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I) RESUME EN ANGLAIS

Kinase fusions targeting therapies have improved the prognosis of many patients with advanced 

malignancies but they are extremely rare (<1%) in the field of colorectal cancer (CRC) making 

their diagnosis challenging and often under-investigated. Recently, kinase fusions have been 

shown to be particularly frequent among MLH1-, MSI-High,BRAF/KRAS/NRAS wild-type 

CRCs. 

In this work, we intended to study the technical and medico-economic feasibility of the 

detection of rare kinase fusions in CRC using non-next generation sequencing (NGS) methods, 

easy-to- implement in pathology laboratories without experience in NGS analyses as 

immunohistochemistry (IHC), fluorescent in situ hybridization (FISH) and fully automated 

real-time PCR targeted analyses. 

Among 84 selected MLH1 deficient (IHC) CRCs cases,  first analyses using IdyllaTM 

MSI test, IdyllaTM KRAS Mutation Test and IdyllaTM NRAS-BRAF Mutation Test permitted 

to individualize 19 (22.6%)  MLH1-, MSI-High, BRAF/KRAS/NRAS wild-type CRC. FISH (and 

when relevant IHC) analyses searching for NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK,ROS1, BRAF, RET 

and NRG1 rearrangements diagnosed 5 NTRK1-, 3 NTRK3-, 1 ALK-, 2 BRAF- and 2 RET-

rearranged tumors (i.e. gene fusions in 13/19 68.4% cases in MLH1-, MSI-High, 

BRAF/KRAS/NRAS wild-type CRC). ALK- and NTRK1- rearranged tumors were IHC positive, 

but pan-TRK IHC was negative in the 3 NTRK3-rearranged tumors. 

Our study demonstrated the feasibility but also the cost-effectiveness of a multistep but 

rapid diagnostic strategy based on non-NGS methods to identify rare and targetable kinase 

fusions in patients with advanced CRC. Cost-effective and easy-to-perform molecular testing 

strategies could be one key to diagnose rare CRC molecular subtypes candidates to therapeutic 

innovation.   

Keywords: colorectal cancer; microsatellite instability; gene fusions; NTRK; 

immunohistochemistry 
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II) RESUME EN FRANÇAIS

Les thérapies ciblant les protéines chimériques à activité kinase issues de gènes de fusion ont 

amélioré le pronostic de nombreux patients atteints de tumeurs malignes avancées, mais elles 

sont extrêmement rares (<1%) dans le cancer colorectal (CCR), ce qui rend leur diagnostic 

difficile et souvent sous-investigué. Récemment, ces gènes de fusion se sont révélés 

particulièrement fréquents parmi les CCRs MLH1-, MSI-High, BRAF/KRAS/NRAS non muté 

(de type sauvage). 

Dans ce travail, nous étudions la faisabilité technique et médico-économique de la détection 

de gènes de fusion rares dans le CCR en utilisant des méthodes de séquençage de type non de 

nouvelle génération (non-NGS), qui seraient faciles à mettre en œuvre dans les laboratoires de 

pathologie, telles que l'immunohistochimie (IHC), l'hybridation in situ fluorescente (FISH) et 

les analyses ciblées par PCR en temps réel entièrement automatisées (IdyllaTM).

Parmi 84 cas sélectionnés de CCR avec perte d’expression de MLH1 (IHC), les premières 

analyses utilisant le test IdyllaTM MSI, le test de mutation IdyllaTM KRAS et le test de mutation 

IdyllaTM NRAS-BRAF ont permis d'individualiser 19 (22,6%) cas de CCRs MLH1-, MSI-High 

et BRAF/KRAS/NRAS sauvages. Les analyses de FISH et d’IHC à la recherche de 

réarrangements NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK, ROS1, BRAF, RET et NRG1 ont diagnostiqués 

5 tumeurs réarrangées pour NTRK1, 3 pour NTRK3, 1 pour ALK, 2 pour BRAF et 2 pour RET 

(c'est-à-dire la présence de fusions de gènes dans 13/19 soit 68,4% ). Les tumeurs réarrangées 

pour ALK et pour NTRK1 étaient positives, en immunohistochimie pour les protéines 

correspondantes mais l'IHC pan-TRK était négative dans les 3 tumeurs réarrangées pour 

NTRK3. 

Notre étude démontre la faisabilité mais aussi la pertinence médico-économique d'une 

stratégie de diagnostic rapide en plusieurs étapes, basée sur des méthodes autres que le NGS, 

pour identifier les gènes de fusion rares mais d’importance théranostique chez les patients 

atteints de CCR avancé. Des stratégies de test moléculaire rentables et faciles à réaliser 

pourraient être l'une des clés du diagnostic des sous-types moléculaires rares de CRC candidats 

à l'innovation thérapeutique.  

Mots clés : cancer colorectal ; instabilité des microsatellites ; fusions de gènes ; NTRK ; 

immunohistochimie. 
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III) REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Le cancer colorectal (CCR) est la quatrième cause de cancer dans le monde avec 1 849 518 

nouveaux cas par an en 2018. En France, il est la deuxième cause de cancer chez les femmes et 

la troisième cause chez les hommes, avec, tout sexe confondu, 29 614 nouveaux cas en 2018. 

Le cancer colorectal reste de mauvais pronostic, en étant la troisième cause de décès par cancer 

en France, malgré la présence d'un dépistage national via le test Hemocult II et le 

développement de nouvelles thérapies ciblées (i.e. anti-EGFR, anti-HER2, anti BRAF et 

récemment anti-TRK) et immunothérapie par inhibiteurs de checkpoints immunitaires anti-

PD1/PDL1,  [1, 2].  

Le cancer du côlon est l’un des premiers cancers solides dont le profil moléculaire a été décrit. 

En effet la carcinogénèse du cancer du côlon résulte en une accumulation d’évènements 

génétiques au niveau des oncogènes (ex : KRAS, NRAS, BRAF et PI3K) en association avec des 

mutations des gènes suppresseurs de tumeur (ex :APC, TP53, SMAD4 ou PTEN). L’ensemble 

de ses altérations génétiques va entrainer une activation dérégulée des voies de signalisation 

intracellulaire telle que WNT-β-caténine, la voie TGFβ (transforming growth factor beta), 

EGFR (epidermal growth factor receptor),  des MAPK (mitogen-activated protein kinase) et la 

voie PI3K (phoinoside 3-kinase) favorisant la croissance, la survie et la prolifération cellulaire 

[3].  

Ainsi les cancers du côlon apparaissent comme un groupe de maladie hétérogène. Un 

consortium international d’experts a récemment permis de dégager, à partir de  classifications 

moléculaires et plus de 4000 patients, 4 sous-types de cancer colo-rectaux. Il s’agit de la 

classification CMS (consensus molecular subtypes) qui a permis de mettre en évidence 4 

groupes définis par leur facteurs moléculaires, biologiques et cliniques. A noter cependant que 

21% des CCR n’appartiennent à aucun de ces 4 groupes.  Le premier groupe, CMS-1, est dit 

microsatellite instable (MSI) immun et représente 13% des cancers du côlon ; il correspond à 

des tumeurs avec une instabilité microsatellitaire (MSI High) associée à un infiltrat 

lymphocytaire marqué et souvent associé à un phénotype hyper-méthylateur et à des mutations 

BRAF. Ils sont de localisation colique droite et de bon pronostic en l’absence de métastase mais 

de mauvais pronostic en cas d’évolution métastatique.  Le groupe CMS-2, dit de type 

canonique, représente 35% des CCR, plus souvent colique gauche, sans instabilité des 

microsatellites (MMS) mais avec de nombreuses altérations génétiques somatiques entrainant 
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la surexpression de EGRF et fréquemment l’activation de la voie WNT/MYC, avec un  

pronostic intermédiaire. Le groupe CMS-3, métabolique, qui représente 11% des CCRs, 

correspond à des CCRs MSS dans 90% des cas associés à des mutations de la famille RAS. Ils 

sont répartis de manière homogène entre le colon droit et le colon gauche et leur pronostic est 

intermédiaire. Enfin, le groupe CMS-4, dit type mésenchymateux, représente 20% des cas de 

CCR et comporte de nombreuses altérations somatiques, une activation du TGFβ et de 

l’angiogenèse avec une localisation colique gauche avec un mauvais pronostic quand le cancer 

est a un stade métastatique [4]. 

L’utilisation de la classification CMS n’est actuellement pas utilisée en routine car elle nécessite 

d’analyser des mutations sur plus de 80 gènes. Seul l’examen d’un nombre restreint de gènes 

est à ce jour requis pour orienter les choix thérapeutiques chez les patients atteints de CCR : la 

recherche de mutation sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS (la présence de mutation sur les 

gènes RAS entraine une résistance au traitement par anti-EGFR), la recherche de mutation 

BRAF V600 (de valeur pronostique péjorative dans les  CCR MSI-High), et, parfois d’autres 

cibles thérapeutiques potentielles telles que, la recherche de  mutations de PI3K ou 

d’amplification du gène HER2 [1,4,5]. 

Ainsi la caractérisation moléculaire d’un nombre restreint de gènes au sein des prélèvements 

tumoraux de CCRs permet de mieux apprécier leur pronostic et d’orienter la stratégie 

thérapeutique pour les patients de stades avancés. 

Nous allons dans cette étude nous intéresser exclusivement aux CCRs présentant un statut MSI 

high. L'instabilité des microsatellites (MSI) est un marqueur moléculaire de la déficience du 

système de réparation des défauts de mésappariement (MMR), qui a pour rôle de reconnaître et 

de réparer les erreurs d'insertion, de suppression et de mauvaise incorporation des bases qui 

peuvent survenir lors de la réplication de l'ADN. Les altérations moléculaires des gènes MMR 

humains, dont les principaux sont MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2, sont associés à une perte de 

fonction/d’expression des protéines correspondantes, elle-même responsable d’une instabilité 

génétique avec accumulation de mutations. Environ 15% des carcinomes colorectaux ont un 

statut de MSI, dont 5% sont causés par une mutation germinale d’un gène du système MMR 

(syndrome de Lynch). Une étude récente a montré que la méthylation de l'ADN sur les cytosines 

au niveau du promoteur du gène MLH1 entrainait ainsi une inactivation épigénétique de 
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l’expression du gène responsable de la perte d’expression protéique de MLH1 dans plus de 80% 

des cancers colorectaux sporadiques ayant un statut de MSI high [4-6]. 

Les cancers avec un statut MSI high, présentent un bon pronostic initialement mais dès le stade 

métastatique atteint ils sont alors de très mauvais pronostic. Ils présentent une résistance à la 

chimiothérapie par 5FU en adjuvant mais, de par leurs caractéristiques hautement immunogènes 

et riches en infiltrat inflammatoire lymphocytaire, ces tumeurs sont d’excellentes candidates à 

l’immunothérapie par inhibiteurs de checkpoints immunitaires anti-PD1/PDL1 [4]. 

 

Le diagnostic du statut proficient ou déficient du système de réparation des mésappariements 

(pMMR ou dMMR) est d’autant plus important à connaître désormais qu’en mai 2017, la Food 

Drug Administration (FDA) a approuvé le pembrolizumab, une immunothérapie anti-PD1, pour 

les patients présentant un statut d'instabilité microsatellitaire (MSI-High),  peu importe le type 

tumoral concerné [7]. 

L'hyperméthylation du promoteur de la MLH1 (MLH1ph) est associée à une mutation de BRAF 

V600E dans 50% des cas ou associée à une mutation de KRAS dans 30% des cas. Ainsi 20% 

des cancers colorectaux avec méthylation de la MLH1 sont sans mutation driver connue. Cocco 

et al. ont récemment rapporté que pour les CCR avec une MLH1ph et avec un statut de type 

sauvage BRAF/KRAS/NRAS, 42% présentent des gènes de fusion codant pour des protéines 

chimériques à activité kinase. [5]. 

 

La formation d’un tel gène de fusion  correspond un à réarrangement chromosomique entre 

deux gènes dont un, codant pour une protéine kinase, voit dans le réarrangement non seulement 

une préservation de sa partie codant pour une protéine à activité kinase, mais également un 

mécanisme de ré/sur-expression et activation/dimérisation protéique accrues apporté par le 

gène partenaire. Les protéines chimériques qui en résultent sont des driveurs oncogèniques bien 

caractérisés dans diverses localisations tumorales. L'identification d'un gène de fusion peut être 

un élément de diagnostic ou être un biomarqueur prédictif de la réponse à une thérapie ciblée. 

En effet l’activité kinase de la protéine chimérique et son effet oncogénique  peut parfois être 

ciblée par une thérapie ciblée de type inhibiteur de kinase (TKI) [8].  

Ces gènes de fusion peuvent être mis en évidence par différentes approches diagnostiques 

moléculaires : on peut ainsi mettre en évidence la fusion des deux gènes par la technique de 

FISH (hybridation in situ fluorescente) sur une coupe de tissu tumoral, ou par la technologie 

NGS (séquencage nouvelle génération) avec un panel spécifique pour les mutations de fusion 

de kinases, sur ADN ou préférentiellement sur ARN extrait du tissu tumoral. Il est également 
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possible de mettre en évidence la protéine chimérique elle-même par une technique 

d'immunochimie (IHC) [8]. 

Les études MSK-IMPACT (Memorial Sloan Kettering-Integrated Mutation Profiling of 

Actionable Cancer Targets) et l'étude Archer NGS en 2015 et 2017 ont mis en évidence de 

nombreux gènes de fusions. Cocco et al,  avec l’aide des deux études citées précédemment, ont 

souligné que, la présence de 21 cas de CCRs avec des gènes de fusion sur les 2314 cas de CCR 

analysés. Dans les CCRs les gènes de fusion intéressaient les gènes NTRK1 (6 cas), NTRK3 (2 

cas), BRAF (5 cas), RET (4 cas), FGFR2(1 cas), FGFR3(1 cas), ALK (1 cas) et ROS1(1 cas) et 

survenaient pour moitié d’entre eux dans la faible proportion de CCR de type MLH1-, MSI-

High, BRAF/KRAS/NRAS wild-type [5]. La mise en évidence de ces gènes de fusion permet 

d’envisager de nouvelles orientations thérapeutiques. 

Les gènes de la famille NTRK (NTRK1, NTRK2 et NTRK3) codent respectivement pour les 

protéines TRKA, TRKB et TRKC. Ces protéines font partie de la famille des récepteurs kinases 

de la tropomyosine, ces récepteurs ont une haute affinité pour les facteurs de croissance tel que 

le NGF (nerve growth factor), le BDNF (brain derived neurotropic factor) ou encore le NT-3 

(neurotrophin-3). Les récepteurs TRK ont une activité kinase favorisant la prolifération 

cellulaire, la différenciation et la survie cellulaire à l’aide des voie de signalisation RAS, la voie 

de la phospholipase-C ou encore la voie PI3K. La présence de gènes de fusion NTRK a été 

décrite initialement dans les glioblastomes pédiatriques et non pédiatriques puis dans divers 

cancers dont des cancers colorectaux (1.2%) et conditionne depuis 2019 l’accès à des thérapies 

ciblées anti-TRK dans le cadre d’ATU/AMM.[1,9]. 

Les réarrangements au niveau du gène ALK ont été décrit pour la première fois dans les 

lymphomes anaplasiques, puis ont été découverts dans d’autre localisations. La plus connue est 

celle du poumon (3 à 10% des adénocarcinomes) mais les réarrangements de ALK sont aussi 

décrits dans certains cancers du rein, sein, œsophage, thyroïde, ovaire ou de vessie. Les 

réarrangements d’ALK sont rares dans le colon (0.2%). La fusion du gène ALK va entrainer une 

activation constitutive de sa fonction tyrosine kinase et favoriser la prolifération cellulaire via 

la voie des MAP kinase, STAT3 ou encore PI3K. Il a été décrit que les CCRs MSI high associés 

à des réarrangements de AKL sont de pronostic plus péjoratif et sont souvent de phénotype 

adénocarcinome mucineux. La présence de cette mutation permet un traitement par inhibiteurs 

de tyrosine kinase (TKI) tels que le ceritinib ou le crizotinib, sans ATU/ATM dans les CCRs 

toutefois à ce jour [10]. 
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RET est un récepteur tyrosine kinase sensible au GDNF (glial derived neuropeptid factor), Le 

réarrangement de RET a été mis en évidence particulièrement dans les carcinomes papillaires 

de la thyroïde ou des adénocarcinomes du poumon (2%) avec un traitement ciblé tel que le 

sunitinib ou, sorafenib ou encore le carbozantinib faisant l’objet d’études cliniques. Les 

réarrangements de RET dans 1 à 2% des CCRs seraient un marqueur de mauvais pronostic 

[11,12]. Dans les CCR, il n’y a pas à ce jour de traitement anti-RET bénéficiant d’une 

ATU/AMM. 

Les fusions du gène BRAF entrainent une activation de la voie des MAPK et ont récemment été 

découvertes dans le CCR auquel elles confèrent une résistance aux inhibiteurs de l’EGFR. Ces 

mutations sont rares dans les cancers solides tout confondus avec une fréquence de 0.2 à 3% 

[13]. 

ROS1 code pour un récepteur tyrosine kinase est fait partie de la famille des proto-oncogène 

(de type V-Ros UR2 sarcoma virus oncogène homolog). Ce récepteur présente de très 

nombreuses homologies avec la protéine codée par le gène ALK. Les gènes de fusions 

impliquant ROS1ont été décrits pour la première fois dans les adénocarcinomes du poumon. 

Leur fréquence est très faible dans les CCRs (0.8%). La présence de cette mutation serait 

prédictive d‘une réponse au TKI sans ATU/AMM dans le CCR à ce jour [14]. 

 

Devant la signification prédictive avérée ou à venir de ces différents gènes de fusion, leur mise 

en évidence dans les prélèvements tumoraux peut être importante pour l’orientation 

thérapeutique d’un patient atteint de CCR de stade avancé. Le pathologiste a ainsi un rôle de 

plus en plus important dans l’orientation de la stratégie thérapeutique des patients. Il permet de 

renseigner le clinicien sur le type histologique de la tumeur, sur son stade TNM, sur son 

pronostic ou mais également désormais sur la sensibilité ou résistance à certains traitements 

(ex : TKI ou résistance aux inhibiteur de tyrosine kinase). Pour accéder à ces nouveaux 

paramètres prédictifs, il existe différentes approches diagnostiques, morphologique ou sur 

extrait tissulaires, recherchant les gènes de fusions ou leurs conséquences au niveau 

chromosomique, ADN, ARN ou protéique,  chaque méthode ayant ses propres avantages et 

performances. Il appartient ainsi au  pathologiste de mettre en œuvre de façon rationnelle ces 

différentes méthodes d’analyse pour être à même de fournir un compte rendu aussi complet que 

possible et surtout pertinent pour la prise en charge des patients, aussi bien sous l’angle du 

diagnostic, du pronostic que du théranostic. 
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L’objectif de notre étude est de tester la faisabilité de la détection de gènes de fusion impliquant 

les gènes NTRK1, NTRK2, NTRK3, BRAF, RET, NGR1, ALK et ROS1, dans les CRCs en 

utilisant des techniques simples permettant un test interne simple dans les laboratoires de 

pathologie ne bénéficiant pas de plateau technique spécialisé en biologie moléculaire en 

combinant l'immunochimie, la FISH et des tests de diagnostic mutationnel entièrement 

automatisés. 
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Title: More than half of MLH1-, MSI-High, BRAF/KRAS/NRAS wild-type colorectal cancers 

harbor targetable oncogenic gene fusions requiring an extension of molecular testing for 

relevant therapeutic choices 

Running head: Kinase fusions diagnosis in colorectal cancer 

 

Introduction 

 

 Microsatellite instability (MSI) is a molecular marker of the deficient mismatch repair 

(MMR) system that occurs in about 15% of colorectal cancers (CRCs). Sporadic  MSI-High 

cases consist in about two-thirds of MSI-High CRCs and are related to epigenetic inactivation 

of  the MLH1 gene (methylation of the promoter of MLH1). Other MSI-High CRCs are 

associated with Lynch syndrome, related to a germline mutation of one of the MMR genes 

(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). Whereas early-stage MSI-High CRCs are of better prognosis 

than MSS (Microsatellite Stable) ones, in metastatic disease, MSI-High status seems to confer 

a negative prognosis. Albeit still debated  with contradictory results in the literature, it is 

suggested a possible resistance to 5-FU in MSI-High CRCs [1]. Recently, further interest was 

given to MSI-High CRCs because of their responsiveness to anti-PD-1 immunotherapy [2;3]. 

Indeed, the higher mutational load in MSI-High CRCs can elicit an endogenous immune anti-

tumor response, counterbalanced by the expression of immune inhibitory signals, such as PD-

1 or PD-L1, that resist to tumor elimination. Independently of any PD-L1 expression, MSI-

High CRC is a model of cancer that is particularly responsive to anti-PD-1/PD-L1 

immunotherapy [4]. In May 2017, the FDA has approved the pembrolizumab anti-PD-1 

immunotherapy in the treatment of pediatric and adult patients with MSI-High cancers 

including CRC independently of any PD-L1 testing [2;3;5;6].  

 More recently, novel therapeutic opportunities have been pointed in a subset of MSI-

High CRC that harbors frequent kinase fusions. Indeed, in a total of 21 CRCs with kinase 

fusions (6 NTRK1, 2 NTRK3, 5 BRAF, 4 RET, 1 FGFR2, 1 FGFR3, 1 ROS1 and 1 ALK)  among 

2314 tested CRCs (i.e. 0.9% of CRCs with kinase fusions), Cocco et al. have reported that all 

kinase fusions (100%) occurred in BRAF/KRAS/NRAS wild-type tumors and that 12 (57%) 

cases were MSI-High, all with a loss of MLH1 and PMS2 and, for 10 (47.6%) cases, with a 

hypermethylation of the promoter of MLH1. In their study, Cocco et al. reported that the 

frequency of kinase fusions among BRAF/KRAS/NRAS wild-type and MLH1-deficient MSI-
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High CRCs with hypermethylation of MLH1 promoter (i.e. sporadic - non Lynch MSI-High 

CRCs with loss of MLH1 that consist only in 2% of the CRC in their study) can reach 42% [7]. 

Given the well-demonstrated therapeutic effects of anti-ALK and anti-ROS1 therapies 

in non-small-cell lung cancers but also in other tumor subtypes, reports of response to MEK 

inhibition in cancers with BRAF fusion and the recent approval of anti-TRK therapies for 

NTRK-rearranged tumors independently of their histological type, added to in-

development/trials strategies targeting chimerical proteins, the detection of kinase fusions could 

become important for current and future treatment choices in patients with advanced CRCs [8-

15].  

Beyond large gene panels-based  molecular analyses comprising gene fusions analyses 

as those reported in the study by Cocco et al., for different workflow, technical and medico-

economic reasons, and because gene fusions testing is actually outside of CRC-dedicated 

guidelines, genetic testing in CRC is often restricted to KRAS, NRAS and BRAF mutational 

analyses and MSI/MSS testing for prognostic and theranostic purposes [16-18]. Potential access 

to the new therapeutic opportunities offered by kinase fusions targeting therapies would in this 

manner require additional testing. On the basis of the results of these recommended markers, it 

could be notably feasible  to prioritize kinase fusions testing in the subset of BRAF/KRAS/NRAS 

wild-type and MLH1-deficient MSI-High CRCs. In addition, kinase fusion detection could be 

assessed by morphological in situ analyses as fluorescent in situ hybridization (FISH) with 

appropriate probes with no need of systematic complex and often outsourced additional genetics 

analyses. 

 In this study, we intend to test the feasibility but also the cost-effectiveness of the 

detection  of kinase fusions CRCs using simple tests permitting a simple in-house testing in 

pathology laboratories by combining   immunohistochemistry (IHC), FISH  and fully automated 

real-time DNA-based reaction tests. 

Materials and methods 

Cases studied 

The cases included in this study were patients with CRC analyzed in the Finistère 

between January, 2015 and May, 2019 who were diagnosed with a loss of expression of the 

MLH1 protein for diagnostic, prognostic and theranostic purposes. Formalin fixed paraffin-
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embedded tumor samples were selected for the pursue of molecular analyses.The present study 

was conducted following our national and institutional guidelines. All samples were included 

in a registered tumor tissue collection and the present study was conducted in compliance with 

the Helsinki Declaration and after approval by our institutional review board (CHRU Brest, 

CPP n° DC – 2008 – 214). 

Microsatellite instability, BRAF, KRAS and NRAS testing 

Microsatellite instability, BRAF, KRAS and NRAS analyses were performed using the 

fully-automated IdyllaTM platform (Biocartis, Mechelen, Belgium) for each case as in previous 

studies [19;20]. The proportion of tumor cells was established on each sample by a pathologist 

on a dedicated 3-µm-thick haematoxylin-eosin- saffron (HES) stained tissue slide. Serial 10 µm 

tissue sections were produced for molecular analyses. Serial 10 µm tissue sections were produced 

for molecular analyses with the three cartridges IdyllaTM MSI Assay, IdyllaTM NRAS-BRAF Mutation Test 

and IdyllaTM KRAS Mutation Test (Biocartis). Tissue sections (1 per cartridge) were transferred in each 

IdyllaTM cartridge itself inserted in the instrument. Inside the cartridge, the sample was 

homogenized and cells lysed using a combination of high-intensity-focused ultrasound, 

enzymatic/chemical digestion and heat. The nucleic acids were liberated and ready for 

subsequent PCR amplification. The PCR was real time and used a fluorophore-based detection 

system. After 120 min (NRAS-BRAF and KRAS tests) to 150 min run (MSI assay), all steps 

were automatically performed inside the cartridges and final reports were directly available on 

the system after an automatic on-board post-PCR curve analysis. These final reports contained 

the final result in terms of "MSS" or "MSI-High" or the name of the mutation(s) of KRAS, NRAS 

or/and BRAF if any detected by the different cartridges as detailed in a previous review [20]. 

Kinase fusions testing using fluorescent in situ hybridization and immunohistochemistry 

Cases which were MSI-High with loss of MLH1 expression and a BRAF-KRAS-NRAS wild-type status 

were tested for kinase fusions using FISH. Pan-TRK, ALK and ROS1 IHC were performed in the 84 

samples.. 

About IHC analyses, pan-TRK (clones EPR17341, 6µg/mL dilution, Abcam, 

Cambridge, MA and clone A7H6R, 1:50 dilution, Cell Signaling Technology, Danvers, MA), 

ALK (clone 5A4, dilution 1:25, Clinisciences, Nanterre, France) and ROS1 (clone D4D6, 
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dilution 1:50, Cell Signaling Technology, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France) 

immunohistochemistry (IHC) tests were performed using Ventana Benchmark Ultra® 

automated slide preparation system with OptiView DAB IHC Detection Kit (Roche 

Diagnostics, Meylan, France) as reported in previous studies [21;22]. The staining intensity was 

quoted as follows: 0: no staining; 1+: weak staining; 2+ moderate staining; 3+ strong staining, 

The percentage of positive tumor cells was also noted. No IHC testing was performed about 

BRAF, RET and NRG1 as none has shown to be relevant to date searching the corresponding 

rearrangements. 

About FISH, the analyses were performed for every samples with the different following 

probes: ZytoLight SPEC BRAF Dual Color Break Apart, ZytoLight SPEC RET Dual Color 

Break Apart, ZytoLight SPEC NRG1 Dual Color Break Apart , ZytoLight SPEC NTRK1 Dual 

Color Break Apart, ZytoLight SPEC NTRK2 Dual Color Break Apart, and ZytoLight SPEC 

NTRK3 Dual Color Break Apart Probes (ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Germany) and the 

Vysis LSI ALK Dual ColorBreak Apart Rearrangement and  Vysis 6q22 ROS1 Break Apart 

FISH Probes (Abbott Molecular, Rungis, France) on 3µm tissue sections with a Dako Histology 

FISH Accessory kit following the manufacturer’s instructions.  FISH slides were read using an 

epifluorescence microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) at ×1,000 magnification with 

DAPI, green™, redand double green-plus-red filters. The microscope was connected to a 

charge-coupled device camera and a software (In Situ Imaging System version 5.3; 

MetaSystems Hard & Software GmbH, Altlußheim, Germany) for analyzing fluorescent 

signals. A rearrangement was concluded if at least 15% of 100 tumor nuclei contained 

rearranged signals (i.e. single 3’ or split signals) [21-23]. 

Cost-effectiveness analysis of different testing strategies from a French healthcare point 

of view 

We simulated the costs of analyzing  1,000 CRC samples using different strategies based 

on 1) the tests required for therapeutic choices given the current approved (not in trials) 

treatments (i.e. KRAS, NRAS, BRAF mutation testing, MSI testing and also NTRK1/2/3 testing); 

2) the prices of molecular tests used in France: €882.9 for a <20kb coverage gene-panel DNA

based -NGS analysis,  €882.9 for the minimal gene-panel RNA based-NGS analysis, €162 for 

MSI testing, €553.5 for KRAS-NRAS-BRAF restricted  analyses, €95.2 for a FISH analysis and 

56€ for an IHC analysis (using 1 or 2 antibodies) [24-26]. We compared the costs of 1) DNA- 

and RNA-based NGS and MSI testing for every samples; 2) first line DNA-based NGS and 
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MSI testing followed by RNA based-NGS analysis in cases with MLH1- MSI-High KRAS-

NRAS-BRAF wild-type status; 3) first line DNA-based NGS and MSI testing followed by 

NTRK1, NTRK2, NTRK3 FISH tests in cases with MLH1- MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-

type status; 4) first line DNA-based NGS and MSI testing followed by pan-TRK-IHC  and 

NTRK1, NTRK2, NTRK3 FISH  tests in cases with MLH1- MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-

type status; 5) first line KRAS-NRAS-BRAF restricted non-NGS analyses and MSI testing 

followed by pan-TRK-IHC  and NTRK1, NTRK2, NTRK3 FISH  tests in cases with MLH1- 

MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-type status; 6) first line KRAS-NRAS-BRAF restricted non-

NGS analyses, MSI testing and pan-TRK-IHC in cases with KRAS-NRAS-BRAF wild-type 

status or pan-TRK-IHC plus NTRK1, NTRK2, NTRK3 FISH  tests in cases with MLH1- MSI-

High KRAS-NRAS-BRAF wild-type status. 

Results 

Cases studied 

Samples of 84 patients (26 men and 58 women of mean age of  69.4 years, range from 

45 years to 95 years) with a CRC harboring a loss of expression of the MLH1 protein were 

included in the study. The vast majority of tumors involved the right colon (71 cases, 84,5%). 

Every CRC were adenocarcinoma with good (22, 26.2%) , moderate (41,48.8%) or poor (21, 

25%) differentiation. A mucinous component was reported in 31 (36.9%) cases. Nodal 

metastases were diagnosed in 24 (28.6%) cases. (Table I and Supplentary Table I for details). 



Cases 
Gender 
(F/H) 

Age 
(years) 

Tumor site 
Tumor 
grade 

T 
stage 

N 
stage 

Mucinous 
part 

% of 
tumor 
cells 

MSI 
test 

BRAFtes
t 

NRAS 
test 

KRAS 
test 

Pan-TRK 
EPR 

17341 
IHC 

Pan-TRK 
A7H6R 

IHC 
ALK IHC 

Gene 
fusions 
results 

using FISH 
tests 
(% of 

positive 
tumor 
nuclei) 

#66 F 80 Left colon Well T3 N0 no 80 
MSI-
High 

no no no  2+ (70%) 
2+ 

(100%) 
0 

NTRK1(80
%) 

#67 F 85 Right colon Well NA NA Yes 90 
MSI-
High 

no no no 
2+ 

(100%) 
2+ 

(100%) 
0 

NTRK1 
(70%) 

#68 F 59 
Transverse 

colon 
Moderate T3 N0 no 90 

MSI-
High 

no no no 3+ (100) 
3+ 

(100%) 
0 

NTRK1 
(80%) 

#69 M 52 Left colon Well T4 N0 Yes 80 
MSI-
High 

no no no 
1+ 

(100%) 
1+ 

(100%) 
0 

NTRK1 
(60%) 

#70 F 68 
Transverse 

colon 
Moderate T3 N0 Yes 90 

MSI-
High 

no no no 
3 + 

(100%) 
3+  

(100%) 
0 

NTRK1 
(90%) 

#71 F 66 Right colon Moderate T3 N2a no 80 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 
NTRK3 
(95%) 

#72 F 64 Right colon Moderate T3 N2a Yes 70 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 
NTRK3 
(100%) 

#73 M 56 Right colon Moderate T3 N0 no 90 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 
NTRK3 
(95%) 

#74 M 68 Left colon Moderate NA NA no 30 
MSI-
High 

no no no 0 0 
3+  

(100%) 
ALK 

(80%) 

#75 F 95 Right colon Moderate T3 N0 no 90 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 
BRAF 
(40%) 
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Table 1. Summary of clinical, pathological and molecular data of the 19 MSI-High MLH1- BRAF/KRAS/NRAS wild-type CRC cases. 

F: female; M: man; IHC: immunohistochemistry; FISH: fluorescent in situ hybridization; NA: data not available; MSI: microstatelite instable ; *: 

samples initially diagnosed without MSI but confirmed to be MSI using new analyses on macrodissected tumor cells ; Well: well-differentiated; 

Moderate: moderately differentiated; Poor: poorly-differentiated.  MSI-High, BRAF, KRAS and NRAS testing 

#76 F 56 Right colon Well T3 N0 Yes 80 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 
BRAF 

(100%) 

#77 M 69 Right colon Poor T3 N0 no 80 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 
RET 

(30%) 

#78 F 56 
Transverse 

colon 
Poor T4a N2a no 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 
RET 

(95%) 

#79 F 79 Right colon Moderate T3 N0 no 90 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 

#80 M 45 
Transverse 

colon 
Moderate T3 N0 Yes 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 

#81 M 75 Left colon Well T3 N0 no 80 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 

#82 F 75 Right colon Moderate T3 N0 no 50 
MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 

#83 F 64 Right colon Poor NA NA no 10 
MSI-

High* 
no no no 0 0 0 No 

#84 M 57 Right colon Well NA NA no 10 
MSI-
Hgh* 

no no no 0 0 0 No 



MSI-High, BRAF, KRAS and NRAS testing 

IdyllaTM MSI Assay concluded in a MSI-High status for 84/84 (100%) cases. Of note, 

for 3 cases (cases #20, #83 and #84), first analyses without macrodissection of tumor area had 

resulted in MSS status because of a poor percentage of tumor cells within the samples (<10% 

of tumor cells within the tissue sections; nevertheless, new analyses focusing on macrodissected 

tumor areas permitted to confirm the diagnosis of MSI-High status.  

 IdyllaTM NRAS-BRAF Mutation Test and IdyllaTM KRAS Mutation Test diagnosed 55 

(65.5%) BRAFV600 mutations, 11 (13.1%) KRAS mutations and 2 (2.4%) NRAS mutations. Of 

note, 3 samples (cases #53, #54, #55 ) had concomitant RAS (1 KRAS, 2 NRAS) and BRAFV600 

IdyllaTM tests resulted in contributive molecular analyses in the 84 (100%) tumor 

samples, with no invalid analysis and permitted to diagnose 19 (22.6%) cases MSI-High with 

loss of MLH1 expression and a BRAF-KRAS-NRAS wild-type status. (Table I and Supplentary 

Table I for details) 

Kinase fusions testing 

FISH analyses were performed in the 19 cases with MSI-High with loss of MLH1 

expression and a BRAF-KRAS-NRAS wild-type status. FISH analyses diagnosed 5 (5.9%) 

NTRK1-rearranged tumors (cases #66, #67, #68, #69 and #70), 3 (3.6%) NTRK3-rearranged 

tumors (cases #71, #72 and #73), 2 (2.4%) BRAF-rearranged tumors (cases #75 and #76), 2 

(2.4%) RET-rearranged tumors (cases #77 and #78), 1 (1.2%) ALK-rearranged tumor (case #74) 

resulting in 13/19 (68.4%) cases with MSI-High with loss of MLH1 expression and a BRAF-

KRAS-NRAS wild-type status with identified genes fusions. No NTRK2, ROS1 or NRG1 

rearrangement was diagnosed. 

ALK, ROS1 and EPR17341 and A7H6R pan-TRK IHC tests were performed for the 84 

tumor samples. ALK IHC was only positive (score 3+) in the ALK-rearranged tumor  with no 

staining in the remaining 83 cases. ROS1 IHC was negative (score 0) for the 84 tumors. Pan-

TRK IHC was positive with similar intensities and cellular staining patterns in the 5 NTRK1-

rearranged tumors but was negative in the 3 NTRK3-rearranged tumors as well as in other cases 

with other gene fusions, RAS-BRAF mutations or no mutation/rearrangement identified. (Table 

I and Supplentary Table I for details and Figures 1 and 2). 
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Figure 1: Examples of NTRK-rearranged colorectal cancers: 3 NTRK1-rearranged tumors 

(cases #68, #70 and #66 from up to bottom) and 2 NTRK3-rearranged tumors (cases #71 and 

#73 from up to bottom) (A, E, I, M, Q: hematoxylin-eosin-saffron, x20 magnification; B, F, J, 

N, R: A7H6R pan-TRK immunohistochemistry, C, G, K, O, S: and EPR17341 pan-TRK 

immunohistochemistry, x20 magnification, hematoxylin counterstaining; D, H, L, P, T:  FISH 

results with NTRK1 and NTRK3 ZytoVision GmbH break apart probes, x 100 magnification, 

DAPI counterstaining). 
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Figure 2: Examples of 1 BRAF- (case #76), 1 RET- (case #77) and 1 ALK-rearranged (case 

#74) colorectal cancers (A, C, E: hematoxylin-eosin-saffron, x20 magnification; B, D, F:  FISH 

results with ZytoVision GmbH break apart probes for BRAF and RET and Vysis Abbott 

Molecular break apart probe for ALK, x 100 magnification, DAPI counterstaining; F ALK 

immunohistochemistry, clone 5A4, x20 magnification, hematoxylin counterstaining). 
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Cost-effectiveness analysis of different testing strategies from a French healthcare point 

of view 

In a previous large study about 2,314 CRC, Cocco et al. diagnosed 230 (9.9%) MSI-

High CRC including 74 (3.2%) BRAFV600E, 83 (3.6%) KRAS , 2 (0.08%) NRAS mutants and 

71 (3%) of  MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-type comprising 47/71 (66%) of MLH1- 

tumors (i.e. 47/2314 2% of  MLH1- MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-type CRCs). This 

subgroup of  MLH1- MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-type CRCs contains 7 of the 8 NTRK-

rearranged CRCs in their study (1 CRC was MSS) [7].  Among MSS CRCs (90% of CRCs in 

Cocco et al.), the frequencies of BRAFV600E, KRAS and NRAS mutations to  about 5%, 45% 

and 5% respectively resulting in about 45% of  MSS MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-type 

CRCs [27].  Given these frequencies, we estimated the costs of various strategies to test for 

1,000 CRCs samples from €1,927,800 (DNA- & RNA- NGS testing and MSI testing for the 

1,000 samples, allowing the diagnosis of every NTRK-rearranged cases) to €722,032 using non-

NGS methods and testing for NTRK gene fusions with pan-TRK and FISH tests only MLH1- 

MSI-High KRAS-NRAS-BRAF wild-type cases (and preventing the diagnosis of NTRK-

rearranged CRC without MLH1- MSI-High status). Nevertheless, a strategy based on non-NGS 

methods using TRK testing in BRAF-KRAS-NRAS wild type CRC is also proposed with a cost 

of €723,412 (Figure 3). 



Figure 4: Estimation of the costs related to molecular tests including NTRK testing using various testing strategies; final costs correspond to the 

global costs for 1,000 colorectal cancer samples. 

CRC: colorectal cancer; NGS: next generation sequencing; MSI: microsatellite instability; MLH1-: loss of expression of MLH1 protein in tumor 

cells: IHC: immunohistochemistry; FISH: fluorescent in situ hybridization 



Discussion 

With the increased number of targeted therapies available to treat patients with advanced 

cancers with various kinase fusions, the identification of the tumor samples with specific genes 

rearrangements has become worth for treatment choices. NGS analyses, especially RNA-based 

ones, consist in promising tools to search concomitantly for several molecular alterations 

including kinase fusions in a single analysis. Nevertheless, several obstacles in terms of 

workflow, technical and medico-economic parameters still impair the generalization of dual 

DNA- and RNA-NGS-based approaches analyzing large gene panels exceeding the tests 

recommended in treatment guidelines.  Moreover, about 10% to 20% of tumor samples can 

result in non-contributive RNA-based NGS analyses due to inappropriate RNA quality and/or 

quantity [28]. In addition, the vast majority of the potential targets including BRAF-, RET-, 

NRG1-, but also ALK-, and ROS1- gene fusions are only the subject of clinical trials with no 

approved treatment in the field of CRC and thus no mandatory testing in this field. For these 

reasons, targeted multistep testing strategies remain actually relevant trying to maximize the 

detection of rare molecular subtypes of cancers of theranostic signification on the basis of 

clinical, pathological and routinely available molecular features. These multistep testing 

strategies nevertheless require to be applicable in turnaround times compatible with the 

therapeutic management of patients at a reasonable cost. Appropriate fast and easy to perform 

in pathology laboratories tests as IHC, FISH and full automated real-time PCR  IdyllaTMones 

as used in our study may be particularly valuable in this quest of short turnaround time analyses, 

but also, according to our simulation on the basis of the costs of molecular analyses proposed 

in our French healthcare system, from a medico-economic point of view. Then, either 

outsourcing for NGS analyses (requiring in our experience several days to weeks before the 

delivery of a molecular result contributive for treatment choices) but also "in-house" FISH and 

IHC methods (requiring 1 to 2 days of analyses only) could be chosen for the detection of the 

main kinase fusions with potential theranostic relevance to date [29]. The choice between 

different testing strategies has to take into account the medico-economic and technical context 

proper to each pathology laboratory and healthcare system 

In our study, the selection of CRCs with MLH1-negative, MSI-High and  BRAF-KRAS-

NRAS wild-type status has permitted to identify  rapidly the patients for which kinase fusions 

testing was the more relevant and to diagnose 13 cases of CRCs with kinase fusions including 

5 for which clinical trials and drug development are ongoing (i.e. ALK, BRAF and RET -
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rearranged CRCs) but also 8 for which a targeted therapy is already approved in case of no 

other treatment alternatives (i.e. NTRK genes fusions), including the field of CRC, with an 

inclusion to the last CRC treatment guidelines of the U.S. National Comprehensive Cancer 

Network [30]. 

In the field of NTRK genes fusions, the IHC results were concordant with FISH ones  

only for NTRK1-rearrangements (5/5 FISH+ IHC+ cases) but not for NTRK3 (0/3 FISH+ IHC 

+ cases).As a consequence, beyond an excellent specificity of the pan-TRK IHC (100% in our

study with no false positive), its sensitivity (only 62.5% if calculated about the 19 cases tested 

with NTRK1/2/3 FISH and pan-TRK IHC in our study) is insufficient to propose it as a stand-

alone pre-sreening test at current time. Indeed, NTRK3-rearranged  CRC, more at risk of pan-

TRK false negative results,  consisted in about 37.5% % of NTRK-rearranged CRC in our study  

and had been also reported in others works. In the study by Cocco et al., 2/8 (25%) NTRK-

rearranged tumors were NTRK3-rearranged with 1 pan-TRK IHC+ and 1 pan-TRK IHC - cases 

versus 6/6 NTRK1-rearranged and pan-TRK IHC + cases [7].  In a study by Solomon et al. 

about 33,997 cases containing 2929 CRCs among which 9 (0.31%) were diagnosed as NTRK-

rearranged ones, 3/9 (33%) NTRK rearranged CRCs were NTRK3 rearranged tumors (versus 6 

NTRK1) with only 1/3 pan-TRK IHC+ case (1 negative, 1 N/A) [31]. Gatalica et al diagnosed 

no NTRK3 (and no NTRK2) rearranged CRC  in a file of 11,502 patients including 1272 CRCs 

( 2 NTRK1-rearranged CRCs in their file with 1/2 pan-TRK IHC+ case) [32]. No NTRK3-

rearranged CRC was also diagnosed by Chou et al. about 4569 CRCs screened for TRK-

rearranged tumors but the method used for screening was the two pan-TRK IHC clones 

EPR17341 and A7H6R and false-negative pan-TRK IHC results in case of NTRK3-

rearrangement could explain why, beyond  9NTRK-rearranged CRC (8 NTRK1 and 1 NTRK2),  

no NTRK3-rearranged CRC was diagnose in their large file of CRCs [33]. NTRK-rearranged 

but pan-TRK IHC - CRC cannot be ruled out also in the study by Lasota et al. also who used 

A7H6R pan-TRK IHC to search for NTRK-rearranged CRC in a file of 7,008 tumors which 

permitted the detection of 16 pan-TRK IHC+ tumors among which 15 were further test using 

targeted RNA-NGS and comprised 14 NTRK1- and 1 NTRK3-rearranged tumors (1 pan-TRK 

IHC + tumor had no molecular test) [34].  So, given the actual performances of pan-TRK IHC 

with notably insufficient performances in the detection of NTRK3-rearranged tumors, we 

recommend the use of molecular tests instead of or as as complement to immunohistochemistry 

in a screening strategy aiming to diagnose NTRK-rearranged CRCs, at least in case of MLH1- 

MSI-high, RAS-RAF wild type tumors in which NTRK fusions appear to be frequent (8/19 42.1 
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% in our study). Optimization of pan-TRK IHC with special focus on TRK-C protein detection 

must be a subject of future studies for improving its performances.  

MSS CRCs were not studied in our previous work. Nevertheless, albeit rarer than in 

MSI-High CRCs, CRCs with targetable kinase-fusions are also reported as, taking the example 

of NTRK-rearranged CRCs, 3/16 (18.8%) cases in the study by Lasota et al., 1/9 (11.1%)  case 

in the study by Chou et al., 1/8 (12.5%) case in the study by Cocco et al., all consisting in 

NTRK1-rearranged tumors with RAS-BRAF wild type status [7;33;34]. Beside a strategy of 

DNA- and RNA-NGS plus MSI testing for every CRC, which would in theory permit the 

detection of every NTRK-rearrangedcases but would also greatly increase the cost of molecular 

analyses, in our opinion, a generalization of pan-TRK IHC use in case of RAS-BRAF wild type 

CRC completed by NTRK1/2/3 FISH test in case of MSS pan-TRK IHC + or MSI-High pan-

TRK +/-), would also permit to maximize the detection of NTRK-rearranged CRCs with greatly 

inferior costs.  

Conclusion 

To conclude, our study not only confirms the high prevalence of targetable genes fusions 

in MLH1-negative, MSI-High and  BRAF-KRAS-NRAS wild-type but it also points that the 

testing for these targetable genes fusions is also feasible in pathology laboratories lacking 

access to RNA-/DNA- NGS methods. Multistep molecular testing (i.e. testing for gene fusions 

only in BRAF-KRAS-NRAS wild-type, especially when associated with a MLH1-negative and 

MSI-High status) also appears as a cost-effective and, albeit multistep, rapid approach and 

valuable approach in comparison with a first line NGS testing with large gene panels. Efforts 

must be pursued to improve the performances on pan-TRK IHC especially to improve its ability 

to detect TRK-C proteins related to NTRK3-rearrangements. 
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Cases 
Gende

r 
(F/H) 

Age 
(years

) 

Tumor site 
Tumor 

differentiation 
T 

stage 
N 

stage 
Mucinous 

part 

% of 
tumor 
cells 

 

MSI 
test 

BRAFV600 
test 

NRAS 
test 

KRAS 
test 

Pan-
TRK 
EPR 

17341 
IHC 

Pan-
TRK 

A7H6R 
IHC 

ALK IHC 

Gene 
fusion 
using 
FISH 
tests 

#01 M 73 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#02 F 88 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 Yes 30 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#03 F 60 Right colon 
Moderately 

differentiated 
NA NA no 60 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#04 F 86 Right colon 
Poorly 

differentiated 
NA NA no 60 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#05 M 80 Right colon 
Poorly 

differentiated 
NA NA Yes 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#06 F 86 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#07 M 83 Right colon 
Well-

differenciated 
NA NA no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#08 F 85 Right colon 
Well-

differenciated 
NA NA no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#09 F 85 Right colon 
Moderately 

differentiated 
NA N0 no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#10 F 88 Left colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 50 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#11 F 60 Right colon 
Well-

differenciated 
NA NA no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#12 F 90 Right colon 
Well-

differenciated 
T4a N0 no 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#13 M 88 Right colon 
Well-

differenciated 
T4a N0 no 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#14 F 71 Right colon 
Well-

differenciated 
T3 N0 Yes 40 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#15 M 72 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 
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#16 F 88 Left colon 
Poorly 

differentiated 
T4b N2b no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#17 M 82 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N0 Yes 60 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#18 F 94 Right colon 
Well-

differenciated 
T3 N1b Yes 50 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#19 F 81 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 Yes 50 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#20 M 61 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T4a N2b no 10 

MSI-
High* 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#21 F 76 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T4 N1a no 30 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#22 F 93 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T4b N2b Yes 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#23 M 69 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N0 Yes 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#24 F 76 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T4 N2b Yes 20 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#25 F 91 
Transverse 

colon 
Well-

differenciated 
NA NA Yes 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#26 F 82 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T4a N0 no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#27 F 80 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N2a no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#28 F 72 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N0 Yes 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#29 F 52 Right colon 
Moderately 

differentiated 
NA NA no 60 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#30 F 83 Right colon 
Well-

differenciated 
T4 N2b no 70 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#31 F 60 Right colon 
Moderately 

differentiated 
NA N0 Yes 60 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#32 M 79 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N1b no 70 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#33 F 62 Right colon 
Poorly 

differentiated 
NA N0 Yes 60 

MSI-
High 

bRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 
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#34 F 75 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#35 F 69 Right colon 
Well-

differenciated 
T3 N1a no 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#36 F 57 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 Yes 50 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#37 F 75 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T4b N1b Yes 40 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#38 F 77 Right colon 
Well-

differenciated 
T3 N0 no 70 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#39 F 84 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#40 F 68 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T4b N1a Yes 50 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#41 F 75 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 Yes 90 

MIS-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#42 M 77 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T2 N0 no 40 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#43 F 74 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N0 Yes 75 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#44 F 82 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#45 F 91 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 Yes 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#46 F 77 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N1a no 40 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#47 M 83 Right colon 
Moderately 

differentiated 
NA N0 no 30 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#48 F 65 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T4b N2a no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#49 F 65 Right colon 
Moderately 

differentiated 
NA N0 Yes 60 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#50 M 68 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N2b no 80 

MSI-
High 

bRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#51 F 67 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N0 Yes 80 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 
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#52 F 75 Right colon 
Moderately 

differentiated 
NA NA no 40 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Not 

tested 

#53 M 76 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N1b no 90 

MSI-
High 

BRAFV600 
NRAS 
codon 

61 
no 0 0 0 

Not 
tested 

#54 M 66 Right colon 
Well-

differenciated 
T3 N0 Yes 50 

MSI-
High 

BRAFV600 
NRAS 
codon 

146 
no 0 0 0 

Not 
tested 

#55 F 56 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N1a no 70 

MSI-
High 

BRAFV600 no 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Not 

tested 

#56 M 58 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T4a N2a no 80 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
12 

0 0 0 
Not 

tested 

#57 F 82 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
12 

0 0 0 
Not 

tested 

#58 M 47 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T4b N1b Yes 80 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Not 

tested 

#59 M 75 Right colon 
Well-

differenciated 
T1 N0 no 60 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Not 

tested 

#60 F 59 Left colon 
Well-

differenciated 
Tis NA Yes 20 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Not 

tested 

#61 M 46 Left colon 
Moderately 

differentiated 
NA NA no 80 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Not 

tested 

#62 F 77 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T4 N1b no 60 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
61 

0 0 0 
Not 

tested 

#63 F 54 Right colon 
Well-

differenciated 
NA NA no 90 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
146 

0 0 0 
Not 

tested 
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#64 F 54 Right colon 
Well-

differenciated 
NA NA Yes 80 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
146 

0 0 0 
Not 

tested 

#65 M 48 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T4a N2b no 90 

MSI-
High 

no no 
KRAS 

codon 
146 

0 0 0 
Not 

tested 

#66 F 80 Left colon 
Well-

differenciated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

no no no 
 2+ 

(70%) 
2+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#67 F 85 Right colon 
Well-

differenciated 
NA NA Yes 90 

MSI-
High 

no no no 
2+ 

(100%) 
2+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#68 F 59 
Transverse 

colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 90 

MSI-
High 

no no no 
3+ 

(100) 
3+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#69 M 52 Left colon 
Well-

differenciated 
T4 N0 Yes 80 

MSI-
High 

no no no 
1+ 

(100%) 
1+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#70 F 68 
Transverse 

colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 Yes 90 

MSI-
High 

no no no 
3 + 

(100%) 
3+  

(100%) 
0 NTRK1 

#71 F 66 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N2a no 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 NTRK3 

#72 F 64 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N2a Yes 70 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 NTRK3 

#73 M 56 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 90 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 NTRK3 

#74 M 68 Left colon 
Moderately 

differentiated 
NA NA no 30 

MSI-
High 

no no no 0 0 
3+  

(100%) 
ALK 

#75 F 95 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 90 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 BRAF 

#76 F 56 Right colon 
Well-

differenciated 
T3 N0 Yes 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 BRAF 

#77 M 69 Right colon 
Poorly 

differentiated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 RET 

#78 F 56 
Transverse 

colon 
Poorly 

differentiated 
T4a N2a no 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 RET 

#79 F 79 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 90 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 

#80 M 45 
Transverse 

colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 Yes 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 
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#81 M 75 Left colon 
Well-

differenciated 
T3 N0 no 80 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 

#82 F 75 Right colon 
Moderately 

differentiated 
T3 N0 no 50 

MSI-
High 

no no no 0 0 0 No 

#83 F 64 Right colon 
Poorly 

differentiated 
NA NA no 10 

MSI-
High* 

no no no 0 0 0 No 

#84 M 57 Right colon 
Well-

differenciated 
NA NA no 10 

MSI-
Hgh* 

no no no 0 0 0 No 

Supplementary  table I:  Summary of clinical, pathological and molecular data of the 84 MLH1- CRC cases. 

F: female; M: man; IHC: immunohistochemistry; FISH: fluorescent in situ hybridization; NA: data not available; MSI: microstatelite instable ; *: 

samples initially diagnosed without MSI but confirmed to be MSI using new analyses on macrodissected tumor cells. 



VII) ARTICLE EN FRANÇAIS

Titre : Plus de la moitié des cancers colorectaux de type sauvage MLH1-, MSI-High, 

BRAF/KRAS/NRAS non mutés comportent des gènes de fusion nécessitant une extension des 

tests moléculaires pour des choix thérapeutiques pertinents 

Titre courant : Diagnostic des gènes de fusion dans le cancer colorectal 

Introduction 

L'instabilité des microsatellites (MSI) est un marqueur moléculaire du système de 

réparation des défauts d'appariement (MMR) qui se produit dans environ 15% des cancers 

colorectaux (CCR). Les cas sporadiques de MSI-High consistent en environ deux tiers des 

CCRs MSI-High et sont liés à l'inactivation épigénétique du gène MLH1 (méthylation du 

promoteur de MLH1). D'autres cas de CCR MSI-High  sont associés au syndrome de Lynch, 

qui est lié à une mutation germinale de l'un des gènes su système MMR (MLH1, MSH2, MSH6, 

PMS2). Le pronostic des CCRs MSI-High de stade précoce est meilleur que celui des CRC de 

stade MSS (Microsatellite Stable), dans le cas des maladies métastatiques, le statut de MSI-

High semble conférer un pronostic négatif. Bien que les résultats de la littérature soient encore 

contradictoires, il est suggéré qu'il existe une résistance possible au 5-FU (5-fluoro-uracile) 

dans les CCRs MSI-High [1].  

Récemment, un intérêt accru a été porté aux CCRs MSI-High en raison de leur bonne 

réponse à l'immunothérapie anti-PD-1 [2;3]. En effet, la charge de mutationnelle est plus élevée 

dans les CCRs de type MSI-High ce qui peut entrainer une réponse immunitaire anti-tumorale 

endogène. Cette réponse est contrée par l'expression de signaux immunitaires inhibiteurs, tels 

que PD-1 ou PD-L1, qui entraine une réponse anergique à l'élimination de la tumeur par le 

système immunitaire. Indépendamment de toute expression de PD-L1 en IHC, le CCRMSI-

High est un modèle de cancer qui répond particulièrement bien à l'immunothérapie anti-PD-

1/PD-L1 [4]. En mai 2017, la FDA a approuvé l'immunothérapie anti-PD-1 par le 

pembrolizumab pour le traitement des enfants et des adultes atteints de cancers MSI-High, y 

compris le CRC, indépendamment de tout test PD-L1 [2;3;5;6].  

Plus récemment, de nouvelles possibilités thérapeutiques ont été mises en évidence dans 

un sous-groupe de CCRs MSI-High qui abrite de fréquentes mutations de type gènes de fusion 

codant pour des protéines à activité kinase. En effet, il a été mis en évidence la présence de 21 

CCRs avec gènes de fusion (6 NTRK1, 2 NTRK3, 5 BRAF, 4 RET, 1 FGFR2, 1 FGFR3, 1 ROS1 
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et 1 ALK) parmi 2314 CCRs testés (soit 0,9 % des CCRs). Cocco et al. ont rapporté que toutes 

les fusions de kinases (100%) se produisaient dans des tumeurs de type sauvage 

BRAF/KRAS/NRAS et que 12 (57%) des cas étaient MSI-High, tous avec une perte de MLH1 

et de PMS2 et, pour 10 (47,6%) cas, avec la présence d’une hypermethylation du promoteur de 

MLH1. Dans leur étude, Cocco et al. ont rapporté que la fréquence des fusions de kinases parmi 

les CCRs de type sauvage pour les gènes BRAF/KRAS/NRAS et les CCRs de type MSI-High 

déficients en MLH1 avec hypermethylation du promoteur de MLH1 (c'est-à-dire des CCRs 

sporadiques - non de type MSI-High de Lynch - avec perte de MLH1 qui ne représentent que 

2% des CCRs de leur étude) peut atteindre 42% [7]. 

 

Actuellement, les effets thérapeutiques des thérapies ciblées anti-ALK et anti-ROS1 

dans les cancers du poumon non à petites cellules sont bien démontrés. Des réponses à 

l'inhibition de MEK dans les cancers avec fusion de BRAF ont également été rapportées. Des 

thérapies anti-TRK pour les tumeurs avec réarrangement des gènes NTRK indépendamment de 

leur type histologique ont été approuvées. A travers ces différents exemples,  la détection des 

gènes de fusion pourrait devenir importante pour les choix de traitement actuels et futurs chez 

les patients atteints de CCR avancés [8-15].  

 

L’analyse moléculaire basée sur de grands panels de gènes comprenant des analyses de 

fusions de gènes comme celles rapportées dans l'étude de Cocco et al. est pour des raisons de 

flux de travail, techniques et médico-économiques parfois difficilement  réalisable en pratique 

courante. Par conséquent, les tests génétiques dans le CCR sont souvent limités aux analyses 

de mutations KRAS, NRAS et BRAF et aux tests MSI/MSS. Ces tests sont réalisés à des fins 

pronostiques et théranostiques. Les tests de fusions de gènes sont encore peu réalisés en routine 

pour les CCRs et pour beaucoup du domaine de travaux de recherche [16-18]. L'accès potentiel 

aux nouvelles possibilités thérapeutiques offertes par les l’identification des gènes de fusions 

dont les protéines chimériques sont des cibles de thérapies ciblés nécessiterait des tests 

supplémentaires spécifiques. Sur la base des résultats des marqueurs recommandés pour la prise 

en charge des patients à ce jour, il pourrait être notamment possible de prioritiser les tests de 

gènes de fusion dans le sous-ensemble des CCrs BRAF/KRAS/NRAS de type sauvage et MSI-

High avec perte d’expression de MLH1.  

Ainsi, la détection de ces gènes de fusion pourrait être évaluée par des analyses 

morphologiques in situ telles que l’hybridation par fluorescence in situ (FISH) avec l’aide des 

sondes appropriées, ce qui permettrait d’obtenir des résultats sans qu'il soit nécessaire de 



48 

 

procéder à des analyses génétiques supplémentaires complexes (type NGS) et nécessitant 

souvent une externalisation dans des centres spécialisés. 

 

Dans cette étude, nous avons l'intention de tester la faisabilité technique mais aussi 

médico-économique de la détection des fusions de kinases dans les CCRs à l'aide de tests 

simples réalisables en interne dans les laboratoires de pathologie sans plateau technique de 

biologie moléculaire en combinant l'immunohistochimie (IHC), la FISH et des tests de réaction 

basés sur l'ADN en temps réel entièrement automatisés (PCR). 

 

 

 

 

 

Matériels et méthodes 

 

 

 Cas étudiés 

 

Les cas inclus dans cette étude sont des patients atteints de CCRs analysés dans le 

Finistère entre janvier 2015 et mai 2019, avec une perte d'expression de la protéine MLH1. Des 

échantillons de tumeurs fixées en paraffine ont été sélectionnés pour la poursuite des analyses 

moléculaires. La présente étude a été menée conformément à nos directives nationales et 

institutionnelles. Tous les échantillons ont été inclus dans une collection de tissus tumoraux 

enregistrée et cette étude a été menée conformément à la déclaration d'Helsinki et après 

approbation de notre comité de révision institutionnel (CHRU Brest, CPP n° DC - 2008 - 214). 

 

 

 Instabilité des microsatellites, tests BRAF, KRAS et NRAS 

 

Les analyses d'instabilité des microsatellites, et des mutations des gènes BRAF, KRAS 

et NRAS ont été effectuées en utilisant la plateforme entièrement automatisée IdyllaTM 

(Biocartis, Malines, Belgique) pour chaque cas [19;20]. La proportion de cellules tumorales a 

été établie sur chaque échantillon par un pathologiste sur une lame de tissu colorée à 

l’hématéine-éosine-safran (HES) de 3 µm d'épaisseur. Des copeaux de tissu de 10 µm ont été 

produits en série pour les analyses moléculaires avec les trois cartouches : IdyllaTM MSI Assay, 

IdyllaTM NRAS-BRAF Mutation Test et IdyllaTM KRAS Mutation Test (Biocartis). Les 

copeaux tissulaires ont été transférés dans chaque cartouche IdyllaTM  elle-même ensuite insérée 
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dans l'instrument. À l'intérieur de la cartouche, l'échantillon a été homogénéisé et les cellules 

ont été lysées en utilisant une combinaison d'ultrasons focalisés à haute intensité, de digestion 

enzymatique, chimique et de chaleur. Les acides nucléiques ont été libérés et sont ainsi prêts 

pour une amplification PCR ultérieure. La PCR était en temps réel et utilisait un système de 

détection basé sur les fluorochromes. Après 120 min (tests NRAS-BRAF et KRAS) ou 150 min 

(test MSI), toutes les étapes ont été automatiquement effectuées à l'intérieur des cartouches et 

les rapports finaux étaient directement disponibles sur le système après une analyse automatique 

de la courbe post-PCR. Ces rapports finaux contenaient le résultat final en termes de "MSS" ou 

"MSI-High" ou le nom de la ou des mutations de KRAS, NRAS et/ou BRAF éventuellement 

détectées par les différentes cartouches [20]. 

Recherche des gènes de fusion par hybridation fluorescente in situ et 

immunohistochimie 

Les cas qui étaient de type MSI-High avec perte de l'expression de MLH1 et un statut 

de type sauvage pour BRAF-KRAS-NRAS ont tous été testés pour les fusions de kinases en 

utilisant la FISH. Des analyses d’IHC pan-TRK, ALK et ROS1 ont été réalisées sur l’ensemble 

des 84 prélèvements. 

À propos des analyses IHC, pan-TRK (clones EPR17341, dilution 6µg/mL, Abcam, 

Cambridge, MA et clone A7H6R, dilution 1:50, Cell Signaling Technology, Danvers, MA), 

ALK (clone 5A4, dilution 1:25, Clinisciences, Nanterre, France) et ROS1 (clone D4D6, dilution 

1 :50, Cell Signaling Technology, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France) ont été réalisés 

à l'aide du système de préparation automatisée de lames Ventana Benchmark Ultra® avec le kit 

de détection OptiView DAB IHC (Roche Diagnostics, Meylan, France), comme indiqué dans 

les études précédentes [21;22]. L'intensité de la coloration a été citée comme suit : 0 : pas de 

coloration ; 1+ : coloration faible ; 2+ coloration modérée ; 3+ coloration forte, Le pourcentage 

de cellules tumorales positives a également été noté. Aucun test IHC n'a été effectué concernant 

les protéines BRAF, RET ouNRG1, car aucun ne s'est révélé pertinent à ce jour pour rechercher 

les réarrangements correspondants. 

Les analyses en FISH ont été effectuées pour chaque échantillon avec les différentes 

sondes suivantes : ZytoLight SPEC BRAF Dual Color Break Apart, ZytoLight SPEC RET Dual 

Color Break Apart, ZytoLight SPEC NRG1 Dual Color Break Apart, ZytoLight SPEC NTRK1 

Dual Color Break Apart, ZytoLight SPEC NTRK2 Dual Color Break Apart, et ZytoLight SPEC 
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NTRK3 Dual Color Break Apart Probes (ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Allemagne) et les 

sondes Vysis LSI ALK Dual Color Break Apart Rearrangement et Vysis 6q22 ROS1 Break 

Apart FISH (Abbott Molecular, Rungis, France) sur des coupes de tissu de 3µm avec un kit 

d'accessoires Dako Histology FISH en suivant les instructions du fabricant.  Les lames de FISH 

ont été lues à l'aide d'un microscope à épifluorescence (Zeiss, Oberkochen, Allemagne) à un 

grossissement de ×1000 avec DAPI, green™, filtres rouge et double vert plus rouge. Le 

microscope était connecté à une caméra à dispositif à couplage de charge et à un logiciel (In 

Situ Imaging System version 5.3 ; MetaSystems Hard & Software GmbH, Altlußheim, 

Allemagne) pour l'analyse des signaux fluorescents. Un réarrangement était diagnostiqué si au 

moins 15% des 100 noyaux de tumeur contenaient des signaux réarrangés (c'est-à-dire des 

signaux simples en 3' ou fractionnés) [21-23]. 

 

 

Analyse médico-économique des différentes stratégies de diagnostic des gènes de fusion  

 

 Nous avons simulé les coûts d'analyse de 1 000 échantillons de CCRs en utilisant 

différentes stratégies basées sur 1) les tests recommandés pour les choix thérapeutiques compte 

tenu des traitements actuellement approuvés (c'est-à-dire les tests de mutation KRAS, NRAS, 

BRAF, les tests MSI et également les tests NTRK1/2/3) ; 2) les prix des tests moléculaires 

utilisés en France : 882,9€ pour une analyse d’un panel de gènes en NGS-ADN pour une 

couverture <20kb, 882,9 € pour l'analyse minimale –d’un panel de gène ARN, 162 € pour les 

tests MSI, 553,5 € pour les analyses restreintes aux gènes KRAS-NRAS-BRAF, 95,2 € pour une 

analyse de FISH et 56 € pour une analyse IHC (utilisant 1 ou 2 anticorps) [24-26]. Nous avons 

comparé les coûts 1) des tests NGS ADN et ARN et MSI à réalisés pour chaque échantillon ; 

2) des tests NGS ADN et MSI en première ligne suivis d'une analyse NGS ARN dans les cas 

de statut MLH1-MSI-High et KRAS-NRAS-BRAF sauvages; 3) des tests NGS ADN et MSI en 

première ligne, suivis par des tests de FISH NTRK1, NTRK2, NTRK3 dans les cas de statut 

MLH1- MSI-High et KRAS-NRAS-BRAF sauvage; 4) des tests NGS ADN et MSI en première 

ligne, suivis par des tests d’IHC  pan-TRK et de FISH NTRK1, NTRK2, NTRK3 dans les cas de 

MLH1- MSI-High et KRAS-NRAS-BRAF sauvage; 5) des analyses de première ligne restreintes 

à KRAS-NRAS-BRAF (dont technique non NGS) et tests MSI suivis de tests d’IHC pan-TRK et 

de tests FISH NTRK1, NTRK2, NTRK3 dans les cas de statut MLH1- MSI-High et KRAS-NRAS-

BRAF sauvage ; 6) analyses de première ligne restreintes à KRAS-NRAS-BRAF, tests MSI et 

IHC pan-TRKdans les cas de statut KRAS-NRAS-BRAF sauvage ou d’IHC pan-TRK et de FISH 
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NTRK1, NTRK2, NTRK3 dans les cas de statut MLH1- MSI-High et KRAS-NRAS-BRAF 

sauvage. 

Résultats 

Cas étudiés 

Des échantillons de 84 patients (26 hommes et 58 femmes avec un âge moyen de 69,4 

ans, allant de 45 à 95 ans) atteints d'un CCR associé à une perte d'expression de la protéine 

MLH1 ont été inclus dans l'étude. La grande majorité des tumeurs étaient localisées au côlon 

droit (71 cas, 84,5%). Tous les CCR étaient des adénocarcinomes avec une bonne (22, 26,2%), 

une moyenne (41, 48,8%) ou mauvaise (21, 25%) différenciation. Une composante mucineuse 

a été signalée dans 31 cas (36,9%). Des métastases ganglionnaires ont été diagnostiquées dans 

24 cas (28,6 %) (Tableau I  et Tableau des données complémentaires). 



Cas 
Sexe 
(F/H) 

Age 
(année) 

Site de la 
tumeur 

Grade de 
la tumeur 

Stade 
T 

Stade 
N 

Contingent 
mucineux 

% de 
cellules 

tumorales 
Test
MSI 

Test 
BRAF 

TestN
RAS 

TestK
RAS 

Pan-TRK 
EPR 

17341 
IHC 

Pan-TRK 
A7H6R 

IHC 
ALK IHC 

Résultat en 
FISh des 
fusion de 

gènes 
(% de 

Nonyau de 
tumeur 
positif) 

#66 F 80 
Côlon 

gauche 
Bien T3 N0 Non 80 

MSI-
High 

Non Non Non  2+ (70%) 
2+ 

(100%) 
0 

NTRK1(80
%) 

#67 F 85 Côlon droit Bien NA NA Oui 90 
MSI-
High 

Non Non Non 
2+ 

(100%) 
2+ 

(100%) 
0 

NTRK1 
(70%) 

#68 F 59 
Côlon 

transverse 
Modéré T3 N0 Non 90 

MSI-
High 

Non Non Non 3+ (100) 
3+ 

(100%) 
0 

NTRK1 
(80%) 

#69 M 52 
Côlon 

gauche 
Bien T4 N0 Oui 80 

MSI-
High 

Non Non Non 
1+ 

(100%) 
1+ 

(100%) 
0 

NTRK1 
(60%) 

#70 F 68 
Côlon 

transverse 
Modéré T3 N0 Oui 90 

MSI-
High 

Non Non Non 
3 + 

(100%) 
3+  

(100%) 
0 

NTRK1 
(90%) 

#71 F 66 Côlon droit Modéré T3 N2a Non 80 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 
NTRK3 
(95%) 

#72 F 64 Côlon droit Modéré T3 N2a Oui 70 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 
NTRK3 
(100%) 

#73 M 56 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 90 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 
NTRK3 
(95%) 

#74 M 68 
Côlon 

gauche 
Modéré NA NA Non 30 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 
3+  

(100%) 
ALK 

(80%) 

#75 F 95 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 90 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 
BRAF 
(40%) 



53 

 

#76 F 56 Côlon droit Bien T3 N0 Oui 80 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 
BRAF 

(100%) 

#77 M 69 Côlon droit Peu T3 N0 Non 80 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 
RET 

(30%) 

#78 F 56 
Côlon 

transverse 
Peu T4a N2a Non 80 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 
RET 

(95%) 

#79 F 79 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 90 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#80 M 45 
Côlon 

transverse 
Modéré T3 N0 Oui 80 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#81 M 75 
Côlon 

gauche 
Bien T3 N0 Non 80 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#82 F 75 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 50 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#83 F 64 Côlon droit Peu NA NA Non 10 
MSI-

High* 
Non Non Non 0 0 0 Non 

#84 M 57 Côlon droit Bien NA NA Non 10 
MSI-
Hgh* 

Non Non Non 0 0 0 Non 

 

 

Tableau 1 : Résumé des données cliniques, pathologiques et moléculaires des 19 cas de CCR MSI-High MLH1- 

BRAF/KRAS/NRASsauvage. 

F : femelle ; M : homme ; IHC : immunohistochimie ; FISH : hybridation in situpar fluorescence; NA : données non disponibles ; MSI : 

microstatélite instable ; * : échantillons initialement diagnostiqués sans MSI mais dont le statut de MSI a été confirmé par de nouvelles analyses 

sur des cellules tumorales macrodisséquées ; Bien : bien différencié ; Modéré : modérément différencié ; Mauvais : peu différencié.  Tests MSI-

High, BRAF, KRAS et NRAS



 

 

Analyse du statut MSI-High et des mutations BRAF, KRAS et NRAS  

  

Le test IdyllaTM MSI est revenu positif pour un statut MSI-High dans 100% des cas 

(84/84 cas). A noter que pour 3 cas (cas n°20, n°83 et n°84), les premières analyses sans 

macrodissection de la zone tumorale avaient abouti à un statut MSS en raison d'un faible 

pourcentage de cellules tumorales dans les échantillons (<10% de cellules tumorales dans les 

coupes de tissus ; néanmoins, de nouvelles analyses centrées sur les zones tumorales 

macrodissequées ont permis de confirmer le diagnostic de statut MSI-High).  

  Le test de mutation IdyllaTM NRAS-BRAF et le test de mutation IdyllaTM KRAS ont 

diagnostiqué 55 (65,5 %) mutations BRAFV600, 11 (13,1 %) mutations KRAS et 2 (2,4 %) 

mutations NRAS. Il est à noter que 3 échantillons (cas n°53, n°54, n°55) présentaient des 

mutations concomitantes de RAS (1 KRAS, 2 NRAS) et des mutations BRAFV600. 

 Ainsi les tests IdyllaTM ont donné lieu à des analyses moléculaires contributives dans les 

84 (100%) échantillons de tumeurs, sans aucune analyse non valide et ont permis de 

diagnostiquer 19 (22,6%) cas de MSI-High avec perte d'expression de MLH1 et un statut de 

type sauvage pour les gènes BRAF-KRAS-NRAS. (Tableau I et Tableau I des données 

complémentaires). 

 

 

Recherche des gènes de fusion  

 

 Des analyses FISH ont été effectuées dans les 19 cas de CCRs MSI-High avec perte de 

l'expression MLH1 et un statut BRAF-KRAS-NRAS sauvage. Les analyses en FISH ont permis 

de diagnostiquer 5 (5,9%) tumeurs avec réarrangements de NTRK1 (cas #66, #67, #68, #69 et 

#70), 3 (3,6%) tumeurs avec réarrangements de NTRK3 (cas #71, #72 et #73), 2 (2,4%) tumeurs 

avec réarrangements de BRAF (cas #75 et #76), 2 (2.4%) tumeurs avec réarrangements de RET 

(cas #77 et #78), 1 (1,2%) tumeur avec un réarrangement de ALK (cas #74). Il est ainsi retrouvé 

13 cas (68,4%)  sur les 19 cas, de CCR MSI-High avec perte de l'expression de MLH1 et BRAF-

KRAS-NRAS sauvage pour lesquels un gène de fusion a été identifié Aucun réarrangement de 

NTRK2, ROS1 ou NRG1 n'a été diagnostiqué. 

 Des analyses ALK, ROS1 et EPR17341 et A7H6R pan-TRK IHC ont été effectués pour 

les 84 échantillons de tumeurs. L’étude en IHC ALK n'a été positive (score 3+) que pour la 

tumeur avec réarrangement de ALK en FISH, sans marquage dans les 83 cas restants. L’étude 

en IHC de ROS1 était négative (score 0) pour les 84 tumeurs. L’étude par IHC avec les anticorps 
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pan-TRK présentait une positivité avec des intensités similaires entre les deux clones dans les 

5 avec réarrangement de NTRK1, mais était négative dans les 3 tumeurs avec réarrangement de 

NTRK3 (Tableau I et Tableau I des données complémentaires et les figures 1 et 2). 
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 Figure 1 : Exemples de cancers colorectaux avec réarrangements des gènes NTRK : 3 tumeurs 

NTRK1  (cas n° 68, n° 70 et n° 66 de haut en bas) et 2 tumeurs NTRK3 (cas n° 71 et n° 73 de 

haut en bas) (A, E, I, M, Q : hématoxyline-éosine-saffran, grossissement x20 ; B, F, J, N, R : 

A7H6R pan-TRK immunohistochimie, C, G, K, O, S : et EPR17341 immunohistochimie pan-

TRK, grossissement x20, contre-coloration de l'hématoxyline ; D, H, L, P, T : résultats FISH 

avec les sondes NTRK1 et NTRK3 de ZytoVision GmbH, grossissement x100, contre-coloration 

DAPI). 
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Figure 2 : Exemples de 1 cancer colorectal BRAF-réarrangé (cas n°76), 1 RET- réarrangé (cas 

n°77) et 1 ALK- réarrangé  (cas n°74) (A, C, E : hématoxyline-éosine-saffran, grossissement 

x20 ; B, D, F :  Résultats FISH avec sondes break apart ZytoVision GmbH : pour BRAF et RET 

et sonde break apart Vysis Abbott pour ALK, grossissement x 100, contre-coloration DAPI ; F 

: immunohistochimie ALK, clone 5A4, grossissement x20, contre-coloration de 

l'hématoxyline). 
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Analyse médico-économique des différentes stratégies de diagnostic des gènes de fusion 

Dans une étude précédente de grande envergure portant sur 2 314 cas de CCRs, Cocco 

et al. ont diagnostiqué 230 cas (9,9 %) de CCRs MSI-high, dont 74 cas (3,2 %) avec une 

mutation  BRAFV600E, 83 cas (3,6 %) de mutation de KRAS, 2 (0.08%) mutants NRAS et 71 

(3%) de MSI-High KRAS-NRAS-BRAF de type sauvage. Cette dernière catégorie comportait 

47/71 (66%) de tumeurs MLH1- (c'est-à-dire 47/2314, 2%, de cas avec un statut MLH1- MSI-

High KRAS-NRAS-BRAF sauvage). Ce sous-groupe contenait 7 des 8 CCRs réarrangés pour 

NTRK car dans leur étude 1 CRC était MSS [7].  Parmi les CCRs MSS (90% des CCRs dans 

Cocco et al.), les fréquences des mutations BRAFV600E, KRAS et NRAS sont respectivement 

d'environ 5%, 45% et 5%, ce qui donne environ 45% de CCRs MSS ou MSI-High avec un 

phénotype sauvage pour KRAS-NRAS-BRAF [27].   

Compte tenu de la fréquence de ces mutations, nous avons estimé les coûts des 

différentes stratégies de dépistage de 1 0000 échantillons de CCRs. Le coût serait de 1 927 800 

€ en cas d’analyse NGS ADN et NGS ARN ainsi que MSI systématique sur les 1000 

échantillons, permettant le diagnostic de tous les cas de NTRK-arrangés. Le coût serait de 

722 032 € en utilisant des méthodes non de type NGS pour les gènes KRAS-NRAS-BRAF et le 

statut MSI puis en testant les fusions de gènes NTRK en IHC avec l’anticorps pan-TRK et en 

FISH uniquement pour les cas MLH1- MSI-High KRAS-NRAS-BRAF sauvage. Néanmoins, une 

stratégie basée sur des méthodes non NGS pour les gènes KRAS-NRAS-BRAF ainsi que pour le 

statut MSI associé à une IHC Pan-TKK et une analyse en FISH uniquement pour les cas MLH1- 

et MSI-high présenterait un coût de 723 412 euros et cela permettrait ainsi de diagnostiquer les 

cas réarrangés quel que soit leur statut microsatellitaire (dont les rares cas MSS) avec un prix 

de revient qui resterait inférieur à une analyse en NGS (Figure 3). 



 

 

 

Figure 3 : Estimation des coûts liés aux tests moléculaires, y compris les tests NTRK utilisant diverses stratégies d’analyse ; les coûts finaux 

correspondent aux coûts globaux pour 1 000 échantillons de cancer colorectal. 

CRC : cancer colorectal ; NGS : séquençage de nouvelle génération ; MSI : instabilité des microsatellites ; MLH1- : perte d'expression de la 

protéine MLH1 dans les cellules tumorales : IHC : immunohistochimie ; FISH : hybridation in situ par fluorescence 



 

 

Discussion 

 

Avec le nombre croissant de thérapies ciblées disponibles pour traiter les patients 

atteints de cancers avancés et en particulier ceux avec fusions de kinases, l'identification des 

échantillons de tumeurs avec des réarrangements de gènes spécifiques est devenue importante 

pour adapter la stratégie thérapeutique. Les analyses NGS, en particulier celles basées sur 

l'ARN, consistent en des outils prometteurs permettant de rechercher simultanément plusieurs 

altérations moléculaires, y compris des fusions de kinases en une seule analyse. Néanmoins, 

plusieurs obstacles en termes de quantité de travail et de paramètres techniques et médico-

économiques entravent encore la généralisation de ces doubles approches à base d'ADN et 

d'ARN. Ces techniques permettent une analyse d’un grand panel de gènes dont nombreux sont 

en dehors des recommandations standards. En outre, environ 10 à 20 % des échantillons de 

tumeurs peuvent donner lieu à des analyses non contributives basées sur l'ARN-NGS en raison 

d'une qualité et/ou d'une quantité d'ARN inappropriée [28].  

Par ailleurs, la grande majorité des cibles moléculaires potentielles, y compris les 

fusions de gènes BRAF-, RET-, NRG1-, mais aussi ALK-, et ROS1-, ne font qu’aujourd’hui 

l'objet d'essais cliniques sans traitement approuvé dans le CCR et ne sont donc pas de recherche 

obligatoire. Pour ces raisons, les stratégies d’analyses ciblées en plusieurs étapes restent 

pertinentes pour tenter de maximiser la détection de sous-types moléculaires rares associés à 

une signification théranostique sur la base de caractéristiques moléculaires cliniques, 

pathologiques et couramment disponibles.  

Ces stratégies de tests en plusieurs étapes doivent néanmoins être applicables dans des 

délais compatibles avec la prise en charge thérapeutique des patients et associées à un coût 

raisonnable. Des tests appropriés, rapides et faciles à réaliser dans les laboratoires de pathologie, 

tel que les analyses en IHC, FISH et PCR via le système IdyllaTM, tels qu'ils ont utilisés dans 

notre étude, peuvent être particulièrement précieux dans cette recherche en raison de délais 

d'analyse courts, mais aussi d'un point de vue médico-économique selon notre simulation sur la 

base des coûts des analyses moléculaires en France Le choix d'externaliser les analyses NGS 

qui nécessiterait, selon notre expérience, plusieurs jours ou semaines avant le rendu d'un résultat 

moléculaire, nous conforte dans l’utilisation des méthodes FISH et IHC en "internes" 

(nécessitant 1 à 2 jours d'analyses seulement) pour la détection des principales fusions de 

kinases potentiellement pertinentes pour le théranostic à ce jour [29]. Le choix entre les 

différentes stratégies de testing doit tenir compte du contexte médico-économique et technique 

propre à chaque laboratoire de pathologie et à chaque système de santé. 
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Dans notre étude, la sélection des CRCs ayant un statut MLH1-négatif, MSI-High et 

BRAF-KRAS-NRASsauvage a permis d'identifier rapidement les patients pour lesquels les tests 

de fusion de kinases étaient les plus pertinents. Et ainsi permettre de diagnostiquer 13 cas de 

CRCs avec fusion de kinases dont 5 pour lesquels les essais cliniques et le développement de 

médicaments sont en cours (i.e..ALK, BRAF et RET), et 8 cas pour lesquels une thérapie ciblée 

est déjà approuvée en l'absence d'autres alternatives de traitement (c'est-à-dire des fusions de 

gènes NTRK) avec une inclusion de ce traitement anti-TRK dans les dernières directives du 

CCR du National Comprehensive Cancer Network des États-Unis [30]. 

Dans le domaine des fusions de gènes NTRK, les résultats de l'IHC ont été concordants 

avec ceux de la FISH mais uniquement pour les réarrangements NTRK1 (5/5 cas FISH+ IHC+) 

mais pas pour NTRK3 (0/3 cas IHC+ et 3/3 cas FISH +).En conséquence, au-delà d'une 

excellente spécificité de l’IHC pan-TRK IHC (100% dans notre étude sans faux positif), sa 

sensibilité de seulement 62,5% si on la calcule sur les 19 cas testés à la foisen FISH NTRK1/2/3 

et en IHC pan-TRK dans notre étude, apparait alors insuffisante pour le proposer comme test 

de présélection  à l'heure actuelle. En effet, les CRCs réarrangés pour NTRK3 (environ 37,5 % 

des cas de réarrangements NTRK dans les CRCs dans notre étude) sont plus exposés au risque 

de faux négatifs avec l’anticorps anti pan-TRK. Les réarrangementsNTRK3 représentent Ce 

défaut de sensibilité a également été signalé dans d'autres travaux. Dans l'étude de Cocco et al, 

2/8 (25%) des tumeurs réarrangées pour NTRK étaient des tumeurs NTRK3 avec 1 cas de pan-

TRK IHC+ et 1 cas de pan-TRK IHC - contre 6/6 cas de NTRK1 réorganisés et de pan-TRK 

IHC + [7].   

Dans une étude de Solomon et al., sur 33 997 cas de cancer dont 2 929 CCRs, 9 cas 

(0,31 %) ont été diagnostiqués comme des CCRs avec un réarrangement d’un gèneNTRK, et 

3/9 (33 %) étaient des tumeurs réarrangées pour NTRK3,(contre 6 NTRK1), avec seulement 1/3 

des cas pan-TRK IHC+ (1 négatif, 1 non étudié) [31]. Gatalica et al n'ont diagnostiqué aucun 

cas de CCRs réarrangé pour NTRK3 (et aucun cas de CCR réarrangé pour NTRK2) dans un 

panel de 11 502 patients, comportant 1272 CCRs (2 CCR réarrangés pour NTRK1avec 1/2 cas 

pan-TRK IHC+) [32]. Aucun cas de CCRs réarrangé pour NTRK3 n'a également été 

diagnostiqué par Chou et al. Leur étude portait sur 4569 cas de CCRs pour lesquels une 

recherche de réarrangements  NTRK a été réalisée,  mais la méthode utilisée pour le dépistage 

était via les deux clones pan-TRK IHC EPR17341 et A7H6R. Ainsi les résultats faussement 

négatifs d e l’IHCpan-TRK en cas d'arrangement NTRK3 pourraient expliquer pourquoi sur un 
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panel aussi important aucun cas n’était NTRK3 réarrangé malgré la présence de 8 

réarrangements NTRK1 et 1 NTRK2 [33].  

Le CCR réarrangé pour NTRK3 mais avec une IHC pan-TRK - ne peut pas non plus être exclu 

formellement dans l'étude de Lasota et al. qui ont également utilisé l'IHC pan-TRK A7H6R 

IHC pour rechercher les CCRs réarrangés pour NTRK dans un panel de 7 008 tumeurs. Cette 

étude a permis de détecter 16 tumeurs pan-TRK IHC+, dont 15 ont été soumises à des tests 

supplémentaires à l'aide d'ARN-NGS ciblés et comprenaient ainsi 14 tumeurs réarrangées 

NTRK1 et 1 seule tumeur NTRK3 (1 tumeur pan-TRK IHC + n'avait pas de test moléculaire) 

[34].   

Ainsi, les performances de l’IHC pan-TRK apparaissent nettement insuffisantes dans la 

détection des tumeurs réarrangées pour NTRK3. Nous recommandons l'utilisation de tests 

moléculaires à la place ou en complément de l'immunohistochimie dans le cadre d’une stratégie 

de dépistage visant à diagnostiquer les CCR réarrangés pour NTRK, au moins dans le cas des 

tumeurs MLH1- MSI-high, KRAS-NRAS-BRAFsauvage et dans lesquelles les fusions de NTRK 

semblent être fréquentes (8/19 42,1 % dans notre étude). L'optimisation de l’IHC pan-TRK avec 

un accent particulier sur la détection de la protéine TRK-C doit faire l'objet d'études futures 

pour améliorer ses performances. 

 

 

Les CCRs de statut MSS n'ont pas été étudiés dans cette étude. Néanmoins, bien que 

plus rares que dans les CCRs MSI-High, les CCRs MSS avec fusion de kinases existent. En 

effet certaines études ont retrouvées 3/16 (18,8%) cas dans l'étude de Lasota et al, 1/9 (11,1%) 

cas dans l'étude de Chou et al, 1/8 (12,5%) cas dans l'étude de Cocco et al, de tumeurs toutes 

réarrangées par NTRK1 en association avec un profil MSS et KRAS-NRAS-BRAF sauvage 

[7,33,34]. La stratégie d’analyse NGS ADN et ARN plus test MSI pour chaque CCR, 

permettrait en théorie de détecter tous les cas de tumeurs réarrangées NTRK mais augmenterait 

aussi considérablement le coût des analyses moléculaires. Notre avis penchent ainsi plus vers 

une généralisation de l'utilisation de l’IHC pan-TRK en cas de CCRsKRAS-NRAS-

BRAFsauvage, complétée par une analyse en FISH de NTRK1/2/3 en cas de CCRs MSS pan-

TRK IHC positif ou MSI-High que le test pan-TRK soit négatif ou positif, ce qui permettrait 

également de maximiser la détection des CCRs de type MSS NTRK réarrangé avec des coûts 

nettement inférieurs. 
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Conclusion 

Pour conclure, notre étude confirme dans un premier temps la forte prévalence des 

fusions de gènes, conditionnant l’accès à des thérapies ciblées, dans les cas de CCR MLH1-

négatif, MSI-high et BRAF-KRAS-NRAS sauvage. Dans un deuxième temps elle souligne 

également que l’analyse des fusions de gènes ciblés est également possible dans les laboratoires 

de pathologie qui n'ont pas accès aux méthodes NGS. Les tests moléculaires en plusieurs étapes 

(c'est-à-dire des analyses de fusions de gènes uniquement dans BRAF-KRAS-NRAS sauvage et 

en particulier lorsqu'ils sont associés à un statut MLH1-négatif et MSI-High) semblent 

également constituer une approche aussi pertinente du point de vue médico-économique et, bien 

que nécessitant plusieurs étapes, également rapide par rapport à un test NGS de première ligne 

avec de grands panels de gènes. Les efforts doivent être poursuivis pour améliorer les 

performances de l'IHC pan-TRK, en particulier pour améliorer sa capacité à détecter les 

protéines TRK-C liées aux réarrangements NTRK3. 
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Age 
(année

) 

Site de la 
tumeur 

Grade de la 
tumeur 

Stade 
T 

Stade 
N 

Contingent 
mucineux 

% de 
cellules 
tumora

les 

Test
MSI 

Test BRAF 
TestN
RAS 

TestKR
AS 

Pan-
TRK 
EPR 

17341 
IHC 

Pan-
TRK 

A7H6R 
IHC 

ALK IHC 

Résultat 
en FISh 

des 
fusion de 

gènes 
(% de 

Nonyau 
de 

tumeur 
positif) 

#01 M 73 Côlon droit Modéré T3 N0 no 80 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#02 F 88 Côlon droit Modéré T3 N0 Yes 30 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#03 F 60 Côlon droit Modéré NA NA no 60 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#04 F 86 Côlon droit Peu NA NA no 60 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#05 M 80 Côlon droit Peu NA NA Yes 90 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#06 F 86 Côlon droit Modéré T3 N0 no 90 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#07 M 83 Côlon droit Bien NA NA no 90 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#08 F 85 Côlon droit Bien NA NA no 90 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#09 F 85 Côlon droit Modéré NA N0 no 90 
MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#10 F 88 
Côlon 

gauche 
Modéré T3 N0 no 50 

MSI-
High 

BRAFV600 no no 0 0 0 
Non 
testé 

#11 F 60 Côlon droit Bien NA NA Non 90 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#12 F 90 Côlon droit Bien T4a N0 Non 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#13 M 88 Côlon droit Bien T4a N0 Non 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 
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#14 F 71 Côlon droit Bien T3 N0 Oui 40 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#15 M 72 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#16 F 88 
Côlon 

gauche 
Peu T4b N2b Non 90 

MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#17 M 82 Côlon droit Peu T3 N0 Oui 60 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#18 F 94 Côlon droit Bien T3 N1b Oui 50 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#19 F 81 Côlon droit Modéré T3 N0 Oui 50 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#20 M 61 Côlon droit Peu T4a N2b Non 10 
MSI-

High* 
BRAFV600 Non Non 0 0 0 

Non 
testé 

#21 F 76 Côlon droit Peu T4 N1a Non 30 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#22 F 93 Côlon droit Modéré T4b N2b Oui 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#23 M 69 Côlon droit Peu T3 N0 Oui 90 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#24 F 76 Côlon droit Modéré T4 N2b Oui 20 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#25 F 91 
Côlon 

transverse 
Bien NA NA Oui 90 

MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#26 F 82 Côlon droit Peu T4a N0 Non 90 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#27 F 80 Côlon droit Modéré T3 N2a Non 90 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#28 F 72 Côlon droit Peu T3 N0 Oui 90 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#29 F 52 Côlon droit Modéré NA NA Non 60 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#30 F 83 Côlon droit Bien T4 N2b Non 70 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#31 F 60 Côlon droit Modéré NA N0 Oui 60 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 
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#32 M 79 Côlon droit Modéré T3 N1b Non 70 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#33 F 62 Côlon droit Peu NA N0 Oui 60 
MSI-
High 

bRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#34 F 75 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 90 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#35 F 69 Côlon droit Bien T3 N1a Non 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#36 F 57 Côlon droit Modéré T3 N0 Oui 50 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#37 F 75 Côlon droit Peu T4b N1b Oui 40 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#38 F 77 Côlon droit Bien T3 N0 Non 70 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#39 F 84 Côlon droit Peu T3 N0 Non 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#40 F 68 Côlon droit Peu T4b N1a Oui 50 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#41 F 75 Côlon droit Modéré T3 N0 Oui 90 
MIS-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#42 M 77 Côlon droit Modéré T2 N0 Non 40 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#43 F 74 Côlon droit Peu T3 N0 Oui 75 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#44 F 82 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#45 F 91 Côlon droit Modéré T3 N0 Oui 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#46 F 77 Côlon droit Peu T3 N1a Non 40 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#47 M 83 Côlon droit Modéré NA N0 Non 30 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#48 F 65 Côlon droit Peu T4b N2a Non 90 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#49 F 65 Côlon droit Modéré NA N0 Oui 60 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 
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#50 M 68 Côlon droit Modéré T3 N2b Non 80 
MSI-
High 

bRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#51 F 67 Côlon droit Peu T3 N0 Oui 80 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#52 F 75 Côlon droit Modéré NA NA Non 40 
MSI-
High 

BRAFV600 Non Non 0 0 0 
Non 
testé 

#53 M 76 Côlon droit Modéré T3 N1b Non 90 
MSI-
High 

BRAFV600 
NRAS 
codon 

61 
Non 0 0 0 

Non 
testé 

#54 M 66 Côlon droit Bien T3 N0 Oui 50 
MSI-
High 

BRAFV600 
NRAS 
codon 

146 
Non 0 0 0 

Non 
testé 

#55 F 56 Côlon droit Peu T3 N1a Non 70 
MSI-
High 

BRAFV600 Non 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Non 
testé 

#56 M 58 Côlon droit Modéré T4a N2a Non 80 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
12 

0 0 0 
Non 
testé 

#57 F 82 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 80 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
12 

0 0 0 
Non 
testé 

#58 M 47 Côlon droit Modéré T4b N1b Oui 80 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Non 
testé 

#59 M 75 Côlon droit Bien T1 N0 Non 60 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Non 
testé 

#60 F 59 
Côlon 

gauche 
Bien Tis NA Oui 20 

MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Non 
testé 

#61 M 46 
Côlon 

gauche 
Modéré NA NA Non 80 

MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
13 

0 0 0 
Non 
testé 

#62 F 77 Côlon droit Modéré T4 N1b Non 60 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
61 

0 0 0 
Non 
testé 
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#63 F 54 Côlon droit Bien NA NA Non 90 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
146 

0 0 0 
Non 
testé 

#64 F 54 Côlon droit Bien NA NA Oui 80 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
146 

0 0 0 
Non 
testé 

#65 M 48 Côlon droit Modéré T4a N2b Non 90 
MSI-
High 

Non Non 
KRAS 

codon 
146 

0 0 0 
Non 
testé 

#66 F 80 
Côlon 

gauche 
Bien T3 N0 Non 80 

MSI-
High 

Non Non Non 
 2+ 

(70%) 
2+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#67 F 85 Côlon droit Bien NA NA Oui 90 
MSI-
High 

Non Non Non 
2+ 

(100%) 
2+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#68 F 59 
Côlon 

transverse 
Modéré T3 N0 Non 90 

MSI-
High 

Non Non Non 
3+ 

(100) 
3+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#69 M 52 
Côlon 

gauche 
Bien T4 N0 Oui 80 

MSI-
High 

Non Non Non 
1+ 

(100%) 
1+ 

(100%) 
0 NTRK1 

#70 F 68 
Côlon 

transverse 
Modéré T3 N0 Oui 90 

MSI-
High 

Non Non Non 
3 + 

(100%) 
3+  

(100%) 
0 NTRK1 

#71 F 66 Côlon droit Modéré T3 N2a Non 80 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 NTRK3 

#72 F 64 Côlon droit Modéré T3 N2a Oui 70 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 NTRK3 

#73 M 56 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 90 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 NTRK3 

#74 M 68 
Côlon 

gauche 
Modéré NA NA Non 30 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 
3+  

(100%) 
ALK 

#75 F 95 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 90 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 BRAF 

#76 F 56 Côlon droit Bien T3 N0 Oui 80 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 BRAF 

#77 M 69 Côlon droit Peu T3 N0 Non 80 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 RET 

#78 F 56 
Côlon 

transverse 
Peu T4a N2a Non 80 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 RET 
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#79 F 79 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 90 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#80 M 45 
Côlon 

transverse 
Modéré T3 N0 Oui 80 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#81 M 75 
Côlon 

gauche 
Bien T3 N0 Non 80 

MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#82 F 75 Côlon droit Modéré T3 N0 Non 50 
MSI-
High 

Non Non Non 0 0 0 Non 

#83 F 64 Côlon droit Peu NA NA Non 10 
MSI-

High* 
Non Non Non 0 0 0 Non 

#84 M 57 Côlon droit Bien NA NA Non 10 
MSI-

High* 
Non Non Non 0 0 0 Non 

 

 

Tableau complémentaire I : Résumé des données cliniques, pathologiques et moléculaires des 84 cas de MLH1-CCr. 

F : femme ; M : homme ; IHC : immunohistochimie ; FISH : hybridation fluorescente in situ ; NA : données non disponibles ; MSI : microstatélite 

instable ; * : échantillons initialement diagnostiqués sans MSI mais confirmés comme étant des MSI par de nouvelles analyses sur des cellules 

tumorales macrodisséquées ;
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RESUME :  

Introduction : Les thérapies ciblant les fusions de kinases ont amélioré le pronostic de nombreux 

patients atteints de tumeurs malignes avancées, mais elles sont extrêmement rares (<1%) dans le 

cancer colorectal (CCR), ce qui rend leur diagnostic difficile et souvent sous-investigué. Dans ce 

travail, nous avions l'intention d'étudier la faisabilité technique et médico-économique de la 

détection de fusions de kinases rares dans le CCR en utilisant des méthodes de séquençage qui 

seraient faciles à mettre en œuvre dans les laboratoires de pathologie, comme l'immunohistochimie 

(IHC), l'hybridation par fluorescence in situ (FISH) et les analyses ciblées par PCR en temps réel 

entièrement automatisées.    

Résultats : Parmi 84 cas sélectionnés de CCR déficient en MLH1 (IHC), les premières analyses 

utilisant le test IdyllaTM MSI, KRAS et NRAS-BRAF ont permis d'individualiser 19 (22,6%) cas de 

CCRs MLH1-, MSI-High et BRAF/KRAS/NRAS sauvage. Les analyses FISH (et le cas échéant 

IHC) à la recherche de réarrangements NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK, ROS1, BRAF, RET et NRG1 

ont diagnostiqués 5 tumeurs réarrangées : NTRK1-, 3 NTRK3-, 1 ALK-, 2 BRAF- et 2 RET (c'est-

à-dire la présence de fusions de gènes dans 13/19, 68,4%). Les tumeurs réarrangées ALK et NTRK1 

étaient IHC positives, mais l'IHC pan-TRK était négatif dans les 3 tumeurs réarrangées NTRK3.  

Discussion : Notre étude a démontré la faisabilité mais aussi la rentabilité d'une stratégie de 

diagnostic rapide en plusieurs étapes, pour identifier les fusions de kinases rares et ciblées chez les 

patients atteints de CCR avancé. Des stratégies de test moléculaire rentables et faciles à réaliser 

pourraient être l'une des clés du diagnostic des sous-types moléculaires rares du CRC candidats à 

l'innovation thérapeutique.  
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