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Question 1 : Quelle(s) est (sont) la(es) proposition(s) 

exacte(s) concernant la recherche de mutations EGFR

• A- La sensibilité de détection de la mutation T790M 

est supérieure sur l’ADNtc    

• B- La technique la mieux adaptée à la recherche des 

mutations d’EGFR dans le sang circulant est le 

séquençage Sanger   

• C- La recherche des mutations EGFR est pratiquée en 

routine par les plateformes  françaises

• D- le NGS ne permet pas une recherche exhaustive 

des mutations d’EGFR 

• E- La ddPCR permet une quantification précise du 

nombre de copies mutées
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EGFR : le récepteur EGFR les mutations activatrices

Activation constitutive

EGFR la mutation de résistance T790M



Mutations activatrices:

Pourquoi les détecter?

Erlotinib

Gefitinib

Afatinib
AMM première ligne

ITK 

première et 

deuxième 

génération

Troisième génération Osimertinib

Dacomitinib



Mutations de résistance

Pourquoi les détecter?

T790M: 50% des patients traités: 

Osimertinib AMM

Insertions Exon 20: 10%  des 

anomalies 

Poziotinib etc essais

AMM Osimertinib première 

ligne:

Mutations de résistance : 

• C797S 15%, 

• Autres mutations EGFR, 

nouvelles molécules en 

développement



Sur quoi les détecter

• Au moment du diagnostic:

� Sur biopsie diagnostique

� Sur ADNtc si biopsie épuisée ou non réalisable 

(patient très âgé ou altéré)

• Au moment de la reprise évolutive:

� Sur ADNtc en première intention (recos GFCO)

� Sur rebiopsie si ADNtc négatif



Comment les détecter sur tissu?



Comment les détecter sur ADNtc?

� ADN tc faible fraction de l’ADN circulant total (10-0,01%).

� Techniques capables de détecter ces altérations au sein d’un mélange 

d’ADN non muté et ADN muté   (<= 1% copies mutées)

� PCR spécifique d’allèle

� PCR digitale

� NGS

Sensibilité max 70%



• Tissu: 

� Contrôle morphologique

� Extraction ADN

• ADNtc:

� Tubes adaptés

� Plasma

� Extraction kit spécifique

Première étape extraction



Tissu: criblage + séquençage direct Sanger >2010

Ou Taqman ciblé

Ou Pyroséquençage

Ou Snapshot

Limite de détection 5%



� Constitution d’une librairie 

(fragments d’acides nucléiques 

avec amorces, adaptateurs et 

identifiants)

� Amplification de la librairie 

(clusters)

� Séquençage massif parallèle



Un grand nombre de données brutes générées

Nécessité d’un traitement bioinformatique des données

Importance de la couverture et de la profondeur de séquence

Quantité ADN, coût, délais de réponse allongés

Sensibilité 1 à 5%



• Kit Therascreen (Qiagen) • Kit Cobas Roche



Rapidité

Rapport automatisé

Semi-quantitatif

« boîte noire »

Limite de détection 

variable selon les 

mutations



Rapidité

Kit tissu

ADN non qualifié pour NGS



ADN tc: Technique de digital droplet PCR

Détection d’une copie



NGS Cobas ddPCR

Sensibilité 1 à 5% ciblé classique

0,1% capture 

optimisée

0,1 à 1% selon 

mutation

<0,001%

Multiplexage Oui >100 

Panel à exome

Oui (49 mutations 

détectées)

5 à 10 cibles

Analyse des 

résultats

Complexe, 

bioinformatique

Délai réponse>

Simple rapport 

automatisé

simple

Applications Analyse globale sans 

a priori, suivi

hétérogéneité

tumorale

Tissu ou sang selon 

techno et bioinfo

Détection rapide sur 

tissu et sang circulant

Analyse  et suivi d’un 

ou plusieurs marqueurs 

Adaptation rapide 

nouvelles cibles (C797S)

Validation résultat  

séquençage



Liste complémentaire RIHN

Acte évalué par l’HAS mais non encore 

passé à la nomenclature CCAM

Acte innovant en cours d’évaluation

Primodétection EGFR:

Place pour des 

technologies faciles à 

mettre en œuvre hors 

plateforme



Conclusion

• Dans un monde idéal: toutes les anomalies sur circulant?

• Mais sensibilité moindre, déploiement des techniques 

hypersensibles optimisées difficile

• L’analyse sur tissu reste le gold standard au diagnostic et à la 

rechute si l’ADNtc est négatif

• Le pathologiste reste au centre du processus avec nécessité: 

• D’un préanalytique irréprochable, 

• D’une épargne tissulaire maximale au diagnostic  

• D’une évaluation correcte de la cellularité

• Guidelines recommandations formations

• Plateformes: contraintes d’adaptation à l’évolution des cibles, 

contraintes financières, RIHN : passage routine EGFR au privé



Question 2: Quelle(s) est (sont) la(es) proposition(s) 

exacte(s) concernant les mutations de résistance

• A. la mutation T790M est le principal mécanisme de 
résistance aux ITK de première génération

• B.  Les insertions de l’exon 20 n’apparaissent que 
sous traitement par ITK de l’EGFR

• C. La mutation C797S est sensible aux ITK de 
troisième génération

• D. La détection de la T790M dans le sang circulant 
nécessite des techniques très sensibles

• E. La recherche de la T790M d’EGFR peut se faire en 
première intention sur l’ADNtc
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