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1. LA MEDECINE PERSONNALISEE EN ONCOLOGIE 

1.1. Historique de la prise en charge des cancers et développement 
de la médecine personnalisée en oncologie 

Le cancer, pathologie connue depuis l’Antiquité, est provoqué par une instabilité 

génétique entrainant la prolifération anarchique et excessive de cellules anormales dites 

tumorales.1 Selon l’OMS, à l’échelle mondiale le cancer est la deuxième cause de décès 

avec environ 10 millions de morts par an et près d’un décès sur six dû au cancer2–4.  

En 2018 en France, l’incidence des cancers est estimée à 382 000 nouveaux cas, la 

mortalité à 157 400 par an et le nombre de nouveaux cas de cancers détectés correspond 

à plus de 1 000 par jour. Les cancers les plus fréquents sont ceux de la prostate, du sein, 

du côlon-rectum et du poumon5. Ces dernières années, le taux d’incidence du cancer baisse 

ou se stabilise. (Figure 1) Le taux de mortalité diminue grâce au développement de la 

prévention, du dépistage et à l’émergence de traitements innovants ciblés, plus efficaces 

avec des effets secondaires mieux contrôlés. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Les cancers en chiffres en 2018 en France, données de l’INCa5 

 

Concernant les traitements, 7,5 millions d’hospitalisations en lien avec le diagnostic, 

le traitement ou la surveillance d’un cancer, ont été enregistrées en 2019 (+ 1,3 % par 
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rapport à 2018)5. En un siècle, la prise en charge des cancers solides a connu une évolution 

constante liée au vieillissement de la population, aux évolutions diagnostiques mais aussi 

aux nombreuses innovations thérapeutiques consécutives à la connaissance intime des 

processus oncogéniques. La chirurgie a longtemps été la seule option thérapeutique, les 

techniques chirurgicales ont significativement évolué à la fin du 19ème siècle et au début 

du 20ème siècle après la mise au point de l’anesthésie générale en 1846. A la même époque, 

face au constat des récidives locales et métastatiques après exérèse chirurgicale, apparait 

la nécessité de développer des traitements complémentaires. Ainsi débute l’utilisation des 

traitements systémiques par chimiothérapies et des traitements locorégionaux par 

radiothérapie.  

Au fil du temps est apparue l’évidence qu’il n’existe pas un cancer par organe mais 

de nombreux sous-types de cancers présentant chacun des anomalies moléculaires 

spécifiques au sein des cellules cancéreuses et de leur environnement. Au début des 

années 2000 : la cancérologie « d’organe » a donc évolué progressivement vers une 

cancérologie adaptée à l’individu et à sa pathologie. Ce changement de paradigme s’inscrit 

dans ce qui est communément nommé la « médecine personnalisée » ou « médecine de 

précision ». L’objectif étant de bloquer, contourner ou corriger les anomalies moléculaires 

impliquées dans le processus tumoral.6 Les grandes instances nationales et internationales 

définissent cette médecine personnalisée de différentes façons : 

- Le National Institute of Health (NIH) américain définit une « pratique émergente de la 

médecine qui utilise le profil génétique des individus pour guider les décisions 

concernant la prévention, le diagnostic et le traitement des maladies »7 

- L’objectif selon la Food and Drug Administration (FDA) américaine est d’obtenir « les 

meilleurs résultats médicaux en choisissant les traitements qui correspondent au profil 

génomique du patient ou à certaines caractéristiques de ses protéines, circulantes ou 

localisées à la surface cellulaire »8 

- L’Institut National du Cancer (INCa) formalise la définition suivante : « La médecine de 

précision, également appelée médecine personnalisée, a ainsi pour objectif de proposer 

au patient un traitement adapté aux anomalies de sa tumeur. Elle repose actuellement 

sur deux types de traitements, les thérapies ciblées et l’immunothérapie spécifique. »9 

Le but de cette médecine « sur mesure » est donc de classer les patients en sous-

populations les plus homogènes possibles des points de vue de leur susceptibilité au 

développement d’une maladie, du comportement évolutif et/ou de la réponse 

thérapeutique (efficacité, tolérance). Les tests moléculaires visant à identifier par 

différentes techniques des anomalies moléculaires spécifiques, sont devenus ces dernières 

années de toute évidence indispensables pour cette médecine de précision dont les enjeux 

en oncologie sont : 



CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle  
de variants somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie                   10 

- Dépister certains cancers 

- Préciser le diagnostic et évaluer le pronostic 

- Identifier les patients éligibles à des traitements spécifiques 

- Caractériser les modes de résistance et les effets toxiques des médicaments 

- Suivre l’évolution de la tumeur au cours des traitements et adapter en temps réel 

la thérapeutique 

- Identifier les risques familiaux ou environnementaux de développer une pathologie 

cancéreuse. 

En outre, si depuis les années 2000 la multiplicité des traitements offre de 

nombreuses opportunités, elle a indéniablement complexifié la décision thérapeutique en 

cancérologie. Ainsi, le décret du 21 mars 2007 a introduit une modification majeure dans 

la prise en charge des patients en créant des réunions de concertation pluridisciplinaire 

(RCP). La prise de décision collégiale permet une évaluation plus objective des situations, 

elle réduit le risque d’erreurs et permet d’uniformiser les pratiques. Aujourd’hui, 

s’organisent des RCP dites moléculaires, locales ou régionales voire nationales, avec des 

experts oncologues, biologistes moléculaires, anatomopathologistes, pharmaciens, pour 

utiliser à bon escient les données de génomiques au bénéfice des patients.  

 

1.2. Thérapie ciblée et biomarqueurs  

L’efficacité des cytotoxiques généraux utilisés en chimiothérapies classiques, encore 

largement utilisées, exploitent la prolifération rapide des cellules tumorales en bloquant la 

division cellulaire ou en induisant l’accumulation de dommages de l’ADN, conduisant à leur 

mort. Ces agents chimiothérapeutiques agissent donc préférentiellement sur les cellules 

tumorales mais impactent également les cellules saines à capacités proliférantes, 

expliquant les nombreux effets secondaires observés. Les thérapies dites « ciblées » ont 

pour objectif de bloquer la croissance ou la propagation tumorale, en interférant avec des 

anomalies moléculaires propres à la tumeur et absentes des tissus sains. Ces thérapies 

ciblées promettent d’améliorer l’efficacité thérapeutique en entraînant moins d’effets 

secondaires sur les tissus sains que les chimiothérapies classiques.10  

Il existe deux approches pharmacologiques principales pour le traitement ciblé du 

cancer : les anticorps (Ac) monoclonaux (« -mab ») et les petites molécules (« -ib »). Les 

anticorps sont généralement caractérisés par une forte spécificité pour une cible précise 

offrant potentiellement un traitement peu toxique, ils ne peuvent atteindre que des cibles 

présentes à la surface externe des membranes ou extracellulaires. Leur nature protéique 

et leur poids moléculaire élevé imposent la contrainte d’une administration par voie 

parentérale (intraveineuse ou sous-cutanée). Depuis 1975, date de la mise en place de 
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production contrôlée d’anticorps monoclonaux par C.Milstein et G.Köhler11, la preuve de 

concept de l’intérêt des anticorps thérapeutiques en cancérologie a été acquise dans les 

années 1990 par l’utilisation d’un anticorps monoclonal chimérique souris/homme dirigé 

contre le CD20 à la surface des lymphocytes B, le rituximab utilisé en oncohématologie. La 

première thérapie ciblée autorisée en France en cancérologie solide a été un anticorps 

monoclonal humanisé : le trastuzumab (Herceptin), dirigé contre le domaine extracellulaire 

du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain ou HER2, une protéine de la 

famille des récepteurs à activité tyrosine kinase. L’action de cet anticorps inhibe la 

dimérisation de HER2, soit la forme active induite par les ligands, et par conséquent 

l’activation du récepteur. Le trastuzumab a obtenu l’Autorisation de Mise sur le Marché 

(AMM) en 2000 dans le traitement du cancer du sein métastatique pour des tumeurs 

présentant une surexpression de la protéine de HER2 à la surface cellulaire qui était 

associée jusqu’alors à un mauvais pronostic. Cette découverte majeure effectuée par 

M.Shepard, D.Slamon et A.Ulrich, honorée par le prix Lasker en 2019, a été le début d’un 

nombre croissant d’anticorps thérapeutiques en cancérologie mais aussi dans de 

nombreuses pathologies.12  

Les petites molécules inhibitrices permettent quant à elles d’atteindre des cibles 

extracellulaires ou intracellulaires mais avec une sélectivité variable. Leur faible poids 

moléculaire leur permet des formes galéniques administrables par voie orale. En 2001, la 

première de ces petites molécules inhibitrices qui a obtenu l’AMM en France est l’imatinib 

(Glivec), indiqué dans le traitement des leucémies myéloïdes chroniques (LMC) présentant 

une anomalie moléculaire de type translocation t(9;22)13 appelée chromosome 

Philadelphie (Ph+). Cette translocation produit une protéine chimérique BCR-ABL 

intracelullaire ayant une activité tyrosine kinase constitutionnelle. L’imatinib est un 

inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) qui entre en compétition avec l’ATP et inhibe l'activité 

tyrosine kinase constitutive de la protéine chimérique BCR-ABL et la prolifération des 

cellules hématopoiétiques exprimant BCR-ABL. Les résultats de l’étude initiale comparant 

imatinib et association interféron alpha - cytosine arabinoside ont montré des résultats 

spectaculaires avec une réponse cytogénétique complète passant de 14.5% à 76.2% 

confirmant tous les espoirs reposant sur les thérapies ciblées en oncologie.13 L’efficacité 

remarquable de cette molécule, qui de plus épargne les cellules saines n’exprimant pas 

BCR-ABL, illustre un siècle plus tard le concept de « magic bullet » postulé par P.Erhlich le 

père fondateur de la chimiothérapie en oncologie. L’imatinib cible également d’autres 

récepteurs à activité tyrosine kinase dont c-KIT et PDGFR qui élargiront les AMM en 

particulier dans les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST).14,15 En 2005 et 2009, 

deux ITK, respectivement l’Erlotinib et le Gefitinib, des petites molécules ciblant le domaine 

tyrosine kinase intracellulaire du récepteur du facteur de croissance épidermique de type 

1 (ITK-EGFR) avec mutations oncogéniques, obtiennent l’AMM dans les cancers 
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bronchiques non à petites cellules (CBNPC). L’usage de molécules thérapeutiques agissant 

préférentiellement sur des oncogènes activés illustre le concept des thérapies ciblées. 

Malgré une sélectivité préférentielle des cibles oncogéniques et un effet sur le contrôle ou 

la régression tumorale, l’administration d’ITK peut engendrer par manque de spécificité 

des effets secondaires altérant la qualité de vie des patients. 

L’essor des thérapies dites ciblées utilisant des petites molécules inhibitrices a entrainé 

un véritable changement de paradigme dans la prise en charge des cancers dans les années 

2000. Fin 2015, un rapport publié par l’INCa faisait état de 43 thérapies ciblées autorisées, 

dont 28 avaient fait leur entrée dans l’arsenal thérapeutique entre 2012 et 201516, et ce 

nombre ne cesse de croître. Cette dynamique traduit, en termes cliniques, les progrès 

réalisés dans la compréhension et la caractérisation des altérations moléculaires des 

cellules cancéreuses. Ainsi, de nombreuses autres cibles oncogéniques ont été 

identifiées (BRAF, ALK, MET, ROS1, RET, NTRK, PIK3CA…) et les AMM évoluent 

constamment avec des élargissements multi-localisations. Aujourd’hui plus de cinquante 

thérapies ciblées sont utilisées en France en AMM ou en ATU (Autorisation Temporaire 

d’Utilisation), ces molécules peuvent être regroupées en plusieurs familles selon le(s) 

mécanisme(s) moléculaire(s) qu’elles ciblent (Tableau 1) (Figure 2).  

Des altérations oncogéniques ou biomarqueurs moléculaires peuvent être associés 

(mais pas systématiquement) aux thérapies ciblées (Tableau 1). Ils permettent d’identifier 

les patients porteurs ou non d’une altération moléculaire qui guidera la décision de 

traitement (médecine stratifiée). On parle alors d’une approche théranostique, néologisme 

construit à partir des termes thérapie et diagnostic, qui correspond à une approche 

médicale visant à privilégier le développement simultané des aspects diagnostique et 

thérapeutique. 
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Figure 2 : Caractéristiques des cellules tumorales et cibles des petites molécules 
inhibitrices, d’après Bedard et al., 202017 
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Tableau 1 : Les thérapies ciblées autorisées en France en oncologie regroupées par 
mécanismes d'action (liste non exhaustive)9,18–20 

BM : thérapies ciblées disposant d’un biomarqueur associé à leur prescription, CCR : cancer colo-rectal, 
CBNPC : cancer bronchique non à petites cellules, LLC : leucémie lymphoïde chronique, LMC : leucémie 

myéloïde chronique, LAL : leucémie aiguë lymphoblastique, LAM : leucémie aiguë myéloïde, CHC : carcinome 
hépatocellulaire 

Famille Mécanisme d’action Molécules BM Indications 
Récepteurs de la 
famille HER 

Ac monoclonaux Cetuximab 
Panitumumab 
Trastuzumab 
Pertuzumab 

Oui 
Oui 
Oui 
Oui 

CCR métastatique, cancers ORL 
CCR métastatique 
Cancer du sein HER2+, cancer de l’estomac HER2+ 
Cancer du sein HER2+ en association au trastuzumab 

Ac bispécifiques Amivantamab Oui CBNPC métastatique EGFR muté par insertion dans l’exon 20 
ITK Lapatinib 

Gefitinib 
Erlotinib 
Afatinib 
Dacomitinib 
Osimertinib  
Poziotinib 
Mobocertinib 

Oui 
Oui 
Oui 
Oui 
Oui 
Oui 
Oui 
Oui 

Cancer du sein métastatique HER2+ 
CBNPC EGFR muté 
CBNPC EGFR muté, cancer du pancréas 
CBNPC EGFR muté 
CBNPC EGFR muté 
CBNPC EGFR muté 
CBNPC métastatique EGFR muté par insertion dans l’exon 20 
CBNPC EGFR muté par insertion dans l’exon 20 

Voies de 
signalisation et 
seconds 
messagers 

Inhibiteur de BRAF Vémurafenib 
Dabrafenib 
Encorafenib 

Oui 
Oui 
Oui 

Mélanome BRAF muté, autres tumeurs BRAF mutées 
Mélanome BRAF muté, CBNPC BRAF muté 
Mélanome BRAF muté, CCR BRAF muté 

Inhibiteur de KRAS Sotorasib Oui CBNPC métastatique KRAS p.(G12C) muté 
Inhibiteur de MEK Trametinib 

 
Binimetinib 
Cobimetinib 

Oui 
 
Oui 
Oui 

En association aux inhibiteurs de BRAF dans les tumeurs BRAF mutées, en monothérapie dans 
le cancer de l’ovaire séreux de bas grade 
Mélanome BRAF muté en association à l’encorafenib 
Mélanome BRAF muté en association au vemurafenib 

Inhibiteurs de la voie 
PI3K/PTEN/AKT/m
TOR 

Everolimus 
Temsirolimus 
Alpelisib 
Idelalisib 

Non 
Non 
Oui 
Non  

Cancer du sein métastatique, cancer du rein métastatique 
Cancer du rein avancé, lymphomes à cellules du manteau 
Cancer du sein métastatique avec mutation PI3K 
LLC (2ème intention ou 1ère intention avec délétion 17p ou mutation TP53), lymphome 
folliculaire 

Inhibiteurs ALK, 
ROS 

Crizotinib 
Alectinib 
Brigatinib 
Ceritinib 
Lorlatinib 

Oui 
Oui 
Oui 
Oui 
Oui 

CBNPC avancé ou métastatique 

ITK BCR-ABL  
+/- inhibiteur KIT et 
PDGFR 

Imatinib 
Bosutinib 
Dasatinib 
Nilotinib 
Ponatinib 

Oui 
Oui 
Oui 
Oui 
Oui 

LMC Ph+, LAL Ph+, GIST CD117+, SMD / SMP PDGFR+, dermatofibrosarcome protuberans 
LMC Ph+ 
LAL Ph+  
LMC Ph+ 
LAL Ph+ avec mutation T315I, LMC Ph+ 

ITK Bruton (BTK) Ibrutinib 
Acalabrutinib 

Non 
Non 

Lymphomes à cellules du manteau, LLC, macroglobulinémie de Waldenström 
LLC 

Inhibiteur BCL2 Venetoclax Non LLC 
Inhibiteur FLT3 Gilteritinib Oui LAM avec mutation FLT3 
ITK FGFR Pemigatinib 

Erdafitinib 
Oui 
Oui 

Cholangiocarcinome avancé ou métastatique avec fusion FGFR2 
Carcinome urothélial avec altération FGFR2 ou FGFR3 

ITK JAK Ruxolitinib Non Myélofibrose primitive ou secondaire à une polyglobulie de Vaquez ou une thrombocytémie 
essentielle 

Inhibiteur RET Pralsetinib 
Vandetanib 

Oui 
Non 

CBNPC avec fusion RET, carcinome médullaire de la thyroïde avec altération RET 
Cancer médullaire de la thyroïde 

Inhibiteur TRK Larotrectinib 
Entrectinib 

Oui 
Oui 

Tumeurs solides avec fusion NTRK 

Inhibiteur voie 
Hedgehog 

Sonidegib 
Vismodegib 

Non 
Non 

Carcinome basocellulaire localement avancé ou métastatique 

Inhibiteur XPO1 Selinexor Non Lymphome B diffus de haut grade à grandes cellules, myélome multiple  
Angiogénèse Inhibiteur VEGF  

(molécules pour la 
plupart multikinases) 

Bevacizumab 
 
Ramucirumab 
Axitinib 
Pazopanib 
Sunitinib 
Cabozantinib 
Lenvatinib 
Sorafenib 
Regorafenib 
Axitinib 

Non 
 
Non 
Non 
Non 
Non 
Non 
Non 
Non 
Non 
Non 

CBNPC, CCR métastatique, cancer de l’ovaire, cancer du rein métastatique, cancer du sein 
métastatique, cancer du col de l’utérus 
CCR métastatique, CBNPC, cancer gastrique  
Cancer du rein métastatique 
Cancer du rein métastatique, Sarcomes des tissus mous 
Cancer du rein métastatique, GIST, tumeurs neuroendocrines du pancréas 
Cancer du rein métastatique, CHC, cancer médullaire de la thyroïde 
Cancer de la thyroïde métastatique, CHC 
CHC, carcinome rénal avancé, carcinome thyroïdien différencié avancé 
CCR métastatique, GIST métastatique, CHC 
Cancer du rein avancé 

Activité 
enzymatique 

IDH1 Ivosidenib Oui LAM avec mutation IDH1, Cholangiocarcinome avancé ou métastatique avec mutation IDH1, 
gliome de bas grade avec mutation IDH1 

Cycle cellulaire Inhibition des 
CDK4/6 

Palbocilcib,  
Abemaciclib  
Ribociclib 

Non 
Non 
Non 

Cancer du sein avancé ou métastatique RH+ HER2- 

Réparation de 
l’ADN 

Inhibiteurs de PARP 
iPARP) 

Olaparib 
 
Niraparib 
Rucaparib 
Talazoparib 

Oui 
 
Non 
Non 
Oui 

Cancer de l’ovaire avec mutation BRCA ou un phénotype HRD, cancer du sein avec mutation 
BRCA 
Cancer de l’ovaire 
Cancer de l’ovaire 
Cancer du sein avec mutation BRCA 
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1.3. Connaissance des processus tumoraux pour identifier les 
biomarqueurs d’intérêt 

Dans ce contexte d’individualisation thérapeutique, il est aujourd’hui nécessaire 

d’identifier des biomarqueurs prédisant la réponse de l’individu à un traitement. C’est la 

compréhension des caractéristiques moléculaires des cellules tumorales (Figure 2) et des 

mécanismes de tumorigénèse qui permet d’identifier ces potentiels biomarqueurs.  

Il existe une régulation complexe assurant l’intégrité du génome et sa stabilité au 

cours de l’évolution. L’instabilité génétique remet en cause cette intégrité et va fortement 

contribuer au processus de tumorigénèse.1 Cette instabilité génétique peut avoir deux 

origines (Figure 3) : 

- Les agents mutagènes exogènes (rayons UV, tabac, produits chimiques, 

chimiothérapies, radiothérapies) et endogènes (réactifs oxygénés)21,22 

- Les altérations des mécanismes de réparation de l’ADN22. 

L’instabilité génétique entraine une accumulation d’anomalies génétiques (Figure 3) qui 

peuvent être des mutations ponctuelles au niveau nucléotidique, des perturbations d’ordre 

chromosomique (aneuploïdies, délétions, inversions, translocations, amplifications) ou des 

modifications de la régulation épigénétique. Dans les tumeurs solides, 40 à 100 mutations 

peuvent être présentes dans la séquence codante des gènes mais seulement 5 à 15 vont 

avoir un réel impact sur la biologie de la cellule tumorale.23 Les mutations tumorales 

conférant un avantage prolifératif sélectif (drivers oncogéniques) peuvent ainsi constituer 

des biomarqueurs pour les thérapies ciblées, au contraire des mutations 

passengers sélectivement neutres ou provoquant un désavantage tel que la sénescence ou 

la mort cellulaire.24 Le nombre de ces mutations peut également constituer un 

biomarqueur, c’est le principe de la charge mutationnelle ou tumor mutational burden 

(TMB) basée sur l’hypothèse que le génome tumoral est un driver de l’immunité 

antitumorale par l’expression potentielle de néoantigènes qui peuvent être reconnus par 

les lymphocytes T. Le TMB est défini par le nombre de mutations acquises présentes dans 

les régions codantes de l’exome somatique (exprimé en nombre de mutations par 

megabase (Mb). Ce TMB est un biomarqueur quantitatif associé, selon les tumeurs, à une 

possibilité de réponse à l’immunothérapie (inhibiteurs de checkpoints immunitaires).25,26 

On peut cependant noter que peu de néoantigènes efficaces sont produits par les tumeurs, 

ainsi l’intérêt du TMB reste en discussion (Figure 4). 



CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle  
de variants somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie                   16 

 

Figure 3 : Causes et conséquences de l'instabilité génétique 

 

 
 

 

Figure 4 : Charge mutationnelle par type de pathologie, d’après Lawrence et al., 201327 
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1.4. Evolution technologique pour la détection des biomarqueurs en 
cancérologie : la généralisation du séquençage haut débit 

Choisir et mettre en place les technologies indispensables pour une détection fiable, 

sensible et spécifique de ces biomarqueurs est une réflexion quotidienne dans les 

laboratoires de génétique moléculaire des cancers. En effet, le besoin constant des 

nouveaux biomarqueurs moléculaires pour une médecine « faite sur mesure », impose une 

veille technologique permanente liée à l’abondance de connaissances et d’innovations 

technologiques ces dernières années, particulièrement en génétique et en génomique qui 

occupent une place prépondérante. Par ailleurs, on peut noter que la quantité croissante 

de données génétiques nécessaires et générées implique une adaptation continue des 

besoins informatiques dans les laboratoires de génétique moléculaire. Depuis sa création 

en 2005, l’INCa soutient la structuration de la génétique moléculaire en oncologie. Ainsi, 

28 plateformes de génétique moléculaire des cancers (PGMC) réparties sur l'ensemble du 

territoire ont été labellisées par l’INCa. Celles-ci permettent d'offrir à tous les patients les 

analyses de génétique moléculaire indispensables pour toutes les localisations concernées. 

La répartition territoriale en France est ainsi suffisante pour que les prélèvements tumoraux 

parvenant dans les laboratoires habituels d'anatomopathologie ou d'hématocytologie 

puissent être analysés dans des délais compatibles avec la prise en charge thérapeutique 

des patients. Cette initiative et la répartition géographique des PGMC labellisées INCa en 

France a été saluée pour son efficacité opérationnelle par l’ensemble de la communauté 

scientifique internationale.  

Les PGMC réalisent les tests moléculaires : 

- Déterminant l’accès à une thérapie ciblée ; 

- Orientant le processus diagnostique ; 

- Participant au diagnostic en complémentarité de paramètres cliniques, 

morphologiques, biologiques ; 

- Orientant la stratégie de traitement du patient ; 

- Permettant le suivi de la maladie résiduelle. 

En 2005, les choix de thérapies ciblées étant restreints à quelques molécules et donc à 

quelques biomarqueurs, les PGMC utilisaient une multitude de techniques dites « ciblées ». 

On distingue les méthodes ciblées indirectes et les méthodes de séquençage ciblées. 

Concernant les approches ciblées indirectes, on peut citer parmi d’autres la PCR 

quantitative (ou PCR temps réel), la fusion haute résolution ou high resolution melting 

(HRM), le Snapshot, l’HPLC dénaturante, l’analyse MLPA (multiplex ligation-dependent 

probe amplification). Pour les approches de séquençage, le séquençage historique par arrêt 

d’élongation dit de Sanger et depuis les années 2000 le pyroséquençage, ont été largement 

utilisés. Une rupture technologique dans l’analyse des génomes a été matérialisée en 2008 

par la caractérisation du génome de J.Watson par séquençage haut débit28. Depuis cette 
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date, des innovations technologiques successives ont révolutionné l’usage de la 

caractérisation des génomes au sein des laboratoires au bénéfice des patients. Les 

demandes en génétique constitutionnelle ont rapidement imposé le séquençage massif ou 

NGS pour « next generation sequencing » comme une approche incontournable de 

caractérisation des génomes. Parallèlement, les développements et la disponibilité 

croissante des thérapies ciblées en oncologie depuis les années 2014/2015 ont rendu 

incontournable l’usage de ces méthologies. 

Suite à ces développements, selon l’INCa, en 2016, 83 000 patients ont pu bénéficier 

d’un test pour l’accès à une thérapie ciblée et 35 000 tests ont été réalisés par NGS.16 

L’analyse de l’ADN par NGS peut-être plus ou moins étendue, allant d’un panel restreint 

de gènes (généralement limité aux régions codantes et jonctions intron-exon) à l’ensemble 

de l’exome « whole exome sequencing » (WES) ou même du génome entier « whole 

genome sequencing » (WGS). Le NGS permet également le séquençage plus ou moins 

étendu de l’ARN, on parle de RNAseq qui a remplacé progressivement les technologies 

microarrays. (Figure 5) Les dévelopements de plus en plus sophistiqués des méthodes de 

séquençage permettent d’aborder l’épigénétique, la caractérisation globale des séquences 

promotrices, l’étude de la conformation chromatinienne ou plus récemment d’aborder la 

génomique sur cellule unique. Pour encadrer l’utilisation du NGS en oncologie, des listes 

minimales de gènes pour les analyses tumorales (tumeurs solides et cancers 

hématologiques) par localisation ont été définies initialement par un groupe d’experts 

coordonné par l’INCa. Ces listes sont en constante évolution en fonction des nouveaux 

schémas thérapeutiques mis en place.29 

Le NGS a transformé radicalement le criblage moléculaire dans le cadre de l’activité 

diagnostique en oncologie car il présente les avantages majeurs suivants : 

- La détection multiple des mutations somatiques, c’est-à-dire présentes 

uniquement dans la tumeur, à très faible fréquence allélique.  

- La capacité de multiplexage permettant l’analyse simultanée :  

 d’un grand nombre de gènes (exons ou gènes entiers) offrant une recherche 

exhaustive des cibles donnant accès aux thérapies ciblées  

 d’un grand nombre de patients en parallèle grâce aux codes-barres ou 

barcodes qui sont des séquences uniques à chaque échantillon intégrées en 

début d’analyse NGS. 

- L’économie du matériel biologique : quelques nanogrammes d’ADN suffisent pour 

séquencer une multitude de gènes, avantage capital pour des prélèvements 

tumoraux précieux et souvent uniques et exigus. 

- Le NGS permet en outre l’analyse moléculaire de l’ADN tumoral circulant (ADNtc) 

dans les fluides biologiques comme le sang, l’urine, le liquide céphalo-rachidien 

entres autres. L’ADNtc pouvant constituer une alternative lorsque le matériel 
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tumoral n’est pas disponible (prélèvement non réalisable, tissu tumoral altéré ou 

non disponible, patient refusant les biopsies), pour suivre la maladie résiduelle ou 

détecter une progression précoce (on parle de « monitoring »).30–32 

 

 

Figure 5 : Les applications du NGS en génétique humaine33  
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Deux technologies NGS (Ion Torrent et Illumina) dominent aujourd’hui le marché et 

sont basées sur le principe de séquençage par synthèse, c’est-à-dire une méthode de 

séquençage durant laquelle un brin complémentaire est synthétisé par addition successive 

de désoxyribonucléotides triphosphates à partir d'un brin matrice et d’une amorce 

complémentaire. Ces deux technologies NGS présentent quatre étapes communes 

présentées dans la Figure 6 33 :  

- L’extraction des acides nucléiques à partir d’échantillons de diverses matrices 

biologiques. 

- La préparation de librairies : il s’agit d’une multitude de fragments d’ADN ou d’ARN, 

générés par coupures aléatoires soit enzymatiques soit mécaniques, et sur lesquels 

sont fixés des séquences connues appelées « adaptateurs » et des identifiants 

appelés « barcodes » permettant de séquencer de nombreux échantillons 

simultanément. Il existe deux stratégies résumées dans le Tableau 2 : les librairies 

par capture (hybridation de l’ADN à des sondes couvrant les régions cibles) et les 

librairies par amplicons (amplification multiplexe des régions d’intérêt par PCR grâce 

à des lots d’amorces). Ces librairies sont ensuite purifiées.  

- L’amplification clonale : les librairies sont amplifiées par PCR afin de générer 

suffisamment de matériel pour l’étape suivante, chaque technologie propose une 

amplification clonale différente (Tableau 2). Pour la technologie Ion Torrent, cette 

étape est une PCR en émulsion. La majorité des gouttelettes aqueuses après 

amplification contient une microbille recouverte d’un fragment unique d’ADN qui 

sera séquencé. Pour la technologie Illumina, l’amplification est réalisée par PCR en 

pont ou « bridge PCR » sur le support solide (lame de verre appelée « flow cell »). 

Un fragment s’hybride par son extrémité libre sur une amorce adjacente formant 

un pont, et un brin complémentaire est synthétisé. Les ponts d’ADN double-brin 

sont ensuite rompus par dénaturation, et un nouveau cycle d’amplification 

commence. À l’issue de l’amplification, les groupes de fragments d’ADN identiques, 

ou clusters, recouvrent la flow cell.  

- Le séquençage : un brin complémentaire du fragment d’ADN immobilisé est 

polymérisé à partir des amorces universelles de séquençage. L’incorporation des 

nucléotides au niveau du brin d’ADN néo-synthétisé est suivie en temps réel par 

différents systèmes de mesure (Tableau 2) : l’acquisition d’un signal fluorescent 

émis par le nucléotide incorporé pour la technologie Illumina (système de détection 

optique), ou la mesure d’une baisse de pH consécutive à la libération d’un proton 

par liaison phosphodiester formée pour la technologie Ion Torrent. 

- L’analyse bioinformatique des données brutes de séquençage : les données brutes 

de séquençage doivent être transformées en données de séquence, puis « filtrées » 

pour éliminer les séquences des adaptateurs, les séquences de mauvaises qualité, 
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les séquences polyclonales et les séquences de petite taille. Puis chaque séquence, 

appelée « read », est alignée sur le génome de référence pour mettre en évidence 

les variations. L’ensemble de ce traitement bioinformatique des données constitue 

le « pipeline bioinformatique » que chaque laboratoire de génétique moléculaire a 

la liberté de mettre en place en interne ou d’externaliser auprès de prestataires.  

Les technologies NGS sont puissantes mais présentent quelques faiblesses, notamment 

la faible longueur des fragments séquencés (< 150 paires de bases (pb)). Les génomes 

contiennent souvent de nombreuses séquences répétées d’une longueur supérieure à celle 

des fragments lus par NGS, ce qui entraine des difficultés dans l’assemblage sur le génome 

de référence. Par conséquent, un grand nombre de génomes séquencés sont disponibles 

sous une forme très fragmentée, en centaines ou milliers de contigs individuels (séquence 

génomique continue obtenue par l’assemblage des fragments chevauchants d’une librairie 

d’ADN). De même, les variants structuraux (réarrangements génomiques de plus de 50 

pb) entre les génomes de différents individus sont difficiles à détecter par NGS, or ces 

réarrangements peuvent être des altérations génétiques d’importance clinique majeure. 

De plus les méthodes NGS ne permettent pas de caractériser des isoformes de transcrits 

générés par épissage alternatif de façon certaine. Enfin, du fait que le NGS nécessite une 

étape d’amplification par PCR, les régions génomiques avec un pourcentage élevé de GC 

sont souvent sous-représentées, car elles sont moins bien amplifiées par PCR. Ainsi, 

rapidement après l’apparition du NGS, des technologies dites de troisième génération 

(TGS, third generation sequencing) ou de lectures longues (long read) sont apparues et 

sont actuellement d’usages limités en pratique clinico-biologique. Elles se caractérisent par 

le séquençage, en temps réel de molécules uniques et permettent de générer des lectures 

d’une longueur de plusieurs kilobases voire même des centaines de kilobases.34 Ces 

technologies ont été utilisées pour effectuer entres autres les séquençages télomère à 

télomère des chromosomes pour finaliser la caractérisation du génome humain.35 La Figure 

7 résume les avantages des technologies long read par rapport au NGS. Deux alternatives 

TGS sont actuellement disponibles :  

 La technologie single molecule real time sequencing (SMRT) avec le système PacBio 

(société Pacific Biosciences)36,  

 La méthode nanopore avec l’équipement MinION (société Oxford Nanopore 

Technologies).37 
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Figure 6 : Principe du NGS, adapté de Hess et al., 202033 

1. Extraction des acides nucléiques à partir de l'échantillon. 2. Préparation des librairies pour obtenir une 
population de fragments d'ADN de longueur définie avec des séquences d'oligomères définies aux deux extrémités 
pour être compatibles avec la technique de séquençage appliquée. 3. Séquençage des librairies. 4. Analyse 
bioinformatique des données. 

 

 Librairies et amplification clonale Séquençage 

Ion Torrent 

PCR en émulsion 

 

Les différents fragments d'ADN simple brin sont fixés sur les microbilles 

via les adaptateurs (dans un rapport quantitatif permettant 

majoritairement la présence d'une seule molécule d'ADN sur chaque 

bille). Au sein de réacteurs individualisés, les fragments initiaux à la 

surface des billes vont subir différentes étapes d'amplification.  

Séquençage par semi-conduction (ions H+) 

 

Détection de la libération des protons à chaque intégration d’un nucléotide 

au cours de l’élongation. L’incorporation séquentielle de chaque nucléotide 

permet de détecter ceux qui ont été incorporés au brin complémentaire. 

Illumina 

« Bridge » PCR ou PCR en pont 

Hybridation d’un fragment (support solide), synthèse du brin 

complémentaire, hybridation de l’extrémité libre, création d’un double 

brin puis dénaturation et nouvelle synthèse aboutissant à la création 

d’une multitude de clusters de brins d’ADN identiques. 

Séquençage avec détection optique (fluorescence)  

 

Chaque base émet un signal de fluorescence unique lorsqu'elle est ajoutée au 

brin en cours de synthèse, permettant de déterminer la séquence du brin 

complémentaire. Le fluorochrome est ensuite éliminé laissant un 3’OH libre 

pour l’addition d’un nouveau nucléotide. 

Tableau 2 : Principales différences entre les technologies NGS Illumina et Ion Torrent.38,39 
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Figure 7 : Comparaison des performances des lectures courtes NGS et des lectures 
longues TGS, adapté de van Dijk et al., 201834 

(A) Dans un génome, les régions répétées (en bleu) ne peuvent être positionnées à des endroits uniques avec 
des lectures courtes (NGS). Des lectures qui se situent à l’intérieur de ces régions seront assemblées en un seul 
contig. La région entre les répétitions (vert) peut être placée en amont ou en aval de ce contig bleu (illustré par 
les flèches en double-sens), ce qui génère une ambiguïté. Par contre, des lectures longues (long reads, TGS) qui 
traversent ces régions répétées ne laissent aucune ambiguïté. (B) Mise en phase des haplotypes. Les SNP 
(singlenucléotide polymorphism : A ou C) ou les variations plus importantes (rouge ou bleu) entre les allèles 
maternels et paternels situés trop loin les uns des autres pour être couverts par une seule lecture seront difficiles 
à mettre en phase avec l'allèle parental d'origine. Cela conduira à des trajectoires ambiguës qui aboutiront à des 
assemblages fragmentés. (C) Plusieurs transcrits (isoformes) peuvent être générés à partir d’un seul gène par 
épissage alternatif. Des lectures courtes de ces isoformes donneront des lectures à l’intérieur des exons présents 
dans le mélange (lignes continues) ainsi que des lectures qui chevauchent les jonctions entre les exons (lignes 
interrompues). Ainsi, les évènements d’épissage alternatif seront détectés ; les jonctions exon-exon détectées 
dans le mélange sont indiquées par des lignes rouges. Toutefois, les informations concernant les combinaisons 
des jonctions exon-exon dans les transcrits individuels manquent. Des lectures longues qui couvrent les transcrits 
entiers fournissent ces informations. (D) Les méthodes NGS dépendent de l’amplification par PCR, ce qui introduit 
des biais dans des régions pauvres en GC (à gauche de la courbe) ou très riche en GC (à droite). Par 
conséquent, ces régions seront peu couvertes. Les technologies de TGS n’ont pas besoin de l’amplification PCR 
et présentent donc beaucoup moins de biais avec ce type de régions. 
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1.5. Interprétation des variants, bases de données et problématique 
des variants de signification inconnue 

Les variations nucléotidiques par rapport au génome de référence mises en évidence 

par NGS, appelées « variants » ou plus communément « mutations », doivent être 

classées grâce une interprétation basée sur divers arguments. Par définition, un variant 

pathogène est une altération génétique qui modifie la transcription, la stabilité des ARN 

et/ou la fonction des protéines, et qui est responsable d’une maladie ou augmente la 

susceptibilité ou la prédisposition à la développer. A l’opposé, un variant bénin est une 

variation nucléotidique sans effet pathogène identifié.  

L’enjeu en génétique des cancers est triple :  

- définir l’impact des variants sur le processus tumoral,  

- caractériser les cibles théranostiques, 

- déterminer les anomalies conférant un potentiel risque héréditaire, périmètre 

d’une discipline appelée oncogénétique.  

Une harmonisation internationale des pratiques est indispensable pour permettre une 

exploitation et un partage efficace des informations génomiques. Celle-ci est conditionnée 

en partie par une nomenclature uniforme, fondée sur un ensemble de critères normalisés. 

Cette nomenclature standard des variants génétiques est maintenue et mise à jour par la 

Human Genome Variation Society (HGVS).40 D’autre part, une interprétation consensuelle 

des variants de génétique moléculaire est nécessaire, elle repose sur un faisceau 

d’arguments ayant un poids plus ou moins important dans l’interprétation du variant mis 

en évidence. Cet argumentaire correspond aux recommandations internationales publiées 

par l’American College of Medical Genetics (ACMG) et l’Association for Molecular Pathology 

(AMP) en 2015 et 2016. Cette interprétation est sous la responsabilité exclusive du 

biologiste et consiste à combiner ces arguments pondérés afin d’assigner une des 5 classes 

suivantes au variant étudié41–43:  

 Classe 1 : Variant bénin  

 Classe 2 : Variant probablement bénin 

 Classe 3 : Variant de signification inconnue (VSI) 

 Classe 4 : Variant probablement pathogène  

 Classe 5 : Variant pathogène 

Lorsqu’un variant est assigné en classe 3, cela ne permet ni de l’utiliser dans la prise en 

charge éventuelle du patient et de sa famille, ni d’exclure son caractère causal dans la 

pathologie du patient. Le variant peut faire l’objet d’études complémentaires visant à 

apporter des arguments permettant de le re-classer en variant d’une autre classe (études 

fonctionnelles in vitro, étude de l’épissage, étude de ségrégation familiale).44 

Ces recommandations internationales de classification en 5 classes ont été établies 

pour la génétique constitutionnelle bénéficiant de réseaux scientifiques et de bases de 



CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle  
de variants somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie                   25 

données historiques. La génétique tumorale ou génétique somatique est une discipline plus 

récente et de nombreux variants nouveaux ou exclusivement somatiques sont trouvés. En 

2021, des recommandations ont été publiées pour standardiser la classification des 

altérations somatiques dans les tumeurs solides et tumeurs malignes hématologiques45 

(Figure 8). De même, les bases de données se mettent en place progressivement. Les 

bases de données utilisées en génétique somatique sont de deux types : 

 Les bases de données de populations contrôles : elles permettent de connaitre la 

fréquence du variant dans la population générale (une fréquence importante est en faveur 

du caractère bénin du variant). Les bases 1000 Genomes46, ESP (NHLBI Exome 

Sequencing Project)47, FLOSSIES (Fabulous Ladies Over Seventy)48 et GnomAD (Genome 

Aggregation Database)49 en sont des exemples (Tableau 3). 

 Les bases de données de patients : elles se sont mises en place progressivement 

parallèlement au développement du NGS. En génétique tumorale, les plus consultées sont 

les suivantes (Tableau 4) : COSMIC50, Clinvar51, The Cancer Genome Atlas (TCGA)52, 

OncoKB53, My cancer genome54, HGMD (Human Gene Mutation Database)55, LOVD 

(Leiden Open Variation Database)56, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)57, 

DoCM (Database of Curated Mutations)58, CIViC (Clinical Interpretation of Variants in 

Cancer)59, CGI (Cancer Genome Interpreter)60. Certaines bases sont spécifiques de 

gènes ou spécifiques de certaines pathologies et ne peuvent pas être citées 

exhaustivement. Il existe également de nombreuses bases de données locales propres à 

chaque laboratoire qui restent à exploiter. Certains variants sont rapportés dans les bases 

de données avec des informations erronées ou incomplètes, il est donc indispensable de 

vérifier la source des informations et de les croiser. 

 



CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle  
de variants somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie                   26 

 

Figure 8 : Arbre décisionnel pour la classification des variants somatiques, d’après 
Koeppel, F. et al.45 
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Base de données  Contenu – Spécificités de la base de données 
1000 Genomes 
 

- 3511 génomes de sujets non apparentés issus de 26 populations 
différentes 
- principalement adaptée à l’interprétation de variants non exoniques 
 

ESP  6503 exomes de sujets non apparentés, les individus séquencés sont 
stratifiés en deux populations : EA (european-americans) et AA 
(african-americans) 
 

FLOSSIES variants identifiés dans une population contrôle de 10 000 femmes de 
plus de 70 ans pour 27 gènes impliqués (ou possiblement impliqués) 
dans les prédispositions au cancer du sein 
 

GnomAD - 123 136 exomes et 15 496 génomes entiers (permettant 
d’appréhender la fréquence des variants non-exoniques de manière 
plus précise que 1000 Genomes) de sujets non apparentés issus de 
diverses études populationnelles ou spécifiques de certaines maladies 
- les données incluent les données des bases ExAC, 1000 Genomes et 
partiellement d’ESP 
- intègre des populations qui ne sont pas représentées dans les autres 
bases de données, comme la population juive ashkenaze 
- base de données la plus puissante actuellement en termes de 
nombre d’individus séquencés 
- contient possiblement des données génomiques d’individus avec des 
maladies Mendéliennes ou complexes, comme des cancers, des 
maladies psychiatriques, des démences, ou des maladies 
inflammatoires. Le nom des séries incluses est consultable sur le site 
internet mais l’information sur la présence de malades n’est pas 
précisée. 
 

Tableau 3 : Bases de données de populations contrôles et leurs spécificités 
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Base de données  Contenu – Spécificités de la base de données 
COSMIC Base internationale la plus complète pour explorer l'impact des mutations 

somatiques dans le cancer humain (>10 000 000 de mutations cataloguées). Les 
mutations sont répertoriées avec une prédiction in silico d’impact fonctionnel, 
une distribution par tissu, les voies de signalisation impactées et des références 
bibliographiques. Cette base ne propose pas directement d’impact clinique, elle 
est utile par son exhaustivité. Il existe deux types de données dans COSMIC : les 
données évaluées par un groupe défini d’experts et les données issus d’autres 
bases (TCGA52, ICGC Data Portal61 par exemple). 

ClinVar  Base rapportant des variants constitutionnels et des variants somatiques avec 
leur annotation selon les 5 classes recommandées.41–43,51 Les publications prises 
en compte dans l’annotation des variants sont exhaustivement rapportées et un 
niveau de confiance dans l’interprétation est fourni pour chaque variant par un 
groupe d’experts issus de laboratoires cliniques ou de laboratoires de 
recherche.51 

TCGA TCGA est un programme lancé en 2005 par le National Cancer Institute (NCI) et 
le National Human Genome Research Institute. Ce projet a permis la 
caractérisation moléculaire de plus de 20 000 échantillons primaires de cancer et 
d'échantillons normaux appariés couvrant 33 types de cancer. Plus de 2,5 
pétaoctets de données génomiques, épigénomiques, transcriptomiques et 
protéomiques ont été générées. Ces données qui ont déjà permis d'améliorer le 
diagnostic, le traitement et la prévention du cancer, sont accessibles au public et 
utilisées par tous les membres de la communauté des chercheurs. Les variants 
sont rapportés mais non annotés.52 

OncoKB Données théranostiques en oncologie : pour chaque altération spécifique de 682 
gènes du cancer, sont répertoriés l'effet biologique, la prévalence, les 
informations pronostiques et les implications en termes de traitement. La base 
est développée et maintenue par le groupe Knowledge Systems du Marie Josée 
and Henry R. Kravis Center for Molecular Oncology du Memorial Sloan Kettering 
Cancer Center. Les informations proviennent de diverses sources, (FDA, NCCN, 
ASCO, ClinicalTrials.gov et littérature scientifique).53 

My Cancer 
Genome 

Données théranostiques en oncologie : contient des données sur l'impact clinique 
de 16 871 biomarqueurs moléculaires et sur l'utilisation de 2 861 médicaments 
dans 955 types de cancer. Ces informations sont issues de la FDA, des directives 
du NCCN et d'autres sociétés professionnelles, de 9 809 essais cliniques, de 
publications.54 

HGMD Collection de données sur les mutations germinales dans les gènes associés aux 
maladies héréditaires humaines. Actuellement, cette base répertorie 210341 
variants dans 8780 gènes.55 

LOVD Base de variants germinaux rapportant une classification clinique, le phénotype 
et les références (bases de données et publications). LOVD contient plus de 
370000 variants uniques dans 23 030 gènes.56,62 

OMIM Base mise à jour quotidiennement contenant des informations sur toutes les 
maladies mendéliennes connues et sur plus de 16 000 gènes. OMIM se concentre 
sur la relation entre le phénotype et le génotype.57 

DoCM DoCM est un dépôt de données qui facilite l'agrégation des informations sur les 
gènes et variants ayant un rôle pronostique, diagnostique, prédictif ou 
fonctionnel en cancérologie. Elle fournit des listes de variants facilement 
interprétables grâce à des liens directs vers les sources et publications. Elle 
contient actuellement 1364 variants affectant 132 gènes.58 

CIViC Base alimentée par des experts pour l'interprétation clinique des variants en 
oncologie, décrivant la pertinence thérapeutique, pronostique, diagnostique des 
variants héréditaires et somatiques de tous types. Elle contient actuellement 
1678 interprétations de pertinence clinique pour 713 variants affectant 283 
gènes.59 

CGI CGI s'appuie sur des méthodes in silico (BoostDM et OncodriveMut) ainsi que sur 
les connaissances recueillies dans le domaine public pour annoter les altérations 
d'une tumeur selon plusieurs niveaux de preuve et prédire la réponse aux 
médicaments. La base contient 1574 biomarqueurs génomiques, 221 
médicaments anti-cancéreux et 79 types de cancer.60 

Tableau 4 : Bases de données patients et leurs spécificités 
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Lorsque les variants sont VSI ou absents des bases de données, l’argumentaire de la 

causalité prend en compte les éléments suivants44 : 

 Des données structurales liées à la nature du variant nucléotidique : variants non-sens, 

faux-sens ou synonymes mais aussi les changements de cadre de lecture (frameshift), 

les modifications des sites d’épissage, des codons d’initiation de la traduction, et les 

grands réarrangements (hors phase ou en phase). 

 Des prédictions bio-informatiques : lorsque qu’un variant est mis en évidence, il est 

nécessaire d’interroger plusieurs logiciels de prédiction, tels que SIFT63, 

MutationTaster64,65, Polyphen-266 ou UMD-Predictor67. Ces algorithmes attribuent un 

score et une classification en faveur de la probabilité du caractère délétère ou bénin d’un 

variant faux-sens en fonction de différents critères : conservation de l’acide aminé (AA) 

au cours de l’évolution, distance physico-chimique entre le résidu aminoacide sauvage et 

muté, position dans un domaine fonctionnel connu de la protéine. Certains outils comme 

Mutation Taster64,65 ou UMD-Predictor67 intègrent à la fois la prédiction d’un effet de l’AA 

et d’un effet sur l’épissage. Cependant, pour évaluer un éventuel effet sur l’épissage, il 

est préférable d’utiliser des outils de prédiction spécifiques comme MaxEntScan68, 

NNSPLICE69, GeneSplicer70, Human Splicing Finder71, spliceAI72, SPiP73 ou encore 

SpliceLauncher74. Il est essentiel de combiner les approches, c'est-à-dire d’interroger 

plusieurs outils et algorithmes, afin d’obtenir la meilleure sensibilité et la meilleure 

spécificité possible. La complémentarité des outils tient au fait qu’ils utilisent des 

algorithmes distincts et qu’ils ont été entrainés et validés sur des sets de variants « vrais 

positifs » et « vrais négatifs » distincts. 

 Des données bibliographiques : une revue de la littérature concernant le variant à classer 

est nécessaire. 

 Des critères cliniques : les informations cliniques et anatomocytopathologiques sont 

indispensables. En effet, une confrontation clinico-biologique dans le cadre d’une RCP 

avec le clinicien prenant en charge le patient et en présence d’un biologiste et d’un 

pharmacien est nécessaire afin de préciser la corrélation phénotype-génotype et d’étayer 

le choix thérapeutique le plus adapté, on parle de « RCP moléculaires ». Afin d’harmoniser 

l’interprétation des analyses moléculaires cliniquement pertinentes, la classification 

« ESMO Scale for Clinical Actionability of molecular Targets » (ESCAT)75 a été proposée 

en 2018 par l’European Society for Medical Oncology (ESMO). L’ESCAT classe les 

altérations génomiques selon les niveaux d’évidence soutenant leur valeur en tant que 

cibles cliniques. Cette classification définit 6 classes dont l’ESCAT I où la thérapie est 

associée dans les essais à une amélioration de la survie et l’ESCAT II où la thérapie est 

associée à une réponse anti-tumorale dans le type de cancer étudié sans connaitre 

l’amplitude du bénéfice. Au-delà (ESCAT III à VI), aucune preuve de bénéfice clinique 

n’est apportée. (Tableau 5) 
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 Les variants associés : au-delà de la cible théranostique, certaines mutations de 

résistance peuvent apparaître entrainant un switch thérapeutique (vers une nouvelle 

thérapie ciblée ou vers une chimiothérapie), les sites métastatiques peuvent présenter 

un profil moléculaire différent de la tumeur primitive expliquant une progression tumorale 

hétérogène. Parfois plusieurs tumeurs concomitantes ou certaines associations de 

mutations peuvent être prédictives de la réponse au traitement76.  

 Les données fonctionnelles disponibles : des études fonctionnelles in vivo ou in vitro 

montrant l’impact du variant sur le gène ou son produit peuvent constituer un argument 

de poids dans l’interprétation. Les types de tests fonctionnels sont nombreux. Il est à 

noter qu’il n’existe que très peu de tests fonctionnels concernant les gènes impliqués dans 

la cancérogénèse, qu’il s’agisse des oncogènes tels qu’EGFR dans les cancers 

bronchopulmonaires ou des suppresseurs de tumeurs tels que BRCA1 et BRCA2 dans les 

tumeurs du spectre du syndrome seins-ovaires, étudiés dans ce travail.  
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Tableau 5 : Classification ESCAT. D’après Mateo et al., 201875 
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2. EGFR ET CANCERS BRONCHOPULMONAIRES : ENJEUX ET CHOIX 

TECHNOLOGIQUES 

2.1. Les cancers bronchopulmonaires : généralités 

En 2018, le cancer bronchopulmonaire est le 3ème cancer le plus fréquent en France 

avec 46 300 nouveaux cas, dont 67% d’hommes et 33% de femmes, avec une forte 

progression chez les femmes ces dernières années. C’est la première cause de décès par 

cancer en France. En 2017, la prévalence de ce cancer est estimée à 169 718 personnes.5  

Le premier facteur de risque de cancer bronchopulmonaire est le tabagisme actif, 

responsable de 75% d’entre eux. Le risque relatif de cancer du poumon chez le fumeur est 

multiplié par 10 à 15 selon la quantité fumée, et le risque est d’autant plus important que 

le tabagisme est débuté précocement. Le tabagisme passif ou environnemental 

correspondant à l’exposition à la fumée émise par les fumeurs est également incriminé. Un 

excès de risque de 20 à 26% est estimé pour un non-fumeur vivant avec un fumeur.77–79 

D’autres facteurs de risque exogènes environnementaux ou professionnels sont rapportés : 

hydrocarbures aromatiques induisant un stress oxydatif, radioactivité, amiante, poussière 

de silice…77  

Depuis plus de 25 ans, le taux de survie nette à 5 ans augmente mais reste mauvais : 

13% pour les personnes diagnostiquées entre 1989 et 1993 puis 17% entre 2005 et 2010 

et enfin 20% entre 2010 et 2015.80 L’amélioration peut être attribuée à l’augmentation de 

la détection des phases précoces, ainsi qu’aux progrès en termes de traitements tels que 

la chirurgie thoracoscopique, la radiothérapie, les thérapies ciblées et, depuis 2015, 

l’immunothérapie. 

Histologiquement, le cancer bronchopulmonaire constitue un groupe hétérogène de 

cancers qui est divisé en deux grandes catégories suivant le type cellulaire à partir 

duquel il se développe :  

 Les cancers bronchiques à petites cellules (CBPC) représentant 15% des cancers du 

poumon. 

 Les CBNPC, sur lesquels se concentrera ce travail, représentant plus de 80 % des 

cancers du poumon et regroupant les adénocarcinomes (60% des cas), les carcinomes 

épidermoïdes (30% des cas) et les carcinomes à grandes cellules (plus rares). 

Depuis les années 2000, la prise en charge du CBNPC a connu d’importantes avancées 

thérapeutiques. La prise en charge des stades localisés (< IIIb selon la classification de 

l’International Association for the Study of Lung Cancer81) repose sur la chirurgie complétée 

par une chimiothérapie adjuvante en fonction des critères pronostiques. Pour les stades 

localement avancés non résécables, le traitement de référence est la radio-chimiothérapie 
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qui peut être suivie par un traitement d’entretien par immunothérapie anti-PD-L1 pendant 

un an (Durvalumab) pour les carcinomes avec expression de PD-L1 ≥ 1%82,83. Pour les 

stades métastatiques (IV), la prise en charge repose sur les traitements systémiques seuls 

ou en association : thérapies ciblées, immunothérapie, chimiothérapie.84 

Malgré les avancées thérapeutiques récentes, le pronostic reste médiocre en raison 

notamment de la présence de tumeurs localement avancées ou métastatiques chez la 

majorité des patients au moment du diagnostic et par l’apparition de multiples 

résistances. Le pronostic est à la fois lié au stade et à la précocité du diagnostic, le 

cancer du poumon est généralement évoqué devant la présence ou la persistance de 

troubles respiratoires. Les pratiques de dépistage précoces restent malheureusement 

peu développées dans ce type de cancer et sont sans doute une perspective à 

développer dans les années à venir même si le conseil majeur en ce qui concerne la 

prévention du cancer du poumon reste l’arrêt du tabagisme actif et passif.  

 

2.2. Hétérogénéité mutationnelle des CBNPC et opportunités 
thérapeutiques 

Le CBNPC est un cancer associé à de nombreuses altérations génomiques. Mieux définir 

l’hétérogénéité génétique intratumorale et préciser la diversité des oncogènes activés dans 

les CBNPC est un préalable incontournable au succès des thérapies ciblées. En 2004, seules 

les mutations de sensibilité de l’EGFR aux ITK et les variants oncogéniques de KRAS étaient 

recherchés par des techniques ciblées. Les progrès techniques et le NGS permettent 

maintenant de mettre en évidence de nombreuses altérations génomiques en sus de KRAS 

et EGFR donnant potentiellement accès à des thérapies ciblées (Figure 9). Par ordre de 

fréquence, on peut citer : 

 KRAS : 25% des CBNPC. Le plus souvent associées au tabagisme, les mutations de 

l’oncogène KRAS affectent principalement les codons 12 et 13 de l’exon 2 et sont décrites 

comme étant activatrices des voies de transduction intracellulaire 

RAS/RAF/MAPkinases85,86. Il y a actuellement deux principales implications des mutations 

KRAS dans la prise en charge des CBNPC. D’une part, le sotorasib, petite molécule ciblant 

sélectivement la mutation KRAS p.Gly12Cys (ou G12C), a obtenu en 2021 une ATU en 

monothérapie dans le traitement des patients adultes atteints d’un CBNPC métastatique 

muté KRAS G12C et prétraités.87 D’autre part, les altérations inactivatrices du gène 

suppresseur de tumeur STK11/LKB1 associées à une mutation activatrice de KRAS sont 
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liées à une moindre efficacité des inhibiteurs de checkpoint immunitaires 

(immunothérapie).76 

 EGFR : 17% des CBNPC, cette proportion varie avec l’origine ethnique et le sous-type 

histologique, cette fréquence est par exemple de 40% chez les femmes asiatiques non 

fumeuses d’une quarantaine d’années.88,89 La première partie de ce travail est dédiée à 

l’activité théranostique et à la détection des altérations de l’EGFR. 

 ALK : le gène ALK, codant pour un récepteur tyrosine kinase (RTK), est impliqué dans 

des réarrangements aboutissant à des protéines de fusion oncogéniques. Ces altérations 

sont rapportées dans 7% des CBNPC, et le plus souvent chez les patients jeunes, non 

fumeurs, de sexe féminin et présentant une histologie d’adénocarcinome.90–93 Les 

réarrangements avec le gène EML4 sont les plus fréquemment décrits dans les CBNPC.94 

Le premier inhibiteur d’ALK à avoir obtenu des autorisations est le crizotinib, petite 

molécule ciblant les tyrosines kinases ALK, ROS1 et MET. D’autres molécules sont 

aujourd’hui autorisées ou en cours d’étude.95,96 

 MET : l’oncogène MET code pour un RTK. Les altérations de MET représentent 6% des 

CBNPC et sont principalement des mutations entrainant un saut d’exon 14 (3%), des 

amplifications (3%) ou de très rares fusions avec des gènes partenaires. Des études 

précliniques et cliniques ont suggéré que l'activation de MET peut être un driver 

oncogénique ou un facteur de résistance acquise au(x) traitement(s). Les agents ciblant 

MET (ITK, petites molécules ou Ac plus ou moins sélectifs de MET) sont une stratégie de 

traitement prometteuse pour le CBNPC : certaines molécules possèdent déjà des 

autorisations et d’autres sont en développement.88,97,98 

 NF1 : Les mutations inactivatrices de NF1 sont présentes dans environ 4% des CBNPC. 

Le gène NF1 est un suppresseur de tumeur qui régule négativement la voie de 

signalisation RAS/MAPkinases ouvrant la voie aux thérapies ciblées inhibant cette voie.99–

101 

 HER2, BRAF, RET : à une fréquence de 2% 

 ROS1, NTRK1, PIK3CA, AKT1, MEK1 : à une fréquence de 1% 
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Figure 9 : Fréquence des altérations génomiques retrouvées dans les CBNPC 

 

Les altérations au niveau des principaux drivers oncogéniques sont clonales et 

généralement mutuellement exclusives (KRAS, EGFR, MET, BRAF, ALK, HER2, …). Les 

autres mutations ont tendance à être sous-clonales et interviennent plus tardivement au 

cours de l’évolution tumorale.102,103 Du point de vue de l'évolution clonale, la co-occurence 

d'altérations implique une coopération fonctionnelle favorisant la progression tumorale, 

tandis que l'exclusivité traduit plutôt une redondance ou un antagonisme.104 

Le développement de traitements ciblés sur les voies oncogéniques activées, en 

particulier l’EGFR, a permis l’accès à un nouvel arsenal thérapeutique efficace dans la prise 

en charge du CBNPC (Tableau 6), globalement mieux toléré et offrant aux patients une 

meilleure qualité de vie.  
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Altérations  Molécule autorisée  
(AMM, AAP, AAC, CPC) 

KRAS G12C Sotorasib (2L) 
EGFR : mutations activatrices (sauf insertions 
dans l’exon 20) 

Gefitinib 
Erlotinib 
Afatinib 
Osimertinib 

EGFR : insertions dans l’exon 20 Amivantamab (2L) 
Mobocertinib (2L) 
Poziotinib (2L) 

MET : mutations entrainant un saut d’exon 14 Capmatinib (2L) 
Tepotinib (2L) 
Crizotinib 

BRAF V600E et MEK Dabrafenib + trametinib (2L) 
Réarrangement NTRK  Entrectinib 

Larotrectinib 
Selitrectinib 

Réarrangement ALK Alectinib 
Crizotinib 
Brigatinib 
Ceritinib 
Lorlatinib (2L) 
Entrectinib 

Réarrangement ROS1 Crizotinib 
Entrectinib 
Lorlatinib (2L) 

Réarrangement RET Pralsetinib (2L) 
Selpercatinib (2L) 

Tableau 6. Thérapies ciblées disponibles en France dans les CBNPC 

AMM : Autorisation de mise sur le marché délivrée par l’Agence Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM) 
AAP : Autorisation d’accès précoce délivrée par la Haute Autorité de Santé (HAS), sur demande d’un laboratoire, 
prescrit à un groupe de patients 
AAC : Autorisation d’Accès Compassionnel délivrée par l’ANSM sur demande d’un médecin ou d’une institution 
sanitaire pour un patient nommément désigné 
CPC : Cadre de prescription compassionnelle délivrée par l’ANSM 
2L : à partir de la 2ème ligne de traitement 

 

 

2.3. CBNPC, EGFR et thérapies ciblées 

a) Structure et fonction du récepteur EGFR 

Egalement appelé HER1, l’EGFR est un récepteur transmembranaire à activité 

tyrosine kinase codé par le gène EGFR comprenant 28 exons et situé sur le chromosome 

7 (7p12). La glycoprotéine EGFR (poids moléculaire de 170kDa) appartient à la famille des 

facteurs de croissance épidermiques ErbB/HER constituée de 4 récepteurs 

transmembranaires : EGFR/ErbB1, ErbB2/HER2/Neu, ErbB3/HER3 et ErbB4/HER4. La 

protéine EGFR est exprimée dans la plupart des types cellulaires à un taux de 20 000 à 

200 000 récepteurs par cellule. Au niveau de l’appareil respiratoire, son expression est 

forte dans les cellules épithéliales bronchiques et modérée dans les cellules épithéliales 
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alvéolaires. Physiologiquement, la protéine EGFR est impliquée dans les mécanismes de 

signalisation intracellulaire contrôlant la croissance, la survie, l’adhésion, la migration ainsi 

que la différenciation cellulaire. L’EGFR correspond au prototype des récepteurs 

membranaires à activité tyrosine kinase et présente trois domaines fonctionnels105–107 

(Figure 10) :  

- un domaine extracellulaire NH2-terminal situé dans le milieu extérieur qui contient 

le site de liaison capable de fixer ses ligands spécifiques, le TGF-α et l’EGF sont les 

principaux ligands spécifiques de l’EGFR qui jouent un rôle clé dans la modulation de 

la biologie cellulaire ;  

- un domaine transmembranaire hélicoïdal amphiphatique qui permet l’ancrage du 

récepteur dans la membrane plasmique ; 

- un domaine intracellulaire COOH-terminal, présentant entre autres un domaine à 

activité tyrosine kinase. Ce domaine comporte un petit lobe qui contient un site de 

liaison de l’ATP et un grand lobe qui contient le site catalytique de l’enzyme ainsi 

qu’une extrémité cible des phosphorylations.  

Le récepteur est inactif sous sa forme de monomère. La fixation du ligand au 

domaine extracellulaire entraîne un changement de conformation qui favorise le 

rapprochement de deux monomères. Le récepteur activé est formé d’un homo- ou d’un 

hétéro-dimère, entre l’EGFR et un autre récepteur de la famille Erb. Le rapprochement des 

deux domaines tyrosine-kinases aboutit à l’activation de la fonction tyrosine kinase et 

permet l’auto- ou la trans-phosphorylation des différents résidus tyrosine situés à 

l’extrémité COOH-terminale intracellulaire du récepteur. Le récepteur activé va pouvoir 

s’associer à différentes protéines adaptatrices intracellulaires permettant la transduction 

du signal de la surface cellulaire à son noyau. La transduction du signal fait intervenir trois 

types de molécules : les protéines à domaines SH2/SH3, les protéines G monomériques et 

les protéines kinases. (Figure 10)108  
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Figure 10 : La famille Epidermal Growth Factor Receptor et ses voies de signalisation. 
D’après Mitsudomi, T. & Yatabe, 2007109 

 

b) Mutations oncogéniques d’EGFR et thérapies ciblées dans les 
CBNPC 

Dans les CBNPC, les mutations activatrices du gène EGFR, essentiellement situées 

dans les exons 18 à 21 du gène codant pour le domaine tyrosine-kinase (Figure 11), 

provoquent une addiction oncogénique, c’est-à-dire une dépendance des cellules 

cancéreuses à l’activité d’un oncogène qui favorise la survie, la croissance et la progression 

des cellules tumorales.110 Le récepteur sous sa forme oncogénique présente une 

augmentation de l’affinité à l’ATP présent dans le cytoplasme, il est ainsi activé de façon 

constitutive en l’absence de ligand. Les mutations activatrices les plus fréquentes sont la 

mutation p.Leu858Arg dans l’exon 21 (40%) et les délétions sans perte du cadre de lecture 

dans l’exon 19 (Del19) (45%) impactant principalement la séquence LeuArgGluAla (Figure 

11). Certaines mutations activatrices du gène EGFR sont associées à une sensibilité accrue 

et d’autres à une résistance primaire ou secondaire aux inhibiteurs de l’activité tyrosine 

kinase de l’EGFR (ITK-EGFR).  
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Figure 11. Mutations dans le domaine tyrosine-kinase du gène EGFR, d’après Yasuda et 
al., 2012111 

A. Structure et exons du gène EGFR et fréquence des mutations tumorales EGFR dans les CBNPC 
B. Représentation tridimensionnelle du domaine tyrosine-kinase de l’EGFR et position des acides-aminés 
concernés par les mutations tumorales EGFR les plus fréquentes 
 
 
 
 

c) ITK-EGFR de première, deuxième et troisième génération 

Les ITK-EGFR agissent par compétition avec l’ATP au niveau de la poche de fixation 

à l’ATP (Figure 12), bloquant les signaux de survie et de prolifération (« choc 
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oncogénique ») et induisant un arrêt du cycle cellulaire pouvant conduire à l’apoptose de 

la cellule tumorale.112,113 Quatre molécules ITK-EGFR possèdent actuellement des 

autorisations en France : gefitinib et erlotinib (1ère génération), afatinib (2ème génération) 

et osimertinib (3ème génération).  

 ITK-EGFR de première génération 

Les premiers essais cliniques sur le gefitinib et l’erlotinib, inhibiteurs sélectifs et 

réversibles, ont permis d’identifier les mutations activatrices p.Leu858Arg et Del19, puis 

de les caractériser comme facteurs de sensibilité aux ITK-EGFR dans les CBNPC de type 

adénocarcinomes.114–116 Les ITK-EGFR de première génération ont d’abord obtenu leurs 

autorisations en deuxième ou en troisième ligne après un traitement à base de sels de 

platine suite à une étude réalisée chez des patients métastatiques ayant un profil de 

patients répondeurs (non-fumeurs, de sexe féminin, d’origine asiatique et atteints 

d’adénocarcinome).117 Les études ont ensuite porté sur des populations de patients mutés 

ou sur des populations enrichies en patients mutés : en plus d’une toxicité moindre, un 

bénéfice sur la survie sans progression (SSP) sous ITK-EGFR a été observé 

comparativement aux traitements conventionnels (SSP comprises entre 9,2 et 13,1 mois, 

versus 4,6 à 6,3 mois pour les différents doublets de chimiothérapie testés) (Tableau 7). 

La seule étude européenne comparant la bichimiothérapie à un ITK-EGFR chez des patients 

mutés EGFR (étude EURTAC) retrouve des SSP conformes aux précédents résultats (9,4 

versus 5,2 mois; HR = 0,42) et une médiane de survie globale (SG) qui n’est pas atteinte 

après un suivi médian de 19 mois.118 Les ITK-EGFR sont alors devenus un standard dans 

la prise en charge des patients porteurs d’une mutation activatrice de l’EGFR, avec des 

AMM obtenues en 2009 pour le gefitinib et en 2011 pour l’erlotinib. Ces essais ont ouvert 

la voie aux traitements pilotés par une caractérisation génétique ou encore à la notion de 

théranostic. 

 

Etude/population Effectif SSP en mois 
ITK-EGFR (IC95) vs chimio 

HR (IC95) Tx réponse 
(%) 

Tx contrôle 
(%) 

IPASS/asiatique  
(Géfitinib vs carboplatine-paclitaxel) 

261 ND 
(pour la population mutée) 

0,48 
(0,36-0,64) 

71,2 ND 

WJTOG/asiatique  
(Géfitinib vs cisplatine-docétaxel) 

177 9,2 (8-13,9) vs 6,3 0,49 
(0,34-0,71) 

ND 93 

NEJ002/asiatique  
(Géfitinib vs carboplatine-paclitaxel) 

228 10,8 (ND) vs 5,4 0,3 
(0,22-0,41) 

73,7 89,5 

OPTIMAL/asiatique 
(Erlotinib vs carboplatine-gemcitabine) 

165 13,1 (10,6-16,5) vs 4,6 0,16 
(0,1-0,26) 

82 96 

EURTAC/caucasienne  
(Erlotinib vs doublet avec cisplatine) 

174 9,7 (8,4-12,3) vs 5,2 0,37 
(0,25-0,54) 

58 79 

Tableau 7. Essais de phase III comparant les ITK-EGFR de première génération à un 
doublet de chimiothérapie chez des patients porteurs d’une mutation de l’EGFR 118–122 

SSP : survie sans progression ; Tx contrôle : taux de contrôle de la maladie (réponses complètes + réponses 
partielles + maladies stabilisées); Tx réponse : taux de réponse (réponses complètes + réponses partielles). 
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 ITK-EGFR de deuxième génération 

Suite aux études LUX-LUNG123–125 réalisées à l’échelle internationale, l’afatinib, 

inhibiteur irréversible des récepteurs de la famille ErBb, dit ITK-EGFR de « deuxième 

génération », obtient en 2014 l’AMM dans les CBNPC, localement avancés ou métastatiques 

qui présentent une (des) mutation(s) activatrice(s) de l’EGFR. Compte tenu des nombreux 

effets indésirables observés, l’afatinib se positionne progressivement dans les contextes 

de mutations activatrices rares de l’EGFR comme p.Gly719X ou p.Ser768Ile.126,127 

Toutefois, des données françaises récentes incitent à envisager une chimiothérapie plutôt 

qu’un ITK en cas de mutations rares (hors p.Thr790Met et insertions de l’exon 20, 

bénéficiant de thérapies spécifiques) puisque la SG s’établit à 27,7 mois vs 16,9 mois sous 

ITK-EGFR.128 Actuellement, en cas de mutation EGFR rare ou d’association de mutations 

EGFR, il est recommandé de discuter la stratégie thérapeutique en RCP. 

  

 ITK-EGFR de troisième génération 

Un ITK-EGFR de troisième génération inhibiteur irréversible de l’EGFR, l’osimertinib, 

a ensuite été développé. Cette molécule de la classe des mono-anilino-pyrimidines se fixe 

dans le site de liaison à l’ATP en se liant de manière covalente sur la Cys797 de l’EGFR. Il 

a, dans un premier temps, ciblé avec succès la mutation de résistance p.Thr790M de l’EGFR 

et les autres mutations de sensibilité en deuxième ligne de traitement après erlotinib et/ou 

gefitinib (étude AURA2).129 Désormais, en cas de mutation activatrice EGFR, il est 

recommandé de proposer un traitement de première ligne par osimertinib. L’essai FLAURA, 

comparant l’osimertinib à un traitement par ITK-EGFR de première génération (erlotinib 

ou gefitinib) en 1ère ligne chez les patients présentant une Del19 ou une mutation 

p.Leu858Arg dans l’exon 21 d’EGFR a montré une amélioration significative de la SSP (18,9 

mois versus 10,2 mois ; HR=0,46 [0,37-0,57] ; p< 0.001)130 et de la SG (38,6 mois versus 

31,8 mois ; HR=0,799 (0,641-0,957) ; p=0,0462) en faveur du bras osimertinib.131 

D’autant plus qu’environ 30% des patients dans chaque bras n’ont pas bénéficié d’un 

traitement de seconde ligne. Le profil de tolérance (tous grades confondus et grades 3/4) 

est en faveur de l’osimertinib. Par ailleurs, l’osimertinib, ITK de troisième génération, 

traverse mieux la barrière hémato-encéphalique et montre une efficacité chez les patients 

présentant des méningites carcinomateuses par comparaison au bras contrôle.132 

 

 Perspectives d’association des ITK-EGFR 

Des essais sont actuellement en cours pour évaluer l’association des ITK-EGFR à 

des anti-VEGF133–135 ou à des chimiothérapies par doublet sels de platine-pemetrexed136–

138, montrant des bénéfices en terme de SSP mais au prix d’une majoration de la toxicité. 
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Figure 12 : Impact des délétions et insertions sur l'activation de l'EGFR, d'après Vyse & 
Huang, 2019139 

En absence de mutation activatrice, lors de la liaison avec le ligand, l'hélice C régulatrice pivote d'une 
conformation inactive vers l'extérieur à une conformation active vers l'intérieur pour former des interactions clés 
avec la boucle p du site actif. Les mutations oncogènes telles que les délétions de l'exon 19 peuvent "tirer" l'hélice 
C du côté N-terminal, tandis que les insertions de l'exon 20 "poussent" du côté C-terminal pour stabiliser l'état 
actif de l'EGFR même en l'absence de ligand. 

 

d) Résistance aux ITK-EGFR 

On différencie la résistance primaire ou innée caractérisée par l’absence de réponse 

initiale au traitement de la résistance acquise pour laquelle un bénéfice clinique a été suivi 

d’une progression de la maladie au cours du temps de traitement.140 

 Résistance primaire 

Observée chez 4 à 10% des patients présentant des CBNPC mutés EGFR, la 

résistance primaire aux ITK-EGFR peut avoir deux origines : l’hôte ou la tumeur.141 Les 

différents facteurs de résistance primaire aux ITK-EGFR sont résumés dans le Tableau 8. 
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 Facteurs de résistance primaire aux ITK-EGFR  
et mécanisme(s) envisagé(s) ou démontré(s)  

Référence(s) 
F
a
ct

e
u

rs
 l
ié

s 
à
 l

’h
ô
te

 

Tabagisme par : 
- Induction du cytochrome CYP1A1 impliqué dans le métabolisme des 

ITK 
- Inhibition de l’ubiquitinylation du récepteur entrainant sa 

surexpression 
 

 
Alfieri et al, 2011 142 
 
Cortot et Jänne, 2014 141 

Polymorphismes de la protéine BIM entraînant une dérégulation de la 
fonction proapoptotique de BIM 
 

Ng et al., 2012 143 

Variants constitutionnels EGFR activant le récepteur EGFR et prédisposant 
au CBNPC : 

- p.Thr790Met* 
- p.Val843Ile* 

 
 
Bell et al, 2005 144 
Matsushima et al, 2014 145 
 

Activation de la voie NFκB : via la surexpression de c-FLIP ou de IKK ou via 
l’inhibition de IκB. 
 

Bivona et al, 2011 146 

F
a
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s 
à
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a
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u
m

e
u
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Variants EGFR tumoraux de novo diminuant d’affinité du récepteur pour les 
ITK-EGFR : 

- insertions dans l’exon 20  
- variant p.Thr790Met*  
- variant p.Asp761Tyr* 
- variants p. Ser768Ile* et p.Val769Leu* 
 

- variant p.Thr854Ala* 
 

 
 
Vyse et Huang, 2019 139 
Fujita et al., 2012 147 
Toyooka et al., 2007 148 
Asahina et al, 2006 149 et 
Niogret et al, 2018 150 
Zhang et al, 2021 151 
 

Activation des récepteurs ErbB2 et ErbB3 Erjala et al., 2006 152 
 

Pertes de PTEN Yamamoto et al, 2010 153 

Tableau 8 : Facteurs de résistance primaire aux ITK-EGFR 

*Résistance démontrée pour les ITK-EGFR de première et deuxième générations, sensibilité à l’osimertinib en 
première ligne non étudiée ou en cours d’étude. 

 

 Résistance acquise 

Une rechute est inexorablement constatée quel que soit l’ITK-EGFR administré, 

illustrant les effets de l’instabilité génomique et donc les capacités d’adaptation des cellules 

tumorales. Les mécanismes de résistance acquise sont hétérogènes et peuvent résulter de 

deux processus : la sélection clonale (sélection d’un clone préexistant) et la pression 

sélective (apparition d’une altération secondaire au traitement conférant un avantage 

prolifératif). Dans les CBNPC mutés EGFR, la connaissance des mécanismes de résistance 

acquise aux ITK-EGFR est primordiale pour adapter au mieux le traitement : on différencie 

la résistance on-target impliquant l’EGFR, de la résistance off-target mettant en jeu un 

changement d’addiction oncogénique et des changements phénotypiques154 (Tableau 9). 

Comme l’illustrent les Figures 13 et 14, la résistance acquise aux ITK-EGFR n’est pas 

superposable d’une génération d’ITK à l’autre, aussi bien en terme de type de mécanisme 

qu’en terme de fréquence de survenue. En effet, suite à l’utilisation de l’osimertinib, dans 

un premier temps en deuxième ligne puis en première ligne de traitement, de nouvelles 
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mutations on-target ont été identifiées mais aussi des mécanismes off-target non décrits 

jusqu’alors. 

Les résistances on-target sont de deux types : les mutations secondaires de l’EGFR 

et les surexpressions du récepteur (Tableau 9). La mutation p.Thr790Met de l’exon 20 du 

gène EGFR est responsable de 50% des résistances acquises aux ITK-EGFR de première 

et deuxième générations, elle apparait le plus souvent en cis de la mutation driver primaire. 

Cette mutation entraine une affinité supérieure du récepteur pour l’ATP et ainsi une 

inhibition compétitive de la fixation des ITK-EGFR.155–158 D’autres mutations EGFR moins 

fréquentes causent également une résistance acquise et certaines mutations sont 

spécifiques à l’osimertinib (en deuxième ligne et en première ligne de traitement), la plus 

fréquente étant la p.Cys797Ser, site de fixation de la molécule.159,160 (Figure 13)  
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Mutations EGFR secondaires : 

 
Figure 13.Mutations secondaires EGFR. Adapté de Reita et al, 2021160 

Noir : à progression après ITK-EGFR de 1ère et 2ème générations 
Rouge : à progression après ITK-EGFR de 3ème génération en 2ème ligne de traitement 
Vert : à progression après ITK-EGFR de 3ème génération en 1ère ligne de traitement 
 
Surexpression du récepteur : l’amplification de l’allèle muté de l’EGFR contribue à la 
résistance acquise avec un impact mal connu161,162 
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Amplification / surexpression : 
- MET (dans la moitié des cas associées à l’apparition du variant p.Thr790Met)163 
- HER2164  
- FGFR1165 
- AXL166 

 

Autres altérations génomiques160 : 
- Mutations ponctuelles : PIK3CA, BRAF, KRAS, NRAS, MET, CTNNB1… 
- Pertes de PTEN 
- Gènes de fusion impliquant : NTRK, RET, ALK, ROS1, FGFR3, BRAF… 

 

Transformations histologiques / changements phénotypiques des cellules 
tumorales161 : 

- Transformation en CBPC 
- Transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)  

 

Tableau 9 : Principaux mécanismes de résistance acquise aux ITK-EGFR 
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Figure 14 : Mécanismes de résistance aux ITK-EGFR dépendants de la génération d'ITK-
EGFR et de la ligne de thérapie ciblée. D’après Reita et al, 2021160 

1-2G : ITK-EGFR de première et seconde générations ; 3G : ITK-EGFR de troisième génération ; L1 : première 
ligne de traitement ; L2 : seconde ligne de traitement 

 

e) Insertions dans l’exon 20 d’EGFR et thérapies ciblées 

Les insertions dans l'exon 20 du gène EGFR (Ins20) sont généralement situées 

après l'hélice C du domaine tyrosine kinase (Figures 11 et 12), et sont caractérisées par 

des insertions sans modification du cadre de lecture de 3 à 21 bases entre les AA 762 et 

774 de la protéine EGFR.167 Ces mutations sont généralement exclusives des autres drivers 

oncogéniques et représentent 4 à 10% de l’ensemble des mutations EGFR dans les CBNPC 

(Figure 11).111,139,167,168 Les Ins20 entrainent une modification conformationnelle et un 

mécanisme d’activation de la kinase différents des autres mutations activatrices EGFR : les 

Ins20 sont responsables d’une activation constitutive de l’EGFR en "poussant" l'hélice C du 

côté C-terminal du récepteur, stabilisant ainsi l’état actif (Figure 12). Ce mécanisme unique 

d’activation entraînerait une résistance de novo aux ITK-EGFR. Les modèles in vitro ont en 

effet montré que les protéines mutées par Ins20 les plus répandues sont résistantes aux 

doses cliniquement utilisables des ITK-EGFR réversibles (gefitinib, erlotinib) et irréversibles 

(neratinib, afatinib, osimertinib).167,169,170 L'expérience clinique croissante des patients dont 

les tumeurs portent des Ins20 correspond aux données précliniques ; très peu de patients 

ont répondu aux ITK-EGFR.127,171,172  
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Le développement récent de plusieurs nouvelles thérapies ciblées inhibant 

sélectivement les Ins20 est prometteur pour les futures options thérapeutiques efficaces 

des patients atteints de CBNPC : 

- le poziotinib et le mobocertinib : ITK inhibant les Ins20 d’EGFR173–177 

- l’amivantamab : anticorps bispécifique de type IgG1 humain dirigé contre les 

récepteurs EGFR et MET, produit par une lignée cellulaire de mammifère (lignée 

ovarienne de Hamster Chinois) par les techniques de l'ADN recombinant178–180.  

Ces trois options thérapeutiques sont actuellement autorisées en France (ACC) en 

deuxième ligne de traitement des CBNPC avancés ou métastatiques mutés EGFR Ins20. 

 Il apparaît donc qu’une caractérisation moléculaire de l’EGFR est un préalable 

essentiel à la prise en charge des patients atteints de CBNPC. 

 

2.4. Détection des mutations EGFR pour la prise en charge clinique 
des CBNPC 

a) Tests moléculaires sur échantillons de tissus 

La caractérisation des variants génétiques du gène EGFR dans un but diagnostic des 

CBNPC doit privilégier les prélèvements histologiques. Les cytoblocs (inclusion en paraffine 

du culot de centrifugation) permettent également la réalisation d’études 

immunohistochimiques et moléculaires. Depuis 2016, l’European Expert Group 

recommande au moins 5 biopsies bronchiques pour le diagnostic et 5 biopsies 

supplémentaires pour le phénotypage et le génotypage.181  

Les tests de détection des variants génétiques activateurs de l’EGFR et de BRAF, 

NRAS et KRAS ont reçu un avis favorable de la HAS pour leur remboursement en 2014 et 

2015. Les conditions de réalisation de ces tests sur tissus tumoraux ont fait l’objet de 

recommandations de la HAS dans un rapport en septembre 2021. Les populations cibles 

des tests correspondent aux patients concernés par les indications définies dans les AMM 

des thérapies ciblées associées à leurs tests compagnons ; elles sont estimées à partir des 

données d’activité de génétique somatique de l’INCa.182  

La phase pré-analytique est sous la responsabilité d’un médecin anatomo-

pathologiste. Elle comprend des étapes de prélèvement, de préparation, de qualification et 

de sélection de l’échantillon : 

- La préparation de l’échantillon s’effectue soit par la cryoconservation soit par la 

méthode de fixation par le formol suivie d’une inclusion en paraffine (FFPE pour 

formalin-fixed and paraffin-embedded). La fixation des prélèvements histologiques 

doit se faire immédiatement après le prélèvement. Les fixateurs à base d’acide 
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picrique et d’alcool – formol – acide acétique sont à proscrire. Il a été démontré que 

les échantillons de tissus FFPE permettaient à la fois l’analyse morphologique et la 

garantie d’une qualité acceptable des acides nucléiques à analyser.183–185  

- La qualification de l’échantillon correspond à un contrôle macroscopique et 

microscopique de l’échantillon. Elle permet notamment d’identifier la présence 

d’éventuels facteurs confondants (tissu nécrosé, cellule stromale), de préciser qu’un 

minimum de 100 cellules tumorales étaient analysables (sinon des réserves doivent 

être émises) et surtout de déterminer la cellularité tumorale de l’échantillon.182 

L’échantillon destiné à l’analyse génétique doit être le plus riche possible en cellules 

tumorales, car sa contamination par du tissu non tumoral entraine une dilution du 

pourcentage d’allèles mutés diminuant de ce fait la sensibilité du test. La cellularité 

tumorale de l’échantillon doit être supérieure à la limite de détection du test ou/ de 

la technique d’analyse utilisée, le seuil de 20 à 30% de cellules tumorales est 

généralement décrit comme seuil minimal pour interpréter les analyses de biologie 

moléculaire. Cependant chaque laboratoire de génétique moléculaire est libre de 

pratiquer les analyses sur des échantillons de cellularité tumorale très faible (< 

20%) en fonction du contexte clinique et du matériel disponible. Dans le cas des 

CBNPC, les prélèvements tumoraux sont souvent pauvres en terme de quantité et 

de qualité de matériel.186  

La phase analytique du test comprend deux étapes :  

- Une première étape d’extraction des acides nucléiques à partir du tissu fixé (FFPE) 

ou cryoconservé : lyse cellulaire, élimination des protéines et purification / 

concentration des acides nucléiques.  

- Puis la recherche d’altérations par technique moléculaire qui repose 

essentiellement sur la PCR ciblée sous différents formats et sur le séquençage, il 

n’existe pas de technique de référence.  

La phase post-analytique comprend l’interprétation, la validation et la 

communication des résultats via l’envoi du compte-rendu de génétique moléculaire aux 

médecins prescripteurs. Les résultats de l’analyse sont présentés de manière qualitative 

(présence ou absence de variants) et les variants identifiés sont notés selon la 

nomenclature internationale HGVS. L’interprétation et la conclusion des résultats doivent 

établir l’association variant/sensibilité à la thérapie ciblée sans proposition de traitement. 

Le résultat du test génétique va permettre au(x) médecin(s) de statuer sur la stratégie 

thérapeutique à adopter. La communication des résultats au patient se fait ensuite par le 

médecin clinicien au cours d’une consultation durant laquelle il communique les résultats 

du test génétique et le (ou les) choix thérapeutique(s) qui en découle(nt). Le délai de rendu 
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des résultats doit donc être le plus court possible pour pouvoir éclairer la prise de décision 

thérapeutique puis initier sans retard le traitement sans perte de chance. 

Conformément à la loi en vigueur, tous les laboratoires de biologie moléculaire 

doivent être accrédités par le Comité français d’accréditation (COFRAC) selon les critères 

de la norme ISO 15189 (norme de qualité internationale de référence pour les laboratoires 

de biologie médicale). Chaque technique d’analyse utilisée par le laboratoire doit faire 

l’objet d’un dossier de validation de la méthode reposant essentiellement sur l’évaluation 

des performances de la technique (sensibilité analytique, répétabilité, reproductibilité, 

robustesse) et sur la maitrise des risques à chaque étape du processus analytique du 

patient, du prélèvement de l’échantillon jusqu’à la communication des résultats d’analyse. 

Dans le contexte particulier des CBNPC et dans un délai maximum de 3 semaines 

calendaires suivant la date de prélèvement, une recherche d’altérations moléculaires doit 

systématiquement être demandée lorsque suffisamment de tissu a pu être obtenu pour le 

diagnostic : dans tous les CBNPC non épidermoïdes et dans les carcinomes épidermoïdes 

des non-fumeurs de stades avancés. Les cibles à rechercher sont les suivantes182,187 : 

- Dès le diagnostic initial : l’expression de PDL1 (immunohistochimie), les variants 

génétiques de l’EGFR et de KRAS et les fusions des gènes ALK et ROS1. 

- En option au diagnostic initial et systématiquement avant la seconde ligne : les 

variants de BRAF, les altérations d’épissage de l’exon 14 de MET et les fusions des 

gènes RET et NTRK. 

- Systématiquement avant la seconde ligne : les autres altérations de MET, les 

variants de HER2 et les autres fusions (notamment NRG1). 

En cas d’insuffisance ou d’absence de tissu tumoral contributif pour l’analyse 

moléculaire, ce qui représente en moyenne 10% des prélèvements tissulaires adressés aux 

laboratoires de biologie moléculaire31, une alternative s’est progressivement développée : 

l’utilisation de biopsies liquides pour étudier l’ADN tumoral circulant (ADNtc).  

 

b) Tests moléculaires dans l’ADNtc  

L’identification de cibles moléculaires par l’analyse de l’ADNtc est une évolution 

importante dans les pratiques diagnostiques en oncologie moléculaire somatique 

appliquées à la médecine personnalisée.30,188,189  

Les cellules saines ou tumorales libèrent leur contenu et donc leurs acides 

nucléiques dans la circulation sanguine, essentiellement lors de l’apoptose ou de la 

nécrose.30 On retrouve par conséquent de l’ADN (mais également des ARN de différentes 

natures) dans la circulation sanguine. Chez les patients atteints de cancer, cet ADN 
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circulant peut être d’origine tumorale et ainsi porter les anomalies génétiques des cellules 

tumorales dont il provient. L’ADNtc est en proportions très variables et peut représenter 

une très faible fraction de l’ADN libre circulant, souvent moins de 0,01%.190 Grâce au 

développement de techniques de biologie moléculaire sensibles et spécifiques, il est 

souvent possible de détecter ces anomalies génétiques somatiques dans l’ADNtc. Du fait 

des difficultés et de la paucité tumorale des prélèvements, le cancer broncho-pulmonaire 

est le type tumoral pour lequel l’intérêt clinique de l’analyse de l’ADNtc est le plus 

documenté et le plus pertinent. Cette analyse est recommandée au moment du diagnostic 

d’un CBNPC métastatique, dans les cas où l’échantillon tissulaire tumoral utilisé est de 

quantité ou de qualité insuffisante pour conduire les analyses moléculaires somatiques : 

tissu tumoral épuisé après analyse histologique, problème de fixation, traitement délétère 

du prélèvement tissulaire (décalcification), mauvaise qualité de l’ADN tissulaire extrait 

et/ou résultat non contributif pour diverses raisons.188,191,192 De même, lors de la 

progression tumorale des patients présentant un CBNPC avec mutation activatrice EGFR et 

progressant sous traitement par ITK-EGFR, les mutations de résistance on-target et off-

target peuvent être recherchées à partir d’ADNtc.193–197 Si le mécanisme de résistance n’est 

pas identifié dans l’ADNtc, une nouvelle biopsie (de la tumeur primitive ou d’un site 

ganglionnaire ou secondaire) doit être systématiquement envisagée pour une analyse 

moléculaire sur tissu. Si la biopsie n’est pas réalisable, un second prélèvement sanguin 

pour analyse sur ADNtc est une option dans les situations de progression lente si cela ne 

génère pas de retard de prise en charge. Il est important de préciser que l’absence de 

mutation détéctée dans l’ADNtc n’exclut pas la présence de mutation(s) dans le tissu 

tumoral.31 De nombreux travaux suggèrent que les cinétiques de disparition et d’apparition 

des mutations d’EGFR seraient associées à la réponse des patients aux traitements par 

ITK194,195,198, mais l’utilité clinique de cette observation en pratique courante reste à 

démontrer. Aussi, il n’est à ce jour pas recommandé de suivre de manière régulière la 

disparition de la mutation princeps d’EGFR et/ou la survenue d’une mutation de résistance 

au cours du traitement, celle-ci doit être effectuée en cas de progression documentée de 

la maladie.  

De l’ADNtc peut également être retrouvé dans d’autres fluides biologiques et être 

analysé dans les mêmes indications que celles du plasma : liquide broncho-alvéolaire, 

liquide céphalorachidien, liquide pleural. L’élargissement des types de liquides biologiques 

utilisés représente une chance supplémentaire de mettre en évidence des cibles de manière 

non-invasive, notamment en cas de métastases cérébrales.199–202 

La phase pré-analytique est une étape clé de l’analyse de l’ADNtc plasmatique car 

la quantité d’ADN normal libéré par la lyse des cellules sanguines vient progressivement 

diluer l’ADNtc. Deux possibilités : une centrifugation rapide des prélèvements sur tubes 
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EDTA (dans les 4h suivant le prélèvement) ou l’utilisation de tubes de conservation 

spécifiques. La technique analytique utilisée pour étudier l’ADNtc doit être suffisamment 

sensible, avec une limite de détection inférieure ou égale à 2% de fréquence allélique.31 

 

c) Les techniques de détection des mutations EGFR 

De nombreuses méthodes d’analyse ont été appliquées à la détection d’altérations 

génétiques dans les tumeurs. Le choix de la technique employée repose sur un compromis 

entre divers critères : la sensibilité, l’adéquation avec le type d’échantillon analysé, le 

temps technique, le coût et la disponibilité. 

L’ADN extrait de tissus FFPE et des fluides biologiques est fragmenté203, ainsi 

diverses techniques analytiques peuvent être appliquées à ces ADN. Deux types de 

techniques peuvent être utilisées pour détecter les mutations EGFR : les techniques dites 

ciblées permettant une détection sélective de mutations connues a priori et les techniques 

de NGS permettant le séquençage de régions choisies pour un set de gènes d’intérêt. Les 

techniques les plus couramment utilisées pour détecter les mutations somatiques EGFR 

sont décrites dans le Tableau 10.  

Concernant les techniques ciblées, l’historique séquençage de Sanger a 

progressivement laissé la place à de nouvelles technologies ; pour en citer quelques-unes 

(Tableau 10) :  

- Le pyroséquençage qui est une technique de séquençage de l'ADN permettant 

d’effectuer un séquençage rapide ciblé basé sur la détection chimioluminescente de 

pyrophospate libéré lors de la liaison phosphodiester lors de l’addition d’un 

désoxyribonucléotide complémentaire. Sa sensibilité analytique est d’environ 5% 

d’allèles mutés.204 

- La technique high resolution melting (HRM) ou analyse des courbes de fusion à 

haute résolution. La région de l'ADN potentiellement porteuse de la mutation est 

d'abord amplifiée par PCR puis les amplicons sont chauffés très progressivement et 

précisément jusqu’au point où les deux brins d'ADN se séparent. Le principe de 

l’HRM est d'observer la température de fusion qui témoigne de la complémentarité 

des séquences.205 

- Des solutions commerciales de PCR quantitative temps réel spécifique d’allèles : 

développées pour un set de mutations EGFR. Elles permettent une mise en œuvre 

technique facilitée. Leur sensibilité est variable d’une cible à l’autre (fréquence 

allélique de 1 à 10%). 

- La PCR digitale (PCRd) consiste à répartir et partitionner le volume réactionnel total 

d’une PCR contenant les cibles et les réactants dans un grand nombre de 

compartiments (de quelques centaines à plusieurs millions) de très faible volume 
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(de l’ordre du nanolitre, voire moins). Ces compartiments peuvent se présenter 

comme des logettes sur un support solide (micro-chambres) ou d’une émulsion 

huile/eau sous la forme de « nano-gouttelettes ». Ainsi, en principe, la partition des 

cibles permet d’isoler les copies sauvages des copies mutées. Le signal fluorescent 

des sondes d’hydrolyses (Taqman) spécifiques des copies mutées peut plus 

facilement se démarquer de celui des copies sauvages, permettant d’améliorer 

significativement la sensibilité analytique (de l’ordre de 0,01%). Pour les PCRd, 

chaque laboratoire choisit les sondes d’hydrolyse spécifiques des mutations qu’il 

souhaite détecter. 

- La méthode BEAMing (pour Beads, Emulsion, Amplification, Magnetics) combine 

PCRd et cytométrie en flux. Après une étape de pré-amplification par PCR des 

séquences d’intérêt, les séquences amplifiées sont liées à des billes magnétiques 

puis compartimentées en microgouttelettes dans une émulsion eau-huile. Dans 

chaque microgouttelette se produit une réaction PCR. Les billes sont ensuite 

purifiées à l'aide d'un aimant puis incubées avec des marqueurs fluorescents. Les 

séquences d'ADN ainsi marquées sont ensuite analysées par cytométrie en flux.206 

 

Principe Technique / description Nombre de 
mutations EGFR 
détectées 

Recherche 
sur tissu  

Recherche 
sur ADNtc 

Limite de 
détection 
(FA en %) 

Pyroséquençage Technique de séquençage de l’ADN 
basée sur la détection de l'activité de 
l'ADN polymérase avec une autre 
enzyme chimioluminescente204 

Choix du 
laboratoire 

oui non 5% 

HRM Technique d’analyse des courbes de 
fusion205 

Choix du 
laboratoire 

oui non 5% 

PCR 
quantitative en 
temps réel 
spécifique 
d’allèles 

kit cobas® EGFR Mutation Test v2 
(Roche)207 

18 oui oui Selon les 
mutations 
de 1,3% à 
13.4% 

kit Therascreen EGFR RGQ PCR Kit 
v2 (Qiagen) utilisant les technologies 
ARMS (Amplification Refractory 
Mutation System) et Scorpions208 

29 oui Non validée Selon les 
mutations 
de 0,66% à 
16,87% 

Cartouches Idylla EGFR Mutation 
Test (Biocartis) utilisant les 
technologies PlexZyme et 
PlexPrime209,210 

51 oui non Selon les 
mutations 
de 1 à 
19,1% 

PCR digitale PCR Digitale en microgouttelettes à 
haut débit :  

- BioRad 
- Raindance 
- Stilla 

Choix du 
laboratoire 

oui oui 

Jusqu’à 
0,01% selon 
la technique 
utilisée 

PCR Digitale en compartiments 
solides ThermoFisher QuantStudio 

Choix du 
laboratoire 

oui oui 

BEAMing PCR Technique combinant PCRd et 
cytométrie en flux206 

Choix du 
laboratoire 

oui oui 0,01% 

NGS Panels de séquençage haut débit Choix du 
laboratoire 

oui oui 2% 

Tableau 10 : Techniques actuellement utilisées pour la détection des mutations EGFR  
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Le nombre de thérapies ciblant des altérations moléculaires spécifiques n’a cessé 

d’augmenter en cancérologie ces vingt dernières années et de nombreuses molécules sont 

en phase de développement clinique. Le choix du traitement des patients est de plus en 

plus orienté par le résultat de la détermination d'un panel de biomarqueurs spécifique à 

chaque localisation tumorale. En conséquence, les laboratoires de génétique tumorale ont 

pour la plupart amorcé un virage technologique vers le NGS au détriment des méthodes 

ciblées. Cette implémentation du NGS en routine clinique génère un grand nombre de VSI 

pour lesquels des tests complémentaires de caractérisation fonctionnelle sont nécessaires 

et participent à la décision thérapeutique. Par exemple, la prescription de certaines 

molécules de la récente classe thérapeutique des inhibiteurs de PARP (iPARP) est liée à la 

présence de variants pathogènes des gènes BRCA1 et BRCA2 pour lesquels des dizaines 

de milliers de VSI sont aujourd’hui rapportés. 
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3. INTERPRETATION DES VSI POUR LA PRESCRIPTION DES 

INHIBITEURS DE PARP  

3.1. Mécanisme d’action des inhibiteurs de PARP et principe de 
létalité synthétique 

Les poly(ADP-ribose) polymérases (PARP) sont des enzymes nucléaires impliquées 

dans des modifications post-traductionnelles de protéines et dans la synthèse de poly(ADP-

ribose). Parmi la famille des PARP composée de 17 membres, les PARP 1 et 2, les plus 

connues, jouent un rôle important dans la réponse cellulaire aux altérations de l’ADN. Elles 

sont en particulier impliquées dans la réparation des coupures simple-brin par le 

mécanisme de réparation par excision de base (BER pour Base Excision Repair) en 

permettant le recrutement sur le site de la coupure du complexe protéique de réparation.211 

Si le mécanisme BER est bloqué par l’inhibition des PARP, la coupure simple-brin va devenir 

double après passage de la fourche de réplication. La coupure double-brin pouvant être 

réparée par la voie de réparation de l’ADN par recombinaison homologue (RH), il s’ensuit 

que l’inhibition pharmacologique des PARP dans une cellule normale n’a pas de 

conséquence significative. Le terme de létalité synthétique a été utilisé pour décrire l’effet 

de l’inhibition des PARP dans des cellules déficientes pour la recombinaison homologue du 

fait, en particulier, d’une mutation de BRCA1 ou BRCA2 qui participent à cette voie. 

L’inefficacité conjointe des deux systèmes de réparation entraîne des cassures 

chromosomiques, un arrêt en phase G2 du cycle et finalement l’apoptose (Figure 15).212,213 

Les autres protéines PARP ont d’autres fonctions biologiques diverses, comme par exemple 

la formation du fuseau mitotique, la spermatogénèse, l’immunité innée ou le trafic 

intracellulaire.213  

Les iPARP sont des inhibiteurs compétitifs analogues du NAD+ essentiel à l’activité 

de parylation. Ils forment une nouvelle classe thérapeutique en cancérologie, dont le chef 

de file est l’olaparib. Parmi les molécules actuellement disponibles en France, certaines ont 

une prescription liée à un biomarqueur de déficience de la voie de recombinaison 

homologue (HRD pour homologous recombination deficiency) (Tableau 11).  
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Figure 15. Rôle des iPARP dans la létalité synthétique d’après Sonnenblick, Amir et al.213 

 

Molécule 
iPARP 

Prescription liée à un 
biomarqueur 

Biomarqueur 
concerné 

Localisations tumorales 
concernées par les 
autorisations 

Olaparib Oui Mutation BRCA1/2  
Statut HRD 

Ovaire/sein/pancréas/prostate 
Ovaire 

Niraparib Non - Ovaire 
Rucaparib Non en 2ème ligne 

Oui à partir de la 3ème ligne 
- 
Mutation BRCA1/2 

Ovaire 

Talazoparib Oui Récepteur HER2 
négatif et mutation 
BRCA1/2  

Sein  

Tableau 11. iPARP autorisés en France en oncologie et biomarqueur de HRD associé18–20 

 

3.2. La voie de recombinaison homologue 

Parmi les milliers de lésions de l’ADN que subissent quotidiennement les cellules, 

cancéreuses ou non, les plus redoutables sont les cassures double-brin (DSB pour Double 

Strand Break), car une seule peut conduire à la mort cellulaire si elle n’est pas réparée 

correctement. Ces DSB de l’ADN peuvent être dues à des mécanismes physiologiques lors 

de la méiose et de la maturation des cellules lymphoïdes T et B. Cependant, la plupart sont 

pathologiques, souvent liées à des accidents de la réplication, ou à l’action d’agents 

exogènes. Deux grandes voies de réparation de l’ADN peuvent réparer ces cassures : la 
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voie de jonction d’extrémités non homologues (NHEJ pour Non-Homologous End-Joining) 

et la voie de RH.214 L’intervention d’une voie par rapport à une autre est déterminée par 

plusieurs facteurs dont principalement la phase du cycle cellulaire dans laquelle la lésion 

est détectée. Lorsque la cellule présente une lésion de l’ADN, les points de contrôle du 

cycle cellulaire ou checkpoints induisent le ralentissement ou l’arrêt de la progression du 

cycle cellulaire et activent en parallèle les mécanismes de réparation appropriés, afin 

d’empêcher le transfert des erreurs aux cellules filles.215,216 Les mécanismes de réparation 

par RH et NHEJ sont en compétition. Lors d’un défaut des protéines impliquées dans la RH, 

la NHEJ prend le relais. De même, la RH est augmentée lorsqu’un des composants NHEJ 

est muté.217  

La NHEJ est non conservatrice et va fusionner les extrémités des DSB sans tenir compte 

de la séquence homologue. Cette voie est la seule active tout au long du cycle cellulaire, 

notamment en G1, mais présente l’inconvénient d’être infidèle et de créer des insertions 

ou de délétions de matériel génétique, voire des translocations, lors de la réparation.  

La voie de RH est la seule pouvant parfaitement réparer la lésion. Elle utilise en effet 

une copie intacte du génome, le plus souvent la chromatide sœur, comme matrice (ou le 

chromosome homologue lors de la méiose). Elle n’est active que lors de la réplication en 

phases S et G2. Le mécanisme de réparation par RH des DSB fait appel à 3 types d’acteurs 

protéiques (Figure 16) : des « détecteurs » (protéines qui vont identifier les extrémités 

d’ADN cassées), des « effecteurs » (protéines qui vont réparer l’ADN) et des « médiateurs 

» (protéines qui vont permettre le lien entre les premiers et les deuxièmes acteurs 

protéiques).218 Tout d’abord, lorsqu’une DSB est formée, le complexe MRN la détecte et 

recrute la kinase ATM (AtaxiaTealangiectasia Mutated), menant à la phosphorylation du 

variant d'histone H2AX. MDC1 reconnait cette forme phosphorylée de H2AX, s'y associe et 

recrute de nouveau le complexe MRN (formé des protéines Mre11, Rad50 et NSb1) et des 

E3 ubiquitine ligases (RNF8 et RNF168).219,220 Le complexe MRN et la protéine CtIP 

interviennent pour initier la résection des extrémités de la cassure.221 L’activation de ce 

complexe induit l’activation d’ATM qui va phosphoryler diverses protéines impliquées dans 

le remodelage de la chromatine, dans l’arrêt du cycle cellulaire et dans la reconnaissance 

des extrémités de la cassure. Les extrémités simples brins obtenues à la suite de la 

résection sont stabilisées par la protéine RPA (Replication Protein A) qui prévient également 

la formation de structures secondaires. Les protéines BRCA1, BRCA2, PALB2, 53BP1, 

RAD51 et ses homologues (RAD51B, RAD51C, RAD51D) sont ensuite recrutées afin 

d’amener la protéine RAD51 à former un filament nucléoprotéique à partir de l’ADN simple 

brin. Une fois celui-ci formé et l’homologie avec la chromatide sœur trouvée, l’ADN 

polymérase allonge l’ADN simple brin par son extrémité 3’ en utilisant l’ADN 

complémentaire comme matrice pour restaurer les nucléotides perdus lors de la cassure. 
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Les extrémités sont ensuite refermées grâce à une ligase et les brins entrecroisés des deux 

chromatides sœurs (« jonctions de Holliday ») sont enfin coupés par la protéine MuS81 

résultant en deux brins d’ADN intacts. (Figure 17)222 

Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont des gènes dits « suppresseurs de tumeur », ils codent 

respectivement pour les protéines BRCA1 et BRCA2 qui jouent des rôles essentiels dans ce 

mécanisme de RH (Figure 17) et dans le maintien de l’intégrité du génome. Dans un 

premier temps, la protéine BRCA1 interagit directement avec la protéine CtIP phosphorylée 

couplée au complexe MRN formant ainsi le complexe BRCA1-C. Cette interaction permet 

de catalyser la résection des extrémités de la DSB afin de générer des extrémités simple 

brin. La protéine BRCA1 agit également comme antagoniste de 53BP1, protéine ayant pour 

fonction de bloquer la résection des DSB et ainsi, par inhibition du système de RH, de 

conduire à la mort cellulaire. Par la suite, BRCA1 interagit avec la protéine PALB2 

permettant ainsi le recrutement de la protéine BRCA2. La protéine BRCA1 est un acteur 

indispensable du processus de RH, les cellules déficientes pour BRCA1 étant incapables de 

fixer PALB2, BRCA2 et RAD51 au niveau de la cassure.223,224 La protéine BRCA2 est 

également un acteur essentiel de la RH qui participe au recrutement de la protéine RAD51 

sur le site de la DSB, et assure ainsi son action d’invasion des extrémités simple brin. De 

même les cellules déficientes pour BRCA2 sont incapables de lier RAD51, perturbant le 

processus de RH.223,224  

De manière synthétique, les tumeurs présentant une HRD sont susceptibles de 

répondre aux mêmes thérapeutiques et peuvent être classées en deux grandes 

catégories selon les anomalies moléculaires :  

- les tumeurs présentant une anomalie moléculaire délétère des gènes BRCA1 ou 

BRCA2, 

- les tumeurs présentant un profil BRCAness, terme apparu en 2004 pour définir un 

phénotype similaire à celui des cancers mutés BRCA1 ou BRCA2.225 
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Figure 16 : Les principaux acteurs protéiques de la réparation de l’ADN par 
recombinaison homologue, d’après Roy et al.218 
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Figure 17 : Les étapes de la réparation des cassures double brin de l'ADN par 
recombinaison homologue, d’après van Gent et al.222 
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3.3. Tumeurs mutées BRCA1 et BRCA2  

a) BRCA1 : généralités 

 Structure du gène BRCA1 

A partir de l’hypothèse d’un modèle de transmission autosomique dominant préalablement 

établi par étude de ségrégation, Mary-Claire King est parvenue à localiser BRCA1 en 17q21 

en 1990.226 Sa séquence est composée de 5592 nucléotides et code une protéine de 1863 

AA. L’ADN génomique s’étend sur 81 kb et comporte 24 exons dont deux considérés comme 

non codants : l’exon 1 (majeure partie de la région 5’UTR, en amont du codon d’initiation 

de traduction ATG situé dans l’exon 2) et l’exon 4 (séquence Alu non codante initialement 

identifiée comme un exon). L’exon 11 représente 3426 pb (60% de la séquence codante 

de BRCA1), les autres exons sont de plus petite taille. Les séquences introniques (de tailles 

variant de 403 pb à 9,2 kb) représentent 91% du gène et contiennent une forte quantité 

de séquences répétées de type Alu.  

 Protéine BRCA1 

Il s’agit d’une protéine de 1863 AA dont seules les régions N- et C- terminales sont 

fortement conservées chez les mammifères.227 Les principaux domaines fonctionnels de 

BRCA1 sont (Figure 17)218:  

- Un domaine catalytique RING en N-terminal (AA 24 à 64) riche en résidus cystéines. 

Ces AA organisés en 4 hélices alpha antiparallèles groupées formant des structures 

en doigt de zinc indispensables aux interactions protéiques dans cette région, en 

particulier dans la formation d’hétérodimères BRCA1 avec la protéine BARD1. 

- Deux domaines BRCT (BRCA1 C-Terminal domain) retrouvés à l’extrémité C-

terminal. Ils sont constitués d’environ 100 AA. Ils sont repliés en 4 feuillets Beta 

parallèles entourés de deux hélices alpha d’un côté et d’une hélice alpha unique de 

l’autre. Ils permettent l’interaction de BRCA1 avec de nombreux partenaires dont 

Abraxas, BRIP1 et CtlP. 

- Deux signaux de localisation nucléaire (NLS pour Nuclear Localization Signals) 

- Un domaine superhélice (coiled coil) permettant à BRCA1 d’interagir avec la 

protéine PALB2 lors du processus de réparation par RH. 

 

 Fonctions de BRCA1 en dehors de la RH 

Outre son rôle dans la RH, BRCA1 est souvent qualifié de « gardien de l’intégrité du 

génome » car BRCA1 intervient dans de très nombreux processus cellulaires, nucléaires ou 

cytoplasmiques, la plupart du temps par l’intermédiaire d’interactions avec d’autres 

protéines : 

- La régulation du cycle cellulaire, en assurant le passage d’une phase à l’autre ou 

l’arrêt de la progression du cycle228,229 
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- La régulation de la transcription, en modulant l’activité de différents facteurs de 

transcription230,231  

- Le remodelage de la chromatine232 

- L’activité ubiquitine ligase : BRCA1 s’associe de manière constitutive à BARD1 

(BRCA1 Associated Ring Domain 1), ce complexe hétérodimérique permet d’induire 

l’activité ubiquitine ligase E3 de BRCA1, à l’origine de l’ubiquitination des histones 

mais également de nombreuses protéines interagissant avec BRCA1233,234 

- La régulation du stress oxydatif : le mécanisme est encore mal compris, mais il a 

été rapporté qu’en absence de BRCA1, le niveau des réactifs oxygénés appelés ROS 

(Reactive Oxygen Stress) augmente tandis qu’une surexpression de BRCA1 fait 

diminuer la concentration des ROS235,236 

- La mitophagie (voie spécifique d’autophagie visant à dégrader les mitochondries 

défectueuses) : l’absence de protéine BRCA1 fonctionnelle entraine l’inhibition de 

la voie de mitophagie compromettant ainsi tout le réseau mitochondrial et donc la 

survie cellulaire.237 

 

b) BRCA2 : généralités 

 Structure du gène BRCA2 

Wooster et al. ont identifié en 1995 le gène BRCA2 dans la région chromosomique 

13q12-q13 impliquée dans des histoires familiales de cancer du sein dans des familles 

islandaises.238 Par la suite, Tavtigian et al. (1996) ont déterminé la séquence codante 

complète du gène et sa structure exonique ainsi que son mode d’expression.239 La 

séquence codante du gène BRCA2 est composée de 10254 nucléotides et code une protéine 

de 3418 AA. L’ADN génomique s’étend sur 84 kb et comporte 27 exons avec trois grands 

exons : l’exon 10 (1,1 kb), l’exon 11 (4,9 kb) et l’exon 27 (1,5 kb). Les autres exons ont 

une taille variant de 41 pb à 428 pb. Le codon initiateur ATG est situé dans l’exon 2 et 

l’extrémité 5’UTR est représentée par l’exon 1.  

 Protéine BRCA2 

Le gène BRCA2 encode une protéine de 3418 AA. Celle-ci présente très peu d’homologie 

avec d’autres protéines et aucune avec BRCA1. Les principaux domaines fonctionnels sont 

les suivants (Figure 17)218 : 

- Huit motifs répétés BRC d’environ 35 AA chacun dans la partie centrale de la 

protéine, ce domaine est impliqué dans l’interaction de BRCA2 avec RAD51.240  

- Un motif comprenant 190 AA principalement en hélices alpha (domaine dit 

«hélical»)  
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- Trois domaines d’environ 110 AA (OB1, OB2 et OB3) présentant une homologie 

avec le repliement OB présent chez plusieurs protéines liant l’ADN simple brin 

- Deux NLS 

- Un site de phosphorylation par des kinases cyclines dépendantes (CDK) qui semble 

réguler l’association de RAD51 à un deuxième motif de liaison à cet endroit.241  

 

 Fonctions de BRCA2 en dehors de la RH  

Tout comme BRCA1, la protéine BRCA2 est impliquée dans de nombreux processus 

cellulaires et participe à la stabilité du génome :  

- La régulation du cycle cellulaire, en contrôlant le passage de la phase G2 à la phase 

M242 

- La régulation de la transcription, en médiant l’activité de facteurs de transcription243  

- La mitophagie237 

- Le maintien de l’intégrité des télomères : grâce au recrutement de RAD51 sur l’ADN 

des télomères, BRCA2 prévient la dégradation et la fusion des chromosomes et 

facilite la réplication244,245  

- La stabilisation des fourches de réplication de l’ADN.246  

 

 

Figure 18. Structure de domaines fonctionnels de BRCA1 et BRCA2, d’après Roy et al.218 

 



CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle  
de variants somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie                   62 

c) BRCA1, BRCA2 et prédisposition aux cancers 

Les altérations constitutionnelles pathogènes des gènes suppresseurs de tumeur 

BRCA1 et BRCA2 augmentent fortement le risque de cancer, principalement au niveau des 

tissus mammaires et ovariens. L’expression de ces deux gènes étant ubiquitaire, plusieurs 

hypothèses sont envisagées pour expliquer cette spécificité tissulaire : la présence de 

mécanismes de réparation redondants dans les autres tissus247, la perte d’hétérozygotie 

très fréquente dans les tissus mammaires et ovariens248, l’influence des hormones de type 

œstrogène249 ou encore l’impact de facteurs cancérigènes non génétiques250,251.  

Les altérations constitutionnelles hétérozygotes pathogènes des gènes BRCA sont 

caractérisées par une forte pénétrance toutefois incomplète et variable selon le gène altéré, 

l’âge et le tissu. Ainsi, une anomalie responsable de la perte de fonction d’un de ces gènes 

sera à l’origine d’un risque plus au moins important de développer une tumeur du spectre, 

sans induire un risque total. Concernant les cancers mammaires, le risque cumulé 

d’atteinte d’un cancer du sein à l’âge de 80 ans est de 72% et 69% chez les femmes 

porteuses d’une altération pathogène de BRCA1 ou BRCA2, respectivement. Ce risque 

augmente très rapidement entre l’âge de 30 et 40 ans pour les porteuses d’une variation 

de BRCA1, et entre 40 et 50 ans pour les porteuses d’une variation de BRCA2. De plus, 

une femme ayant été atteinte d’un premier cancer du sein présentera 40% et 26% de 

probabilité de développer un cancer du sein controlatéral 20 ans après le premier 

diagnostic, si celle-ci est porteuse d’une variation pathogène de BRCA1 ou BRCA2, 

respectivement.252 Chez les hommes, une anomalie de BRCA2 conduira à un sur-risque de 

cancer du sein.253,254 Concernant le tissu ovarien, le risque cumulé d’atteinte d’un cancer 

de l’ovaire à l’âge de 80 ans est de 40% et 17% chez les femmes porteuses d’une anomalie 

de BRCA1 et BRCA2, respectivement252. Concernant les autres tissus, une variation 

pathogène de BRCA2 détectée chez un individu, homme ou femme, conduira à un risque 

cumulé estimé à 5 à 10% de développer un cancer du pancréas255 et à un sur-risque de 

développer un mélanome ou un cancer de l’estomac.256–258 Chez les hommes, une anomalie 

de BRCA2 conduira à un risque supplémentaire de 3 à 8,6% de développer un cancer de 

la prostate.255 

 

d) Pathologie moléculaire des gènes BRCA1 et BRCA2 

Les gènes BRCA sont considérés comme des gènes suppresseurs de tumeur et 

répondent donc à l’hypothèse « two-hit » que Knudson avait initialement décrite en 1971 

sur des cas de rétinoblastomes.259 Selon ce modèle, les deux allèles du gène doivent être 

inactivés pour rendre la cellule vulnérable à l’instabilité génomique et induire la 

tumorigenèse. Le premier « hit » correspond à l’inactivation du premier allèle, 
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conséquence d’une altération constitutionnelle pathogène entrainant une « perte de 

fonction » de l’un des gènes BRCA tandis que le second « hit » survient sur le deuxième 

allèle dans les cellules à l’origine du tissu tumoral, sous la forme d’une altération somatique 

acquise au cours de la vie. Ce deuxième « hit » peut correspondre à une perte 

d’hétérozygotie (LOH pour Loss Of Heterozygosity), une variation nucléotidique ponctuelle 

pathogène, ou encore une altération épigénétique comme une hyperméthylation du 

promoteur.260 Du fait de l’inactivation des deux allèles, la voie de réparation par RH n’est 

plus fonctionnelle et des lésions s’accumulent dans le génome de la cellule modifiant ainsi 

son phénotype basal vers un éventuel phénotype tumoral. 

En pratique, on reconnait deux types d’altération de séquence des gènes BRCA :  

 les mutations ponctuelles dont l’effet dépend de la position au niveau :  

- Des séquences régulatrices en amont du gène ou dans la région promotrice : les 

altérations peuvent entrainer une modification quantitative de l’expression du gène 

(par altération de séquences consensus transcriptionnelles)  

- Des régions codantes : les substitutions de type variations faux-sens ou neutres 

peuvent affecter le codon d’initiation de la traduction, les différents domaines 

fonctionnels ou les sites d’interaction avec les partenaires. Les insertions ou 

délétions de petite taille non multiples de trois bases peuvent décaler le cadre de 

lecture de l’ARN messager (ARNm) (frameshift) aboutissant le plus souvent à 

l’apparition d’un codon stop prématuré entrainant la synthèse d’une protéine 

tronquée ou l’absence de protéine. Les insertions ou délétions de petite taille 

multiples de trois bases peuvent aussi ne pas décaler le cadre de lecture (inframe), 

dans ce cas la traduction de l’ARNm altéré aboutit à une protéine présentant un ou 

plusieurs acides aminés ajoutés ou supprimés. Certaines variations, dites 

splicéogéniques, sont capables d’affecter l’épissage. Il peut s’agir d’une part de 

variations au niveau des jonctions exon/intron reconnues par le splicéosome sur la 

base de séquences spécifiques consensus, les sites 5’ et 3’ d’épissage (5’/3’ss, splice 

site), également appelés sites donneurs et accepteurs d’épissage, respectivement. 

La séquence des 5’ss inclut les trois dernières bases de l’exon et les six premières 

bases de l’intron tandis que la séquence des 3’ss comprend les vingt dernières bases 

de l’intron et les trois premières bases de l’exon.261–263 D’autre part, certaines 

variations au niveau du site de branchement et la région riche en pyrimidine 

essentiels dans l’interaction du splicéosome et des facteurs de régulation avec la 

séquence du préARNm peuvent affecter l’épissage.264 Enfin toute variation à 

distance des sites d’épissage constitutifs peut impacter l’épissage en modifiant des 

éléments de régulation (SRE, Splicing Regulatory Elements), la force d’un site 

d’épissage alternatif ou cryptique ou en créant un site d’épissage de novo.265,266 
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- Des introns : les mutations introniques peuvent perturber l’épissage par altération 

des séquences consensus régulatrices. A noter que l’introduction d’un nouveau site 

d’épissage dans une région intronique est susceptible de créer un nouvel exon 

appelé pseudo-exon si un site complémentaire préexiste à proximité. A titre 

d’exemple, il a été montré que le variant c.6937+594T>G de BRCA2 induit une 

augmentation de la force d’un 5’ss cryptique et conduit ainsi à l’inclusion d’un 

pseudo-exon de 95 nucléotides entre l’exon 12 et 13 du gène BRCA2, responsable 

d’un décalage du cadre de lecture.267 De même, la variation ponctuelle intronique 

profonde c.4185+4105C>T dans l’intron 12 de BRCA1 est à l’origine d’un pseudo-

exon générant un transcrit aberrant et une protéine non fonctionnelle.268 

- Des régions en aval du gène : elles peuvent perturber l’arrêt de la transcription ou 

la stabilité de l’ARNm. 

 

 les réarrangements génomiques de grande taille (RGT) 

(translocations, inversions, délétions ou duplications d’un exon au gène 

entier, voir plus) : ceux intéressant les régions promotrices peuvent altérer 

l’expression d’un gène ; les autres, en fonction de leur taille et de leur 

position, aboutissent à une protéine tronquée ou à l’absence de protéine. 

 

e) Analyse des gènes BRCA1 et BRCA2 

Les gènes BRCA sont de grande taille avec des mutations pouvant être réparties sur 

toute la longueur des gènes, ce qui nécessite un séquençage complet des parties codantes 

et introniques avoisinantes. L’analyse des gènes BRCA est principalement réalisée par 

NGS avec la technologie de capture ou par amplicons. La capture semble être plus 

appropriée et plus performante.269 Le point faible du NGS est le défaut de détection de 

grands réarrangements génomiques (notamment les délétions et duplications), nécessitant 

une analyse complémentaire du nombre de copies par technique MLPA dans le cadre de 

l’analyse germinale.270 Cette technique n’est malheureusement pas applicable dans le 

cadre de l’analyse somatique à cause de la qualité de l’ADN tumoral extrait très fragmenté. 

Par ailleurs, les techniques de NGS, et plus particulièrement la méthode par amplicons, 

s’avèrent perfectibles pour la mise en évidence de mutations dans les régions 

homopolymériques. Comme conclu dans l’article de Wallace en 2016, compte tenu des 

difficultés que présente l’analyse tumorale des gènes BRCA (qualité de l’ADN tumoral, non 

détection des RGT), celle-ci ne peut se substituer à l’analyse constitutionnelle.271  

Il est cependant crucial de noter que certaines anomalies pathogènes des gènes 

BRCA peuvent n’être que somatiques, c’est-à-dire présentes uniquement dans les cellules 
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tumorales, c’est le cas de 5 à 10% des carcinomes ovariens272,273, environ 3% des cancers 

du sein274 et plus de 12% des cancers avancés de la prostate275. 

 

3.4. Anomalies moléculaires des tumeurs de profil BRCAness et 
signatures HRD 

a) Mécanismes alternatifs de déficit de la voie de RH 

De nombreux travaux dont ceux du TCGA ont montré qu’il y avait d’autres 

mécanismes de HRD que l’inactivation directe des gènes BRCA. Les principaux mécanismes 

décrits sont l’hyperméthylation du promoteur de BRCA1, les amplifications de EMSY (co-

facteur de BRCA2 et répresseur transcriptionnel) et l’inactivation d’autres gènes individuels 

altérant la réparation de l’ADN. Progressivement le terme statut HRD vient remplacer le 

terme BRCAness dans la littérature. 

 L’hyperméthylation du promoteur de BRCA1 correspond à une méthylation 

aberrante des cytosines des îlots CpG qui sont sous-représentés dans le 

génome et généralement localisés au niveau des régions promotrices des 

gènes. Ce mécanisme épigénétique est responsable d’une perte 

d’expression plus ou moins marquée de BRCA1. Différentes études ont 

démontré que l’hyperméthylation du promoteur de BRCA1 est spécifique 

aux cellules tumorales, généralement absente des cellules saines, et 

fréquemment associée à une LOH. Ce mécanisme est principalement 

rapporté dans les cancers du sein et de l’ovaire à une même fréquence de 

10 à 15%.276–278 Les caractéristiques tumorales de l’hyperméthylation du 

promoteur de BRCA1 sont similaires à celles observées en présence de 

variations pathogènes des gènes BRCA, cependant elle n’a pas la même 

valeur pronostique.272 

 La surexpression de EMSY, qui interagit avec l’exon 3 de BRCA2, pourrait 

constituer un mécanisme d’inactivation de BRCA2 dans les cancers du sein 

et de l’ovaire non héréditaires.279,280 

 Altérations d’autres gènes individuels : le concept BRCAness comprend 

initialement les gènes acteurs de la RH ou régulant la fourche de réplication 

(Figure 16) et les gènes de la famille FANC. Des altérations de ces gènes 

sont retrouvées dans de nombreux cancers dont ceux de l’ovaire, du sein, 

de la prostate et du pancréas.281 Afin de mieux caractériser les altérations 

de ces gènes dans les différentes localisations tumorales, différentes études 

utilisant de larges catalogues de gènes voire l’analyse de l’exome ou du 

génome entier ont été menées (Tableau 12). Cependant les fréquences de 
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HRD publiées sont dépendantes de nombreux facteurs liés aux études : 

technique utilisée, gènes de RH pris en compte, types histologiques de 

cancers étudiés (par exemple cancers du sein de type triple négatif versus 

tous sous-types confondus), stade du cancer (primitif ou à progression, 

localisé ou métastatique…).  

Compte tenu de la diversité et de la complexité des mécanismes en cause, l’identification 

de signatures de HRD est progressivement devenue indispensable pour évaluer l’efficacité 

de la RH plutôt que des déficiences sur des mécanismes individuels. 

 

Localisation 
tumorale 

Nombre de 
patients testés 

Fréquence de 
HRD 

Référence 

Pancréas 100 
262 

24% 
19% 

Waddell et al., 2015282 
Park et al., 2020283 

Prostate 150 
333 

19% 
19% 

Robinson et al., 2015284 
Cancer Genome Atlas Network., 2015285 

Sein 507 30% Cancer Genome Atlas Network., 2012286 

Ovaire 390 
489 

31% 
49% 

Pennington et al., 2014273 
Cancer Genome Atlas Research Network, 2011272 

Tableau 12 : Quelques fréquences de HRD publiées sur de nombreux échantillons 
(n>100) 

 

b) Les signatures HRD 

Plusieurs équipes se sont attelées à l’identification des tumeurs HRD via des 

signatures transcriptionnelles et mutationnelles. Les premières signatures sont basées sur 

la mise en évidence de grands réarrangements génomiques témoins d’une instabilité 

génomique due à un système de réparation inefficace de l’ADN. Il s’agit plutôt de 

« cicatrices », témoins d’une instabilité génomique, que de tests fonctionnels. Ces 

signatures seraient alors des biomarqueurs permettant de prédire la réponse au iPARP.287–

289  

Les premières études transcriptionnelles s’intéressent à l’expression de tumeurs 

mutées BRCA pour définir un profil BRCAness. De manière générale, ce profil montre une 

meilleure SG et prédit une réponse aux iPARP et aux sels de platine.290,291 Cependant les 

difficultés rencontrées lors des analyses transcriptomiques et les progrès technologiques 

fulgurants des analyses génomiques ont progressivement favorisé l’élaboration de 

nouvelles signatures mutationnelles.  

Le développement d’outils bio-informatiques a considérablement amélioré 

l’exploitation des analyses génomiques. Au-delà des SNV et InDels, la bioinformatique 

donne aujourd’hui accès à des données concernant la ploïdie, les nombres de copies et le 
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statut allélique de chaque région chromosomique aboutissant à un paysage de plus en plus 

précis du génome tumoral. En 2013 sur cette base, trois équipes indépendantes ont 

proposé des signatures performantes pour la HRD :  

- La signature développée à l’Institut Curie repose sur le nombre de changements 

(ou cassures) de statut chromosomique (variation du nombre de copies et/ou du 

nombre d’allèles), témoignant d’un remaniement chromosomique. De façon 

surprenante, le nombre total de cassures n’est pas corrélé au statut de RH. Mais en 

limitant la mesure aux cassures séparant de grandes régions chromosomiques de 

plus de 10 Mb (> 107 pb), la mesure du nombre de changements d’état de grande 

taille appelées LST (Large Scale state Transition) (Figure 19), est parfaitement 

corrélée au statut de RH. L’analyse combinée des LST et des données de 

séquençage pangénomique d’un nombre restreint de tumeurs montre une bonne 

corrélation entre LST et translocation interchromosomique.292 La mise au point de 

cette signature a été faite dans des séries de cancers du sein de sous-type triple 

négatif (TNBC). La signature a été ensuite validée dans l’ensemble des histotypes 

de cancers du sein et dans le cancer de l’ovaire.293,294  

- La signature développée à Boston par l’équipe d’Andrea Richardson repose sur la 

mesure du déséquilibre allélique dans les régions subtélomériques appelé TAI 

(Telomeric Allelic Imbalance) (Figure 19). Ce biomarqueur a été mis au point dans 

des TNBC et dans des cancers séreux ovariens dans lesquels sa positivité a été 

associée à une meilleure réponse initiale aux sels de platine.295  

- Celle initialement développée par la société Myriad Genetics repose sur la mesure 

globale de l’équilibre allélique c’est-à-dire de LOH. La signature HRD-LOH repose 

sur la détection de grandes régions (> 15 Mb) de perte d’hétérozygotie (Figure 

19).296  

Il est probable qu’il s’agisse de trois approches bio-informatiques mesurant le même 

paramètre d’instabilité génomique. L’exploitation de ces trois signatures a été obtenue par 

Myriad Genetics qui propose une solution commerciale (myChoice® HRD) basée sur la 

recherche de mutations et RGT des gènes BRCA et un score d’instabilité génomique appelé 

GIS (Genomic Instability Status) associant LST, TAI et LOH (Figure 19). Myriad Genetics a 

présenté un ensemble de données montrant la plus grande performance de ce score 

combiné dont le cut-off est 42, notamment pour prédire la sensibilité aux sels de platine 

et aux iPARP.297 L’utilisation de ce GIS dans un essai clinique a permis de doubler le nombre 

de femmes qui, atteintes d’un carcinome de l’ovaire, pouvaient bénéficier d’iPARP.298 Le 

GIS et le test myChoice® HRD sont par la suite progressivement apparus dans les 

recommandations cliniques internationales.299–301. Ce test n’est actuellement disponible 

que de manière délocalisée via un envoi de matériel FFPE au laboratoire Myriad de Salt 
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Lake City, la mise en place de ce test en Europe est en cours dans quelques laboratoires 

satellites. 

 

Figure 19 : Principe des trois biomarqueurs constituant le GIS de la solution commerciale 
myChoice® HRD, d’après Rodrigues et al., 2016302 

 

D’autres signatures HRD sont peu à peu développées : 

- FoundationFocus™ CDxBRCA LOH commercialisé par la société Roche (également 

disponible dans le test FoundationOne®CDx) : ce test, à ce jour utilisé uniquement 

dans les cancers ovariens, repose sur la recherche tumorale des mutations 

pathogènes des gènes BRCA et sur la détection d’une LOH rendue « high » ou 

« low » en fonction du pourcentage de perte d’hétérozygotie (avec un cut-off à 16). 

Les régions de LOH sont déduites sur les 22 chromosomes autosomes en utilisant 

le profil du nombre de copies à l'échelle du génome et les fréquences alléliques sur 

les SNP. Cette signature HRD a été validée lors de l’essai ARIEL3 dans lequel le 

statut HRD montrant un bénéfice de l’iPARP (rucaparib) dans la population 

présentant un statut HRD FoundationFocus CDxBRCA LOH est associé à une 

amélioration de la survie sans progression avec traitement d'entretien par 

rucaparib.303,304 Ce test moléculaire tumoral sur échantillon FFPE n’est aujourd’hui 

disponible que de manière externalisée. 

- AmoyDx® HRD Focus Panel (marqué CE-IVD, société AmoyDx) : il s’agit d’un test 

réalisé par la technologie HANDLE (Halo-shape ANnealing and Defer-Ligation 

Enrichment) évaluant le statut HRD par détection des mutations pathogènes des 

gènes BRCA et par un score de cicatrice génomique appelé GSS (Genomic Scar 

Score) avec cut-off à 50. Une seule étude utilisant ce test est rapportée à ce jour : 

il s’agit d’une étude chinoise évaluant l’efficacité et la tolérance de l’iPARP 

(niraparib) dans des cancers ovariens.305 

- Illumina HRD GIS via le test TruSight™ Oncology 500 à usage de recherche pour le 

moment (société Illumina) : ce test réalisé par NGS permet d’identifer des variants 
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dans 523 gènes et évalue l’instabilité microsatellitaire, le TMB et le statut HRD de 

l’échantillon tumoral testé. 

- Sophia DDM HRD Solution (société Sophia Genetics, test commercialisé en février 

2022) : ce test est basé sur l’analyse NGS d’un panel de 28 gènes combinée à la 

technique WGS « low-pass » (LP-WGS). Le LP-WGS est une technologie de NGS 

dont le principe est de séquencer le génome entier à faible profondeur et donc à 

faible coût. Les informations recueillies sur les SNP, les CNV et les déséquilibres 

chromosomiques sont exploitées par une analyse bioinformatique aboutissant à un 

score d’instabilité.  

- Développement de scores à partir de techniques SNParray : OncoScanDx (société 

ThermoFisher) et Infinium CytoCNP-850K v1.2 BeadChip (société Illumina). Le 

principe de la technique SNParray est d’identifier des déséquilibres chromosomiques 

en étudiant les fréquences alléliques d’un grand nombre de SNP. Les algorithmes 

bioinformatiques sont en cours d’étude pour définir des scores à partir des données 

produites par ces tests moléculaires. 

- Des solutions académiques sont en cours de développement et utilisent diverses 

techniques (SNParray, NGS, deepHRD, CGHarray…). 

Ainsi, la recherche d’HRD tumorale, a minima dans les cancers de l’ovaire, est 

devenue un impératif. Il semble primordial, pour des raisons de coût et de délai de prise 

en charge clinique, de réaliser la recherche d’altérations BRCA et de statut HRD lors de la 

même analyse. L’utilisation de signatures validées d’HRD dans la caractérisation génétique 

des tumeurs représente un enjeu majeur, la comparaison des différentes solutions est une 

étape importante dans le souci d’une égalité de prise en charge des patients. Les tests 

AmoyDx® HRD Focus Panel et FoundationOne®CDx ont montré une concordance, mais pas 

une équivalence totale, avec myChoice® HRD dans une étude publiée en 2021.306 La même 

équipe a comparé le score Illumina HRD GIS avec myChoice® HRD : les GIS étaient 

fortement corrélés (0,98), les prévalences des statuts HRD et des altérations BRCA étaient 

similaires et les discordances concernaient des cas avec des valeurs proches du seuil de 

positivité.307 Le test développé par Sophia Genetics n’est aujourd’hui comparé avec 

myChoice® HRD que sur de faibles nombres d’échantillons, sans données publiées à 

l’heure actuelle. 
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3.5. Indications et biomarqueurs de prescription des iPARP 

a) Cancers de l’ovaire 

On estime à environ 5190 le nombre de nouveaux cas de cancers de l’ovaire en 

2018 en France. Il s’agit du 8ème cancer le plus fréquent chez les femmes, responsable de 

3500 décès par an.5 Le cancer de l’ovaire est fréquemment découvert à un stade avancé, 

principalement sous la forme d’une carcinose péritonéale, en raison de la continuité entre 

la surface des ovaires et des trompes avec le péritoine. Le tableau clinique initial conduit 

le plus souvent à la réalisation d’une cœlioscopie exploratrice à visée diagnostique lors de 

laquelle des biopsies sont effectuées. Ces prélèvements sont souvent les seuls disponibles 

au cours de la maladie pour réaliser les tests moléculaires.  

Les cancers ovariens d’origine épithéliale représentent 90% des cas et regroupent 

des sous-types histologiques distincts qui présentent des caractéristiques génomiques 

différentes en fonction des types de dommages de l’ADN.308 Les cancers ovariens séreux 

de haut grade ou HGSOC (high grade serous ovarian cancer) représentent 70% des cancers 

épithéliaux de l’ovaire et sont ceux concernés par les indications des iPARP. Les autres 

sous-types épithéliaux sont nettement moins fréquents : endométrioïdes (environ 10%), 

à cellules claires (environ 12%), mucineux (3%), tumeurs de Brenner (1%) et histologies 

mixtes (environ 5%).309 Dans 18 à 23% des cancers ovariens, des mutations d’origine 

héréditaire augmentent le risque de développement tumoral.310,311 Deux types d’altérations 

en sont principalement responsables : les variations pathogènes des gènes BRCA1 et 

BRCA2 présentes dans 20% des HGSOC et les anomalies du système mismatch repair 

(MMR) préférentiellement retrouvées dans les sous-types endométroïdes.311,312 

Le profil moléculaire des HGSOC (Figure 20) a été largement étudié au cours de ces 

deux dernières décennies. Les altérations les plus fréquentes sont : les mutations de TP53 

retrouvées dans 96% des HGSOC, les mutations des gènes BRCA (20-25%) et d’autres 

gènes de la voie de RH, les hyperméthylations de BRCA1, les altérations du nombre de 

copies. Globalement les HRD représentent la moitié des tumeurs.272,313 
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Figure 20 : Principales altérations moléculaires identifiées dans les HGSOC, d’après Hollis 
et Gourley, 2016313  

 

La prise en charge thérapeutique des patientes atteintes de HGSOC est décidée en 

RCP et comprend une chirurgie et/ou une chimiothérapie en fonction notamment de 

l'histologie, du stade de la maladie, de l’état général et des comorbidités éventuelles de la 

patiente. La chimiothérapie standard en première ligne associe généralement carboplatine 

et paclitaxel pour une durée de 6 cycles. Depuis les années 2010, on a assisté à une 

formidable avancée dans le cancer de l’ovaire avec l’entrée de cette pathologie dans l’ère 

de la médecine personnalisée grâce aux iPARP. Des essais cliniques ont dans un premier 

temps montré une efficacité très significative des iPARP en termes de survie sans récidive 

chez les femmes atteintes de HGSOC porteuses d’une altération BRCA1 ou BRCA2 

et présentant une maladie platine-sensible. L’étude SOLO1 a prouvé la spectaculaire 

efficacité de 2 ans d’olaparib en traitement de maintenance après une chimiothérapie de 

première ligne pour les patientes de stade FIGO III/IV ayant une mutation BRCA1 ou 

BRCA2. A 5 ans, 48 % des patientes traitées par olaparib ne présentaient pas de 

progression tumorale versus 21% avec le placebo.314 L’étude SOLO-2, a étudié l’efficacité 

de l’olaparib en maintenance après une rechute platine-sensible chez les patientes ayant 

une mutation BRCA1 ou BRCA2 : la survie sans progression était de 19,1 mois sous 

olaparib versus 5,5 mois sous placebo.315 L’étude PAOLA-1 a ensuite rapporté le bénéfice 

de l’adjonction de 2 ans d’olaparib en maintenance au traitement standard par 

bevacizumab. La survie sans progression médiane était allongée de 15 mois en cas de 

mutation BRCA et de 11 mois en cas de déficit de la RH non lié à BRCA, introduisant l’HRD 

comme nouveau biomarqueur.298 Un autre inhibiteur de PARP, a été évalué en entretien 

après chimiothérapie de première ligne dans l’étude PRIMA. Dans cette étude, le niraparib 

améliorait la survie sans progression en cas de mutation BRCA ou de déficit de la RH non 
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lié à BRCA mais également, de façon plus modeste, en l’absence de déficit de la RH.316 En 

fin l’étude VELIA a montré une PFS significativement plus longue avec le veliparib (versus 

placebo) en association avec la chimiothérapie puis en traitement de maintenance.317 Ces 

différentes études, qui ne sont malheureusement pas comparables entre elles, ont abouti 

aux indications des iPARP dans le cancer de l’ovaire (Tableau 13), l’olaparib étant le premier 

iPARP à avoir obtenu son AMM en 2014.  

 

Traitement d'entretien des cancer épithéliaux avancés de haut grade de l'ovaire, en 
réponse à une première ligne de chimiothérapie à base de platine 

Olaparib En monothérapie en cas de mutation BRCA 

En association avec le bevacizumab en cas de mutation BRCA ou de statut HRD 

Niraparib En l’absence de mutation BRCA ou en cas de contre-indication au bevacizumab 

Traitement d'entretien des cancers épithéliaux de haut grade de l'ovaire récidivants et 
sensibles au platine et qui sont en réponse à une chimiothérapie à base de platine. 

Olaparib En cas de mutation BRCA 

Niraparib Quel que soit le statut BRCA, seulement dans les cancers séreux 

Rucaparib Quels que soient le statut BRCA et l’histologie 

Tableau 13. Disponibilité des iPARP en France dans le cancer de l’ovaire (mars 2022)18,19 

 

b) Cancers du sein 

En 2018, on recensait 58500 nouveaux cas de cancer du sein en France, ce qui le 

place au 2ème rang des cancers les plus fréquents dans la population générale française et 

au premier rang chez les femmes. La mortalité s’élève à 12100 décès par an en 2018. Au 

contraire du cancer de l’ovaire, 60 % des cancers du sein sont détectés à un stade précoce. 

De nombreuses actions de dépistage ont été progressivement mises en place pour diminuer 

l’incidence de cancer : autopalpation et consultation médicale en cas de modification des 

seins, examen clinique tous les ans à partir de 25 ans, mammographie de dépistage tous 

les deux ans entre 50 et 74 ans sans symptôme ni facteur de risque autre que l’âge. Des 

modalités de suivi spécifiques sont recommandées pour les femmes présentant des 

antécédents médicaux personnels ou familiaux, ou certaines prédispositions génétiques.5  

Le cancer du sein est une maladie hétérogène dont les classifications histologiques 

et cliniques ont été progressivement complétées par une classification moléculaire basée 

sur l’expression de trois marqueurs : les récepteurs aux estrogènes (RE), les récepteurs à 

la progestérone (RP), récepteurs HER2 (HER2). Actuellement, quatre sous-types sont bien 

individualisés : luminal (comprenant les sous-types A et B), basal, HER2+ et normal. Ces 

catégories moléculaires ont des pronostics différents apportant un intérêt majeur dans la 
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prise en charge thérapeutique.318 Les données du TCGA publiées en 2012 montrent que 

les profils génomiques et protéomiques présentent une hétérogénéité entre les sous-types 

mais aussi dans les sous-types de cancers mammaires (Tableau 14). A noter que, tout 

sous-type confondu, des mutations sur 3 gènes (TP53, PIK3CA et GATA3) ont une incidence 

de plus de 10%. De manière intéressante, la comparaison des tumeurs mammaires de 

sous-type basal comprenant une grande majorité de TNBC avec les tumeurs ovariennes a 

révélé de nombreuses similitudes moléculaires, laissant supposer une étiologie et des 

possibilités thérapeutiques communes. (Tableau 14)286 Enfin, on estime que 5 à 10% des 

cancers du sein féminins sont liés à une prédisposition héréditaire par mutations des gènes 

BRCA, cette fréquence augmente dans les TNBC (14 à 20% des cas).319,320 

 

 

Tableau 14 : Caractéristiques moléculaires des sous-types de cancer du sein (données 
TCGA 2012)286 

 

 

Il existe aujourd’hui de nombreux traitements utilisés dans les cancers du sein : la 

chirurgie, la radiothérapie, l'hormonothérapie, la chimiothérapie et les thérapies ciblées. 

Le choix du traitement, validé en RCP, repose sur des critères clinico-pathologiques comme 

la taille de la tumeur, l’atteinte ganglionnaire, le grade histo-pronostique, les emboles 

vasculaires, les récepteurs hormonaux, la surexpression d’HER2, le Ki67 et l’âge, mais 

aussi sur des critères génomiques. Il existe aujourd’hui 4 signatures génomiques basées 

sur l’analyse de 12 à 70 gènes (Oncotype DX, MammaPrint, Prosigna et EndoPredict) qui 

proposent des scores prédictifs de réponse à la chimiothérapie.321 Concernant les thérapies 

ciblées par iPARP, les études de phase III OlympiaD et Embraca ont permis l’obtention des 

AMM respectivement de l’olaparib et du talazoparib dans le cancer du sein localement 

avancé ou métastatique HER2 négatif et avec une mutation germinale des gènes BRCA1/2. 

Dans chacune de ces 2 études, la supériorité de l’iPARP versus une chimiothérapie a été 

démontrée sur la PFS (la médiane de PFS a été de 7,03 mois dans le groupe olaparib versus 
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4,17 mois dans le groupe chimiothérapie dans OlympiaD et 8,6 mois dans le groupe 

talazoparib versus 5,6 mois dans le groupe chimiothérapie dans Embraca). En revanche, 

la supériorité des iPARP n’a pas été démontrée sur la SG. En pratique, le choix entre 

olaparib et talazoparib est fait au cas par cas en prenant notamment en compte le profil 

de tolérance de chacun de ces traitements.19,322,323 Compte tenu de la forte incidence du 

cancer sein, ces autorisations d’iPARP en présence d’une mutation BRCA lèvent le problème 

de la population à tester. Les recommandations de l’ESMO en 2021 proposent de 

rechercher ces altérations au minimum pour les patients avec un cancer du sein récidivant 

métastatique de sous type triple négatif ou RE+ HER2- ayant progressé sous 

hormonothérapie.324,325 Des études sont en cours pour évaluer l’efficacité des iPARP en 

fonction du statut HRD, en présence de mutations somatiques ou encore dans les cancers 

du sein localisés.  

c) Cancers du pancréas 

En 2018, 14100 nouveaux cas de cancer du pancréas ont été recensés en France. 

Malgré des progrès diagnostiques et thérapeutiques, le cancer du pancréas reste un cancer 

de mauvais pronostic dont l’incidence progresse, en majorité chez les personnes de plus 

de 50 ans. Le taux de survie nette standardisée à 5 ans n’est que de 11%. Du fait d’une 

évolution longtemps asymptomatique, seuls 10 à 20 % des patients sont diagnostiqués à 

un stade où la tumeur est résécable. Plus 90% des cancers du pancréas sont des 

adénocarcinomes.5  

Les analyses moléculaires tumorales révèlent qu’une large majorité des cancers du 

pancréas présentent une mutation activatrice de l’oncogène KRAS et des altérations du 

suppresseur de tumeur TP53 (respectivement 93% et 72% selon TCGA). Les mutations 

germinales et somatiques des gènes de réparation de l’ADN BRCA2, PALB2 et ATM sont 

observées dans 8% des échantillons, représentant une classe de patients bons répondeurs 

à la chimiothérapie à base de platine et/ou aux iPARP. (Figure 21)326 Environ 10% des 

cancers du pancréas sont liés à des syndromes génétiques de prédisposition héréditaire 

dont le syndrome sein-ovaire associé à une mutation des gènes BRCA fait partie. Les 

altérations des gènes BRCA1/2 sont présentes chez 4 à 7% des patients atteints de cancer 

du pancréas, les mutations BRCA2 étant largement majoritaires.327,328 
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Figure 21 : Profil moléculaire de 149 cancers du pancréas (données TCGA)326 

 

La chirurgie et la chimiothérapie conventionnelle, parfois associées à une 

radiothérapie, sont les principaux traitements des adénocarcinomes du pancréas (seuls ou 

associés). Jusqu’en 2020, il n’existait pas de médicament disposant d’une AMM dans le 

traitement d’entretien dans cette pathologie. Les patients en première ligne (protocole 

FOLFIRINOX ou association nab-paclitaxel/gemcitabine) étaient traités jusqu’à progression 

de la maladie ou la survenue d’une toxicité importante ; ensuite le relais était pris par une 

chimiothérapie de seconde ligne. Fin 2020, les conclusions de l’étude POLO (étude de phase 

III, randomisée, en double aveugle versus placebo) ont permis l’obtention de l’AMM de 

l’olaparib dans le traitement d’entretien des patients adultes atteints d’un adénocarcinome 

du pancréas métastatique avec mutation germinale des gènes BRCA1/2 sans signe de 

progression après au minimum 16 semaines de chimiothérapie de première ligne à base 

de platine et non éligibles à la poursuite de celle-ci. En effet, un gain de PFS de +3,6 mois 

a été observé sous olaparib versus placebo dans cette population cible, sans démonstration 

de gain en SG. Cette option de traitement d’entretien concerne donc actuellement un 

nombre très limité de patients.19,329 
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d) Cancers de la prostate 

Le cancer de la prostate (PCa) représente 25 % des cancers masculins, c’est le 

cancer le plus fréquent chez l’homme. Rare avant 50 ans, son incidence augmente 

progressivement avec l’âge. C’est un cancer de bon voire très bon pronostic, avec un taux 

de survie à 5 ans élevé (93%). Le facteur pronostique majeur de ce cancer est le stade au 

diagnostic : 80 % des cancers sont diagnostiqués alors qu’ils sont encore localisés à la 

prostate. Environ 50 000 nouveaux cas de PCa sont estimés en France chaque année. La 

principale caractéristique de ce cancer est son évolution généralement lente, sur plusieurs 

années. Dans plus de 90% des cas, l'histologie du PCa est un adénocarcinome, mais on 

rencontre également des sarcomes et des carcinomes de la prostate.5 

Plusieurs classifications moléculaires de PCa ont été établies, elles peuvent être liées 

ou non à l’évolution de la maladie. Les analyses moléculaires ont permis d’identifier de 

multiples altérations génétiques récurrentes, qui conduisent à la dérégulation de différents 

processus biologiques, comme ceux impliqués dans le développement de la prostate, la 

régulation du cycle cellulaire, la voie de signalisation des androgènes, l’organisation de la 

chromatine ou la réparation de l’ADN. Parmi les altérations impliquées, les plus fréquentes 

concernent les fusions de gènes impliquant la famille de facteurs de transcription ETS, les 

mutations des gènes SPOP, FOXA1, IDH1, des altérations chromosomiques au niveau des 

gènes c-MYC, EGFR, et NKX3.1, pour les formes localisées de PCa ; auxquelles s’ajoutent 

des altérations des gènes PTEN, TP53, AR (récepteur aux androgènes), CDK12, RB1, 

CDKN1B et des gènes de réparation de l’ADN pour les formes plus avancées. (Figure 22)330  

On considère qu’environ 5% des PCa sont liés à une prédisposition héréditaire. Les 

principaux gènes identifiés dans les formes héréditaires avec un âge précoce de survenue 

sont HOXB13 impliqué dans le développement de la prostate (notamment la mutation 

G84E)331 et certains gènes de réparation de l’ADN, le plus fréquemment BRCA2, mais aussi 

ATM, CHEK2, BRCA1, PALB2, RAD51D, ATR, NBN, PMS2 (Figure 23).332  
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Figure 22 : Caractéristiques moléculaires des différents stades de cancer de la prostate330  

L’inactivation est davantage observée dans les PCa résistant à la castration (CR)* et dans les tumeurs neuro-
endocrines (NE)**. †Les altérations des voies de réparation de l’ADN sont les plus marquées dans les PCa CR et 

quasiment absent des tumeurs NE. AR : androgen receptor, LBD : ligand binding domain 

 

 

 

Figure 23 : Distribution des mutations pathogènes de gènes de réparation de l'ADN 
impliquées dans les PCa métastatiques.332 
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Plusieurs traitements peuvent être proposés dans les PCa : chirurgie, radiothérapie 

externe, curiethérapie, hormonothérapie, surveillance active. Cette stratégie dépend des 

caractéristiques du cancer déterminées lors du diagnostic : localisation, type histologique, 

stade, grade, âge, état général et comorbidités du patient. Dans les PCa, les iPARP ont 

trouvé leur place dans les stades métastatiques résistants à la castration (CPRCm). Selon 

les recommandations du Comité de Cancérologie de l’Association Française d’Urologie, la 

stratégie thérapeutique du CPRCm reposait jusqu’en 2021 sur les hormonothérapies de 

nouvelle génération (acétate d'abiratérone et enzalutamide) ou sur une chimiothérapie par 

taxane (docétaxel ou cabazitaxel). L’étude de phase III PROfound a été la première étude 

randomisée évaluant un iPARP dans le CPRCm. Cette étude a fait la démonstration d’une 

supériorité de l’olaparib par rapport à l’enzalutamide ou à l’acétate d’abiratérone dans la 

cohorte incluant les patients avec mutations BRCA1/2 ou ATM avec un gain de +3,84 mois 

en médiane de PFS radiologique (7,39 mois versus 3,55 mois) et de +4,40 mois en SG 

(19,09 mois versus 14,69 mois).333,334 L’olaparib a donc obtenu en mai 2021 une AMM en 

monothérapie pour le traitement des patients atteints d’un CPRCm, avec mutation des 

gènes BRCA1/2 (germinale et/ou somatique) et qui ont progressé après un traitement 

antérieur incluant une hormonothérapie de nouvelle génération (enzalutamide ou acétate 

d’abiratérone).19 Des études sont en cours pour évaluer l’efficacité des iPARP en première 

ligne, en association à l’abiratérone ou encore en fonction du statut HRD.  

Compte tenu de la lente évolution des PCa, l’indication des iPARP au stade 

métastatique implique l’analyse de tissus FFPE très anciens pour détecter des variations 

pathogènes des gènes BRCA. Les contraintes techniques liées au séquençage d’ADN 

tumoral très altéré entraine le développement progressif de ces analyses sur l’ADNtc. Mais 

la détection des altérations sur l’ensemble de ces deux gènes suppresseurs de tumeurs 

dans l’ADNtc est encore un défi.  

 

3.6. Interprétation des VSI des gènes BRCA1 et BRCA2 pour la 
prescription des iPARP : place des tests fonctionnels 

a) VSI de BRCA1 et BRCA2 

Le développement des consultations d’oncogénétique, des iPARP et du NGS ont 

permis de mettre en évidence des milliers de variants BRCA1 et BRCA2. Les différentes 

bases de données classifient de nombreux polymorphismes et variants pathogènes mais 

aussi un grand nombre de VSI qui restent aujourd’hui à annoter que ce soit dans un but 

de conseil génétique ou dans un but théranostique. En avril 2021, environ 40 000 et 25 

000 variants BRCA1/BRCA2 ont été signalés dans les bases de données internationales 

BRCAexchange et ClinVar, respectivement, dont près de 80% et 50%, respectivement, ne 



CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle  
de variants somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie                   79 

sont pas classés en termes d'effet pathogène.335 La plupart des variants présents dans ces 

bases sont des variants constitutionnels, quelques-uns sont somatiques. Comme le 

montrent les données de la base française FrOG (French OncoGenetics) qui remplace la 

base UMD-BRCAshare (Figure 24), le nombre de VSI est en constante augmentation 

compte tenu des extensions d’indications des iPARP dans différentes localisations 

tumorales.  

Il existe trois abords pour évaluer ces VSI BRCA1/2 :  

- L’abord clinique (pour les variants constitutionnels) via l’étude de co-ségrégation 

familiale du VSI avec la maladie, l’histoire familiale, les caractéristiques tumorales. 

En France, le Groupe génétique et cancer (GGC) d’Unicancer, créé en 1991, évalue 

les risques familiaux de cancer, élabore les recommandations de prise en charge 

des familles et contribue à l'amélioration des connaissances sur les 

prédispositions génétiques aux cancers. Selon les données du GGC, en 2010, une 

mutation causale utilisable pour le conseil génétique est mise en évidence dans 

environ 13% des cas index testés. Des VSI concernent 11000 familles pour BRCA1 

et 13500 familles pour BRCA2, ils sont mis en évidence chez plus de 10% des 

patients testés. Pour ces familles, des tests génétiques ne peuvent pas être 

proposés aux apparentés et le conseil génétique est orienté par l’histoire familiale. 

Depuis 2012 et jusqu’en décembre 2022, le GGC et l’Institut Curie proposent 

partout en France un protocole de recherche appelé COVAR qui organise des études 

de co-ségrégation pour les VSI de BRCA1/2 et PALB2, afin de définir le caractère 

causal ou non de ces variations. A ce jour, parmi les 653 variants sélectionnés dans 

l’étude COVAR, 101 variants distincts partagés par 1 624 familles ont été classés 

comme étant pathogènes/probablement pathogènes ou bénins/probablement 

bénins grâce à cette étude. Soixante-six des 101 variants classés par COVAR 

seraient restés des VSI sans les données de co-ségrégation qui s’avèrent donc être 

un outil puissant de classification.336,337 

- L’abord bioinformatique avec les signatures notamment HRD (développées 

précédemment) et les outils de prédiction in silico (qui ne seront pas détaillés dans 

ce manuscrit). 

- L’abord biologique via l’étude fonctionnelle du VSI qu’elle soit in vitro ou in vivo 

(paragraphe ci-après).  
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Figure 24 : Augmentation du nombre de variants dans la base de données FrOG depuis 
2012, d’après Caputo et al., 2021337 

 

La caractérisation fonctionnelle des variants est un enjeu majeur en oncogénétique 

et en thérapeutique. Certaines approches ont été proposées mais sont difficilement 

applicables en pratique clinique quotidienne, par exemple l’étude de l’inactivation de 

BRCA1/2 consistant à mettre en évidence l’arrêt de la relocalisation de RAD51 sur les sites 

de dommages et donc la disparition des foci nucléaires. A l’heure actuelle ces tests ne sont 

pas validés comme marqueurs de prédiction de réponse au iPARP.292,338 Les approches 

fonctionnelles les plus intéressantes à ce jour sont celles utilisées pour mettre en évidence 

les anomalies d’épissage et celles utilisant très récemment les technologies d’édition 

génomique CRISPR-Cas9. 
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b) Caractérisation biologique fonctionnelle des VSI d’épissage des 
gènes BRCA1 et BRCA2 

L’épissage est un processus extrêmement dynamique qui met en jeu de multiples 

signaux et des facteurs de régulation permettant une régulation complexe très fine de ce 

mécanisme moléculaire. La complexité de celle-ci est illustrée notamment par la spécificité 

tissulaire de certains épissages alternatifs339 mais également par les modifications de 

l’épissage observées lors du processus de tumorigenèse340. Concernant les gènes BRCA, 

des travaux menés à partir de matériels biologiques dérivés de sang d’individus témoins 

ont permis de détecter expérimentalement par RT-PCR, en plus du transcrit de référence, 

la présence de 68 et 27 transcrits alternatifs générés à partir des gènes BRCA1 et BRCA2, 

respectivement.341–343 A noter que toutes les isoformes ne conduisent pas 

systématiquement à une protéine ou une protéine fonctionnelle.344 L’épissage peut être 

altéré par des variations génétiques, si celles-ci touchent un des nombreux acteurs 

intervenant dans ce processus avec pour conséquence éventuelle une modification du profil 

d’épissage des transcrits. Théoriquement toute variation nucléotidique, qu’elle soit 

exonique ou intronique, est susceptible d’altérer l’épissage.345 Ces anomalies d’épissage, 

sont très fréquentes puisque 9% des variations pathogènes de BRCA1 seraient des variants 

d’épissage.346 De nombreux outils bioinformatiques de prédiction mais également un 

certain nombre d’approches expérimentales ont été implémentés dans le but de contribuer 

à la mise en évidence et à l’interprétation précise des variations à l’origine d’un défaut 

d’épissage.  

Les approches expérimentales de détection des anomalies d’épissage induites par 

des variations génétiques reposent sur une analyse comparative des profils d’épissage des 

transcrits exprimés dans le contexte sauvage avec ceux produits dans le contexte muté. 

Ces données de nature qualitative et semi-quantitative sont essentielles pour appréhender 

les conséquences fonctionnelles et donc le caractère pathogène potentiel des mutations 

splicéogéniques. 

- Analyse des profils d’épissage des transcrits par RT-PCR à partir d’ARN de patients : 

après migration des produits de RT-PCR par électrophorèse sur gel d’agarose, les profils 

d’épissage obtenus pour les échantillons sont comparés et les différents amplicons 

observés sont isolés et séquencées afin de déterminer la nature exacte des isoformes 

produites. La simple migration des produits de RT-PCR sur gel d’agarose ne permet a 

priori ni de discriminer les transcrits présentant une faible différence de taille ni 

d’évaluer avec précision les taux relatifs des différents transcrits potentiellement 

produits.347–349 Plus récemment, des approches quantitatives ont été intégrées à la RT-

PCR, ainsi l’analyse de la cinétique complète de la réaction d’amplification permet 

d’obtenir une quantification précise des transcrits : PCR temps réel350, PCR digitale351. 
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- Analyse de l’expression allélique à partir de l’ARN de patients : Le but est d’appréhender 

la contribution précise de l’allèle muté dans la production respective des transcrits 

normaux et aberrants. L’une des méthodes les plus utilisées est celle basée sur 

l’extension d’amorces, appelée SNuPE (Single Nucleotide Primer Extension) ou 

SNaPshot. Cette technique repose sur l’extension d’une amorce hybridée sur l’ADNc en 

5’ ou 3’ de la variation exonique d’intérêt. L’extension de cette amorce via 

l’incorporation de didésoxyriboNucléotides TriPhosphates (dNTP) fluorescents 

complémentaires à la séquence d’intérêt permet de discriminer les transcrits produits 

à partir de l’allèle sauvage ou muté. Cette approche permet de détecter avec précision 

un éventuel déséquilibre allélique résultant de la dégradation par le système de 

régulation nonsense-mediated decay (NMD) de l’allèle porteur d’un codon stop 

prématuré mais également d’évaluer la sévérité du défaut d’épissage induit par la 

variation. Ces deux points ont pu être mis en évidence dans le cas de variations 

localisées dans les gènes BRCA.352 L’analyse de l’expression allélique peut également 

être appréhendée par la méthode quantitative de pyroséquençage qui peut de la même 

manière directement cibler la variation d’intérêt dans l’ADNc du patient. Cette 

technique permet, de détecter la perte d’expression d’un allèle et de quantifier l’impact 

de variations exoniques sur les profils d’épissage des transcrits comme démontré dans 

le cas de variations exoniques du gène BRCA2.348 

 

- Analyses des défauts d’épissage par la technique de RNA-seq : L’étude du 

transcriptome par RNA-seq présente le double avantage de déterminer la séquence de 

l’ensemble des transcrits exprimés dans un échantillon et d’estimer leurs taux relatifs. 

Le RNA-seq ciblé est une approche visant à concentrer l’analyse sur les transcrits de 

certains gènes permettant la détection d’un plus grand nombre d’isoformes d’épissage. 

Les épissages alternatifs naturels des gènes BRCA ont ainsi pu être caractérisés et sont 

une aide à l’interprétation des variations splicéogéniques à l’origine d’évènements 

aberrants d’épissage.353,354 Le RNAseq ciblé permet donc à la fois d’identifier 

d’éventuelles anomalies d’épissage résultant de VSI mais également d’analyser 

l’expression allélique. Cette approche est cependant dépendante de la disponibilité de 

l’ARN extrait à partir d’un matériel biologique du patient et ne tient pas compte de la 

dégradation éventuelle de certains transcrits par le système NMD.  
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- Autres approches expérimentales : minigènes et transgènes 

Des approches expérimentales évaluant l’effet de l’introduction de variations sur 

l’épissage dans des systèmes plus ou moins artificiels ont été développées.  

Les méthodes de clonage moléculaire basées sur l’utilisation de minigènes permettent 

de caractériser finement l’effet des variations sur l’épissage. Le principe repose sur la 

transfection transitoire dans des cellules de vecteurs d’expression comportant un 

promoteur capable d’induire la transcription d’une séquence d’intérêt appelée minigène 

(séquences comprenant au moins deux exons séparés par un intron, représentant ainsi 

une version simplifiée d’un gène multi-exon). Après la transfection en parallèle des 

minigènes sauvage et muté, il est alors possible de réaliser une analyse comparative 

de leurs profils d’épissage par RT-PCR et séquençage. Cette approche est utilisée pour 

la caractérisation fonctionnelle de variation d’épissage dans différentes régions des 

gènes BRCA1 et BRCA2.355,356. 

Plus récemment, des tests basés sur l’utilisation de transgènes ont été développés pour 

étudier l’effet des variations sur l’épissage dans un contexte génomique le plus naturel 

possible. Ainsi, l’approche FLGSA, (Full-Length Gene Splicing Assay) utilise la 

transfection d’un vecteur d’expression renfermant certains gènes, du codon d’initiation 

de la traduction au codon de terminaison de la traduction.357 Des vecteurs spécifiques 

appelés BAC (Bacterial Artificial Chromosome), dans lesquels il est possible de cloner 

de larges fragments génomiques (jusqu’à 300 Kb) peuvent renfermer l’intégralité des 

gènes humains BRCA1 ou BRCA2 (avec leurs promoteurs respectifs) pour étudier 

l’impact des variations sur l’épissage mais également sur la fonction de la protéine 

(survie cellulaire, activité de RH et sensibilité à certains agents génotoxiques). Après 

introduction de ces vecteurs sauvages ou mutés dans des cellules souches de souris, 

l’impact des variations introduites par mutagenèse est examiné par l’analyse RT-PCR 

des profils d’épissage des transcrits produits à partir des transgènes BAC.358,359 

Ces stratégies permettent de se rapprocher du contexte génomique naturel mais elles 

requièrent l’expression d’un transgène. Afin de dépasser cette limite, il est aujourd’hui 

possible d’introduire les variations génétiques d’intérêt, non limitée aux variations 

d’épissage, directement dans le locus chromosomique endogène grâce notamment à 

un changement de paradigme d’ingénierie ciblée du génome par les méthodes dérivées 

initialement de l’édition génomique par le système CRISPR-Cas9 (Clustered Regulatory 

Interspaced Palindromic Repeats - CRISPR associated 9). 
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c) Caractérisation biologique fonctionnelle des VSI des gènes 
BRCA1/2 par édition génomique CRISPR-Cas9 

Cette rupture technologique CRISPR-Cas9 développée par le Dr Charpentier et le 

Dr Doudna (Prix Nobel de Chimie 2020) s’impose aujourd’hui comme la stratégie privilégiée 

d’édition du génome étant donné sa versatilité, sa précision satisfaisante, sa simplicité 

relative et son faible coût.  

L’approche CRISPR-Cas9 utilise l’endonucléase Cas9 qui réalise une coupure double 

brin de l’ADN au niveau d’une séquence précise, reconnue par l’intermédiaire d’un ARN 

guide (ARNg). Cet outil d’origine procaryote permet une défense contre les infections 

virales (appelées bactériophages) en clivant l’ADN viral.360 Cette réaction immunitaire peut 

être divisée en trois phases. Tout d’abord la phase d’acquisition lors de laquelle un 

fragment viral est capturé et intégré comme « spacer » entre les loci palindromiques : il 

servira alors de mémoire génétique en cas de nouvelle infection par ce même virus. Ensuite 

vient la phase d’expression du pre-crRNA (CRISPR RNA) puis crRNA, homologue au génome 

du bactériophage, lors de la nouvelle infection. Enfin, l’étape d’interférence correspond à 

l’hydrolyse endonucléasique de la cible par le complexe ribonucléoprotéique crRNA-Cas9 

dégradant l’ADN viral. La librairie de fragments viraux ainsi constituée joue alors le rôle de 

mémoire immunitaire pouvant être transmise à la descendance, CRISPR-Cas9 fait donc 

partie de l’immunité innée bactérienne. (Figure 25)361 

 

Figure 25 : Les trois étapes du système immunitaire adaptatif bactérien CRISPR-Cas : 
acquisition, biogénèse du crRNA et interférence de l'ADN viral361 
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Après sa découverte, ce mécanisme a été adapté afin de servir d’outil d’édition 

génomique dans divers types cellulaires. Pour cela, deux éléments sont indispensables : 

l’endonucléase Cas9 et l’ARNg. Cet ARNg est constitué de deux parties : le crRNA 

complémentaire de la cible et le tracrRNA (transactivating CRISPR RNA) qui associe l’ARNg 

à la Cas9. Autre élément important, le motif PAM (protospacer adjacent motif) est situé 

directement en aval de la séquence ciblée par l’ARNg, la coupure double est réalisée 3 

nucléotides en amont de ce PAM. Le motif NGG de ce PAM est caractéristique de la Cas9 

mais peut varier en fonction des espèces procaryotes dont proviennent les Cas. Les Cas 

existantes sont nombreuses, elles sont liées à l’évolution des virus et dépendent également 

des espèces bactériennes dont elles proviennent.362,363 Actuellement si la Cas9 est la plus 

utilisée, d’autres Cas comme Cpf1364 ou Cas12b365, présentant des caractéristiques et 

spécificités différentes, seraient également utilisables. L’édition génomique CRISPR-Cas9 

offre des applications multiples dont l’interprétation des VSI sur la réalisation de « knock-

in » avec insertion de mutations précises dans un modèle cellulaire. 

Dès 2014, l’équipe du Dr Shendure a mis à profit cette technologie pour étudier 

l’impact, au niveau des transcrits, de toutes les variations possibles localisées dans l’exon 

18 du gène BRCA1 de cellules humaines haploïdes. Couplée à l’utilisation d’une librairie 

complexe de matrices porteuses des mutations, cette approche de saturation par édition 

du génome (SGE, Saturation Genome Editing) a permis d’analyser simultanément l’effet 

d’un grand nombre de variations introduites dans le génome des cellules transfectées. Ces 

travaux ont permis d’identifier de très nombreuses variations splicéogéniques responsables 

de la modification de régions de régulation de l’épissage.366 De façon tout à fait 

remarquable, après cette preuve de concept, cette approche a été utilisée pour l’analyse 

de près de 4 000 substitutions ponctuelles localisées dans 13 exons fonctionnellement 

essentiels (exons 2 à 5 et 15 à 23) et aux régions introniques flanquantes de ces exons 

dans ce même gène BRCA1. Ainsi, cette approche permet de relier chacune des multiples 

variations testées dans une seule et unique expérience à un phénotype moléculaire 

(abondance des transcrits) ou cellulaire (survie) sous la forme d’un score de fonctionnalité 

individuel. En effet, l’impact de chacune des milliers de variations testées a été évalué sur 

la base de l’analyse par RNAseq de l’abondance des transcrits mais également sur la 

capacité à produire une protéine BRCA1 fonctionnelle, indispensable à la survie des cellules 

utilisées dans cet essai. Les données générées dans le cadre de cette étude ont été en 

partie validées sur la base de la concordance observée (≥ 96%) avec la classification 

établie pour une série de variations pathogènes et neutres. (Figure 26)367  

La mise en place de l’édition génomique comme outil de caractérisation 

fonctionnelle des VSI de BRCA1 et BRCA2 est un des enjeux de cette thèse, et ce avec la 

contrainte de respecter les délais de prise en charge du patient.  
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Figure 26 : Schéma expérimental de SGE introduisant tous les SNV dans les domaines 
RING et BRCT de BRCA1. D’après Findlay et al., 2018367 
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OBJECTIFS DE LA THESE 
 

Lors des deux dernières décennies, le développement et la profusion des thérapies 

ciblées en cancérologie a transformé le concept de médecine de précision ou personnalisée 

en une réalité. Désormais, les plateformes de génétique moléculaire des cancers réparties 

en France effectuent des dizaines de milliers de tests chaque année pour caractériser 

morphologiquement et moléculairement le plus finement possible chaque tumeur afin de 

les traiter de la façon la plus spécifique possible. La quantité de données nécessaires ne 

fait que croitre de manière à préciser de plus en plus le paysage de la tumeur et de son 

environnement. L’obtention, le délai de production de données et leur interprétation sont 

ainsi un enjeu capital pour la prise en charge optimale des patients par les innovations 

pharmacologiques disponibles et en forte croissance.  

Le premier volet de ce travail repose sur les enjeux technologiques de la détection des 

mutations du gène EGFR pour permettre une prise en charge optimisée des patients 

éligibles aux thérapies ciblées dans les CBNPC au diagnostic et lors des récidives.  

Le deuxième volet de cette thèse repose sur l’interprétation des altérations génétiques 

de la tumeur et la validation biologique fonctionnelle, pour différencier les variants à impact 

fonctionnel fort des variants sans effet biologique et ainsi reclassifier les VSI. Cet aspect 

est fondamental en ce sens qu’il peut déterminer le choix thérapeutique du clinicien envers 

son patient et ne se limite pas aux différents prédicteurs. De ce fait, une attention 

particulière a été apportée sur la réalisation de ces analyses dans un temps compatible 

avec la prise en charge du patient concerné par la présence d’un VSI. Ce travail a ainsi été 

réalisé sur les variants des gènes suppresseurs de tumeur BRCA1 et BRCA2 impliqués dans 

la réparation de l’ADN par RH, les altérations pathogènes de ces gènes donnant accès aux 

thérapies ciblées par iPARP. Deux approches ont été utilisées : d’une part la caractérisation 

des défauts d’épissage à partir d’ARN tumoral du patient par RT-PCR et clonage rapide des 

produits de RT-PCR, et d’autre part l’évaluation rapide in vitro des VSI par édition du 

génome en utilisant la technologie CRISPR-Cas.  
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1. DETECTION DES MUTATIONS EGFR DANS LES CBNPC 

Dès la première ligne de traitement, la détection des mutations activatrices du domaine 

tyrosine kinase de l’EGFR est un enjeu majeur dans la prise en charge des CBNPC 

métastatiques. En effet, cette analyse conditionne l’accès aux ITK-EGFR, thérapie ciblée 

orale ayant montré un important bénéfice pour les patients en terme de survie sans 

progression et de survie globale. Lors de la progression, des altérations de résistance on 

target mais aussi off target doivent être recherchées sur tissu tumoral ou dans l’ADNtc, 

dans le but d’adapter la thérapeutique le plus rapidement possible. Dans les laboratoires 

de génétique tumorale, cette caractérisation moléculaire des CBNPC peut être restreinte 

aux mutations bien documentées de l’EGFR, ou plus large par NGS pour séquencer 

exhaustivement les exons concernés de l’EGFR mais aussi d’autres cibles d’intérêt 

théranostique dont le panel s’élargit continuellement au cours de ces dernières années.  

Nous avons réalisé une étude prospective comparant la caractérisation de l’EGFR sur 

une technique ciblée et rapide (automate Idylla - Biocartis) ou plus étendue par NGS (Ion 

Torrent). Cent échantillons tumoraux FFPE ont été testés parallèlement par les deux 

techniques et la comparaison a porté sur les aspects techniques et pratiques au laboratoire. 

 

ARTICLE 1 : CARACTERISATION MOLECULAIRE DE L’EGFR DANS LES CANCERS 

BRONCHIQUES NON A PETITES CELLULES : ETUDE PROSPECTIVE COMPARATIVE 

DES TECHNOLOGIES NGS ET AUTOMATE IDYLLA 

Louise-Marie Chevalier, Amandine Billaud, Christophe Passot, Adélaïde Renoult, Frédéric 

Bigot, Véronique Verrièle, Alain Morel 

Publié le 18 février 2020 – Annales de Pathologie 
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DISCUSSION ARTICLE 1 

Cette étude prospective avait pour objectif de comparer deux technologies : le 

système de PCR temps réel entièrement automatisé Idylla ciblant 51 mutations de l’EGFR 

et le séquençage par NGS d’un panel de 21 gènes comprenant les exons 18 à 21 de l’EGFR.  

Du point de vue du matériel tumoral, les 100 échantillons ont parfaitement mis en 

lumière les contraintes auxquelles sont confrontés les laboratoires de biologie moléculaire 

en termes de qualité et quantité de matériel pour les CBNPC. En effet, quasiment la moitié 

des prélèvements avaient une cellularité tumorale inférieure ou égale à 30% dont 19 

estimée à 10% par le pathologiste. Il est donc évident que la première qualité attendue 

pour les techniques de détection des mutations de l’EGFR est la meilleure sensibilité 

possible, celle-ci étant prioritaire sur la facilité d’utilisation de la technique, ce qui permet 

de maximiser les chances d’accès aux thérapies ciblées et en particulier pour cette étude 

aux ITK-EGFR. 

Concernant la recherche de mutations activatrices EGFR, la technique NGS s’est 

avérée supérieure à la technique automatisée Idylla en termes de sensibilité et en termes 

d’efficacité de détection de la mutation de résistance p.Thr790Met aux ITK-EGFR de 

première et deuxième générations. Depuis cette publication en 2020, le débat concernant 

la recherche de mutations EGFR a changé pour deux raisons. D’une part, l’osimertinib (ITK-

EGFR de troisième génération) est recommandé et autorisé dès la première ligne de 

traitement des CBNPC quelle que soit la mutation activatrice de l’EGFR (en dehors des 

insertions de l’exon 20). Cependant la détection des mutations de résistance on target 

secondaires à l’osimertinib est devenue incontournable pour orienter la prise en charge 

thérapeutique à progression. La plupart de ces mutations de résistance, dont la plus 

fréquente p.Cys797Ser368, ne sont pas détectées par les kits commerciaux de PCR temps 

réel les plus utilisés (Cobas EGFR Mutation Test v2, Therascreen EGFR RGQ PCR Kit v2, 

Idylla EGFR Mutation). D’autre part, de nouvelles opportunités thérapeutiques sont 

apparues récemment, et plus particulièrement les médicaments ciblant les insertions de 

l’exon 20 de l’EGFR (poziotinib, mobocertinib, amivantamab). Les kits commerciaux sus-

cités ne détectent que les insertions de l’exon 20 les plus fréquentes et avec une sensibilité 

variable, entrainant une perte d’information importante sur l’addiction oncogénique de la 

tumeur et une perte de chance pour le patient à partir de la deuxième ligne de traitement.  

Malgré les efforts des industriels pour la mise en place de techniques simples et 

rapides de détection des mutations activatrices de l’EGFR, le NGS reste à ce jour la 

technique de choix dans ce cadre.  

Par ailleurs, le NGS présente l’avantage de permettre la détection d’altérations 

autres que les mutations de l’EGFR, ces altérations permettent de mieux comprendre le 
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mécanisme de tumorigénèse de chaque tumeur et d’élargir le champ de la médecine 

personnalisée dans le CBNPC. Notre travail a mis en évidence cet avantage du NGS (avec 

un panel de 21 gènes comprenant les cibles recommandées par l’INCa) avec la détection, 

parmi les 100 échantillons testés, de mutations activatrices de KRAS (dont 10 mutations 

p.Gly12Cys donnant accès au sotorasib) parfois associées à des mutations du gène 

suppresseur de tumeurs STK11, de mutations altérant l’épissage de l’exon 14 de MET, 

d’insertions dans l’exon 20 d’HER2, de mutations activatrices de BRAF ou encore de NRAS.  

De plus, le séquençage de l’ARN par NGS (RNAseq) s’est largement développé ces 

dernières années, permettant de détecter de manière sensible et spécifique de nouvelles 

altérations de type réarrangements génomiques aboutissant à des transcrits de fusions 

pour lesquels des thérapies ciblées sont aujourd’hui autorisées (fusions impliquant NTRK, 

ALK, ROS1, RET ou MET avec différents partenaires). Ainsi, en amont du NGS, une 

extraction des acides nucléiques totaux à partir d’échantillons tumoraux (FFPE ou congelés) 

permet une stratégie parallèle (analyse simultanée par NGS ciblée sur ADN et ARN) ou une 

stratégie séquentielle (analyse par NGS ciblée sur ADN dans un premier temps puis, en 

absence de driver retrouvé au niveau des gènes EGFR, BRAF, KRAS, ERBB2 et MET, une 

analyse ciblée sur ARN réalisée dans un deuxième temps). Il faut noter que moins de 47% 

des tumeurs de CBNPC sont pan-négatives sur ces drivers. L’équipe de Cohen et al. 

propose en 2020 une évaluation comparative de ces deux stratégies d’analyse moléculaire 

de CBNPC (Figure 27) et recommande une stratégie flexible en fonction du statut 

tabagique : les non-fumeurs devraient bénéficier d’une stratégie simultanée et les fumeurs 

d’une stratégie séquentielle. En effet, parmi les tumeurs de non-fumeurs testées, 22% 

présentaient une fusion ou une anomalie d’épissage versus 2% pour les fumeurs.369 En 

pratique et en attente de recommandations de l’INCa ou des sociétés savantes, les 

paramètres à prendre en compte sont l’équipement du laboratoire, l’accès au statut 

tabagique du patient, le coût des tests qui doit rester cohérent avec leur remboursement 

et le délai de rendu des résultats pour une prise en charge compatible avec la mise en 

place rapide d’un traitement.  
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Figure 27 : Approches parallèle et séquentielle pour l’analyse moléculaire des CBNPC.  
D’après Cohen et al.369 

 

En outre, l’analyse moléculaire de l’ADNtc s’est largement développée dans le 

contexte de CBNPC. Compte tenu de la faible quantité d’ADNtc, cette recherche doit être 

réalisée avec des techniques d’une grande sensibilité analytique. Certaines techniques 

ciblées commerciales comme le kit Cobas EGFR Mutation Test v2 marqué CE-IVD 

annoncent une très bonne sensibilité dans l’ADNtc pour les mutations les plus fréquentes 

d’EGFR, d’autres ne sont qu’au stade du développement (Société Biocartis). La sensibilité 

du NGS, généralement aux alentours de 2% de fréquence allélique, a été nettement 

améliorée ces dernières années grâce à une nouvelle approche visant à étiqueter les 

fragments d’ADN par des barcodes moléculaires uniques appelés UMI (Unique Molecular 

Identifiers) avant toute étape d’amplification par PCR. Cette approche a permis de détecter 

et même corriger les erreurs dans les lectures (reads) issus du NGS ainsi que de quantifier 

avec précision le nombre des molécules initiales d’acides nucléiques. L’utilisation d’UMI 

dans les panels de gènes de NGS est particulièrement utile dans le cadre de l’analyse de 

l’ADNtc mais elle reste cependant couteuse. 

En conclusion concernant ce premier article, malgré un temps un peu plus long, la 

supériorité du NGS pour l’analyse moléculaire des CBNPC s’impose aujourd’hui pour 

l’exhaustivité des cibles recherchées, pour sa grande sensibilité notamment dans l’ADNtc 

grâce aux UMI, et pour le séquençage d’ARN en deuxième voire en première intention. 

Cependant, les techniques ciblées peuvent trouver leur place en cas d’urgences extrêmes. 
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2. INTERPRETATION FONCTIONNELLE DES VSI BRCA1 et BRCA2 

Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont des gènes suppresseurs de tumeur principalement 

impliqués dans les voies de réparation de l’ADN. La mise en évidence d’altérations 

pathogènes de ces gènes présente un double enjeu en cancérologie : d’une part 

l’implication dans une prédisposition héréditaire à certains cancers et d’autre part en tant 

que biomarqueur d’une sensibilité accrue aux thérapies ciblées orales par iPARP.  

En génétique tumorale, la recherche de variations pathogènes des gènes BRCA requiert 

un séquençage complet des parties codantes et introniques avoisinantes par NGS. Les 

variants qui en résultent sont répartis sur toute la longueur des gènes et le rôle des 

laboratoires est d’évaluer leur pathogénicité en se basant sur des algortihmes décisionnels 

utilisant des bases de données, des critères cliniques et de co-ségrégation, des outils de 

prédiction informatiques ou encore des données fonctionnelles. Le développement du NGS, 

des consultations d’oncogénétique et des iPARP ont progressivement permis de mettre en 

évidence des milliers de variants BRCA1 et BRCA2 incluant un grand nombre de VSI qui 

restent aujourd’hui à annoter que ce soit dans un but de conseil génétique ou dans un but 

théranostique. Pour progresser dans la caractérisation de ces VSI BRCA1 et BRCA2, le 

développement de tests fonctionnels s’impose. Par ailleurs, en génétique somatique, seuls 

des échantillons FFPE sont disponibles et la qualité des acides nucléiques de ces 

échantillons est médiocre. 

Ainsi nous proposons deux méthologies d’évaluation fonctionnelle de VSI BRCA 

adaptées à la contrainte des tissus FFPE et réalisables dans un délai compatible avec les 

impératifs de prise en charge des patients par les thérapies ciblées. L’article 2 expose une 

démarche expérimentale limitée aux variants d’épissage du gène BRCA1, applicable à 

d’autres gènes. A partir de l’ARNm extrait de tissus tumoraux FFPE, le principe repose sur 

une analyse par électrophorèse capillaire après transcription inverse puis amplification par 

PCR pour visualiser les potentiels sauts d’exons ou rétentions d’introns. La méthodologie 

présentée dans l’article 3 permet quant à elle la caractérisation fonctionnelle de VSI non 

limitée aux altérations d’épissage et basée sur la technologie d’édition génomique CRISPR-

Cas9. Chaque mutation est évaluée par un score fonctionnel. Cette méthodologie est 

applicable à tous les gènes suppresseurs de tumeurs essentiels dans un modèle unique.  
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ARTICLE 2 : SOMATIC mRNA ANALYSIS OF BRCA1 SPLICE VARIANTS PROVIDES 

A DIRECT THERANOSTIC IMPACT ON PARP INHIBITORS  

Louise-Marie Chevalier, Amandine Billaud, Sabrina Fronteau, Jonathan Dauvé, Anne 

Patsouris, Véronique Verriele and Alain Morel 

Publié le 2 mars 2020 – Molecular Diagnosis & Therapy 
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DISCUSSION ARTICLE 2 

La détection dans la tumeur de variations pathogènes des gènes BRCA1 et BRCA2, 

qu’elles soient somatiques ou constitutionnelles, conditionne la prise en charge du patient 

et l’accès aux thérapies ciblées par iPARP. Les localisations concernées par ces indications 

se multiplient (ovaire, sein, pancréas, prostate) générant un nombre croissant d’analyses 

NGS entrainant inexorablement la mise en évidence d’une myriade de VSI au niveau de 

ces deux gènes. L’interprétation de ces VSI est donc devenu un enjeu majeur pour les 

laboratoires de génétique tumorale. Théoriquement, tous les VSI sont susceptibles 

d’impacter l’épissage, le type d’évènement d’épissage alternatif le plus fréquemment 

détecté dans les gènes BRCA étant le saut d’un ou de plusieurs exons. 

A partir de l’ARNm de tissus tumoraux FFPE, 5 variants du gène BRCA1 ont été 

étudiés. L’analyse par électrophorèse capillaire après transcription inverse puis 

amplification par PCR permet de visualiser les potentiels sauts d’exons ou rétentions 

d’introns. Un clonage suivi d’un séquençage de Sanger a permis de vérifier la présence de 

sauts d’exons chez 4 des 5 patients (c.5194-2A>G, c.5434C>G, c.547+1G>A et 

c.4484+5G>A). Pour le 5ème, le matériel extrait était de qualité insuffisante pour être 

analyser par cette technique. A noter que, depuis la publication de cet article, 

l’interprétation dans ClinVar du variant c.547+1G>A est passé de « Likely pathogenic » à 

« Pathogenic / Likely pathogenic » et celle du variant c.4484+5G>A de « Uncertain 

significance » à « Conflicting interpretations of pathogenicity » suite à une soumission de 

ce variant l’évaluant en classe IV.370 Ces modifications vont dans le sens de nos résultats. 

Le principal avantage de cette approche d’évaluation de VSI est qu’elle peut permettre de 

mettre en évidence une anomalie d’épissage dans un temps compatible avec la mise en 

place d’un traitement par iPARP.  

Pour analyser pleinement l’impact d’une variation splicéogénique, il est essentiel 

d’évaluer la contribution de l’allèle muté dans la production respective des transcrits 

aberrants, d’une part, et des transcrits normalement épissés, d’autre part. En effet, les 

modifications apportées aux pré-ARNm telles que des sauts d’exon peuvent être à l’origine 

d’un décalage du cadre de lecture responsable de l’introduction d’un codon stop prématuré 

dans les molécules d’ARNm mature. Ces transcrits porteurs d’un codon stop prématuré 

peuvent être dégradés par le système de surveillance NMD évitant ainsi la production de 

certaines protéines tronquées susceptibles d’inhiber la fonction de la protéine pleine 

longueur.371 Dans ce travail, l’analyse du niveau d’expression des transcrits mutés a été 

réalisée par RT-qPCR. De manière intéressante, cette analyse s’est montrée corrélée au 

devenir des patients traités par iPARP (Figure 3 et Table 4) : le patient dont l’expression 

du transcrit muté était supérieure à celle du transcrit non muté a montré la réponse la plus 

longue aux iPARP. Cette corrélation entre impact transcriptionnel et réponse au traitement 
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serait à étudier dans une cohorte plus importante pour comprendre la plus ou moins grande 

sensibilité des patients présentant pourtant tous des variants pathogéniques. 

Cependant, cette approche présente certaines limites :  

- Si aucune anomalie n’est détectée sur l’ARN tumoral, cette technique ne permet en 

aucun cas d’exclure une anomalie d’épissage. 

- Il faut connaitre l’exon susceptible d’être concerné par l’anomalie d’épissage, car le 

design des amorces dépend de cette information. S’il y a un saut d’un autre exon, il ne 

sera pas mis en évidence. 

- Un saut d’exon ou la perte d’un fragment d’exon n’est pas systématiquement associé 

à une perte de fonction de la protéine. Si la majorité des transcrits alternatifs des gènes 

BRCA induisent un décalage du cadre de lecture conduisant à l’introduction d’un codon 

stop prématuré potentiellement cible du NMD ou sont non-codants à la suite de 

l’élimination du codon d’initiation de la traduction, certains transcrits pourraient 

générer des isoformes fonctionnelles. C’est notamment le cas des transcrits présentant 

des délétions en phase, des modifications des régions terminales non codantes ou 

encore des codons stops prématurés non cibles du NMD car localisés au niveau du 

dernier exon. Certains travaux ont d’ores et déjà démontré le caractère fonctionnel, au 

moins en partie, de quelques isoformes dont notamment celles résultant du saut de 

l’exon 9 et 10 de BRCA1, du saut des exons 4 à 7 de BRCA2 ou encore, du saut de 

l’exon 12 de BRCA2.350,372–374 L’interprétation de notre approche comprend donc deux 

parties : dans un premier temps la mise en évidence d’une anomalie d’épissage dans 

l’ARNm tumoral du patient, et dans un 2ème temps la recherche dans la littérature 

d’anomalies avec des conséquences protéiques similaires (par exemple variation 

entrainant le même saut d’exon).  

La méthode de caractérisation fonctionnelle des variants affectant l’épissage du gène 

BRCA1 présentée dans cet article peut être étendue. Elle est déjà mise en application dans 

notre laboratoire pour identifier les sauts d’exon 14 du gène MET dans l’ARNm tumoral de 

patient souffrant de CBNPC puisque ce type de variant donne accès aux thérapies ciblées 

par inhibiteurs de MET. A ce jour, des sauts d’exon 14 de MET ont été identifés pour plus 

d’une trentaine de VSI ou variants non répertoriés de MET détectés par NGS au laboratoire. 

Pour plus d’efficacité et de rapidité dans la prise en charge, les acides nucléiques totaux 

sont extraits en première intention dans les CBNPC pour permettre les analyses 

secondaires sur ARN.  

Quels que soient les gènes, les potentiels variants d’épissage sont nombreux, la 

fonctionnalité et la pertinence biologiques de ces anomalies sont encore très peu 

appréhendées et nécessitent de mettre en place des analyses fonctionnelles plus robustes 

parmi lesquelles l’édition génomique est aujourd’hui la plus prometteuse.  
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ARTICLE 3 : FUNCTIONAL PRE-THERAPEUTIC EVALUATION BY GENOME EDITING 

OF VARIANTS OF UNCERTAIN SIGNIFICANCE OF ESSENTIAL TUMOR 

SUPPRESSOR GENES 

Amandine Billaud, Louise-Marie Chevalier, Paule Augereau, Jean-Sébastien Frenel, 

Christophe Passot, Mario Campone and Alain Morel 

Publié le 9 novembre 2021 – Genome Medicine 
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DISCUSSION ARTICLE 3 

Suite aux premiers résultats que nous avons obtenus dans les lignées diploïdes et 

aux résultats de SGE publiés par Findlay et son équipe366,367, la lignée cellulaire HAP1 a été 

selectionnée comme modèle d’étude. Dans un premier temps, nous avons réalisé une 

lignée haploïde polyclonale KO du gène LIG4 essentiel au fonctionnement de la voie de 

réparation des jonctions non homologues alternative à la RH lors de cassures double brin 

de l’ADN. Cette modification permet de favoriser la RH, augmentant l’efficacité d’édition et 

limitant les effets hors cibles.375  

Dans notre modèle, les gènes BRCA1 et BRCA2 sont essentiels, l’insertion de 

mutations pathogènes entraine donc la mort des cellules éditées, facilitant le criblage et 

donnant une indication quant à sa conséquence fonctionnelle. Afin d’avoir un contrôle 

d’édition, nous réalisons en parallèle l’édition d’une mutation silencieuse, évaluée non 

pathogène dans les bases de données, en présence du même ARNg que la mutation 

d’intérêt. Enfin, permettant à la fois la comparaison de l’efficacité dans les deux conditions 

et une amélioration de l’efficacité d’édition par limitation des phénomènes de réédition, 

une seconde mutation silencieuse est insérée au niveau du PAM ou 3 nucléotides en amont. 

Cette approche a permis l’étude de 33 variants BRCA : 10 variants d’interprétation 

connue (bénins ou pathogènes) utilisés comme contrôles et 23 VSI (variants non classifiés 

ou d’impact fonctionnel indéterminé). A l’issue de l’édition et du séquençage de ces 23 VSI, 

le score fonctionnel que nous proposons a rapporté 15 variants fonctionnellement 

normaux, 6 variants fonctionnellement anormaux et 2 variants de conséquences 

« intermédiaires » (p.Leu1080= et c.5194-2A>G). Cependant, ce score nécessite d’être 

consolidé sur un échantillonnage plus important pour être plus discriminant, cela pourrait 

permettre de classer le variant p.Leu1080= qui est à la limite de la pathogénie. Le variant 

c.5194-2A>G avait été testé dans l’article 2 montrant un saut d’exon 20 de BRCA1 mais 

un impact transcriptionnel mineur corrélé à la rechute précoce sous iPARP. Cette 

observation suggère à nouveau l’importance de l’étude des niveaux d’expression des 

transcrits aberrants.  

L’essentialité des gènes suppresseurs de tumeurs est une caractéristique centrale 

de notre modèle qui peut être appliqué à d’autres gènes essentiels. Pour illustrer cela, nous 

avons étendu notre approche à l’étude de variants du gène POLE codant la polymérase 

epsilon. En effet, les altérations pathogènes du domaine exonucléase du gène POLE ont 

aujourd’hui un double enjeu en génétique tumoral. D’une part ces altérations POLE, 

souvent accompagnées d’un phénotype tumoral hypermuté376, pourraient constituer un 

biomarqueur d’une sensiblité accrue aux inhibiteurs de checkpoints immunitaires377. 

D’autre part, ces mutations POLE participent à la nouvelle classification moléculaire des 
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cancers de l’endomètre basées sur les données TCGA, les tumeurs POLE mutées 

constituant une classe à part entière associée à un bon pronostic et à des recommandations 

de désescalade thérapeutique.378,379 En génétique constitutionnelle, ces variations 

pathogènes de POLE ont été associées à une prédisposition héréditaire au cancer 

colorectal.380 Sept variants de POLE ont été testés : 4 variants contrôles déjà classifiés et 

3 VSI. Bien que notre modèle semble tout à fait applicable à la caractérisation des variants 

de POLE, une discordance a été relevée pour la mutation p.Leu424Val : classée pathogène 

dans les bases de données ClinVar et OncoKB, notre approche a rapporté un score plutôt 

associé à un impact fonctionnel neutre pour ce variant. Il a été observé que le changement 

d’AA au niveau de la leucine 424 n’était pas toujours associé à un phénotype hypermuté.381 

L’absence d’hypermutation en cas de changement leucine en valine pourrait expliquer 

pourquoi l’édition n’est pas une conséquence létale dans notre modèle. Cette discordance 

ne remet donc pas en question l’impact de cette mutation sur la prédisposition au cancer 

colorectal. Une autre hypothèse pouvant expliquer cette discordance serait un temps 

d’incubation insuffisant suite aux transfections successives, ne permettant pas 

l’accumulation de mutations conduisant à la mort cellulaire. 

La mise au point de cette méthodologie permet donc la caractérisation fonctionnelle 

de VSI de tous les gènes suppresseurs de tumeur essentiels dans un modèle unique et ce 

dans un délai de 3 semaines compatible avec les impératifs cliniques.  

L’une des principales contraintes actuelles de notre test fonctionnel est l'obligation 

de disposer d'un motif PAM suffisamment proche de la mutation d’intérêt pour chaque 

cible. Les technologies CRISPR et leurs nucléases programmables guidées par l'ARNg ne 

cessent de se développer et offrent une flexibilité de plus en plus importante pour le ciblage 

de l'ADN. Le répertoire de nucléases disponibles s’étoffe progressivement avec de 

nombreuses séquences PAM possibles, permettant d’augmenter le champ des variants que 

nous pourrons évaluer à l’avenir. Récemment des nucléases fonctionnant sans 

reconnaissance PAM ont été développées382 de même que des fusions de Cas avec des 

retrotranscriptases permettant d’éditer fidèlement une séquence sans coupure double brin 

de l’ADN génomique ou « Prime editing » pour ne citer que quelques innovations autour 

de cette rupture technologique. Ainsi, il est maintenant clair que la versatilité de l’édition 

génomique va prendre une place incontournable dans l’analyse fonctionnelle de variants 

en cancérologie au sens large. 
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Depuis une quinzaine d’années, la médecine personnalisée est devenue réalité et 

s’est considérablement développée en oncologie. Les thérapies ciblées font désormais 

partie de l’arsenal thérapeutique au même titre que la chirurgie, la radiothérapie et les 

chimiothérapies.  

Les enjeux actuels de la médecine de précision sont multiples : 

- Prédire la réponse au traitement : au-delà de l’anomalie moléculaire ciblée, il est 

essentiel d’identifier d’autres facteurs prédictifs de la réponse au traitement afin 

d’administrer le médicament uniquement aux patients qui en tireront un bénéfice pour 

éviter toute perte de temps, pour réduire le risque d’effets indésirables et éviter des 

coûts inutiles. Ces facteurs peuvent être cliniques ou encore biologiques 

(caractéristiques moléculaires, statut immunologique, signatures…). Afin de les révéler, 

certaines études à grande échelle ont été lancées, internationales (TCGA, International 

cancer genome consortium ou ICGC) ou nationales (Plan France Médecine Génomique). 

- Lutter contre les résistances : les thérapies ciblées ont souvent une durée d’action 

limitée. Ces résistances sont très certainement le résultat de mécanismes adaptatifs 

rendus possibles par l’hétérogénéité des cellules cancéreuses qui coexistent au sein 

d’une même tumeur. L’identification de ces résistances et la prédiction évolutive des 

tumeurs sous pression des traitements devraient permettre de prévoir la stratégie 

thérapeutique et d’offrir de nouvelles cibles thérapeutiques. 

- Augmenter l’efficacité et la tolérance : des équipes travaillent à l’amélioration des 

thérapies ciblées déjà disponibles pour les rendre encore plus spécifiques de leur cible, 

accroitre leur efficacité et réduire leurs effets secondaires. 

- Mieux cibler les tumeurs : la connaissance de l’environnement tumoral et les avancées 

pharmacologiques ont permis l’émergence des anticorps conjugués (ADC, Antibody 

Drug Conjugates) dont des dizaines sont actuellement en développement. Le principe 

repose sur des anticorps spécifiques d’antigènes tumoraux utilisés comme vecteurs afin 

de diriger une chimiothérapie au sein de la tumeur. 

- Améliorer la prévention : la médecine de précision permet d’identifier une éventuelle 

prédisposition à une maladie et ainsi d'offrir une prévention adaptée et personnalisée. 

Cette thèse a été focalisée sur l’identification de marqueurs moléculaires donnant accès 

à des thérapies ciblées reposant sur deux principes fondamentaux : l’addiction 

oncogénique et la létalité synthétique. Deux principaux volets ont été abordés : les 

méthodologies de détection des acides nucléiques biomarqueurs, le choix technique étant 

directement en lien avec la qualité et le délai de rendu du résultat, et la caractérisation 

fonctionnelle de variations génétiques, conditionnant l’efficacité des thérapies ciblées. 

La première partie de ce travail, avec l’exemple des variants EGFR et du CBNPC, a 

illustré à quel point les technologies NGS maximisent les chances du patient de bénéficier 
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d’une thérapie ciblée, plus efficace et moins toxique que les chimiothérapies classiques. En 

effet, Le NGS offre une grande sensibilité analytique, permettant la détection de cibles 

dans des échantillons de tissus pauvres en cellules tumorales et dans l’ADNtc. Par ailleurs, 

le NGS donne l’information la plus complète par l’exhaustivité des cibles recherchées 

simultanément et l’opportunité de travailler sur ADN et ARN. Après l’essor des thérapies 

ciblées, cette généralisation du NGS et la production phénoménale de données génomiques 

et transcriptomiques a donné naissance à une deuxième révolution en cancérologie avec 

l’arrivée du big data moléculaire et l’émergence de bases de données de grande dimension, 

telles que TCGA. Ces bases de données issues du « profilage moléculaire » centralisent des 

données « omics » (génomique, transcriptomique, épigénomique, protéomique, 

métabolomique) dans toutes les localisations tumorales. Ces progrès permettent déjà 

d’identifier des altérations d’intérêt diagnostique, pronostique ou thérapeutique. 

La deuxième partie de cette thèse s’est intéressé à la caractérisation fonctionnelle des 

VSI, en prenant l’exemple des gènes BRCA et de la prescription des thérapies ciblées par 

iPARP. Nous avons constaté une implémentation progressive d’outils prédictifs in silico. 

Des outils d’intelligence artificielle ont récemment été proposés pour caractériser classifier 

des variants BRCA. Ils intègrent des données de la littérature, la structure du gène et de 

la protéine, des données de conservation entre les espèces. En utilisant le « machine-

learning » sur la base de données ClinVar, Favalli et al. ont ainsi développé un algorithme 

de classification de variants.383 Cependant, pour veiller à l’homogénéité de l’interprétation 

des variants dans une même thématique, il serait intéressant de s’accorder sur les outils 

de prédiction à interroger et des scores de confiance qu’on peut leur attribuer. Associé à 

la prédiction, des tests biologiques fonctionnels sont donc indispensables pour évaluer ces 

VSI et affiner les algorithmes d’évaluation des scores de pathogénicité. Des avancées 

technologiques majeures, telles que l’ingénierie ciblée du génome par l’utilisation des 

technologies CRISPR-Cas9 et ses déclinaisons multiples, dont les limites d’utilisation 

diminuent à une vitesse vertigineuse, sont extrêmement prometteuses en particulier en 

génomique fonctionnelle. Enfin, face à un nombre croissant de VSI mis en évidence dans 

les tumeurs, des bases de données de variants somatiques annotés et validés ouvertes à 

la communauté scientifique se mettent en place. Par exemple la base française SoVad, 

initée par le GFCO, a pour objectif de permettre l’homogénéisation des interprétations des 

variants somatiques détectés sur les gènes ayant une application dans la prise en charge 

des tumeurs solides. 

L’optimisation de cette médecine personnalisée est un des objectifs de la stratégie 

décennale de lutte contre les cancers 2021-2030 insistant pour que l’innovation bénéficie 

à tous les patients (AXE 4 du Plan Cancer). En effet, malgré la caractérisation de plus en 

plus performante des cibles pharmacologiques moléculaires des tumeurs comme critère de 
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prescription, il persiste une proportion importante de patients qui restent insensibles 

d’emblée ou dont la sensibilité évolue négativement au cours du traitement. Cette 

remarque indique clairement que l’aspect prédictif de réponse à une thérapie ciblée sur la 

base de caractéristiques génétiques ciblées est largement insuffisante. Cette limitation est 

ainsi responsable de perte de chance et d’une dégradation de qualité de vie pour nombre 

de patients. Elle induit par ailleurs des coûts inutiles de traitement. On peut en outre noter 

que durant ces dernières années, malgré l’extrême puissance de la production de données 

génomiques, celle-ci se limite en pratique clinique au maximum à l’exome soit 2 à 3% du 

génome et en général aux altérations génomiques altérant les séquences codantes des 

protéines, les sites d’épissage des ARN voire quelques marques épigénétiques. Même si 

ces étapes ont prouvé leur utilité pour la prise en charge des patients, il est illusoire de 

penser que la recherche des altérations ciblables et correctement annotées avec quelques 

données clinico-biologiques seront suffisantes pour prédire la réponse ou la résistance 

tumorale à une thérapie. A l’avenir, l’analyse génomique moléculaire des tumeurs et du 

patient devra prendre en compte les mutations silencieuses ainsi que les altérations non 

codantes présentes dans l’ensemble du génome. Par exemple concernant les mutations 

silencieuses présentes dans les séquences codantes, la redondance du code génétique et 

la préférence d’utilisation de ce dernier par les cellules génèrent un autre niveau 

d’information génétique qui peut être relié à des altérations cellulaires directes ou 

indirectes de plus ou moins grande importance sur le comportement de la tumeur. De 

même, l’ensemble des altérations génomiques tumorales et/ou constitutionnelles non 

codantes identifiées comme le « dark genome » ou la « genomic dark matter » est 

clairement un niveau d’information largement sous exploité. Ainsi pour l’avenir on peut 

imaginer que l’analyse comparative somatique et constitutionnelle de génome entier 

associée à celle du transcriptome pourra permettre d’améliorer significativement la 

personnalisation thérapeutique en cancérologie. 

L’exploitation conjointe par les méthodes d’intelligence artificielle de ces données 

multiomiques en masse qui sont en constante progression n’est qu’à son début, et il ne 

fait aucun doute que dans un premier temps elle fera progresser la connaissance biologique 

intime des tumeurs au sein du patient. Dans un second temps, de concert avec l’ensemble 

des multiples caractéristiques clinico-biologiques de chaque patient, ces nouvelles 

méthodologies feront progresser la prise en charge individualisée des malades dans le but 

ultime de guérir les patients et sans doute d’améliorer la prévention de la cancérogénèse. 
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Titre :  Apport du séquençage haut débit et de la caractérisation fonctionnelle de variants  
somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie  
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Résumé : Le récent changement de paradigme 
lié au développement de la médecine 
personnalisée en oncologie nécessite une 
évolution des pratiques impliquant les 
laboratoires de génétique moléculaire des 
cancers.  
Le premier volet de ce travail repose sur les 

enjeux technologiques de la détection des 
mutations du gène EGFR pour permettre une 
prise en charge optimisée des patients éligibles 
aux thérapies ciblées dans les cancers 
bronchiques non à petites cellules au diagnostic 
et lors des récidives. Le séquençage haut débit 
s’est ici présenté comme la meilleure alternative 
pour identifier les mutations de sensibilité et de 
résistance acquise de l’EGFR. 
Le deuxième volet de cette thèse concerne 

l’interprétation biologique des altérations 
génétiques de la tumeur, en particulier les 
variants des gènes suppresseurs de tumeur 
BRCA1 et BRCA2 conditionnant la sensibilité 
aux thérapies ciblées par inhibiteurs de PARP. 
Deux approches de caractérisation 
fonctionnelle de variants de signification 
incertaine (VSI) ont été utilisées, toutes deux 
réalisables dans un temps compatible avec les 
impératifs cliniques. La première consiste à 
caractériser des défauts d’épissage à partir 
d’ARN tumoral du patient par RT-PCR et 
clonage rapide des produits de RT-PCR. La 
deuxième est une évaluation rapide in vitro des 
VSI par édition du génome en utilisant la 
technologie CRISPR-Cas9 et un score 
fonctionnel. 

 

Title :  Contribution of new generation sequencing and functional characterization of somatic  
variants for the accessibility of targeted therapies in oncology 

Keywords : targeted therapies, EGFR, BRCA1/2, VUS, functional impact, CRISPR-Cas9 

Abstract :  The recent paradigm shift related to 
the development of personalized medicine in 
oncology requires an evolution of practices 
involving cancer molecular genetic laboratories. 
The first part of this work is based on the 

technological challenges of EGFR gene mutation 
detection to enable optimized management of 
patients eligible for targeted therapies in  non-
small cell lung cancer at diagnosis and 
recurrence. New generation sequencing was the 
best alternative to identify EGFR sensitivity and 
acquired resistance mutations. 
The second part of this work concerns the 

biological interpretation of genetic alterations in 
 

the tumor, in particular variants in the tumor 
suppressor genes BRCA1 and BRCA2 
conditioning the sensitivity to PARP inhibitor 
targeted therapies. Two approaches for 
functional characterization of variants of 
uncertain significance (VUS) were used, both of 
which can be achieved in a time frame 
compatible with clinical imperatives. The first 
one consists in characterizing splicing defects 
from patient tumor RNA by RT-PCR and rapid 
cloning of RT-PCR products. The second is a 
rapid in vitro evaluation of VUS by genome 
editing using CRISPR-Cas9 technology and a 
functional score. 

 


