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1. Tour de table sur la pratique actuelle  

2. Les prescriptions dans la CBNPC 

3. Quelles modalités pré-analytiques ? 
1. Les tubes de prélèvement 

2. La centrifugation 

3. Le volume de plasma à utiliser 

4. Quelles modalités analytiques? 
1. L’analyte 

2. La limite de détection (LOD) 

3. Les qPCR  

4. Les PCR numériques 

5. Le NGS 

5. Contrôles qualités externes 

6. Post analytique 



 

Mise en routine ………………de l’auditoire 

 

Principales indications :  

- CBNPC (EGFR, BRAF)  

- CRC (RAS)  

- Mélanome (BRAF, NRAS) 

- Sein (ESR1, PIK3CA) 

- Autres :  



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

L’ADNtc peut être utilisé pour : 

 

 Evaluer le pronostic du patient 

 Rechercher des mutations au diagnostic en 
l’absence de prélèvement tissulaire 

 Evaluer La réponse au traitement  

 Détecter la maladie résiduelle 

 Mettre en évidence les mutations de 
résistance (T790M) 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

• Le sérum ne doit pas être utilisé 

• Le plasma EDTA peut être utilisé 

• Les tubes EDTA doivent être centrifugés 
dans les 3-4h après le prélèvement 

• Les tubes BCT (Streck) permettent une 
prise en charge dans les 10 jours 

• L’utilisation des tubes cfDNA Roche a été 
validée avec des prélèvements de 
patients ayant un CBNPC 

• Il existe d’autres tubes validés pour 
l’analyse de l’ADNtc 

• ACCORD / DESACCORD 

 



Efficient Detection of BRAF Mutation in Plasma of Patients after 

Long-term Storage of Blood in Cell-Free DNA Blood Collection Tubes 

Denis et al. Clin Chem 2015; 61(6):886-8,   
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Characteristics of cfDNA obtained from plasma isolated 

from blood stored at room temperature 

Sonya Parpart-Li et al. Clin Cancer Res 2017;23:2471-2477 



The effects of blood tube collection storage conditions 

on cfDNA and ctDNA yield 

Sonya Parpart-Li et al. Clin Cancer Res 2017;23:2471-2477 



Performance of Streck cfDNA Blood Collection Tubes 

for Liquid Biopsy Testing 

Medina Diaz et al. PLOS One 2016; 11(11): e0166354 



Performance of Streck cfDNA Blood Collection Tubes 

for Liquid Biopsy Testing 

Medina Diaz et al. PLOS One 2016; 11(11): e0166354 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

• Le sérum ne doit pas être utilisé 

• Le plasma EDTA peut être utilisé 

• Les tubes EDTA doivent être centrifugés 
dans les 3-4h après le prélèvement 

• Les tubes BCT (Streck) permettent une 
prise en charge dans les 10 jours 

• L’utilisation des tubes cfDNA Roche a été 
validée avec des prélèvements de 
patients ayant un CBNPC 

• Il existe d’autres tubes validés pour 
l’analyse de l’ADNtc 

• ACCORD / DESACCORD 

 



  

Valda Toro et al. Clinical Biochemistry, 2015, 993–998 

Comparison of cell stabilizing blood collection tubes for 

circulating plasma tumor DNA 



  

Valda Toro et al. Clinical Biochemistry, 2015, 993–998 

Comparison of cell stabilizing blood collection tubes for 

circulating plasma tumor DNA 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

 Le plasma est récupéré après 2 
centrifugations : basse vitesse puis haute 
vitesse 

 Le plasma peut être conservé à -20°C 
pendant 1 semaine, ensuite à -80°C 

• ACCORD / DESACCORD 

 



Can be performed 
either before or after 

freeze / thaw 

Recommended workflow for plasma collection, 
processing, and storage 

Normanno N, et al. Oncotarget 2017;8(7):12501-12516 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

 Toutes les techniques d’extraction sont 
équivalentes 

 L’extraction doit se faire à partir d’un 
minimum de 2 ml de plasma 

 Il a été montré qu’augmenter le volume 
de plasma extrait augmentait la 
concordance avec les tests tissulaires 
(PPA) 

• ACCORD / DESACCORD 

 



Comparison of methods for circulating cell-free DNA isolation 

using blood from cancer patients: impact on biomarker testing 

Perez-Barrios et al. Trans Lung Cancer Res 2016;665-672 

n Maxwell RSC QIAmp MagnaPure Compact 

33 1,25 ng/mL 1,08 ng/mL 

26 2,31 ng/mL 1,15 ng/mL 



A Comparison of Cell-Free DNA Isolation Kits : Isolation and 

Quantification of Cell-Free DNA in Plasma 

Sorber et al. J Mol Diagn 2017;162-168 



A Comparison of Cell-Free DNA Isolation Kits : Isolation and 

Quantification of Cell-Free DNA in Plasma 

Sorber et al. J Mol Diagn 2017;162-168 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

 Toutes les techniques d’extraction sont 
équivalentes 

 L’extraction doit se faire à partir d’un 
minimum de 2 ml de plasma 

 Il a été montré qu’augmenter le volume 
de plasma extrait augmentait la 
concordance avec les tests tissulaires 
(PPA) 

• ACCORD / DESACCORD 

 



1. Tour de table sur la pratique actuelle  

2. Les prescriptions dans la CBNPC 

3. Quelles modalités pré-analytiques ? 
1. Les tubes de prélèvement 

2. La centrifugation 

3. Le volume de plasma à utiliser 

4. Quelles modalités analytiques? 
1. L’analyte 

2. La limite de détection (LOD) 

3. Les qPCR  

4. Les PCR numériques 

5. Le NGS 

5. Contrôles qualités externes 

6. Post analytique 



ADN tumoral circulant 

 

 

• Taille de l’ADN tumoral libre circulant 

 

Apoptose : 166 pb 
Range 88-166  
Nécrose : >300 pb 
(>10000 pB) 

 

Electropherogram and gel-like image of cfDNA samples 

*Devonshire AS Anal Bioanall Chem 2014, Fong SL Clim Chem 2009 ; Pinzani P Clin 
Chim acta 2010, Schmidt B Clin Chem 2005) 
**Costa DB. PLoS Med 2007;4:1669-79; discussion 1680.  

Clara Pérez-Barrios Transl Lung Cancer Res 2017 

Impact sur la quantité extraite* 
Impact des traitements sur la taille de l’ADNct**  



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

• Nécessite d’adapter les méthodes 
d’extraction 

 

• Nécessite d’adapter les méthodes 
d’analyses 

 

• Permet de différencier l’ADN d’origine 
néoplasique de l’ADN normal 

 

• Peut être modifié par les traitements 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 



ADN tumoral circulant 

Stade précoce ou détection de la récidive 

• 5 ng/mL = 1500 EG 

• FA = 1%  

• Détection de 15 copies si PE= 1mL 

 

Stades avancés 2 exemples :  

• Patients : 17 ng/ml (0.5–1600) 
       Contrôles sains : 7,4 (5,5-13,3) 

 (Perkins G. Plos One 2012) 

 

• Patients (CCR, CBNPC) : 1200 ng/mL (200-24000) 

(Perez-Barrios C. Trans Lung Cancer Res 2016) 

 

Méthode avec une sensibilité de 1% est capable de 
détecter :  

 200 copies dans 20000 copies (75 ng) 

 20 copies dans 2000 copies (7,5 ng) 

Si LOD absolue >20 copies : la PE doit être > 7,5 ng 
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ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

• La concentration en ADNct varie au 
cours de l’évolution de la pathologie 
(charge tumorale) 

 

• Une méthode ayant une sensibilité (LOD) 
de 1% est capable de détecter un variant 
présent dans 1% de l’ADN circulant 

 

• Aux stades précoces, il est nécessaire 
d’utiliser au moins 2 mL de plasma  

 

• La fréquence allélique varie de 0,1 à 50%  

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

 



ADN tumoral circulant 

Kit Fabricant mutations sensibilité méthode appareil 

cobas® EGFR 
Mutation Test 
V2 
CE-IVD 
 

Roche 
Diagnostics 

 
Exon 18: G719X 
Exon 19: 29 
deletions and 
complex 
mutations 
Exon 20: S768I 
Exon 20: T790M 
Exon 20: 5 
insertions 
Exon 21: L858R 
Exon 21: L861Q 
 

Sensibilité : 1,3 
à 13,4 (T790M 
2,5%)* pour 
50ng PE ADN 
tissu  
 100 copies 
dans 10000 
copies wt (1%) 
ADN cisaillé 
<200pb 

amplification 
des 
cibles/détectio
n par sondes 
Taqman (FRET) 
amplification 
sélective des 
cibles de 
l’échantillon 
(AmpErase) 
 

Roche cobas z 
480 analyser 

therascreen® 
EGFR Plasma 
RGQ PCR Kit  
CE-IVD 
 

Qiagen 
 

Del. exon 19, 
T790M, L858R 

Sensibilité de 
1,45 à 17,5 
(T790M) 

Technologie 
ARMS Scorpion  
 

 
Qiagen 
Rotor-Gene 
Q MDx 5Plex 
HRM 
instrument 
 

EGFR29 Mutation  
Detection Kit3 
CE-IVD 
CFDA-IVD for 
China) 

AmoyDx 
 

 
Exon 18: G719X 
Exon 19: 19 
deletions 
Exon 20: S768I 
Exon 20: T790M 
Exon 20: 3 
insertions 
Exon 21: L858R 
Exon 21: L861Q 

1 à 2,5% (T790M) 
Technologie 
ARMS Scorpion 

None specified 

PNAClampTM  
EGFR Mutation  
Detection Kit4 
CE-IVD 

Panagene 

 
Exon 18: G719X 
Exon 19: 26 
deletions 
Exon 20: S768I 
or an insertion 
Exon 20: T790M 
Exon 20: 5 
insertions and 
H773L 
Exon 21: L858R 
Exon 21: L861Q 
 

<1% (?) 
PNA blockers et 
SYBR green 
detection 

Multiple 

ctEGFR 
mutation 
Dectection kit 
CE-IVD 

Entrogen 48 réactions ? ? 
RT-PCR allele 
spécifique 

RT-PCR 4 
couleurs : 
Fam/Vic/Rox/C
Y5 

Données fabricant 



ADN tumoral circulant 
 

 

 
Affirmations 

 
• Sensibilité de la qPCR classique est 

suffisante 

 

• On peut multiplexer jusqu’à 48 mutations 
dans une PCR 

 

• On peut augmenter la sensibilité jusqu’à 
0,1% de sensibilité en privilégiant 
l’amplification des cibles mutées 

 

 

 

 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 



ADN tumoral circulant 

BEAMing 

Beads,  Emulsion, 
Amplifications and 
Magnetics 

 

sauvage 

mutant 

PCR digitale 

Diehl F. Nat Methods 2006;3:551-9. 

1 goutte (nL) = microréaction de PCR dans laquelle les fragments 

mutés et sauvages sont différenciés par fluorescence. 

-Détection d’évènements rares 

-Quantification par la loi de poisson  
-Multiplexage et ratio  



ADN tumoral circulant 

Les plateformes disponibles Difficultés 
 
-LOD : introduire suffisamment d’échantillon pour 
qu’il y aie au moins 1 fragment 
 
-Attention aux pertes de matériel en phase pré-
analytique 
 
-design: s’assurer que le signal correspond bien à une 
cible et qu’une molécule puisse être détectée 
 
-les inhibiteurs peuvent donner des faux négatifs 
 
-les séquences analysées ne doivent pas être sur le 
même fragment 
 
-spécificité : attentions aux pseudo-gènes 
 
-qPCR permet de suivre la cinétique et d’éliminer des 
faux + 
 
 

marque Instrument consommables Partition qPCR Multiplexing 

Fluidigm 

Corp 

BioMark HD 12 matrices par puces 

765 puits par matrice 

9,180 partitions, 6 nl par partition OUi 5 couleurs 

5 cibles 

EP1 48 matrices par puce 

770 puits par matrice 

  

36,960 partitions, 0.85 nl par partition 

  
NON 5 couleurs 

5 cibles 

Life Technologies OpenArray RealTime  

PCR System et 

QuantStudio 12K Flex  

instrument:  

  

OpenArray plates 
  

  

3,072 partitions par plate, 48 

subarrays par  

plaques,  

33 nl per partition  

  

OUI 2 couleurs 

2 cibles 

Life Technologies QuantStudio 3D Digital 

PCR 

QuantStudio 

™ 3D Digital PCR Chips 
  

Reaction-well 

volume of 755 pL (v2 

chip) or 809 pL (v1 chip) 

200000 puits par puces 

1 ech pour 2 puces 
  

OUI 2 couleurs  

Fam/Vic 

2 cibles 

Bio-Rad lab QX200 Droplet Digital 

PCR (ddPCR™) 

DG8™ Cartridges 

DG8™ Gaskets 

8 samples par cartridges  

( 

96 ech par run 

1nL par partition 

13440000 partitions 

14,000–16,000 gouttes par  

ech 

  

NON FAM (EvaGreen), 

HEX (VIC) 

2 cibles ou 

multiplexage par 

intensité 

RainDance RainDrop Digital PCR 

System 

Source and Sense chips 

8 ech par puce 

  

5-10 millions de gouttes par 

ech 

run de 8 ech 

NO FAM (512 nm) and 

VIC (543 nm) 

2 cibles 

Stilla Naica™ System Crystal dPCR 

Réseau 2D : Puces de 4 

echantillon 

25,000 à 30,000 gouttes 

12 ech par run  

NO 3 couleurs 

3 cibles 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

• La limite de détection est indépendante 
de la quantité en ADN introduite dans le 
système 

 

• La méthode ne présente pas de risque 
de faux négatif 

 

• C’est le seul système qui permet une 
quantification absolue de la fréquence 
allélique 

 

• Présente le coût le plus bas par 
échantillon 

 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

 



ADN tumoral circulant 

 

Les raisons des discordances NGS tissu/NGS ADNct 
 

• Fréquence allélique : variable dans les tissus(m=23%) 
(hétérogénéité) et faible dans le sang (m=5%, 66% : 
FA<10%) 

• Région riches en GC et séquences répétitives sont moins 
bien détectée dan le plasma que dans les tissus (faible 
FA) 

• CNV plus difficilement analysés sur ADNc 

• Interférence des traitements 

• Temporalité des prélèvements 

 

 
Shu Scientific Reports 2017 

-605 cancers dont 373 
cancers du poumon  
-NGS ciblé capture : 5804 
exons de 382 gènes 
-Couverture X300 
-Cut-off 1% 
-Miseq; HISeq 4000 
-87% mutation dans 
ADNct – 54% traitables 



ADN tumoral circulant 

HAN Genomics Proteomics Bioinformatics 2017 

* 

*Cancer Personnalized Profiling by deep SEQuencing 

CAPP-Seq = Avenio (Roche) 
-Targeted 17 gènes 

-Expanded 77 gènes 
-Surveillance 197 gènes 

4 catégories 
(mutations, Fusions, Indels) 

NextSeqo 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

• On peut analyser l’ADNct sur une plateforme 
développée pour l’ADN tissulaire 

 

• Si on augmente la profondeur de lecture on 
augmente la sensibilité de la méthode 

 

• Les techniques NGS sont applicables en 
routine en clinique pour le monitoring des 
thérapies ciblées 

 

• La présence d’une mutation P53 chez un 
individu sain signe un cancer non détecté 

 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 



Technique 
d’analyse 

Total Utilisation routine 
Validation en 

cours 

COBAS 10 8 + 1 (recherche) 1 

dPCR 8 7 1 

NGS 6 5 1 

Therascreen 2 1 1 

Entrogen 1 1 

Entrogen + NGS 2 1 1 

Pyroseq 1 1 

qPCR maison 1 1 

ADN tumoral circulant 
Contrôle qualité national – les techniques utilisées 
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COBAS dPCR NGS Theras.Entro Entro
+

NGS

qPCR

Laboratoires en cours de mise au point 

ADN tumoral circulant 
Contrôle qualité national – Génotypes T790M 



ADN tumoral circulant 
Post Analytique

Le Compte-rendu doit comporter : 

 

• Le Contexte de la prescription 

• Le Traitement 

• Le Volume de sang prélevé 

• Le  type de tube de prélèvement 

• La Quantification de l’DN 

• La description de la technique utilisée 

• Un résultat type : Présence/absence de 
la mutation recherchée 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 
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Restitution  
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1. Tour de table sur la pratique actuelle  

2. Les prescriptions dans la CBNPC 

3. Quelles modalités pré-analytiques ? 
1. Les tubes de prélèvement 

2. La centrifugation 

3. Le volume de plasma à utiliser 

4. Quelles modalités analytiques? 
1. L’analyte 

2. La limite de détection (LOD) 

3. Les qPCR  

4. Les PCR numériques 

5. Le NGS 

5. Contrôles qualités externes 

6. Post analytique 



 

Mise en routine ………………de l’auditoire 

 

Principales indications :  

- CBNPC (EGFR, BRAF)            20 

- CRC (RAS)                                 2 

- Mélanome (BRAF, NRAS)      9 

- Sein (ESR1, PIK3CA)                5 

- Autres :  prostate (AR), neuroblastome (NMYC, ALK), pancréas 

- Urines : 2, LCR, ascites, LBA, … 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

L’ADNtc peut être utilisé pour : 

 

 Evaluer le pronostic du patient (quantité ADNtc) 

 Rechercher des mutations au diagnostic en 
l’absence de prélèvement tissulaire 

 Evaluer La réponse au traitement  

 Détecter la maladie résiduelle 

 Mettre en évidence les mutations de résistance 
(T790M) 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

 

• NON 

• OUI 

 

 

• qqs centres (hors recommandations) 

• Pas vraiment 

 

• OUI (+ ampli MET, C797S, …) 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

• Le sérum ne doit pas être utilisé 

• Le plasma EDTA peut être utilisé 

• Les tubes EDTA doivent être centrifugés 
dans les 3-4h après le prélèvement 

• Les tubes BCT (Streck) permettent une 
prise en charge dans les 10 jours 

• L’utilisation des tubes cfDNA Roche a été 
validée avec des prélèvements de 
patients ayant un CBNPC 

• Il existe d’autres tubes validés pour 
l’analyse de l’ADNtc 

• ACCORD / DESACCORD 

 

• Accord 

• Accord 

• Accord 

 

• Accord jusqu’à 4j (tout le monde utilise les 
tubes stabilisant) 

• 1 validation non publiée : 10 j 

• Il existerait plus d’hémolyse ? 

 

• Oui : qiagen pas de publication 

• (Paxgene : dilution dans le stabilisant – non 
validé) 

 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

 Le plasma est récupéré après 2 
centrifugations : basse vitesse puis haute 
vitesse 

 Le plasma peut être conservé à -20°C 
pendant 1 semaine, ensuite à -80°C 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

 

• OUI 

• Avant ou après congélation 

 

•  OUI 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

 Toutes les techniques d’extraction sont 
équivalentes 

 L’extraction doit se faire à partir d’un 
minimum de 2 ml de plasma 

 Il a été montré qu’augmenter le volume 
de plasma extrait augmentait la 
concordance avec les tests tissulaires 
(PPA) 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

• NON . Quantité variable.  

• Utiliser une méthode validée 

 

• 1 validation non publiée : 10 j 

• Il existerait plus d’hémolyse ? 

 

• Oui : qiagen pas de publication 

• (Paxgene : dilution dans le stabilisant – non 
validé) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

 Toutes les techniques d’extraction sont 
équivalentes 

 L’extraction doit se faire à partir d’un 
minimum de 2 ml de plasma 

 Il a été montré qu’augmenter le volume 
de plasma extrait augmentait la 
concordance avec les tests tissulaires 
(PPA) 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

 

 

 

• Oui 

 

• Oui 

• Mais attention aux inhibiteurs avec les 
colonnes 

 

 



1. Tour de table sur la pratique actuelle  

2. Les prescriptions dans la CBNPC 

3. Quelles modalités pré-analytiques ? 
1. Les tubes de prélèvement 

2. La centrifugation 

3. Le volume de plasma à utiliser 

4. Quelles modalités analytiques? 
1. L’analyte 

2. La limite de détection (LOD) 

3. Les qPCR  

4. Les PCR numériques 

5. Le NGS 

5. Contrôles qualités externes 

6. Post analytique 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 
 
• Nécessite d’adapter les méthodes 

d’extraction 
 
• Nécessite d’adapter les méthodes 

d’analyses 
 

• La taille permet de différencier l’ADN 
d’origine néoplasique de l’ADN normal 
 

• Taille et quantité peuvent être modifiées 
par les traitements 
 
 

• ACCORD / DESACCORD 

 

• Oui, méthodes validées 

 

 

• Workflow spécifique ADN circulant 

 

 

• Oui, aussi profils de méthylation spécifiques 

 

 

• Oui 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

• La concentration en ADNct varie au 
cours de l’évolution de la pathologie 
(charge tumorale) 

 

• Une méthode ayant une sensibilité (LOD) 
de 1% est capable de détecter un variant 
présent dans 1% de l’ADN circulant 

 

• Aux stades précoces, il est nécessaire 
d’utiliser au moins 2 mL de plasma  

 

• La fréquence allélique varie de 0,1 à 50%  

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 

• OUI 

 

 

• Oui, mais attention à la quantité d’ADN 
analysée 

 

 

• Oui 

 

 

• Oui 

 

 

 



ADN tumoral circulant 
 

 

 
Affirmations 

 
• La sensibilité de la qPCR classique est 

suffisante 

 

• On peut multiplexer jusqu’à 48 mutations 
dans une PCR 

 

• On peut augmenter la sensibilité jusqu’à 
0,1% de sensibilité en privilégiant 
l’amplification des cibles mutées 

 

 

 

 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

• Désaccord : nécessité d’enrichir 

 

 

• Oui en théorie, en pratique  

 

 

• Dépend de la quantité d’ADN initial 

 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

• La limite de détection est indépendante 
de la quantité en ADN introduite dans le 
système 

 

• La méthode ne présente pas de risque 
de faux négatif 

 

• C’est le seul système qui permet une 
quantification absolue de la fréquence 
allélique 

 

• Présente le coût le plus bas par 
échantillon 

 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 

• NON 

 

• NON 

 

 

• OUI ? 

 

 

 

• Ca dépend ! 

 

 

 



ADN tumoral circulant 

Affirmations 

 

• On peut analyser l’ADNct sur une plateforme 
développée pour l’ADN tissulaire 

 

• Si on augmente la profondeur de lecture on 
augmente la sensibilité de la méthode 

 

• Les techniques NGS sont applicables en 
routine en clinique pour le monitoring des 
thérapies ciblées 

 

• La présence d’une mutation P53 chez un 
individu sain signe un cancer non détecté 

 

 

 

• ACCORD / DESACCORD 

 

 

• Oui mais avec bio-info dédiée 

 

• Oui avec barcoding 

 

 

• En routine ? 

 

 

• Non 

 


