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Origine des gènes de fusion

1. Mitelman F, Johansson B, Mertens F (eds.) (2016) Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer,.http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman.
2. Taniue K, Akimitsu N. Fusion Genes and RNAs in Cancer Development. Noncoding RNA. 2021 Feb 4;7(1):10.
3. Brien GL, Stegmaier K, Armstrong SA. Targeting chromatin complexes in fusion protein-driven malignancies. Nat Rev Cancer. 2019 May;19(5):255-269.
4. Mertens, Fredrik; Johansson, Bertil; Fioretos, Thoas; Mitelman, Felix (2015). The emerging complexity of gene fusions in cancer. Nature Reviews Cancer, 15(6), 371–381.

▪ « Gènes hybrides » : fusion de deux gènes en un 

seul avec production d'une nouvelle protéine.

▪ Celles-ci sont principalement dues à des 

translocations d'ADN, mais aussi parfois résultent

d'insertions, d'inversions, de duplications ou de 

délétions d'ADN1.

▪ Les événements de saut d'exon, l'excision erronée

d'un ou plusieurs exons lors de l'épissage de l'ARN, 

conduisent également à des gènes pathologiques.

▪ Ils jouent un rôle important dans la 

cancérogenèse1 et, de ce fait, sont des cibles

privilégiées en médecine de précision2,3.

Figure: The chromosomal basis of gene fusions4



Découvertes majeures sur les gènes de fusion en oncologie

1. Mertens, Fredrik; Johansson, Bertil; Fioretos, Thoas; Mitelman, Felix (2015). The emerging complexity of gene fusions in cancer. Nature Reviews Cancer, 15(6), 371–381.



▪ 22 molécules avec un LOE de 1 à 4 associées aves des fusions

Les fusions en médecine de précision

1Chakravarty et al., JCO PO 2017.
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Nombreux développements dans les NSCLC

1Chakravarty et al., JCO PO 2017.
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Quelles méthodes pour détecter les fusions ?



Plusieurs techniques disponibles

Représentation schématique des principales approches ciblées par NGS pour les tests de fusion de gènes.

(A) Hybrid-capture : Enrichissement spécifique d'un gène par une étape d'hybridation avec des sondes d'ADN ou d'ARN

biotinylées spécifiques des régions d'intérêt.

(B) Approche classique basée sur les amplicons : Enrichissement de la cible par une PCR multiplex à l'aide d'amorces

spécifiques à une fusion.

(C) Anchorred Multiplex PCR : Un seul partenaire de fusion ciblé. Un adaptateur NGS est ligaturé à des fragments d'ADNc, 

l'enrichissement cible est basé sur l'amplification entre des amorces spécifiques au gène et une amorce à l'adaptateur.

(D) Fluorescent in situ hybridization (FISH)

D) FISH

Adapted from Bruno et al. Diagnostics (Basel). 2020 Jul 27;10(8):521 and Zhang et al. BMC Cancer volume 19, Article number: 935 (2019)



Comparaison

Adapted from Bruno et al. Diagnostics (Basel). 2020 Jul 27;10(8):521 and Zhang et al. BMC Cancer volume 19, Article number: 935 (2019)

FISH
• Available in many pathology labs

• No NA extraction needed

• Quick hand-on time

• Characterization of only known

fusions

D) FISH



Recommandations et déploiement en France

11



Recommandations ESMO

D) FISH



Déploiement en France

D) FISH

Marqueur Nombre Succes % succes Score moyen

ALK 33 32 97% 97%

ROS1 33 33 100% 100%

RET 33 32 97% 97%

NTRK1,2,3 33 32 97% 97%

Au total – 3 erreurs pour 2 participants / 132 échantillons – 528 analyses
Taux d’erreurs : 0,56% (3/528) 

Campagne 2021 (2020)



Déploiement en France

Campagne 2021 (2020)



Exemple de validation de méthode :

kit SOPHiA DDMTM Dx ROS



Séléction des échantillons

• Fusion/exon skipping-positive lung samples

• Fusion/exon skipping-negative lung samples

• Fusion/exon skipping-positive non-lung samples

▪ Previously characterized using Archer FusionPlex, FISH or 

EasyPGX Fusion assays

Analytical performance  study  

Other
38 samples
• 24 positive
• 14 negative

Nancy
16 samples
• 8 positive
• 8 negative

Clinical performance  study

Nancy
22 samples
• 9 positive
• 13 negative

13 
shared 

samples

Reference
• 6 samples



▪ DV200: percentage of RNA fragments > 200 nucleotides

Échantillons : Critères qualité

DV200 vs Library concentration DV200 vs NRF1 coverage Library concentration vs NRF1 coverage



NRF1 coverage vs on-target NRF1 coverage vs group size

Échantillons : Critères qualité



▪ But

Déterminer la concordance des résultats de fusions obtenus avec une méthode externe validée (Archer FusionPlex)

▪ Critères d’acceptation

▪ OPA ≥ 99.0%

▪ PPA ≥ 95.0%; lower boundary of 95% CI ≤ 30%

▪ NPA ≥ 99.0%; lower boundary of 95% CI ≤ 5%

▪ Résultats discordans vérifiés avec une technique tierce indépendante (TST170)

Performance analytique : Concordance

Input

54 clinical samples
• 32 positive
• 22 negative
6 reference samples

Archer 
FusionPlex 

results

ROS_v1

SOPHiA DDMTM Dx 
ROS results

Concordance 
check

CI, confidence interval; OPA/PPA/NPA, overall/positive/negative percentage agreement; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS



Input

54 clinical samples
• 32 positive
• 22 negative
6 reference samples

Archer 
FusionPlex 

results

ROS_v1

SOPHiA DDMTM Dx 
ROS results

Concordance 
check

10/11 
discordant

samples

TST170

Preliminary
results Output

TP FN FP

14 0 0

TP FN FP

28 13 2

✓ OPA = 100%
✓ PPA = 100%
✓ PPA - lower boundary of 

95% CI = 11.69%
✓ NPA = 100%
✓ NPA - lower boundary of 

95% CI  = 0%
✓ discordant results verified 

with an independent 
method (TST170)

✓ Performance reported 
separately for lung cancer 
samples (no target to 
achieve)

clinical only

1 FP sample
excluded

(no material)

TP FN FP

58 0 0

TP FN FP

30 0 0

all

Clinical

Clinical  
agnostic

Clinical

CI, confidence interval; OPA/PPA/NPA, overall/positive/negative percentage agreement; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS; TP/FP/FN, true/false positive/negative

▪ But

Déterminer la concordance des résultats de fusions obtenus avec une méthode externe validée (Archer FusionPlex)

▪ Critères d’acceptation

▪ OPA ≥ 99.0%

▪ PPA ≥ 95.0%; lower boundary of 95% CI ≤ 30%

▪ NPA ≥ 99.0%; lower boundary of 95% CI ≤ 5%

▪ Résultats discordans vérifiés avec une technique tierce indépendante (TST170)

Performance analytique : Concordance



▪ Détail des échantillons discordants

Group 5’ gene 3’ gene type Info origin ROS TST170 Archer vs SG Archer vs Nancy

False negatives

ALK EML4 gene.fusion Source lab negative negative (reverse) negative (reverse detected) positive

ALK EML4 gene.fusion Source lab negative negative (reverse) negative (reverse detected) positive

ROS1 CD74 gene.fusion Source lab negative No material available No material available positive

ETV6​ NTRK3​ gene.fusion​ client​ negative negative negative positive

ARHGEF2​ NTRK1​ gene.fusion​ Archer​ negative negative negative positive

MLPH​ ALK​ gene.fusion​ Archer​ negative negative negative positive

NR0B2​ ALK​ gene.fusion​ Archer​ negative negative negative positive

SPAG4​ FGFR2​ gene.fusion​ Archer​ negative negative negative positive

SPTBN2​ NTRK1​ gene.fusion​ Archer​ negative negative negative positive

LOC101929418​ ALK​ gene.fusion Archer​ negative negative negative positive

IGH​ FGFR3​ gene.fusion​ Archer​ negative negative negative positive

PRCC​ NTRK1​ gene.fusion​ Archer​ negative negative negative positive

Group 5’ gene 3’ gene type molecules ROS TST170 Archer vs SG Archer vs Nancy

Extra positives

FGFR3 AGO3 gene.fusion 214 positive positive negative negative

EGFR​ EGFR​ exon.skipping 19​ positive positive negative negative

MET​ MET​ exon.skipping​ 141​ positive positive negative negative

Reciprocal fusions ROS1 TPM3 gene.fusion 105 positive positive negative negative

ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS; SG, SOPHiA GENETICSTM

Performance analytique : Concordance



▪ But

Comparaison des performances de SOPHiA DDMTM Dx

ROS et d'Archer FusionPlex sur l'ARN isolé d'échantillons

FFPE

▪ 23 échantillons

▪ 18 positifs

▪ 23 fusions

▪ 4 exon skipping

▪ 5 négatifs

▪ 50 ng RNA input

▪ Confirmation méthode indépendante (TST170) pour 

les discordants

Archer, Archer FusionPlex; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS

Performance analytique : Nombre de molécules



▪ But

Déterminez la limite de détection (LoD) définie comme le plus petit nombre de molécules de fusion pour lequek la 

sensibilité atteint ≥95 %, avec un intervalle de confiance de 95 %.

▪ Critères d'acceptation

La sensibilité atteint 95 % avec ≤ 500 molécules de fusion pour ≥ 50 % des fusions testées ; rapportés

séparément pour les échantillons de référence et cliniques.
Input

Seraseq V4
5 dilutions

10-12 replicates
each

ROS_v1

1 clinical sample
5 dilutions

10-12 replicates
each

ROS_v1

ddPCR results
2 fusions

ddPCR results
1 fusion

Declared 
molecules
12 events

ddPCR, droplet digital PCR; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS

Performance analytique : LoD



Detected 

molecule 

counts LoD

Performance analytique : LoD



LoDSensitivity

Performance analytique : LoD



ddPCR, droplet digital PCR; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS

Output

Event
LoD

[molecules/50 ng RNA]
Source of molecule 
count information

CCDC6-RET 335 Manufacturer

CD74-ROS1 677 Manufacturer

EGFRvIII 258 Manufacturer

EML4-ALK 303 Manufacturer

ETV6-NTRK3 296 Manufacturer

FGFR3-BAIAP2L1 280 Manufacturer

FGFR3-TACC3 69 ddPCR

KIF5B-RET 78 Manufacturer

LMNA-NTRK1 371 Manufacturer

METex14 240 Manufacturer

NCOA4-RET 241 Manufacturer

SLC34A2-ROS1 187 ddPCR

TFG-NTRK1* 369 Manufacturer

TPM3-NTRK1 213 Manufacturer

Seraseq V4

CD74-NRG1* 357 ddPCR Clinical sample

*agnostic fusion detection

Input

Seraseq V4
5 dilutions

10-12 replicates
each

ROS_v1

1 clinical sample
5 dilutions

10-12 replicates
each

ROS_v1

ddPCR results
2 fusions

ddPCR results
1 fusion

Declared 
molecules
12 events

Performance analytique : LoD

▪ But

Déterminez la limite de détection (LoD) définie comme le plus petit nombre de molécules de fusion pour lequek la 

sensibilité atteint ≥95 %, avec un intervalle de confiance de 95 %.

▪ Critères d'acceptation

La sensibilité atteint 95 % avec ≤ 500 molécules de fusion pour ≥ 50 % des fusions testées ; rapportés

séparément pour les échantillons de référence et cliniques.



Input Output

SLC34A2-ROS1 is present in the 

diluted Seraseq at an amount of 

molecules (n=170) below the LoD

(n=187)

5.prime.gene 3.prime.gene FN TP ETP repeatability

CCDC6 RET 0 32 0 100

CD74 ROS1 0 32 0 100

EGFR EGFR 0 32 0 100

EML4 ALK 0 32 0 100

ETV6 NTRK3 0 32 0 100

FGFR3 BAIAP2L1 0 32 0 100

FGFR3 TACC3 0 32 0 100

KIF5B RET 0 32 0 100

LMNA NTRK1 0 32 0 100

MET MET 0 32 0 100

NCOA4 RET 0 32 0 100

SLC34A2 ROS1 5 27 0 84.375

TFG NTRK1 0 32 0 100

TPM3 NTRK1 0 32 0 100

Seraseq V4

Diluted to ~3x LoD

32 replicates

ROS_v1

ETP, equivocal true positive; FN, false negative; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS; TP, true positive 

Performance analytique : Répétabilité



▪ Quanrtités variables de DNA ajoutées à 50ng de RNA

Input

ROS_v1

Output

Seraseq V4
diluted to ~3x LoD

Dilution 
DNA:RNA

replicates

1:2 4

1:1 4

2:1 4

4:1 4

Dilution 
DNA:RNA

FN FP

1:2 0 0

1:1 0 0

2:1 0 0

4:1 3 0

The missed fusion was

SLC34A2-ROS1

FN/FP, false negative/positive; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS

Performance analytique : Effet de la contamination ADN



Input

ROS_v1

Output

Input PPA

2 ng 90

5 ng 100

10 ng 100

20 ng 100

Input replicates

2 ng 10

5 ng 10

10 ng 10

20 ng 10

Representative clinical sample

• partner-agnostic fusion detection 

(PPFIBP1-ALK)

• relatively low tumor content (30%)

• sufficient material available

Concordance
results

Threshold

Tumor
content

RQN DV200

OPA>=99% 10 1.1 22.6

PPA>=95% 10 1.1 22.6

NPA>=99% 10 1.1 22.6

Performance 

measurement 

with quality 

filtering

Quantity

Quality

OPA/PPA/NPA, overall/positive/negative percentage agreement; ROS, SOPHiA DDMTM Dx ROS; RQN, RNA quality number

Performance analytique : Effet de la quantité/qualité



Clinical performance: summary

Provided by SOPHiA GENETICSTM



Stratégies combinées

31



Détéction des variants

▪ SNVs et Indels

▪ Panel RUO :

▪ Les données préliminaires du laboratoire montrent une concordance de 100 % avec les techniques de référence
(NGS, RNAseq et Idylla) sur 12 échantillons, mais des analyses supplémentaires sont nécessaires et 
l'estimation de la LoD sera obligatoire

Provided by SOPHiA GENETICSTM



Stratégies combinées

DNA+RNA
in parallel

DNA-first RNA-first

• Reduced average turnaround time
• SNV calls in RNA support DNA calls
• Gene expression changes support CNV calls in DNA

• Reduced per-sample cost and workflow complexity • Reduced per-sample cost and workflow complexity

• Higher per-sample cost and workflow complexity • Longer average turnaround time • Longer average turnaround time

Best 
use 
case 

• Samples where both RNA-only and DNA-only 
variants are essential

Best 
use case 

• Samples where DNA-only and DNA-detectable  
variants have overwhelming prevalence

Best 
use case 

• Samples where RNA-only and RNA-detectable  
variants have overwhelming prevalence

DNA 
sequencing

• SNV/Indels
• CNVs
• MSI
• Fusions
• Exon-skipping
• Gene 

expression

RNA 
sequencing

DNA 
sequencing

RNA 
sequencing

• SNV/Indels
• CNVs
• MSI
• TMB

• Fusions
• Exon-skipping
• Gene 

expression

RNA 
sequencing

DNA 
sequencing

• SNV/Indels
• CNVs
• MSI
• TMB

• Fusions
• Exon-skipping
• Gene 

expression
• Most SNVs*

Run 1 Run 2 Run 1 Run 2 Run 1 Run 2

*SNV calling in RNA can detect up to 96% of SNVs vs. a DNA-based 
assay. Data on file.

SNV: single nucleotide variant; Indel: insertion/deletion; CNV: copy number variation; MSI: microsatellite instability; TMB: tumor mutational burden. Provided by SOPHiA GENETICSTM



Stratégies combinées

▪ Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour savoir si l'approche RNAseq est suffisante

▪ Dans le NSCLC, tous les biomarqueurs recommandés peuvent être évalués en un seul run (EGFR, 

KRAS, BRAF, ALK, ROS1, MET...)

▪ Flexibilité pour réaliser les workflows d'ADN et d'ARN séquentiellement ou en parallèle

➢ Détection fiable des fusions

➢ Personnalisation du panel ADN

➢ Meilleure sensibilité des panels AND ?

➢ Certains gènes sont peu ou pas exprimés



Conclusion

▪ Importance de la recherche des fusions en théranostique et le 

développement de la médecine de précision

▪ RNA seq en évolution constante

▪ Avec l’augmentation du débit des séquenceurs, le recours à des 

stratégies combinées DNA/RNA est possible



Bienvenue

RNAseq : État des lieux

Pr. Alexandre Harlé – 10 Décembre 2022
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Rappels technologie Anchor-PCR (Archer Fusion Plex)



Rappels technologie MBC (Archer Fusion Plex)



Variant QC (versant DNA): gage d’un nombre de read minimal pour la 
lecture des variants

Fusion QC(versant RNA): Gage d’une expression 
minimale de gènes de ménage 

= utilisation des MBC

= downsampling si nombre de reads > à 3500000.

= nb de bp des MBC

= permet de garder les temporary files au cas où

0

Paramètres du sample QC: compilation des plusieurs critères 



Par rapport au région 
d’intérêt d’Archer 

Comprehensive Targets
NIH v1.3.1

> 4M voulu

>5%

=molecular fragment

Reads avec jonction exon-intron Reads avec jonction exon-exon
Autres reads

>10

+ 64,48 >50

>20% >20%



>50 >10

>100 >100



Dans Assay Target:

Analyse du sexe

Femme

Homme



Approche pratico-pratique du RNA-seq (Archer fusionplex)

▪ Archer Fusionplex Comprehensive Thyroid & Lung (CTL) depuis 2017 (5 ans)

▪ > 5 000 RNA-seq effectués depuis

▪ Utilisé au CLB pour :

o             Cancer du poumon au diag

o             Rechute / résistance d’un cancer du poumon EGFR muté 

o             Cancer colorectal 

o             Cancer mélanome (theranostique)

o             Tumeur spitzoïde (HRAS)

o             Cancer du pancréas 

o             CholangioK/voies biliaire 

o             Cancer urothélial

o             Toutes demandes de recherches de fusion en théranostique

▪ Custom panel (V6) depuis 2020 : rajout TP53, KEAP1, STK11, POLE (GST) 

=> bonne idée?



Design actuel (CTL_V6): ré-évalué

▪ Cibles (exons étudiés entre parenthèses, ou « full » pour le gène entier) :

▪ Détection des mutations : AKT1 (3), ALK (21, 22, 23, 24, 25), AXL (5, 11, 15, 17), BRAF (11, 15), CTNNB1 
(3), DDR2 (17) , EGFR (18, 19, 20, 21), ERBB2 (20), FGFR1 (13, 2, 8, 9, 10, 17), FGFR2 (2, 5, 7, 8, 9, 10), 
FGFR3 (3, 5, 8, 9, 10), GNA11 (4,5), GNAS (8, 9), GNAQ (4,5), HRAS (2, 3, 4), IDH1 (4), IDH2 (4), KEAP1
(full), KIT (11, 13, 17), KRAS (2, 3, 4), MAP2K1 (2, 3), MET (13 à 19), NRAS (2, 3, 4), PIK3CA (10, 21), POLE
(9 à 14), RAF1 (4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12 ), RET (11, 13, 14, 15, 16), ROS1 (38), STK11 (full), TP53 (full)

▪ Détection de transcrits de fusion : ALK, AXL, BRAF, CCND1, EGFR, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MAP2K1, MET, 
NRG1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PPARG, RAF1, RET, ROS1, THADA

▪ Expression: ALK, CCND1, EGFR, ERBB2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, NTRK1, NTRK2, NTRK3, RET, ROS1

▪ Ce panel permet la détection :

▪ Des mutations (dans les exons ou gènes entiers cités ci-dessus), 

▪ Des transcrits de fusion (technique semi-spécifique, n’importe quel partenaire de fusion des gènes ciblés peut être 
détecté),

▪ Et de l’expression (confirmation d’amplifications des gènes sur-exprimés par technique FISH => LBlanches coupées = 2).

En Rouge: les rajouts de la V6, en noir barré : ce qu’on a enlevé de notre description suite à ré-évaluation



Extraction : préambule 

▪ Actuellement sur Maxwell (Promega) 16 (ref AS3050, 2015) 

▪ Avec le kit « LEV RNA FFPE Kit», pas de DNAse

▪ Obtention de TNA (Total = ADN + ARN) dans un ratio d’environ 1/3 ADN 2/3 ARN (dépend des 
échantillons)

▪ Dosage en routine d’ARN (seulement) par QuBit (DSDNA BR ASSAY KIT)

▪ Input NGS de 200ng d’ARN (seulement fonction de l’ARN, pas de l’ADN)

▪ Pas d’arrêt après le pré-seq => information surtout utile à posteriori de la technique

• Si discordance entre concentration librairie finale vs pré-seq (cause à rechercher: mauvaise 
quantif de la librairie en qPCR : variance forte entre 2 répétas?)

• Repasse de l’échantillon (augmenter l’input à 400ng / 600ng)



Extraction : problématique

▪ L’extraction TNA ne permet pas, dans sa quantification (dosage quBit) ou qualification (DIN / RIN) de 
prédire la qualité de l’analyse finale (indicateur utilisé: score ARN = nombre moyen de reads ARN avec 
des « unique start site » par GSP2 servant comme contrôles (8 GSP2 sur 4 gènes de ménages)). 

• Certains échantillons sont très concentrés mais souvent mauvaise qualité 

• Certains échantillons sont indosables (ou < à la LOD) mais souvent de bonne 
qualité
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Comment qualifier la qualité d’un bloc (prévoir la 

qualité de l’analyse) ?

▪ Compliqué : 

▪ Très souvent, la concentration ARN est très forte (> 400 ng/µL) pour les blocs anciens dégradés 

➔ surestimation lors du dosage (artéfacts chimiques ? / ARN de très faibles tailles non amplifiables?)

▪ Pas d’utilité à repasser des échantillons de mauvaise qualité en augmentant l’input (400ng / 600 ng)

▪ Pas d’utilité à séquencer plus fortement des échantillons avec un % de « uniq fragment » faible (< 10%)

▪ Au final: retour de l’utilité du Pré-Seq

▪ Si score > 30 ➔ passage en panel ADN de l’échantillon TNA sans attendre le résultat du CTL

• Pas de perte de temps pour le rendu de résultat (au moins sur ADN)

• Pas d’utilité à repasser => tenter un NGS ADN pur, une nouvelle extraction : sur 
nouvelle zone (mélanome très mélanique?) ou autre bloc ?

▪ Si score entre 25 et 30 ➔ qualité moyenne mais possiblement détection d’altération suffisante pour le 
théranostique

▪ Si score < 25 ➔ bonne qualité attendu

▪ A savoir: Archer a arrêté depuis quelques mois de fournir en doublons les réactifs pour aller jusqu’au QC 
Préseq➔ Réactifs perdus si on s’arrête (autant continuer jusqu’au séquençage)

0,1
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10,0
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1000,0

20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0 34,0

score ARN GSP2 (vertical en log)
en fonction du Ct Préseq (horizontal)



Difficultés spécifiques au RNA-seq ciblé

❖ Les résultats obtenus sont dépendants de l’expression du gène dans la tumeur →
paramètre difficilement maitrisable et non évalué chez nous (niveau d’expression 
d’un gène par organe non connu…)

❖ Un gène peut être « faiblement » exprimé mais être quand même d’une 
importance majeure pour la prise en charge du patient (les gènes non-kinases 
comme POLE)

➔Risque de FN

❖ Difficultés à robotiser la technique (Beckman) : au niveau de la ligation 2 => 
lyophilisat rond et gros (bouche le tube) compliqué à mettre en suspension => 
obligé de faire un stop et étape manuelle



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

 Résultats rendus faux pour le gène PIK3CA : gène rendu non muté (négatif) alors que la moitié des altérations d’intérêts 
ne sont pas couvertes/analysées par le CTL (CQE FAUX)

→ Heureusement ce gène est non essentiel pour une AMM/ATU. Il est utile pour des essais cliniques (perte de chance 
d’accès aux essais cliniques)

Solution temporaire: PIK3CA région d’intérêt exon 10 enlevé du panel et précisé dans le CR pour les cliniciens

 Résultats rendus faux pour les 2/3 des cancers de l’endomètre (et probablement pour plusieurs cancers colorectaux): 
la moitié des altérations d’intérêt du gène POLE ne sont pas couvertes/analysées 

→ Gène nécessaire à la classification des endomètres depuis environ 2 ans + utiles pour des essais cliniques 
d’immunothérapie avec de très bon résultats dans les CRC. 

Solution temporaire: 

- Rattrapage de tous les endomètres passés ces dernières années → repasse en technique Sanger (nouveau design 
(EB/NI), recherche des patients, réanalyse sur Archer…)

- Les nouveaux endomètres sont passés en STS (pour TP53) et en sanger (pour détection de POLE).

- Colon toujours passés en RNAseq : si couverture POLE faible → passés en sanger 



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

 Résultats rendus faux pour l’exploration des gènes FGFR1/2/3 (SNV) : le panel ne contient pas les 
régions d’intérêt utiles pour la prise en charge des cancers urothéliaux (et cholangiocarcinomes)

→ ATU nominative dans les cancers urothéliaux depuis juillet 2021. Essais clinique pour les autres cancers 
(cholangiocarcinomes +++)

Solution temporaire :

- Rattrapage de tous les cancers urothéliaux/vessie depuis juillet 2021 en panel STS 

- Pour les nouveaux cancers urothéliaux /vessie, faire RNAseq ciblé + STS. 

- Pour les nouveaux cholangiocarcinomes, RNAseq puis STS (si RNAseq neg) 

 Résultats rendus faux pour les mutations de résistances ALK, ROS1: le panel ne contient pas toutes 
les régions d’intérêts utiles pour la détection des mutations de résistances (ou régions mal couvertes)

→ Essais cliniques +++ (perte de chance d’accès aux essais cliniques)

Solution temporaire : Les nouveaux prélèvements sont passées en analyse STS



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

 Résultats potentiellement faux pour l’exploration des résistances des cancers du 
poumon mutés EGFR: corrélation entre l’expression de MET et l’amplification de MET non 
maitrisée, faux-négatifs possibles

→ Essais cliniques+++ (perte de chance d’accès aux essais cliniques)

Solution temporaire : Pour tous les nouvelles demandes de cancers du poumon résistants à 
l’osimertinib : RNAseq ciblé + FISH MET et ERBB2 en systématique 

 Proportion d’altérations détectées dans les mélanomes inférieure à la moyenne 
nationale : biais de sélection des patients du CLB ou lié à des faux négatifs de l’analyse 
CTL? Idem pour les autres localisations (poumon ok mais colon, endomètre…)? 

→ Possiblement d’autres résultats rendus faux non rattrapables 

Solution temporaire : Indicateurs de coverage/depth sur les hotspots par pathologie 
implémentée en routine ➔ réalisée avec l’aide d’Archer (création de filtres spécifiques basées 
sur le fichier hotspot selon la pathologie)



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

 Poumon: EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2, KEAP1, STK11, PIK3CA (que l’ex21 pour l’instant)

 Colon: KRAS, NRAS, BRAF, POLE, PIK3CA (que l’ex21 pour l’instant)

 Mélanome: BRAF, NRAS, KIT, HRAS, GNA11, GNAQ, IDH1

 Endomètre: POLE, CTNNB1, TP53, KRAS, PIK3CA (que l’ex21 pour l’instant)

 Cholangiocarcinome: IDH1, BRAF, ERBB2, FGFR2, FGFR1, PIK3CA (que l’ex21 pour l’instant)

 Vessie/urothéliale: FGFR2, FGFR3, FGFR1, DDR2

 Estomac: ERBB2, PIK3CA, MET

 Thyroïde: RET

 Histiocytose: BRAF, MAP2K1 

 Pancréas: KRAS, BRAF, PIK3CA, ERBB2

 Remarque: les autres gènes servent pour des essais cliniques: RAF1, AKT1, IDH2…



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

Dans le cas d’un échantillon contributif (non QC failed) 

 Si tous les gènes d’intérêt (hotspots) >50X : OK

 Si un ou plusieurs des gènes d’intérêts (hotspots) <50X: 

❖ Si l’échantillon est muté (patho) sur un hotspot: Rendre le résultat et indiquer dans le compte-
rendu : A noter que la faible profondeur n’a pas permis d’avoir une sensibilité analytique optimale 
pour ce(s) gène(s) d’intérêts … . 

❖ Si l’échantillon est WT: le biologiste gère au cas par cas 
exemple : - Mélanome WT avec BRAF V600E < 50X → ddPCR ou STS. 

- Mélanome WT avec BRAF ex11 < 50X → rendre en ajoutant la phrase :A noter que la 
faible profondeur n’a pas permis d’avoir une sensibilité analytique optimale pour l’exon11 du gène 
BRAF. 

Si QCfailed : on garde la routine habituelle (cf document « Interprétation technique et 
biologique du CTL sur ArcherDX », déjà validé ensemble)



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)

➢Ces solutions temporaires sont : 

❖ Chronophages (formation techniciennes, secrétaires, rattrapage des dossiers…)

❖ Gaspillage du matériel tumoral (double extraction TNA/ADN)

❖ Augmentation des coûts (doubles techniques) 

❖ Faible sensibilité (sanger)

❖ Base access/publipostage non appropriés pour faire du cas par cas…

Réflexion en cours pour une solution plus pérenne: 

 Update panel CTL

 Re-design du panel STS

 Nouveau panel autre…

Mais manque de temps, priorisation nécessaire 



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)



Difficultés liées au Design (révélées par CQE + Analyse des fréquences 

de mutations // littérature + analyse poussée du design de probes)



Améliorations

▪ Simplification du dosage des librairies au chargement de séquençage (gain de 
tps technique) 

➔qPCR vers dosage QuBit simple 

➔Moins homogène mais suffisant (sur-séquençage des échantillons : Nextseq, 8M de reads visés)

▪ CQI mutation en plus du CQI fusion 

▪ Indicateur de « genre » (X / Y) : permet de repérer de possibles inversions de 
patients en techniques (si mauvaise qualité => FN / FP) car plus de 
vérifications Sanger

▪ V7 : disponible en ligne depuis 1 an environ. Maintenant disponible en VM 
(sera installée en janvier 2023)

▪ Améliore la détection des insertions dans l’exon 20 d’ERBB2 (HER2)

▪ Pas beaucoup mieux sur le reste des problèmes



Améliorations

Gene/mutation Problème V7

Dup de ERBB2 
détecté que en novel isoform, 
pas en variant

Ok vu dans "variant"

Nomenclature KRAS "delins" appelée "inv" Idem

TP53 dup 45nt 
détecté que en novel isoform, 
pas en variant Idem

Del RET c.1886_1891del vue à 0,5% au lieu de 50% Idem

TP53 c.919+1G>A
saut exon8 bien vu mais 
pas la mutation causale Idem

BRAF mut epissage 
c.1742A>G non vue au lieu de 18% vue à 1,3% au lieu de 18%

TP53 c.272+15_919+27
saut exon7/8 bien vu mais 
pas la mutation causale Idem

MET exon skipping 
c.3082G>A

saut exon14 bien vu mais 
pas la mutation causale Idem

PIK3CA Q546L Non vue par Archer (rattrapage par Sophia) Idem

CQE PIK3CA E545K 20% Non vue par Archer (rattrapage par Sophia) Idem

ERBB2
vue à 1,2% dans novel isoform et dans 
variant

Ok vu dans "variant"



Améliorations

▪ Simplification du dosage des librairies au chargement de séquençage (gain de 
tps technique) 

➔qPCR vers dosage QuBit simple 

➔Moins homogène mais suffisant (sur-séquençage des échantillons : Nextseq, 8M de reads visés)

▪ CQI mutation en plus du CQI fusion 

▪ Indicateur de « genre » (X / Y) : permet de repérer de possibles inversions de 
patients en techniques (si mauvaise qualité => FN / FP) car plus de 
vérifications Sanger

▪ V7 : disponible en ligne depuis 1 an environ. Maintenant disponible en VM 
(sera installée en janvier 2023)

▪ Améliore la détection des insertions dans l’exon 20 d’ERBB2 (HER2)

▪ Pas beaucoup mieux sur le reste des problèmes

▪ Elargissement du fichier GTF pour avoir en ROI les introns 

▪ Pas beaucoup mieux => problème d’appel de variants (pas fait pour en fusionplex)



Nouvelle version : ajout : V7

▪ PRIX!!!!! => 297€ demandé vs 120€ pour le V6 (grosse remise négociée)

▪ Se fait en plusieurs mois

▪ 2 rajouts designés (probes ADN ou probes ARN)

▪ Commandé que les probes ARN

➔ Sera testé pour début 2023 (avec la V7 de la VM)

➔ Assez peu optimiste sur l’excellence des performances pour toutes les cibles

➔ Difficultés d’homogénéité dans l’analyse / demande de l’expérience pour ne pas tomber dans les 
pièges de la technique (et des limites des échantillons)

➔ Problème de rachat d’Invitae / Archer ? ➔ pas vraiment, pas d’arrêt de prod / livraison ? (mais perte 
de vitesse dans le développement ? )

Au final: 

➔ Changement de technologie / fournisseur ?



Cahier des charges d’un test biomarqueur « parfait »

▪ Garder l’idée d’un test 2 ou 3 en 1 (Détection SNV, fusion, +/- amplif ou 
expression)

▪ Réalisation d’une seule librairie (limite des couts / temps technique ) ➔
Utilisation de TNA (à tester versus extraction ADN et ARN et ratio ADN / ARN contrôlé)

▪ Parfaite détection des SNV :

▪ Non dépendante exclusivement de l’ARN (pas de FN pour gènes peu exprimés)

▪ Capture > amplicon 

▪ Parfaite détection des amplifs +/- expression

▪ Le plus compliqué (possible surexpression sans amplif)

▪ Demande à pouvoir détecter quelles reads proviennent d’une matrice ARN d’une matrice ADN !

• Impossible pour le moment (Archer et SG) !

Au global : Réflexion actuellement pour réaliser un custom de la solution ROS de 
SG (projet à plusieurs? => partage des couts du custom : 20k€ minimum!)



MERCI DE VOTRE ATTENTION

merci à mon équipe et G.Tachon pour son travail



Patiente: 2122053 : mutation BRAF loupée sur Archer 

• Prélèvement poumon LSD récent (CLB)

• 50% cellules tum

• Bonne qualité => RAS sur le prélèvement



Patiente: 2122053 : mutation BRAF loupée sur Archer 

• Pas de mutation a rapporter dans Archer



Patiente: 2122053 : mutation BRAF loupée sur Archer 

• Mais mutation retrouvée dans SophiaDDM: 18% de VAF

• Mutation à 1% sur Archer (en allant la chercher spécifiquement 

dans la barre de recherche) => non retenue



Patiente: 2122053 : mutation BRAF loupée sur Archer 
• Pour enlever le doute: Sanger demandé sur BRAF exon 15: mutation retrouvée!

• Explications ? 

• Certainement un pb du à de mauvais variant caller du pipeline Archer sur les mutations retrouvées aux jonctions introns-

exons (pb connu d’Archer) 

• Sophia n’ a pas de pb sur ces régions là 

• Conclusion: FAIRE ATTENTION aux variants situés dans les jonctions introns-exons. Ne pas hésiter à demander des 

confirmations. Être alerte sur les discordances avec Sophia (essentiellement sur les mutations connues et hotspot).



CNV intra-génique et « novel Isoform » dans Archer

• Dossier  2112122 : Kc poumon

• Analyse circulant en 1er: 



• Suite sur Tumeur, analyse car échappement au tagrisso

• On retrouve bien en ARN, dans la partie « novel Isoform », le transcrit 

particulier avec le saut des exons 7 et 8 dans le gène TP53 (délétère), 

mais la mutation TP53 est bien entendu non retrouvé dans l’ analyse CTL 

!!!!!

• Conclusion: la catégorie Novel Isoform peut contenir des informations très 

intéressantes, le problème est la confirmation (ici le Sanger n’aurait pas 

trouvé la délétion des exons 7 et 8) et l’appréhension d’isoformes qui 

peuvent aussi se confondrent avec des isoformes physiologiques (+ 

difficulté d’avoir un taux d’expression physiologique par cible et organe 

connu et stable).



PIK3CA: échantillon qualité moyenne mais avec exon 9 PIK3CA 

peu couvert: mutation retrouvée en low conf et forte en PCR...

• BM21000421: BM colorectal (bloc ancien = 3 ans)

• Qualité moyenne



Mutation pik3ca bien séquencée
• Nombre de read total (1398=  exon 9):  

• Mutation PIK3CA retrouvée avec profondeur = 13 mais avec 

seulement 6 reads portant la mutation!



Problème design panel: GSP2 dans l’exon 11 (à cause du pseudogène PIK3CA?): la 

métric de profondeur prend en compte le début de l’exon 11, qui ne nous intéresse pas et 

pas la zone d’analyse intéressante de l’exon 10, d’où des chutes de profondeur au niveau 

des mutations hotspots



Mutation bien retrouvée à environ 50% en 

Sanger



Mutation BRAF V600E à 6% en ddPCR
Non retenue en Archer (1 seul AO  sur 47x => 2,1% )



Alignement des reads chimériques: attention !

▪ Pas toujours simple:

▪ Surtout si séquences homologues au niveau de la jonction 5’ - 3’

▪ Surtout si séquence « intermédiaire » : type sandwich

ATP1B1-NRG1 fusion
chr1:169080719,chr8:31496931 => For Archer analysis

chr1: 169080736, chr8: 32453346 => For me (more likely)



Vision de résultat d’un WTS Auragen

▪ Fastidieux ++++ (Read-through, GOF vs LOF)

▪ Noyé sous la data ++++

▪ Trouver des règles d’interprétation complexe ++++



Paul Hofman 

Laboratoire de Pathologie Clinique et Expérimentale, Université
Côte d’Azur, Nice (www.oncoage.org) 

1

Analyse ciblée des fusions par RNA seq dans
le cancer pulmonaire non à petites cellules

Expérience d’un laboratoire (LPCE, Nice)

Paris, 10 décembre 2022

http://www.oncoage.org/
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Examples in routine clinical practice

RNA sequencing as a key tool in today’s NSCLC care

The growing set of targetable biomarkers in NSCLC

The sample quality is still a major challenge 

Outline



Molecular
biomarkers

Diagnosis Prognosis Predictive



Tan AC and Tan DSW. J Clin Oncol. 2022;40:611−25.

Timeline of FDA-approved targeted therapies for 

oncogene-driven NSCLC

Crizotinib

RET

NTRK

ROS1

ALK

EGFR

BRAF

KRAS

MET

HER2

Ceritinib 2L 

post-crizotinib

Alectinib 2L 

post-crizotinib

Brigatinib 2L 

post-crizotinib Alectinib 1L Brigatinib 1L Lorlatinib 1L

Ceritinib 1L
Lorlatinib 2L or 3L

post-ALK TKI

Crizotinib

Larotrectinib Entrectinib

Entrectinib

Pralsetinib

Repotrectinib

Selpercatinib

Erlotinib 1L

Afatinib

Gefitinib 1L

Osimertinib 2L

EGFR T790M+

Afatinib (SCC) Osimertinib 1L

Afatinib (EGFR L861Q, 

G719X and S768I)

Dacomitinib 1L

Osimertinib

adjuvant

Mobocertinib

(EGFR exon 

20 insertion)

Amivantamab

(EGFR exon 20 insertion)
Dabrafenib plus trametinib

Sotorasib Adagrasib

Capmatinib Tepotinib

Trastuzumab deruxtecan

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021



FDA-approved targeted therapies

Delahaye C, et al. Cancers. 2022;14:2613.

Currently available targeted therapies in NSCLC
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Target Molecule name (year of FDA approval)

KRAS Sotorasib (2020), adagrasib* (2021)

EGFR Erlotinib, afatinib (2013), gefitinib; osimertinib (2015), 

dacomitinib (2018), erlotinib + ramucirumab (2020), 

amivantamab, mobocertinib* (2021)

ALK Crizotinib (2011), ceritinib (2014), alectinib (2015), 

brigatinib (2017), lorlatinib (2018)

BRAF Debrafenib + trametinib (2017)

ROS1 Crizotinib (2016), entrectinib (2019), 

repotrectinib* (2020)

MET Crizotinib (2018), capmatinib (2020), tepotinib (2021)

RET Selpercatinib, pralsetinib (2020)

NTRK Larotrectinib (2018), entrectinib (2019)



88

Genomic alterations level I/II/III according to « ESCAT* » in advanced non-squamous NSCLC

Mosele F, et al. Ann Oncol. 2020;31:1491–505.

Gene Alteration Prevalence ESCAT

EGFR

Common mutations (Del19, L858R) 15% (50–60% Asian) IA

Acquired T790M ex20 60% of EGFR mutant IA

Uncommon EGFR mutations (G719X in exon 18, L861Q in exon 21, S768I in exon 20) NSCLC, 10% IB

Exon20ins 2% IIB

ALK Fusions (mutations as mechanism of resistance) 5% IA

MET
Mutations ex14 skipping 3% IB

Focal amplifications (acquired resistance on EGFR TKI in EGFR-mutant tumours) 3% IIB

BRAFV600E Mutations 2% IB

ROS1 Fusions (mutations as mechanism of resistance) 1–2% IB

NTRK Fusions 0.23–3% IC

RET Fusions 1–2% IC

KRASG12C Mutations 12% IIB

ERBB2
Hotspot mutations 2–5% IIB

Amplifications 2–5% IIB

BRCA 1/2 Mutations 1.2% IIIA

PIK3CA Hotspot mutations 1.2–7% IIIA

NRG1 Fusions 1.7% IIIB

(*ESMO Scale of Clinical Actionability for Molecular Targets)



The landscape of actionable genomic alterations in non squamous non-small cell lung carcinoma

J Clin Oncol. 2022 Feb 20;40(6):611-625. doi: 10.1200/JCO.21.01626Tan AC, Tan DSW,



Any actionable genomic alterations in squamous non-small cell lung carcinoma ?





Others …!

Fusions of interest in NSCLC



Examples in routine clinical practice

RNA sequencing as a key tool in today’s NSCLC care

The growing set of targetable biomarkers in NSCLC

The sample quality is still a major challenge 

Outline



1. Hofman P. Cells. 2021;10:2157.

Bioresources for predictive biomarker assessment in advanced

non-squamous NSCLC at diagnosis and/or at progression1,2

BAL, bronchoalveolar lavage; TBNA/EBUS, endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration.

Modified from Hofman P, 2021.

TBNA/EBUS

Bronchial aspirates and BAL

Smears

Cell blocks

Bronchial and transthoracic biopsies Blood samples

Pleural fluids
Surgical

specimen

Cerebrospinal

fluids



Reasons why patients miss out on biomarker testing from

tissue biopsy

Tissue biopsy may 

be infeasible in 

9–18% of patients 

Tissue biopsy procedural failure rates 

vary by technique and can range

from 4−42%

Samples are inadequate 

for testing in 8−26% of patients

Access to testing varies by country and 

region and depends on infrastructure 

and reimbursement 

The overall tissue biopsy failure rate 

may be up to 45%

aNSCLC

Tissue biopsy 

feasible

Tissue biopsy 

procedure 

successful*

Access 

to testing

Sample 

adequate for 

testing†



Diagnosis

Percentage of tumor cells

Sample size

Necrotic area

NGS

Second scenario (in-house)

NGS (S5 sequencer, Thermo-Fisher) Targeted sequencing (Idylla™, Biocartis)

NGS (Genexus sequencer™, Thermo-Fisher) IHC (Ventana, Roche Diagnostics)

LPCE biopathology 

platform, 

ISO 15819 NGS

Beware

True vs false negative 

molecular biology results 

Risk of missing an effective 

targeted therapy

THE CLINICAL PATHOLOGIST’S RESPONSIBILITY: OVERCOMING PITFALLS ON THE JOURNEY TO NGS

Quality and quantity

of RNA in lung pathology

One major challenge:



Examples in routine clinical practice
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Fusions visualized using Arriba



RNA Seq en pathologie thoracique

Est ce qu’un algorithme est envisageable?

LPCE

99% OPA RNA SEQ

1% FoundationOne HEME/other platform



Ultra-fast gene fusion assays (UFGFA) 

OPA panel on GENEXUS System 

(ThermoFisher)
IDYLLA Platform (Biocartis)

Fully integrated sequencing device assessing 

50 genes alterations from both DNA and 

RNA, including mutations and gene fusions in 

ALK, ROS1, RET, MET, NTRK1/2/3

+ 5’-3’ imbalance analysis

Fully automated cartridge based qPCR 

system assessing gene fusions in ALK, 

ROS1, RET, METΔex14 and NTRK1/2/3

+ 5’-3’ imbalance analysis



LIST OF DETECTED GENE REARRANGEMENTS

ALK fusions 
EML4-ALK : EML4 exon 2; ALK exon 20

EML4 exon 6a; ALK exon 20
EML4 exon 6b; ALK exon 20
EML4 exon 13; ALK exon 20
EML4 exon 15; ALK exon 20
EML4 exon 17; ALK exon 20
EML4 exon 18; ALK exon 20
EML4 exon 20; ALK exon 20

KIF5B-ALK : KIF5B exon 15; ALK exon 20
KIF5B exon 17; ALK exon 20
KIF5B exon 24; ALK exon 20

HIP1-ALK : HIP1 exon 28; ALK exon 20
HIP1 exon 30; ALK exon 20

KLC1-ALK : KLC1 exon 9; ALK exon 20
TPR-ALK : TPR exon 15; ALK exon 20
TFG-ALK : TFG exon 4; ALK exon 20

TFG exon 6; ALK exon 20

ROS1 fusions
CD74-ROS1 : CD74 exon 6; ROS1 exon 32

CD74 exon 6; ROS1 exon 34
SDC4-ROS1 : SDC4 exon 2; ROS1 exon 32

SDC4 exon 4; ROS1 exon 32
SDC4 exon 4; ROS1 exon 34

SLC34A2-ROS1 : SLC34A2 exon 4; ROS1 exon 32
SLC34A2 exon 4; ROS1 exon 34
SLC34A2 exon 13; ROS1 exon 32

EZR-ROS1 : EZR exon 10; ROS1 exon 34
TPM3-ROS1 : TPM3 exon 8; ROS1 exon 35
GOPC-ROS1 : GOPC exon 4; ROS1 exon 36

GOPC exon 8; ROS1 exon 35
LRIG3-ROS1 : LRIG3 exon 16; ROS1 exon 35

Gene rearrangements detected by Idylla™ GeneFusion Assay

RET fusions
KIF5B-RET :     KIF5B exon 15; RET exon 11

KIF5B exon 15; RET exon 12
KIF5B exon 16; RET exon 12
KIF5B exon 22; RET exon 12
KIF5B exon 23; RET exon 12
KIF5B exon 24; RET exon 11

CCDC6-RET :  CCDC6 exon 1; RET exon 12

MET exon 14 skipping
MET-MET :     MET exon 13; MET exon 15

(imbalances pour les gènes ALK, RET, 
NTRK1, NTRK2, NTRK3, FGFR1, FGFR2 
et FGFR3)

Gene rearrangements detected by the OPA RNA Assay

981 fusions détectées







JTO under review



 Idylla Idylla 
(no Imbalance) 

Genexus Genexus 
(no Imbalance) 

Accuracy (95%CI) 0.923 (0.88 – 0.96) 0.867 (0.81 – 0.91) 0.931 (0.89 – 0.96) 0.931 (0.89 – 0.96) 

Sensitivity (95% CI) 0.914 (0.86 – 0.97) 0.793 (0.72 – 0.87) 0.934 (0.89 – 0.98) 0.877 (0.82 – 0.94) 

ALK 0.87 0.72 0.88 0.80 

ROS1 1.00 1.00 1.00 1.00 

MET 1.00 1.00 1.00 1.00 

RET 1.00 0.92 1.00 1.00 

NTRK 0.67 0.00 1.00 0.67 

Specificity (95% CI) 0.951 (0.91 – 1.0) 0.988 (0.96 – 1.0) 0.927 (0.87 – 0.98) 1.0 (1.0 – 1.0) 

ALK 0.99 1.00 0.95 1.00 

ROS1 0.99 0.99 1.00 1.00 

MET 1.00 1.00 1.00 1.00 

RET 0.99 0.99 1.00 1.00 

NTRK 0.99 1.00 1.00 1.00 

NPV*     

ALK (4%) 0.99 0.99 0.99 0.99 

ROS1 (2%) 1.00 1.00 1.00 1.00 

MET (3%) 1.00 1.00 1.00 1.00 

RET (2%) 1.00 0.77 1.00 1.00 

NTRK (0.2%) 1.00 1.00 1.00 1.00 

PPV*     

ALK (4%) 0.71 1.00 0.45 1.0 

ROS1 (2%) 0.78 0.78 1.00 1.0 

MET (3%) 1.00 1.00 1.00 1.0 

RET (2%) 0.79 0.77 1.00 1.0 

NTRK (0.2%) 0.20 NA 1.00 1.0 

 

• Performance parameters were
slightly higher for the Genexus
NGS assay versus the Idylla
qPCR assay

• 5’3’ imbalance analysis
increased the sensitivity and
decreased the specificity (FP) for
both system

• Idylla qPCR system had a low
sensitivity for NTRK fusions
(67%) vs NGS (100%)

ALK fusion detection was low for 

both methods 

JTO under review



Examples in routine clinical practice

RNA sequencing as a key tool in today’s NSCLC care

The growing set of targetable biomarkers in NSCLC

The sample quality is still a major challenge 

Outline



Case N°1

• 62 years old woman, non smoker

• No past medical history

• Lung tumor with mediastinum and sus clavicular lymph nodes 
metastases

• Transthoracic biopsies: solid adenocarcinoma

• IHC: TTF1 positivity (100%)

• 90% of tumor cells

• Nucleic acids extraction without macrodissection

• DNA and RNA 50 gene NGS panel





DNA and RNA 50 gene NGS panel results

• DNA: no genomic alterations detectable

• RNA:  Fusion: ETV6-NTRK3



Staining pattern for ETV6-NTRK3 fusion positive case [pan-TRK IHC (pan-Trk IHC clone 
EPR17341, 100x original magnification, Abcam, Cambridge, MA)]. 

Anti-panTRK (EPR17341)



Treatment and outcome

• First line: NTRK inhibitor (entrectinib) = total regression





Case N°2

• 33 years old smoker woman

• No past medical history

• Multiples bone marrow lesions associated with a lung tumor

• Lung biopsies: undifferentiated malignant cells

• AE1-AE2, P40, P63, and INI1 positive cells

• TTF1, PD-L1, CD5, C117, C20, TdT, and HMB45 negative cells

• 30% of tumor cells

• Nucleic acids extraction after macrodissection

• DNA and RNA 50 gene NGS panel



H&E, X 200

P40, X 100



DNA and RNA 50 gene NGS panel results

• DNA: no genomic alterations detectable

• RNA:  Fusion: WHSC1L1 (7)-NUTM1 (2)



AFF1(17) - NUTM1(3)

BCORL1(1) - NUTM1(2)

BRD3(10) - NUTM1(2)

BRD3(10) - NUTM1(5)

BRD3(9) - NUTM1(4)

BRD4(11) - NUTM1(2)

BRD4(14) - NUTM1(2)

BRD4(15) - NUTM1(2)

CIC(16) - NUTM1(4)

CIC(17) - NUTM1(5)

CIC(18) - NUTM1(2)

CIC(18) - NUTM1(5)

CIC(20) - NUTM1(5)

MXD1(5) - NUTM1(2)

WHSC1L1(7) - NUTM1(2)

ZNF618(12) - NUTM1(2)

NUT fusions detectable on the RNA OPA panel



NUT Immunohistochemistry (clone C52B1; Cell Signalling) 
Nuclear tumor cells staining

NUT (C52B1)



Treatment and outcome

• First line: chemotherapy and ICI (pembro) first line, then tumor 
progression

• Second line : inclusion in a phase 1 clinical trial (HDAC) : stable for 
three months until now





Case N°3

• 16 years old girl, with no past medical history

• Massive left hemothorax during scuba diving activity

• During draining, presence of a mass of the left lower
inferior lobe (biopsy)

• CT scan after complete liquid evacuation: tumor or 
tumor-like process of the lower inferior lobe of the 
left lung







PAX8Vimentin

CD31

CD99

Beta catenin



PAX8Vimentin

CD31

CD99

Beta catenin

EWSR1-FL11 [EWR1_ENST00000397938_(e7)—FL11_ENST00000527786_(e6), in frame]
Overexpression of KL, VEGFA, BCL6 and JAK1

Primary Ewing sarcoma of the lung



Pulmonary tumors other than adenocarcinoma,
squamous carcinoma & neuroendocrine neoplasms?

Any targetable fusions?



Mesenchymal tumors of the thorax
Adipocytic tumors

Lipoma of the thorax
Thymolipoma of the thorax
liposarcoma of the thorax

Fibroblastic and myofibloblastic tumors
Desmoid fibromatosis of the thorax
Solitary fibrous tumor of the thorax
Calcifying fibrous tumor of the thorax
Inflammatory myofibroblastic tumor of the thorax
Myxofibrosarcoma of the thorax

Vascular tumors
Haemangioma of the thorax
Lymphangioma of the thorax
Epithelioid haemangioendothelioma of the thorax
Angiosarcoma of the thorax

Skeletal muscle tumors
Rhabdomyosarcoma of the thorax

Peripheral nerve sheath and neural tumors
Paraganglioma of the thorax
Granular cell tumor of the thorax
Schwannoma of the thorax
Malignant peripheral nerve sheath tumor of the thorax
Peripheral neuroblastic tumor of the thorax

Tumors of uncertain differentiation
Synovial sarcoma of the thorax
Undifferentiated small round cell sarcoma of the thorax



Mesenchymal tumors specific to the lung

• Pulmonary hamartoma

• Pulmonary chondroma

• Diffuse pulmonary lymphangiomatosis

• Pleuropulmonary blastoma

• Pulmonary artey intimal sarcoma

• Primary pulmonary myxoid sarcoma with EWSR1-CREB1 fusion

WHO 2020/2021





Vimentin EMA

Desmin S100



EWSR1-CREB1 fusion

FISH & different sequencing approaches

Primary pulmonary myxoid sarcoma



Patiente 55 ans
Métastases pulmonaires ?

LM/LH/LB FUSION READS Counts
3'/5' 

imbalance
Mapped reads 

(>150000)
COSF

Contrôle (au 
moins 5/7)

Concentration 
ng/µl

LM22-1673_LH22-3138 ESR1(2) - CCDC170(2) 21 / 415644 / 7/7 0

LM22-1673_LH22-3138 seconde analyse WT / / 329 965 / 7/7 0



TTF1

RO RP GATA3



LM/LH/LB FUSION
READS 
Counts

3'/5' 
imbalance

Mapped 
reads 

(>150000)
COSF

Contrôle (au 
moins 5/7)

Concentration 
ng/µl

LM22-1673_LH22-3138 ESR1(2) - CCDC170(2) 21 / 415644 / 7/7 0

LM22-1673_LH22-3138 seconde analyse WT / / 329 965 / 7/7 0

- Faible concentration d’ARN et ARN fragmenté
- reads trop élevés dans le 1er run avec bruit de fond



Paul Hofman 

Laboratoire de Pathologie Clinique et Expérimentale, Université
Côte d’Azur, Nice 

1

Analyse ciblée des fusions par RNA seq dans
le cancer pulmonaire non à petites cellules

Expérience d’un laboratoire (LPCE, Nice)

Paris, 10 décembre 2022


