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• Exemple pour le diagnostic
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• Programme des cours en pathologie 
moléculaire
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• L’anatomie pathologique

• La pathologie

• La biopathologie

• La pathologie morphologique et la 
pathologie moléculaire



L’anatomie pathologique

Le rôle de la macroscopie et le 
début des observations au 

microscope





R Virchows















Les premiLes premièères observationsres observations……..





Une évolution progressive 
vers la pathologie moderne…









Contrôle de la traçabilité



Contrôle de la traçabilité
Evaluation d’un système par RFID





Plateau technique d’immunohistochimie et d’hybridation in situ





Vers une nouvelle évolution 
et une nouvelle spécialité

La biopathologie



Detection des “CTC”: différentes Detection des “CTC”: différentes 
méthodologiesméthodologies

Pantel et al, Nature Cancer Rev 2008



La technique La technique CellSearchCellSearch

CTC

L’exemple d’une méthode indirecte



CellSave Tube

CellSearchReagents

CellSearchCellSearch SystemSystem
CellTracks AutoPrep System

Magnest

CellTracks Analyzer II

FDA 2004

WBC        Control      CK     DAPI





Une nouvelle ère

La pathologie morphologique 
et la pathologie moléculaire





La pathologie moléculaire



Université d’oxford





Quelles techniques ?

• Recherche d’altérations génétiques

• Séquençage, pyroséquençage, PCR 
mutiplexe, Snapshot, technique 
FISH

–Mutations ponctuelles

– Réarrangements chromosomiques



Plateau technique de biologie moléculaire



Pyroséquençage

Augmentation potentielle de la sensibilité

Détection des mutations de  KRAS, BRAF, EGFR 

Détection de nouvelles mutations

Assay: KRAS CODONS 12-13
Sample ID: LB09-137 Kras 12-13 LPCE
Result : mutated GGT>AGT



Extraction d’acides nucléiques et 
contrôle de qualité



Caryotype tumoral



Technique FISH



Technique FISH
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Les buts de la pathologie 
moléculaire

• Amélioration du diagnostic

• Evaluation du pronostic

• Prédiction de la réponse à des 
traitements ciblés sur des 
altérations moléculaires (approche 
« théranostique »)
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L’exemple des sarcomes





Le synovialosarcome
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ER HER2

FISH

Statut  HER2 
et cancer du sein
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Principaux cancers dont les mutations 
orientent vers une thérapeutique ciblée

• Cancer du poumon non à petites cellules

• Adénocarcinome colique

• Cancer du sein

• Mélanome

• Autres (thyroïde, estomac, …) 



Principales mutations à rechercher selon l’organe

• Cancer du poumon non à petites cellules
– EGFR (exons 19 et 21; exons 18 et 20)
– KRAS (exons 12 et 13; exon 61)
– ALK
– PI3KA, Her2
– (LKB1, ….)

• Adénocarcinome colique
– KRAS (exons 12 et 13)
– BRAF V600

• Cancer du sein
– Her2 (RO, RP)

• Mélanome
– BRAF (V600)
– C-kit
– NRAS

• Autres (thyroïde, estomac …) ?
– BRAF (V600) : Carcinome papillaire
– Her2: Carcinome gastrique



Cancer du poumon













Le dLe dééfi du carcinome bronchofi du carcinome broncho--pulmonaire pulmonaire 

non non àà petites cellules (CBPNPC)petites cellules (CBPNPC)

80% des cancers du poumon

Mortalité élevée : 1ère cause de mortalité par cancer 

chez l’homme (et 3ème chez la femme) 

Diagnostic tardif avec une majorité de patients diagnostiqués avec une forme 

localement avancée (IIIA-IIIB) ou métastatique (IV)

Absence d’utilisation de moyens de détection précoce

Plafonnement thérapeutique actuel



Ciblage thCiblage théérapeutique de lrapeutique de l’’EGFREGFR

IRESSA (Gefitinib)

TARCEVA (Erlotinib)

ERBITUX (Cetuximab)

Efficacité clinique

10 – 30 %

Gupta et al, Mod Pathol, 2009 





Significantly mutated pathways in 
adenocarcinoma of the lung



Significantly mutated genes in lung adenocarcinomas

Ding et al. Nature, 2008

Number of somatic mutations in each indicated gene in 188 tumour and normal pair



Sharma et al, Nat Rev Cancer, 2007; Yang et al, J Clin Oncol, 2008; Zhu et al, J Clin Oncol, 2008. 

Mutations activatrices de lMutations activatrices de l’’EGFREGFR

Exon 19 (70 – 100%) > Exon 21 (20 – 67%)

26 à 34 mois > 8 à 17 moisSurvie globale:

Tyrosine kinaseLiaison EGFLiaison EGF

Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21

Chr 7p12

G719C

G719S

G719A

V698M

N700D

E709K/Q

S720P

∆E746-A750
∆E746-T751

∆E746-A750 (ins RP)

∆E746-T751 (ins A/I)

∆E746-A751 (ins VA)

∆E747-T751

∆E747-A751 (ins P/S)

∆E747-T752

∆E747-T752 (E746V)

∆E747-T752 (ins Q)

∆E747-T753

∆E747-T753 (ins S)

∆E752-T759

V765A

T783A
L858R (40 – 45%)
N826S

A839T

K846R

L861Q

G863D

Mutations sensibles

5%

45%

< 1%

40 – 45%

80 – 90% patients répondeurs aux TKI



Tous les patients atteints d’un adénocarcinome du poumon 
devraient pouvoir avoir accès au test EGFR pour déterminer le statut 
mutationnel de leur tumeur. Celui-ci permettrait de leur prescrire le 
traitement dont ils sont le plus susceptibles de bénéficier : traitement ciblé 
anti-EGFR ou chimiothérapie standard. 10.000 examens devraient ainsi être
effectués par an.
Afin de faciliter l’accès des patients à ces thérapies ciblées, l’INCa propose de 
débloquer une subvention exceptionnelle en 2009 pour les analyses EGFR 
effectuées en 2010 par les plates-formes hospitalières de génétique 
moléculaire reconnues par le programme INCa\DHOS 2006-2008. 
En contrepartie, les plates-formes s’engageront dans le cadre d’une 
convention avec l’INCa, et pour la durée de celle-ci : 
- à réaliser les tests EGFR pour l’ensemble des patients de leur région sans 
les facturer,
- à dédommager les laboratoires ou les cabinets 
d’anatomopathologie qui leur adressent les prélèvements à hauteur 
de 30 euros par dossier,
- à fournir un reporting d’activité trimestriel à l’INCa (nombre de tests EGFR, 
pourcentage des prescriptions internes ou externes) et un rapport final 
d’activité.

Appel d’offres 2009



La recherche des biomarqueurs en routine ?

• Les biomarqueurs
• Pathologie moléculaire en oncologie 
thoracique

• Les appels d’offres de l’INCa
• L’état des lieux en France à l’automne 
2010

• La réalité de terrain: le point de vue 
d’un responsable de plateforme

• Quelles perspectives ?





Taux moyen de patients mutés 
= 13% (de 7% à 18%)

Patients mutés (% par rapport aux analysés)

56% des centres 

(10%-15%)

26% des centres 

(7%-10%)

Taux de réponse: 96% (27 centres)

19% des centres 

(>15%)

Ce centre n’a reçu que 
22 prélèvements sur S1

Questionnaire AstraZeneca nov 2010



RRéésistance aux TKIsistance aux TKI

J 0 4 mois 25 mois

Pao et al, Plos Medicine, 2005; Maheswaran et al, N Engl J Med, 2008.

% Survie

sans 

progression

T790M positif

T790M négatif

Temps (mois)



Mélanome malin















Exon 10 Exon 11 Exon 13 Exon 17

Chr 4q11-q12

K546K

K550N

K550_E554del

...

M552T

Y553N

E554D

W557R

K558E

V559A

V560A

E561D

N566N

Y568C

V569A

L576F

P551_E554del

V559_V569del 

V559del

V569_D572del

...

R634R

A636V 

S639P 

K642E

V643A 

L647P 

M651V

I653T

V654A

N655K

...

p.D816V

K818R

D820Y

N822K 

Y823D

V825A

V825I  

A829P

A829P 

... 

Mutations activatrices de c-KIT

Exon 9 Exon 18

K509I 

N512D 

V530I 

I538M

M541L

…

I841V  

S854P

L859L

L859P  

E861E  

L862L  

...

1. Sanger Cosmic Database (http://www.sanger.ac.uk/)

2. Beadling et al, KIT Mutations and Copy Number in Melanoma Subtypes, Clin Cancer Res, 2008



1. Smalley K and Sondak V,  Melanoma — An Unlikely Poster Child for Personalized Cancer Therapy, N Engl J Med, 2010

2. Davies MA and Samuels Y, Analysis of the genome to personalize therapy for melanoma, Oncogene, 2010

Ras

BRAF

MEK

Prolifération

PI3K

Akt

Apoptose

Principales voies oncogéniques dans les mélanomes

RTK (c-KIT)

PTEN

RAF1



1. Smalley K and Sondak V,  Melanoma — An Unlikely Poster Child for Personalized Cancer Therapy, N Engl J Med, 2010

2. Davies MA and Samuels Y, Analysis of the genome to personalize therapy for melanoma, Oncogene, 2010

Ras

BRAF

MEK

Prolifération

PI3K

Akt

Apoptose

Thérapies ciblées dans les mélanomes

RTK (c-KIT)

PTEN

Inhibiteur 

MEK

PLX4032 RAF1

Imatinib



Cancer de la thyroïde





Parfois des cancers familiaux







Mutation de BRAF



Cancer du colon









Mutation de KRAS



Les biomarqueurs en routine

• La multiplicité des biomarqueurs !

• L’objectif d’un biomarqueur

• Le choix actuel « acquis » en oncologie 
thoracique 



Biomarqueur diagnostic

Biomarqueur pronostic

Biomarqueur théranostic



Biomarqueur diagnostic

Biomarqueur pronostic

Biomarqueur théranostic

Ex:  Chromogranine A

Ex:  Ki 67

Ex:  Mutation L858R



Lung Cancer Patient in the near future

Lung nodule/metastases

Tumor Biopsy/ blood

MOLECULAR PORTRAIT

Diagnostic Prognosis New targetChemotherapy

sensitivity

ERCC1

RRM1

PI3K
ALK

IGFR

VEGFA
Pathways

Others…
Need for treatment ?

Cancer?  

Yes/No

Targeted therapy

sensitivity

Which  treatment and when ?







NCBI PubMed
(22 01 2011)

« Biomarkers and lung cancer »

13 930 citations

Marqueurs tissulaires (protéines, ARN, 
ADN, microARN)

Marqueurs sanguins (ARN libre, 
ADN libre, microARN, CTC, cellules 
endothéliales circulantes, protéines, 
microparticules)

Mutations et réarrangements



Des étapes à respecter, à maîtriser et surtout à contrôler



Cryopreservation room
(freezers and nitrogen

tanks)

Primary cultures 
and blood

preparation

Electron
microscopy

(TEM)

Embedding

Gross 
macroscopy

Cytology

Immunohistochemistry

LaundryLaser capture 
microdissection

Tissue 
microarrays

Meeting 
room

Molecular
Biology

Tissue specimen
sectioning room

Clockroom

Frozen section

PneumaticPneumatic tubetube

Recording data

Microarray and
nucleic acids
preparation

ENTRY

ENTRY

Laboratoire de Pathologie Clinique CRB &  Biologie Moléculaire

Une architecture « groupée L’optimisation des procédures

www.biobank06.com



*Identification factice à titre d’exemple

*

Formaliser impérativement 
les activités



Accueil

Centre Ressources Biologiques

Catalogue des échantillons

Cession et Consentement

Publications

Annuaire

Nouvelles

Foire aux questions

Contact…

Recherche

https://extranet.chu-nice.fr/prod-tumo/prod-tumo-fr/

BIOBANK   LPCEBIOBANK   LPCE

http://www.biobank06.com



Marius ILIE

Secteur PathologisteSecteur Pathologiste

P. Grier

Laboratory of Clinical and Experimental Pathology

www.biobank06.com

• Doctorat en médecine

• Conseil de l’Ordre Alpes Maritimes

• Formation en Anatomo-pathologie

• LPCE, Bourse de l’Agence Universitaire de la 

Francophonie

2007
-

2008

2008
-

2009

2009
-

2010

• Master 2 SV

« Génétique, Développement et Immunité »

Université de Nice Sophia Antipolis, Nice

Bourse de l’Institut National du Cancer

• Thèse d’Université

« Biologie Moléculaire et Cellulaire »

Université de Nice Sophia Antipolis, Nice

• DIU de Pathologie Moléculaire

• Praticien Attaché Contractuel, CHU de Nice



The Biobank06 Team, Nice University, France
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• Pathologie moléculaire du cancer du 
poumon
– Dr Véronique Hofman

• Pathologie moléculaire de la thyroïde
– Dr Sandra Lassalle

• Pathologie moléculaire du mélanome
– Dr Elodie Long

• Pathologie moléculaire du colon
– Dr Ionut M Ilie



hofman.p@chu-nice.fr
www.biobank06.com

From surgical pathology to molecular pathology



Les Les choseschoses les plus les plus importantesimportantes

sontsont souventsouvent invisiblesinvisibles

Antoine de SaintAntoine de Saint--ExupExupééryry



?

Questions 



Question 1

Que signifie le mot 
« théranostic » ?



Question 2

Quelle est la mutation à 
rechercher actuellement dans le 
cancer du poumon d’une façon 

obligatoire ?



Question 3

Quelle est la mutation à 
rechercher actuellement dans le 
mélanome malin métastatique ?



Question 4

Quelles sont les techniques 
principales pour rechercher des 
mutations dans les tumeurs ?



Question 5

Qu’appelle t-on thérapeutique ciblée ?
Donnez un synonyme 



Question 6

Donnez la définition d’un mélanome



Question 7

Quel facteur prédisposant doit-on 
rechercher à l’interrogatoire devant 

tout cancer de la thyroïde ?



Question 8

Quel est la mutation à rechercher dans 
un cancer du colon ?



Question 9

Citez un cancer familial



Question 10

A partir de quels prélèvements humains 
peut-on recherche des mutations ?



Keep the faith and the
pressure !


