Sonde mutée 5’-6FAM-TTGGAGC{TTG}T{G}GCGTA-BHQ1/MGB-NFQ-3’ 

 

Tableau IV : Détails des amorces et des sondes d’hydrolyse des différents essais. Le design 

pour les mutations L858R, T790M, C797S et G12C est tiré des travaux de Oxnard et al (70) 

et pour les Del19 de Yung et al (71). 
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2.5.2 Amorces et sondes d’hydrolyse 

Le sondes d’hydrolyse sont constituées d’un fluorophore (FAM ou HEX) lié de manière 

covalente à l’extrémité 5’ d’un oligonucléotide et d’un désactivateur ou quencher (BHQ-1 

ou MGB-NFQ) à l’extrémité 3’. Les amorces et les sondes d’hydrolyse spécifiques à chaque 

allèle sauvage et muté ont été designées à partir de la littérature (Tableau IV) et 

commandées chez Eurogentec.  Les couples d’amorces et de sondes sont reconstitués à 100 

μM avant d’être mélangés dans une solution à 20X, contenant 5 μM de sonde et 9 μM de 

chaque amorce, et stockée à -20°C jusqu’à utilisation. 

 

2.5.3 Technique 

La PCR digitale a été réalisée sur le QX200 ddPCR System (Biorad) selon les 

recommandations du fabricant. Pour chaque échantillon 9 μL d’ADN ont été ajoutés à 10 μL 

de supermix Droplet PCR 2X (Biorad) ainsi que 1 μL de chaque mix d’amorces et de sondes 

pour une concentration finale de 450 nM d’amorces et 250 nM de sondes. Après génération 

des gouttelettes grâce au QX200 Droplet Generator la PCR est réalisée avec le programme 

suivant : 95°C pendant 10 minutes, (94°C pendant 30 secondes, 1 min d’hybridation) x40 

cycles, 98°C pendant 10 minutes puis passage à 4°C. La température optimale d’hybridation 

a été préalablement déterminée par gradient de température d’hybridation pour chaque 

couple amorce/sonde à l’aide d’un ADN contrôle issu d’un ADN FFPE muté pour le variant 

étudié. La lecture de fluorescence est ensuite faite dans le QX200 Droplet Reader et l’analyse 

des données est réalisée grâce au logiciel QX Manager 1.2. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Design des sondes d’hydrolyse pour la détection en PCR digitale de la mutation 

EGFR L858R (A) et des délétions de l’exon 19 (B), tirée de (72). 
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Nous avons réalisé des essais en ddPCR pour 5 mutations différentes, 4 mutations du gène 

EGFR (L858R (c.2573T>G), T790M (c.2369C>T), C797S (c.2390G>C) et les délétions en phase 

de l’exon 19 (Del19)) et une mutation du gène KRAS (G12C (c.34G>T)) avec des amorces 

spécifiques. L’échantillon commercial Multiplex I cfDNA Reference Standard Set (Horizon) 

était le contrôle pour les mutations L858R, T790M et Del19 (VAF à 5 %) à une concentration 

de 0.5 ng/μL après dilution. Pour chaque mutation, les essais ont été mis au point en duplex 

avec mélange de sondes d’hydrolyse spécifiques de l’allèle sauvage (Wild Type, WT) 

marquée en HEX et de l’allèle muté marqué en FAM. Le design est différent pour détecter 

les délétions de l’exon 19 du gène EGFR, la sonde marquée en HEX reconnaissant une 

séquence non polymorphe (référence) dans l’exon 19 quand celle marquée en FAM 

s’hybride sur les nucléotides du hotspot des délétions (Figure 7). La perte du signal bleu FAM 

révèle donc la présence d’une délétion (Figure 8). 

Toutes les mutations ont été répliquées lors de deux séries avec entre 10 et 14 échantillons 

en dupliquats au total par mutation. La reproductibilité entre les deux séries a été évaluée 

avec deux échantillons positifs pour chacune des mutations L858R, Del19 et G12C et trois 

échantillons négatifs pour chacune des 5 mutations. La répétabilité a également été évaluée 

pour les mutations L858R, Del19 et G12C avec 5 échantillons au total déposés en 

quadrupliquats lors d’une même série. Tous les échantillons de cfDNA ont été dosés par 

fluorométrie sur Qubit (dsDNA HS assay kit (Life Technologies)) avant d’être analysés 

 



 
 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Exemples de résultats de PCR digitale selon deux designs différents. La mutation 

L858R est détectée par la présence d’évènements positifs dans le canal FAM (B) 

contrairement à l’échantillon sauvage (A) et pour les Del19 les échantillons sauvages ne 

présentent que des évènements positifs dans les deux canaux (C) quand les délétions sont 

mises en évidence par la perte du signal dans le canal Fam (D), tirée de (72). 

 

 



66 
 

2.6 Analyse des données 

2.6.1 Détection qualitative des variants 

Pour l’interprétation des résultats de qPCR un échantillon est dit positif pour une mutation 

donnée si son Cycle treshold (Ct) est inférieur ou égal à 40 et négatif en cas de Ct supérieur 

à 40. La fréquence allélique du variant muté ainsi que le nombre de copie absolu peuvent 

être estimés grâce à la différence entre le Ct de la mutation donnée et le Ct de l’analyse de 

référence, si 5 ng d’ADN ont été utilisés (Annexe III). 

Lors de la mise au point des essais en PCR digitale la limite de blanc (LOB), la limite de 

détection (LOD) et la linéarité ont été déterminées pour chaque mutation testée comme 

décrit dans l’étude de Milbury (69). A partir d’ADN FFPE résiduels issus de patients suivis 

pour un cancer pulmonaire nous avons à chaque fois réalisé une dilution en cascade d’un 

ADN positif pour la mutation d’intérêt et analysé 16 échantillons sauvages en dupliquats. 

Tous les ADN FFPE ayant servis pour la validation de performances de ces essais ont été 

dosés sur Qubit avec le kit dsDNA HS assay (Life Technologies) puis dilués pour obtenir une 

concentration finale d’environ 0.5 ng/μL, proche des concentrations observées pour le 

cfDNA après extraction sur plasma, avant d’être analysés selon la technique décrite 

précédemment. 

La distribution des molécules d’ADN cibles dans les gouttelettes se fait indépendamment du 

statut mutationnel et suit une loi de Poisson. Le nombre de gouttelettes a d’abord été 

converti en nombre de molécules d’ADN présentes dans l’échantillon grâce aux nombres 

moyens de cibles sauvages (λw) et mutées (λm) par gouttelette, ce qui permet ensuite à partir 

des 16 échantillons WT de calculer le taux moyen de faux positif (λFP). Les seuils de positivité 

pour chacun des deux canaux ont été déterminés grâce à l’échantillon avec la titration la 



 
 

 

Caractéristiques 

Effectif global 36 

Sexe Femmes : 18/36 (50.0 %) 

Hommes : 18/36 (50.0 %) 

Age moyen au diagnostic 68.9 ans (34 – 90 ans) 

< 50 ans 2/36 (5.6 %) 

50 – 59 ans 5/36 (13.9 %) 

60 – 69 ans 9/36 (25.0 %) 

70 – 79 ans 14/36 (38.9 %) 

≥ 80 ans 6/36 (16.6 %) 

Type de tumeur 31/36 

Adénocarcinome (ADK) 27/31 (87.2 %) 

Carcinome épidermoïde 1/31 (3.2 %) 

Carcinome indifférencié 1/31 (3.2 %) 

ADK avec composante NE à PC 1/31 (3.2 %) 

Autre 1/31 (3.2 %) 

Stade de la maladie  

I 1/30 (3.3 %) 

II 0 

III 2/30 (6.7 %) 

IV 27/30 (90.0 %) 

Statut métastatique  

M1a 7/30 (23.3 %) 

M1b 5/30 (16.7 %) 

M1c 15/30 (50 %) 

Dont localisation cérébrale 6/30 (20 %) 

Tableau V : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients inclus. 



67 
 

plus importante, c’est-à-dire celui avec la VAF la plus élevée. Les nuages de points 

correspondants aux copies sauvages et aux copies mutées ont ainsi été délimités et des 

seuils, similaires pour tous les échantillons d’un même essai, ont été fixés de manière 

relativement stringente (les régions sont plus étroitement définies) pour favoriser la 

sensibilité analytique. Toute gouttelette supérieure aux seuils fixés dans les échantillons 

sauvages est donc considérée comme une cible mutée et donc un évènement faux positif. 

Le taux moyen de faux positif permet ensuite de calculer la LOB et la LOD (69). Pour 

déterminer le statut mutationnel positif ou négatif des différents cfDNA inclus nous avons 

utilisé la valeur brute de la limite de détection et non le ratio pour ne pas être impacté par 

le nombre total de gouttelettes générées pour chaque échantillon. 

La linéarité a été déterminée grâce à la titration de l’allèle muté pour chaque essai. Un ADN 

FFPE positif pour le variant testé est dilué à 6 reprises dans un ADN WT pour ce même 

variant pour une gamme finale de dilution de 32 %, 16 %, 8 %, 4 %, 2 %, 1 % et 0.5 % 

(exception faite de la mutation C797S pour laquelle la gamme de dilution ne comprend que 

10 %, 5 %, 2.5 %, 1.25 % et 0.62 % du fait de l’absence d’ADN FFPE avec une fréquence 

allélique suffisante à disposition). Chaque niveau de la titration est également passé en 

dupliquats. 

 

2.6.2 Analyse statistique 

L’analyse statistique des données a été réalisée grâce au logiciel Stata software, version 15 

(StataCorp, College Station US). Les tests étaient binaires pour le statut mutationnel (critère 

principal) avec un risque de première espèce fixée à 5 %. La comparaison des résultats 

impliquant des données catégorielles a été réalisée avec un test de Chi2 ou un test exact de 



 
 

 

Tableau V (suite) : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients inclus.  

*Mutations associées, **Résultat négatif, non contributif, matériel insuffisant ou absence 

d’information 

 

 

Caractéristiques 

Tabagisme  

Absent 14/30 (46.7 %) 

Sevré 15/30 (50.0 %) (5 à 50 PA) 

Actif 1/30 (3.3 %) (50 PA) 

Exposition amiante associée 2 

Exposition solvants associée 1 

Altération intra tumorale  

Oui 29/35 (82.9 %) 

 EGFR Del19 16/29 (55.3 %) 

 EGFR L858R 9/29 (31.0 %) 

 EGFR Ins 20 1/29 (3.4 %) 

 EGFR G719A 1/29 (3.4 %) 

 KRAS G12C 2/29 (6.9 %) 

 EGFR T790M* 3/29 

 EGFR C797S* 2/29 

 EGFR L861Q* 1/29 

 BRAF V600E* 1/29 

 MET* 2/29 

Non** 6/35 (17.1 %) 
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Fisher quand la relation entre les variables quantitatives, pour l’estimation de la fréquence 

allélique a été étudiée par le coefficient de corrélation de Spearman du fait de leur 

distribution statistique non normale. 

 

 

3 Résultats 

3.1 Cohorte de patients 

Les 43 échantillons analysés proviennent de 36 patients comprenant autant d’hommes que 

de femmes et un âge moyen au diagnostic de 68.9 ans avec une majorité de patients entre 

70 et 79 ans (14 sur 36 soit 38.9 %) (Tableau V). Nous n’avons pas pu avoir accès au dossier 

de cinq patients pour lesquels le type histologique tumoral, le stade de la maladie ou encore 

les facteurs de risque de cancer ne sont pas connus. Parmi les 31 patients avec des données 

cliniques, la majorité sont atteints d’adénocarcinomes bronchiques (27 sur 31 soit 87.2 %). 

A noter qu’une patiente (P7) a bénéficié d’une recherche de mutation sur cfDNA avant que 

la lésion primitive ne soit connue et n’est finalement pas atteinte d’un cancer bronchique 

mais d’un carcinome rénal métastatique au niveau pulmonaire. Elle n’a pas été prise en 

compte pour le reste des caractéristiques cliniques et biologiques de la cohorte. Presque 

tous les diagnostics ont été fait à un stade métastatique de la maladie (27 sur 30 soit 90 % 

de stade IV au diagnostic) avec 50 % de patients multi-métastatiques (stade M1c) et 6 

patients présentant une ou plusieurs localisations cérébrales. Près de la moitié des patients 

sont non-fumeurs quand l’autre moitié présente un tabagisme sevré. Il existe quelques cas 

d’exposition professionnelle avec 2 patients fumeurs (50 PA) ayant de plus été exposés à 



 
 

 

 

 

 

Figure 9 : Résultats obtenus par qPCR SensiScreen pour 4 échantillons : les échantillons 

200093 (A), 200155 (B), 210031 (C) et le contrôle (D). 1 : Référence, 2 : Del19, 3 :Ins2, 

4 :T790M, 5 :G719, 6 :S768I, 7 :Ins1 et 8 :L858R. 
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l’amiante et une patiente non fumeuse exposée à différents solvants. La grande majorité 

des patients sont porteurs d’altérations intra tumorale avec, comme dans les données de la 

littérature, une majorité de délétions dans l’exon 19 du gène EGFR (55.3 %) et de mutations 

L858R (31.0 %). 

 

3.2 PCR SensiScreen 

Au total 17 échantillons issus de 16 patients différents ont été testés par PCR quantitative 

SensiScreen (voir Annexe IV). Lors du génotypage intra tumoral 6 patients étaient porteurs 

d’une Del19, 4 d’une mutation L858R (2 échantillons testés pour la patiente P13) et une 

d’une insertion dans l’exon 20. Parmi les 5 patients n’ayant pas eu de résultats contributifs 

lors du génotypage intra tumoral on retrouve lors de l’analyse de cfDNA par NGS Ion Torrent 

Ampliseq une Del19, une mutation G719S, une mutation G719C, une mutation S768I et un 

résultat négatif. 

Sur les trois séries effectuées les résultats sont similaires et difficilement interprétables quel 

que soit le prélèvement observé. En effet les Ct sont presque toujours inférieurs à 40 cycles, 

y compris pour toutes les mutations qui ne sont pas attendues positives, donnant lieu à des 

résultats aberrants avec jusqu’à 6 mutations positives dans un seul échantillon si l’on suit 

stricto sensu les règles d’interprétation du fabricant (Figure 9A). On observe tout de même 

un signal de fluorescence plus net pour les mutations déjà connues au niveau intra tumoral 

(Figure 9B et 9C), mais avec une croissance pas systématiquement exponentielle et un Ct 

parfois supérieur à ceux de mutations absentes comme le met en évidence le contrôle 

(Figure 9D). Celui-ci a été passé lors des trois séries avec des résultats montrant 

systématiquement des Ct inférieurs à 40 cycles pour toutes les mutations et avec un Ct plus 



 
 

 

 

 

 

Tableau VI : Limites de blanc et limites de détection des différents essais 

*Nombre moyen de molécules WT dans les tests sauvages ayant servis lors des essais 

respectifs 

**Nombre de molécules WT dans lesquelles une molécule mutée peut être détectée 

 

 

 

 

 L858R T790M C797S Del19 G12C 

Moyenne gouttelettes 

générées 
16 343 18 911 18 472 15 722 19 494 

Moyenne molécules WT* 512 653 438 604 1070 

Nb moyen de faux positif 

(λFP) 
0.03 0.62 0 1.35 0.82 

LOB brute 1.1 2.7 0.8 4.1 3.1 

LOB Ratio 0.217 % 0.415 % 0.183 % 0.673 % 0.291 % 

LOB m/WT** 461 241 547 149 343 

LOD brute 4.7 7.1 4.2 9.0 7.7 

LOD ratio 0.910 % 1.086 % 0.948 % 1.490 % 0.717 % 

LOD m/WT** 110 92 105 67 139 
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élevé pour la mutation L858R que pour le mix des mutations G719 qui ne sont pas présentes 

dans l’échantillon. 

La quantité d’ADN utilisée par échantillon et les résultats non contributifs obtenus n’ont pas 

permis d’estimer la VAF des mutations mises en évidence selon les données fournies par le 

fabricant (Annexe III). 

 

3.3 PCR digitale 

3.3.1 LOB, LOD et linéarité 

Les 17 échantillons sauvages (WT) qui ont été utilisés pour chacun des essais ont été déposés 

en dupliquats et les données brutes obtenues pour chaque duplicat ont été poolées. Les 

formules décrites par Milbury et al (69) appliquées aux échantillons WT ont déterminé que 

la LOB pour la mutation EGFR L858R dans un échantillon avec un nombre moyen de 

molécules cibles d’ADN de 512 est de 1 molécule mutée pour 461 molécules WT et la LOD 

est de 1 molécule mutée pour 110 molécules WT. Les LOB et LOD de tous les essais sont 

détaillées dans le Tableau VI. La LOD représente, pour chaque mutation, la plus haute 

sensibilité qui peut être atteinte pour un échantillon unique déposé en dupliquat lors d’une 

réaction. 

Les séries de titration pour chaque mutation ont permis d’évaluer la linéarité des essais. La 

relation entre les ratios muté sur sauvage attendu et observé n’est pas parfaitement 

linéaire, pour autant le coefficient de détermination R2 reste élevé pour les 5 essais (entre 

0.88 et 0.99). Les données retrouvent globalement un ratio muté sur sauvage supérieur au 

ratio attendu et mettent en évidence une déviation plus ou moins importante de la courbe 



 
 

 

 

Figure 10 : Titration des différentes mutations en ddPCR.  
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de régression pour les valeurs de VAF les plus faibles dans les 5 essais du fait de la présence 

d’évènements faux positifs. Pour la mutation EGFR L858R (Figure 10A) la titration du dernier 

échantillon (VAF 0.5 %) donne un résultat inférieur à la limite de blanc, ne pouvant donc pas 

être distingué du bruit de fond. La sensibilité pour cet essai reste correcte jusqu’à une VAF 

de 1% mais la borne inférieure de l’intervalle de confiance à 95 % à ce niveau est inférieure 

à la LOD tout en restant supérieure à la LOB, ce qui indique qu’en cas de répétition des 

analyses les résultats seront toujours significativement différents du bruit de fond mais une 

partie d’entre eux (supérieure à 5 %) ne sera pas correctement détectée. La situation est 

similaire pour la mutation C797S (Figure 10C) avec un risque plus élevé de faux négatifs à 

une VAF de 0.1 %. Pour les trois autres essais (Figure 10B, D et E) la sensibilité est bonne 

jusqu’à une VAF de 0.1 % avec des valeurs associées à des intervalles de confiance toujours 

supérieures à la LOD. 

 

3.3.2 Concordance et fréquence allélique 

33 échantillons plasmatiques résiduels issus de 29 patients différents ayant été 

préalablement analysés par NGS Ion Torrent Ampliseq l’ont également été par ddPCR pour 

une ou deux mutations parmi les 5 disponibles. La technique de routine mettait en évidence 

8 mutations EGFR L858R, 8 mutations EGFR Del19, 3 mutations EGFR T790M, 0 mutation 

EGFR C797S et 2 mutations KRAS G12C. La concordance sur cette cohorte entre les deux 

techniques pour les mutations EGFR L858R, EGFR T790M et KRAS G12C est de 100 % 

(Annexe V). Contrairement au NGS, la PCR digitale met en évidence une mutation EGFR 

C797S dans l’échantillon 210039 d’un patient (P26) qui présente la mutation au niveau intra 

tumoral. Les autres résultats pour ces mutations sont concordants. La comparaison des 



 
 

 

 

 

 

Mutation 
Ratio muté/non 

muté IonPGM 

Ratio muté/non 

muté ddPCR 
p-value 

L858R 10/9 10/9 1 

T790M 3/12 3/12 1 

C797S 0/15 1/14 0.99 

Del19 10/9 8/11 0.74 

G12C 4/11 4/11 1 

 

Tableau VII : Ratio muté/non muté pour chaque mutation selon les techniques NGS Ion 

Torrent Ampliseq et ddPCR 
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résultats pour la mutation EGFR Del19 retrouve deux discordances avec l’échantillon 200064 

qui a été déposé lors des deux séries et qui revient une fois négatif (seulement 4 

évènements positifs pour une LOD à 9) et une fois positif (Annexe VI) et avec l’échantillon 

200075 qui malgré en passage en quadrupliquats est négatif. La concordance pour cette 

mutation entre les deux techniques n’est que de 89.5 %. Pour toutes les mutations la p-

value calculée à l’aide d’un test de Fisher est élevée (entre 0.74 et 1) confirmant 

l’indépendance des résultats obtenus vis-à-vis de la technique utilisée et donc l’absence de 

différence significative entre les deux techniques (Tableau VII). 

L’estimation de la fréquence allélique des différents échantillons positifs en ddPCR a été 

réalisée et comparée à la VAF théorique obtenue avec la technique de routine (Annexe VII). 

Le coefficient de Spearman est globalement élevé pour toutes les mutations (0.66 à 0.99) 

mettant en évidence une bonne corrélation entre les VAF obtenues (Tableau VIII). 

 

3.3.3 Sensibilité clinique 

35 patients ont bénéficié d’une recherche de mutations activatrices par NGS Ion Torrent 

Ampliseq sur prélèvements tissulaires et sur biopsie liquide. Sur les 30 patients avec un 

résultat significatif au niveau intra tumoral (29 tumeurs mutées et un résultat négatif) 27 

étaient porteurs d’altérations pour lesquelles un essai par ddPCR a été mis en place et 25 

échantillons ont été analysés par ddPCR à la recherche de cette même mutation. On 

retrouve 10 échantillons mutés EGFR L858R, 9 mutés EGFR Del19 dont un également muté 

EGFR T790M, 1 muté EGFR T790M, 2 mutés EGFR C797S, 1 muté EGFR T790M et C797S et 

2 mutés KRAS G12C (Tableau IX).  



 
 

 

 

 

 

Mutation 
Médiane VAF NGS 

Ion Ampliseq 

Médiane VAF 

ddPCR 

Coefficient de 

corrélation 

L858R 0.04 0.043 0.99 

T790M 0.025 0.031 0.80 

C797S / / / 

Del19 0.04 0.029 0.66 

G12C 0.105 0.073 0.94 

 

Tableau VIII : Médianes des fréquences alléliques (VAF) retrouvées pour les échantillons 

positifs par technique NGS Ion Torrent Ampliseq et par ddPCR et coefficient de corrélation 

de Spearman 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

Sur 27 échantillons plasmatiques issus de patients atteints de cancers bronchiques mutées 

dans EGFR ou KRAS la PCR digitale identifie 21 mutations, ce qui donne une sensibilité 

clinique globale de 77.8 % pour la recherche de mutation sur cfDNA. On retrouve des 

évènements mutés pour un échantillon plasmatique (200075) mais qui restent insuffisants 

(inférieur à la LOD) pour définir l’échantillon comme positif pour une Del19. Aucun faux 

positif n’a été observé. 

 

 

4 Discussion 

Nous avons comparé deux méthodes diagnostiques à une méthode de routine qu’est le NGS 

Ion Torrent Ampliseq qui a été considéré comme méthode de référence, pour la mise en 

évidence sur cfDNA de mutations activatrices dans les gènes EGFR et KRAS dans un contexte 

de cancer pulmonaire. La cohorte correspond globalement aux données rapportées dans la 

littérature avec une grande majorité d’adénocarcinome (87.2 %) et une part importante de 

non-fumeur (46.7 %). La seule différence concerne le sexe ratio avec une atteinte 

majoritairement féminine non retrouvée (sexe ration à 1 dans notre cohorte). Cet écart 

pourrait être liée à l’indication des prescriptions au CHU de Brest qui ne suit pas strictement 

les recommandations comme le montre la présence d’un cas de cancer rénal ou de deux 

patients anciens fumeurs n’ayant pas de localisations métastatiques au diagnostic initial. 

La qPCR SensiScreen n’a pas fourni de résultats concluants du fait d’un volume d’ADN 

nécessaire trop important peu compatible avec les quantités et concentrations de ctDNA, 

alors même que nous n’avons ciblé que les mutations les plus fréquentes dans EGFR. Une 



 
 

 

 

 

 

 

 L858R Del19 T790M C797S G12C 

Echantillons 

testés 
10 9 3 3 2 

Positif 8 7 3 1 2 

Négatif 2 2 0 2 0 

 

Tableau IX : Résultats de l’analyse par ddPCR pour les échantillons issus de patients 

porteurs d’une mutation au niveau intra tumoral. 
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recherche d’altérations génétiques au diagnostic initial nécessite au minimum de couvrir les 

gènes EGFR, ALK et ROS1, ce qui exigerait de prélever un plus grand volume lors de la prise 

de sang, sans pour autant s’affranchir de la faible quantité de cfDNA disponible. Cette 

technique ne permet pas non plus d’estimer la fréquence allélique du variant et ne semble 

pas dans l’état actuel adaptée à la mise en évidence de mutations somatiques sur cfDNA. 

La PCR digitale a montré de bons résultats sur les 5 mutations pour lesquelles des essais ont 

été réalisés avec une concordance globale inférieure à 100 % mais sans différence 

significative entre les techniques. Pour la mutation EGFR Del19 le résultat négatif des 

échantillons 200075 et 200064 peut s’expliquer par des volumes d’ADN extraits insuffisants 

avec des concentrations faibles (0.282 et 0.188 ng/µL) et la mauvaise reproductibilité pour 

l’échantillon 200064 peut aussi être lié au fait que l’ADN utilisé entre les deux séries est issu 

d’extractions différentes, soulignant un biais pré analytique. Le design spécifique par perte 

de signal pour la détection des délétions de l’exon 19 du gène EGFR sans préciser leurs 

points de cassure exacts est associé à la LOD la plus élevée, ce qui peut s’expliquer par 

plusieurs facteurs. D’abord il est difficile de designer des amorces et des sondes 

d’hybridation dans une séquence complexe ; cela nous a contraint de tester deux lots 

différents de sondes et d’amorces pour les Del19 du fait de premiers résultats non 

concluants ; comme le souligne la température d’hybridation plus faible (44°C contre 55°C 

pour les autres essais) liée entre autres à la séquence oligonucléotidique de ces amorces. 

De plus la mise en évidence d’une délétion par perte de signal implique qu’en cas de nombre 

de molécules par gouttelette supérieur à un la perte de ce signal peut être masquée si une 

autre cible présente n’est pas délétée et fixe bien la sonde marquée en FAM. Cela peut donc 

sous-estimer la proportion d’évènements mutés. La mise au point d’essai pour la mutation 

EGFR T790M est également plus difficile car elle est localisée dans une région riche en 
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guanine et en cytosine qui présente une homologie de séquence avec le proto-oncogène 

receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 (HER2) et une séquence d’éléments répétés 

adjacente à la mutation (69). Ces caractéristiques peuvent expliquer une moins bonne 

spécificité des amorces et des sondes ciblant la mutation à l’origine d’un taux de faux positifs 

et donc d’une LOD plus élevés. Une hypothèse avancée pour expliquer les différences de 

LOD entre les mutations est la génération d’erreurs par la polymérase à l’origine de faux 

positifs, erreurs survenant plus fréquemment en cas de transition qu’en cas de transversion 

(69). Ce facteur pourrait participer à la LOD plus élevée pour la mutation EGFR T790M mais 

n’est pas valable pour la mutation KRAS G12C. Il aurait été préférable d’utiliser pour la 

détermination des LOB et des LOD des échantillons plasmatiques WT issus de patients 

atteints de cancer autre qu’un cancer pulmonaire pour s’affranchir d’éventuelles mutations 

dans EGFR à un très faible niveau qui n’auraient pas été détectées par NGS et qui pourraient 

être à l’origine de faux positifs. Enfin la LOD et donc la sensibilité analytique de la ddPCR 

dépend de la quantité d’ADN évaluée, il a été démontré qu’en cas d’apport infini d’ADN la 

LOD s’améliore jusqu’à atteindre un plateau à un niveau proche du taux de faux positif 

mesuré (69). C’est dans notre cas une limite encore une fois lié aux principales 

caractéristiques biologiques du cfDNA, à savoir sa faible quantité et sa grande hétérogénéité 

in vivo.  

La technique apporte un gain de sensibilité analytique par rapport au NGS avec la mise en 

évidence d’une mutation EGFR C797S sur cfDNA à une fréquence allélique faible (0.7 %) 

(inférieure à la sensibilité avec un intervalle de confiance à 95 % déterminée pour cette 

mutation) et avec des ratios évènements mutés sur sauvages observés globalement 

supérieurs aux ratios attendus pour les 5 mutations. La sensibilité diffère pour chacune des 

cinq mutations et ces résultats liés à la mesure d’un très faible nombre de réplicats 
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soulignent l’importance de déterminer les limites de blanc et de détection même pour des 

tests très sensibles.  

Le PCR digitale a permis dans notre cohorte la détection de mutations avec une sensibilité 

de 77.8 % et une spécificité de 100 %. La sensibilité clinique est comparable aux données de 

la littérature qui varient entre 63 et 82 % (72) mais une des autres limites de notre étude 

est le faible nombre d’échantillons analysés et ces résultats gagneraient à être confirmés et 

affinés sur une cohorte plus importante. La technique permet également un gain de temps 

par rapport aux panels NGS qui bien que largement utilisés pour la caractérisation 

moléculaire des cancers peuvent nécessiter plusieurs semaines pour le rendu de résultats. 

Le délai moyen de rendu pour la technique NGS Ion Torrent Ampliseq au CHU de Brest est 

de 10 jours, la PCR digitale pouvant être lancée sans avoir à attendre un nombre 

d’échantillons suffisants pour une série complète permet d’obtenir un résultat plus rapide 

pour une prise en charge adaptée plus précoce. Le coût qui est un autre critère médico-

économique important n’a pas été évalué ici mais est évidemment à prendre en compte 

pour la mise en place en routine de la ddPCR pour la détection de mutation dans EGFR. Le 

choix des mutations recherchées est un facteur limitant des techniques ciblées et ici l’ajout 

des mutations dans l’exon 18 (codon 719) serait probablement nécessaire pour couvrir les 

mutations activatrices les plus fréquentes dans EGFR. Si la recherche des mutations Del19 

et L858R semblaient suffisantes il y a 10 ans, il y a un intérêt à étendre les panels avec la 

recherche de mutations dites rares d’EGFR, notamment chez les patients négatifs pour 

toutes autres altérations moléculaires pour lesquels une amélioration du pronostic serait 

alors possible. 
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Ces résultats démontrent que la PCR digitale est une méthode rapide et sensible pour la 

détection des mutations somatiques dans le plasma grâce à une limite de détection faible 

qui peut faire défaut à d’autres techniques moléculaires et peut également être un outil 

pour le monitorage de la réponse aux traitements et le suivi de la maladie. 

 

En oncologie, le domaine des mutations activatrices et de résistances, notamment dans le 

gène EGFR, associée aux CBNPC est en évolution constante avec un impact sur le 

comportement biologique de la tumeur et sur la réponse aux traitements. Actuellement les 

ITK représentent le traitement de première intention pour les CBNPC mutés EGFR et le 

développement d’ITK de 3e génération permet d’être efficace malgré les premières 

mutations associées à une résistance aux traitements de 1ère et 2e génération et en cas 

d’atteinte du système nerveux central. Mais un patient traité par ITK développera toujours 

une résistance acquise qui aboutira à une progression de la maladie. La recherche de 

mutations acquises secondaire au traitement, impliquées dans le développement et la 

progression de CBNPC et la compréhension de leur physiopathologie est indispensable. De 

nouvelles cibles potentielles dans différents cancers dont le cancer pulmonaire sont 

identifiées, comme les protéines E2F2 et EMR2 dont l’expression dans les ADK favorise la 

cancérogénèse (73). Le développement de stratégies thérapeutiques plus efficaces sur les 

mutations rares et les mécanismes de résistances émergeants associé au développement et 

à la mise en place en routine de tests diagnostiques ultra sensibles reste nécessaire pour 

une meilleure prise en charge thérapeutique ciblée et individualisée des patients atteints de 

cancer bronchique.  
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L’apport de la biopsie liquide pour le diagnostic, la détection précoce de progression et 

l’adaptation thérapeutique dans ces situations est indéniable. La répétition de biopsies 

liquides à la recherche d’acquisition de mutation, de gène de fusion ou même de 

transformation en CBPC est profitable, même si la sensibilité et la spécificité des méthodes 

d’analyse peut être un frein étant donné qu’un résultat négatif sur biopsie liquide nécessite 

actuellement d’être toujours validé avec une biopsie tissulaire (13). Le développement de 

cet outil avec l’étude de la fragmentomique et de de la méthylation est prometteur mais 

n’est pas utilisé actuellement en routine. 

Contrairement à d’autres cancers, il n’existe à ce jour pas de dépistage organisé du cancer 

du poumon en France, toutes les conditions pour une mise en œuvre efficace et sûre n’étant 

pas réunies selon l’HAS lors d’un rapport sur la question datant de 2016. En février 2022, 

après actualisation de la revue de la littérature, l’HAS revoit sa position et recommande 

l’engagement d’un programme pilote (74). En effet quinze revues systématiques issues de 

différents pays, incluant des méta analyses ou non, semblent montrer un intérêt au 

dépistage des personnes à risque plus élevé (fumeurs et anciens fumeurs principalement) 

pour permettre une détection des cancers et une prise en charge plus précoces afin de 

tenter de réduire la mortalité associée. Cependant la réduction de la mortalité spécifique 

dans ces études doit être pondérée par les effets délétères liés au surdiagnostic et à la 

détection de faux positifs à l’origine de bilans diagnostiques invasifs pouvant mener à des 

complications plus ou moins graves (de 0.1 à 1.3%). Pour donner suite aux préconisations 

de l’HAS, l’INCa a initié en 2022 un programme pilote de dépistage des cancers 

bronchopulmonaires par tomodensitométrie thoracique faible dose, afin de confirmer les 

données des revues systématiques qui permettraient la mise en place d’un programme de 

dépistage organisé efficace et sûr à l’échelle nationale. L’utilisation des biopsies liquides et 
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l’analyse de l’ADN tumoral circulant ne sont pas évoquées mais pourraient peut-être 

représenter une alternative ou un complément à la tomodensitométrie. Cette approche est 

moins invasive pour le dépistage du cancer bronchopulmonaire chez les fumeurs et anciens 

fumeurs, mais également de toutes formes de cancer en général. Cela permettrait 

d’effectuer une détection plus précoce et un premier tri des patients avant d’envisager des 

examens plus invasifs, de diminuer les risques liés à l’exposition aux rayonnements et au 

surdiagnostic. Encore une fois les performances diagnostiques des tests utilisés ici sont 

cruciales et il semble que la meilleure approche actuellement soit l’étude de la méthylation 

de l’ADN libre circulant pour la détection et la détermination de l’origine des cancers (75). Il 

serait de plus nécessaire de déterminer la population cible, les mutations recherchées et la 

prise en charge qui découlerait des résultats obtenus.   
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5 Conclusion 

 

Nous avons donc comparé rétrospectivement les performances analytiques de trois 

techniques, deux « maison » et une commerciale, pour la détection des mutations 

activatrices et de résistance principales dans les gènes EGFR et KRAS qui sont les plus 

fréquentes dans les adénocarcinomes bronchiques. Ainsi nous avons utilisé 43 échantillons 

plasmatiques issus de 36 patients suivis pour un cancer pulmonaire pour lesquels une 

recherche ciblée de mutations avait été adressée au laboratoire de génétique moléculaire 

du CHU de Brest. La qPCR Pentascreen a donné des résultats d’interprétation difficile, du 

fait de Ct limites associés parfois à un signal de fluorescence dont la croissance n’est pas 

exponentielle. De plus la technique n’estime pas la fréquence allélique du variant dans les 

échantillons. Malheureusement une des limites de l’analyse sur ADN tumoral circulant est 

sa faible quantité, non prévisible et sans valeur normale actuellement. Les résultats de la 

PCR digitale, réalisée avec des sondes et des amorces designées d’après des essais dans la 

littérature, sont satisfaisants pour les 5 mutations testées. Malgré deux échantillons 

discordants (faux négatifs) pour la recherche de délétion dans l’exon 19, en lien avec des 

concentrations d’ADN faibles, un design particulier pour détecter les délétions en phase 

localisées dans l’exon 19 du gène EGFR et une limite de détection un peu plus élevée, la 

technique ne présente pas de différence significative avec la technique de référence du 

laboratoire pour toutes les mutations. Un gain de sensibilité analytique a permis la mise en 

évidence d’une mutation C797S à une fréquence allélique faible de 0.7 % chez un patient 

pour qui cette mutation sera mise en évidence par la suite sur une biopsie tissulaire. De plus, 

le rho de Spearman montre que les fréquences alléliques obtenues sont corrélées entre les 
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deux techniques. La PCR digitale semble ici la technique la plus adaptée pour la détection 

d’évènements rares caractéristiques des mutations somatiques dans les tumeurs solides. 

Son application pour l’ADN tumoral circulant est prometteuse bien qu’il persiste des limites 

à l’utilisation et l’interprétation des résultats avec cette nouvelle approche qui fait l’objet 

de développements récents. 
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7 Annexes 

Annexe I : Liste des mutations EGFR détectées avec le kit Sensiscreen 
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Annexe I : suite 
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Annexe II : Protocole de PCR temps réel SensiScreen 
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Annexe III : Fréquence allélique théorique de la mutation et nombre de copies absolu pour 

les échantillons de 5 ng environ.  
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Annexe IV : Détails des caractéristiques cliniques et biologiques des patients et méthodes diagnostiques testées. En gras les échantillons analysés. ADK : 

Adénocarcinome bronchique, NC : Non Contributif, RT : Radiothérapie, Chimio : Chimiothérapie 

*Age au diagnostic initial, **Méthode(s) avec la(es)quelle(s) l(es) échantillon(s) a(ont) été testé(s)  

°Localisation cérébrale au diagnostic ou progression cérébrale 

 

Patient Sexe Age* Anatomopathologie Génotypage intra 
tumoral 

Date Prise 
de sang 

Indi
cati
on 

Génotypage 
cfDNA VAF 

Thérapies ciblées 
(date de début de 

ttt) 
Autres traitements FDR et 

Devenir M** 

P1-
200025 M 56 ADK T4N3M1c Del19 

(c.2235_2249del) 

18/06/2019 
12/02/2020 
07/04/2020 

A 
A 
A 

Négatif 
Négatif 
Négatif 

/ 
/ 
/ 

Tagrisso (fev 2019) Chimio (juil 2020) 
Puis PEC palliative Non-fumeur ddPCR (G12C) 

P2-
200059 M 75 ADK T4N1Mx Négatif 14/04/2020 R Négatif / Tagrisso (sept 2019) PEC palliative après 

progression (avr 2020) 

Tabagisme 
sevré (50 PA) 

+ amiante 

ddPCR (C797S et 
Del19) 

P3-
200064 F 80 / / 10/02/2017 

24/04/2020 
R 
R 

NC 
Del Ex19 

/ 
1% / / / qPCR et ddPCR 

(Del19 et C797S) 

P4-
200075 M 34 ADK avec compo NE à 

PC T4NxM1c 

Del19 
(C.2236_2250del) 

+ T790M 
(c.2369C>T) 

04/05/2017 
23/05/2017 
08/08/2017 
22/11/2018 
28/01/2020 
18/05/2020 

A 
R 
R 
A 
A 
A 

NC 
Négatif 
Négatif 
Négatif 
Del19 
Del19 

/ 
/ 
/ 
/ 

41 % 
3 % 

Giotrif (juin 2016) 
Tagrisso (juil 2017) 
Tagrisso (dec 2018) 

3 lignes chimio + RT 
encéphalique 

Progression (fev 2018, 
nov 2018, juin 2020°) 

Non-fumeur ddPCR (Del19 et 
L858R) 

P5-
200083 M 79 ADK T2bN1M1c° Del19 

(c.2236_2250del) 
23/12/2019 
02/06/2020 

R 
R 

Négatif 
Négatif 

/ 
/ 

Iressa (fev 2019) 
Tagrisso (dec 2019) 

RT, RT encéphalique, 
chimio 

Progression (juin 2018, 
sept 2019, aout 2020°) 

PEC Palliative (2021) 

Tabagisme 
sevré (30 PA) 

ddPCR (T790M 
et C797S) 

P6-
200093 F 70 ADK T2N3M0 

Del Ex19 
(c.2239_2251deli

nsC) 

20/10/2017 
06/11/2017 
29/11/2017 
18/06/2020 

A 
A 
A 
A 

Négatif 
Négatif 
Négatif 

Del Ex19 + T790M 
(c.2369C>T) 

 
 
 

11%/2% 

Tarceva 
Tagrisso 

RT-chimio 
RTx2 

Progression (aout 2017, 
juin 2020°) 

Tabagisme 
sevré (5 PA) 
Décès aout 

2021 

qPCR et ddPCR 
(T790M et G12C) 

P7-
200102 F 87 

Carcinome rénal à 
cellules claires 
métastatique 

/ 08/07/2020 A S768I 1% ∅ RT encéphalique 
Non-fumeuse 

Origine 
asiatique 

qPCR 
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Annexe IV : suite 1 

 

Patient Sexe Age* Anatomopathologie Génotypage intra 
tumoral 

Date Prise 
de sang 

Indi
cati
on 

Génotypage 
cfDNA VAF 

Thérapies ciblées 
(date de début de 

ttt) 
Autres traitements FDR et 

Devenir M** 

P8-
200117 F 68 / 

Del19 
(c.2239_2248deli

nsC) 
24/08/2020 A Del19 1 % / / / ddPCR (G12C et 

L858R) 

P9-
200127 M 70 ADK TxNxM1b G12C (c.34G>T) 15/09/2020 A G12C 3 % ∅ RT Tabagisme 

sevré (20 PA) ddPCR (G12C) 

P10-
200145 M 65 ADK T2N3M1c 

Del19 
(c.2240_2257del) 

+ BRAF V600E 
(c.1799T>A) 

15/01/2019 
20/10/2020 
29/06/2021 

A 
R 
R 

Del Ex19 
Del Ex19 

NC 

/ 
1% 
/ 

Tagrisso 
Tafinlar Mekinist 

RT x4 
Chimio (janv 2021) 

Progression (janv 2020, 
sept 2020, oct 2020°, 

janv 2021) 

Tabagisme 
sevré (14 PA) qPCR 

P11-
200148 M 74 ADK TxN2M1c L858R 

(c.2573T>G) 22/10/2020 A Négatif / / / Tabagisme 
actif (50 PA) ddPCR (G12C) 

P12-
200072-
210054 

F 74 ADK T2N2M1b L858R 
(c.2573T>G) 

06/05/2020 
27/05/2020 
01/09/2021 

R 
R 
R 

Négatif 
Négatif 
Négatif 

/ 
/ 
/ 

Iressa (sept 2019) 
Tagrisso (juin 2020) 

RT (oct 2021) 
Progression (mai 2020, 

sept 2021) 
Non-fumeuse 

qPCR et ddPCR 
(T790M et 

L858R) 
P13-

200155-
210025 

F 74 ADK TxNxM1c L858R 
(c.2573T>G) 

06/11/2020 
18/05/2021 

A 
R 

L858R 
L858R 

2% 
3% Tagrisso (nov 2020) RT, chimio après 

progression (juin 2021) Non-fumeuse qPCR et ddPCR 
(L858R et C797S) 

P14-
200156 M 82 ADK T2N3M1a 

Del Ex19 
(c.2235_2249del) 

+ T790M 
(c.2369C>T) 

22/02/2017 
11/05/2017 
12/07/2017 
06/11/2020 

A 
A 
R 
A 

Négatif 
Négatif 

Del Ex19 
Del Ex19 + T790M 

/ 
/ 
/ 

4+0,86% 

Iressa 
Tarceva 

Tagrisso (aout 
2017) 

Progression (juil 2017) 
RT (dec 2018) 

Chimio (nov 2020) 
PEC palliative 

Tabagisme 
sevré (30 PA) 
K pulm chez 3 

frères et 
soeur 

qPCR et ddPCR 
(T790M et 

Del19) 

P15-
200173 F 70 ADK T2aN2M1c° Del19 

(c.2236_2250del) 01/12/2020 A Del19 2 % Tagrisso (jan 2021) 

Chirurgie méta 
cérébelleuse (janv 

2021) 
RT site op (mai 2021) 

Non-fumeuse 
Décès sept 

2022 

ddPCR (Del19 et 
G12C) 

P16-
210003 F 67 ADK T3N3M1b Del Ex19 

(c.2235_2249del) 14/01/2021 R Del Ex19 3% Tagrisso (juin 2019) 
Tagrisso (jan 2022) 

RT (juin 2019) 
Progression (janv 2021) 
Chimio (mai, oct 2021) 

Tabagisme 
sevré (15 PA) qPCR 

P17-
210007-
220048 

F 53 ADK TxNxM1a L858R 
(c.2573T>G) 

05/08/2019 
25/11/2019 
25/01/2021 
18/05/2021 
27/09/2022 

R 
R 
R 
R 
R 

NC 
Négatif 
Négatif 
Négatif 
Négatif 

/ 
/ 
/ 
/ 
/ 

Tarceva (oct 2018) RT (juin 2021) Non-fumeuse ddPCR (T790M, 
L858R et Del19) 
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Annexe IV : suite 2 

 

Patient Sexe Age* Anatomopathologie Génotypage intra 
tumoral 

Date Prise 
de sang 

Indi
cati
on 

Génotypage 
cfDNA VAF 

Thérapies ciblées 
(date de début de 

ttt) 
Autres traitements FDR et 

Devenir M** 

P18-
210009 F 74 

Carcinome 
épidermoïde 
T1bN2M1b 

Del19 
(c.2235_2249del) 27/01/2021 A Del19 6 % Tagrisso (mai 2020) 

Chimio + pembro (sept 
2020) 

Progression (dec 2020) 
RT (janv 2021) 

Non-fumeuse 
+ Solvants 

Décès mars 
2023 

ddPCR (Del19 et 
L858R) 

P19-
210011 F 67 ADK T2aN0M0 

Del19 
(c.2237_2255deli

nsT) 

17/01/2019 
18/07/2019 
08/02/2021 

R 
R 
R 

Négatif 
NC 

Négatif 

/ 
/ 
/ 

Tarceva (oct 2017) 
Tagrisso (mars 

2021) 

Progression (fev 2021) 
RT pour progression 

(mars 2023) 
Non-fumeuse ddPCR (T790M 

et Del19) 

P20-
210020 F 90 ADK T3N2M1a MET (c.2942-

45_2942-22del) 16/03/2021 R Négatif / ∅ PEC palliative 
Non-fumeuse 

Décès sept 
2020 

ddPCR (Del19 et 
L858R) 

P21-
210022 M 80 ADK T1cN2M1c L858R 

(c.2573T>G) 20/04/2021 R L858R 53 % Tagrisso (juil 2020) 

Progression (avril 2021) 
Chimio (mai 2021) 

Progression (janv 2022) 
RT puis PEC palliative 

(fev 2022) 

Tabagisme 
sevré (8 PA) 

Décès février 
2023 

ddPCR (L858R et 
T790M) 

P22-
210023 F 79 ADK T4N3M1c Del19 

(c.2235_2249del) 
31/05/2019 
17/05/2021 

A 
R 

Del19 
Négatif 

/ 
/ 

Iressa (juil 2019) 
Tagrisso (Juil 2020) Progression (mai 2020) 

Non-fumeuse 
Décès le 

12/08/2021 

ddPCR (T790M 
et C797S) 

P23-
210031 F 74 ADK T4NxM1c 

Ins Ex20 
(c.2317delinsTAC

AACCCCT) 
02/06/2021 A Ins Ex20 7% ∅ 

RT 
Chimio 

Tabagisme 
sevré (15 PA) 
K pulm frère 

et sœur 
Décès juillet 

2021 

qPCR 

P24-
210032-
210075 

M 80 
Carcinome 

indifférencié 
T1N3M1a 

L858R 
(c.2573T>G) 

29/09/2020 
04/06/2021 

A 
R 

Négatif 
L858R 

/ 
2% Tagrisso (dec 2019) 

RT (dec 2020) 
Chimio + pembro (janv 

2021) 
Progression (dec, 2020, 

mai 2021, dec 2021, 
janv 2022°) 

Tabagisme 
sevré (10 PA) 

qPCR et ddPCR 
(L858R, Del19 et 

G12C) 

P25-
210037-
220026 

M 60 ADK T4N3M1a 

G719A 
(c.2156G>C) + 

L861Q 
(c.2582T>A) + 

C797S 
(c.2390G>C) 

25/09/2019 
19/11/2019 
10/02/2021 
10/06/2021 
24/11/2021 
04/05/2022 

A 
A 
A 
R 
R 
R 

G719A 
Négatif 
Négatif 
Négatif 
Négatif 
Négatif 

/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 

Tagrisso (sept 2019) 
Progression (janv 2021, 
mars 2022, aout 2022°) 

Chimio (sept 2022) 

Tabagisme 
sevré (25 PA) 
Décès aout 

2020 

ddPCR (C797S, 
T790M et Del19) 
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Annexe IV : suite 3 

 

Patient Sexe Age* Anatomopathologie Génotypage intra 
tumoral 

Date Prise 
de sang 

Indi
cati
on 

Génotypage 
cfDNA VAF 

Thérapies ciblées 
(date de début de 

ttt) 
Autres traitements FDR et 

Devenir M** 

P26-
210039 M 48 ADK T4N2M1a 

Del19 
(c.2235_2249del) 

+ T790M 
(c.2369C>T) + 

C797S 
(c.2390G>C) 

08/02/2017 
28/05/2019 
14/11/2019 
15/06/2021 

R 
R 
R 
R 

Del Ex19 
Del Ex19 + 

T790M/C797S 
Del Ex19 + 

T790M/C797S 
Del Ex19 + T790M 

/ 
/ 
/ 

7%/ 3% 

Giotrif (2015) 
Tagrisso (janv 2018) 

Progression (Janv 2018, 
avril 2019, fev 2020) 

RT (juil 2019) 
Chimio + bevacizumab 

(mars 2020) 
Chimio (mars 2021) 

Non-fumeur 
qPCR et ddPCR 

(T790M et 
C797S) 

P27-
210046 M 69 ADK T1N1M1c° NC 26/07/2021 A G719S 

(c.2155G>A) 3% Tagrisso (sept 2021) 

Chimio + pembro (juin 
2021) 

Progressio (nov 2021) 
RT encéphalique 

Chimio + bevacizumab 

Tabagisme 
sevré (50 PA) 

+ amiante 
qPCR 

P28-
210053 F 58 ADK T4N1M1c° Matériel 

insuffisant 24/08/2021 A G719C 
(c.2155G>T) 3% Tagrisso (sept 2021) 

Progression (fev 2022°) 
RT encéphalique 
Chimio (juil 2022) 

Tabagisme 
sevré (5 PA) qPCR 

P29-
210063 F 75 ADK T4N2M1c° L858R 

(c.2573T>G) 14/10/2021 A L858R 30 % Tagrisso (oct 2021) RT Non-fumeuse ddPCR (L858R et 
C797S) 

P30-
220007 M 72 / NC 15/02/2022 A Négatif / / / / qPCR 

P31-
220021- 
220033-
220067 

M 72 ADK TxNxM1b L858R 
(c.2573T>G) 

04/04/2022 
03/06/2022 

../../2022 

A 
A 
/ 

L858R 
L858R + S768I 
(c.2303G>T) 

L858R 

6% 
8 % 

/ 
Tagrisso / Non-fumeur qPCR et ddPCR 

P32-
220024 M 65 ADK T4N3M1a Del19 

(c.2240_2257del) 21/04/2022 R Del19 23 % Tagrisso (fev 2020) Progression (mai 2022) 
Chimio (juin 2022) 

Tabagisme 
sevré 

Décès janvier 
2021 

ddPCR (Del19 et 
C797S) 

P33-
220025 F 69 ADK T3N1M1c° Del19 (/) 04/05/2022 R Del19 3% Tagrisso (janv 2020) 

RT encéphalique (juil 
2020, aout 2021) 

Progression (mai 2022, 
nov 2022) 

Chimio (juin 2022, nov 
2022) 

Non-fumeuse 
Décès juin 

2022 

qPCR et ddPCR 
(Del19 et C797S) 

P34-
220035 F 64 / Del19 

(c.2235_2249del) 11/07/2022 A Del19 17 % / / Décès octobre 
2022 

ddPCR (Del19 et 
G12C) 
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Annexe IV : suite 4 

  

Patient Sexe Age* Anatomopathologie Génotypage intra 
tumoral 

Date Prise 
de sang 

Indi
cati
on 

Génotypage 
cfDNA VAF 

Thérapies ciblées 
(date de début de 

ttt) 
Autres traitements FDR et 

Devenir M** 

P35-
220053 M 55 ADK TxNxM1c G12C (c.34G>T) 14/10/2022 A G12C 18 % ∅ RT 

Tabagisme 
sevré (30 PA) 

Décès octobre 
2020 

ddPCR (G12C) 

P36-
220063 M 53 / L858R 

(c.2573T>G) 
10/12/2021 
05/12/2022 

R 
R 

L858R + L718V 
(c.2152C>G) 

L858R 

/ 
1 % / / / ddPCR (L858R et 

T790M) 
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Annexe V : Détails des résultats comparatifs entre les techniques NGS Ion Torrent Ampliseq et ddPCR. P : positif, N : Négatif 

  *Echantillon passé en quadrupliquats
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Annexe VI : Distribution 2D des gouttelettes selon l’intensité de fluorescence pour 

l’échantillon 200064 qui est négatif lors de la première série (A) avec seulement 4 gouttelettes 

positives, et positif lors du second passage (B) avec 10 gouttelettes positives (p-value = 

3.068x10-6). Canal 1 : FAM, canal 2 : HEX. 

A 

B 



 

  



 
 

Annexe VII : Détails des VAF obtenues pour les échantillons positifs par technique NGS Ion 

Torrent Ampliseq et par ddPCR 
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Analyse de performances analytiques pour la détection non invasive des mutations 
activatrices et des mécanismes de résistance dans les cancers broncho-pulmonaires 

 

Contexte : Le cancer bronchique non à petites cellules compte pour 85 % des cancers 
pulmonaires qui représentent la première cause de mortalité par cancer dans le monde. Il 
est plus fréquemment associé à des mutations somatiques activatrices, notamment dans le 
gène EGFR, qui permettent l’utilisation de thérapies ciblées chez les patients porteurs 
améliorant fortement la survie et la qualité de vie. 

Objectif : Ce travail a pour but d’évaluer et comparer les performances analytiques de trois 
techniques de détection sur biopsie liquide des mutations activatrices du gène EGFR 
impliquées dans les cancers broncho-pulmonaires. 

Méthodes : Des échantillons plasmatiques résiduels de patients ayant servi à la recherche 
de mutations somatiques au CHU de Brest ont été utilisés rétrospectivement pour tester la 
validité analytique et les performances diagnostiques de trois tests reposant 
respectivement sur le séquençage NGS (amplicon, technique de routine), la qPCR et la PCR 
digitale. Les tests ont ciblé les mutations les plus fréquentes d’EGFR (activatrices et de 
résistance) et une mutation courante dans KRAS. Le critère principal était la concordance 
des résultats qualitatifs entre ces techniques et la technique de référence utilisée à Brest. 

Résultats : 43 échantillons issus de 36 patients ont été testés. La PCR digitale retrouve une 
concordance de 100 % pour trois des cinq mutations testées (L858R, T790M et G12C), un 
échantillon discordant revenant muté C797S quand la technique de référence le rend 
négatif et deux discordances pour les délétions de l’exon 19 où la mutation n’est pas 
détectée. Pour autant il n’y pas de différence significative pour chacune des 5 mutations 
entre la PCR digitale et la référence (test de Fisher : p-value entre 0.74 et 1). Les résultats de 
qPCR étaient ambigus ce qui ne permettait pas leur interprétation. 

Conclusion : Seule la PCR digitale a donné de bons résultats en améliorant la sensibilité 
analytique. La qPCR n’a pas donné de résultats satisfaisants car elle nécessite une quantité 
d’ADN trop importante, peu compatible avec les quantités et concentrations d’ADN tumoral 
circulant. La PCR digitale est intéressante et paraît adaptée pour une application en routine 
sur ADN circulant qui est un nouvel outil en plein développement. 

 

Mots-clés : 

 Cancer bronchique non à petites cellules 
 Mutations activatrices 
 Epithelial Growth Factor Receptor 
 ADN tumoral circulant 
 Thérapie ciblée 
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