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Abstract  
Background:  A	
  substanVal	
  proporVon	
  of	
  NSCLC	
  has	
  been	
  shown	
  to	
  harbour	
  specific	
  molecular	
  alteraVons	
  affecVng	
  
tumour	
  proliferaVon	
  and	
  resulVng	
  in	
  sensiVvity	
  to	
  inhibiVon	
  of	
  the	
  corresponding	
  acVvated	
  oncogenic	
  pathway	
  by	
  
targeted	
  therapies.	
  Comprehensive	
  tumor	
  profiling	
  can	
  diagnose	
  such	
  alteraVons	
  and	
  may	
  idenVfy	
  new	
  alteraVons	
  
opening	
  addiVonal	
  treatment	
  opVons	
  for	
  all	
  disVnct	
  NSCLC	
  subtypes.	
  	
  
Methods:  Over	
  6,700	
  non-­‐small	
  cell	
  lung	
  cancer	
  cases	
  referred	
  to	
  Caris	
  Life	
  Sciences	
  between	
  2009	
  and	
  2014	
  were	
  
evaluated;	
  clinical	
  diagnoses	
  and	
  detailed	
  tumor	
  pathology	
  were	
  collected	
  from	
  referring	
  physicians.	
  	
  Specific	
  
profiling	
  was	
  performed	
  per	
  physician	
  request	
  and	
  included	
  a	
  combinaVon	
  of	
  sequencing	
  (Sanger,	
  NGS	
  or	
  
pyrosequencing),	
  protein	
  expression	
  (IHC),	
  gene	
  amplificaVon/rearrangement	
  (CISH	
  or	
  FISH),	
  and/or	
  RNA	
  fragment	
  
analysis	
  within	
  potenVal	
  cancer-­‐related	
  genes	
  and	
  pathways.	
  	
  
Results:      PaVents	
  were	
  grouped	
  into	
  cohorts	
  according	
  to	
  histological	
  subtype	
  –	
  adenocarcinoma	
  (AD)	
  (n=4,286),	
  
squamous	
  cell	
  carcinoma	
  (SCC)	
  (n=1,280),	
  large	
  cell	
  carcinoma	
  (LCC)	
  (n=153)	
  and	
  lepidic	
  predominant	
  
adenocarcinoma	
  (LPA)	
  (previously	
  described	
  as	
  bronchioalveolar	
  carcinoma	
  (BAC))	
  (n=94).	
  Protein	
  overexpression	
  of	
  
cMET	
  (>2+	
  in	
  >50%	
  cells)	
  was	
  higher	
  in	
  AD	
  (35.9%)	
  compared	
  to	
  other	
  subgroups	
  (12-­‐20%)	
  while	
  RRM1	
  and	
  TOP2A	
  
levels	
  were	
  lower	
  in	
  AD.	
  ALK	
  or	
  ROS1	
  were	
  rearranged	
  in	
  5.3%	
  of	
  paVents	
  with	
  AD	
  compared	
  to	
  3.7%	
  of	
  paVents	
  
with	
  LCC	
  and	
  1.2%	
  of	
  paVents	
  with	
  SCC.	
  EGFR	
  mutaVons	
  were	
  found	
  at	
  low	
  prevalence	
  in	
  both	
  the	
  LCC	
  (0%)	
  and	
  SCC	
  
cohorts	
  (2.8%)	
  compared	
  to	
  21%	
  in	
  AD.	
  Similar	
  lower	
  rates	
  of	
  BRAF	
  mutaVons	
  were	
  observed	
  in	
  the	
  LCC	
  and	
  SCC	
  
cohorts	
  compared	
  to	
  AD	
  (0%,	
  1.1%	
  and	
  5.1%).	
  Pathway	
  analysis	
  showed	
  acVvaVng	
  mutaVons	
  in	
  the	
  ERK	
  pathway	
  in	
  
40%	
  of	
  paVents	
  with	
  AD.	
  Only	
  10-­‐12%	
  of	
  paVents	
  with	
  LCC	
  or	
  SCC	
  had	
  acVvaVng	
  mutaVons	
  in	
  the	
  ERK	
  pathway.	
  	
  
Conclusions:        Despite	
  the	
  limitaVons	
  of	
  this	
  retrospecVve	
  series,	
  we	
  report	
  comprehensive	
  profiling	
  of	
  the	
  largest	
  
cohort	
  of	
  NSCLC.	
  Tumor	
  profiling	
  reveals	
  that	
  ADs	
  may	
  be	
  more	
  addicted	
  to	
  the	
  ERK	
  pathway	
  than	
  other	
  histological	
  
subtypes.	
  Drugs	
  which	
  target	
  cMET	
  may	
  also	
  have	
  most	
  uVlity	
  in	
  AD.	
  Full	
  analysis	
  by	
  histological	
  subtype	
  and	
  
addiVonal	
  correlaVve	
  data	
  on	
  protein	
  expression,	
  gene	
  copy	
  number	
  and	
  mutaVons	
  will	
  be	
  presented.	
  

Results  of  Tumor  Profiling  by  Biopsy  Site  
•  ADC	
  biopsy	
  material	
  from	
  the	
  lung	
  had	
  significantly	
  more	
  CKIT	
  (p<0.001),	
  ER	
  (p<0.0001)	
  and	
  more	
  MGMT	
  loss	
  than	
  

material	
  from	
  other	
  sites.	
  	
  

•  In	
  contrast,	
  other	
  metastaVc	
  sites	
  expressed	
  significantly	
  higher	
  EGFR	
  H-­‐score	
  (p=0.0003)	
  more	
  ERCC1	
  and	
  RRM1	
  loss,	
  
and	
  	
  more	
  tumors	
  overexpressing	
  SPARC,	
  TOPO2A	
  or	
  TOPO1	
  (p<0.001).	
  

•  ADC	
  tumors	
  biopsied	
  from	
  the	
  lung	
  also	
  had	
  significantly	
  less	
  TP53	
  mutaVons	
  than	
  those	
  from	
  other	
  sites	
  (p=0.0049).	
  

•  SCC	
  biopsies	
  from	
  lung	
  and	
  elsewhere	
  were	
  more	
  comparable,	
  though	
  those	
  taken	
  from	
  the	
  lung	
  had	
  a	
  significantly	
  
higher	
  percentage	
  which	
  overexpressed	
  PR	
  (p=0.0164)	
  and	
  had	
  more	
  TS	
  loss	
  (p=0.0173).	
  Tumors	
  biopsied	
  from	
  other	
  
sites	
  had	
  more	
  RRM1	
  loss	
  (p=0.0155)	
  and	
  more	
  TOP2A	
  overexpression	
  (p=0.0155).	
  

•  SCC	
  tumors	
  from	
  other	
  sites	
  had	
  significantly	
  more	
  PTEN	
  mutaVons	
  (p=0.0464)	
  than	
  those	
  taken	
  from	
  the	
  lung.	
  
	
  

Overview  of  RAS  and  PI3K  Pathway  AlteraGons  in  ADC  and  SCC  
•  Table	
  B	
  shows	
  all	
  ADC	
  (A)	
  or	
  SCC(B)	
  paVents	
  in	
  who	
  a	
  mutaVon	
  in	
  an	
  RTK,	
  RAS	
  pathway	
  or	
  PIK3CA	
  pathway	
  occurred	
  

and	
  the	
  overlap	
  in	
  mutaVons	
  within	
  these	
  paVents.	
  Dark	
  blue	
  is	
  a	
  mutaVon,	
  green	
  indicates	
  2	
  mutaVons	
  present.	
  

•  RTK	
  mutaVons	
  include	
  mutaVons	
  in	
  either	
  cKIT,	
  cMET,	
  CSF1R,	
  EGFR,	
  ERBB4,	
  FGFR1,	
  FGFR2,	
  FLT3,	
  HER2	
  and	
  PDGFRA.	
  
RAS	
  pathway	
  mutaVons	
  have	
  been	
  grouped	
  as	
  KRAS,	
  NRAS,	
  HRAS	
  and	
  BRAF.	
  PI3K	
  pathway	
  alteraVons	
  include	
  PIK3CA,	
  
PTEN,	
  FBXW7,	
  AKT1	
  and	
  STK11.	
  

•  The	
  majority	
  of	
  tumors	
  harboring	
  RTK	
  mutaVons	
  did	
  not	
  have	
  RAS	
  or	
  PI3K	
  pathway	
  mutaVons.	
  

Results  of  Tumor  Profiling  by  Histological  Subtype  
•  ADC	
  tumors	
  had	
  significantly	
  more	
  cMET	
  overexpression	
  (p<0.0001)	
  and	
  amplificaVon	
  (p=0.0223),	
  more	
  high	
  ER	
  expression	
  

(p<0.0001),	
  more	
  ALK	
  fusions	
  (p=0.0051)	
  and	
  ROS1	
  rearrangements	
  (p=0.0331),	
  higher	
  BRAF	
  (p=0.0218)	
  and	
  EGFR	
  (p<0.0001)	
  
mutaVons	
  prevalence	
  than	
  SCC	
  tumors.	
  	
  

•  Similar	
  significant	
  alteraVons	
  between	
  ADCs	
  and	
  LCCs	
  (except	
  for	
  ALK,	
  BRAF	
  and	
  ROS1)	
  were	
  observed.	
  

•  SCC	
  tumors	
  had	
  significantly	
  less	
  loss	
  of	
  RRM1	
  and	
  TS,	
  more	
  loss	
  of	
  TUBB3	
  and	
  more	
  overexpression	
  of	
  TLE3,	
  TOPO1	
  and	
  TOP2A	
  
overexpression	
  (all	
  p<0.0001	
  except	
  TOPO1,	
  p=0.0018)	
  compared	
  to	
  ADC.	
  Similar	
  significant	
  changes	
  compared	
  to	
  LPA	
  were	
  
observed.	
  

•  SCC	
  tumors	
  also	
  had	
  a	
  significantly	
  higher	
  percentage	
  of	
  tumors	
  that	
  had	
  a	
  EGFR	
  H-­‐score	
  >	
  200	
  compared	
  to	
  ADC	
  (p<0.0001)	
  and	
  all	
  
other	
  tumor	
  types.	
  

•  SCC	
  also	
  had	
  less	
  cKIT	
  overexpression	
  and	
  more	
  ERCC1	
  loss	
  than	
  any	
  other	
  histological	
  subtypes,	
  although	
  more	
  cKIT	
  mutaVons	
  than	
  
ADC	
  (p=0.0044).	
  

•  ADCs	
  and	
  LPAs	
  had	
  significantly	
  more	
  KRAS	
  mutaVons	
  than	
  SCC	
  tumors	
  (p<0.0001	
  and	
  p=0.0028	
  respecVvely).	
  

•  In	
  contrast,	
  SCCs	
  had	
  a	
  significantly	
  higher	
  prevalence	
  of	
  PIK3CA	
  (p=0.0027)	
  and	
  PTEN	
  (p=0.0299)	
  mutaVons.	
  SCCs	
  and	
  LCCs	
  also	
  had	
  a	
  
significantly	
  higher	
  number	
  of	
  TP53	
  mutaVons	
  than	
  ADCs	
  (p<0.0001	
  and	
  0.0272	
  respecVvely).	
  

•  No	
  other	
  significant	
  observaVons	
  in	
  mutaVons	
  were	
  observed	
  between	
  tumor	
  types.	
  

•  PTEN	
  loss	
  was	
  not	
  significantly	
  different	
  between	
  any	
  of	
  the	
  histological	
  subtypes.	
  

Conclusions  
•  This	
  data	
  can	
  help	
  to	
  idenVfy	
  new	
  predicVve	
  biomarkers	
  and	
  explore	
  potenVal	
  innovaVve	
  treatment	
  strategies.	
  

•  Molecular	
  driver	
  alteraVon	
  analysis	
  can	
  provide	
  guidance	
  for	
  many	
  invesVgaVonal	
  drugs,	
  currently	
  available	
  in	
  enrolling	
  
trials.	
  Knowledge	
  of	
  these	
  individual	
  molecular	
  alteraVons	
  may	
  provide	
  a	
  strong	
  raVonale	
  for	
  treaVng	
  paVents	
  with	
  these	
  
invesVgaVonal	
  drugs,	
  but	
  as	
  observed,	
  coexistence	
  of	
  seemingly	
  independent	
  mutaVons	
  may	
  have	
  a	
  synergisVc	
  or	
  
detrimental	
  influence	
  on	
  the	
  efficacy	
  of	
  these	
  drugs.	
  	
  

•  Similar	
  significant	
  alteraVons	
  between	
  ADCs	
  compared	
  to	
  SCCs	
  and	
  LCCs	
  (except	
  for	
  ALK,	
  BRAF	
  and	
  ROS1)	
  were	
  
observed.	
  ADCs	
  and	
  LPAs	
  had	
  significantly	
  more	
  KRAS	
  mutaVons	
  than	
  SCC	
  tumors.	
  In	
  contrast,	
  SCCs	
  had	
  a	
  significantly	
  
higher	
  prevalence	
  of	
  PIK3CA	
  and	
  PTEN	
  mutaVons.	
  SCCs	
  and	
  LCCs	
  also	
  had	
  a	
  significantly	
  higher	
  number	
  of	
  TP53	
  
mutaVons	
  than	
  ADCs.	
  

•  Intriguing	
  treatment	
  opVons	
  can	
  be	
  found	
  in	
  between	
  0.8-­‐1.1%	
  of	
  paVents	
  where	
  off-­‐compendium	
  targeted	
  agents,	
  such	
  
as	
  anV-­‐HER2	
  targeted	
  agents	
  in	
  NSCLC	
  harboring	
  HER2	
  protein	
  overexpression,	
  amplificaVon	
  or	
  mutaVon,	
  might	
  
represent	
  a	
  viable	
  treatment	
  opVon	
  based	
  on	
  the	
  presence	
  of	
  the	
  same	
  molecular	
  alteraVon	
  which	
  direct	
  the	
  use	
  of	
  
these	
  drugs	
  in	
  other	
  tumor	
  types.	
  

References  

Methods  
•  6870	
  NSCLC	
  paVents	
  have	
  been	
  profiled	
  using	
  Caris	
  Molecular	
  Intelligence	
  between	
  2009	
  and	
  2014.	
  Tests	
  

performed	
  were	
  at	
  the	
  discreVon	
  of	
  the	
  physician	
  and	
  reflected	
  the	
  state	
  of	
  the	
  art	
  tumor	
  profiling	
  available	
  at	
  
the	
  Vme	
  of	
  ordering.	
  This	
  included	
  a	
  combinaVon	
  of	
  sequencing	
  (Sanger,	
  NGS	
  or	
  pyrosequencing),	
  protein	
  
expression	
  (IHC),	
  gene	
  amplificaVon	
  (CISH	
  or	
  FISH),	
  and/or	
  RNA	
  fragment	
  analysis.	
  	
  

•  IHC	
  analysis	
  was	
  performed	
  on	
  formalin-­‐fixed	
  paraffin-­‐embedded	
  tumor	
  samples	
  using	
  commercially	
  available	
  
detecVon	
  kits,	
  automated	
  staining	
  techniques	
  (Benchmark	
  XT,	
  Ventana,	
  and	
  AutostainerLink	
  48,	
  Dako),	
  and	
  
commercially	
  available	
  anVbodies.	
  

•  Fluorescent	
  in-­‐situ	
  hybridizaVon	
  (FISH)	
  was	
  used	
  for	
  evaluaVon	
  of	
  the	
  HER-­‐2/neu	
  [HER-­‐2/CEP17	
  probe],	
  EGFR	
  
[EGFR/CEP7	
  probe],	
  and	
  cMET	
  [cMET/CEP7	
  probe]	
  (Abboq	
  Molecular/Vysis).	
  HER-­‐2/neu	
  and	
  cMET	
  status	
  were	
  
evaluated	
  by	
  chromogenic	
  in-­‐situ	
  hybridizaVon	
  (INFORM	
  HER-­‐2	
  Dual	
  ISH	
  DNA	
  Probe	
  Cocktail;	
  commercially	
  
available	
  cMET	
  and	
  chromosome	
  7	
  DIG	
  probe;	
  Ventana).	
  The	
  same	
  scoring	
  system	
  was	
  applied	
  as	
  for	
  FISH.	
  

•  Direct	
  sequence	
  analysis	
  was	
  performed	
  on	
  genomic	
  DNA	
  isolated	
  from	
  formalin-­‐fixed	
  paraffin-­‐embedded	
  
tumor	
  samples	
  using	
  the	
  Illumina	
  MiSeq	
  plarorm.	
  Specific	
  regions	
  of	
  45	
  genes	
  of	
  the	
  genome	
  were	
  amplified	
  
using	
  the	
  Illumina	
  TruSeq	
  Amplicon	
  Cancer	
  Hotspot	
  panel.	
  

•  MutaVon	
  analysis	
  by	
  Sanger	
  sequencing	
  included	
  selected	
  regions	
  of	
  BRAF,	
  KRAS,	
  c-­‐KIT,	
  EGFR,	
  and	
  PIK3CA	
  
genes	
  and	
  was	
  performed	
  by	
  using	
  M13-­‐linked	
  PCR	
  primers	
  designed	
  to	
  amplify	
  targeted	
  sequences.	
  

•  Caris	
  Molecular	
  Intelligence™	
  (CMI)	
  reports	
  were	
  provided	
  to	
  the	
  ordering	
  physician	
  ater	
  comprehensive	
  
tumor	
  profiling	
  to	
  contribute	
  to	
  biomarker-­‐driven	
  treatment	
  decisions.	
  

•  StaVsVcal	
  analysis	
  (unpaired	
  t-­‐tests	
  used	
  to	
  compare	
  biomarker	
  expression	
  across	
  histologic	
  subtypes)	
  
performed	
  using	
  GraphPad™.	
  	
  

Treatment  OpGons  Not  RouGnely  Considered  in  NSCLC    
•  On-­‐	
  and	
  Off-­‐compendium	
  treatment	
  opVons	
  associated	
  with	
  benefit	
  according	
  to	
  the	
  outcome	
  of	
  profiling	
  in	
  enVre	
  NSCLC	
  

cohort	
  highlights	
  that	
  off-­‐compendium	
  targeted	
  therapies	
  are	
  rarely	
  found	
  in	
  NSCLC	
  but	
  could	
  be	
  beneficial	
  to	
  the	
  paVent.	
  

Demographics  
•  No	
  clinical	
  data	
  on	
  disease	
  stage,	
  recurrence	
  or	
  prior	
  treatment	
  	
  history	
  was	
  collected	
  for	
  these	
  samples.	
  

•  The	
  distribuVon	
  of	
  histological	
  subtypes	
  reflects	
  the	
  ordering	
  paqerns	
  of	
  the	
  physicians	
  and	
  need	
  for	
  
further	
  treatment	
  opVons	
  rather	
  than	
  the	
  reported	
  epidemiology	
  of	
  NSCLC.	
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ADC  
(n=4287)  

LUNG  
(n=2564)  

OTHER  
(n=1723)  

    
SCC  

(n=1280)  
LUNG  
(n=959)  

OTHER  
(n=321)  

Biomarker   Platform  

3.1   3.5   2.7        2.3   2   3.1   AR   IHC  

35.9   34.8   37.3        19.5   17.6   24.4   cMET   IHC  

40.6   35.9   46.7        69   68.1   71.4  
EGFR  (H-­‐
score)  

IHC  

8.6   10.7   5.4        3.2   3.7   2   ER   IHC  

71.4   74.9   65.9        57.8   57.3   58   ERCC1  Loss   IHC  

1.1   1.1   1        1.2   1.5   0.4   HER2   IHC  

45   42.8   48.3        44.7   43.1   49.1   MGMT  Loss   IHC  

24   23.6   24.6        8.9   8.3   10.7   PGP   IHC  

4.3   4.3   4.4        5   4.1   7.9   PR   IHC  

55.2   54.2   56.7        64.9   65.2   64.3   PTEN  Loss   IHC  

83.4   87   78.2        62.7   64.8   56.6   RRM1  Loss   IHC  

31.4   28.5   35.7        32.1   31.4   34.2   SPARC   IHC  

20.9   18.1   24.7        41.9   40.7   45.1   TLE3   IHC  

44.8   40.1   51.6        48.1   47.3   50.4   TOPO1   IHC  

51.2   42.1   64.8        80.4   78.2   86.9   TOP2A   IHC  

73.8   75.2   71.8        65.3   63.3   71.3   TS  Loss   IHC  

29.4   31   27.4        58.4   60.1   53.8   TUBB3  Loss   IHC  

3.3   3.1   3.5        1.2   1.5   0.6   ALK   FISH  

5.7   5.7   5.7        2.4   3.3   0   cMET   FISH  

4.2   4.1   4.2        4.7   5.3   3.3   HER2   FISH  

2   1.3   2.9        0   0   0   ROS1   FISH  

5.1   4.3   6.1        1.1   1.5   0   BRAF   NGS  

0.5   0.3   0.7        2.8   3   2.1   cKIT   NGS  

4.2   4.3   4        5   4.4   6.4   cMET   NGS  

21   23.6   17.7        2.8   3   2.1   EGFR   NGS  

0.9   0.8   1        0   0   0   HER2   NGS  

35   37.6   31.7        7.7   6   12.8   KRAS   NGS  

0.3   0.3   0.3        1.1   1.5   0   NRAS   NGS  

1.1   0.8   1.4        1.1   0.8   2.1   PDGFRA   NGS  

2.3   2.5   2.1        7.2   7.5   6.4   PIK3CA   NGS  

2   1.7   2.4        5.1   3.1   10.6   PTEN   NGS  

0   0   0        0   0   0   RET   NGS  

43.5   38.3   50        72.5   72.5   72.3   TP53   NGS  

0.3   0.3   0.4        0   0   0   VHL   NGS  

	
  

A  

B  


