
L’identification d’altérations
génétiques au sein des cellules
cancéreuses a débouché sur
la mise en évidence de nou-
veaux biomarqueursmolécu-

laires. En complément du diagnostic et des
facteurs pronostiques anatomocytopatho-
logiques, ces paramètres sont aujourd’hui
indispensables pour le diagnostic, la clas-
sification, le choix ou/et la surveillance du
traitement de beaucoup d’hémopathies et
de tumeurs solides malignes.

En particulier, alors que le développement
des anticorpsmonoclonaux anti-récepteurs
à l’EGF (EGFR) a constitué une avancée
importante dans la prise en charge des
patientsatteintsdecancer colorectalmétasta-
tique, plusieurs étudesontmontréque seuls
lespatientsdont la tumeurneprésentait pas
de mutation du gène KRAS étaient suscep-
tibles de bénéficier de ce traitement. Dans
ce contexte, l’Agence européenne du médi-
cament a autorisé l'utilisationducetuximab
(Erbitux®) et dupanitumumab (Vectibix®)
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uniquementpour lespatientsdont la tumeur
porte la forme non mutée du gène KRAS
(annexe 1), rendant ainsi indispensable
l’analyse de ce gène avant touteprescription
de ces deux traitements antitumoraux.

De même, le gefitinib (Iressa®), inhibiteur
de l’activité tyrosine kinase (ITK) de l’EGFR,
ne peut être prescrit qu’aux patients présen-
tantunemutationactivatricedugèneEGFR
dans leur carcinome broncho-pulmonaire
non à petites cellules (annexe 1).

Afin de faciliter l’accès des patients à ces
thérapies ciblées, 28 plateformes hospita-

lières de génétiquemoléculaire des cancers
sont soutenues par l’INCa et la DGOS.

Cette brochure est destinée à harmoniser
les pratiques et à améliorer la prise en charge
des patients traités par ces molécules. Elle
est établie à partir des données disponibles
actuellement. Elle fera l’objet d’une mise à
jour régulière, particulièrement pour la
nature desmutations étudiées, et au besoin
sera modifiée en fonction des nouvelles
données de la littérature. La partie préana-
lytique pourra être utilisée pour l’étude
d’autres biomarqueurs dans les tumeurs
solides.
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1 - Prélèvement
1-1 TYPE DE PRÉLÈVEMENT
La recherche de mutations peut être effec-
tuée sur tout prélèvement contenant des
cellules tumorales : pièce opératoire, prélè-
vement endoscopique ou cytologie tumo-
rale (par exemple ponction cytologique
scanno ou échoguidée, liquide de lavage
bronchioloalvéolaire ou liquidepleural pour
la recherche des mutations EGFR dans les
carcinomes bronchopulmonaires).

Leprélèvementpeut être obtenuaumoment
du diagnostic initial ou à distance, sur la
tumeur primitive ou une métastase. Alors
qu’il semble y avoir une bonne concordance
entre le site primitif et les sites métasta-
tiques pour le cancer colorectal, des discor-
dances sont observées plus fréquemment
dans le cancer bronchopulmonaire. Enpra-
tique, il n’existe actuellement pas de don-
nées cliniques permettant de privilégier un
prélèvement par rapport à l’autre.

1-2 FIXATION DU PRÉLÈVEMENT
La méthode de fixation la plus couram-
ment utilisée est la fixation en formol tam-
ponné, suivie d’une inclusion en paraffine.

Laduréede fixationdoit être, dans lamesure
dupossible, inférieure à 48heures et de pré-
férence inférieure à 24 heures.

Il est également possible d’utiliser du tissu
non fixé, congelé ou acheminé à la plate-
formeviauneprocédure type«RNAlater®».

Les autres fixateurs (liquide de Bouin et
autres fixateurs contenant de l’acide
picrique, fixateurs contenant des dérivés
mercuriels) peuvent interférer avec les ana-
lyses moléculaires et ne sont pas recom-
mandés.

Les fixateurs à base d’alcool ou les substi-
tuts de formol (type Excell Plus, FineFix ou
RCL2, en cours d’évaluation) et l’AFA
(alcool/formol/acide acétique) ne peuvent
être considérés comme des standards.

Le pourcentage d’échec des analyses molé-
culaires à partir des échantillons provenant
d’un laboratoire de pathologie et/ou d’un
établissement de soins est un indicateur
qui peut être utilisé pour améliorer la qua-
lité des pratiques.
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1-3 MATÉRIEL UTILISÉ
Un bloc suffisamment riche en matériel
tumoral doit être sélectionné par un
contrôle morphologique microscopique
sur lame après coloration standard (Héma-
toxyline/Eosine +/- Safran) réalisé par un
pathologiste.

Pour l’extraction d’ADN tumoral, la réali-
sation de lames blanches – d’épaisseur
comprise entre 4 µm et 20 µm – est une
bonne pratique. Une sélection des régions
du prélèvement les plus riches en cellules
cancéreuses doit être réalisée. Il est préfé-
rable de réaliser unemacrodissection pour
les prélèvements contenant moins de 50 %
de cellules cancéreuses.

L’utilisation de copeaux, qui ne permettent
pas le repérage et la macrodissection, néces-
site une richesse tumorale élevée et une den-
sité homogène en cellules tumorales.

Il est également possible de réaliser des
carottes ou « punch-biopsies » au sein d’un
bloc. Les limites de cette procédure sont
l’incertitude sur le pourcentage de cellules
cancéreusesdans l’ensembleduprélèvement
qui sera analysé, et le risque d’analyser seu-
lement un clone cellulaire particulier.

L’analysedeplusieurs carottespermetdepal-
lier à l’hétérogénéité de la tumeur.

Quoiqu’il en soit, le choix de la procédure
doit être effectué après appréciation de la
richesse tumorale.

Afind’éviter les échanges inter-prélèvements
par des micro-fragments tissulaires dans
toutes les étapes de la préparation et du
transportde l’échantillon, il est recommandé
d’utiliserunpostede travail dédié. Lemicro-
tomedoit être nettoyé soigneusement entre
chaque prélèvement utilisé pour la biologie
moléculaire. La lamedemicrotomedoit être
changée régulièrement. Les coupes doivent
être déposées directement sur les lames en
utilisantun liquiden’ayant en aucuncas été
en contact avec d’autres prélèvements, et
renouvelé quotidiennement.

1-4 DONNÉES NÉCESSAIRES
Le prélèvement doit être accompagné des
données suivantes, dont certaines figurent
dans le compte rendud’anatomopathologie:
� nom, prénom et date de naissance du
patient ;

� nom, prénom et coordonnées du patho-
logiste responsable du diagnostic ;

� date de prélèvement ;
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� fixateur utilisé ;
� numéro d’identification du bloc dans
le laboratoire d’origine ;

� organe et état tumoral (primitif,
métastase…) ;

� type de prélèvement (chirurgie, biopsie,
cytologie…) ;

� type histologique.

La demande d’examen doit indiquer les
items suivants :
� nom, prénom et coordonnées du pres-
cripteur ;

� type d’analyse demandée ;
� date de prescription ;
� si possible des éléments du contexte
clinique.

1-5 ÉTABLISSEMENT DU POURCENTAGE
DE CELLULES TUMORALES

Le pourcentage de cellules tumorales cor-
respond à l’estimation de la proportion de
cellules tumorales sur l’ensemble des cel-
lules (hors nécrose) présentes sur la coupe
ou sur la zone du prélèvement qui a été
sélectionnée.
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2-1 CANCERS COLORECTAUX
La recherche demutationdugèneKRAS est
indiquée chez les patients présentant un
cancer colorectal de stade IV (métastatique).

KRAS
Mutations clairement documentées pour
conférer une résistance aux anti-EGFR
Les 7mutations les plus fréquentes concer-
nent les codons 12 et 13 (annexe 2a). Il est
clairement établi que cesmutations confè-
rent une résistance au panitumumab (1) et
au cetuximab (2-4), et elles doivent être
impérativement recherchées :
� Codon 12 : p.G12D, p.G12A, p.G12V,
p.G12S, p.G12R, p.G12C ;

� Codon 13 : p.G13D.

Autres mutations
Les codons 61 et 146 peuvent également
faire l’objet de mutations (5-8). Celles-ci
sont beaucoup plus rares (annexe 2b) et de
ce fait les données cliniques sont limitées.
D’après Loupakis (6), les patients présen-
tant ces altérations ne répondent pas aux
anti-EGFR. Toutefois, un nombre trop res-
treint de patients a été étudié. Aussi, ces
premières observations nécessitent d’être

confirmées par des études cliniques pros-
pectives.

Les autresmutations qui peuvent être trou-
vées par séquençage systématique n’ont pas
fait l’objet d’études spécifiques chez les
patients.

BRAF
Le gène BRAF est muté dans 5 à 10 % des
tumeurs colorectales. Les données de la lit-
térature disponibles sont basées sur un
nombre limité de patients.

2 - Liste des mutations à rechercher

Étude Nombre de
patients

Patients
mutés
KRAS

Répon-
deurs Réf

Loupakis
et al.,
2009

138 Codon 61
Codon 146

7
1

0/7
0/1 (6)

Études
Nombre
de

patients

Patients
mutés
BRAF

% Répon-
deurs Réf

Benvenuti et al.
(2007) 48 6 12,5 0/6 (9)

Cappuzzo et al.,
2008 79 4 5,1 0/4 (10)

Loupakis et al.,
2009 138 13 10 0/13 (6)

Di Nicolantonio
et al., 2008 113 11 9,7 0/11 (11)

Souglakos et al.,
2009 92 9 10 0/9 (12)

Laurent-Puig et
al., 2009 171 5 3 0/5 (13)
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Plus récemment, les données regroupées
des études CRYSTAL et OPUS présentées
à l’ASCO2010 (14) confirment le caractère
pronostique fort des mutations de BRAF.
Là encore, le nombre relativement limité
de patients mutés (n=70) ne permet pas de
faire apparaître de différence statistique-
ment significative pour le bénéfice du trai-
tement par anti-EGFR en première ligne.

Dans le contexte de la prescriptiondes anti-
corps anti-EGFR, et en attendant de nou-
vellesdonnées, il n’y adoncpas lieude recher-
cherunemutationdeBRAFà l’heureactuelle.

2-2 CANCERS BRONCHIQUES NON
À PETITES CELLULES

EGFR
Les patients ayant unemutation de l’EGFR
dans leur tumeur sont ceux qui présentent
un bénéfice clinique à l’administration du
gefitinib. En revanche, pour les patients ne
présentant pas de mutation de l’EGFR,
l’administration de gefitinib peut être délé-
tère (15). Pour ces patients, une chimiothé-
rapie est indiquée enpremière ligne. Le gefi-
tinib (Iressa®) ne peut être prescrit qu’aux
patients porteurs d’une mutation activa-
trice du gène EGFR (annexe 1).

Mutations clairement documentées pour
être activatrices
Lesmutations suivantes confèrent une sen-
sibilité accrue aux inhibiteurs de tyrosine
kinase (16, 17) et doivent être systémati-
quement et prioritairement cherchées :
� Exon 19 : délétion (il ne parait pas
actuellement nécessaire de décrire la
délétion trouvée) ;

� Exon 21 : mutation p.L858R.

À côté de ces altérations les plus fréquentes
(annexe3a),d’autresaltérationsontétédécrites
(annexe3b). Certaines sont activatrices
(annexe3c) et peuvent être recherchées soit
d’emblée, soit secondairementenfonctiondu
contexteclinique(sexe, tabagisme,histologie)
et/oudesmutationsassociéesd’autresgènes:
� Exon 18 : mutations p.G719S,
p.G719A et p.G719C ;

� Exon 21 : mutation p.L861Q.

Autres mutations
Chez lesmaladesnaïfsde traitementpar ITK,
la présence d’une mutation dans l’exon20,
hors p.T790M, n’est pas toujours associée à
une sensibilité aux ITK. Néanmoins, 30 %
despatientsdont la tumeurporteunemuta-
tion de l’exon 20 seraient sensibles (18)
(annexe 3c).

BP-2010-RechercheTheranostique:INCa-HAS  21/09/10  11:38  Page 7



BONNES PRATIQUES POUR LA RECHERCHE À VISÉE THÉRANOSTIQUE
DEMUTATIONS SOMATIQUES DANS LES TUMEURS SOLIDES

8

Par ailleurs, la mutation p.T790M est pra-
tiquement toujours associée à une muta-
tion activatrice de l’exon 21 ou de l’exon
19 (19). Sa présence initiale est associée à
une diminution de la durée de la réponse
aux ITK plutôt qu’à une résistance (20).

Chez lesmalades progresseurs sous un trai-
tement par ITK, la recherche d’une muta-
tion p.T790Msur unnouveauprélèvement
portant sur une lésion récemment apparue
peut être utile pour guider un traitement
de seconde ligne.

Enfin, d’autresmutationspeuvent être trou-
vées sur le gène EGFR par séquençage sys-

tématique. Les données actuelles ne per-
mettent pas de leur attribuer clairement un
caractère activateur (21, 22).

KRAS
L’efficacité des ITK est réduite chez les
patientsporteursd’ungèneKRASmutédans
leur tumeur. Mais les mutations des gènes
EGFR et KRAS étant mutuellement exclu-
sives, une tumeur présentant unemutation
activatrice sur le gène EGFR aura une très
grandeprobabilitéd’être sauvagepourKRAS.

La recherche des mutations de KRAS n’est
donc pas nécessaire dans le contexte de la
prescription de l’Iressa®.
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La méthode employée par la plateforme
doit être validée. Par principe, cesméthodes
sont qualitatives (présence ou absence de
lamutation) et doivent par conséquent être
évaluées pour leur sensibilité analytique, la
répétabilité et la reproductibilité. Il est
recommandé de réaliser une validation de
méthodepréalable pourdes techniquesnon
marquées CE-IVD. Cette validation doit
documenter les incertitudes et paramètres
critiques de la méthode.

3-1 VALIDATION DE MÉTHODE
3-1.1 Sensibilité analytique
Les techniques retenues doivent permettre
de détecter et d’identifier les altérations
somatiques si elles sont présentes dans au
moins 20-25%des cellules de l’échantillon.

Une gammedoit être utilisée à l’aide d’ADN
extrait de lignées cellulaires présentant ces
mutations. La validation doit être réalisée
sur les mutations les plus fréquentes. Le
résultat de cette sensibilité analytique doit
être indiqué dans le compte rendude résul-
tat. La cellularité tumorale des échantillons
étudiés doit être en adéquation avec la sen-
sibilité déterminée lors de la validation.

3-1.2 Répétabilité-reproductibilité
La techniqueutilisée devra être validée pour
sa robustesse et sa justesse. Par exemple,
l’analyse d’échantillons tumorauxdéjà qua-
lifiés par une autre technique doit permet-
tre de tester à la fois la répétabilité (répli-
cats) et la reproductibilité (2 analyses à deux
moments différents avec une nouvelle pré-
paration des réactifs).

Les résultats doivent permettre de calculer
une sensibilité et une spécificité de la
méthode utilisée au laboratoire.

3-2 ORGANISATION DES ANALYSES
Ces analyses sont des examens de biologie
médicale et répondent aux exigences de la
réglementation correspondante. Les labo-
ratoires ouunités les réalisant doivent pren-
dre les précautions décrites dans le GBEA
pour réduire les risques de contamination,
et pour valider en continu les analyses réa-
lisées.

Il est recommandé de vérifier les résultats
obtenus en particulier pour les cas mutés
(par exemple, analyse en réplicat, applica-
tion d’une technique complémentaire…).

3 - La recherche des mutations
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Les ADN restants doivent être conservés
au moins un an pour d’éventuelles confir-
mations et/ou l’analyse de nouveaux bio-
marqueurs.

3-3 RÉSULTATS TECHNIQUEMENT
NON INTERPRÉTABLES

Il est possible qu’une analyse ait été accep-
tée, mais que le résultat technique soit non

interprétable (par exemple, à cause de la fai-
ble quantitéd’ADNextraite, d’unemauvaise
qualité ne permettant pas l’amplification).
Il est souhaitable de confirmer cet échecpar
un test indépendant. Si l’analyse est à nou-
veau non contributive, il est recommandé
d’éditer un compte rendu en ce sens et de
demander la réalisationd’unenouvelle ana-
lyse sur un autre prélèvement (biopsie…).
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4-1 DÉLAIS DE RENDU DES RÉSULTATS
Idéalement, le résultat doit parvenir aupres-
cripteur dans un délai de 2 à 3 semaines à
compter de la date de la prescription.

Aussi, le compte rendu doit être transmis
au maximum 7 à 10 jours ouvrables après
réceptionduprélèvement par la plateforme.

Les délais préanalytiques et analytiques sont
des indicateurs qui peuvent être utilisés
pour améliorer la qualité des pratiques.

4-2 ÉLÉMENTS DEVANT FIGURER
DANS LE COMPTE RENDU
DE L’ANALYSE MOLÉCULAIRE

Le compte rendu doit comporter les
éléments suivants :
� nom, prénom et date de naissance du
patient ;

� nom, prénom et coordonnées du
pathologiste responsable du diagnostic
initial ;

� numéro d’identification du bloc dans
le laboratoire d’origine ;

� organe et état tumoral (primitif,
métastase…) ;

� type de prélèvement (chirurgie, biopsie,
cytologie…) ;

� type histologique ;
� nom, prénom et coordonnées du
prescripteur ;

� type d’analyse demandée ;
� date de la prescription ;

� pourcentage de cellules tumorales dans
l’échantillon analysé ;

� code ou identifiant unique de
l’échantillon par le laboratoire ;

� date d’arrivée du prélèvement dans la
plateforme ;

� date du compte rendu ;
� identifiant unique sur chaque page ;
� nombre total de pages (si le compte
rendu comporte plusieurs pages) ;

� liste des mutations cherchées ;
�méthode(s) utilisée(s) avec indication
de la (des) sensibilité(s) analytique(s) ;

�mutation identifiée et notée (à
l’exception des délétions de l’exon 19
de l’EGFR) selon la nomenclature

4 - Les résultats
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internationale (Human Genome
Variation Society) (par exemple
p.Glu12Asp et c.35G>A). On ne peut
pas se contenter d’un profil altéré de
HRM ou de dHPLC. La référence de la
séquence ayant servi à établir la

position de la mutation doit être
précisée ;

� commentaire sur les résultats
(prédiction thérapeutique) ;

� nom du pathologiste ayant qualifié
le prélèvement ;

� nom du biologiste/pathologiste
moléculaire.
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CETUXIMAB (ERBITUX®) is indicated for
the treatment of patients with epidermal
growth factor receptor (EGFR)-expressing,
KRASwild-typemetastatic colorectal cancer:
� in combination with chemotherapy
� as a single agent in patients who have
failed oxaliplatin- and irinotecan-based
therapy and who are intolerant to
irinotecan.

PANITUMUMAB (VECTIBIX®) is indica-
ted as monotherapy for the treatment of
patients with EGFR expressing metastatic
colorectal carcinoma with non-mutated
(wild-type)KRAS after failure of fluoropy-
rimidine-, oxaliplatin-, and irinotecan-
containing chemotherapy regimens.

GEFITINIB (IRESSA®) is indicated for the
treatment of adult patients with locally
advanced ormetastatic non small cell lung
cancer (NSCLC)with activatingmutations
of EGFR TK.

Annexe 1
Condition de prescription des médicaments nécessitant une analyse moléculaire
(http://ema.europa/eu)
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Annexe 2a
Principales mutations de K-RAS (étude RASCAL II, n = 2721)
Nature Reviews Clinical Oncology 6:519-527, 2009

Annexe 2b
Répartition des mutations de K-RAS retrouvées
(http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic)

Mutations de KRAS
Incidence (%)

Substitution de l'acide aminé Substitution du nucléotide

Mutations codon 12

Aspartate (G12D) G35A 32,5

Valine (G12V) G35T 22,5

Cystéine (G12C) G34T 8,8

Serine (G12S) G34A 7,6

Alanine (G12A) G35C 6,4

Arginine G34C 0,9

Mutations codon 13

Aspartate (G13D) G38A 19,5

Autres mutations 1,8

Substitutions

Position Mutation (n)

8 p.V8V(2)

12
p.G12A(476) p.G12C(593) p.G12D(2408) p.G12D(1) p.G12D(3) p.G12E(1)
p.G12F(3) p.G12I(1) p.G12F(2) p.G12L(1) p.G12R(76) p.G12S(451) p.G12V(1)
p.G12V(1496) p.G12W(1) p.G12Y(1)

13
p.G13A(8) p.G13C(40) p.G13D(13) p.G13D(1259) p.G13D(4) p.G13E(1)
p.G13G(1) p.G13G(1) p.G13R(1) p.G13R(23) p.G13S(7) p.G13V(8)

14 p.V14I(4)

19 p.L19F(1) p.L19F(6)

22 p.Q22*(1) p.Q22K(3) p.Q22R(1)

23 p.L23I(1)

59 p.A59E(1) p.A59G(2) p.A59T(2)

61 p.Q61E(1) p.Q61H(20) p.Q61H(12) p.Q61H(10) p.Q61K(4) p.Q61L(16) p.Q61R(9)

63 p.E63K(1)

117 p.K117N(3) p.K117N(2) p.K117N(1)

146 p.A146P(2) p.A146T(21) p.A146V(2) p.A146V(2)

164 p.R164Q(1)

Nombre de mutations
retrouvées (n=)

5515

1366

72

27

BP-2010-RechercheTheranostique:INCa-HAS  21/09/10  11:38  Page 14



BONNES PRATIQUES POUR LA RECHERCHE À VISÉE THÉRANOSTIQUE
DEMUTATIONS SOMATIQUES DANS LES TUMEURS SOLIDES

15

Annexe 3a
Répartitiondesprincipalesmutationsd’EGFRdanslescancersbronchiquesnonàpetitescellules
(http://somaticmutations-egfr.info/)

Annexe 3b
Fréquence des principales mutations d’EGFR
(http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic)

EGF
Binding

EGF
Binding TM Tyrosine Kinase Domain

Autophosphorylation
domain

2 5 7 13 17 18-24 25-28

18 19 20 21

K745-I759 T790 L858

L861

687 728 762 823

824 875761729

Légende
Vert : sensibilité aux ITK-EGFR
Rouge : résistance aux ITK-EGFR

G719

Exons et codons Codons Nombre de mutations retrouvées (n=)

Exon 18 719 106

Exon 19 745 à 759 1357

Exon 20
790 135

Ins codons 790 – 770 205

Exon 21
858 2095

861 64
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Annexe 3c
Mutations d’EGFR et réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase
Source : Somatic Mutations in Epidermal Growth Factor Receptor DataBase
(http://somaticmutations-egfr.info/)
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