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LABORATOIRE DE BIOCHIMIE ET GENETIQUE MOLECULAIRE (PR M. VIDAUD)
Contact : Dr D.VIDAUD ou N.THEOU-ANTON - tel : 01 40 87 51 83/Fax 01 40 87 53 84

SERVICE DE PATHOLOGIE (PR P. BEDOSSA)
Contact : Dr N.GUED]J - tel secrétariat : 01 40 87 54 59 /Fax: 01 40 87 00 77

Informations pratiques concernant la recherche du statut mutationnel de I’'exon 2 et 3 du
géne KRAS®, de I’exon 2 et 3 du géne NRAS® , de I’exon 9 et 20 de PI3KCA®, de I’exon 11 et
15 du géne BRAF®3) et du statut MSI® dans les adénocarcinomes du colon

Pour quels patients :

Patients atteints de cancer colorectal métastatique (1 et 2).

Patients nécessitant une détermination du statut MSI/ BRAF dans le cadre d'une consultation
d’oncogénétique (3)

Des informations complémentaires sont disponibles sur la fiche médicale « Colon/
Adénocarcinome - K-RAS/mutations » de I’APHP.

Dans quels buts :

(1) Définir l'éligibilité a un traitement ciblé anti EGFR par Cetuximab ou Panitumumab.
Actuellement, seule la présence de mutations sur les codons 12 et 13 de 'exon 2 du gene KRAS a
été démontré comme prédictive d'une absence de réponse au traitement et leur recherche
obligatoire avant la mise en route d'un traitement par Cetuximab ou Panitumumab.

(2) Valeur pronostic a priori péjorative de la mutation Val 600Glu de BRAF dans les CCR en
situation adjuvante ou métastatique

(3) Identifier un éventuel syndrome HNPCC

Des informations complémentaires sont disponibles sur la fiche médicale « Colon/
Adénocarcinome - K-RAS/mutations» de I’ AP-HP.

Sur quels prélevements :

Tumeur primitive ou localisation métastatique fixée (préférentiellement formol, le liquide de Bouin
est formellement exclu) et incluse en paraffine.

Le prélevement doit comporter plus de 25% de cellules tumorales (par rapport au nombre total de
cellules du prélevement). Cette donnée chiffrée doit étre indiquée dans la fiche de prescription
pour une interprétation pertinente des résultats.

Ou adresser sa demande :
Votre demande sera traitée a 1’hopital Beaujon.
=> Le prélevement sera initialement réceptionné, validé et préparé pour ’analyse moléculaire par
le laboratoire d’anatomie pathologique :
Référent : Dr N.GUED] - nathalie.guedj@bjn.aphp.fr
Laboratoire: Service d’anatomo-pathologie
Hopital Beaujon - 100 Bld du Général Leclerc - 92110 CLICHY cdx
Tél Réception : 01 40 87 41 61/ Fax: 01 40 87 00 77

=> Les coupes de tissus seront ensuite adressées, par I’anatomo pathologiste de la plateforme a son
correspondant biologiste moléculaire, au laboratoire de génétique moléculaire qui réalise
I'extraction de I’ADN, I’analyse moléculaire et son interprétation :
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Référents : Dr D. VIDAUD - dominique.vidaud@bjn.aphp.fr
Dr N. THEOU-ANTON - nathalie.theou-anton@bjn.aphp.fr
Dr B. PARFAIT - beatrice.parfait@bjn.aphp.fr
Laboratoire: Laboratoire de Biochimie et Génétique moléculaire
UF de génétique Moléculaire
Hopital Beaujon - 100 Bld du Général Leclerc - 92110 CLICHY cdx
Tel Réception : 01 40 87 53 7(/ fax 01 40 87 53 84

Que faut-il envoyer :

=> au service d"anatomo-pathologie :
-le bloc tumoral le plus riche en cellules tumorales (par rapport aux cellules totales
de I'échantillon)
- le compte rendu d’anatomo pathologie correspondant au préléevement
- le Bon de demande d’examen (téléchargeable sur le site) dtment rempli,
comportant notamment les coordonnées complétes des correspondants pour leur
assurer une bonne transmission des résultats.
- la fiche de dédommagement pour désarchivage, le cas échéant.

Le laboratoire d’anatomie pathologique transmet au laboratoire d’oncologie moléculaire, le
dossier administratif et les copeaux du prélevement dtiment identifié pour analyse.

Quel est le délai de rendu de I’analyse ?

A partir de la réception du prélévement en anatomie pathologique, un délai maximum de 15 jours
est a prévoir. Le résultat est adressé aux correspondants qui seront mentionnés dans le Bon de
demande d’examen. Le résultat est signé par les référents biologistes moléculaires.

En cas de situation d'urgence, la mention URGENT sur le Bon de demande d’examen permet de
réduire le délai de rendu au maximum.

Le bloc tumoral vous sera réadressé secondairement par le service d’anatomo-pathologie.

Quelles techniques utilisons-nous ?

=>» au service d’anatomie pathologique :
-le bloc tumoral sera coupé et analysé en HES pour sélection de la zone la plus richement
tumorale (la richesse tumorale pourra étre augmentée par macrodissection).
- Si la biopsie fixée est de taille importante (>1xlcm) : La paraffine sera retirée au maximum avant de réaliser 5

coupes de 5um
- Si la biopsie fixée est de faible taille (moins de 1xlcm) : La paraffine sera retirée au maximum avant de réaliser

10 coupes de 5pm
- Si la biopsie fixée correspond a une téte d’épingle, la paraffine sera fondue et la biopsie placée directement dans

un tube de 1,5 ml

- Statut MSI : IHC hMLH1, hMSH?2 et hMSH6
=>» au service de génétique moléculaire:

- I'extraction de I'’ADN a partir des coupes tissulaires est réalisée sur colonne Qiagen apres
traitement de la coupe paraffinée par la protéinase K.
- I'analyse systématique se fait en duplicate, par la technique HRM sur LC480 (Roche)
(technique sensible de 5 a 10%), suivie si mutation par un séquengage des produits
d’amplification HRM pour déterminer le type de mutation. Cette technique est une
méthode de sensibilité intermédiaire mais sans a priori sur la mutation & détecter.
- Statut MSI : Analyse de fragment a 1’aide des marqueurs microsatellites validés BAT25,
BAT26, NR21, NR24, NR27.




