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• ADN : siège d ’altérations successives

– modification de l’information génétique

– altération des mécanismes de division, maturation, et 
différenciation cellulaire 

• Causes : 
– les carcinogènes sont des mutagènes

– les transformations virales : les proto-oncogènes

– anomalies transmissibles lors de la division cellulaire

• Conséquences : caractères tumoraux des 
cellules transformées 
• altérations génotypiques

• modifications phénotypiques : effecteurs

Le cancer : une maladie de l’ADN



Le rétinoblastome

Un modèle de cancer héréditaire



95 % des cancers ne sont pas héréditaires

� Anomalies dites somatiques (lignées germinales non 
atteintes) acquises

� Des anomalies génétiques concernent les gènes 
codant des protéines de régulation de la croissance 
cellulaire, de la prolifération de l’apoptose etc…

� Ces gènes sont :
� soit des " oncogènes " ce qui aboutit à une protéine 

hyperactive ou surexprimée => GAIN DE FONCTION

� soit des " gènes suppresseurs " ce qui aboutit à une 
protéine inactive ou absente => PERTE DE 
FONCTION



Les 10 propriétés de la cellule cancéreuse

D Hanahan- RA Weinberg  Cell 2011



Anomalies tumorales et traitement : concept 
thérapies ciblées

H. Wallerand Prog Urol 2008



L’identification d’altérations génétiques au sein des 
cellules cancéreuses a permis la mise en évidence de 
nouveaux biomarqueurs moléculaires.

3 clés

� Révolution technologique = Séquençage du génome humain

� Nouveau Concept = Thérapie ciblée (sur la cellule cancéreuse)

� Nouvelle biologie = Biomarqueurs compagnons (du traitement)

Oncogénétique ou génétique 

des cellules cancéreuses 



Oncogénétique ou génétique 

des cellules cancéreuses 

Le Glivec (imatinib)
-1960 University of Pennsylvania : 1 anomalie chromosomique (Chr Phi) 
est présente dans les cellules de LMC

-1986 University of Chicago : L’anomalie chromosomique produit une
enzyme (kinase) qui est la cause de la proliférationcellulaire

-1990 Dr. Elisabeth Buchdunger and Dr. Juerg Zimmerman (Ciba-Geigy) 
ciblent la kinase Phi sans altérer les kinases normales

-1992 synthèse du STI-571 – 1998 : essai de phase I : pétition des patients
sur internet(Suzan Mc Namara )

-2001 : AMM pour les LMC, 

-2002 : AMM pour les GIST



Oncogénétique ou génétique 

des cellules cancéreuses 

Le Glivec (imatinib)

1 anomalie 1 traitement 

médecine personnalisée 



Oncogénétique des tumeurs 
solides

L ’ E X E M P L E  D U  C A N C E R  M A M M A I R E



Une anomalie moléculaire du Chr 17

I





HER2 : Facteur Prédictif de la Réponse 

1 traitement trastuzumab
(herceptinetm) : IgG monoclonale 
murine humanisée anti-her2 

Efficace uniquement sur les 
cancers sur-exprimant la 
cible



Oncogénétique des tumeurs 
solides

L ’ E X E M P L E  D U  M É L A N O M E



≈ 80 % des 
diagnostics

Survie à 5 ans 
> à 80 %

Stades l et Il
≈ 20% des cas diagnostiqués aux stades III et IV 

Survies à 5 ans très 
hétérogènes 

13 % à 69 % 

Stade III

Survie médiane sous chimiothérapie :6,2 mois 

Mélanomes : stade et survie



Une mutation fréquente 

40 à 60% des mélanomes

Impacts de la mutation BRAF

� Blocage de la protéine BRAF en 
forme active, ce qui implique : 

� Une augmentation de la 
prolifération cellulaire

Gène BRAF muté

Mutation BRAF



Schéma d’après Wellbrock C et al

Puissante inhibition 
de la protéine BRAF 
mutée (1)

Zelboraf® cible spécifiquement la protéine BRAF mutée



BRIM 3
Essai en 1 ère ligne métastatique

Survie globale



Mutations BRAF

� Exon 15 : CTACAG1798T1799G1800AAAT

� BRAF c.1798G>A pV600M (methionne) S
� BRAF c.1798_1799GT>AA pV600K (Lysine) S
� BRAF c.1798_1799GT>AG pV600R (Arginine) S
� BRAF c.1799_1800TG>AA pV600E (glutamine) S
� BRAF c.1799T>G pV600G (Glycine) ?
� BRAF c.1799_1800TG>AT pV600D (ac aspartique) S

S : Données cliniques S : Données pré-cliniques
Yang H. RG7204 (PLX4032), a selective BRAFV600E inhibitor, displays potent
antitumor activity in preclinical melanoma models. Cancer Res. 2010 Jul
1;70(13):5518-27.



Autres statuts mutationnels des 
mélanomes

Mutations de Kit :

Mutations de NRAS

Exon 11 Exon 17

K624E

Exon 13

Enhanced tumor growth in melanoma cells harboring mutant RAS 
(Hatzivassiliou et al. 2010; Poulikakos et al. 2010). 

-CTNNB1 (beta-catenin) – exposition solaire 

-Guanine nucleotide binding proteins(G proteins)
GNA11-GNAQ : mélanome uvéal



Oncogénétique des tumeurs 
solides

L ’ E X E M P L E  D U  C A N C E R  C O L O - R E C T A L



EGFR une cible dans le CRC

Panitumumab

Cetuximab

JNCI 2009



Panitumumab

Cetuximab

JNCI 2009

Indépendance de la voie en aval 
de l’EGFR 

Résistance aux thérapies anti-
EGFR



(Ki-ras) KRAS

Mutation de KRAS
-Kras activée en permanence   
-Expression de gènes de 
prolifération et différentiation: 
MYC , CREB , Nuclear Factor  
B…

Smith et al. BJC 2010 1) Guanosyl nucléotide exchange factor (GEF) libère 
RAS dans le cytoplasme. Il fixe la GTP et active la 
voie Raf/Map2kK 1 et 2

2) RAS clive la GTP en GDP :auto-inactivation

3) GTPase activating protein (GAP) : action sur GDP 
de RAS et augmentation de l’activité 



Mutations de KRAS et réponse aux anti-EGFR

Cancer Res 2006

30 patients cetuximab+irinotecan ou Folfiri
-13 mutés (43%) = 0% réponse 

-médiane de survie Kras Mutés = 6,9 mois 
Contre 13,6 Kras sauvage



Les super wild-type!

Janakiraman MCancer Res 2010

Mutations de KRAS et NRAS
Résistance aux anti-EGFR

Mutation de Braf
Mauvais pronostic



Oncogénétique des tumeurs 
solides

L ’ E X E M P L E  D U  C A N C E R  B R O N C H I Q U E



RTKI





Oncogénétique somatique en 
oncologie bronchique en 2013



Inca 2006 : Mission des plateformes de 
génétique moléculaire des cancers
Participer au diagnostic, 
en complémentarité de paramètres cliniques, 
� orienter le processus diagnostique ;
� déterminer l’accès à une thérapie ciblée ;
� orienter la stratégie de traitement du patient ;
� permettre le suivi de la maladie résiduelle.



28 plateformes d’oncogénétique somatique labellisée INCa
mesure 21 du Plan cancer 2009-2013, « Garantir un égal accès aux traitements et aux innovations ».

Rapport activité Inca 2014



Le diagnostic moléculaire

Biologiste 

moléculaire 

Plateforme 

de biologie 

moléculaire

Transmission 
des résultats 3

1
Demande

de génotypage 
BRAF

2
Envoi des échantillons 

tumoraux 

3

Transmission des résultats

Clinicien 

prescripteur

Pathologiste
(hospitalier ou de ville)



Génotypage et conservation de l’échantillon biologique

� Type de prélèvement

� Pièce opératoire (exérèse ou biopsie)

� tumeur primitive ou métastase

� Mode de conservation 

� Prélèvements fixés en formol* tamponné
ou AFA et inclus en paraffine. 

*



Préparation de l’échantillon biologique 

� Contrôle morphologique microscopique 
� sur lame après coloration standard (Hématoxyline / 

Eosine / Safran) réalisé par un pathologiste.

� Extraction d’ADN tumoral après réalisation de 
4 à 5 lames blanches (épaisseur entre 4 et 20 µm). 
� Sélection des régions les plus riches en cellules 

cancéreuses.

� Réalisation d'une macrodissection pour 
enrichir l’échantillon testé en cellules 
cancéreuses.



Les phases de l’examen

Phase
Pré-analytique

Service 
clinique Laboratoire de Pathologie

Minutes-Heures Minutes-Heures-Jours (1-3jj)

Réception 
Enregistrement

Prélèvement 
sur le patient

Congélation 
et/ou Fixation 
Echantillonnag
e Inclusion 
en paraffine

Phase 
Post-analytique

Laboratoires
de Biologie 

Jours (1j)

Validation des 
résultats 
Compte-rendu 

de Biologie 

Moléculaire

Phase 
analytique

Secteur "dédié"
Laboratoire de Biologie

Jours (2-5j)

Extraction 
des acides 
nucléiques 
ADN/ARN

Examens de 
Biologie 
Moléculaire 
HIS 

PCR/qPCR

Séquençage



Les phases de l’examen

Tumeur fixée au 
formol, incluse en 
paraffine (FFPE)

cytoponction

Coloration à 
l'hématoxyline-

éosine

Macrodissection
< 50% de la tumeur

Extraction 
d’ADN

Quantification
de l'ADN

PCR en amont de 
certaines techniques de 

détection

Technique de détection 
des mutations

Analyse des résultats
Exemple du 

séquençage Sanger

Rendu
des résultats



Principales techniques de détection des mutations

Technique Quantitatif Particularité

Séquençage Sanger Non Cette technique reste la technique de référence .

Mass Array (Séquanome) Oui Ne détecte que les allèles que l'on recherche. 

SNaPshot Non Ne détecte que les allèles que l'on recherche .

HRM Non
Cette technique ne permet qu'un dépistage . En 
cas de positivité, elle peut être complétée par une 
technique permettant l'identification de la mutation.

Pyroséquençage Oui Technique simple d'utilisation et assez peu 
coûteuse.

PCR temps réel Oui Ne détecte que les allèles que l'on recherche.

Séquençage à Haut débit Oui Très peu de laboratoires disposent actuellement 
des équipements nécessaires.

Immunohistochimie ?
Des anticorps spécifiques de la mutation p.V600E
ont été développés. Ils ne sont pas encore 
disponibles commercialement.



Le diagnostic moléculaire

technique HRM

Basée sur la capacité différentielle des séquences 
d’ADN double brin à libérer un fluorophore en 
fonction de  leur composition (ACGT) lors de la 
dénaturation 

H
R
M



Le diagnostic moléculaire

technique HRM



Le diagnostic moléculaire

pyrroséquençage

� Synthèse d’ADN à partir de l’ADN du patient

� L’incorporation des nucléotides est suivie par 
chimiluminescence

Ahmadian A, Ehn M, Hober S. Pyrosequencing: history, biochemistry and future. Clin Chim Acta. 2006 Jan;363(1-2):83-94. 



Le diagnostic moléculaire

pyrroséquençage

GTG : séquence sauvage

T diminué + apparition de A
Mélange de GTG + GAG 
Mutation c1799T>A -pV600E



Le diagnostic moléculaire

séquençage direct

Confirmation  : méthode 
exhaustive bien que peu 
sensible

• Séquençage classique : 10-
20%

• PCR allèle spécifique : 3%

• Pyrroséquençage : 2% 



Le diagnostic moléculaire

compte-rendu de l’examen 



Problèmes liés au prélèvement

� Un circuit compliqué et long 

� Matériel extrait est de qualité médiocre

� Ancienneté

� Fixation (ADN dégradé)

KRAS rapport d’activité Inca 2011

KRAS rapport d’activité Inca 2011

Des résultats hétérogènes : 
Un  problème technique? 



Le problème de l’hétérogénéité 
tumorale

Cancer du rein traité par everolimus
---- biopsies----
R : tumeur primaire
M: métastases

Séquençage haut-débit 



Questions

� Doit-on utiliser la tumeur primaire pour traiter la 
métastase? 

� Comment suivre les patients au cours du temps?

� Doit-on re-biopsier les patients (et qu’elle biopsie 
choisir)? 



LA BIOPSIE LIQUIDE

O U  L ’ A N A L Y S E  D E  L ’ A D N  E T  D E S  C E L L U L E S  
C I R C U L A N T E S

Une solution?



MagNestTM

Epithelial Cell Kit

CellSearch™ System

Isole les cellules epithéliales
Avcec des Ac anti-EPCAM

7.5 mL of blood

D’après C. Alix Panabières



Intérêt clinique

• Contribuer à la détection
précoce d’un cancer solide
et/ou donner une information
pronostique indépendante

� Contribuer au diagnostic
biologique précoce des
rechutes cliniques
métastatiques.

• Devenir un nouveau
pour évaluer

l’efficacité des traitements chez
des patients ayant un cancer.

The CellSearch© CTC Test Provides Earlier 
Assessment of Patient Prognosis than

Imaging or PSA

p-value < 0.3604

Logrank p = 0.3653 17.2 months

15.2 months
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D’après C. Alix Panabières



L’ADN circulant

Prélèvement de sang 
avant ttt

Extraction d’ADN
circulant

Analyse de l ‘ADN

80-100% de 
concordance
Avec le tissu



Etude Kplex : détection des mutations Kras
et Braf dans les CRC

-Modèle de souris xénogreffées : nude +
SW 620 CRC (0.8ml) homozygote KRAS G12V

-plasma de patients (méta et non méta)



-les taux d’ADN circulants humains sont 
corrélés à la masse tumorale (B-D)
-Les taux d’ADN circulants murins ne le sont 
pas (A)



KPLEX Results

Nature Medicine 2013 in press



P R O T E O M I Q U E

P U C E S  À  P R O T E I N E S

E T  C E R T A I N E M E N D ’ A U T R E S  M A R Q U E U R S  
P R O T E I Q U E S C I R C U L A N T S …

Demain?
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