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Présentation du laboratoire

2

❖Activités

 - Marqueurs Tumoraux

 - HPV

 - Oncogénétique constitutionnelle 

 - Oncogénétique somatique 

❖RH

- Biologistes : 1 PU-PU, 2 MCU-PH, 1 PH

- Ingénieurs : 2 Technique, 1 Bioinfo

- Techniciens : 11

 - AMA : 1

 - CDS



Présentation des activités d’oncogénétique somatique
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❖ ADN
 - SNV, indels (panel 53 gènes) (n = 2472) AdiVar
 - CNV (n = 751) MIAms
 - Instabilité microsatellitaire (n = 572) ifCNV
 - Altérations gènes voie HR, MMR (n = 353) Oryci
 - Instabilité génomique (score HRD) (n = 135) sWGS
 - Gain et perte de copie de gènes : CGHarray (n = 284)              1 run / sem
 - Méthylation de promoteur (n = 297)  1 run / sem

❖ ARN   ArcherDx
 - Transcrits de fusion : panel « Lung » (n = 645) 
 - Transcrits de fusion : panel sarcome (n = 116)

❖ ADNtc (n = 520)
 - Hotspot : ddCR  1 run / sem
 - Panel plus large : NGS (en dev)  ctSOM

Prélèvements tissulaires

Biopsies liquides

2 runs / sem

1 run / 15 j

1 à 2 runs / sem
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Technique Archer
Pipeline commercial



Panel FUSION_lung (17 gènes)
BRAF, ALK EGFR, ERBB2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, KRAS, MET, NRG1, NRK1, NTRK2, NTRK3, NUTM1, PIK3CA, RET, ROS1

Panel FUSION_sarcoma (63 gènes)
BCOR, BRAF, CAMTA1, CCNB3, CIC, CSF1, CTNNB1, EGFR, EPC1, ERG, ESR1, ETV1, ETV4, ETV5, ETV6, EWSR1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FOS, FOSB, FOXO1, FUS, GLI1, 
HMGA2, JAZF1, MBTD1, MDM2, MEAF6, MET, MGEA5, MKL2, MYOD1, NCOA1, NCOA2, NCOA3, NR4A3, NTRK1, NTRK2, NTRK3, NUTM1, PAX3, PDGFB, PDGFRA, 
PHF1, PALG1, PRKCA, PRKCB, PRKCD, RAF1, RET, ROS1, SS18, STAT6, TAF15, TCF12, TFE3, TFG, USP6, VGLL2, YAP1, YWHAE

Données personnelles de l’orateur

Panels transcript de fusion : à Rennes et MTP



Génes de fusion dans les tumeurs solides

Fusions in solid tumours: diagnostic strategies, targeted therapy, and acquired resistance. Schram AM, Chang MT, Jonsson P, Drilon A. Nat Rev Clin Oncol. 2017



Fusions NTRK?

Genomic context of NTRK1/2/3 fusion-positive tumours from a large real-world population C. B. Westphalen Precision Oncology (2021)

Identifying patients with NTRK fusion cancer J. P. Solomon Annals of Oncology (2019)



Classification moléculaire des Sarcomes

Functional Classification of Fusion Proteins in Sarcoma Wachtel et al. Cancers 2024 

=> A visée diagnostique en 

complémentarité de paramètres 

cliniques, morphologiques et 
biologiques

Environ 40 % de tous les sarcomes sont 
déterminés par l’un des 100 gènes de 

fusion connues.

1er intention: RNA ciblé

2eme intention: RNAseq si RNA ciblé negatif 
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Technique Juno
Pipelines maison



Les prélèvements tissulaires
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Prélèvements tissulaires : Circuit du prélèvement en amont
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Obtention du prélèvement

• Fibroscopie
• Ponction sous scanner
• Aspiration
• Chirurgie…

Transmission au laboratoire 
d’anatomo-pathologie

Inclusion en paraffine Cerclage de la 
zone tumorale 

après coloration à 
l’hématoxyline-éosine

Transmission au 
labo de BioMol

• Copeaux
• Macrodissection
• Carotte (punch)



12Gerlinger et al, NEJM 2012, 366:883

Prélèvements tissulaires : Prélèvement hétérogène
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Subclone sensitive to 
targeted therapy

Normal cells

✓ Tissu hétérogène
✓ « Contaminé » par des cellules non tumorales

Jamal-Hanjani et al. NEJM 2017

Prélèvements tissulaires : Prélèvement hétérogène
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Koren and Bentires-Alj. Molecular Cell. 2015

L’importance du prélèvement

✓ Evolue au cours du temps et sous pression médicamenteuse

Nécessité de re-biopsier quand possible 
ou d’utiliser d’autres matrices (ADNct)

Savoir à quel moment du parcours de soin 
a été réalisé le prélèvement



Exemples de prélèvements tissulaires
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❖ Pièce opératoire ❖ Biopsie

30% cellules tum 70% cellules tum 40% cellules tum

Selon l’échantillon :

- Contamination avec du tissu non tumoral

- Paraffine perturbe l’extraction d’Ac nucléique

- Faible quantité de matériel disponible

- Nécrose



Quelques chiffres
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≤10%
6%

10-20%
10%

20-50%
26%

50-80%
38%

≥80%
20%

≤20% cellules tumorales
16%

❖ Type de prélèvements réceptionnés ❖ Pourcentage de cellules tumorales
 (Recommandé : > 20% cellules tumorales)

Pièce opératoire
26%

Biopsie
71%

Liquide
3%



Problème de l’inclusion en paraffine
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❖La fixation au formol induit différents dommages au niveau des Ac nucléiques

(Do and Dobrovic, 2015)

(1) Liaisons covalentes ADN-histones
(2) Formation d’adduits ADN-Formaldehyde
(3) Liaisons covalentes ADN-proteines
(4) Liaisons covalentes ADN-ADN
(5-6) Déamination des cytosines
(7) Perte de bases d’ADN
(8) Fragmentation de l’ADN (150 à 220 pb)

ADN non amplifiable

Augmente  la détection d’artéfact

Nécessité d’adapter les techniques

160 pb200 pb NB: Prélèvements osseux 
 nécessite décalcification -> dégradation ++++

(8)



La technique Juno et 
les pipelines associés
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Recherche d’altérations à partir d’ADN : Technique Juno

Système Juno

❖ Avantages de cette technique :
- Panel modulable
- Nécessite peu de quantité d’ADN (recommandé 20 ng, possible ≥12.5 ng DNA)
- Temps technique réduit (1,5 j pour Prep librairie)
- Technique amplicon : plus adaptée aux échantillons dégradés et avec peu d’ADN
- Indexage réalisée lors de la PCR

+ ajout de 8 loci microsatellitaires, 
+ H3F3B
+ augmentation de la couverture pour les hotspots

❖ Panel INCa_v3
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Recherche d’altérations à partir d’ADN : Technique Juno

<12,5 ng dans la réaction
37%

Rappel : 16% ont ≤20% cellules tumorales 

❖ Altérations recherchées : pipelines maison
- SNV, indels : AdiVar

- Amplification de gènes (MET, HER2) : ifCNV
 

- Instabilité microsatellitaire : MIAmS

❖ Résultats :
Uniquement 5% échantillons rendus « non analysable »
En général, parce qu’aucune mutation détectée

Remarque : 70% ont une quantité d’ADN < 3 ng

❖ Détails techniques
-  Hotspots ciblés par deux amplicons chevauchants

- Double librairie pour minimiser l’impact de l’inclusion

Remarque : ex. échantillon problématique
3 ng  1000 Cellules
si 20% cellules tum  200 cellules
Si hétérogénéité tum (mut à 50%)  100 cellules
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Pipelines Bioinfo pour recherche altérations ADN

❖ Gestionnaire de workflow

❖ Rapide

❖ Double librairies

❖ Amplicons chevauchants

❖ Fiable

❖ Adapté à la technique et adaptable aux échantillons
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ADIVaR: A pipeline for SNV analysis

Frederic Escudié (Toulouse)
Charles Van Gothem (Montpellier)
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ADIVaR: A pipeline for SNV analysis

Frederic Escudié (Toulouse)
Charles Van Gothem (Montpellier)

ifCNV
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ADIVaR: A pipeline for SNV analysis

Frederic Escudié (Toulouse)
Charles Van Gothem (Montpellier)
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ADIVaR: A pipeline for SNV analysis

x Frederic Escudié (Toulouse)
Charles Van Gothem (Montpellier)
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MIAmS: Microsatellites Instability by Amplicon Sequencing

Escudié, Van Goethem et al. Bioinformatics, 2020.
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MIAmS: Microsatellites Instability by Amplicon Sequencing

Escudié, Van Goethem et al. Bioinformatics, 2020.
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MIAmS: Microsatellites Instability by Amplicon Sequencing

Escudié, Van Goethem et al. Bioinformatics, 2020.

Uses 8 microsatellite loci

>100 samples from different tissues were 
used to train the model

Se and Sp > 0.95
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Détection de CNV : Développement de l’outil ifCNV

Cabello-Aguilar et al. Mol Ther Nucleic Acids. 2022. 

ADIVaR
.bam files
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Détection de CNV : Développement de l’outil ifCNV

Cabello-Aguilar et al. Mol Ther Nucleic Acids. 2022. 

Se = 1 & Sp = 1 
for amplifications 

ADIVaR
.bam files
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Interfaces

❖ Convivial

❖ Efficace 

❖ Aide à l’interprétation : lien avec des bases des données

❖ Permettant le report des variants sans intervention manuelle
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Détection de SNV, indels (AdiVar) : Metrics
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Détection de SNV, indels (AdiVar) : quelques exemples

❖ Echantillon de bonne qualité : 
 40% cellules tumorales
 15 ng dans la réaction
 

❖ Echantillon avec peu de cellules tumorales : 
 15% cellules tumorales
 5 ng dans la réaction 
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Détection de SNV, indels (AdiVar) : quelques exemples

❖ ADN non amplifiable : dégradé ou cross-linké 
 70% cellules tumorales
 17 ng dans la réaction
 

❖ Echantillon avec beaucoup d’artefacts d’inclusion : 
 70% cellules tumorales
 20 ng dans la réaction 
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Détermination du status MSI (MIAmS)
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Détermination du status MSI (MIAmS)
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Détection de CNV (ifCNV) : exemple d’amplification de MET

Ratio : 5
10 copies de MET
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Détection de CNV (ifCNV) : exemple d’amplification de ERBB2/Her2

Ratio : 3
6 copies de ERBB2
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Conclusions

• Pipelines constitués de logiciels personnalisés en libre accès
• Métriques pour une interprétation facile par l'utilisateur
• Interface graphique conviviale
• Adapté pour traiter des échantillons difficiles

Wet lab Dry lab
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