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Liste des abréviations 

ADN = Acide Desoxyribonucléique 

ALK= Anaplastic Lymphoma Kinase 

ATP= Adenosin-Triphosphate 

BRAF = v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B 

CHU= Centre Hospitalier Universitaire 

CTNNB1= Catenin Beta 1 

EDTA= ethylenediamintetraacetic 

EGFR= Epidermal Growth Receptor 

FGFR3= Fibroblast Growth Factor Receptor 3 

IDH1-1= Isocitrate déshydrogénase 

ISP= Ion SphereTM Particles 

JAK2= Janus kinase 2 

JAK3= Janus kinase 3 

KRas= V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

LC= Lung and Colon 

MET= HGF (Hepatocyte Growth Factor) 

NGS = Next Generation Sequencing 

NRas=Neuroblastoma Ras Gene 

PCR = polymerase chain reaction 

PDL(-1) = Programmed-death ligand (1) 

PIK3CA= Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate-3-kinase catalytic subunit alpha 

ROS1 = c-ROS oncogene 1 

T790M=Thr790Met 

TKI=tyrosine kinase inhibitor 

TP53= Tumor protein 53 
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Introduction 

Epidémiologie 

 Le cancer broncho-pulmonaire est le second cancer le plus fréquent dans le monde avec une 

estimation à 228 150 nouveaux cas pour 2019. C’est le premier cancer en terme de mortalité, 

responsable d’un quart des décès par cancer soit 142 670 décès estimés en 2019 dans le 

monde (1). 85% sont des cancers bronchiques non à petites cellules (2) et 40 à 55%  de ceux-

ci sont diagnostiqués au stade métastatique, avec une survie relative à 5 ans à 3,8% (1)  

Drivers oncogéniques 

L’identification dans le tissu tumoral de mutations génétiques responsables d’addiction 

oncogénique, et le développement de traitements ciblant ces altérations, ont permis depuis 

une dizaine d’années de révolutionner le pronostic des patients concernés (3) et de leur offrir 

de meilleurs profils de tolérance. Ces thérapies ciblées, utilisées notamment dans les 

mélanomes, les cancers du sein ou du rein, constituent désormais la clé de voûte de la 

médecine personnalisée en oncologie.  

Récepteur de l’Epidermal Growth Factor 

La principale altération recherchée en cancérologie thoracique est une mutation du récepteur 

de l’Epidermal Growth Factor (EGFR) qui concerne 12 à 16% des patients (4) (5) ainsi que la 

principale mutation de résistance aux premières générations de thérapies ciblées, nommée 

T790M.  
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Le récepteur de l’EGFR est une glycoprotéine transmembranaire appartenant à la famille des 

récepteurs à tyrosine kinases qui jouent un rôle central dans la transduction du signal cellulaire. 

La fixation de son ligand entraîne dans la cellule normale une cascade d’évènements 

intracellulaires aboutissant à la croissance, à la prolifération et au contrôle de la mort cellulaire. 

La surexpression d’EGFR est présente dans environ 60 % des carcinomes épidermoïdes et 

40 % des adénocarcinomes, mais cette simple surexpression ne constitue pas une cible 

thérapeutique (6). Les mutations de l’exon 19 ou 21 entraînent une dimérisation spontanée de 

ce récepteur, activant la voie de signalisation sous-jacente sans nécessité de fixation au ligand, 

ce qui entraîne une prolifération cellulaire incontrôlée. C’est ce mécanisme qui est ciblé par les 

inhibiteurs de tyrosine kinase. 

Inhibiteurs de tyrosine kinase  

Les Tyrosine Kinase Inhibitors (TKI) sont des inhibiteurs ATP-compétitifs spécifiques d’une ou 

plusieurs kinases. Certaines mutations de l’EGFR confèrent une sensibilité particulière aux 

tyrosine kinase inhibiteurs (TKI) (7,8) avec un pronostic et un profil de tolérance meilleurs que 

ceux de la chimiothérapie(8).  L’erlotinib, le gefitinib, et l’afatinib ont été validés en première 

ligne pour ces patients (8) (9) (10), avec une médiane de survie sans progression de de 11,0 

mois (versus 5,6 mois sous chimiothérapie) (11) suivis de l’osimertinib, TKI de 3ème 

génération avec une médiane de survie sans progression en première ligne de 22,1 mois 

(12,13). 
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Environ 60% des patients progressent sous TKI de première et deuxième génération du fait 

de l’émergence de la mutation T790M dont l’incidence est d’environ 70% en association avec 

d’autres mutations (14). La rebiopsie systématique à la progression fait partie des 

recommandations internationales pour rechercher notamment la mutation T790M (15). 

L’osimertinib permet de contourner la résistance liée à cette mutation. 

 

Figure 2 Yu et al. Clin Cancer Res. 2013;19:2240-47  

 

 Epanchement pleural 

  L’apparition d’un épanchement pleural est un événement fréquent au cours de l’histoire 

naturelle du cancer broncho pulmonaire : 40% des patients présentent un épanchement 

pleural au diagnostic ou au cours de l’évolution de la maladie (16). Concernant une série de 

840 patients présentant un épanchement pleural malin, la cause de l’épanchement était un 

cancer broncho-pulmonaire dans 37% des cas (17). Celui-ci peut être symptomatique ou mis 

en évidence à la faveur d’une imagerie de réévaluation. Il est plus fréquemment retrouvé dans 

le sous-type adénocarcinome, est associé à un pronostic plus sombre (18). 

Le prélèvement ce de liquide par ponction pleurale est un geste simple, peu invasif, pouvant 

être réalisé de manière itérative si nécessaire, et qui permet de définir l’extension de la 

maladie pulmonaire à la plèvre.  
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Séquençage de Nouvelle Génération 

 

Figure 3 : NGS Ion Torrent workflow for DNA analysis (19) 

 

La technique NGS (Next Generation Sequencing, ou séquençage à haut débit) est une 

technique de séquençage de l’ADN qui a un rôle central dans la détection des mutations 

d’intérêt thérapeutique en cancérologie (20). L’ADN extrait, purifié, amplifié, identifié, est fixé 

sur une puce, puis séquencé via une méthode utilisant le pH. Cette technique est actuellement 

validée pour analyser le tissu tumoral et le plasma, mais il existe peu de données dans la 

littérature concernant son utilisation pour le liquide pleural. Il semble qu’elle pourrait constituer 

une technique fiable, sensible, et accessible, complémentaire au prélèvement tissulaire 

tumoral, ou alternative lorsque celui-ci ne peut pas être réalisé (état respiratoire ou général 

ne permettant pas la réalisation de biopsies tumorales, localisation tumorale inadéquate, geste 

à risque, refus du patient) (21)(22). 

Etude 

Pour cette étude monocentrique rétrospective, nous avons recueilli les données cliniques et 

paracliniques concernant 28 patients suivis entre 2013 et 2020 dans le Service de Pneumologie 

du CHU d’Angers pour un cancer broncho-pulmonaire, qui ont présenté au cours de leur 

maladie une pleurésie ayant pu être prélevée et analysée en NGS. 

Le premier objectif de ce travail consistait à évaluer la technique du NGS réalisée sur le liquide 

pleural en comparant les performances de deux kits différents utilisés en routine dans le 

laboratoire du CHU d’Angers (HotSpot Cancer Panel v2, et Lung and Colon) dans la détection 

de mutations de l’EGFR en comparant les résultats obtenus entre le culot et le surnageant 

après centrifugation du liquide pleural, et en comparant enfin les résultats obtenus entre le 

liquide pleural et le plasma. 
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Le second objectif était d’évaluer l’impact sur la décision thérapeutique de ces résultats, et 

notamment l’accès à une thérapie ciblée afin de préciser la place de cette analyse en pratique 

clinique chez les patients atteints d’un cancer-broncho pulmonaire non à petites cellules. 

 

Matériel et Méthodes 

Ethique 

Ce travail a été approuvé par le comité d’éthique du CHU d’Angers, et par la Commission 

Nationale de l’Informatique et des Libertés. 

Population étudiée 

28 patients ont été inclus dans cette étude. Il s’agissait de patients atteints d’un carcinome 

broncho-pulmonaire non à petites cellules, ayant eu au moins une analyse du liquide pleural 

par NGS entre janvier 2017 et janvier 2020.  Pour chaque patient ont été analysés au moins 

un liquide pleural, et pour certains du tissu tumoral ou du plasma, ou les deux.  

Prélèvements et extraction d’ADN 

1. Prélèvements tumoraux FFPE (formaldehyde-fixed and paraffin-embedded) 

Des coupes de tissu tumoral ont été colorées à l'hématoxyline et à l'éosine puis fixées au 

formaldéhyde et incluse en paraffine. La zone tumorale a été examinée et encerclée par un 

anatomopathologiste. Des coupes de tissu non coloré d'une épaisseur de 10μM ont été micro 

disséquées manuellement au niveau de la zone tumorale en utilisant la lame colorée comme 

guide puis déparaffinées. L'extraction et la purification d'ADN ont été effectuées en utilisant le 

kit NucleoSpin® DNA FFPE XS (Macherey-Nagel, Duren, Allemagne) selon les instructions du 

fabricant. A la fin de l'extraction, l'échantillon a été incubé pendant 5min à 90°C pour éliminer 

toute trace d'éthanol résiduel. L'ADN double brin a été quantifié avec le kit Qubit dsDNA HS 

assay à l'aide d'un fluorimètre Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) selon les 

recommandations du fabricant, puis conservé à -20 ° C. 
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2. Prélèvements plasmatiques et liquide pleural 

Le plasma a été récupéré à partir de sang prélevé dans des tubes EDTA. Le sang a été 

centrifugé une première fois à 1700g pendant 10min à température ambiante, le plasma ainsi 

isolé a été centrifugé à nouveau à 1800g pendant 15min à température ambiante. Il a ensuite 

été aliquoté et conservé à -80°C. 

Le liquide pleural a été prélevé dans des tubes secs avant de subir deux centrifugations 

consécutives à température ambiante, une à 1700g pendant 10min et une à 1800g pendant 

15min. Il a ensuite été aliquoté et conservé à -80°C. 

L'ADN circulant a été extrait du plasma et du liquide pleural grâce au kit NucleoSpin® Plasma 

XS (Macherey-Nagel, Duren, Allemagne) selon les instructions du fabricant. A la fin de chaque 

extraction les échantillons ont été incubés pendant 17min à 75°C pour éliminer toute trace 

d'éthanol résiduel. L'ADN double brin a été quantifié avec le kit Qubit dsDNA HS assay à l'aide 

d'un fluorimètre Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) et congelé à -20 ° C. 

 

3. Culots cellulaires et fragment tissulaire 

Les culots cellulaires ont été obtenus après la double centrifugation du liquide pleural et 

congelés à -80°C. 

Pour un patient, un fragment tissulaire a été récupéré à partir du liquide pleural, congelé 

rapidement dans l'azote liquide et conservé à -80°C. 

L'ADN génomique a été isolé à partir des culots cellulaires et du fragment tissulaire grâce au 

kit d'extraction NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Duren, Allemagne), avec une première 

étape manuelle pour le fragment tissulaire qui a été broyé dans du tampon de lyse T1 à l'aide 

d'un potter en présence d'azote liquide avant d'être incubé 3h à 56°C avec de la protéinase K. 

L'ADN double brin a été quantifié avec le kit Qubit dsDNA HS assay à l'aide d'un fluorimètre 

Qubit® 2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) et congelé à -20 ° C. 
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Préparation de la librairie ou préparation de l'ADN pour le séquençage 

La préparation de la librairie a été effectuée en utilisant le kit Ion AmpliseqTM Library kit 2.0 

associé soit au kit d'amorces Ion AmpliseqTM Cancer Hotspot Panel v2 soit au kit Ion AmpliseqTM 

Colon and Lung Cancer Panel (ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Waltham, USA) en 

suivant les instructions du fabricant. Le panel Cancer Hotspot a été conçu pour cibler les 

régions hotspot de 50 oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs en utilisant 207 paires 

d'amorces dans un seul tube. Le kit Lung and Colon, cible les régions hotspots de 22 gènes 

connus pour être associés aux cancers du poumon et du colon grâce à 90 paires d'amorces 

rassemblées en un seul tube. 

Pour chaque condition, 10ng d'ADN double brin ou 6µl d'ADN circulant ont été amplifiés au 

niveau des régions hotspot et marqués individuellement avec des adaptateurs et des barres 

codes contenus dans le kit Ion Xpress Barcode Adapters 1-16 Kit (ThermoFisher Scientific, Life 

Technologies, Waltham, USA). Après purification à l'aide de billes magnétiques AMPure XP 

(Beckman Coulter, Brea, CA), la quantité et la qualité de la librairie ont été évaluées au 

bioanalyseur Agilent 2100 grâce au kit Agilent High-Sensitivity DNA (Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA). 

 

PCR en émulsion 

Après quantification, chaque librairie a été diluée à 13pM et regroupée par 6 échantillons 

différents pour les tumeurs ou par 4 pour les librairies provenant d'ADN circulant. Grâce à l'Ion 

One Touch 2 System (ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Waltham, USA), chaque 

amplicon a été amplifié de façon clonale sur les Ion SphereTM Particles (ISP) par PCR en 

émulsion en utilisant le kit Ion PGMTM Hi-Q ™ View OT2 - 200 (ThermoFisher Scientific, Life 

Technologies, Waltham, USA) selon le protocole du fabricant. Les ISP contenant des matrices 

d'ADN ont été enrichies, par la suite, grâce aux billes Dynabeads® MyOneTM Steptavidine C1 

sur un Ion OneTouchTM ES (ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Waltham, USA) suivant 

les recommandations du fabricant. 
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Séquençage 

Les ISP, ainsi obtenues, ont été déposées sur une puce Ion 318 ™ v2 et l'ADN séquencé par 

le séquenceur Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM) à l'aide du kit de séquençage Ion 

PGM ™ Hi-Q ™ View (ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Waltham, USA) en suivant les 

instructions du fabricant. 

 

Analyses des données  

L’alignement a été fait avec l’outil Torrent Server en prenant l’annotation du génome hg19, et 

l’annotation des variants a été faite avec l’outil Variant Caller v5.0-13. 

Le test des rangs signés de Wilcoxon a été utilisé pour comparer les fréquences alléliques 

obtenues avec les deux kits de détection des mutations et dans les différents échantillons 

biologiques. Une valeur de p<0,05 était considérée comme significative. 

La qualité des kits est un score composite incluant notamment la profondeur de séquençage. 
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Résultats 

Données cliniques et paracliniques 

1. Caractéristiques de la population étudiée 

28 patients ont été inclus dans cette étude. Il s’agissait de patients atteints d’un carcinome 

broncho-pulmonaire non à petites cellules, ayant eu au moins une analyse du liquide pleural 

par la technique NGS entre janvier 2017 et janvier 2020. 

La moitié étaient des hommes (n=14), 15 patients (53,5%) étaient fumeurs, et 2 (7%) 

patients avaient été exposés à de l’amiante. 

L’âge médian au diagnostic était de 74 ans, avec un score OMS à 1 pour la moitié des patients 

(n=14), à 2 pour un tiers des patients (n= 9), à 0 pour 7% (n=2), et à 4 pour 1 patient (3,5%) 

(Tableau 1).  

85,7% (n=24) des échantillons concernaient des adénocarcinomes, il n’y avait aucun 

carcinome épidermoïde. Le pourcentage restant correspond à des carcinomes bronchiques non 

à petites cellules d’autres types. 

Parmi les 11 patients présentant une mutation de l’EGFR, 3 patients ont eu à la fois une analyse 

de la tumeur, du plasma et du liquide pleural. 3 autres patients ont eu une analyse du liquide 

pleural uniquement, 3 autres ont eu une analyse du liquide pleural et du plasma, et enfin 2 

patients ont eu une analyse du liquide pleural et de la tumeur. 

Le statut PDL-1 était inférieur à 1% dans un quart des cas (n= 7), compris entre 1 et 50% 

pour 4 patients (14%) et supérieur à 50% pour 4 patients (14%), mais il n’était pas recherché 

ou non retrouvé dans le dossier pour près de la moitié des patients (46%). 

 

2. Circonstances du diagnostic 

 82% des patients (n=23) étaient diagnostiqués au stade multi-métastatique d’emblée 

(Tableau 2). 78,5% des patients (n=22) n’avaient pas de métastases cérébrales au 

diagnostic. 

Le diagnostic initial était principalement fait sur le liquide pleural (50%) ou sur un prélèvement 

de lésion pulmonaire (42,8%). Pour ce dernier, c’est la fibroscopie bronchique qui permettait 

de poser le diagnostic dans 9 cas (32%), et la ponction transcutanée guidée par le scanner 

dans 2 cas (7%). 
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3. Caractéristiques de l’épanchement pleural 

Concernant l’épanchement pleural, il était présent au diagnostic chez 85,7% (n= 24) des 

patients, unilatéral dans 75% des cas (n= 21), et principalement de moyenne à grande 

abondance (respectivement 42,8% (n= 12) et 50% (n= 14)). Dans 14% (n=4) des cas il était 

mis en évidence lors d’une progression tumorale. Il s’agissait d’exsudats dans 60,7% des cas 

(n= 17) et de transsudats dans 7 cas (25%) (14% non documentés, analyse non faite ou non 

disponible).  

Des cellules néoplasiques ont été mises en évidence dans le liquide pleural pour 89% des 

patients (n= 25). (Tableau 3) 

4. Caractéristiques moléculaires 

Sur les 28 patients dont les échantillons ont été analysés, 11 (39%) avaient une mutation de 

l’EGFR (dont 54,5% (n=6) chez des fumeurs), et 11 (39%) avaient une mutation de TP53. 6 

(21%) avaient une mutation de KRas, 2 (5%) une translocation ALK, une mutation de BRAF 

ou de PIK3CA, et 1 (3,5%) une mutation de MET, NRas, FGFR3, JAK3, JAK2, CTNNB1, IDH1 1. 

Nous avons détecté une altération unique chez 10 patients (35,7%), 2 altérations chez 9 

patients (32%), 3 altérations chez 4 patients (14%). 5 altérations ont été mises en évidences 

chez un patient (3,5%). 

 Au total une mutation de l’EGFR a été mise en évidence dans le liquide pleural chez 

9 patients sur les 11 porteurs de cette mutation, soit 81%. 

 Chez 7 patients (25% du total de l’effectif, 63,6% des patients mutés EGFR), la 

mutation n’était retrouvée que dans le plasma et/ou dans le liquide pleural. La 

mutation n’était pas détectée dans le tissu tumoral, ou il n’y avait pas d’échantillon 

tumoral, ou la technique n’avait pas permis de conclure.  

 Chez 5 patients (17,8% du total, 45% des mutés EGFR) la mutation EGFR n'a été 

retrouvée que dans le liquide pleural (absence de mutation détectée dans le plasma 

et dans la tumeur, échec technique, ou absence de prélèvement), et a permis de 

guider la thérapeutique de première ligne.  
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5. Traitements 

La majorité des patients ont reçu au total une seule ligne de traitement (n=13 soit 46%), ou 

aucun traitement anti-néoplasique (n=9 soit 32%). 10 patients (35,7%) ont été traités par un 

inhibiteur de tyrosine kinase (TKI). 

78,5% des patients (n=22), n’avaient pas reçu de traitement avant la réalisation du 

prélèvement pleural ce qui s’explique par le fait que 85,7% des épanchements étaient présents 

dès le diagnostic, donc analysés avant toute ligne de traitement. 

Suite au prélèvement pleural, la majorité des patients n’a reçu qu’une ligne de traitement 

(60,7%, n=17) ou aucun traitement (32%, n=9). 

Concernant les traitements complémentaires, le plus fréquent était la radiothérapie 

conformationnelle ou stéréotaxique sur une lésion secondaire (21%).  

 

Données moléculaires  

1. Comparaison entre le kit Lung and Colon (LC) et le kit Hotspot Cancer Panel 

v2 (Hotspot) 

La comparaison des fréquences alléliques de mutations de l’EGFR retrouvées dans le liquide 

pleural (culots et surnageants) dans le kit LC et dans le kit Hotspot ne montre pas de différence 

significative (p=0,83). On note néanmoins que certaines mutations ne sont détectées qu’avec 

le kit LC (flèches rouges, figures 4, 5 et 6). 

Il n’y a pas de différence significative non plus concernant la qualité des résultats obtenus 

(p=0,11). En revanche lorsque l’on compare les profondeurs de séquençage, il existe 

une différence significative en faveur du kit LC (p=0,024) (figure 7, les flèches rouges 

montrent les échantillons pour lesquels la profondeur est nettement plus importante en LC 

qu’en Hotspot). La flèche bleue indique un échantillon pour lequel la profondeur de lecture a 

été nettement meilleure avec le kit Hotspot. 

Lorsque l’on s’intéresse aux fréquences alléliques retrouvées dans le surnageant issu 

de la centrifugation des échantillons pleuraux, on observe une différence 

significative entre surnageant et culot cellulaire, en faveur du surnageant dans les 

deux kits (p=0,0047 pour LC, p=0,02 pour le Hotspot) (figures 8 et 9, les flèches bleues 

indiquent les échantillons pour lesquels la mutation n’est retrouvée que dans le surnageant, 

pour chaque kit).  
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A noter que le surnageant donne également de meilleurs résultats en termes de 

qualité (p=0,018) que le culot cellulaire pour le kit LC. Il n’y a pas de différence 

significative pour le kit Hotspot, (p=0,14) (figures 10 et 11). 

Enfin, la profondeur de séquençage est supérieure dans le surnageant par rapport 

au culot via le kit LC (p=0,0047), (figure 12). Il n’y a pas de différence significative 

(p=0,09) pour le kit Hotspot (figure 13).  

2. Comparaison des fréquences alléliques selon le type d’échantillon 

Avec le kit LC, il n’y a pas de différence significative entre les fréquences alléliques dans le 

plasma et dans le liquide pleural (p=0,23). 

La différence est significative entre le plasma et le surnageant pleural avec p=0,019. 

Donc le surnageant issu de la centrifugation du liquide pleural est plus rentable en 

termes de fréquence allélique que le plasma si on utilise le kit LC. 

Avec le kit Hotspot on ne montre pas de différence entre les fréquences alléliques du plasma 

et du culot (p=0,35), ni entre les fréquences alléliques du plasma et du surnageant (p=0,20). 

(Figures 14 à 16).  

 

Discussion 

 Il s’agit d’une étude rétrospective, monocentrique, sur 28 patients avec les limitations 

inhérentes, mais représentative des pratiques habituelles d’un service de pneumologie de CHU, 

où l’accessibilité à un laboratoire réalisant des analyses NGS est actuellement plus aisée qu’en 

ville. 

Les populations des études traitant du même sujet (22,23) avaient des caractéristiques 

globalement comparables, hormis l’ethnie; hors l’incidence des mutations de l’EGFR est de 40-

55% dans la population asiatique versus 5-15% dans la population caucasienne (24).  

Dans l’étude de Liping Liu (23) et dans celle de Lin Tong (22), les patients étaient plus jeunes 

(âge médian 60 ans et 63 ans), et il y avait plus de patients non-fumeurs (60% et 68%). Le 

taux de concordance entre la détection de mutation de l’EGFR dans le tissu tumoral et dans le 

liquide pleural était de 86,7%. 
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Concernant les sous-types histologiques des tumeurs que nous avons analysées, l’absence de 

carcinome épidermoïde parmi les 28 patients analysés n’est pas surprenante puisque dans 

cette population la prévalence des mutations de l’EGFR donnant accès à une thérapeutique est 

faible (3% selon le dépôt de dossier d’AMM du gefitinib à l’agence européenne du médicament), 

et la recherche de mutations n’est pas faite de manière systématique en pratique chez ces 

patients. 

 Une des limites de notre étude est l’absence de données analysables concernant les 

épanchements de faible abondance, puisqu’ils ne sont en général pas prélevés.  

Il est également probable que les prélèvements tumoraux, plasmatiques et pleuraux aient été 

multipliés lorsqu’il s’agissait de patients non-fumeur, optimisant ainsi la probabilité d’obtenir 

un résultat positif contrairement aux patients fumeurs probablement sous-explorés alors qu’ils 

peuvent présenter une tumeur de l’EGFR ciblable par un TKI (7% des patients fumeurs selon 

le dépôt de dossier d’AMM du gefitinib à l’agence européenne du médicament). 

Dans notre étude, il est intéressant de noter que la moitié des patients avec une mutation de 

l’EGFR étaient fumeurs. Nous n’avons malheureusement pas pu détailler la consommation 

tabagique de nos patients en l’absence de données suffisantes. Le renseignement 

systématique de ces données dans le dossier des patients permettrait d’affiner les corrélations 

entre le statut tabagique et le profilage moléculaire tumoral. 

 Les délétions au sein de l’exon 19, et la mutation L858R dans l’exon 21 représentent à elles 

seules 85 % des mutations du gène EGFR. Ce sont les mutations responsables de la sensibilité 

tumorale aux TKI. D’autres mutations impliquées peuvent être également recherchées mais 

elles sont nettement plus rares. Inversement, on sait que les mutations des exons 18 à 21 ne 

sont pas toutes liées à une sensibilité accrue aux TKI. Ainsi une recherche ciblée de 

mutation est plus pertinente et rentable qu’un séquençage large.  

En ce qui concerne la recherche de la mutation de l’EGFR chez des patients suivis pour un 

cancer broncho pulmonaire, le panel Lung and Colon qui comporte une vingtaine de gènes 

semble plus performant que le panel Hotspot (une quarantaine de gènes) dans le liquide 

pleural.  

La profondeur de séquençage dans le liquide pleural est supérieure avec le kit LC. Il 

s’agit du rapport entre la longueur des séquences mises bout à bout et la longueur du génome 

cible. Plus la profondeur de séquençage est importante, moins il y a de lacunes de lecture du 

génome. 
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Quel que soit le panel utilisé, la fréquence allélique dans le surnageant du liquide 

pleural centrifugé est significativement supérieure à celle du culot cellulaire, ce qui 

corrobore les résultats obtenus par l’équipe de Lin Tong (22), et ceux de l’équipe de 

Dan Liu (87,8% de concordance avec le tissu tumoral)(25).  

L’étude menée par Ping Zhang (26) met également en évidence un taux de détection de 

mutations supérieur dans les surnageants de divers liquides (liquide pleural, ascite, liquide 

péricardique, liquide cérébrospinal) par rapport au plasma. 

 Ces données plaident pour une analyse du liquide pleural en routine pour tous les patients 

présentant un épanchement prélevable, dans le cadre du diagnostic de carcinome bronchique 

non à petites cellules, ou lors de la progression sous traitement, et ce d’autant plus qu’il s’agit 

de patients jeunes et/ou non-fumeurs. En effet, la mise en évidence d’une mutation d’intérêt 

de l’EGFR donne accès à une ligne de traitement par TKI, dont on sait le bénéfice en terme de 

pronostic et de qualité de vie (12). Les délais analytiques d’un surnageant pleural ou d’un 

plasma (7 jours en moyenne contre 14 jours en moyenne pour les biopsies tissulaires) 

constituent un argument supplémentaire en faveur de leur utilisation. 

Ajoutons enfin qu’un épanchement pleural est fréquemment présent au diagnostic ou au cours 

de l’évolution de cancers du sein, des ovaires ou encore de l’estomac (27), ce qui renforce 

l’intérêt de son analyse par NGS en routine. 

 

Conclusion 

 Notre étude est en accord avec les données de la littérature, confirmant l’intérêt de l’analyse 

NGS du liquide pleural pour la recherche de mutations d’intérêt thérapeutique.  

Le kit Lung and Colon comportant une vingtaine de gènes est supérieur en termes de 

profondeur de séquençage par rapport au panel Hotspot comportant une quarantaine de gènes.  

Nos résultats confirment qu’un prélèvement pleural, et plus particulièrement le surnageant 

pleural est au moins aussi performant en termes de fréquence allélique qu’un prélèvement 

plasmatique.  Ce prélèvement a permis de corriger la négativité de l’analyse du plasma chez 

45% des patients EGFR mutés de notre étude, avec un impact majeur sur le choix 

thérapeutique. Le plasma et le liquide pleural sont des échantillons accessibles en routine de 

manière itérative et peu invasive, et permettent de compléter le prélèvement tumoral tissulaire 

tout en réduisant les délais analytiques à moins d’une semaine.  
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L’analyse NGS du liquide pleural a donc toute sa place en pratique clinique pour la prise en 

charge des carcinomes broncho-pulmonaires non à petites cellules, au diagnostic comme à la 

progression tumorale. 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Préparation de l’ADN. 

 

Annexe 2 : amplification de l’ADN (PCR) 
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Annexe 3 : Préparation de la puce avant séquençage  

Annexe 4 : Puce support de séquençage 
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Annexe 6 : Les mutations oncogéniques de l’Epidermal Growth Factor Receptor dans le 

cancer bronchique. D’après Sharma SV,Nature Reviews Cancer2007;7:169—181 

Annexe 5 : Séquençage 
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Annexe 7 : Kohno 2015, Skov 2015 (24,28) 

 

Annexe 8 : Epidermal growth factor receptor mutations are associated with 

gefitinib sensitivity in non-smallcell lung cancer in Japanese, H. Uramoto et al., 

2005 
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 L’apparition d’un épanchement pleural est un événement fréquent au cours de 

l’histoire naturelle du cancer broncho-pulmonaire. Son prélèvement est un geste 

simple et peu invasif. 

L’analyse NGS permet de détecter des mutations d’intérêt thérapeutique en 

cancérologie, et notamment la présence de mutations de l’EGFR accessibles à une 

thérapie ciblée par tyrosine kinase inhibiteur. Cette technique est actuellement utilisée 

en routine pour analyser le tissu tumoral et le plasma, mais il existe peu de données 

concernant son utilisation pour le liquide pleural.  

Dans cette étude, nous avons étudié la précision et l’efficacité de la détection de 

mutations dans le liquide pleural chez 28 patients atteints d’un carcinome bronchique 

non à petites cellules ayant eu une analyse NGS du liquide pleural entre 2017 et 2020. 

Le kit Lung and colon est plus performant que le kit Hotspot en termes de profondeur 

de séquençage, et les deux kits sont plus performants en termes de fréquences 

alléliques dans le surnageant que dans le culot issu de la centrifugation du liquide 

pleural. La sensibilité est équivalente à celle du plasma. Chez 63,6% des patients avec 

une mutation EGFR, celle-ci n’était mise en évidence que dans le liquide pleural et/ou 

dans le plasma, démontrant l’utilité d’associer des biopsies liquides aux biopsies 

tumorales parfois non réalisables en pratique clinique. Chez 45% des patients mutés 

EGFR de notre étude, l’altération a été mise en évidence uniquement sur le liquide 

pleural, permettant de guider la thérapeutique de première ligne. Il semble donc que 

l’analyse NGS du surnageant du liquide pleural constitue un apport non négligeable 

dans la recherche de mutations d’intérêt thérapeutique chez les patients porteurs d’un 

carcinome bronchique non à petites cellules.  
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