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Acronymes et abréviations

- ADNc : ADN complémentaire

- ALK : anaplastic lymphoma kinase

- AMM : autorisation de mise sur le marché

- ARNm : ARN messager

- BRAF : B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase

- CPNPC : cancer pulmonaire non a petites cellules

- CLIP1 : CAP-Gly domain containing linker protein 1

- EGFR : epidermal growth factor receptor

- EMLA4 : echinoderm microtubule-associated protein like-4

- ERBB?2 : erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

- FISH : hybridation in situ en fluorescence

- IHC : immunohistochimie

- KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
- Mb : megabases

- NGS : next generation sequencing, séquencage massif paralléle
- PCR : polymerase chain reaction

- RNA-Seq : RNA-sequencing, séquengage a partir d’ARN

- ROS1 : ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine Kinase

- RT-gPCR : reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
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1. Introduction

a. Cancer pulmonaire

Le cancer pulmonaire représente la premiere cause de mortalité par cancer en France mais
également dans le monde. En France, on rapportait 45 222 nouveaux cas et 30 555 déces en
2015 (1). Dans 70 a 80% des cas, la maladie est diagnostiquée au stade métastatique. Dans
cette situation, le traitement chirurgical n’est pas recommandé et la survie des patients est
amoindrie. De ce fait, la survie globale a 5 ans est estimée a 14%, quel que soit le stade de la
pathologie. Ces chiffres sont paradoxaux puisque le principal facteur de risque de la

pathologie, le tabac, est clairement identifié et reste évitable.

Il existe deux grands types histologiques de cancer pulmonaire : les cancers pulmonaires non
a petites cellules (CPNPC) et les cancers pulmonaires a petites cellules. Les CPNPC comptent
pour plus de 80% des cas et se répartissent en trois sous types: I’adénocarcinome
(différenciation glandulaire ; 45% des cas), le carcinome épidermoide ou malpighien (30-35%
des cas) et le carcinome a grandes cellules (sans différenciation glandulaire ni malpighienne ;

5-10% des cas).

b. Anomalies génétiques « driver » et thérapies ciblées

Le cancer peut étre défini schématiquement comme le résultat de la sénescence cellulaire,
d’une division incontrolée et de I’accumulation d’anomalies génétiques, non prises en charge
par les systémes de réparation de I’ADN. Ainsi, les dix dernieres années ont été marquées par
la mise en évidence d’altérations génétiques « driver » ou « conductrices » intervenant dans
I’oncogenése. De nombreuses anomalies conductrices ont été découvertes dans les
adénocarcinomes bronchiques, les trois plus fréquentes étant les mutations de KRAS (V-Ki-

ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) dans 32% des cas, les mutations d’EGFR
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(Epidermal Growth Factor Receptor) dans 12% des cas et les réarrangements du géne ALK
(Anaplastic Lymphoma Kinase) dans 5% des cas en moyenne (Figure 1) (2). Suite a ces
découvertes, des thérapies spécifiques ciblant les cellules porteuses de ces anomalies ont été
développées et ont permis d’améliorer la survie et la qualité de vie des malades. De ce fait, il
est recommandeé de rechercher systématiquement plusieurs de ces anomalies chez les patients
porteurs d’adénocarcinomes bronchiques métastatiques avant de démarrer un traitement :
mutation des genes EGFR, KRAS, BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase),
ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) et les réarrangements ALK et ROS1 (ROS proto-
oncogene 1, receptor tyrosine kinase) (3). Actuellement, plusieurs de ces anomalies ont
permis le développement de thérapies ciblées ayant une autorisation de mise sur le marché en
France dans les CPNPC : les mutations activatrices du géne EGFR et les réarrangements des

génes ALK et ROS1.

B Adenocarcinoma

Full WT 15% EGFR12%

KRAS
32%
Unknown
32%

BRAF 2%
HER2 1%

ALK 5% PIK3CA 2%

Figure 1. Classification moléculaire des adénocarcinomes pulmonaires (Barlesi et al,
Lancet, 2016)

c. Reéarrangements du géne ALK

Le géne ALK est situé sur le bras court du chromosome 2 et code pour un récepteur a tyrosine

kinase (RTK) de la superfamille des récepteurs a I’insuline, dont FAM150A (Augmentor o) et
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FAM150B (Augmentor ) sont les ligands (4,5). Les RTK sont des récepteurs
transmembranaires dont la fixation du ligand sur son secteur extra cellulaire conduit a la
dimérisation du récepteur puis a son activation par autophosphorylation (activité kinase) de

son domaine intra cellulaire.

Les réarrangements du géne ALK sont retrouvés dans 2 a 7% des CPNPC (6,7),
principalement dans les adénocarcinomes. lls ont initialement été décrits dans les lymphomes
anaplastiques a grandes cellules et par la suite dans d’autres pathologies comme les
neuroblastomes et les tumeurs myofibroblastiques (8). Une translocation ou une inversion
créent un gene de fusion (Figure 2), constitué par I’extrémité 3’ d’ALK et ’extrémité 5’ de
son partenaire, le plus souvent le gene EML4 (echinoderm microtubule-associated protein
like-4), entrainant la production d’une protéine de fusion dont le domaine kinase est activé de
maniere constitutive. La protéine de fusion ALK active plusieurs voies de signalisation
intracellulaire telles que celle des MAP kinases, PISBK/AKT/mTOR ou JAK2/3/STAT3
(Figure 3). Par ce biais, cette anomalie joue un role dans 1’oncogenése favorisant 1’invasion, la

prolifération et la survie cellulaire ainsi que I’angiogenése au sein de la tumeur (9).
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Figure 2. Fusion EML4-ALK (V. Faugeroux et al, Front Oncol 2014)
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Figure 3. Voies de signalisation activées par la protéine de fusion ALK (T. Sasaki et
al, Clin Cancer Res 2011)

Dans le cancer pulmonaire, cette anomalie touche plus volontiers les patients jeunes, non- ou
« petits » fumeurs (tabagisme estimé a moins de 10 paquets-année) et concerne

majoritairement des adénocarcinomes, sans autre anomalie génétique driver (10,11).

d. Thérapies ciblées anti-ALK

Le crizotinib est un inhibiteur de I’activité kinase du récepteur ALK, induisant une apoptose
des cellules tumorales porteuses de ce réarrangement. Différents essais thérapeutiques ont
démontré un bénéfice mesurable chez les patients atteints de CPNPC métastatique avec
réarrangement ALK traités par crizotinib dés la premiére ligne thérapeutique, par rapport a la
chimiothérapie usuelle (majoration de la survie sans progression d’environ 4 mois en

premiére ligne) (12,13). Le taux de réponse au crizotinib est estimé a 74% en premiére ligne
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contre 45% pour la chimiothérapie. Toutefois, ces réponses a la thérapie ciblée sont
hétérogénes d’un patient a ’autre en termes de durée (7). De plus, des résistances au
crizotinib apparaissent en moyenne au bout d’onze mois de traitement, le rendant inefficace
(12). Les mecanismes biologiques de ces résistances continuent d’étre identifiés mais incluent
I’apparition de mutations acquises, 1I’activation de voies de signalisation paralléles ou encore
le développement d’une transition épithélio-mésenchymateuse (14). De ce fait, une thérapie
anti ALK de 2° géneration, le céritinib, a recu son AMM francaise en 2015, aprés une ligne de
traitement par crizotinib (15). En décembre 2016, I’alectinib a également obtenu une AMM
conditionnelle chez les patients traités au préalable par crizotinib et une étude de phase Il
publiée récemment démontre une large supériorité de cette nouvelle molécule en 1° ligne
comparée au crizotinib (16). Enfin, d’autres molécules, efficaces sur les mutations de

résistance, sont en cours de développement (17).

e. Partenaires de fusion d’ALK et variants de fusion

Dans les cancers pulmonaires, on dénombre plusieurs génes partenaires de fusion d’ALK
(KIF5, KLC1, TGF, PTPN3...) (18) mais le plus fréquent est EML4 qui se trouve également
sur le bras court du chromosome 2, séparé d’ALK par 12 Mb. Le point de cassure au sein du
géne partenaire peut survenir au niveau des différents exons, définissant ainsi le variant de
fusion (19) (Figure 4) . Une vingtaine de variants de fusion EML4-ALK sont décrits a ce jour,
les deux plus fréquents étant le variant 1 (fusion entre I’exon 13 d’EML4 et 1’exon 20
d’ALK qui s’écrit selon la nomenclature : E13 ; A20 ou EML4(13)-ALK(20)) et le variant 3a/b
(E6 ; A20) qui correspondent respectivement a 33 et 29% des cas (20). Trois caractéristiques
sont communes a ces différents variants. Tout d’abord, le domaine kinase d’ALK est
totalement conservé. De méme, le promoteur et le domaine d’oligomérisation du partenaire
sont systématiquement préservés, impliquant I’expression aberrante et I’activation constitutive

15



de la protéine de fusion (21). De ce fait, le niveau d’expression de cette protéine de fusion et
les capacités d’invasion ou de prolifération tumorales pourraient partiellement dépendre de la

nature du variant de fusion.

EML4-ALK £13;A20 I Variant 1

E10delsa 1320 NI

20,220 [N
E20ins18;A20 N
£6;A20 [N

e6insaz;A20 NI

E6ins18;A20 IR

El14;ins11dela9a20 NI

£2420 NI

E2;ins117A20 N

E3ins69A20

El4;del12420 NI

E14;dei36A20 RIS

E17ins30A20 N
E17ins6L;ins34A20 [NEETE
E17delS8ins39;A20 NI
E17ins65;A20 NN

E17ins68;A20 INEETE
E15del19;del20a20 NI

E18,A20 NEE—-

6419 NN

70-80%
patients

Variant 2

Variant 3a
Variant 3b

Variant 4
Variant 5a
Variant 5b
Variant 6
Variant 7

Variant 8a
Variant 8b

Variant “va"
Variant “v5"

KIF5B-ALK k24;a20 D
Ki17;A20
Kkias;a20

KPR o0
TFG-ALK T3;A20

ALK-PTPN3 =

B I Coiled-coll dimerization domains I ALK Kinase domain

Figure 4. Représentation des différents partenaires d’ALK et de leurs variants (Ou et
al, Oncologist 2012)

f. Outils pour la détection des réarrangements ALK

Du fait de son intérét thérapeutique majeur, il est nécessaire de posséder des outils robustes
pour I’identification des rearrangements ALK. Reéalisée le plus souvent a la suite d’une
immunohistochimie (IHC) positive, la technique de référence reste I’hybridation in situ en
fluorescence (FISH) (22). Ces deux techniques sont réalisées sur des coupes tumorales fixées
au formol et incluses en paraffine. L’immunohistochimie emploie un anticorps monoclonal,

couplé a un chromogene et détecte la protéine ALK « normale ». Cette technique peut étre
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utilisée car la protéine ALK n’est pas exprimée dans le tissu pulmonaire sain. Ce pré test est
rendu positif ou négatif selon le taux de cellules marquées ainsi que ’intensité du marquage
(de 0 a 3+, selon I’objectif du microscope nécessaire pour constater la coloration). L’THC est
une méthode peu couteuse, rapide a effectuer mais son interprétation varie selon 1’opérateur.
En cas de positivité¢ de 'ITHC (marquages 1+ a 3+), la FISH est utilisée pour confirmer ou non
la présence d’un réarrangement du géne ALK. La FISH confirme le diagnostic en cas de
positivité de plus de 15% des cellules, par 1’utilisation d’une sonde de réarrangement, mais

son interprétation reste délicate, méme par un opérateur experimenté (Figure 5).

Figure 5. Hybridation in situ avec sondes fluorescentes « break apart».
Fleéches blanches : visualisation de réarrangements

Toutefois, cet algorithme diagnostique est parfois remis en cause. La U.S. Food and Drug
Administration (FDA) a d’ailleurs récemment validé 1’utilisation d’un kit d’IHC (Ventana
ALK D5F3 CDx Assay from Ventana Medical Systems) a visée diagnostique en vue de la
prescription d’une thérapie anti-ALK (23). Dans ce cas, la FISH n’est employée que pour les
cas douteux, ¢’est-a-dire présentant un faible marquage en IHC (1+ ou 2+). Ces modifications
de pratique viennent notamment de la mise en évidence de résultats discordants entre IHC et

FISH, comme ceux obtenus sur une vaste cohorte par Cabillic et al (24). Récemment, a partir
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de 35 échantillons présentant des résultats discordants, issus de 14 eétudes différentes,
Marchetti et al ont montré que I’ensemble des cas FISH-négatifs/IHC-positifs ont répondu au
traitement ciblé contre seulement 46% des cas FISH-positifs/IHC-négatifs (25) (Figure 6). Il
est enfin important de préciser que I’IHC et la FISH n’identifient ni les partenaires, ni les
variants de fusion. Ces différents points montrent le besoin de développer de nouvelles
techniques diagnostiques afin d’éviter des cas faux négatifs et de pouvoir préciser le variant

de fusion qui pourrait avoir un impact thérapeutique.

Table 4. FISH/IHC-Discordant Results Reported in the Literature and in This Study: Comparison with Response to Anti-ALK

Therapy

Discordant Cases Response to Anti-ALK
(with Follow-Up) Therapy
Studies No. Patients Methods FISH—/IHC+ FISH+/IHC— FISH—/IHC+ FISH+/IHC—
Ali et al.” 523 BA Vysis; 2 (2) 0
D5F3 Ventana
Cabillic et al.™® 2714 BA Vysis/DAKO; 19 (2) 36 (4) 2 3
D5F3 Ventana/
5A4 Bond Leica
Gao et al.* 1614 BA Vysis; 3(2) 0
D5F3 Ventana
llie et al.”’ 176 BA Vysis; 2 5(3) 3
D5F3 Ventana
Mitsudomi et al.?® 2337 BA Vysis; 21 (15) 6
5A4 amplification
Pekar-Zlotin™ 51 BA Vysis; 5(2) 2
D5F3 Ventana
Peled et al.** 1 BA Vysis; 1(1) 1
D5F3 Ventana
Ren et al.”” 1 BA Vysis; 1(1) 1
D5F3 Ventana
Savic et al.” 375 BA Vysis; 4
D5F3 Ventana/5A4
Sholl et al.* 186 BA Vysis; 1 3
5A4
Von Laffert et al.”® 753 BA Vysis; 1 5
D5F3 Ventana
Wang et al.” 430 BA Vysis; 7
D5F3 Ventana
Ying et al.™® 196 BA Vysis; 2
D5F3 Ventana
Marchetti et al., 1031 BA Vysis; 2(1) 3(2) 1 1
(present study) D5F3 Ventana/5A4
Total 10388 — 41 (7) 82 (28) 7 (100%)* 13 (46%)°

“Percentage values in parentheses indicate response rates for IHC-positive (Ventana test)/FISH-negative or IHC-negative (all tests)/FISH-positive patients.
FISH, fluorescence in situ hybridization; IHC, immunohistochemical analysis; ALK, anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase; BA, break-apart probe.

Figure 6. Réponse au crizotinib des patients présentant des résultats discordants
entre FISH et IHC (Marchetti et al, J Thorac Oncol 2016)
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D’autres techniques sont utilisées. Par exemple, la RT-gPCR (reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction) peut mettre en évidence un réarrangement grace a la
détection des variants de fusion recherchés (26,27). En revanche, cette méthode ne permet pas
de déterminer des variants inconnus. Elle est également difficile & mettre en place en routine

du fait du nombre important de variants existants et donc du nombre d’amorces a utiliser.

g. Séquencage massif parallele

Le séquencage massif parallele ou NGS (Next Generation Sequencing) présente un débit
d’analyse trés nettement supérieur aux techniques traditionnelles. En effet, alors que les
anciennes techniques telles que les PCR non multiplexes, I’'THC, la FISH ou le génotypage par
spectrométrie de masse, ne permettent 1’analyse qu’a 1’échelle d’un gene, cet outil autorise le
séquencage d’un panel de genes, jusqu’au séquencage de I’exome (ADN), du transcriptome
(ARN) voire du génome entier (28). Son utilisation courante en clinique s’est largement
développée dans le domaine de 1’oncologie. En partant d’une faible quantité d’acides
nucléiques, les techniques basées sur le NGS peuvent détecter, au sein d’un méme échantillon
et au cours d’une méme analyse, de multiples altérations géniques (mutations, amplifications,
délétions, réarrangements) impliquant des conséquences thérapeutiques. Une technique de
NGS ciblée, ¢’est-a-dire se focalisant uniquement sur certaines localisations géniques connues
pour contenir des mutations impactant le traitement (« mutation hotspots »), est aussi sensible
mais moins cotiteuse que 1’enchainement de techniques individuelles testant « géne par géne »

(29).

Toutefois, des difficultés peuvent étre rencontrées. En effet, les biopsies effectuées sont de
tailles de plus en plus réduites donnant peu de matériel génétique. De plus, les prélevements

utilisés pour le diagnostic moléculaire sont des échantillons tissulaires ou cellulaires fixés en
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formol et inclus en paraffine. Ce traitement induit une fragmentation ainsi que des
modifications chimiques des acides nucléiques au sein de ces prélevements, rendant parfois
les analyses moléculaires non interprétables ou non réalisables. Concernant le CPNPC, il
s’agit du type tumoral possédant le plus grand nombre de mutations par paires de base (30) et
divers types d’anomalies coexistent (mutations, réarrangements, surexpressions) compliquant

la mise en ceuvre des analyses de séquencgage.

Plusieurs études ont testé et validé le NGS pour la détection de mutations « driver », y
compris des panels spécifiques pour les CPNPC. Cette méthode prend le pas sur les tests
individuels « gene par gene » et devient progressivement un standard en routine. La technique
la plus employée est le NGS basé sur des PCR multiplexes (amplicon-based) a partir d’ADN
du fait de sa rapidité et de son coup plus faible (31-33). Néanmoins, la présence d’introns au
sein de I’ADN alourdit les séquences alors que les PCR ne peuvent amplifier que de courts
fragments. De ce fait, cet outil n’est pas adapté a la recherche concomitante de mutations

ponctuelles et de réarrangements.

Dans notre étude, qui visait a étudier les réarrangements du géne ALK par NGS, nous avons
donc employé une méthode partant de I’ARN et basée sur une amplification par PCR
multiplexes (amplicon-based) des séquences d’intérét que 1’on nomme RNA-sequencing ou
RNA-seq. Aprés extraction de I’ARN et synthése du double brin d’ADN, des PCR
multiplexes sont effectuées, conduisant a la sélection et I’amplification des séquences
d’intéréts, les zones de fusion, grace a I’utilisation d’amorces spécifiques. Ces amorces ciblent
différents variants de fusion connus, issus de divers genes susceptibles de présenter un
réarrangement. Dans notre étude, le panel testé était constitué d’une soixantaine de transcrits
de fusion pouvant intervenir dans les CPNPC et provenant de quatre géenes : ALK, ROS1, RET
et NTRK1. Apres cette étape, les fragments obtenus, appelés « amplicons », subissent diverses

modifications (réparation des extrémités ou «end repair », ligation d’adaptateurs) afin de
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constituer une « librairie » qui sera amplifiée par clonage puis seéquencée. Les données
obtenues sont ensuite analysées et comparées a des sequences normales (alignement) (Figure

7).

Prélévement tumoral fixé (
et inclus en paraffine

Extraction
de 'ARN RA
1 Reverse transcribe
RT et PCR
<=
v
L
Amplify targets using
lon AmpliSeq™ RNA Panel
[— |
1 Partially digest primer sequences
. . m_________mu
Ligation des
Adapters A
adaptateurs Pl
OR Ligate adapters
Barcode Adapters X [——
P1
?CR er_‘ 1Amplify library
émulsion A P1
Nonbarcoded library
Barcoded library
Séquencage et = —P _"J
analyse = ;
——

Figure 7. Représentation schématique des étapes du RNA-Seq

Cette technique est capable de caractériser de multiples transcrits de fusion issus des
réarrangements géniques (34). Elle permet de mettre en évidence rapidement le
réarrangement, le partenaire ainsi que le variant de fusion si ces derniers ont déja été décrits
auparavant, du fait de I’emploi d’amorces spécifiques lors des étapes de PCR. Le NGS peut
également mettre en évidence un réarrangement sans toutefois réussir a identifier la nature du

transcrit de fusion. Dans ce cas, le résultat rendu est un déséquilibre 5°3” (« ALK 3’5’
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imbalance »). En effet, en présence d’un réarrangement, la partie 3’ du géne ALK, prise dans

la fusion, est surexprimée contrairement a 1’extrémité 5°.

h. PCR ancrée multiplexe

En 2014, Zheng et al ont mis en place une technique de PCR ancrée multiplexe (multiplex
anchored PCR) (35). Elle correspond a 2 étapes supplémentaires d’amplification d’ADN
complémentaires (ADNCc) précédant un séquencage par NGS (Figure 8). L’intérét de cet outil
est de resserrer le cadre de lecture du séquencage sur la zone de fusion des deux génes. Autre
avantage, cette technique se passe d’amorces spécifiques des partenaires de fusion. De ce fait,
I’association d’une PCR ancrée au RNA-seq pourrait aider & la détection des réarrangements

du géne ALK mais surtout des partenaires et des variants, mémes s’ils sont inconnus.

ARN

Rétro transcription

ADNc

Synthése du double brin

ADNc double brin

End repair

Ligation des adaptateurs

i 1*° per
N ? AL
. b
l 2 PcR
— ALK
B
!

Amplification clonale puis séquengage

Figure 8. Représentation schématique des étapes de la PCR ancrée (Zheng et al,
Nature Med)
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i. Obijectifs

Le premier objectif de ce travail était d’évaluer puis d’améliorer I’efficacité du RNA-seq dans
la détection du réarrangement ALK et du transcrit de fusion au sein de CPNPC et de la
comparer a celle de la FISH et de I’IHC. D’autre part, le but était de rechercher une éventuelle

corrélation entre nature du variant de fusion et la réponse au crizotinib.
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RNA-seq for ALK variants detection in NSCLC
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Abstract:

Introduction: The aim of the present study was to assess the yields of an amplicon-based
parallel RNA sequencing (RNA-seq) assay for ALK fusion transcript variants detection in
comparison with immunohistochemistry (IHC) and fluorescent in-situ hybridization (FISH) in
a selected population of ALK-positive and ALK-negative non-small cell lung cancer

(NSCLC) cases, and to evaluate the impact of the ALK variant on crizotinib efficacy.
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Methods: The cohort used for the assessment of the RNA-seq assay comprised 53 IHC and/or
FISH ALK-positive NSCLC samples, and 23 ALK-negative samples. For the ALK-positive
samples, a distinction was made between ‘truly’ IHC/FISH positive or ‘truly’ IHC/FISH
negative samples, and those for which the IHC and/or FISH were equivocal (IHC) or
borderline-positive (FISH).

Results: On the overall population, RNA-seq sensitivity (Se) and specificity (Spe) were of
80% and 100%, respectively when IHC and FISH were combined. For the 31 ‘truly positive’
samples, Se and Spe of 100% were reached. An ALK status could be assigned by RNA-seq in
10/10 of the equivocal and/or borderline-positive IHC/FISH cases, 2/7 IHC/FISH discordant
cases. When crizotinib efficacy was evaluated according to the type of ALK variant, better
clinical outcomes were observed in crizotinib-treated patients with EML4-ALK v1/v2/others
variants compared to v3a/b variants.

Conclusions: RNA-seq detects ALK rearrangements with a high sensitivity and specificity
using only 10ng of RNA. It appears to be a promising rescue technique for non-clear-cut
IHC/FISH cases and also offers a unique opportunity to identify ALK fusion variants and
evaluate their predictive value for ALK inhibitors efficacy.

Key words: Lung; ALK; FISH; IHC; NGS; crizotinib; borderline-positive FISH

Abbreviations: ALK; Anaplastic Lymphoma Kinase, EGFR; Epidermal Growth Factor
Receptor, KRAS; v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, FISH; Fluorescent
In Situ Hybridization, IHC; immunohistochemistry, NGS; next-generation sequencing, RNA-

seq; RNA sequencing
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INTRODUCTION:

Anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene rearrangements are detected in
approximately 5% of non-small cell lung cancers (NSCLCs) and lead to the expression of
ALK fusion-proteins with strong oncogenic properties 2. The ALK-inhibitors crizotinib and
ceritinib have demonstrated their superiority to standard chemotherapy in ALK-positive
NSCLCs and crizotinib is now the standard of care in this molecular subset of NSCLCs 3.
Numerous effective next-generation ALK-inhibitors are in clinical development "%, Ceritinib
and alectinib have received accelerated approval by the US Food and Drug Administration
and European Medicine Agency in crizotinib-refractory patients. These efficient and well
tolerated inhibitors lead to a significant improvement of survival and quality of life in ALK-
positive patients, supporting ALK testing for every newly diagnosed advanced NSCLC 3812~
15_

For the time being, fluorescent in situ hybridization (FISH) remains the ‘gold standard’ for
ALK rearrangements diagnosis but immunohistochemistry has become a widely used pre-
screening tool and the FDA recently approved the Ventana ALK (D5F3) CDx Assay (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ) as a companion diagnostic assay for crizotinib. However the
diagnosis of ALK rearrangements remains challenging -2, Moreover, neither IHC nor FISH
allows the characterization of the EML4-ALK transcript variants produced by the gene fusion
or the identification of other ALK fusion partners.

Direct detection of ALK rearrangements using RT-PCR or next-generation sequencing (NGS)
could thus not only allow the identification of the transcript variants, but also help elucidate
potential differential responses to crizotinib in IHC/FISH discordant cases, and ultimately to
better select the patients able to respond to ALK inhibitors. Indeed, recent clinical data %2
suggest that IHC-positive/FISH-negative tumors may respond to crizotinib in almost 100% of

the cases, whereas responses to crizotinib could be observed in less than 50% of the IHC
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negative/FISH positive tumors. Moreover, four recent retrospective studies 2>2° using RT-
PCR for the detection of EML4-ALK variants have suggested that the variability in the fusion
variants generated by ALK rearrangements could potentially influence the response to ALK
inhibitors, following an in-vitro study by Heuckman et al 2’. However, conflicting results
emerge from these studies and the clinical impact of non-EML4-ALK variants was not
evaluated. In the past few years, NGS technologies have allowed vast improvements in
genomic research, as well as in clinical molecular diagnosis. These technologies can be used
for cancer genotyping, and in-house or commercial panels have also been developed for the
detection of clinically targetable fusion transcripts 234,

The aim of the present study was to assess the yields of an amplicon-based parallel
sequencing (RNA-seq) assay, more comprehensive than RT-PCR for fusion variants
identification, for ALK fusion transcripts detection in comparison with IHC and FISH in
formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) specimens from a cohort of ALK-positive NSCLCs

and to evaluate the impact of the ALK variant on crizotinib efficacy.
MATERIAL AND METHODS:

Patients and samples

Fifty-three ALK-positive samples from NSCLC patients were selected as part of routine
molecular testing on the Grenoble University Hospital Molecular Genetics Platform from
June 2012 to June 2015. Twenty-three ALK-negative samples from NSCLC with known
EGFR and KRAS mutations diagnosed during the same period were selected as a control
group to assess the sensitivity and specificity of the RNA-sequencing detection assay. All
samples were obtained at diagnosis of advanced disease. All seventy-six specimens were
reviewed and classified by a pathologist (SL) according to the WHO classification of lung
tumors 3536, The type of samples (biopsy versus surgical specimen) and the percentage of
tumor cells were recorded.
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Clinical data collected included demographic characteristics, smoking habit, TNM staging
according to the 7" TNM classification of lung tumors and treatments received. Efficacy of
crizotinib was retrospectively evaluated. The objective tumor response to crizotinib and
progression-free survival (PFS) were assessed according to Response Evaluation Criteria in
Solid Tumor (RECIST 1.1). The objective response rate (ORR) was calculated as the
percentage of patients with a complete response (CR) or partial response (PR). The disease
control rate (DCR) was calculated as the percentage of patients with a CR or PR or stable
disease (SD). The progression date was defined on the basis of routine surveillance imaging.
Patient information was in accordance with French law by means of a non-opposition.
Anonymity was ensured for all patient data. This study was approved by the Institutional

Review Board of the Grenoble University Hospital.

Molecular testing and distribution of the samples into 5 groups

All samples were tested by pyrosequencing 3" for EGFR and KRAS mutations -and for BRAF
and HER2 mutations when EGFR and KRAS were wild type-, and screened for ALK
rearrangement by IHC using the 5A4 antibody on a Ventana autostainer, with an
amplification step (ultraView Universal DAB Detection Kit, Ventana). As previously
described, the percentage of ALK-positive cells was evaluated, and staining intensity was
scored as follows: 0; no staining, 1+; faint cytoplasmic staining; 2+; moderate cytoplasmic
staining and 3+; intense granular cytoplasmic staining °®. An IHC score > 50% 1+ was
considered as positive; > 0 to < 50% 1+ as equivocal and no staining as negative.

Samples were further tested by ALK FISH using the ALK breakapart probes from Abbott
Vysis and/or ZytoLight, as previously described *. An average of 120 tumor nuclei was
analyzed for each sample. All FISH scores > 15% were considered positive, but FISH scores

between 15 and 20% were considered borderline-positive, as previously described &2,
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In order to better analyze the sensitivity and specificity of RNA-seq compared to IHC and
FISH, the samples were divided into 5 groups, according to the results of the ALK IHC and
FISH analyses, as shown in Table 1.

RNA extraction

Total RNA was extracted from three 5um-sections of the FFPE samples using the Ambion
RecoverAll kit (ThermoFisher), according to the manufacturer’s instructions. Extracted RNAs
were then quantified using a Qubit® RNA HS assay kit (ThermoFisher) and 10 ng were used

for RNA-seq analyses.

Targeted next-generation sequencing and data analysis

Library preparation was performed using the RNA Fusion Lung Cancer Research Panel on an
lon PGM™ system (ThermoFisher), starting from 10ng of total RNA and following the
manufacturer’s instructions, and as previously described *°. The lon Reporter™ software

(ThermoFisher) was used to identify fusion gene products.

Statistical analysis

The sensitivity (true positive rate; number of RNA-seg-positive cases among the IHC and/or
FISH-positive cases) and specificity (true negative rate; number of RNA-seq-negative cases
among the IHC and/or FISH-negative cases) of RNA-seq versus the IHC and/or FISH
techniques were calculated.

The comparison test used was the Fisher exact test for the qualitative data.

Progression-free survival (PFS) and duration of treatment (DOT) were calculated from the
first crizotinib dose to the date of RECIST-defined progressive disease or the date crizotinib
was stopped, for PFS and DOT respectively. The Kaplan-Meier method was used to estimate
all survival endpoints. Survival differences in patient groups were calculated using the log-

rank test. The cut-off date for survival analysis was May 31st, 2016.
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All statistical tests were two-sided, and a P value <0.05 was deemed statistically significant.

All analyses were performed using SPSS 22.0 software (IBM corporation, New York, USA).

RESULTS:

Patients and samples characteristics
Clinical and histopathological data as well as ALK FISH and IHC results for the 76 samples of
the cohort are summarized in Table 2. Additional histopathological data are presented in

supplementary Table S1.

RNA-sequencing results

RNA-seq was successful for 75% of samples (40 ALK-positive and 17 ALK-negative samples)
and could not be performed for 19 cases, either because of a too low RNA concentration
(<0.02ng/pL, n=10) or because cDNA libraries were unquantifiable (no cDNA amplification,
n=9) (Figure 1A and supplementary Table S1).

Figure 1B shows the results obtained with the 40 ALK-positive samples. No fusion transcripts
were found for the 17 ALK-negative samples analyzed (Figure 1C). Overall, RNA
sequencing yielded a sensitivity of 80% and a specificity of 100% versus IHC and FISH
combined (Figure 1C). Figure 2 shows the RNA-seq results obtained in the 4 ALK-positive

groups described in Table 1.

Group 1: ‘truly positive’ samples (Figure 2A)
Six out of 31 (19%) samples could not be analyzed by RNA-seq due to insufficient RNA
(n=4) or unquantifiable libraries (n=2). For the samples which were successfully analyzed, as
expected EML4-ALK fusion transcripts were the most common fusion transcripts identified
(17/25 samples). Two KLC1(19)-ALK(20) transcripts and one HIP(28)-ALK(20) transcript
were also detected. For the remaining 5 samples, an ALK 3’5’ imbalance was detected,

indicative of the presence of a fusion with an unknown partner or a fusion not included in the
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panel, according to the manufacturer. In total, an ALK-rearrangement was found in 100% of
the 25 analyzable samples, yielding a sensitivity of 100%.
Group 2: IHC/FISH equivocal or borderline-positive samples (Figure 2B)
All 10 samples in this group were successfully analyzed. An EML4(13)-ALK(20) fusion was
found in 4 samples (40%): 2 cases with an equivocal IHC and a FISH >20%, and 2 cases with
an IHC of 80% 2+ and a borderline-positive FISH. Surprisingly, a KIF5B(15)-RET(12) fusion
was detected in another sample for which the IHC was negative, and the FISH was
borderline-positive, with 19.8% positive tumor cells. In the 5 remaining samples (50%), no
ALK fusions were detected. Among these 5 samples, one had a negative IHC and a borderline-
positive FISH, 2 had an equivocal IHC and a borderline-positive FISH, and 2 showed an
equivocal IHC and a positive FISH. Overall, an ALK fusion transcript was detected in 2/6
borderline-positive FISH samples and 2/6 equivocal IHC samples, and the sensitivity of
RNA-seq compared to IHC and FISH combined was of 50%.
Group 3: IHC/FISH discordant samples (Figure 2C)

Out of the 7 IHC/FISH discordant cases, 5 (71%) could not be analyzed because of an RNA
concentration <0.02 ng/uL (all were biopsies): 2/4 IHC+/FISH- samples, and 3/3 IHC-/FISH+
samples. For the 2 IHC+/FISH- samples successfully analyzed, one harbored an EML4(20)-
ALK(20) fusion (the IHC intensity was of 90% 3+, and the FISH negative both with the
Abbott (1.5%) and the Zytovision ALK BAP probes (1.0%)), and for the other one, no fusion
was detected, but in this case the IHC intensity was 50% 1+ and the FISH negative, with no

(0%) positive tumor cells.

Group 4: IHC-positive/FISH not interpretable samples (Figure 2D)
The IHC staining intensities for the 5 samples in this group were 50% 2/3+ (n=1), 80% 2+
(n=1), 90% 2+ (n=1) and 90% 3+ (n=2). Two of these samples could not be analyzed because

of unquantifiable libraries; one of them was fixed in AFA (alcohol, formalin, acetic acid). Out
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of the 3 cases analyzed, one case with an IHC of 90% 2+ harbored an EML4(6)a-ALK(20)
fusion and one case (IHC 90% 3+) showed a 3’5’ imbalance, whereas an EML4(6)a/b-
ALK(20) fusion was detected by real-time RT-PCR, using the same RNA extraction (data not
shown), but this sample was fixed in Bouin’s fixative. No fusions were detected in the last
sample which showed an IHC staining intensity of 90% 3+, but this result is probably falsely
negative, as not enough tumor cells were present for FISH interpretation (<50).

Sensitivity and specificity of the RNA-seq technique vs IHC or FISH for ALK
rearrangements detection (supplementary Figure S1)

For the 57 ALK-positive and —negative samples analyzed, the sensitivity and specificity of
RNA-seq when compared to FISH alone with a positivity threshold >15% was of 82.9% and
94.7%, respectively. For a positivity threshold > 20%, the sensitivity of RNA-seq vs FISH
was of 93.1% and the specificity of 88%.

When compared to IHC alone, RNA-seq had a sensitivity of 84.2% and a specificity of 100%
for the cases with a positive IHC (IHC > 0) and a sensitivity of 93.8% and a specificity of

92% for the cases with a positivity threshold for IHC >50% 1+.

Correlation between ALK-rearrangement detection by IHC, FISH or RNA-seq and
clinical response to crizotinib (Table 3, Figure 3 and supplementary Figure S2)

Crizotinib was given to 26 ALK-positive patients. The remaining patients either died before
any treatment could be given, were treated with another anti-ALK, or did not receive any anti-
ALK targeted therapy. Clinical characteristics, molecular ALK testing and clinical outcomes
with crizotinib are shown in Table 3, and supplementary Figure S2 for each individual
patient. Four patients (15%) received the drug in first-line treatment, 10 patients (38%) in
second-line, nine patients (35%) in third-line and three patients (12%) in fourth-line. All
patients were evaluable according to RECIST 1.1. Eleven patients experienced a partial

response (PR), eight a stable disease (SD) and seven a progressive disease (PD). The
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objective response rate (ORR) was 39% and the disease control rate (DCR) was 73%. The
median PFS was 155 days (range, 10-416) and the median DOT was 181 days (range, 10-
1911).

Out of the 26 patients treated with crizotinib, the FISH result was positive (>15%) in 23 cases
(two cases were borderline-positive), negative in one and not interpretable in two.
Immunohistochemistry was positive (> 50% 1+) in 21 cases, equivocal in three and negative
in two. RNA-sequencing was not performed in six samples because of an RNA concentration
<0.02ng/uL (n=4) or unquantifiable cDNA libraries (n=2). One EMLA4(6)a/b-ALK(20) was
identified with real-time RT-PCR in these six samples and the five remaining patients were
RT-PCR-negative (data not shown). For the 20 remaining patients analyzed by RNA-seq, 13
harbored an EML4-ALK transcript, two a KLC1(19)-ALK(20) transcript, and a 3’5 ALK
imbalance was detected in three patients. No fusion transcripts were detected in the remaining
two patients.

Clinical outcomes with crizotinib according to the IHC and RNA-sequencing status are shown
in Figure 3. ALK immunochemistry staining intensity (3+, 2+ or 0/1+) was correlated with
crizotinib efficacy in term of response, PFS and DOT, but this was not the case for FISH
patterns and percentage of positive cells (data not shown).

In ALK-positive patients according to RNA sequencing (n=18), the RR was 56% for a DCR of
83%. Median PFS was 182 days and median DOT was 230 days. In patients for whom the
tumor sample was RNA-seq negative (no fusion, n=2), crizotinib was ineffective, with
progressive disease as best responses in both cases and PFS of 10 and 30 days. The first case
showed a negative IHC and a borderline-positive FISH (16.6%), and the other an equivocal
IHC (20% 1+) and a positive FISH (57%), but with a poor hybridization quality, and only 70
tumor nuclei analyzed. For the three cases showing an ALK 3’5’ imbalance treated with

crizotinib, two showed a prolonged clinical benefit and one a progressive disease as best
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response warranting further analysis of these cases by non-targeted techniques. In patients for
whom the tumor sample was not analyzable by RNA-seq (n=6), the ORR was 17% (1/6) for a
DCR of 67%. The median PFS was 138 days and the median DOT was 176 days. Only one
response (1/6) was observed in a patient with an EML4(6)a/b-ALK(20) identified with RT-
PCR; the five remaining patients were RT-PCR-negative (data not shown).

Median PFS was numerically longer in the EML4-ALK variants v1/v2 group (n=6) compared
to the v3a/v3b group (n=8, including one case identified by RT-PCR following detection
failure with RNA-seq) (314 vs 192 days) but did not reach statistical significance (p=0.1743),
as well as median DOT (510 vs 215 days, p=0.1080) (Figure 3). No responses were observed

in the two patients with the KLC1(9)-ALK(20) rearrangements.

DISCUSSION:

In this study, we assessed the use of an amplicon-based RNA parallel sequencing assay to
detect ALK fusion transcripts in FFPE samples from a selected population of ALK-positive
and ALK-negative cases. We found that RNA sequencing yielded a sensitivity of 80% and a
specificity of 100% versus IHC and FISH combined and was a promising rescue technique in
equivocal and/or borderline-positive IHC/FISH cases. Moreover, correlations between RNA-
sequencing results and crizotinib efficacy suggest the potential of NGS as a diagnostic tool for
the detection of ALK-rearranged NSCLCs.

Fifty-seven out of seventy-six samples (75%) of our cohort were of sufficient quantity/quality
to be analyzed by RNA-seq. Comparable results have been obtained in other retrospective
studies *>*° in which 34% and 30% of samples could not be analyzed by NGS because they
were exhausted by previous multiple assays testing, even if in our study we only used three 5-
pm sections for each sample tested. Worse clinical outcomes than expected in ALK-positive
samples were observed with crizotinib in the 6 patients with non-analyzable samples by RNA-
seq, with two progressive diseases and only one response. It would thus have been very
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interesting to characterize the fusion transcripts present in these tumors, and this highlights
the importance of having sufficient FFPE material, and of sufficient quality, to perform
successful (RNA)sequencing analyses. The development of more sensitive parallel
sequencing techniques not requiring an amplification step therefore appears of critical
importance for a rapid and efficient routine molecular diagnosis of small mutations as well as
(sometimes complex) gene rearrangements 4.,

In light of previous results obtained by our team and others 823! the RNA-seq results of the
samples for which the IHC and FISH were clearly positive (“truly positive” cases) were
interpreted separately from those with equivocal/borderline-positive or discordant IHC and
FISH. This also gave us the opportunity to evaluate the use of RNA-seq as a rescue technique,
with the aim of improving patient selection for ALK inhibitor therapy.

An ALK rearrangement was found in all the analyzable “truly positive” IHC+/FISH+ samples,
and the proportion of the various transcripts was in accordance with the literature 234244, In
these samples, the RNA-seq technique was therefore 100% sensitive and specific. Additional
non-targeted analyses are required in order to identify the fusion transcripts in the cases for
which an ALK 3’5’ imbalance was detected. However, this additional information comes at a
cost, as these techniques often require at least 5 times more RNA (50-200ng) than the targeted
panel used (10ng) in the present study, and are more expensive.

RNA-seq proved to be an effective rescue technique for the equivocal and/or borderline-
positive IHC/FISH cases as it allowed us to eventually qualify each of these samples as either
being ALK-positive (4/10) or ALK-negative (6/10) on the basis of the presence or absence of
an ALK fusion transcript. Moreover, in one case (negative IHC and borderline FISH), a
KIF5B-RET fusion was found, pointing towards a false-positivity of the ALK FISH, and
highlighting the importance of multiplex testing. However, the RNA-seq assay used in the

present study was not as helpful in the analysis of the IHC/FISH discordant cases, as no
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results could be obtained for the IHC-negative/FISH-positive samples tested, because of a too
low RNA concentration. This could be because these samples were repetitively tested, or
because of preanalytical issues, as highlighted in another study of such discordant cases 7,
our samples coming from various pathology laboratories. For the two IHC-positive/FISH-
negative samples analyzed, an ALK fusion transcript was detected in one case (IHC 90% 2/3+,
FISH 1.5%), the other case (IHC 50% 1+, FISH 0%) was negative, leading us to conclude that
the 50% 1+ IHC staining with the 5A4 antibody was probably not specific in this case, even
though ALK fusion transcripts were found in 3 other cases with an IHC intensity of 30% 1+
and 50% 1+.

The overall concordance between the FISH technique and the RNA-seq results obtained with
our cohort was of 96%, as 21/22 FISH-negative cases were RNA-seq negative. The FISH-
negative case which was found to harbor an ALK fusion transcript was IHC positive, thus
probably harboring a complex rearrangement not detected by FISH, or an alternative
mechanism leading to an overexpression of the ALK protein %, For the ‘truly’ FISH-
positive cases (>20%), an ALK rearrangement was found by RNA-seq in 27/29 (93%) cases,
with the 2 RNA-seq negative cases showing a doubtful IHC staining. For the FISH
borderline-positive samples (FISH 15-20%), an ALK fusion was found only in 2/6 (33%)
samples; the only two samples for which the IHC was positive. These results, along with
those obtained by other teams, highlight the challenges posed by borderline-positive FISH
results for the molecular diagnosis of ALK, but also of ROS1 and RET rearrangements 1/~
214748 In these cases, the use of techniques which allow the simultaneous detection of all
targetable gene fusions, such are RNA-seq, can be very helpful.

Concerning the concordance between ALK IHC and RNA-seq results, an ALK fusion
transcript was found in 3/8 (38%) cases with a low (<50% 1+) staining intensity, 29/30 (97%)

cases with an intensity >50% 1+, and no ALK fusions were found in the IHC-negative cases.
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These results confirm the importance of testing ALK IHC-positive cases for the presence of
an ALK-rearrangement, especially for 1+ and 2+ scores, as recently highlighted by Marchetti
et al*2,

Finally, the real-time PCR results obtained on this cohort (all ALK-positive sample were
analyzed, data not shown) gave limited information as only the 4 more frequent EML4-ALK
transcripts were tested (v1, v2, v3a/b and v5). However, for the samples for which an ALK
fusion transcript was detected by real-time PCR and by RNA-seq, there were no discordances

between the fusion transcripts found by both techniques.

The correlations we found between the RNA-seq results and the clinical outcomes in the
limited number of patients of our cohort who received crizotinib highlight the potential of this
technique. Firstly, crizotinib was ineffective in the two cases with no ALK fusion according to
RNA-seq. One case was IHC-negative/FISH-borderline and the other IHC-equivocal/FISH-
positive. Secondly, no responses were observed in the two patients with the KLC1(19)-
ALK(20) rearrangements, suggesting the lack of efficacy of crizotinib in these non-EML4-
ALK variants. Thirdly, we found a trend for a better median PFS and DOT in v1/v2 EML4-
ALK variants cases compared to v3a/b. These data should be carefully interpreted because of
the small number of patients considered. However, these results are in line with the data
recently published by Woo et al. “°, showing a longer PFS with crizotinib in patients with
vl/v2/others EML4-ALK variants compared to v3a/b variants. An in-vitro study by Heuckman
et al. 2’ showed that the stability of the different EML4-ALK rearrangement products
conditioned the sensitivity to crizotinib, with EML4-ALK v2 being the most sensitive, v1 and
v3b having intermediate sensitivity and v3a being the less sensitive. Our results, together with
those of Woo et al. % support this assumption. Further studies on larger cohorts are warranted
in order to address this question, and RNA-seq techniques offer a unique opportunity to

decipher the role of EML4-ALK and non-EML4-ALK variants as predictive biomarkers of
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ALK inhibitors efficacy. As alectinib has recently proven its superiority to crizotinib in first-
line treatment and could become the new standard of care *° , data are needed about ALK

variants impact on alectinib and other next-generation ALK inhibitors sensitivity.
CONCLUSION:

The use of accurate and highly informative tools for the detection of ALK and other gene
fusions has become a necessity for the management of advanced NSCLCs. By using an RNA
parallel-sequencing assay, we were able to detect EML4-ALK and non-EML4-ALK fusion
variants in our cohort, and along with others, our study suggests the potential of ALK fusion
variants as predictive biomarkers of crizotinib efficacy 2% . Further studies on larger cohorts
are warranted in order to address this question and NGS-based techniques offer a unique
opportunity to decipher the role of EML4-ALK and non-EML4-ALK variants as predictive
biomarkers of ALK inhibitors efficacy.

Overall, in light of the present results and those of other teams 222, we suggest that
prescreening of advanced-stage lung tumor samples with a validated ALK IHC followed by a
molecular testing technique, such as RNA-seq, to identify the nature of the fusion variant,
would allow additional precision to the treatment of ALK-positive NSCLs, with the advantage

of NGS-based techniques to test for other targetable molecular alterations in a single test.
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Figure 1: RNA-sequencing results and performance for ALK fusion transcripts detection.

A) Repartition of the successes and failures of the RNA-seq analyses on the 76 samples of the
cohort. B) Results obtained on the 40 ALK-positive samples analyzed by RNA-seq. C)
Sensitivity (Se) and specificity (Spe) of the RNA-seq technique in the ALK-positive and ALK-
negative samples analyzed (n=57). The KIF5B-RET positive ample was considered as being

ALK-fusion negative.
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Figure 2: RNA-sequencing results in the 4 ALK-positive groups.
A) Group 1; ‘truly positive’ samples, B) Group 2; equivocal IHC and/or borderline positive
FISH samples, C) Group 3; IHC/FISH discordant samples, and D) Group 4; ‘IHC-positive’

samples. See Table 1 for the details regarding each group.
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Figure 3
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Figure 3: Clinical outcomes with crizotinib according to the result of
immunohistochemistry, RNA-seq or the type of EML4-ALK variant detected with RNA-
seq.

A) Response rate, median progression-free survival (PFS) and median duration of treatment
(DOT) are displayed in the table according to the intensity of the immunohistochemistry staining
(3+, n=11, 2+, n=9, 1/0+, n=6). Kaplan-Meier curves for the PFS and DOT are shown according
to the intensity of the immunohistochemistry staining (log rank test). B) Response rate, median
PFS and median DOT are displayed in the table according to the RNA-seq results (ALK-
positive, n=18, detection failure, n=6, ALK-negative, n=2). Kaplan-Meier curves for the PFS and
DOT are shown according to RNA-seq results (log rank test). C) Response rate, median PFS and
median DOT are displayed in the table according to the EML4-ALK variants detected and
expected protein products stability (v1/v2, n=6, V3a/b, n=8). Kaplan-Meier curves for the PFS

and DOT are shown according to the EML4-ALK variants detected (log rank test).
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Table 1: Distribution into 5 groups of the ALK-positive and ALK-negative samples

according to IHC and FISH

Group 1: ‘truly positive’ samples: IHC > 50% 1+ and FISH > 20% n=731
Group 2: equivocal IHC and/or borderline FISH samples n=10
equivocal IHC (< 50% 1+) and FISH > 20% 4
positive [HC (> 50% 1+) and borderline FISH (> 15% and < 20%) 2
equivocal IHC (< 50% 1+) and borderline FISH (> 15% and < 20%) 2
negative IHC (no staining) and borderline FISH (> 15% and < 20%) 2
Group 3: IHC/FISH discordant samples n=7
negative IHC (no staining) and positive FISH (> 20%) 3
positive [HC (> 50% 1+) and negative FISH (< 15%) 4
Group 4: ‘IHC-positive’ samples n=35
positive IHC (> 50% 1+) and no FISH signals 4
positive IHC (> 50% 1+) and not enough TCs (< 50) for FISH |
Group 5: ALK-negative samples n=23

TC: tumor cells
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Table 2: Clinical, histopathological and IHC and FISH data of the ALK-positive and

ALK-negative NSCLC patients

ALK-positive ALK-negative patients
n=76 patients n=23%
n=>53

Gender, n (%)

M 22 (42) 12 (52)

F 31 (58) 11(48)
Age mean (range)

M 58 (23-83) 68 (56-81)

F 61 (37-86) 60 (35-77)
Smoking status n (%)
Smokers (former and current) 21 (40) 15 (65)
Non-smokers 25 (47) 7 (30)
Missing data 7 (13) 1(5)
Histology n (%)
adenocarcinoma 47 (89) 19 (82)
sarcomatoid carcinoma 1(2) 29
large cell carcinoma 3(5) 2(9)
large cell neuroendocrine carcinoma | 1 (2) 0
NOS 1(2) 0
Stage at diagnosis n (%)

1A 0 0

IB 0 29

1A 0 0

11B 2(4) 2(9)

117\ 1(2) 3(13)

111B 10 (19) 1(4)
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v 37 (70) 15 (65)

Missing data 3(5) 0
IHC n (%)
Positive (>50% 1+) 42 (79) 0
Equivocal (>0 to <50% 1+) 6(11.5) 0
Negative (no staining) 5(9.5) 23 (100)
FISH n (%)
Positive (>15%): 44 (83) 0
- positive (>20%) 38 0
- borderline (15-20%) 6 0
Negative (<15%) 4 (7.6) 23 (100)
Not interpretable: 5(09.4) 0
- poor/no probe hybridization 4x*
- not enough tumor cells (<50) 1

*9 samples were EGFR+/KRAS-, 10 samples were EGFR-/KRAS+ and 4 samples were
EGFR-/KRAS-/BRAF-/HER2-

**] AFA and | Bouin’s fixative
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Figure S1: Sensitivity (Se) and specificity (Spe) of the RNA-seq technique vs FISH or IHC Se and Spe of RNA-seq for
ALK rearrangements detection different positivity thresholds for ALK FISH (A and B) and ALK IHC (C and D)

A) B)

RNA-sequencing | ALK FISH positive | ALK FISH negative RNA-sequencing | ALK FISH positive | ALK FISH negative

results (FISH >15%) (FISH <15%) results (FISH >20%) (FISH <20%)
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Figure S2
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Figure S2: Individual duration of treatment and response to crizotinib according to
RNA-sequencing results.

Details of ALK immunochemistry and FISH results are given for each case. Each plot
corresponds to the duration of treatment with crizotinib and the * symbol represents the first
progression event according to RECIST 1.1. The color of the plot represents the best response
with crizotinib according to RECIST 1.1. The arrows indicate patients who were still
receiving crizotinib at the time of data cutoff. The ‘detection failure’ group corresponds to
cases with RNA concentration <0.02ng/uL (n=4) or unquantifiable cDNA libraries (n=2).
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Take-Home Message
We report shorter clinical benefit than expected with crizotinib and ceritinib in two

KLC1-ALK-positive lung cancers.

To the Editor:

At least 22 non-EML4 partner genes have been described in ALK-rearranged non-
small cell lung cancer (NSCLC). Very few data about sensitivity to ALK tyrosine
kinase inhibitors (ALK-TKI) in the clinic are available in non-EML4-ALK-positive
NSCLC although partial responses to crizotinib are reported. We report for the first
time clinical outcomes with crizotinib then ceritinib after chemotherapy failure in two
cases of NSCLC with a KLC1-ALK rearrangement. The clinical course of these two

cases is depicted in Figure 1.

Case 1 was a 59 year-old non-smoking woman with lung adenocarcinoma of the left
upper lung, a metastatic right axillary mass and a metastasis of the cerebral falx. The
tumor was ALK-positive according to IHC (3+/100% of positive cells) and FISH (66%
of nuclei with isolated 3’ signals), negative for EGFR/KRAS/HER2/BRAF mutations
by pyrosequencing. A fusion between exon 9 of KLC1 and exon 20 of ALK (KLC1(9)-
ALK(20) transcript) was identified by mean of an amplicon-based parallel sequencing
using the RNA Fusion Lung Cancer Research Panel on an lon PGM system (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). After one platinum-pemetrexed cycle, she
presented an oculomotor nerve palsy revealing a central nervous system (CNS)
disease progression associated to the occurrence of a right pleural effusion.
Crizotinib 250mg twice daily was started. The cerebral falx mass progressed at week

9 with worsening of surrounding edema whereas the extra-CNS disease improved.
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She received whole brain radiotherapy achieving CNS disease stabilization.
Crizotinib treatment was discontinued at week 17 because of thoracic progression.
Ceritinib 750mg/day was started but she died of a respiratory failure due to thoracic

progression after five days of treatment.

Case 2 was a 74 year-old non-smoking woman with ALK-positive lung
adenocarcinoma (3+/80% ALK expression by IHC, 57% positive nuclei by FISH with
isolated 3’ signals) with bilateral lung metastasis, mediastinal involvement and
metastatic  right pleural effusion. The tumor was negative for
EGFR/KRAS/HER2/BRAF mutations by pyrosequencing. A KLC1(9)-ALK(20) fusion
was identified by the RNA Fusion Lung Cancer Research Panel. A partial response
was obtained with four cycles of carboplatin-pemetrexed with significant tumor
shrinkage. New micronodules eventually appeared in the right lung following four
cycles of maintenance pemetrexed. She received crizotinib 250mg twice daily with
disappearance of the new lesions and stability of other lesions resulting in stable
disease. After eight months, a severe neuralgia in left D1-D2 territory associated to
with neck pain rapidly occurred, corresponding to a nodule in D1-D2 left intervertebral
foramen and a peri-vertebral and leptomeningeal tumor infiltration from C8 to D2 on
spine MRI. A palliative irradiation was undertaken. Crizotinib was discontinued during
radiotherapy and resume as non-CNS disease was still controlled. After ten months
of crizotinib, the patient experienced a disease progression in the thorax. Crizotinib
was discontinued and ceritinib 750mg/day started. Her general condition worsened
despite ceritinib treatment and she died at home after 7 weeks of treatment before

the first planned evaluation.
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Crizotinib has demonstrated its efficacy in first- and second-line settings, with
objective response rates ranging from 65% to 74% and median progression-free
survival (PFS) of 7.7 to 10.9 months [1, 2]. Ceritinib is a second-generation ALK-TKI
which provides response rates ranging from 39 to 56% and median PFS of 5.4 to 6.9
months after crizotinib failure [3-5]. A wide range of clinical benefit with ALK-TKI are

observed and specific ALK fusion variants could drive this variability [6, 7].

We report the clinical efficacy of ALK-TKI in two KLC1(9)-ALK(20)-rearranged lung
adenocarcinomas. We suggest that KLC1-ALK-positive NSCLC may have a shorter
clinical benefit than expected with crizotinib followed by ceritinib. Gainor et al.
reported a median combined PFS of 17.4 months and a median OS from diagnosis of
49.4 months with crizotinib then ceritinib sequential treatment, which are far better
numbers than observed in our two cases (combined PFS of 2.2 and 10.25 months,
OS of 5.25 and 17.75 months) [8].

The biological explanation of a putative lack of efficacy of crizotinib and ceritinib is
unknow. No in vitro sensitivity assay to ALK-TKI has been reported to date in KLC1-
ALK-positive models [9]. We were not able to rule out the emergence of resistance
mutation to crizotinib predictive of ceritinib lack of efficacy as no rebiopsy was
available at relapse.

We suggest that crizotinib followed by ceritinib may not be the best strategy to treat
KLC1-ALK-positive NSCLC. The second-generation ALK-TKI alectinib has recently
proven its superiority to crizotinib as front-line treatment, but 20 to 25% of the
patients still experience a progression within the first 6 months of treatment [10]. It
will be highly valuable to know if specific ALK variants are over-represented in this

early progressor population, and especially KLC1-ALK variants. More pre-clinical
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and clinical data are needed to elucidate the impact of ALK variants in ALK-positive

NSCLC biology and response to ALK-TKI.
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Figure 1: Clinical course of the two KLC1-ALK rearranged lung cancers. a) Clinical
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Abstract

ALK rearrangements are found in 5% of lung adenocarcinomas but have been rarely described
in pulmonary neuroendocrine carcinomas. A 71-year-old caucasian non-smoker woman
presented a non-small cell lung cancer (NSCLC) with neuroendocrine features associated with
node, adrenal and bone metastases. This tumor was negative for EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2
activating mutations but was positive for ALK immunohistochemistry (80% 2+) and
fluorescent in situ hybridization-positive (86.1% positive cells). An amplicon-based RNA-
parallel sequencing assay detected the presence of an ALK rearrangement without identifying
the fusion transcript present. An anchored multiplex PCR associated to RNA-sequencing was
performed and allowed the identification of a novel fusion transcript between exon 12 of
CLIP1 and exon 20 of ALK. Unfortunately, the clinical response to ALK inhibitors of this

novel variant could not be assessed since the patient died before any treatment could be given.

Key words: lung cancer, neuroendocrine carcinoma, ALK rearrangement, CLIP1, fusion

variants, RNA-sequencing, NGS

Abbreviations: ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase, BRAF: B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase, CLIP1: CAP-Gly domain containing linker protein 1, CT: computed-
tomography, EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, ERBB2: erb-b2 receptor tyrosine
kinase 2, KRAS: v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, FISH: Fluorescent
In Situ Hybridization, IHC: immunohistochemistry, MIB1: mindbomb E3 ubiquitin protein
ligase 1, NGS: next-generation sequencing, NSCLC: non-small cell lung cancer, RNA-seq:

RNA sequencing, TTF1: thyroid transcription factor-1
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Case presentation

A T71-year-old non-smoker woman, without comorbidity, was referred to our hospital for
chronic S1 radiculopathy. Spine magnetic resonance imaging showed a nodular infiltration of
all vertebrae. Body computed tomography (CT) showed a 16-mm nodule in the left upper
lobe, multiple mediastinal and left hilar adenopathies, a tissue nodule in the right adrenal
gland and several condensing bone lesions (left collarbone, sternum, ribs, right femur and
vertebrae) suggesting diffuse bone metastases. CT-scan of the brain and positron emission
tomography were not performed. Bronchial endoscopy showed a lesion in the apical
segmental bronchus of the upper right lung. Bronchial biopsies demonstrated a non-small cell
lung cancer (NSCLC) with neuroendocrine features. Indeed, this tumor was negative for
TTF1 (thyroid transcription factor-1) and p40, MIB1 (mindbomb E3 ubiquitin protein ligase
1) was present in at 10% of tumor cells, eliminating a small cell carcinoma, synaptophysin
and chromogranin were positive but CD56 was negative (Figure 1). Due to the very small size
of the sample, a diagnosis of large cell neuroendocrine carcinoma could neither be confirmed
nor overruled. The tumor was negative for EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2 activating mutations.
ALK immunohistochemistry (5A4 clone) was positive in 80% of tumor cells with a staining
intensity of 2+. ALK break-apart FISH (ALK Break-Apart Dual Color Probe, ZytoLight,
Clinisciences, Nanterre, France) showed split 3’ and 5’ signals in 86.1% of the nuclei
analyzed (Figure 2A). A 3’5’ ALK imbalance was detected with RNA-next generation
sequencing (NGS) using the Ion AmpliSeq™ RNA Lung Fusion Cancer Research Panel
(ThermoFisher, France), indicating the presence of a fusion with an unknown partner or a
fusion not included in the panel. An anchored PCR method (Archer™ FusionPlex ALK, RET,
ROS1 v2 for Ion Torrent™ kit, ArcherDx, USA) was therefore combined to the RNA-NGS to
identify the ALK fusion partner!. This method allows the identification of an unknown

sequence (ALK fusion partner) adjacent to a known sequence (ALK kinase domain). Briefly,
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after double stranded cDNA synthesis, a first PCR is performed, using an ALK-specific primer
and a second primer complementary to a universal adapter ligated to the fusion partner. A
second nested PCR is then performed with an ALK-specific primer closer to the fusion point,
leading to target amplicons ready for clonal amplification and sequencing The results were
analyzed with the online software provided by Archer (Archer Analysis 5.0, ArcherDx,
Boulder, CO, USA) and allowed us to identify a fusion involving the CLIP1 (CAP-Gly
domain containing linker protein 1) and ALK genes. More specifically, this fusion involved

exon 12 of CLIP1 and exon 20 of ALK (Figure 2B).
Discussion

A fusion between intron 13 of CLIP1 and exon 20 of ALK has been previously described in
cutaneous Spitz tumor?, a subgroup of melanocytic neoplasms, but this is the first report of an
ALK rearrangement with CLIP1 in NSCLC. Among 120 samples that we tested by NGS, this
is the only case harboring this ALK partner. Interestingly, this fusion includes the entire kinase
domain of ALK which is essential for the constitutive activation of the fusion protein and
therefore the acquisition of oncogenic properties by the tumor cells®. Similarly to EML4,
CLIP1 is a microtubule-associated protein which links endocytic vesicles to microtubules®. A

critical role of CLIP has also been shown in tumor angiogenesis®.

Pulmonary large-cell neuroendocrine carcinoma (PLCNC) is a part of pulmonary
neuroendocrine carcinomas with small-cell lung cancer and carcinoid®. Molecular profiling of
different PLCNC cohorts have shown a scarce rate of ALK rearrangements, lower than in lung
adenocarcinomas’~*!. It seems that these particular histological subtypes could be associated
with a lower efficacy of crizotinib. Indeed, Omachi et al*? reported a case of lung large-cell
neuroendocrine carcinoma harboring an ALK rearrangement, which progressed only after 6

weeks of crizotinib. Furthermore, two cases of transformation from ALK-positive lung

66



adenocarcinoma to ALK-positive sarcomatoid carcinoma or NSCLC with neuroendocrine
phenotype suggested that these morphological modifications could be a resistance mechanism
to ALK inihibitors'®4. Similarly, in EGFR-mutated NSCLC, tumor transformation into non-
small cell cancer was described as a resistance mechanism to EGFR inhibitors®® but it has
never been reported for ALK-positive tumors. Unfortunately, in the present case, the patient
died before any anti-ALK treatment could be initiated because of clinical worsening due to

cancer progression.

Numerous ALK fusion transcripts have been described, corresponding to different gene
breakpoints in different ALK fusion partners, and their identification could be significant for
cancer treatment as demonstrated in vitro® but also in a clinical setting. Indeed, two studies
recently showed a trend towards a better crizotinib sensitivity for EML4-ALK variant 1 and 2
compared to EML4-ALK variant 3, but to date no statistically significant results have been

obtained on the response to crizotinib of non-EML4-ALK variants /18,
Funding sources

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,

commercial, or not-for-profit sectors.
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Figure 1. Tumor slides under a light microscope X20. (A) Hematoxylin.
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Negative TTF1 immunohistochemistry. (C) Negative P40 immunohistochemistry. (D) Positive
synaptophysin immunohistochemistry. (E) Positive chromogranin immunohistochemistry. (F) MIB1

immunstaining under 50%.
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Figure 2. (A) ALK fluorescence in situ hybridisation (FISH) signals. Tumour nuclei hybridised with the
ZytoLight® SPEC ALK Dual Color Break Apart Probe. Rearranged ALK is indicated by split 3° (green) and
5° (red) signals (white narrows). (B) Consensus sequence of CLIP1-ALK (C12:A20), CLIP1 exon 10 in blue,
exon 11 in green and exon 12 in purple. ALK exon 20 in black.
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3. Résultats

Dans notre premiere étude (article 1, McLeer-Florin et al), ’objectif était d’évaluer
I’efficacité du RNA-seq pour le diagnostic des réarrangements ALK par rapport a 1’algorithme
habituel utilisant I’'THC puis la FISH, au sein d’une cohorte de 76 échantillons de CPNPC. Le
RNA-seq a été concluant dans 75% des cas et a démontré une sensibilité de 80% et une
specificité de 100% en comparaison a la combinaison diagnostique associant IHC et FISH.
Parmi les échantillons positifs en IHC et en FISH qui étaient analysables, I’ensemble des
résultats du RNA-seq concordait avec ceux de la FISH et de I'THC. Le RNA-seq s’est avéré
également étre une trés bonne technique de recours pour les échantillons considérés comme
« douteux » ou « équivoques » en IHC et/ou en FISH (groupe 2) puisqu’il a permis de
confirmer ou non la présence d’un réarrangement dans chaque cas. Concernant les cas
discordants entre la FISH et I’THC (groupe 3), 30% des échantillons ont pu étre analysés en

RNA-seq.

La majorité des variants de fusion décrits dans notre cohorte résultait d’un réarrangement
entre ALK et EMLA4, en particulier le variant 1 (EML4(13)-ALK(20)). Sur les 76 patients de la
cohorte, 26 patients ont été traités par crizotinib, et le lien entre la nature du variant et la
réponse au traitement a pu étre étudié. Ainsi, les patients arborant un variant 1 et 2 d’EML4-
ALK ont présenté une survie sans progression médiane de 314 jours contre 192 jours pour

ceux exprimant un variant EML4-ALK 3a/b (p = 0,1743).

Dans la seconde étude présentée (article 2, Duruisseaux et al), les résultats cliniques des deux
patients présentant un réarrangement KLC1(9)-ALK(20) ont été détaillés. Ces deux patients
ont été traités successivement par crizotinib puis ceritinib apres une premiere ligne de
chimiothérapie et ont présenté une survie sans progression de 2,2 et 10,25 mois ainsi qu’une

survie globale de 5,25 et 17,75 mois.
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Dans le dernier article (article 3, Pinsolle et al), le but était d’améliorer 1’efficacité du RNA-
seq en le couplant a une PCR ancrée multiplexe. Les deux intéréts de cette technique résident
dans sa capacité a mieux cibler la zone de fusion au sein de nos échantillons et dans la
possibilité de détecter des transcrits de fusion inconnus. Cette méthode a été testée sur 10
échantillons dont le résultat en RNA-seq n’était pas totalement concluant (déséquilibre 5°3’
ou échec de la technique). Parmi ces 10 échantillons en échec aprés RNA-seq, 1’ajout des
¢tapes de PCR ancrée multiplexe a autorisé I’identification de 3 transcrits de fusion. L’un
d’eux, correspondant a la fusion entre I’exon 12 du geéne CLIP1 et ’exon 20 d’ALK, n’a

jamais éte decrit dans les CPNPC.

4. Discussion et perspectives
a. Evaluation de Defficacité du RNA-seq dans la détection du réarrangement
ALK

L’un des principaux intéréts de notre projet reste I’emploi d’une méthode NGS partant du
transcriptome et basée sur une amplification par PCR multiplexe pour la mise en évidence de
réarrangements du géne ALK dans les CPNPC. Contrairement a la FISH ou a I'THC, cette
technique autorise la détection d’un panel de geénes impliqués dans des réarrangements
chromosomiques tels que ALK, ROS1 ou RET dans les CPNPC et son efficacité dans cette
indication a déja été établie par des études récentes (36-38). Comparativement aux autres
méthodes NGS, le RNA-Seq est plus rapide, moins couteux et requiert une plus faible
quantité de matériel génétique (10 ng d’ARN). Toutefois, il ne permet pas de rechercher en
paralléle au cours du méme test d’autres types d’anomalies. Un 2° outil est donc nécessaire
afin de diagnostiquer par exemple les mutations ponctuelles (insertions, delétions) ou les

changements de nombre de copies (39).
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Notre travail a montré une efficacité prometteuse du RNA-seq (article 1, Mcleer-Florin et al,
en cours de soumission a Lung Cancer). En effet, sur I’ensemble de la cohorte étudiée, notre
technique a été efficace dans 75% des cas, concluant a la présence ou a I’absence d’un
réarrangement ALK. Parmi ces échantillons, un transcrit de fusion a été identifié dans 85% des
cas, les 15% restants correspondaient a des déséquilibres 5’3 (confirmation d’un
réarrangement sans que le transcrit de fusion ne soit trouvé). La sensibilité et la spécificité du
RNA-seq étaient respectivement de 80 et 100% comparativement aux resultats combinés de la
FISH et de ’IHC. La sensibilité¢ a dépassé les 90% quand la technique était confrontée a la
FISH ou a I’'THC prises séparément. Des résultats proches ont été décrits dans d’autres études

employant le RNA-seq (36,37).

Un réarrangement a été détecte en RNA-seq au sein de tous les échantillons analysables du
groupe 1, c’est-a-dire ALK-positifs en FISH et en IHC, aboutissant & une sensibilité et une
spécificité de 100% pour ces échantillons. Au cours de notre étude, le RNA-seq a aussi
démontré son efficacité sur les cas FISH « borderlines » ou IHC « équivoques » (groupe 2)
puisque les 10 échantillons ont pu étre analysés avec un diagnostic de réarrangement ALK
confirmé ou infirmé dans 100% des cas. Toutefois, la technique ne s’est pas avérée aussi
discriminante avec les échantillons discordants (groupe 3). En effet, 5 de ces 7 cas n’ont pu
aboutir a des résultats concluants en RNA-seq du fait d’une trés faible quantité d’ARN
extraite. Comme constaté dans 1’étude de Cabillic traitant de cas discordants, ce probléme
peut étre en lien avec la multiplication des test antérieurs qui aurait pu « épuiser » le
prelévement (24). Nos échantillons provenant de laboratoires d’anatomopathologie différents,
la variabilité des étapes pré analytiques selon le laboratoire (des temps variables de fixation

des échantillons par exemple) pourrait également étre en cause.

Dans la littérature, 1’équipe de Pekar-Zlotin a utilisé une autre méthode NGS (Hybrid-capture-

based comprehensive genomic profiling) afin de départager des résultats discordants entre
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IHC et FISH (40). Dans cette étude, la technique NGS s’est avérée efficace pour ces cas
discordants et a majoritairement infirmé les resultats de la FISH, confirmant 1’existence de
faux négatifs en FISH. L’analyse des réarrangements du gene ALK a partir de I’ADN semble
donc se révéler plus robuste qu’a partir de I’ARN, mais avec un colt et une quantité de

matériel biologique de départ beaucoup plus élevés (41-43).

Nous avons également constaté une bonne corrélation entre les résultats du RNA-seq et
I’évolution des patients sous crizotinib. En effet, la survie sans progression mediane des 18
cas traités positifs en RNA-seq s’éléve a 6 mois. Deux cas équivoques/borderlines en FISH
et/ou en IHC (groupe 2) se sont avérés négatifs, sans fusion détectable, en NGS et n’ont pas
présenté de réponse au traitement. De la méme maniere, Ali et al ont révélé par du NGS des
cas faussement négatifs en FISH chez qui une réponse au crizotinib partielle voire compléte a
été observée au cours du suivi (44). Ces données indiquent d’une part 1’efficacité et 1’utilité
du NGS dans les cas discordants notamment IHC-positifs mais FISH-négatifs et pointent,
d’autre part, un taux non négligeable de faux-négatifs pour la FISH qui reste & ce jour la

technique de référence pour le diagnostic des réarrangements ALK.

En accord avec les données de la littérature, les variants les plus fréquemment constatés au
cours de notre travail étaient les transcrits EML4-ALK pour lesquels une majorité de réponses
au crizotinib a été observée (20). Concernant les deux réarrangements impliquant KLC1, nos
résultats montrent une efficacité moindre des anti-ALK (crizotinib puis ceritinib) par rapport
aux éléments de la littérature (article 2, Duruisseaux et al, en cours de reviewing a European
Respiratory Journal) (45,46). A ce jour, aucune donnée n’existe concernant une différence de
survie entre les patients arborant un réarrangement KCL1-ALK comparés aux autres variants

de fusion.

Le RNA-seq a été mis en échec par 6 échantillons parmi lesquels une seule réponse au
crizotinib a été constatée (article 1). Sur ces 6 cas, 4 étaient pourtant formellement positifs en
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FISH et IHC. Afin de mieux apprehender les causes de 1’échec du RNA-seq et du traitement
dans la plupart de ces cas, il pourrait étre utile de déterminer le variant de fusion en cause via
d’autres méthodes.

b. Mise en place d’une PCR ancrée multiplexe pour [’amélioration de

Defficacité du RNA-seq dans la détection du réarrangement ALK

La technique de PCR ancrée multiplexe couplée au RNA-seq parait une trés bonne alternative
dans les cas d’échec du RNA-seq seul (article 3, Pinsolle et al). En effet, les PCR multiplexes
« simples », employées dans le RNA-seq afin de sélectionner les zones de fusion, peuvent
échouer et ne pas amplifier ces séquences d’intérét. Dans ce cas, la fusion ne peut pas étre
mise en évidence par le séquencage, rendant un résultat faussement négatif. Autre situation
d’échec : le transcrit de fusion peut ne jamais avoir été décrit auparavant et ne sera donc pas
« reconnu » par les amorces des PCR. Dans ce type de cas, la PCR ancrée multiplexe a de
grandes chances d’augmenter la sensibilité du RNA-seq puisqu’elle permet de mieux cibler la
zone de fusion lors des étapes d’amplification et de détecter des transcrits de fusion inconnus
(35). Testant ce protocole sur 10 échantillons ayant présenté un déséquilibre 5°3” ou un échec
en RNA-seq, nous avons découvert 3 transcrits de fusion, attestant de I’efficacité de cette
méthode. Parmi ces 3 variants détectés, un nouveau transcrit de fusion issu de la fusion d’ALK
avec le géne CLIP1 a été identifié. Ce réarrangement n’a jamais été décrit dans les CPNPC
mais a déja été mis en évidence au sein des tumeurs cutanées de Spitz (47). Malheureusement,
la sensibilit¢ de ce nouveau variant au crizotinib n’a pas pu étre testée car la patiente est

décédée avant qu’un traitement n’ait pu étre initié.

Les différents tests que nous avons réalises a 1’aide de la PCR ancrée multiplex ont conclu a
I’efficacité de cette technique dans les cas de déséquilibre 5’3 en NGS seul, ou le
réarrangement est mis en évidence mais sans caractérisation du transcrit de fusion. Toutefois,

le recours a cette technique semble moins concluant dans les situations d’échec du NGS liés a
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un défaut de librairie. En effet, ces situations d’échec sont dues a un défaut de qualité des
acides nucléiques du matériel de depart, entrainant des difficultés pour les analyses

ultérieures.

c. Corrélation entre la nature du variant de fusion et la réponse au crizotinib
Notre étude n’a pas mis en évidence de lien statistiquement significatif entre la réponse au
crizotinib et la nature du variant de fusion ALK, du fait, d’un trop faible nombre de patients
inclus dans les analyses (article 1). Toutefois, nous avons constaté une tendance a une survie
sans progression allongée chez les patients porteurs d’un variant 1 ou 2 d’EML4-ALK
comparés a ceux exprimant un variant EML4-ALK 3a/b. D’autres auteurs ont observé des
résultats similaires (Tableau 1). En effet, I’équipe de Yoshida et al a mis en évidence une
survie sans progression significativement plus longue chez les patients porteurs d’un
réarrangement EML4-ALK variant 1 par rapport a ceux ayant tout autre variant EML4-ALK
avec une différence de plus de 6 mois (48). De méme, Woo et al ont établi une meilleure
survie sans progression des patients traités par crizotinib et arborant un variant 1 ou 2
d’EML4-ALK comparés au groupe des patients porteurs d’un variant EML4-ALK 3a/b (49).
Les résultats obtenus par deux autres études n’ont pas confirmé ces données mais ils n’étaient
pas statistiguement significatifs (50,51). D’autres études incluant plus de patients traités et
suivis restent donc a realiser afin de confirmer ces données. En effet, la nature du variant de
fusion pourrait étre un marqueur biologique pronostique de la réponse au traitement. De plus,
plusieurs traitements anti-ALK sont en cours de développement et devront également étre

testés dans ces études.

Plusieurs données biologiques appuient cette hypothese clinique. Initialement, une étude in
vitro a mis en évidence une sensibilité accrue au crizotinib des cellules exprimant le variant 2

d’EML4-ALK en comparaison a celles exprimant le variant 3b (52). De plus, les auteurs ont
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suggeré que le variant d’EML4-ALK, déterminé par la localisation du point de cassure au sein
d’EML4, impacte partiellement la stabilité globale de la protéine de fusion ainsi que sa
sensibilité et sa dégradation par le traitement anti-ALK. Cette différence de stabilité serait
notamment due a la présence ou a 1’exclusion au sein de la protéine de fusion d’un domaine
particulier du gene EML4, le domaine HELP (hydrophobic EML protein) (53,54). Enfin, Woo
et al ont constaté, in vitro, une tres forte augmentation de 1’activité kinase de la protéine de
fusion au sein des cellules exprimant les variants 3a ou 5 d’EML4-ALK par rapport a celles
comportant les variants 1 ou 2 (49). Ces résultats indiquent que la structure protéique du
variant de fusion semble influer sur ’activité kinase de la protéine de fusion et sur la réponse

au traitement anti-ALK.

En résumé, dans notre étude, le RNA-seq a été efficace dans 75% des cas. Parmi les résultats
positifs, un transcrit de fusion a été obtenu dans plus de 80% des cas alors que les échantillons
restants ont été rendus en déséquilibre 5°3°. Les deux causes d’échec du NGS demeurent le
faible taux d’ARN extrait des échantillons et I’impossibilité¢ du séquencage du fait d’un défaut
qualitatif des librairies préparées. Utilisant également le RNA-seq avec le méme kit (lon
AmpliSeq RNA Fusion Lung Cancer Research Panel de Life Technologies), Takeda et al ont
constaté des causes d’échec similaires (39). Ces défauts proviennent probablement de la
qualité du matériel de base, a savoir les préléevements tumoraux fixés au formol et inclus en
paraffine (55) et de la petite taille des prélevements de départ puisque la majorité de nos
échantillons était issue de biopsies non chirurgicales. Néanmoins, différentes études ont décrit
une bonne efficacité de plusieurs méthodes NGS & partir de biopsies fines a 1’aiguille,
notamment employées lors des écho-endoscopies bronchiques et des biopsies pulmonaires
transthoraciques guidées par scanner (56-58). L’étape d’extraction d’ARN pourrait également

étre améliorée en testant d’autres protocoles. Enfin, le développement de nouvelles techniques
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de prélevements biologiques comme les biopsies liquides ouvre de nouvelles perspectives et
constituera un challenge afin d’adapter les méthodes de détection des réarrangements

géniques a ces prelevements (59,60).

Ainsi, le RNA-seq tend a s’imposer dans le diagnostic des réarrangements ALK du cancer
pulmonaire. En effet, cette technique est efficace et apporte des informations supplémentaires
telles que la nature du variant de fusion, qui pourrait avoir un réle pronostique déterminant ou
encore la recherche associée d’un autre réarrangement (ROS1, RET, NTRK1) au cours du

méme essai. De ce fait, son utilisation pourrait compléter un premier test par IHC.
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6. Conclusion

CONCLUSION
Thése soutenue par : Julian PINSOLLE

Détection des variants de fusion du géne ALK par séquencage massif parallele ciblé 4
partir d’ARN et réponsc au crizotinib dans les cancers pulmonaires non a petites cellules

Dans les cancers pulmonaires non & petites cellules (CPNPC), le réarrangement du gene ALK
constitue une cible pour des thérapies spécifiques efficaces et bien tolérées comme le crizotinib.
Différents variants de fusion coexistent selon le site du point de cassure au niveau du géne
partenaire et constitueraient de possibles biomarqueurs pronostiques. Actuellement,
I’immunohistochimie (IHC) et I’hybridation in situ en fluorescence (FISH) demeurent les deux
tests diagnostiques de routine mais ne permettent pas la délection des différents variants de
fusion. De plus, des cas faux-négatifs subsistent en FISH qui reste la méthode de référence. Le
séquengage massil paralléle ou next generation sequencing (NGS) a partir ’ARN (RNA-seq)
autorise, au cours d*un méme test et sur un méme éehantillon, Panalyse multiplexe de différents
génes impliqués dans les réarrangements des CPNPC, ALK, ROSI, RET et NTRK . Cet outil est
moins couteux, plus rapide et nécessite moins de matéricl génétique que des tests moléculaires
individuels successifs.

Nofre étude a consisté & comparer la sensibilité et la spécificité du RNA-seq par rapport aux
deux techniques habituelies (IHC ct FISH) sur une cohorte de 76 patients porteurs d’un CPNPC.
Le second objectif a porté sur 1’étude du lien entre la nature du variant de fusion détecté par
RNA-seq et la réponse au crizotinib. Nos résultats montrent une trés bonne efficacité du RNA-
seq dans la détection du réarrangement ALK ainsi que des variants de [usion au scin de notre
cohorte, avec une sensibilité et spécificité de 80% ct 100%, respectivement, par comparaison
aux résultats obtenus avec I'MHC et la FISH. De plus, le RNA-seq s’est révélé &ire unc bonne
méthode de recours dams les cas ot I'IIC et/ou la FISH étaient douteuses, permettant de
conclure & la présence ou non d’un réarrangement dans 100% de ces échantillons. Enfin, nos
données vont dans le sens d une meilleure efficacité du crizotinib pour les patients exprimant un
réarrangement EML4-ALK variants 1 et 2 comparés a ceux arborant un variant EML4-ALK 3a/b.
Ce résultat pourrait avoir des conséquences thérapentiques majeures.

Notre étude a placé le RNA-seq comme un outil diagnostique prometteur pour la détection des
réarrangements ALK dans les CPNPC. La prochaine étape de notre étude consistera & valider nos
résultats sur unc vaste cohorte nationale {cohorte BIO-CLINALK de ’Intergroupe Francophone
de Cancérologie Thoracique). La confirmation d’un lien entre variants de fusion et réponse an
traitement ciblé aurait un réel impact thérapeutique et pronostic pour ces paticnts et constituerait
un argument supplémentaire pour ["utilisation courantc du RNA-seq dans cette indication.
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8. Résumés

ALK fusion variants detection by targeted RNA-next generation sequencing and clinical

responses to crizotinib in ALK-positive non-small cell lung cancer

Introduction: the aim of the study was to test and improve the efficacy of an amplicon-based
parallel RNA sequencing (RNA-seq) assay for ALK fusion transcript variants detection in
comparison with immunochemistry (IHC) and fluorescent in-situ hybridization (FISH) in a
cohort of non-small cell lung cancer (NSCLC) samples.

Material and methods: 53 formalin-fixed paraffin-embedded ALK-positive samples by

FISH and/or IHC and 23 ALK-negative cases were tested by RNA-seq. Subsequently, a
protocol combining RNA-seq and an anchored multiplex PCR was evaluated in 10 samples
unsuccessfully analyzed with RNA-seq alone.

Results: 75% of the tested samples were successfully analyzed by RNA-seq. RNA-seq
sensitivity and specificity were of 80% and 100% respectively compared to IHC and FISH. In
IHC- and FISH-positive samples, RNA-seq detected an ALK rearrangement in all cases.
RNA-seq showed to be a promising rescue technique, especially for the equivocal and/or
borderline-positive IHC/FISH cases (an ALK status could be assigned in 10/10 cases), less for
IHC/FISH discordant cases (2/7 cases). Among 10 cases unsuccessfully tested by RNA-seq
alone, anchored multiplex PCR allowed the detection of 3 fusion transcripts, one of which
was never described (CLIP1(12)-ALK(20)). Median progression free survival was longer in
crizotinib-treated patients harboring EML4-ALK variants 1 or 2 compared to variants 3a/b
(314 vs 192 days, p = 0.17).

Conclusion: RNA-seq appears to be effective for ALK rearrangement diagnostic in NSCLC
and to be a promising rescue technique for equivocal and/or borderline cases. It also allows

transcript variants identification which could be a pronostic biomarker in these patients.
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Détection des variants de fusion du géne ALK par séquencage massif parallele ciblé a

partir d’ARN et réponse au crizotinib dans les cancers bronchiques non a petites cellules

Introduction : le but de 1’étude était de tester et d’améliorer 1’efficacité du séquengage massif
paralléle (NGS) a partir d’ARN basé sur des PCR multiplexes (RNA-seq) dans la détection
des variants de fusion ALK par rapport a I’immunohistochimie (IHC) et 1’hybridation in situ
en fluorescence (FISH) dans des échantillons de cancer pulmonaire non a petites cellules
(CPNPC).

Materiels et méthodes : 53 échantillons fixés au formol et inclus en paraffine ALK-positifs
en FISH et/ou IHC et 23 échantillons ALK-négatifs ont été testés par RNA-seq. Dans un 2°

temps, un protocole associant le RNA-seq a une PCR ancrée multiplexe a été évalué sur 10
échantillons en échec apres RNA-seq.

Résultats : un résultat concluant par RNA-seq a été obtenu dans 75% des échantillons.
Comparées a 1’association IHC/FISH, la sensibilité et la spécificité du RNA-seq étaient
respectivement de 80 et 100%. Dans les cas ALK-positifs en IHC et en FISH, le RNA-seq a
détecté un réarrangement ALK dans 100% des cas. Le RNA-seq a été plus efficace pour les
cas équivoques et/ou borderlines en FISH et IHC que pour les cas discordants. Parmi les 10
cas considérés en échec apres RNA-seq seul, 1’ajout de la PCR ancrée a permis de détecter 3
transcrits de fusion dont un variant CLIP1(12)-ALK(20) jamais décrit auparavant. Au sein des
patient traités par crizotinib, la survie sans progression médiane était allongée pour ceux
présentant un variant 1 et 2 d’EML4-ALK par rapport a ceux arborant un variant 3a/b (314 vs
192 jours, p = 0,17).

Conclusion : le RNA-seq est efficace au diagnostic des réarrangements ALK des CPNPC et
permet I’identification des transcrits de fusion qui pourraient constituer un marqueur

pronostique chez ces patients.

Laboratoire : UF Pathologie Moléculaire de I’Institut de Biologie et Pathologie du Centre
Hospitalier Universitaire de Grenoble Alpes. UGA/INSERM U1209/CNRS 5309-Institute for

Advanced Biosciences — Université Grenoble Alpes, Grenoble.
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