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Le NGS ou séquençage nouvelle 
génération

Définition
Ensemble de méthodes permettant le séquençage de milliers de 
fragments d’ADN ou d’ARN simultanément en un run

ADN ARN

Whole Genome, 
Whole Exome
ou ciblé

RNAseq (étude de 
l’expression, des 
transcrits de fusion…)
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En pratique au département d’Anatomie et 
Cytologie Pathologiques : Oncologie

Panel INCa = région ciblée

Développement du kit « INCa tumeurs solides»

Recommandations de l’INCa
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Extraction ADN/ 

Qualification
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2 jours 2,5 jours2,5 jours

Selon le jour d’arrivée sur la plateforme 7 à 12 jours ouvrés



Préparation des échantillons

Librairie Amplification Séquençage
Analyse des 
résultats et 

CR

Examen morpho / 
Extraction ADN/ 

Qualification

 Enregistrement du prélèvement
 Coupe + coloration H&E
 Examen morphologique par pathologiste (évaluation du % 
de cellules tumorales et superficie de la tumeur)

 Extraction ADN

 Qualification de l’ADN: Évaluation de la quantité et de la qualité de 
l’ADN par Q-PCR

Qté >50 ng et
Bonne qualité

(fragment d’ADN > 150pb) 

NGS Techniques classiques
(HRM, pyroséquençage, sanger…)

Qté <50 ng et/ou
Mauvaise qualité

(fragment d’ADN < 150pb) 



Répartition des prélèvements
Selon la quantité et la qualité de l’ADN
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Répartition des prélèvements selon 
l’organe
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Biopsies+++  peu 
d’ADN

NGS: 1495 prélèvements séquencées

0 échec  Limites de qualification très strictes



Génome de référence
Read 1 Read 2 Read 3 Read 4 Read 5

Analyse des résultats

Librairie Amplification Séquençage
Analyse des 
résultats et 

CR

Examen morpho / 
Extraction ADN/ 

Qualification

Séquençage des 
amplicons

FASTA BAM VCF

alignement Appel de variants

Données brutes Détection des 
variants

Reads= lectures= séquences Exemple: ATCGGGTTACCAACCGAAT
Alignement des reads (=mots) sur la séquence de référence (=phrase)



Analyse des résultats

Librairie Amplification Séquençage
Analyse des 
résultats et 

CR

Examen morpho / 
Extraction ADN/ 

Qualification

Quelques définitions

Profondeur : nombre de fois que chaque base est lue (exprimée en X)
(exemple: 300X, la base a été lue 300 fois)
Couverture : zone couverte par au moins une lecture (exprimée en %)

Profondeur

Couverture



Logiciels d’analyse

 Amplicon DS/ Variant Studio

 NextGene (Softgenetics) 

 ADIVaR (pipeline local développé par F. Escudié) depuis juin 2017

 Alamut Visual 



Librairie Amplification Séquençage
Analyse des 
résultats et 

CR

Examen morpho / 
Extraction ADN/ 

Qualification

En pratique

 Interprétation de l’analyse
 Vérification d’une profondeur suffisante pour chaque amplicon (>300X)
 Vérification du contrôle (Contrôle commercial Horizon)
 Vérification de l’absence de contamination (Blanc = eau)
 Analyse des ADN patients

 Réalisation du Compte-Rendu

Analyse des résultats



Bilan à 1 an
Septembre 2016 à septembre 2017

591 
(39,5%) 

Tumeurs 
Poumons

654
(43,7%) 

Tumeurs 
Colorectales

158 
(10,5%) 

Mélanome

1495 tumeurs séquencées

35 (2,3%) 
GIST

58 (3,9%) 
Autres



KRAS
48%

NRAS
5%

BRAF
10%

“Autres” 
variants

8%

Abs de 
variants

29%

654 Tumeurs Colorectales
196 patients sans variants (29% des cas) 

458 patients avec variants

405 patients avec mutations KRAS ou NRAS ou BRAF
(dont 12 avec double mut KRAS/KRAS; KRAS/NRAS; KRAS/BRAF; NRAS/BRAF) 

Exon 2: 271 (41,4% vs 39,5% en 2014)
Exon 3: 15 (2,2% vs 3,9% en 2014)
Exon 4: 36 (5,5% vs 5,2% en 2014) 

Exon 2: 13 (2% vs 2,5% en 2014)
Exon 3: 18 (2,7% vs 4,7% en 2014)

Exon 4: 0 (0% vs 0% en 2014)

V600E: 55 
Exon 15: 8
Exon 11: 6

53% patients avec une 
mutation RAS



654 Tumeurs Colorectales
637 variants

KRAS
51%

NRAS
5%

BRAF
11%

“Autres” 
variants

33%
(204)



654 Tumeurs Colorectales
204 « autres » variants

PIK3CA
56%

MET
9%

FGFR3
8%

AKT1
7%

KIT
4%

EGFR
3%

HRAS
3%

MAP2K1
2% ALK

2%

PDGFRa
2%

ERBB4
2%

FGFR2
1%

ERBB2
1%

72%
E542K
E545
H1047



594 Tumeurs Pulmonaires
215 patients sans variants (36% des cas) 

379 patients avec variants

319 (54%) patients 
avec mutations EGFR, 

KRAS, BRAF, ERBB2 
ou MET exon 14

(dont 16 avec plusieurs mut 
EGFR/EGFR; EGFR/KRAS, 
BRAF/KRAS; KRAS/KRAS; 

EGFR/KRAS/BRAF) 

Exon 2: 189
Exon 3: 13

Exon 18: 4

Exon 19: 37
T790M: 11
Exon 20: 6

Exon 21: 41 

V600E: 13
Exon 15: 12
Exon 11: 8

EGFR
14% 

vs 13,5% en 

2014

KRAS
33%

vs 28,7% en 
2014

BRAF
5%MET exon 14

1%

ERBB2
1%

“Autres
variants”

10%

Abs de 
variants

36%



594 Tumeurs Pulmonaires
442 variants

EGFR
23%

KRAS
45%

BRAF
7%

MET exon 14
1%

ERBB2
1%

“Autres”
23%
(99)



594 Tumeurs Pulmonaires
99 « autres » variants

MET
35%

EGFR 
15%PIK3CA

9%

FGFR3
8%

MAP2K1
8%

KIT
5%

KRAS
4%

NRAS
4%

HRAS 
4%

ERBB4
3%

FGFR2
2%

PDGFRA
2%

ERBB2
1%

Exon 2

Variants non décrits dans la 
littérature (A750P, V834L…)



158 Mélanomes
39 patients sans variants (25% des cas) 

119 patients avec variants 145 variants

104 (66%) patients avec mutations BRAF, NRAS ou KIT

Nombre de cas
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65 cas (41%) 31 cas (20%) 7 cas (4,4%)

31,6% 

17,7% 



158 Mélanomes
39 patients sans variants (25% des cas) 

119 patients avec variants 145 variants

42 autres variants

MET (11)

FGFR3 (5)

KRAS (5)

AKT1 (4)

ERBB4 (4)

PIK3CA (3)

FGFR2 (2)

MAP2K1 (2) EGFR (1)
Exon 2 (7)
Exon 14 (2)
Exon 17 (2)



35 GIST
6 patients sans variants (17% des cas) 

29 patients avec variants 30 variants
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60%
Vs

54,5% en 2014
69% en 2015

17%
Vs

12% en 2014
16% en 2015



Bilan à 1 an NGS

AVANTAGES DU PANEL INCa V1

 Sensibilité augmentée (seuil à 2%) par rapport aux techniques classiques
 Détection de mutations entre 2 et 5%

Å KRAS : 19 mutations (6 colons, 13 poumons)
Å BRAF: 3 mutations (1 mélanome, 1 colon et 1 poumon)
Å KIT: 1 mutation exon 9 dans 1 mélanome
Å NRAS: 1 mutations Q61L dans 1 mélanome

 Détection de mutations ayant un impact théranostique non recherchées par nos 
techniques classiques précédentes

 1 patient avec une tumeur pulmonaire NPC avec au niveau du gène EFGR:
Å Délétion exon 19
Å T790M
Å C797S 

 Détection de mutations d’intérêt à proximité d’autres variants:
 1 patient avec 1 tumeur pulmonaire NPC:
Gène EGFR
ÅMutation L858R exon 21 non retrouvé par COBAS
ÅMutation p.H850Y  valeur prédictive inconnue

Mutations en Cis (même chromosome)



 Détection de mutations d’intérêt non recherché en routine:
 « Diagnostic difficile entre Mélanome muqueux ou tumeur maligne des gaines 

nerveuses périphériques. » 
ÅMutation p.E542K du gène ERBB4 : Variant décrit dans 2 cas de mélanome 

(COSM131768). Variant non décrit dans la base de données ClinVar. Les bases 
de données Sift et Polyphen sont discordantes quant à l'effet de la 
modification de l'acide aminé acide glutamique (E) en lysine (K) sur la fonction 
de la protéine. 

Bilan à 1 an NGS

AVANTAGES DU PANEL INCa V1



LIMITES DU PANEL INCa V1

 Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

Délétion c.2236_2250del15 
 détectable

Bilan à 1 an NGS



 Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

Délétion c.2240_2257del18 
 non détectable

Bilan à 1 an NGS

LIMITES DU PANEL INCa V1



 Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

 Mutations du site d’épissage exon 14 du gène MET
 2 tumeurs avec mutations sur le site d’épissage détectées par NGS et tech classique
 1 tumeurs avec mutation sur le site d’épissage détectée par tech classique et pas NGS

Bilan à 1 an NGS

LIMITES DU PANEL INCa V1



 Délétion exon 19 EGFR dans tumeurs pulmonaires NPC
 36 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par NGS et COBAS
 18 tumeurs avec délétion exon 19 détectées par COBAS et pas NGS

 Mutations du site d’épissage exon 14 du gène MET
 2 tumeurs avec mutations sur le site d’épissage détectées par NGS et tech classique
 1 tumeurs avec mutation sur le site d’épissage détectée par tech classique et pas NGS

 Tumeurs pulmonaires NPC: Sensibilité COBAS +++ par rapport au NGS
 1 tumeur avec insertion exon 20 < 1%
 1 tumeur avec T790M < 1% 

 Délétion/insertion de grande taille (KIT)
 1 cas 
Å NGS: WT
Å Techniques classiques: KIT exon 11 :p.P577_Y578insYDHKWEFPRNRLS -

c.1730_1731ins39

Bilan à 1 an NGS

LIMITES DU PANEL INCa V1



Conclusions/Perspective 

Détection Amplicons
Panel INCA V1

Amplicons
Panel INCA V2

(Fin 2017)

Capture

(Courant 2018)

Nombre de gènes 16 37 + gènes MSI +++++

SNP √ √ √

Pb délétion exon 19 gène 
EGFR X √ √

Mutation site d’épissage 
exon 14 gène MET X √ √

Petite insertion/délétion 
(<30 pb) √ √ √

Grande insertion/délétion   
(> 30pb) X X √

Amplification de gène 
(CNV) X X √

Réarrangement de gènes 
(gènes de fusion…) X X √



Compte Rendu



Compte Rendu

= Variants avec un impact 
diagnostique, pronostique 
ou théranostique (ttt avec 
AMM)

= Variants connus dont le ttt
ciblé n’a pas d’AMM dans la 
pathologie 

= Variants dont l’impact 
diagnostique, pronostique 
ou théranostique est 
inconnu



Exemple de compte Rendu
Tumeur pulmonaire NPC


