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AVANT-PROPOS  

 

Les objectifs de ce travail étaient, d’une part, de montrer que les fréquences relatives des substitutions somatiques 

d’un résultat de séquençage exomique d’une tumeur permettent à elles seules de discriminer les cancers 

pulmonaires des autres cancers, et d’autre part d’établir un test diagnostique (EASILUNG-test) comportant un score 

validé (EASILUNG-score) permettant à partir des substitutions somatiques d’un résultat d’exome d’une tumeur 

donnée, et en aveugle de tous les autres paramètres, d’estimer s’il s’agit ou non d’un cancer pulmonaire. C’est un 

angle d’approche diagnostique inédit que nous proposons, ouvrant sur de nombreuses perspectives de recherches, 

mais aussi sur une application diagnostique concrète pour les patients atteints de cancer de primitif inconnu et chez 

qui le diagnostic de cancer pulmonaire et toujours en considération. 
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PREÉ SENTATION DU SUJET 

 

 Généralités sur la cancérogénèse moléculaire 

Les mutations à l’origine des cancers sont soit transmises (mutations constitutionnelles) soit induites (mutations 

somatiques) par des facteurs environnementaux, mais elles peuvent également survenir suite à des erreurs lors de 

la réplication de l’ADN. Il a été montré qu’environ trois mutations se produisent à chaque division de cellules 

souches et qu’il existe une corrélation entre le nombre de divisions des cellules souches et l’incidence des cancers, 

indépendamment de l’environnement; ceci explique le rôle majeur du vieillissement en tant que facteur de risque 

de cancer1. Les agents mutagènes peuvent être endogènes (espèces réactives de l’oxygène, hormones...) ; ils sont 

alors appelés « facteurs de l’hôte ». Les mutagènes peuvent aussi être exogènes, il existe 3 catégories d'agents 

mutagènes exogènes2, comprenant :  

- les carcinogènes physiques, tels que les rayonnements ultraviolets et ionisants ;  

- les carcinogènes chimiques, tels que l'amiante, les composants de la fumée de tabac, l'aflatoxine (un contaminant 

alimentaire) et l'arsenic (un contaminant de l'eau potable) ; 

- les carcinogènes biologiques, tels que les infections par certains virus (ex : Human Papillomavirus, Epstein Barr 

Virus, HHV-8, …), bactéries ou parasites. 

Dans les tumeurs solides, on observe en moyenne 33 à 66 gènes mutés qui vont donner une protéine dont la 

fonction est altérée3. Cette moyenne est augmentée (environ 200 mutations) dans le cas de cancers se développant 

du fait d’une importante exposition à des mutagènes exogènes physiques tels que les rayons ultraviolets (ex : 

mélanomes cutanés, carcinomes épidermoïdes cutanés, …) ou les carcinogènes exogènes chimiques du tabac 

(cancers du poumon). Les mutations somatiques identifiées dans les cancers sont principalement des substitutions 

de simple base (95%), mais on trouve également des petites délétions ou insertions d’une à quelques bases, des 

amplifications, des grandes délétions et des réarrangements chromosomiques.   
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• Substitutions : transition et transversion 

Les bases azotées (Adénine, Guanine, Cytosine et Thymine) sont classées en 2 catégories : les bases puriques et les 

bases pyrimidiques. L'Adénine et la Guanine sont des purines, composées de deux cycles aromatiques. La Thymine 

et la Cytosine sont des pyrimidines composées d'un seul cycle. Lorsqu’une mutation d’une base purique vers une 

base pyrimidique se produit, on parle de transversion (ou alors lorsqu’une base pyrimidique vers une base purique). 

Lorsqu’une mutation d’une base purique vers une autre base purique se produit, on parle de transition (ou alors 

lorsqu’une base pyrimidique qui devient une autre base pyrimidique).  

 

• Nomenclature HGVS (Human Genome Variation Society) des substitutions 

Une substitution est une modification de séquence nucléotidique (en comparaison à la séquence de référence) dans 

laquelle un nucléotide est remplacé par un autre nucléotide. 

Format : “nucléotide de référence” ” >” ”nouveau nucléotide” 

Ex : G>T  

”G”= “nucléotide de référence” = nucléotide initiale  

 ”>” = le type de changement est une substitution  

”T” = “nouveau nucléotide” = nucléotide substitué  

 

Selon la nomenclature internationale HGVS, une substitution s'écrit donc sous la forme “nucléotide de référence” 

”>” ” nouveau nucléotide”. Par exemple la substitution G>T signifie que la base de référence, la Guanine est 

remplacée par la Thymine. Si nous résumons les différents cas de figures possibles (Figure 1), il y a au total :  

4 transitions : A>G, G>A, C>T, T>C 

8 transversions : A>C, C>A, G>T, T>G, G>C, C>G, A>T, T>A  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Base_azot%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Purine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pyrimidine
http://www.hgvs.org/
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Rappelons que l'ADN est double brin avec une complémentarité des bases. L'Adénine est toujours en face d'une 

Thymine et la Guanine toujours en face d'une Cytosine. S’il y a une mutation sur un brin, par exemple un G>T, alors il 

y a sur le brin complémentaire un C>A. Ces deux notations sont souvent confondues sous la forme G>T/C>A pour 

une position de substitutions sur l’ADN sans que le brin ne soit précisé, si le brin est précisé (comme dans notre 

étude ou les substitutions sont situées sur le brin codant non-transcrit), on utilise plutôt G>T ou C>A.  

 

Figure1. Les différentes possibilités de substitution 4.  

 

 Généralités sur les cancers broncho-pulmonaires 

Les carcinomes à petites cellules (CPC) représentent 15-20 % des cas et les carcinomes bronchiques non à petites 

cellules (CBNPC) représente 80-85% des cas. Pour les CBNPC, le type histologique le plus fréquent est 

l’adénocarcinome (40-50%) 5. Les principales anomalies moléculaires rencontrées sont les mutations de KRAS, de 

l’EGFR, et la translocation EML4-ALK, elles sont plus fréquentes dans les adénocarcinomes. D’autres anomalies 
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moléculaires, comme les mutations BRAF, de ERBB2 (HER2) ou de PI3K, les translocations de ROS1 ou KIF5B-RET 

sont également retrouvées. A l’inverse des mutations de l’EGFR, classiquement rencontré chez la femme asiatique 

et chez les non-fumeurs, les mutations de KRAS sont fortement associées au tabagisme. Le pronostic du cancer du 

poumon est sombre avec une survie tout stade confondu à 5 ans estimée à environ 15%, car une majorité de 

cancers broncho-pulmonaires (70%) sont diagnostiqués à un stade avancé ou métastatique. En 2018, il n’y a pas de 

dépistage organisé de ce type de cancer en France. Le plus souvent, le cancer broncho-pulmonaire est évoqué chez 

un patient avec une histoire d’exposition au tabagisme devant des symptômes respiratoires comme une 

hémoptysie, une toux, ou une dyspnée, voir d’autres signes moins spécifiques tels qu’une altération de l’état 

général, une maladie thromboembolique ou des signes d’atteintes métastatique (hypercalcémie, défaillance 

d’organe). La confirmation diagnostique passe par la réalisation de biopsies, de prélèvements cytologiques, ou par 

l’exérèse chirurgicale du foyer tumoral primitif ou d’une localisation métastatique avec examen 

anatomopathologique, qui permet, outre le diagnostic, d’apporter des informations à visées théranostiques tels que 

l’expression de biomarqueurs corrélées à la réponse à l’immunothérapie comme le PD-L1. Dans la carcinogenèse 

pulmonaire, le tabac joue un rôle mutagène prédominant, ainsi la fraction attribuable du tabagisme actif ou passif 

est de l’ordre de 80%. 

 Mutagenèse induite par le tabac 

• Agents alkylants et agents oxydants de la fumée de cigarette 

Des cancérogènes comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les aza-arènes, les nitrosamines 

spécifiques du tabac, par exemple le 4- (méthylnitrosamino) -1- (3-pyridyl) -1-butanone (également appelée NNK 

pour « nicotine-derived nitrosamine ketone »), le 1,3-butadiène, le carbamate d'éthyle, l'oxyde d'éthylène, le nickel, 

le chrome, le cadmium, le polonium-210, l'arsenic et l'hydrazine sont présents dans la fumée de cigarette. L’étude 

de ces composés identifiés dans la fumée de cigarette a démontré qu’ils pouvaient induire des tumeurs pulmonaires 

chez au moins une espèce animale. Les N-nitrosamines spécifiques de la combustion du tabac sont un groupe de 

cancérogènes dérivés des alcaloïdes et sont liés au développement de cancers du poumon, de l'œsophage, du 

pancréas et de la cavité buccale chez les personnes exposées à la fumée de cigarette. La formation d'adduits à l'ADN 

à partir de NNK a été étudiée de façon approfondie ; les NNK induisent également des cassures  simple brin et 
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augmente les niveaux de 8-oxodésoxyguanosine dans l'ADN 6,7. La NNK est la N-nitrosamine la plus abondante et la 

plus cancérogène issue de la combustion du tabac. L'une de ses principales caractéristiques est sa haute spécificité 

pour les poumons. La NNK induit systématiquement des tumeurs pulmonaires chez le rat, la souris et le hamster, 

quelle que soit la méthode d'administration : nourriture, eau potable, voie sous-cutanée ou intrapéritonéale8. 

Parmi les HAP, le benzo [a] pyrène (BaP) est le composé le plus étudié et sa capacité à induire des tumeurs 

pulmonaires est établie9. Des études in vitro ont démontré que les adduits à l'ADN formés à partir du métabolisme 

des  BaP, des NNK et des espèces réactives oxygénées (ROS pour reactive oxygen species) peuvent tous conduire à 

des transversions G>T/C>A 10,11. Ainsi, les transversions G>T/C>A du gène TP53 sont très fréquentes dans les 

tumeurs pulmonaires des fumeurs, moins fréquentes chez les ex-fumeurs et rares chez les personnes n'ayant jamais 

fumé, ce type de transversion est très spécifique des cancers du poumon associés au tabagisme12,13. Par ailleurs, les 

particules fines de goudron sont déposées dans les alvéoles pulmonaires et entrent en contact avec les fluides 

pulmonaires qui en extraient les composants hydrosolubles. Bien que les radicaux de goudron de la cigarette ne se 

lient pas directement à l'ADN, le système semi quinone réduit l'oxygène en O2-, conduisant à la formation de 

radicaux hydroxyles extrêmemeŶt ƌĠaĐtifs ;HO•Ϳ. Ces ƌĠaĐtioŶs peuǀeŶt aǀoiƌ lieu à l'iŶtĠƌieuƌ du ŶoǇau Đellulaiƌe et 

les ƌadiĐauǆ HO• peuǀeŶt attaƋueƌ l'ADN pouƌ pƌoduiƌe uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de suďstitutioŶs, de Đassuƌes de ďƌiŶs ou 

encore d’autres dommages oxydatifs dans ces cellules comme les adduits mutagènes 8-OHdG ou les cassures d'ADN 

simple brin14,15. Deux réactions d'oxydation sont fréquentes. La première implique la désoxyguanosine (dG), qui est 

oxydée en 8-oxo-désoxyguanosine (8-oxo-dG), facilement mésappariée avec une désoxyadénosine, entraînant une 

substitution G>T/C>A. La seconde implique la désoxy-5-osine (d5mC), le nucléotide présent dans les séquences CpG 

méthylées. Lors de l'oxydation, cette dernière forme initialement une base instable qui se désamine rapidement, 

produisant de la désoxythymidine glycol (dTg), il en résulte une substitution C>T/G>A.  

 

• Rôle du CYP1A1 dans la signature mutationnelle des cancers pulmonaires 

Après deux réactions d'oxydation successives induites par les enzymes du cytochrome P450 (CYP1A1 en grande 

partie), le BaP est converti en benzo [a] pyrènediolépoxyde (BPDE). Cette molécule hautement réactive est 

dénommée « carcinogène terminal » car, contrairement à son précurseur BaP, elle est capable d'attaquer 
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directement et de former des adduits covalents avec les bases de l'ADN, ce qui peut alors générer des mutations 

somatiques. Fait important, l'exposition d'une cellule aux HAP comme le BaP augmente la synthèse du CYP1A1, 

accélérant ainsi ces réactions16. Les carcinogènes terminaux ayant des durées de vie en tant que molécules libres de 

l’ordre de la seconde, la majeure partie des mutations somatiques qu'elles entraînent apparaissent dans les mêmes 

cellules où elles ont subi leur activation métabolique initiale. Ainsi, le BaP de la fumée de tabac est souvent activé 

dans les premières cellules où il pénètre, c’est à dire les cellules épithéliales des voies respiratoires, en particulier 

celles des poumons.  

 

• Rôle des polymérases dans la signature mutationnelle des cancers pulmonaires  

La polǇŵĠƌase ġta ;PolηͿ a ĠtĠ dĠĐouǀeƌte à l'oƌigiŶe Đoŵŵe uŶe polǇŵĠƌase de sǇŶthğse tƌaŶslĠsioŶŶelle saŶs 

génération d’erreur, réparant les dimères de pyrimidine (TT, CC) induits par les ultraviolets (UV)17,18. Cependant, les 

premiers indices suggérant que cette polymérase serait impliquée dans la synthèse translésionnelle sujette aux 

erreurs dans la réparation des adduits de BaP provenait d'études biochimiques utilisant des matrices contenant un 

site spécifique (+) - trans-anti-BPDE-N2-dG. adduct19. La Polη puƌifiĠe est Đapaďle de reconnaître cette lésion 

volumineuse de l'ADN et insère principalement un A en regard de la lésion19. Des études similaires avec l’adduit (-) - 

trans-anti-BPDE-N2-dG ont montré que cette lésion était moins efficacement ƌĠpaƌĠ paƌ Polη Ƌue le pƌoduit 

d'addition (+) - trans-anti-BPDE-N2-dG20,21. La Polη paƌtiĐipe à la sǇŶthğse tƌaŶslĠsioŶŶelle sujette auǆ eƌƌeuƌs paƌ 

insertion d’un A en face des adduits (+) - et (-) - trans-anti-BPDE-N2-dG, entraînant des substitutions G>T/C>A 22 

(Figure 2). Par conséquent, contrairement à son rôle anti-mutagène en réponse aux lésions UV-induites sur l’ADN, 

Polη faǀoƌise la ŵutagĠŶğse iŶduite paƌ les adduits ;+Ϳ - et (-) - trans-anti-BPDE-N2-dG. En plus de l’insertion d’une 

base A, un autre mode majeur de synthèse translésionnelle mutagène est l’insertion d’un G en face des adduits (+) - 

et (-) - trans-anti-BPDE-N2-dG, conduisant à des substitutions G>C/A>T. Ainsi, les cancers pulmonaires des patients 

exposés aux fumées de tabac pourraient présenter une signature mutationnelle caractéristique qui serait due aux 

spécificités substitutionnelles des carcinogènes exogènes chimiques issues de la combustion du tabac.  
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Figure 2. Adduit de BPDE et synthèse translésionnelle mutagène (G :AT :A et G :AC : T) et non-mutagène.22 

 

 

 Carcinome de primitif inconnu 

Un cancer sans primitif connu (CAPI en français et CUP en anglais pour Carcinoma of Unknown Primary origin) est un 

cancer métastatique histologiquement prouvé, pour lequel le bilan diagnostique initial n'a pas permis de trouver le 

site de la tumeur primitive. Leur incidence est faible (8/100 000 habitants/an, en France), mais il s'agit d’une cause 

de décès importante par cancer 23.  Ce sont des cancers hétérogènes qui continuent d'être un défi diagnostique et 

thérapeutique pour les médecins. La survie des patients atteints de CAPI est faible, avec une survie médiane de 8 à 

11 mois et seulement 25% survivent à 1 an.24 Les sites métastatiques peuvent varier, leur nombre également ainsi 

que la symptomatologie clinique associée, notamment l’état général des patients qui fait partie des facteurs 

pronostiques.  

Les CAPI représentent environ 3% de toutes les tumeurs malignes, malgré les progrès de l'imagerie et de l’anatomo-

pathologie 25, même après un bilan diagnostic complet, le site primaire d'un CAPI reste inconnu chez  20 à 50% des 

patients. Il s'agit d'un carcinome dans 95 % des cas, différents sous-types anatomopathologiques existent : le plus 
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souvent, il s’agit d’adénocarcinomes (80%) plus ou moins différenciés, mais il peut également s’agir de carcinomes 

épidermoïdes (15%) ou de carcinomes indifférenciés (5 %) qui peuvent alors être des tumeurs neuroendocrines ;  

une autopsie n'est pratiquée que chez une minorité de patients atteints de CAPI, mais même une évaluation 

approfondie à l'autopsie ne révèle que 55 à 85% des lésions primitives, qui sont généralement de petites tumeurs 

asymptomatiques, du poumon, pancréas, du tube digestif et du rein 26,27.  

 Démarche anatomopathologique devant une métastase de primitif 

inconnu en pratique courante. 

• Diagnostic histologique et étude immunohistochimiques  

(À partir de « référentiel ONCOLOR juillet 2011 » et de l’HISTOSÉMINAIRE DE LA SOCIÉTÉ 

FRANÇAISE DE PATHOLOGIE sur les « Carcinomes de site primitif inconnu. Le rôle du pathologiste en 

2018 ») 

Toute métastase de primitif inconnu doit bénéficier d'un diagnostic anatomo-pathologique précis. Le tissu biopsié 

doit d'abord être évalué par microscopie optique après coloration standard (hématoxyline et éosine +/- safran). Il 

faut éliminer en premier lieu un diagnostic d’hémopathie de mélanome ou de carcinome. Une cytokératine à large 

spectre (AE1-AE3), la protéine S100 et un anticorps commun leucocytaire (CD45) sont à privilégier en premier lieu. 

Parmi les métastases d'une tumeur d'origine épithéliale, l'examen anatomo-pathologique permettra de distinguer :  

• Un adénocarcinome (Figure 3) 

• Un carcinome épidermoïde (Figure 4) 

• Un carcinome peu différencié  

• Un carcinome neuroendocrine 
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Figure 3. Prolifération tumorale dont les caractères sont ceux d'un adénocarcinome. La lésion est moyennement différenciée, 

d'architecture massive et tubulo-glandulaire. Les cellules sont de grande taille, au cytoplasme granuleux et aux noyaux modérément 

atypiques, nucléolés. L'index mitotique est moyennement élevé (1 à 2 mitoses/champ). (HESx20) 
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Figure 4 : Les carcinomes épidermoïdes bien différenciés présentent une kératinisation sous la forme d'un cytoplasme éosinophile 

abondant, de perles de kératine et/ou de ponts intercellulaires. Les tumeurs non kératinisantes ou faiblement différenciées nécessitent la 

démonstration immunohistochimique d'un ou plusieurs marqueurs épidermoïde (p40, p63, ou CK5/6). (HES x20) 

 

Il est important d'identifier les tumeurs potentiellement curables et celles relevant de traitements spécifiques : 

lymphomes, tumeurs germinales, carcinomes pulmonaires non à petites cellules, carcinome prostatique, thyroïdien, 

ovarien, mammaire, neuroendocrine... Une étude immunohistochimique extensive est souvent nécessaire pour en 

préciser l'origine :  

• Les cytokératines de faible poids moléculaire, notamment la cytokératine 7 (CK7) et la cytokératine 20 

(CK20) sont de première importance et utilisées en routine pour tenter de déterminer l'origine d'un 

adénocarcinome.  
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• La CK7 est exprimée dans les tumeurs du poumon, de l'ovaire, de l'endomètre, des glandes salivaires et du 

sein alors que la cytokératine 20 s'exprime dans les carcinomes gastro-intestinaux ou urothéliaux.  

• Le profil CK7 positif / CK20 négatif est fortement évocateur d'une origine pulmonaire, mammaire, 

thyroïdienne, biliaire, pancréatique ou ovarienne.  

• Le profil CK7 négatif / CK 20 positif est suggestif d'une origine colorectale.  

• Les adénocarcinomes gastriques et œsophagiens sont de phénotypes variables.  

• La distinction entre un carcinome urothélial (CK20 et CK7 positifs) et un carcinome de prostate (CK 20 et CK 

7 négatifs) est également importante. 

• La p40 et la p63 sont exprimées dans les carcinomes épidermoïdes et les carcinomes urothéliaux.  

• Le TTF1 (Thyroïde Transcription Factor) est caractéristique d'une origine pulmonaire ou thyroïdienne 

(thyroglobuline) d’un adénocarcinome (Figure 5). 

• Les carcinomes neuroendocrines expriment le CD56, la synaptophysine, et pour les mieux différenciés, la 

chromogranine A.  

• La thyroglobuline est spécifique des carcinomes thyroïdiens. 

• Le PSA est spécifique des carcinomes prostatiques.  

• DOG1 est présent dans les GIST (95 %) 

• ERG est présent dans les tumeurs vasculaires (90%) : angiosarcome, hémangioendothéliome épithélioïde, 

hémangiome, sarcome de Kaposi, lymphangiome  

• GATA3 dans les carcinomes mammaires (72 à 94 %) ; urothéliaux (67 à 93 %), les tumeurs annexielles 

cutanées (85 %) ; les choriocarcinomes et les tumeurs trophoblastiques gestationnelles (100 %) ; les 

paragangliomes (78 %) et phéochromocytomes (71 %) ; les tumeurs des glandes salivaires (51 % ; carcinome 

canalaire salivaire, 100 %) ; les tumeurs du rein : sous-type cellules claires et papillaire (76 %), chromophobe 

(51 %), oncocytome (17 à 19 %) ; dans les mésothéliomes, y compris sarcomatoïde et desmoplastique (58 %) 

; les neuroblastomes (100 %) ; et le lymphome T périphérique sans autre précision (30 %) 

• GCDFP-15 : Sein (60 à 80 %) Glandes salivaires (10 à 40 %) ; prostate (10 %) ; poumon adénocarcinome, 2 à 5 

%)  

• HepPar-1 : Hépatocellulaire (70 à 90 %) Estomac (5 à 15 %) ; œsophage (5 à 15 %) ; poumon (5 à 15 %) 
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• Inhibine A : Corticosurrénale (85 à 95 %) Tumeurs des cordons sexuels (90 %) 

• Mammaglobine : Sein (60 à 80 %) Endomètre (10 à 30 %) ; glandes salivaires, glandes sudoripares (40 à 50 

%) 

• PAX8 : Rein (85 à 95 %), thyroïde (60 à 100 %) ; ovaire (non-mucineux, 90 à 100 % ; mucineux, 10 à 40 %) ; 

endomètre (90 à 100 %) ; col de l’utérus (90 à 100 %) 

• SALL4 : Tumeurs germinales : séminome (100 %), carcinome embryonnaire (100 %), tumeur vitelline (100 

%), choriocarcinome (100 %), tératome (45 %) Estomac (15 %) ; tumeurs rhabdoïdes malignes (80 %, 

système nerveux central ou extra-crâniennes) 

• SATB2 : Colorectal (85 %, médullaire) Appendice (100 %) ; carcinome à cellules de Merkel (75 %) ; sinonasal 

(56 %) ; rein (26 %) 

• Villine : Colorectal (80 à 90 %) Rein (60 à 80 %) ; estomac (60 à 80 %) ; endomètre (30 à 40 %) ; poumon (10 

%) ; ovaire (10 %) 

• WT1 : Ovaire (séreux, 88 à 100 %) Mésothéliome (76 %) 
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•  

Figure 5 : Expression immunohistochimique nucléaire du TTF-1 par les cellules carcinomateuses orientant vers une origine pulmonaire 

ou thyroïdienne. (X20)  
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 Objectif de notre étude 

En dépit d'une étude histologique approfondie, dans un certain nombre de cas, il est difficile voire impossible de 

préciser avec certitude l'origine d'une métastase. Certaines tumeurs expriment en effet des immunophénotypes 

variables. Le diagnostic final se limite parfois à proposer un groupe de tumeurs présentant un profil comparable, et 

à des diagnostics d'exclusion de primitifs dont le profil immunophénotypique est incompatible.  Ainsi, la 

détermination de l'origine pulmonaire d'une tumeur est parfois difficile, en particulier si l’on suspecte un cancer 

bronchique non à petites cellules (épidermoïde ou adénocarcinome), pour lequel des thérapies ciblées efficaces 

sont disponibles. Dans ce contexte, le but de notre travail était de développer un test moléculaire innovant capable 

de prédire l’origine pulmonaire d’une tumeur. Notre approche utilise les fréquences relatives des différents types de 

substitutions somatiques, avec l’hypothèse que ces caractéristiques pourraient être, à elle seules, discriminantes 

entre les cancers pulmonaires et les cancers d’une autre origine primitive sur un résultat d’exome. 
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 Abstract  

Diagnosis of lung cancer can sometimes be challenging and is of major interest since effective molecular-guided 

therapies are available. To predict whether a tumor is of lung origin or not, we developed and validated the 

EASILUNG (Exome And SIgnature LUNG) test based on the relative frequencies of somatic substitutions on coding 

non-transcribed DNA strands from whole-exome sequenced tumors. Data from 7,796 frozen tumor samples (prior 

to any treatment) from 32 TCGA solid cancer groups were used for its development. External validation was carried 

out on a local dataset of 196 consecutive routine exome results. The EASILUNG test demonstrated good calibration 

and good discriminative power with a sensitivity of 80% and a specificity of 94.3%. Similar results were obtained 

from external validation. This innovative test may be helpful in medical decision-making in patients with unknown 

primary tumors potentially of lung origin and in the diagnosis of lung cancer.  

  

SIGNIFICANCE  

Our data indicate that relative frequencies of somatic substitutions on coding non-transcribed DNA strands from 

whole-exome sequenced tumors can predict whether a tumor is of lung origin or not. These parameters may be 

helpful in medical decision-making, especially in patients with unknown primary tumors.   
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 Introduction   

  

Current cancer therapies are generally based on anatomical site. Identifying a tumor’s origin is therefore crucial for 

treatment selection. Lung cancer is the most common major cancer diagnosed worldwide (1) and is mostly 

represented by two subtypes, small cell lung carcinoma and non-small cell lung carcinoma (NSCLC), accounting for 

15% and 85% of all lung cancer, respectively (2). Squamous cell carcinoma (SCC) represents 25 to 30% of lung 

cancers and adenocarcinoma is the most common histological subtype of lung cancer, representing 40% of all lung 

cancers. A cancer diagnosed at a metastatic stage with no identifiable primary tumor is termed a cancer of unknown 

primary origin (CUP). A diagnosis of CUP is evocated when the clinical picture of metastatic disease is associated 

with one or more tissue biopsy results that are inconsistent with a determined primary tumor. Two to four percent 

of newly diagnosed cases of carcinoma are CUP (3); histological subtypes of these CUP are adenocarcinomas (40–

60%), undifferentiated carcinomas (15–30%), and SCCs (15–20%) (4). Patients with CUP syndrome have a median 

survival of 8–11 months and only 25% survive at 1 year (5). The Human Genome Variation Society (HGVS) 

nomenclature defines 12 different somatic substitution classes (C>A, G>T, C>G, G>C, C>T, G>A, A>C, T>G, A>G, T>C, 

A>T, and T>A) that can be read on the coding non-transcribed DNA strand. Some childhood cancers, like acute 

myeloid leukemia (AML), are reported to carry very few somatic substitutions, whereas cancers such as lung 

carcinomas and malignant melanoma, which are related to chronic exposure to mutagens such as tobacco or 

ultraviolet light, present with a high number of somatic substitutions (6). The prevalence of somatic substitutions, 

quantified in substitutions per megabase (sub/Mb), can be calculated by dividing the number of somatic 

substitutions by the size of the DNA sequence targeted region in Mb; this is also known as the tumor mutational 

burden. A mutational signature is a characteristic combination of mutation types arising from specific mutagenesis 

processes, such as DNA replication infidelity, exposure to exogenous and endogenous genotoxins, defective DNA 

repair pathways, and DNA enzymatic editing (7). Tissues directly exposed to tobacco smoke (e.g., lung), as well as 

some tissues not directly exposed (e.g., bladder), show elevated levels of DNA adducts in smokers and thus evidence 

of exposure to carcinogenic components of tobacco smoke (8,9). Benzo[a]pyrene (BaP) present in tobacco smoke is 

the most extensively studied compound. After two successive oxidation reactions mediated by cytochrome P450 

enzymes (largely CYP1A1), BaP is converted to benzo[a]pyrenediolepoxide (BPDE). BPDE is considered an ultimate 

https://en.wikipedia.org/wiki/Metastasis
https://en.wikipedia.org/wiki/Metastasis
https://en.wikipedia.org/wiki/Biopsy
https://en.wikipedia.org/wiki/Biopsy
https://en.wikipedia.org/wiki/Mutagenesis
https://en.wikipedia.org/wiki/Mutagenesis
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
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carcinogen because, unlike its BaP precursor, it has the ability to directly attack and form covalent adducts with DNA 

bases, which may then generate G>T/C>A somatic substitutions. Importantly, exposure of a cell to polycyclic 

aromatic hydrocarbons like BaP and other compounds of tobacco smoke increases synthesis of CYP1A1, thereby 

accelerating these reactions in cells (10,11), and may generate a specific substitutional signature in lung, which is 

the most exposed organ.  

The aim of our study was to develop and validate an innovative genomics-based test, the EASILUNG (Exome And 

SIgnature LUNG) test, able to predict whether or not a tumor is of lung origin using only the prevalence and the 

relative frequencies of somatic substitutions from whole-exome sequencing (WES) results.   

    

 Results  

• Score development   

The development dataset included 7,796 WES results from solid tumors from The Cancer Genome Atlas (TCGA). 

Among the 7,796 samples, 745 (9.56%) were tumors where the primary origin was lung, from the lung 

adenocarcinoma group ([LUAD]) or the lung SCC group ([LUSC]) and 7,051 (90.44%) were from the 30 other non-

lung primary location groups (Supplementary Table 1). Among these 7,796 samples, 2,888 samples had a somatic 

substitution prevalence of < 1 sub/Mb, including 33 lung cancer cases (1.1%). We considered one lung tumor with a 

somatic substitution prevalence lower than 1 sub/Mb to be non-lung cancer (because reports of lung cancers with a 

< 1 sub/Mb prevalence are rare). Table 1 describes the 12 substitution classes for the 4,908 tumors with a somatic 

suďstitutioŶ pƌeǀaleŶĐe of ш ϭ suď/Mď, iŶĐludiŶg ϳϬϮ ;ϭϰ.ϯ%Ϳ luŶg tuŵoƌs aŶd ϰ,ϮϬϲ ;ϴϱ.ϳϬ%Ϳ ŶoŶ-lung tumors. The 

bivariate analyses demonstrated that all classes of substitutions were predictive of lung cancer (Table 2). A relative 

frequency of C>A (%CA) greater than 12% or of G>T (%GT) greater than 13% were associated with a greater risk of 

lung cancer (respectively with an odds ratio and 95%CI of 14.44 [11.95;17.46] and 9.17 [7.66;10.98]) whereas the 

presence of C>G or G>C were associated with a lower risk of lung cancer (respectively 0.45 [0.38;0.54] and 0.50 

[0.42;0.60]). The full multivariate model to predict lung cancer including the 12 substitution classes is reported in 

Table 2. After backward selection with bootstrap validation, eight classes of substitutions were significantly 

associated with lung cancer and were retained for the EASILUNG test (Table 3). Table 4 provides two examples of 

how the EASILUNG score was calculated. To illustrate the application of the EASILUNG test (Example 1, Table 4), 
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when we considered a tumor with %CA=27, %GT=19, %CT=8, %GA=12, %AC=0, %TG=0, %AG=3, and %TC=5, the 

EASILUNG score was 93 and the estimated predicted probability that the tumor was lung cancer was 0.89, according 

to Fig. 1.  

  

• EASILUNG test performance on an TCGA development dataset  

The median EASILUNG score was -485 (IQR from -582 to -353). The score was significantly higher for lung cancer: 0 

(from -139 to 2) vs -511 (from -597 to -411) for non-lung cancer (p < 0.0001). Area under the ROC curve (AUC) of the 

final model was 0.931 [95%CI 0.920;0.942]. Descriptive characteristics of the EASILUNG score on the development 

dataset and the probability of lung cancer are provided in Figure 1. The calibration assessed by the Hosmer- 

Lemeshow chi-square test was equal to 10.89 (p=0.2079). The best EASILUNG score threshold to separate lung and 

non-lung cancer was set at -303: a score greater than -303 favored lung cancer. The associated sensitivity and 

specificity were respectively 85.7% [83.2%; 88.3%] and 89.6% [88.7%; 90.6%]. Among the 7,796 samples, when we 

considered the 2,888 samples with a somatic substitution prevalence of < 1 sub/Mb to be non-lung cancer, the 

respective overall sensitivity and overall specificity of the EASILUNG-test were 80.0% [77.1%;82.8%] (596/745) and 

94.3% [93.7%;94.8%] (6,646/7,051).  Performance of the EASILUNG test thresholded at -303 on the development 

dataset are presented for adenocarcinoma groups and subgroups, SCC groups and subgroups, and other solid cancer 

groups and subgroups in Supplementary Table 2.  

  

• Test performance on external validation dataset  

Characteristics of 196 samples and distribution of the relative frequencies of the 12 substitution classes are 

presented in supplementary tables 3 and 4. Among 196 available tumors with WES data, we considered one lung 

tumor with a somatic substitution prevalence lower than 1 sub/Mb to be non-lung cancer. The EASILUNG score was 

computed on the remaining 195 samples. When using the threshold of -303, the associated sensitivity and specificity 

were respectively 48.9% [34.6 %; 63.2%] and 95.3% [91.8%;98.7%]. After calibration on the validation dataset, the 

AUC of the EASILUNG score was 0.849 [0.781;0.917]. The calibration assessed by the Hosmer-Lemeshow chi-square 

test was equal to 8.63 (p=0.3745) with close agreement between predicted and observed risk of lung cancer, with no 
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apparent over- or underprediction (Supplementary Fig. 1). Descriptive characteristics of the EASILUNG score on the 

development dataset and the probability of lung cancer are provided in Fig. 2. When using the new threshold of -467 

calculated on the validation dataset, the associated sensitivity and specificity were respectively 83.0% [72.2 

%;93.7%] and 72.3% [65.1%;79.5%]. The associated performance of the EASILUNG test on the validation dataset is 

detailed in Supplementary Table 5.  

  

  Discussion  

EASILUNG is the first test to use the relative frequency of somatic substitutions from WES results as a differential 

diagnostic tool. Using TCGA data, Alexandrov et al. (6) published a comprehensive signature classification based on 

the different patterns of genomic substitutions in cancer. In their study, they describe signatures with 96 

parameters (corresponding to the type of substitution in their trinucleotide context), and in particular a tobacco-

induced signature. These 96-parameter signatures are descriptive and are not actually used clinically in diagnosis, 

because each is present in several classes of cancer (e.g. the signature proposed for tobacco is present in the same 

way in lung cancers, head and neck SCCs, and in liver hepatocellular carcinoma (6)) without specified thresholds and 

therefore without assessment performed for the sensitivity and specificity of these signatures. Based on only 8 

variables (8 of the 12 somatic substitution possibilities that can be read on the nontranscribed coding strand), here 

we propose that can be easily applied to whole-exome results in cases where the somatic substitution prevalence is 

ш ϭ suď/Mď.  

We excluded by convention patients with a somatic substitution prevalence of < 1 sub/Mb and categorized them as 

having non-lung cancer, because few lung cancers with a < 1 sub/Mb somatic substitution prevalence have been 

described (6). Our approach of having 12 somatic substitution classes allowed consideration of transcriptional 

strand bias while analyzing a small number of parameters. Strand bias of tobacco-induced mutagenesis could be 

indicative of specific repair processes that are active in the cell; the mutational signature associated with lung 

cancer exhibited predominantly G>T/C>A substitutions with a transcriptional strand bias (more G>T transversions 

than complementary C>A somatic substitutions in the coding nontranscribed strand), suggesting the formation of 

bulky adducts on guanine and previously described by Alexandrov et al. (6). The efficiency of DNA damage and DNA 

maintenance processes differ between the transcribed and non-transcribed gene strands. A well-known cause of 
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this phenomenon is transcription-coupled nucleotide excision repair (NER) that operates predominantly on the 

transcribed strand of genes and is initiated by RNA polymerase II when it encounters bulky DNA helix-distorting 

lesions (12). The high rate of G>T/C>A somatic substitutions in lung cancer is probably an imprint of the bulky DNA 

adducts generated by polycyclic hydrocarbons found in tobacco smoke and their removal by transcription-coupled 

NER (13). Furthermore, in our study high C>A relative frequency (%CA >12%) was the most discriminative 

parameter, with the highest odds ratio, followed by high G>T relative frequency (%GT >13%). The higher prevalence 

of G>T substitutions on the non-transcribed strand compared to complementary C>A substitutions in lung cancer 

reflects this strand bias and confirms that bulky adduct damage to guanine may be the cause of the observed 

mutations. In contrast, no evidence of a transcriptional strand bias was observed for C>G/G>C, C>T/G>A, T>A/A>T, 

or T>C/A>G somatic substitutions in our study, as suggested by the extremely close odds ratios (and cut-offs when 

there were thresholds for variables) of these pairs of parameters in the EASILUNG test (Table 1).  

We chose to make distinct TCGA histological subgroups, anatomical subgroups, and immunophenotypical subgroups 

(see Supplementary Table 2) relevant in the differential diagnosis, because some TCGA groups are very 

heterogeneous, especially histologically (cervical SCC and endocervical adenocarcinoma [CESC], cholangiocarcinoma 

[CHOL], esophageal carcinoma [ESCA], mesothelioma [MESO], pheochromocytoma and paraganglioma [PCPG], 

sarcoma [SARC], skin cutaneous melanoma [SKCM], testicular germ cell tumors [TGCT], thyroid carcinoma [THCA], 

thymoma [THYM], and uterine corpus endometrial carcinoma [UCEC] groups). We also specified anatomical 

subdivision in the head and neck SCC [HNSC] group because epidemiological and etiological heterogeneities exist in 

these subgroups (oral cavity, oropharynx, hypopharynx, and larynx) although the histological type is still SCC. The 

larynx is the anatomic region closer to the trachea than other anatomic regions of head and neck SCC. It is therefore 

clinically relevant to evaluate the results of our test in these different anatomical subgroups. Positive EASILUNG 

tests in SCCs localized in the larynx (30/61; 49%), which suggests this location is more closely similar to lung SCCs 

than other head and neck SCC locations (oral cavity (6/153; 4%), oropharynx (2/27; 7%), and hypopharynx (0/3; 

0%)). The gradient in test positivity through the airways in the HNSC group may reflect the existence of an 

underlying, parallel gradient in the extent of exposure of cells of the respiratory tract to BaP and other tobacco 

smoke carcinogens. These results can be linked with a previous study (13) about a gradient in the prevalence of 
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TP53 G>T transversions in cancers of smokers, from low in the oral cavity, to intermediate in the larynx, and high in 

various histological types of lung cancers.   

Besides smoking, expression of APOBEC (Apolipoprotein B mRNA editing catalytic polypeptide-like) family members, 

especially APOBEC3B, is a key source of mutations in NSCLC (14). The APOBEC enzyme family catalyzes the 

hydrolytic reaction of cytosine to uracil in single-stranded DNA, and is known to play a role in approximately half of 

all human cancers, with lung, breast, head and neck, bladder, and cervical cancers bearing the largest 

APOBECattributable mutation burdens with a high level of protein expression (15). Cytidine deamination converts 

cytosine to uracil, which usually results in C>T/G>A somatic substitutions (16), and contributes to the high absolute 

frequency of C>T (and complementary G>A) somatic substitutions in lung cancer. Interestingly, the relative 

frequencies of C>T (%CT) and complementary G>A (%GA) in the EASILUNG score have a negative coefficient, and 

therefore the increase in C>T/G>A tends to decrease our score (Table 2). Our results suggest that a high prevalence 

of G>T/C>A somatic substitutions induced by carcinogens from tobacco smoke are strongly specific to tumors of 

lung origin. In contrast, APOBEC-induced somatic substitutions (C>T/G>A) appeared not specific enough of lung 

origin to have a positive coefficient in their related parameters (%CT and %GA) in our test; they nevertheless 

ĐoŶtƌiďute to the iŶĐƌease iŶ the oǀeƌall pƌeǀaleŶĐe of soŵatiĐ suďstitutioŶs, ǁhiĐh is a ŶeĐessaƌǇ ĐoŶditioŶ ;ш ϭ 

sub/Mb) both for the application of and a positive EASILUNG test.  

Although in most cases the primary origin of a lung tumor is not questioned by clinicians or pathologists, some 

situations are more problematic because lung is both an extremely common site of origin of metastasis and a 

common site for metastases. Some RT-PCR molecular tests studying mRNA expression exist to help identify cases 

not resolved by immunohistochemistry and classified as CUP. More recently, an alternative strategy was to propose 

a treatment targeting the supposed primary tumor according to the molecular signature, based on gene expression 

analyzed by a 92-gene RT-PCR assay (17). In that study, the sensitivity was 63% for lung adenocarcinoma from 

frozen samples and 0% for formalinfixed paraffin-embedded (FFPE) samples. One of the hypotheses explaining the 

limitations of diagnostic methods studying mRNA expression is that a genetic signature predisposing to metastasis 

coexists in primary tumors with the tissue-specific genetic signature. This "metastatic" genetic program that 

transcends distinctions between the original tissues has been described and could lead to errors in the molecular 

classification of various tumors at primary sites such as breast or bladder (18). The selection of genes relies heavily 
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on the number and type of primary solid tumors studied. In most published series, the "training set" included fewer 

than 1000 tumor specimens (typically 100–400). In addition, gene expression profiles are heterogeneous in 

pulmonary adenocarcinomas (19). By studying DNA, our approach is not impacted by these limitations; this explains 

our good results and suggests the superiority of our approach in lung cancers, particularly in adenocarcinomas.  

By analyzing lung adenocarcinomas and lung SCC, we cover the two most prevalent lung cancer histologies and our 

results suggest that the EASILUNG test remained acceptably sensitive and strongly specific on FFPE samples. The 

mutational artefact potentially generated by formalin fixation (20) was not a limitation for our test, as demonstrated 

by our local sample results. Indeed, formalin crosslinking with cytosine nucleotides on either strand can result in 

incorrect incorporation of adenine in place of guanosine, causing an artificial C>T/G>A mutation (21,22) that could 

impact negatively the score (Table 2). Thus, pulmonary tumors with a pronounced somatic substitutional signature 

would remain positive, while lung tumors and non-lung tumors with a borderline positive EASILUNG score (greater 

than but close to 303) would be negative.   

We showed that the EASILUNG test can distinguish lung cancer from other groups of solid tumors. Unlike sensitivity 

and specificity, positive predictive values (PPV) and negative predictive values (NPV) are largely dependent on 

disease prevalence in the examined population. Therefore, predictive values from one study cannot be transferred 

to another setting with a different prevalence of the disease in the population. PPV increases and NPV decreases 

when a disease increases in a population. Prevalence of lung cancer in CUP, by definition, cannot be estimated, and 

nor can the prevalence in CUP of different groups and subgroups of cancers across the different datasets 

(development dataset, external validation dataset, and dataset of laboratories where the test will be assessed); for 

this reason, NPV and PPV are less relevant than sensitivity and specificity in our study. A known major issue of 

external validation studies is that they are often based on small and local datasets. This means that there is often 

heterogeneity in the performance of prediction models and that multiple external validation studies are needed to 

fully appreciate the generalizability of a model. In our study, results are validated on our local platform. Our 

validated calibration allows us to consider artefactual variation of data analysis and interpretation of biologic data 

across centers. However, multiple external validation studies and prospective validation studies on exome results 

are needed to fully realize the generalizability of our model. Clinical trials are required to evaluate its benefits to 

patients.  
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No somatic substitutions were described in 35 tumors (1 lung SCC and 34 non-lung tumors), representing 

approximately one tumor out of 1000 in TCGA. We assume that these tumors may have low allele frequency 

somatic mutations that may be excluded from the variants list (23,24). We thus decided to exclude these 35 tumors 

from our validation dataset, even though specificity would have been better, because all 35 tumors would have 

been considered negative by the EASILUNG test (< 1 sub/Mb). The AML TCGA cancer group was not included simply 

because there is no possible diagnostic confusion between AML and solid cancers in routine clinical practice. 

Furthermore, AML genomes have fewer mutations than most other adult cancers, with an average of only 13 

mutations found (25). Because of the low density of somatic substitutions in AML (< 1 sub/Mb), to reject AML the 

specificity of our test would have be equal to 100%. Inclusion of AML would have caused inflation of the specificity 

of our test without any clinical relevance.  

In conclusion, we developed an innovative genomics-based tool which may be helpful in diagnosis of lung cancer 

and in medical decision-making for patients with unknown primary tumors potentially of lung origin. The external 

validation of our test confirmed its great potential for clinical settings.   
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 Methods  

• Development dataset  

We used the full publicly available TCGA data where somatic mutations are provided as simple somatic mutations 

;SSMͿ fƌoŵ WES ƌesults. SSM ĐoŶsists of soŵatiĐ suďstitutioŶs, deletioŶs of ч ϮϬϬ ďp, iŶseƌtioŶs of ч 200 bp, and 

ŵultiple ďase suďstitutioŶs ;ш Ϯ ďp aŶd ч ϮϬϬ ďpͿ. MutatioŶ aŶŶotatioŶ foƌŵat ;MAFͿ files ĐoŶtaiŶiŶg opeŶ aĐĐess 

SSM data of the cancer genomes used in this study were obtained from all 33 TCGA groups (February 1, 2016). SSM 

data from all genome sequencing center (GSC) platforms available were downloaded, corresponding to 130 MAF 

files containing somatic mutation data from 28,437 WES results from 9,522 distinct tumors sequenced by one to 

seven GSCs. All TCGA data were generated from frozen tumor samples prior to any treatment. The AML group (2 

MAF files containing 394 WES results from 197 distinct samples), WES results with any substitutions (35 WES 

results), and MAF files that did not include the size of the targeted region of the exome (76 MAF files containing 

16,514 WES results) were excluded from the development dataset; these conditions were not mutually exclusive. All 

WES results from all TCGA solid cancer groups (32/33 TCGA groups) from all GSC platforms that included the size of 

the targeted region of the exome in MAF files or in previously related TCGA publications were evaluated for the 

development dataset (26–43), corresponding to 54 of the 130 MAF files containing somatic mutations in 11,720 

WES results from 7,796 of the 9,342 distinct tumors. Each TCGA tumor had a unique barcode; if several GSCs had 

sequenced the same tumor and there were multiple WES results for the same tumor, a randomization was carried 

out to select only one WES result for each tumor. In total, the development dataset included 7,796 WES results from 

7,796 distinct tumor samples (745 lung cancer and 7,051 non-lung cancer). All details are provided in Supplementary 

Methods.  

  

• Substitution classes and prevalence of somatic substitutions   

Somatic substitutions were analyzed on the coding non-transcribed strand and their absolute frequencies were 

classified into the 12 classes according to the HGVS nomenclature (C>A, G>T, C>G, G>C, C>T, G>A, A>C, T>G, A>G, 

T>C, A>T and T>A). Targeted region size (in Mb) and absolute frequencies of the 12 somatic substitution classes read 

on the coding nontranscribed strand were collected. Insertion, deletion, and multiple base substitutions were not 
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considered. The total number of somatic substitutions was obtained by adding absolute frequencies of the 12 

somatic substitution classes. Prevalence of somatic substitutions for each tumor was quantified in sub/Mb and was 

calculated by dividing the total number of somatic substitutions by the size in Mb of the exome targeted region, 

which varied between 36 to 64 Mb across TCGA GSCs and groups of solid cancers (Supplementary Methods).   

  

• Relative frequencies of substitution classes  

Relative frequencies of somatic substitutions for each class (%CA, %GT, %CG, %GC, %CT, %GA, %AC, %TG, %AG, %TC, 

%AT, and %TA) were determined as the absolute frequency of each somatic substitution class (respectively C>A, 

G>T, C>G, G>C, C>T, G>A, A>C, T>G, A>G, T>C, A>T, and T>A) divided by the total number of somatic substitutions.   

 

• External validation dataset  

A total of 196 consecutive tumor samples sequenced between January 2015 and August 2017 available from the 

Molecular Tumor Board of Centre Georges-François Leclerc (CGFL, Dijon, France) was used for the external 

validation dataset. All patients gave their consent and the study was approved by the CGFL ethical board. All tumors 

had WES results and matched histopathological characteristics. All tumors and paired germline DNA were 

sequenced in 2 x 150 cycles on NextSeq500 using the Agilent SureSelect XT Human All exon v5 kit (targeted region = 

50Mb). All samples were FFPE or snap-frozen human tumors (primary or metastasis) from different histological 

classes and localizations. Initial site and diagnoses were determined using histopathological information. For all 

samples, normal DNA from the same individuals had also been sequenced to establish the somatic origin of variants 

and exclude germline single nucleotide polymorphisms. For each tumor, a file containing two columns with the 

allele of reference and mutated allele for each single-base substitution read in the coding non-transcribed strand 

was sent to our institution (Institut de Cancérologie de Lorraine, France), blinded of all other parameters.   

 

  



49 
 

• Identification of the predictive model and establishing the EASILUNG score  

Patients with a somatic substitution prevalence of < 1 sub/Mb were classified as having non-lung cancer. For 

patients with a soŵatiĐ suďstitutioŶ pƌeǀaleŶĐe of ш ϭ suď/Mď, the EASILUNG sĐoƌe ǁas Đoŵputed usiŶg the ϭϮ 

substitution classes. They were described by the median and the interquartile range, since the distributions of these 

parameters were not normal according to the Kolmogorov-Smirnov test. The log-linearity assumption of the logistic 

model was checked. This was carried out by categorizing each classes of substitution into 10 groups (corresponding 

to deciles) and by looking at the plot of the logit of observed percentages of lung cancer in each class. When this 

assumption was not verified, the continuous parameter was transformed into binary variables. This was performed 

by using the AUC. The threshold maximizing the Youden index was chosen.  

A multivariable logistic regression was performed with the 12 substitution classes as independent parameters and 

the lung cancer as the dependent parameter (full model). The simplification of this full model to avoid overfitting 

was done using a multivariable logistic regression with backward selection at the level p=0.2. The stability of the 

selected model was investigated using the bootstrap resampling method (44). A multivariable logistic regression was 

performed using the substitution classes selected by the bootstrap resampling method (final model). Logistic 

coefficients of regression (β) of the final model were multiplied by 100 and rounded to the nearest integer. These 

integers were then added to obtain an overall lung cancer risk score for each patient, namely the linear predictor lp. 

The model’s discriminative performance was assessed by the AUC, and the calibration by the Hosmer-Lemeshow 

chisquare test. The threshold of the predicted risk score maximizing the Youden index was chosen and the sensitivity 

and the specificity with their 95% confidence intervals were computed.  

The overall performance of the classification was assessed by taking into account the patients with a somatic 

substitution prevalence of < 1 sub/Mb by classifying them as having non-lung cancer. The sensitivity and the 

specificity with their 95% confidence intervals were computed on the total population.  
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• External validation  

The EASILUNG score was computed on the validation set. The discriminative performance of the EASILUNG test on 

the validation set was assessed by the sensitivity and the specificity using the threshold identified with the 

development dataset. To have a more accurate assessment of the probability of lung cancer in the validation set, 

the EASILUNG test was calibrated using a logistic regression. After the recalibration, the discriminative performance 

was assessed by the AUC and the calibration by the Hosmer-Lemeshow chi-square test. A new threshold maximizing 

the Youden index was chosen and the sensitivity and the specificity with their 95% confidence intervals were 

computed.    

  

• Data availability  

The local validation sample datasets analyzed during the current study are not fully publicly available: due to 

reasonable privacy and security concerns, the data are not easily redistributable to researchers other than those 

engaged in Institutional Review Board approved research collaborations with the named medical center.  
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 Tables  

Table 1: Distribution of the relative frequencies of the 12 substitution classes in the development dataset for the 

ϰ,ϵϬϴ tuŵoƌs ǁith a soŵatiĐ suďstitutioŶ pƌeǀaleŶĐe of ш ϭ suď/Mď  
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Table 2. Bivariate analysis and full multivariate model with the 12 substitution classes using logistic regression for 

the ϰ,ϵϬϴ tuŵoƌs ǁith a soŵatiĐ suďstitutioŶ pƌeǀaleŶĐe of ш ϭ suď/Mď.  

Relative frequencies 

of substitutions in 

tumors  

BIVARIATE ANALYSES   FULL MUTIVARIATE MODEL   

Odds ratio and 95% CI  p-value  Odds ratio and 95% CI  p-value  

%CA >ϭϮ ǀs чϭϮ   14.44 [11.95;17.46]  <0.001  4.86 [3.59;6.58]   <0.001  

%GT >ϭϯ ǀs чϭϯ  9.17 [7.66;10.98]  <0.001  1.62 [1.2;2.19]   0.001  

%CG шϭ ǀs Ϭ  0.45 [0.38;0.54]  <0.001  1.52 [0.75;3.06]   0.24  

%GC шϭ ǀs Ϭ  0.50 [0.42;0.60]  <0.001  1.58 [0.78;3.22]   0.20  

%CT  0.84 [0.83;0.85]  <0.001  0.91 [0.88;0.93]   <0.001  

%GA  0.84 [0.83;0.85]  <0.001  0.93 [0.91;0.95]   <0.001  

%AC  0.67 [0.63;0.72]  <0.001  0.82 [0.76;0.90]  <0.001  

%TG  0.65 [0.61;0.70]  <0.001  0.83 [0.76;0.90]   <0.001  

%AG >ϱ ǀs чϱ  0.23 [0.19;0.28]  <0.001  0.43 [0.33;0.58]  <0.001  

%TC >ϱ ǀs чϱ  0.26 [0.21;0.32]  <0.001  0.44 [0.33;0.59]  <0.001  

%AT >ϯ ǀs чϯ  1.84 [1.55;2.17]  <0.001  0.99 [0.74;1.33]   0.96  

%TA >ϯ ǀs чϯ  2.04 [1.72;2.40]  <0.001  1.15 [0.86;1.53]   0.36  

CI=confidence interval; vs=versus; %CA=relative frequency of C>A substitutions (%); %GT=relative frequency of G>T 

substitutions (%); %CG=relative frequency of C>G substitutions (%); %GC=relative frequency of G>C substitutions (%); 

%CT=relative frequency of C>T substitutions (%); %GA=relative frequency of G>A substitutions (%); %AC=relative frequency 

of A>C substitutions (%); %TG=relative frequency of T>G substitutions (%); %AG=relative frequency of A>G substitutions 

(%); %TC=relative frequency of T>C substitutions (%); %AT=relative frequency of A>T substitutions (%); %TA=relative 

frequency of T>A substitutions (%).  
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• Table 3. Final logistic regression defining the EASILUNG score  
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• Table 4: Calculating the EASILUNG score with two examples from the TCGA.  
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 Figures  

Figure 1. Description of the EASILUNG score in the development dataset. This includes the 4,908 tumors with a 

soŵatiĐ suďstitutioŶ pƌeǀaleŶĐe of ш ϭ suď/Mď aŶd shoǁs the estiŵated pƌoďaďilitǇ of luŶg ĐaŶĐeƌ ĐalĐulated fƌoŵ 
the EASILUNG score according to the values of the score. Logit (lung cancer) = 1.216+0.010 × EASILUNG score. 

Probability of lung cancer = 1/(1 + exp [–logit(lung cancer)]).  
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Figure 2. Description of the EASILUNG score in the validation dataset. This includes the 195 tumors with a somatic 

suďstitutioŶ pƌeǀaleŶĐe of ш ϭ suď/Mď aŶd shoǁs the estiŵated probability of lung cancer calculated from the 

EASILUNG score according to the values of the score. Logit (lung cancer) = 2.094+0.008 × EASILUNG score. 

Probability of lung cancer = 1/(1 + exp [–logit(lung cancer)]).  
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

 

 Supplementary Methods 

• TCGA MAF files with targeted region size downloaded:  

Below is the table containing TCGA MAF files that have been downloaded for study. 

MAF file name 
File 

label 

Exome kit 
targeted region 

size (Mb) 
ACCbroadmitedu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf ACC1 Not available 

ACChgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf ACC2 42 

ACChgsc.bcm.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf ACC3 Not available 

ACChgsc.bcm.edu__Mixed_curated_DNA_sequencing_level2.maf ACC4 Not available 

BLCAbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf BLCA5 Not available 

BLCAbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf BLCA6 44 

BLCAbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf BLCA7 Not available 

BLCAbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf BLCA8 Not available 

BRCAgenome.wustl.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf BRCA9 Not available 

BRCAgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf BRCA10 64 

BRCAgenome.wustl.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf BRCA11 Not available 

CESCbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf CESC12 Not available 

CESCbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf CESC13 Not available 

CESCbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf CESC14 64 

CESCgenome.wustl.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf CESC15 Not available 

CESCgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf CESC16 Not available 

CESCucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf CESC17 Not available 

CHOLbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf CHOL18 Not available 

CHOLbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf CHOL19 44 

CHOLhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf CHOL20 Not available 

CHOLhgsc.bcm.edu__Mixed_curated_DNA_sequencing_level2.maf CHOL21 Not available 

CHOLucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf CHOL22 Not available 

COADhgsc.bcm.edu__ABI_SOLiD_DNA_Sequencing_level2.maf COAD23 36 

COADhgsc.bcm.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf COAD24 44 

DLBChgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf DLBC25 42 

ESCAbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf ESCA26 Not available 

GBMbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf GBM27 50 

GBMmdanderson.org__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf GBM28 50 

GBMmdanderson.org__Mixed_automated_DNA_sequencing_level2.maf GBM29 50 

GBMucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf GBM30 50 

HNSCbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf HNSC31 Not available 
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HNSCbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf HNSC32 44 

HNSCbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf HNSC33 44 

HNSCbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf HNSC34 Not available 

ESCAbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf HSCA35 44 

ESCAgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf HSCA36 64 

ESCAhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf HSCA37 Not available 

ESCAucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf HSCA38 Not available 

KICHbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf KICH39 Not available 

KICHbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf KICH40 Not available 

KICHhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf KICH41 42 

KICHhgsc.bcm.edu__Mixed_curated_DNA_sequencing_level2.maf KICH42 42 

KIRCbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf KIRC43 Not available 

KIRChgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf KIRC44 45,1 

KIRChgsc.bcm.edu__Mixed_DNA_Sequencing_level2.maf KIRC45 Not available 

KIRPbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf KIRP46 42 

KIRPbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf KIRP47 42 

KIRPbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf KIRP48 42 

KIRPhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf KIRP49 42 

KIRPhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf KIRP50 42 

KIRPhgsc.bcm.edu__Mixed_curated_DNA_sequencing_level2.maf KIRP51 42 

KIRPucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf KIRP52 42 

LAMLgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf LAML53 44 

LAMLgenome.wustl.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf LAML54 Not available 

LGGbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf LGG55 44 

LGGbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf LGG56 44 

LGGbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf LGG57 Not available 

LGGhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf LGG58 Not available 

LGGmdanderson.org__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf LGG59 Not available 

LGGmdanderson.org__Mixed_automated_DNA_sequencing_level2.maf LGG60 Not available 

LGGucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf LGG61 Not available 

LIHCbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf LIHC62 Not available 

LIHChgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf LIHC63 Not available 

LIHChgsc.bcm.edu__Mixed_curated_DNA_sequencing_level2.maf LIHC64 42 

LIHCucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf LIHC65 Not available 

LUADbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf LUAD66 50 

LUADbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf LUAD67 50 

LUADbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf LUAD68 50 

LUSCbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf LUSC69 50 

MESObcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf MESO70 Not available 

MESOsanger.ac.uk__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf MESO71 50 

OVbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf OV72 Not available 

OVgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf OV73 44 

OVgenome.wustl.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf OV74 Not available 

OVhgsc.bcm.edu__SOLiD_curated_DNA_sequencing_level2.maf OV75 Not available 

PAADbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf PAAD76 Not available 

PAADbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PAAD77 44 

PAADbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf PAAD78 44 
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PAADbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf PAAD79 Not available 

PAADhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PAAD80 Not available 

PAADucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PAAD81 Not available 

PCPGbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf PCPG82 Not available 

PCPGbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PCPG83 44 

PCPGhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PCPG84 Not available 

PCPGucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PCPG85 Not available 

PRADbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PRAD86 44 

PRADbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf PRAD87 44 

PRADhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf PRAD88 Not available 

READhgsc.bcm.edu__ABI_SOLiD_DNA_Sequencing_level2.maf READ89 36 

READhgsc.bcm.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf READ90 44 

SARCbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf SARC91 Not available 

SARCbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf SARC92 44 

SARCgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf SARC93 Not available 

SARCucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf SARC94 Not available 

SKCMbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf SKCM95 44 

SKCMbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf SKCM96 Not available 

SKCMhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf SKCM97 Not available 

STADbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf STAD98 Not available 

STADbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf STAD99 44 

STADbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf STAD100 Not available 

STADbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf STAD101 Not available 

STADgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf STAD102 Not available 

STADhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf STAD103 Not available 

STADucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf STAD104 Not available 

TGCTbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf TGCT105 Not available 

TGCTbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf TGCT106 44 

TGCThgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf TGCT107 Not available 

TGCThgsc.bcm.edu__Mixed_curated_DNA_sequencing_level2.maf TGCT108 Not available 

TGCTucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf TGCT109 Not available 

THCAbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf THCA110 Not available 

THCAbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf THCA111 44 

THCAbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf THCA112 Not available 

THCAhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf THCA113 Not available 

THYMbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf THYM114 Not available 

THYMbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf THYM115 44 

THYMgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf THYM116 Not available 

THYMhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf THYM117 Not available 

THYMucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf THYM118 Not available 

UCECbroad.mit.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf UCEC119 Not available 

UCECgenome.wustl.edu__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf UCEC120 64 

UCECgenome.wustl.edu__Illumina_Genome_Analyzer_DNA_Sequencing_level2.maf UCEC121 Not available 

UCSbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf UCS122 Not available 

UCSbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf UCS123 44 

UCSbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf UCS124 44 

UCShgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf UCS125 Not available 
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UVMbcgsc.ca__IlluminaHiSeq_automated_DNA_sequencing_level2.maf UVM126 Not available 

UVMbroad.mit.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf UVM127 44 

UVMbroad.mit.edu__IlluminaGA_curated_DNA_sequencing_level2.maf UVM128 44 

UVMhgsc.bcm.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf UVM129 Not available 

UVMucsc.edu__IlluminaGA_automated_DNA_sequencing_level2.maf UVM130 Not available 
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• Details of platforms and exome kit used for each cancer groups that have been included 

 
Adrenocortical carcinoma [ACC] n= 86 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq automated” platform using 

“NimbleGen VCRome 2.1” (42 MB). [Metadata associated file] 

Bladder Urothelial Carcinoma [BLCA] n=396 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform 

using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit 44mb”. [Metadata associated file] 

Brain Lower Grade Glioma [LGG] n=533 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using 

“Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit 44mb” and n=286 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq curated” 

platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit 44mb”. [Metadata associated file] 

Breast invasive carcinoma [BRCA] n=776 tumors sequenced by “WUSM IlluminaHiSeq DNASeq automated” 

platform using “Nimblegen SeqCap EZ Human Exome Library v3.0”, the total size of the regions covered by probes is 

64 Mb. [Metadata associated file] 

Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma [CESC] n=39 tumors sequenced by “BI 

IlluminaGA DNASeq” platform using “Nimblegen SeqCap EZ Human Exome Library v3.0 (64mb)”. [Metadata 

associated file] 

Cholangiocarcinoma [CHOL] n=36 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using “Agilent 

SureSelect Human All Exon v2 kit 44mb”. [Metadata associated file] 

Colon adenocarcinoma [COAD] n=219 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq” platform using “NimbleGen 

SeqCap EZ Exome 2.0 Solution Probes” targeting ~44Mbs of sequence from ~30K genes, or “VCRome 2.1, HGSC 

design, NimbleGen” targeting 43 Mb of sequence from ~30K genes, according to the manufacturer’s protocol. 53 

others tumors were sequenced by “BCM SOLiD DNASeq” platform using “NimbleGen CCDS Solution Probes” which 

targets ~36 Mbs of sequence from ~17K genes, according to the manufacturer’s protocol. [Supplementary 

information TCGA related publication]28 

Esophageal carcinoma [ESCA] n=185 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq” platform using “Agilent 

SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb) [Metadata associated file] and 184 tumors sequenced by “WUSM 

https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=ACC&diseaseName=Adrenocortical%20carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=BLCA&diseaseName=Bladder%20Urothelial%20Carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=LGG&diseaseName=Brain%20Lower%20Grade%20Glioma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=BRCA&diseaseName=Breast%20invasive%20carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=CESC&diseaseName=Cervical%20squamous%20cell%20carcinoma%20and%20endocervical%20adenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=CHOL&diseaseName=Cholangiocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=COAD&diseaseName=Colon%20adenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=ESCA&diseaseName=Esophageal%20carcinoma
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IlluminaHiSeq DNASeq automated” using “Nimblegen SeqCap EZ Human Exome Library v3.0” (64Mb). [Metadata 

associated file] 

Glioblastoma multiforme [GBM] n=282 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq” platform, 316 tumors 

sequenced by “MDA IlluminaGA DNASeq” platform, 316 tumors sequenced by “MDA Mixed DNASeq automated” 

platform and 315 tumors sequenced by “UCSC IlluminaGA DNASeq automated platform”. Massively Parallel 

Sequencing Exome capture was performed by using Agilent SureSelect Human All Exon 50 Mb according the 

manufacturer’s instructions. [supplement TCGA related publication]29 

Head and Neck squamous cell carcinoma [HNSC] n=270 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” 

platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44mb) [Metadata associated file] and 260 tumors 

sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq curated” platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44mb) 

[Metadata associated file]. 

Kidney Chromophobe [KICH] n=66 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq automated” platform and 66 

tumors sequenced by “BCM Mixed DNASeq curated” platform. Massively parallel sequencing exome capture was 

performed using “NimbleGen (custom designed) VCRome 2.1” (42 Mb) according the manufacturer’s instructions. 

[Metadata associated file] 

Kidney renal clear cell carcinoma [KIRC] n=349 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq automated” 

platform using “Nimblegen SeqCap EZ HGSC VCRome”. The HGSC scientists worked with NimbleGen R&D scientists 

to optimize capture performance through empirical rebalancing. The name comes from the primary coding 

sequence (CDS) annotation sources which were Vega, CCDS, and RefSeq. Also included are miRNAs from miRBase. 

The design covers 23,585 genes and 189,028 non-overlapping exons (July 2014 Ensembl annotation). Design files are 

included for both the hg18 and hg19 genome assemblies. Total design size is 45.1 Mb capture target. [Metadata 

associated file] 

Kidney renal papillary cell carcinoma [KIRP] n=282 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq automated” 

platform, n=168 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq curated” platform,  n=161 tumors sequenced by 

“BCM Mixed DNASeq curated” platform, 115/283 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq” platform, 116 

tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform, 171 tumors sequenced by “BI IlluminaGA 

https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=GBM&diseaseName=Glioblastoma%20multiforme
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=HNSC&diseaseName=Head%20and%20Neck%20squamous%20cell%20carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=KICH&diseaseName=Kidney%20Chromophobe
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=KIRC&diseaseName=Kidney%20renal%20clear%20cell%20carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=KIRP&diseaseName=Kidney%20renal%20papillary%20cell%20carcinoma
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DNASeq curated” platform, and n=171 tumors sequenced by “UCSC IlluminaGA DNASeq automated” platform, using 

“NimbleGen HGSC VCRome 2.1 design” (42Mb) according to the manufacturer’s protocol NimbleGen SeqCap EZ 

Exome Library SR User’s Guide (Version 2.2). [Supplement appendix TCGA related article]30  

Liver hepatocellular carcinoma [LIHC] n=198 tumors sequenced by “BCM Mixed DNASeq curated” Platform. 

Massively parallel sequencing exome capture was performed using NimbleGen (custom designed) VCRome 2.1” (42 

MB) according the manufacturer’s instructions. [Metadata associated file]. 

Lung adenocarcinoma [LUAD] n=548 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq” platform, n=561 tumors 

sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform, and n=230 tumors sequenced by “BI IlluminaGA 

DNASeq curated” platform. Exome capture was performed using the “Agilent SureSelect Human All Exon 50Mb kit”. 

[supplement TCGA related publication]31 

Lung squamous cell carcinoma [LUSC] n=178 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq” platform. Exome 

capture was performed using “Agilent SureSelect Human All Exon 50 Mb” according to the 

manufacturers’instructions. [Metadata associated file]. 

Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma [DLBC] n= 48 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq 

automated” platform. Massively parallel sequencing exome capture was performed using “NimbleGen (custom 

designed) VCRome 2.1” (42 MB) according the manufacturer’s instructions. [Metadata associated file] 

Mesothelioma [MESO] n=83 tumors sequenced by “SANGER IlluminaHiSeq DNASeq automated” platform using 

“Agilent SureSelect Human All Exon V3 kit” (50mb). [Metadata associated file] 

Ovarian serous cystadenocarcinoma [OV] n=88 tumors sequenced by “WUSM IlluminaHiSeq DNASeq automated” 

platform using “Agilent SureSelect Human All Exon 44 Mb v2”. [Metadata associated file] 

Pancreatic adenocarcinoma [PAAD] n=185 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform 

using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb) and n=150/186 tumors sequenced by “BI IlluminaGA 

DNASeq curated” platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44mb). [Metadata associated file] 

Pheochromocytoma and Paraganglioma [PCPG] n=184 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” 

platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44mB). [Metadata associated file] 

https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=LIHC&diseaseName=Liver%20hepatocellular%20carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=LUAD&diseaseName=Lung%20adenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=LUSC&diseaseName=Lung%20squamous%20cell%20carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=DLBC&diseaseName=Lymphoid%20Neoplasm%20Diffuse%20Large%20B-cell%20Lymphoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=MESO&diseaseName=Mesothelioma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=OV&diseaseName=Ovarian%20serous%20cystadenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=PAAD&diseaseName=Pancreatic%20adenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=PCPG&diseaseName=Pheochromocytoma%20and%20Paraganglioma
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Prostate adenocarcinoma [PRAD] n=501 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using 

“Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44mb) and n=334 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq 

curated” platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44mb). [Metadata associated file] 

Rectum adenocarcinoma [READ] n=81 tumors sequenced by “BCM IlluminaGA DNASeq” platform using “NimbleGen 

SeqCap EZ Exome 2.0 Solution Probes” targeting ~44Mbs of sequence from ~30K genes, or “VCRome 2.1 (HGSC 

design, NimbleGen)” targeting 43 Mb of sequence from ~30K genes, according to the manufacturer’s protocol. 35 

others tumors were sequenced by “BCM SOLiD DNASeq” platform using NimbleGen CCDS Solution Probes which 

targets ~36 Mbs of sequence from ~17K genes, according to the manufacturer’s protocol. [Supplementary 

information TCGA related article]28 

Sarcoma [SARC] n=259 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” using “Agilent SureSelect Human 

All Exon v2 kit” (44Mb). [Metadata associated file] 

Skin Cutaneous Melanoma [SKCM] n=472 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using 

the “Agilent Sure-Select Human All Exon v2.0 kit” (44Mb). [Metadata associated file] 

Stomach adenocarcinoma [STAD] n=91 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using 

“Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44mb) [Metadata associated file] 

Testicular Germ Cell Tumors [TGCT] n=156 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform 

using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb). [Metadata associated file] 

Thymoma [THYM] n=123 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using “Agilent 

SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb). [Metadata associated file] 

Thyroid carcinoma [THCA] n=504 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using “Agilent 

SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb). [Metadata associated file] 

Uterine Carcinosarcoma [UCS] n=57 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq automated” platform using 

“Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb) and n=57/57 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq 

curated” platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb). [Metadata associated file] 

https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=PRAD&diseaseName=Prostate%20adenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=READ&diseaseName=Rectum%20adenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=SARC&diseaseName=Sarcoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=SKCM&diseaseName=Skin%20Cutaneous%20Melanoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=STAD&diseaseName=Stomach%20adenocarcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=TGCT&diseaseName=Testicular%20Germ%20Cell%20Tumors
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=THYM&diseaseName=Thymoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=THCA&diseaseName=Thyroid%20carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=UCS&diseaseName=Uterine%20Carcinosarcoma
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Uterine Corpus Endometrial Carcinoma [UCEC] n=248 tumors sequenced by “WUSM IlluminaHiSeq DNASeq 

automated” platform using “Nimblegen SeqCap EZ Human Exome Library v3.0” (64Mb). [Metadata associated file] 

Uveal Melanoma [UVM] n=80 tumors sequenced by “IlluminaGA DNASeq automated” platform using “Agilent 

SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb) and n=80/80 tumors sequenced by “BI IlluminaGA DNASeq curated” 

platform using “Agilent SureSelect Human All Exon v2 kit” (44Mb). [Metadata associated file] 

 

  

https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=UCEC&diseaseName=Uterine%20Corpus%20Endometrial%20Carcinoma
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/tcgaCancerDetails.jsp?diseaseType=UVM&diseaseName=Uveal%20Melanoma
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• TCGA Clinical Data Elements  

bcr_patient_barcode / Tumor_Sample_Barcode  

« bcr_patient_barcode » corresponds to a participant in the clinical data file 

« nationwidechildrens.org_clinical_patient_hnsc » (exemple for a tumor from [HNSC] group) and annotated « TCGA-

UV-WXYZ ». This annotation can be found in the somatic mutation file (in this example HNSC maf file) in the column 

« Tumor_Sample_Barcode » as the prefix part of the barcode (« TCGA-UV-WXYZ-01A-01D-1434-08 » for example)  

 

Histologic subgroups: 

« histologic_diagnosis » refer to the histological type of a tumor, it is found in the clinical data file 

« nationwidechildrens.org_clinical_patient_XXXX» (XXXX refer to a TCGA group). We specify for TCGA groups 

(bolded) in this table. Histologic subgroups obtained are precised, unbolded, for each group: 

 

Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma [CESC] n=39 

Cervical Squamous Cell Carcinoma n=36 

Endocervical Type of Adenocarcinoma n=3 

Cholangiocarcinoma [CHOL] n=36 

Cholangiocarcinoma; hilar/perihilar n=4 

Cholangiocarcinoma; intrahepatic n=30 

Cholangiocarcinoma; distal n=2 

Colon adenocarcinoma [COAD] n=271* 

Colon Adenocarcinoma n=236 

Colon Mucinous Adenocarcinoma n=32 

Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma [DLBC] n=48 

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) NOS (any anatomic site nodal or extranodal) n=41 

Primary DLBCL of the CNS n=3 

Primary mediastinal (thymic) DLBCL n=4 

Oesophageal carcinoma [ESCA] n=186 

Oesophagus Adenocarcinoma, NOS n=89 

Oesophagus Squamous Cell Carcinoma n=97 

Mesothelioma [MESO] n=82 

Biphasic mesothelioma n=23 

Diffuse malignant mesothelioma - NOS n=4 

Epithelioid mesothelioma n=53 
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Sarcomatoid mesothelioma n=2 

Ovarian serous cystadenocarcinoma [OV] n=88 

High-grade serous carcinoma n=88 

Pancreatic adenocarcinoma [PAAD] n=185* 

Pancreas-Adenocarcinoma Ductal Type n=153 

Pancreas-Undifferentiated Carcinoma n=1 

Pancreas-Colloid (mucinous non-cystic) Carcinoma n=4 

Pancreas-Adenocarcinoma-Other Subtype n=26 

Pheochromocytoma and Paraganglioma [PCPG] n=184 

Pheochromocytoma n=33 

Paraganglioma n=151 

Rectum adenocarcinoma [READ] n=115* 

Rectal Adenocarcinoma n=100 

Rectal Mucinous Adenocarcinoma n=10 

Sarcoma [SARC] n=259 

Dedifferentiated liposarcoma n=57 

Desmoid Tumor n=2 

Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumors (MPNST) n=10 

Myxofibrosarcoma n=25 

Sarcoma; synovial; poorly differentiated n=2 

Synovial Sarcoma - Biphasic n=2 

Synovial Sarcoma - Monophasic n=6 

Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma (UPS) n=50** 

Leiomyosarcoma (LMS) n=105 

Skin Cutaneous Melanoma [SKCM] n=472 

Acral lentiginous melanoma, malignant n=3 

Amelanotic melanoma n=7 

Epithelioid cell melanoma n=8 

Lentigo maligna melanoma n=2 

Malignant melanoma, NOS n=420 

Mixed epithelioid and spindle cell melanoma n=1 

Nodular melanoma n=22 

Spindle cell melanoma, NOS n=4 

Superficial spreading melanoma n=5 

Testicular Germ Cell Tumors [TGCT] n=156*** 

Seminoma; NOS n=66 

Non-Seminoma; Yolk Sac Tumor n=3 

Non-Seminoma; Embryonal Carcinoma n=16 

Thyroid carcinoma [THCA] n=504 

Thyroid Papillary Carcinoma - Classical/usual n=357 

Thyroid Papillary Carcinoma - Follicular (≥ 99% follicular patterned) n=102 

Thyroid Papillary Carcinoma - Tall Cell (≥ 50% tall cell features) n=36 

Other, specify n=9 

Thymoma [THYM] n=123**** 

Thymoma; Type C n=11 

Uterine Corpus Endometrial Carcinoma [UCEC] n=248 

Endometrioid endometrial adenocarcinoma n=200 
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Serous endometrial adenocarcinoma n=44 

Mixed serous and endometrioid n=4 

*Missing histology specification for some tumors in TCGA clinical data file explains differences between the number 

of tumors in the subgroups and the number of tumors in the TCGA group. 

** Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma (UPS) includes “Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma (UPS)”, 

“Pleomorphic 'MFH' / Undifferentiated pleomorphic sarcoma” and” Giant cell 'MFH' / Undifferentiated pleomorphic 

sarcoma with giant cells”, due to the homogeneity of these entity, in agreement with last World Health Organisation 

Soft Tissue classification modification (4th edition, 2013). 

***For [TCGT] group, tumors histology subgroups are unspecified because there were too many heterogeneous 

subgroups with low numbers of case, and low clinical relevance elsewhere. The subgroups in [TCGT] were 

performed to show the histologic heterogeneity of this group, the presence of seminomatous and non-

seminomatous tumors, and the homogenous performance of our test on this group.  

****For [THYM] group, only “Thymoma; Type C » histologic subgroup has been specified because it is the most 

aggressive subtype of thymoma, with a high metastatic potential. Result of our test in this subgroup is particularly 

relevant. 

 

Anatomics subgroups in [HNSC] group 

« anatomic_organ_subdivision » refer to the anatomical location of the tumor, it is specified in clinical data file 

«nationwidechildrens.org_clinical_patient_hnsc» for the [HNSC] group.  Four anatomical subdivision were 

subgrouped:  

• Oral Cavity (Alveolar Ridge + Buccal Mucosa + Floor of mouth + Hard Palate + Lip + Oral Tongue) 

• Oropharynx (Base of tongue + Tonsil)  

• Hypopharynx  

• Larynx.  
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Tobacco smoking history indicator subgroups in [LUSC] and [LUAD] groups 

"TOBACCO_SMOKING_HISTORY_INDICATOR" Tobacco smoking history was informed for [LUSC] and [LUAD] groups 

by referring to their respecting TCGA clinical data file "nationwidechildrens.org_clinical_patient_XXXX" (XXXX refer 

to TCGA groups, here “luad” and “lusc”) 

« TOBACCO_SMOKING_HISTORY_INDICATOR » only has values from the first 1-5 conditions plus [Not Available] 

corresponding to:  

• Lifelong Non-smoker (less than 100 cigarettes smoked in Lifetime) = 1 

• Current smoker (includes daily smokers and non-daily smokers or occasional smokers) = 2 

• Current reformed smoker for > 15 years (greater than 15 years) = 3 

• CuƌƌeŶt ƌefoƌŵed sŵokeƌ foƌ чϭϱ Ǉeaƌs ;less thaŶ oƌ eƋual to ϭϱ ǇeaƌsͿ = ϰ 

• Current reformed smoker, duration not specified = 5 

• [Not Available] 

 

Microsatellite instability status subgroups in Colorectal adenocarcinoma groups [COAD] and [READ] 

Subgroups according to microsatellite instability immunohistochemistery status (Positive or Negative) was made 

using «microsatellite_instability» for Colorectal adenocarcinoma groups [COAD] and [READ], available in TCGA 

clinical data file « nationwidechildrens.org_clinical_patient_COAD» and 

« nationwidechildrens.org_clinical_patient_READ». 

 

• About local DATA (external validation):  

Eligible tumors for external validation were all consecutive tumors with somatic mutation exome data and matched 

clinicopathologic information available from Molecular Tumor Board of Centre Georges-François Leclerc in Dijon 

(France), sequenced since 2015 to august 2017 corresponding to 198 tumors. Two tumors were metastasis of an 

unknown primitive.  All tumors and paired germline DNA were sequenced in 2 x 150 cycles on NextSeq500 using 

Agilent SureSelect XT Human All exon v5 kit (targeted region design = 50Mb). Samples consisting with FFPE or Snap-

https://cancergenome.nih.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000561402&version=Patient&language=English
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frozen human tumor, spanning different tumor class (see Supplementary Table 3). Initial site and diagnoses were 

made by using histopathological information. Tumors were specimens from primary or metastasis site obtained 

before any treatment. The inclusion criteria were: consecutive whole exome sequenced tumors with available 

somatic single base substitutions, not otherwise specified. Selection were made by Dijon Molecular platform centre, 

in all examined samples, normal DNA from the same individuals had been sequenced to establish the somatic origin 

of variants. For each tumor barcode, a file containing two columns with allele of reference and mutated allele read 

on the coding non-transcribed strand for each single base substitution was sent in our department, in blind of all 

other parameters except the size of targeted region of exome (50Mb).  The Microsoft Excel CONCATENATE function 

(CONCAT function since Excel 2016) allows joining two or more columns together.  Substitution classes were 

extracted by joining the “reference allele” column with the next “mutated allele” column, corresponding to “C>A” 

(nucleotide C (reference allele) substituted by nucleotide A (mutated allele)), “C>T”, “C>G”, “G>C”, “G>T”, “G>A”, 

“T>A”, “T>G”, “T>C”, “A>T”, “A>G” or “A>C”). To count the occurrence of each substitution possibilities appears in 

the resulting list, we use the Microsoft Excel COUNTIF statistical function. Supplementary Table 2 shows the 

extracted data.   
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 Supplementary Table(s) 

• Supplementary Table 1. Distribution TCGA cancer groups for development dataset. 

TCGA cancer groups 

All samples 

(n=7796) 

Saŵple ǁith preǀaleŶĐe of soŵatiĐ suďstitutioŶs ≥ ϭ suď/Mď 

(n=4908) 

ACC 91 (1.17%) 61 (1.24%) 

BLCA 396 (5.08%) 386 (7.86%) 

BRCA 776 (9.95%) 198 (4.03%) 

CESC 39 (0.5%) 37 (0.75%) 

CHOL 36 (0.46%) 29 (0.59%) 

COAD 271 (3.48%) 261 (5.32%) 

DLBC 48 (0.62%) 46 (0.94%) 

ESCA 186 (2.39%) 183 (3.73%) 

GBM 362 (4.64%) 238 (4.85%) 

HNSC 271 (3.48%) 259 (5.28%) 

KICH 66 (0.85%) 37 (0.75%) 

KIRC 349 (4.48%) 262 (5.34%) 

KIRP 286 (3.67%) 224 (4.56%) 

LGG 533 (6.84%) 224 (4.56%) 

LIHC 198 (2.54%) 180 (3.67%) 

LUAD 568 (7.29%) 526 (10.72%) 

LUSC 177 (2.27%) 176 (3.59%) 

MESO 82 (1.05%) 25 (0.51%) 

OV 88 (1.13%) 67 (1.37%) 

PAAD 185 (2.37%) 156 (3.18%) 

PCPG 184 (2.36%) 4 (0.08%) 

PRAD 499 (6.4%) 200 (4.07%) 

READ 115 (1.48%) 111 (2.26%) 

SARC 259 (3.32%) 198 (4.03%) 



75 
 

SKCM 472 (6.05%) 443 (9.03%) 

STAD 91 (1.17%) 87 (1.77%) 

TGCT 156 (2%) 38 (0.77%) 

THCA 504 (6.46%) 43 (0.88%) 

THYM 123 (1.58%) 19 (0.39%) 

UCEC 248 (3.18%) 138 (2.81%) 

UCS 57 (0.73%) 51 (1.04%) 

UVM 80 (1.03%) 1 (0.02%) 
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• Supplementary Table 2. Summary of EASILUNG test performance on TCGA cancer groups and subgroups 

(development dataset) 

TCGA CANCER GROUPS AND SUBGROUPS 
TOTAL 
CASES  

EASILUNG 
TEST POSITIVE 

ADENOCARCINOMA CANCER GROUPS AND SUBGROUPS 

Lung adenocarcinoma [LUAD] 568 447(79%) 

CuƌƌeŶt ƌefoƌŵed sŵokeƌ foƌ чϭϱ Ǉeaƌs [LUAD suďgƌoup] 171 159(93%) 

Current smoker (includes daily smokers and non-daily smokers or occasional smokers) 
[LUAD subgroup] 

116 105(91%) 

Current reformed smoker for > 15 years [LUAD subgroup] 136 104(76%) 

Current reformed smoker, duration not specified [LUAD subgroup] 3 2(67%) 

Lifelong Non-smoker (less than 100 cigarettes smoked in Lifetime) [LUAD subgroup] 77 29(38%) 

Cases without clinical data [LUAD subgroup] 52 42(81(%) 

Tobacco smoking history status [Not Available] [LUAD subgroup] 12 6(50%) 

Tobacco smoking history status [Unknown] [LUAD subgroup] 1 0(0%) 

Breast invasive carcinoma [BRCA] 776 31(4%) 

RH-(ER- and PR-) Breast carcinoma [BRCA immunophenotypical subgroup] 150 14(9%) 

Endocervical Type of Adenocarcinoma [CESC subgroup] 3 3(100%) 

Cholangiocarcinoma [CHOL] 36 1(3%) 

Cholangiocarcinoma; hilar/perihilar [CHOL subgroup] 4 0(0%) 

Cholangiocarcinoma; intrahepatic [CHOL subgroup] 30 1(3%) 

Cholangiocarcinoma; distal [CHOL subgroup] 2 0(0%) 

Colon adenocarcinoma [COAD]  271 6(2%) 

Colon Adenocarcinoma [COAD subgroup] 236 5(2%) 

Colon Mucinous Adenocarcinoma [COAD subgroup] 32 0(0%) 

With microsatellite instability [COAD immunophenotypical subgroup] 9 0(0%) 

Esophagus Adenocarcinoma, NOS [ESCA subgroup] 89 10(11%) 

Kidney Chromophobe [KICH] 66 0(0%) 

Kidney renal clear cell carcinoma [KIRC] 349 35(10%) 

Kidney renal papillary cell carcinoma [KIRP] 286 37(13%) 

Liver hepatocellular carcinoma [LIHC] 198 45(23%) 

Hepatitis B positive [LIHC virological subgroup] 19 4(21%) 

Hepatitis C positive [LIHC virological subgroup] 32 7(22%) 

Hepatitis B and Hepatitis C positive [LIHC virological subgroup] 3 1(33%) 

Ovarian high-grade serous cystadenocarcinoma [OV] 88 14(16%) 

Pancreatic adenocarcinoma [PAAD] 185 4(2%) 

Pancreas-Adenocarcinoma Ductal Type [PAAD subgroup] 153 3(2%) 

Pancreas-Undifferentiated Carcinoma [PAAD subgroup] 1 0(0%) 

Pancreas-Colloid (mucinous non-cystic) Carcinoma [PAAD subgroup] 4 0(0%) 

Prostate adenocarcinoma [PRAD] 499 10(2%) 

Rectum adenocarcinoma [READ] 115 5(4%) 

Rectal Adenocarcinoma [READ subgroup] 100 5(5%) 

Rectal Mucinous Adenocarcinoma [READ subgroup] 10 0(0%) 

Stomach adenocarcinoma [STAD] 91 0(0%) 

Thyroid carcinoma [THCA] 504 5(1%) 

Thyroid Papillary Carcinoma - Classical/usual [THCA subgroup] 357 5(1%) 
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Thyroid Papillary Carcinoma - Follicular ш 99% follicular patterned) [THCA subgroup] 102 0(0%) 

Thyroid Papillary Carcinoma - Tall Cell (ш 50% tall cell features) [THCA subgroup] 36 0(0%) 

Uterine Corpus Endometrial Carcinoma [UCEC] 248 11(4%) 

Endometrioid endometrial adenocarcinoma [UCEC subgroup] 200 10(5%) 

Serous endometrial adenocarcinoma [UCEC subgroup] 44 1(2%) 

SQUAMOUS CELL CARCINOMA CANCER GROUPS AND SUBGROUPS 

Lung squamous cell carcinoma [LUSC] 177 149(84%) 

Current smoker (includes daily smokers and non-daily smokers or occasional smokers) 
[LUSC subgroup] 

28 24(86%) 

CuƌƌeŶt ƌefoƌŵed sŵokeƌ foƌ чϭϱ Ǉeaƌs [LUSC suďgƌoup] 100 85(85%) 

Lifelong Non-smoker (less than 100 cigarettes smoked in Lifetime) [LUSC subgroup] 6 5(83%) 

Current reformed smoker for > 15 years [LUSC subgroup] 38 30(79%) 

tobacco smoking history status [Not Available] [LUSC subgroup] 5 0(0%) 

Cervical Squamous Cell Carcinoma [CESC subgroup]  36 34(94%) 

Esophagus Squamous Cell Carcinoma [ESCA subgroup] 97 28(29%) 

Head and Neck squamous cell carcinoma [HNSC] 271 39(14%) 

Larynx [HNSC anatomical subgroup] 61 30(49%) 

Hypopharynx [HNSC anatomical subgroup] 3 0(0%) 

Oropharynx [HNSC anatomical subgroup] 27 2(7%) 

Oropharynx p16+ [HNSC immunophenotypical subgroup] 6 0(0%) 

Oral Cavity [HNSC anatomical subgroup] 153 6(4%) 

NON-SQUAMOUS CELL AND NON-ADENOCARCINOMA CANCER GROUPS AND SUBGROUPS 

Adrenocortical carcinoma [ACC] 91 9(10%) 

Bladder Urothelial Carcinoma [BLCA]  396 22(6%) 

Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma [DLBC] 48 0(0%) 

Diffuse large B-cell lymphoma NOS [DLBC subgroup] 41 0(0%) 

Primary DLBCL of the CNS [DLBC subgroup] 3 0(0%) 

Primary mediastinal (thymic) DLBCL [DLBC subgroup] 4 0(0%) 

Glioblastoma multiforme [GBM] 362 8(2%) 

Brain Lower Grade Glioma [LGG] 533 6(1%) 

Mesothelioma [MESO] 82 4(5%) 

Biphasic mesothelioma [MESO subgroup] 23 1(4%) 

Diffuse malignant mesothelioma - NOS [MESO subgroup] 4 0(0%) 

Epithelioid mesothelioma [MESO subgroup] 53 3(6%) 

Sarcomatoid mesothelioma [MESO subgroup] 2 0(0%) 

Pheochromocytoma and Paraganglioma [PCPG] 184 0(0%) 

Paraganglioma [PCPG subgroup]  151 0(0%) 

Pheochromocytoma [PCPG subgroup]  33 0(0%) 

Sarcoma [SARC] 259 25(10%) 

Dedifferentiated liposarcoma [SARC subgroup] 57 6(11%) 

Desmoid Tumor [SARC subgroup] 2 0(0%) 

Leiomyosarcoma (LMS) 105 9(9%) 

Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumors [SARC subgroup] 10 1(10%) 

Myxofibrosarcoma [SARC subgroup] 25 4(16%) 

Sarcoma; synovial; poorly differentiated [SARC subgroup] 2 0(0%) 

Synovial Sarcoma - Biphasic [SARC subgroup] n=2 2 0(0%) 

Synovial Sarcoma - Monophasic [SARC subgroup] 6 1(17%) 

Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma [SARC subgroup] 50 4(8%) 

Skin Cutaneous Melanoma [SKCM] 472 4(1% 
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Amelanotic melanoma [SKCM subgroup] 7 0(0%) 

Epithelioid cell melanoma [SKCM subgroup] 8 0(0%) 

Lentigo maligna melanoma [SKCM subgroup] 2 0(0%) 

Malignant melanoma, NOS [SKCM subgroup] 420 4(1%) 

Mixed epithelioid and spindle cell melanoma [SKCM subgroup] 1 0(0%) 

Nodular melanoma [SKCM subgroup] 22 0(0%) 

Spindle cell melanoma, NOS [SKCM subgroup] 4 0(0%) 

Superficial spreading melanoma [SKCM subgroup] 5 0(0%) 

Testicular Germ Cell Tumors [TGCT] 156 4(3%) 

Seminoma; NOS [TGCT subgroup] 66 2(3%) 

Non-Seminoma; Yolk Sac Tumor [TGCT subgroup] 3 0(0%) 

Non-Seminoma; Embryonal Carcinoma [TGCT subgroup] 16 0(0%) 

Thymoma [THYM] 123 2(2%) 

Thymoma; Type C [THYM subgroup] 11 0(0%) 

Uterine Carcinosarcoma [UCS] 57 3(5%) 

Uveal Melanoma [UVM] 80 0(0%) 

Subgroup are extracted from TCGA clinical data related to each TCGA group below : Breast invasive carcinoma [BRCA]; 

Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma [CESC]; Cholangiocarcinoma [CHOL]; Colon 

adenocarcinoma [COAD]; Oesophageal carcinoma [ESCA]; Kidney Chromophobe [KICH]; Kidney renal clear cell carcinoma 

[KIRC]; Kidney renal papillary cell carcinoma [KIRP]; Liver hepatocellular carcinoma [LIHC]; Lung adenocarcinoma [LUAD]; 

Ovarian serous cystadenocarcinoma [OV]; Pancreatic adenocarcinoma [PAAD]; Prostate adenocarcinoma [PRAD]; Rectum 

adenocarcinoma [READ]; Stomach adenocarcinoma [STAD]; Thyroid carcinoma [THCA]; Uterine Corpus Endometrial 

Carcinoma [UCEC].Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma [CESC]; Oesophageal carcinoma 

[ESCA]; Head and Neck squamous cell carcinoma [HNSC]; Lung squamous cell carcinoma [LUSC].Adrenocortical carcinoma 

[ACC]; Bladder Urothelial CarĐiŶoŵa [BLCA]; BraiŶ Loǁer Grade Glioŵa [LGG]; Glioďlastoŵa ŵultiforŵe [GBM]; LǇŵphoid 

Neoplasm Diffuse Large B-Đell LǇŵphoŵa [DLBC]; Mesothelioŵa [MESO]; Pheochromocytoma and Paraganglioma [PCPG]; 

SarĐoŵa [SARC]; SkiŶ CutaŶeous MelaŶoŵa [SKCM]; TestiĐular Gerŵ Cell Tuŵors [TGCT]; ThǇŵoŵa [THYM]; UteriŶe 

CarĐiŶosarĐoŵa [UCS]; Uǀeal MelaŶoŵa [UVM]. 
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• Supplementary Table 3: Characteristics of the validation dataset (196 samples) 

PRIMITIVE SITE 

Lung 24.49% (48) 

Breast 19.39% (38) 

Colon 11.73% (23) 

Pancreas 10.71% (21) 

Ovary 8.16% (16) 

Cervix 3.06% (6) 

Rectum 3.06% (6) 

Endometrium 2.55% (5) 

Stomach 2.55% (5) 

Bile duct 1.53% (3) 

Prostate 1.53% (3) 

Anus 1.02% (2) 

Brain 1.02% (2) 

Gall bladder 1.02% (2) 

Liver 1.02% (2) 

Muscle 1.02% (2) 

Renal 1.02% (2) 

Uterus 1.02% (2) 

Bladder 0.51% (1) 

Oesophagus 0.51% (1) 

Ovary or Peritoneum 0.51% (1) 

Pelvis 0.51% (1) 

Peritoneum 0.51% (1) 

Soft tissue (Muscle) 0.51% (1) 

Testicle 0.51% (1) 
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Vagina 0.51% (1) 

TCGA RELATED GROUP 

BRCA 21.11% (38) 

LUAD 19.44% (35) 

COAD 12.22% (22) 

PAAD 11.67% (21) 

OV 6.67% (12) 

LUSC 5.56% (10) 

CESC 3.89% (7) 

READ 3.33% (6) 

UCEC 3.33% (6) 

STAD 2.78% (5) 

SARC 2.22% (4) 

CHOL 1.67% (3) 

GBM 1.11% (2) 

LIHC 1.11% (2) 

PRAD 1.11% (2) 

BLCA 0.56% (1) 

ESCA 0.56% (1) 

KIRC 0.56% (1) 

MESO 0.56% (1) 

TGCT 0.56% (1) 

TYPE OF SAMPLE 

FFPE 82.14% (161) 

Frozen 17.86% (35) 
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• Supplementary Table 4: Distribution of the relative frequencies of the 12 substitution classes in the 

validation dataset 

 

  
ALL 

OTHER 

LOCATION 
LUNG CANCER 

P-VALUE 
(N=196) (N=148) (N=48) 

%CA >12 20.9%(41) 10.8%(16) 52.1%(25) <.0001 

%GT >13 17.9%(35) 6.8%(10) 52.1%(25) <.0001 

%CG шϭ 99.5%(195) 99.3%(147) 100%(48) 1 

%GC шϭ 100%(196) 100%(148) 100%(48) 1 

%CT, median (IQR) 13(10 ;17) 14(10 ;18) 12(10 ;16) .042 

%GA, median (IQR) 15(11 ;19) 16(12 ;20) 13(11 ;15) .004 

%AC, median (IQR) 4(2 ;7) 4(3 ;8) 3(1 ;4) <.0001 

%TG, median (IQR) 5(2 ;8) 5(3 ;10) 2(1 ;5) <.0001 

%AG >5 60.2%(118) 60.1%(89) 60.4%(29) .972 

%TC >5 53.1%(104) 53.4%(79) 52.1%(25) .976 

%AT >3 49.5%(97) 44.6%(66) 64.6%(31) <.0001 

%TA >3 71.9%(141) 68.2%(101) 83.3%(40) .016 

 

Results presented as percentage and frequency %(n) unless otherwise indicated. IQR: interquartile range; 

%CA=relative frequency of C>A substitutions (%); %GT=relative frequency of G>T substitutions (%); %CG=relative 

frequency of C>G substitutions (%); %GC=relative frequency of G>C substitutions (%); %CT=relative frequency of C>T 

substitutions (%); %GA=relative frequency of G>A substitutions (%); %AC=relative frequency of A>C substitutions (%); 

%TG=relative frequency of T>G substitutions (%); %AG=relative frequency of A>G substitutions (%); %TC=relative 

frequency of T>C substitutions (%); %AT=relative frequency of A>T substitutions (%); %TA=relative frequency of T>A 

substitutions (%). 
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• Supplementary Table 5. Summary of EASILUNG test performance on external validation dataset 

(EASILUNG score thresholded at -467) 

PRIMITIVE SITE HISTOLOGY 
TCGA 

RELATED 
GROUP 

TYPE OF 
SAMPLE 

TOTAL 
CASES  

EASILUNG TEST 
POSITIVE 

Lung All   FFPE  34 30(88%) 

Lung All   Frozen 14 9(64%) 

Lung Adenocarcinoma LUAD FFPE 23 19(83%) 

Lung Adenocarcinoma LUAD Frozen 11 7(64%) 

Lung 
Large-Cell Neuroendocrine 
Carcinoma  

Frozen 1 1(100%) 

Lung Neuroendocrine carcinoma 
 

Frozen 1 1(100%) 

Lung Small cell carcinoma 
 

FFPE 1 1(100%) 

Lung Squamous cell carcinoma LUSC FFPE 10 10(100%) 

Lung Squamous cell carcinoma LUSC Frozen 1 0(0%) 

Not Lung All   FFPE 127 36(28%) 

Not Lung All   Frozen 21 4(19%) 

Anus Squamous cell carcinoma 
 

FFPE 1 1(100%) 

Anus Squamous cell carcinoma 
 

Frozen 1 0(0%) 

Bile duct Cholangiocarcinoma CHOL FFPE 2 0(0%) 

Bile duct Cholangiocarcinoma CHOL Frozen 1 0(0%) 

Bladder Urothelial carcinoma BLCA FFPE 1 1(100%) 

Brain Glioblastoma GBM FFPE 2 1(50%) 

Breast Adenocarcinoma BRCA FFPE 23 6(26%) 

Breast Adenocarcinoma BRCA Frozen 12 3(25%) 

Breast Carcinoma (NOS) BRCA FFPE 2 0(0%) 

Breast Carcinoma (NOS) BRCA Frozen 1 0(0%) 

Cervix Squamous cell carcinoma CESC FFPE 6 4(67%) 

Colon Adenocarcinoma COAD FFPE 22 2(9%) 

Endometrium Adenocarcinoma (NOS) UCEC FFPE 1 1(100%) 

Endometrium Endometrioid carcinoma UCEC FFPE 3 2(67%) 

Endometrium Serous carcinoma UCEC FFPE 1 1(100%) 

Gall bladder Adenocarcinoma CHOL FFPE 1 0(0%) 

Liver Hepatocellular carcinoma LIHC FFPE 2 0(0%) 

Oesophagus Signet-ring cell carcinoma ESCA FFPE 1 0(0%) 

Ovary Adenocarcinoma 
 

FFPE 1 0(0%) 

Ovary Clear cell carcinoma 
 

FFPE 2 0(0%) 

Ovary High-grade serous carcinoma OV FFPE 11 3(27%) 

Ovary High-grade serous carcinoma OV Frozen 1 0(0%) 

Ovary 
Mixed serous (50%)/ 
endometrioid (50%) ovarian 
carcinoma 

 
FFPE 1 0(0%) 

Ovary or 
Peritoneum 

High-grade serous carcinoma 
 

FFPE 1 0(0%) 

Pancreas Adenocarcinoma PAAD FFPE 18 6(33%) 

Pancreas Adenocarcinoma PAAD Frozen 2 0(0%) 
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Pancreas Adenosquamous carcinoma 
 

FFPE 1 0(0%) 

Pelvis 
Malignant peripheral nerve 
sheath tumor (MPNST)  

FFPE 1 1(100%) 

Peritoneum Epithelioid Mesothelioma MESO FFPE 1 0(0%) 

Peritoneum 
Malignant Perivascular Epithelioid 
Cell Neoplasm (PEComa)  

FFPE 1 0(0%) 

Prostate Adenocarcinoma PRAD FFPE 2 0(0%) 

Prostate 
Large-Cell Neuroendocrine 
Carcinoma  

FFPE 1 1(100%) 

Rectum Adenocarcinoma READ FFPE 5 3(60%) 

Rectum Adenocarcinoma READ Frozen 1 0(0%) 

Renal Clear cell renal cell carcinoma KIRC FFPE 1 1(100%) 

Renal Sarcomatoid Carcinoma 
 

Frozen 1 1(100%) 

Soft tissue Embryonal Rhabdomyosarcoma  
 

FFPE 1 0(0%) 

Soft tissue  Leiomyosarcoma SARC FFPE 2 1(50%) 

Soft tissue 
Undifferentiated high-grade 
spindle cell sarcoma  

FFPE 1 1(100%) 

Stomach Adenocarcinoma STAD FFPE 5 0(0%) 

Testicle Malignant Leydig cell tumor 
 

Frozen 1 0(0%) 

Uterus Endometrioid carcinoma UCEC FFPE 1 0(0%) 

Uterus Squamous cell carcinoma 
 

FFPE 1 0(0%) 

Vagina Squamous cell carcinoma   FFPE 1 0(0%) 

Unknown Adenocarcinoma 
 

FFPE 1 0(0%) 

Unknown Carcinoma   FFPE 1 0(0%) 

TCGA related group refer to TCGA group below : Bladder Urothelial Carcinoma [BLCA]; Breast invasive carcinoma 

[BRCA]; Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma [CESC]; Cholangiocarcinoma [CHOL]; 

Colon adenocarcinoma [COAD]; Oesophageal carcinoma [ESCA]; Glioblastoma multiform [GBM]; Kidney renal clear 

cell carcinoma [KIRC]; Liver hepatocellular carcinoma [LIHC]; Lung adenocarcinoma [LUAD]; Lung squamous cell 

carcinoma [LUSC]; Mesothelioma [MESO]; Ovarian serous cystadenocarcinoma [OV]; Pancreatic adenocarcinoma 

[PAAD]; Prostate adenocarcinoma [PRAD]; Rectum adenocarcinoma [READ]; Sarcoma [SARC]; Stomach 

adenocarcinoma [STAD]; Uterine Corpus Endometrial Carcinoma [UCEC]. 
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 Supplementary Figure 

Supplementary Figure 1. Calibration plot of observed versus predicted probability of lung cancer. Hosmer-

Lemeshow chi-squared statistic is shown for the risk score in both development and validation dataset. The points 

and squares indicate the observed frequencies by decile of predicted probability 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

La pratique du diagnostic anatomopathologique repose sur l’évaluation des caractéristiques macroscopiques et 

microscopiques des tissus, intégrés à l'histoire clinique, radiologique et à d'autres données biologiques, pour 

atteindre un diagnostic définitif, attribuer un pronostic, et assister le clinicien pour choisir la thérapie la plus 

appropriée. L'examen histologique des tissus a occupé un rôle central dans la détermination de la malignité, la 

classification des tumeurs et la détermination de leur grade. Cette approche diagnostique a depuis longtemps fait 

ses preuves. En outre, les procédures sont bien établies, l'acquisition de données nécessaire au diagnostic peut être 

rapide (exemple de l’examen extemporané sur coupes congelées) et reste relativement peu coûteuse. Pourtant, il 

existe des limites incontestables à l’analyse morphologique seule, par manque de caractéristiques morphologiques 

utiles pour distinguer certains sous-groupes de cancers ayant des réponses cliniques différentes aux traitements. 

L'immunohistochimie joue un rôle complémentaire dans le diagnostic anatomopathologique de routine, facilitant la 

distinction entre les tumeurs présentant des caractéristiques histologiques qui se chevauchent et permettant une 

reclassification plus fine de certains cancers en fonction de l'expression de protéines spécifiques. L'analyse 

génétique moléculaire des tissus est la dernière innovation à avoir eu une incidence sur le diagnostic 

anatomopathologique final. Certaines des techniques dans ce domaine sont déjà appliquées en routine (FISH, PCR, 

panel de gènes ciblés en NGS,), tandis que d'autres (séquençage exomique, séquençage génomique) offrent la 

possibilité de conduire à la découverte de nouveaux marqueurs et éventuellement à de nouvelles méthodes 

diagnostiques. Notre travail s’inscrit dans cette dernière optique, relative à la découverte de nouvelles méthodes 

diagnostiques, puisque de façon innovante, nous utilisons des résultats de séquençage exomique (fréquences 

relatives des substitutions somatiques) pour discriminer les cancers d’origine pulmonaire de nombreux autres 

groupes de cancer. En plus d’être innovante, elle trouve une application potentielle dans une problématique 

complexe et cliniquement pertinente, celle des CAPI, puisque ranger une présentation clinique en CAPI ou faire une 

hypothèse diagnostique est plus qu’une querelle sémantique, cela a des conséquences thérapeutiques. 

• Diversité et hétérogénéité des CAPI 

La diversité des sous-types histopathologiques et de leur localisation primitive fait des CAPI une entité hétérogène. 

Nous avons cherché à être représentatif de cette diversité par la variété des origines anatomiques (diversité 
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intergroupe) et dans la variété des sous-groupes (variété intra-groupe) par la présence dans notre étude de 

nombreux sous-types histologiques, sous-groupes immunophénotypiques (ex : cancers du sein n’exprimant pas les 

récepteurs hormonaux, cancers du côlon et du rectum avec instabilité des microsatellites) et sous-groupes 

anatomiques (cancers de la tête et du cou). Le nombre important de tumeurs analysées (environ 8000) répartis dans 

les groupes et sous-groupes d’intérêt représente une des forces principales de notre étude, puisque c’est un gage 

important de variété intra-groupe et de représentativité.  

• Les CAPI, un problème diagnostique en carence de solution. 

Les CAPI posent au pathologiste une problématique complexe, car il doit porter le diagnostic le plus précis possible 

sur un matériel généralement exigu. En outre, la multiplication des anticorps et des techniques de biologie 

moléculaire en cas de cancer éligible aux thérapies ciblées complexifie la démarche diagnostique. Cette démarche 

diagnostique classique des CAPI a pour but essentiel d’identifier les entités anatomocliniques de CAPI sensibles à un 

traitement connu. En dehors de ces entités anatomocliniques, la recherche de la tumeur primitive n’a pas de 

conséquence pronostique ou thérapeutique et un bilan exhaustif systématique est inutile et onéreux 32. Cependant, 

le choix thérapeutique et les quelques cas de meilleur pronostic justifient une précision histopathologique 

qu’apporte souvent l’étude immunohistochimique, et plus récemment, l’analyse moléculaire 33,34.  Parmi les 

métastases d’une tumeur d’origine épithéliale, l’étude histopathologique permettra de distinguer trois sous-types 

histopathologiques principaux : un adénocarcinome (environ 50 % des cas), un carcinome peu différencié (environ 

30 % des cas), ou un carcinome épidermoïde (environ 15 % des cas). Concernant les adénocarcinomes, le profil 

immunohistochimique observé avec les cytokératines CK7 et CK20 permet, dans un second temps, une orientation 

grossière vers une origine primitive. Le profil immunohistochimique CK7+/CK20- d’un adénocarcinome est 

fortement évocateur d'une origine pulmonaire 35, biliaire 36, mammaire 37, endocervicale ou endométriale 38, 

œsophagienne 39, salivaire 40, thyroïdienne 41 ou encore mésothéliale 42. L'expression du TTF1 est classique et 

spécifique des adénocarcinomes d’origine pulmonaire, TTF1 est également exprimé dans les carcinomes thyroïdiens, 

bien que l’immunophénotype (PAX8+/thyroglobuline+) et la morphologie des carcinomes papillaires thyroïdiens 

permettent aisément de différencier ces deux entités en pratique. La complexité du diagnostic peut être aggravée 

par les réactivités croisées de certains anticorps liés à des épitopes communs à des sites antigéniques de cellules 

différentes ; par exemple, des antigènes épithéliaux (cytokératines AE1/AE3, EMA) peuvent être exprimés par des 
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sarcomes, et exceptionnellement par des mélanomes ou même des lymphomes, ce qui peut égarer le diagnostic. 

D’autre part, certains anticorps caractéristiques d’une tumeur primitive peuvent s’épuiser dans les métastases ou ne 

pas être présente comme attendu classiquement. Si un site important de la protéine est muté, l’expression ou la 

réaction antigène-anticorps permettant le démasquage par un chromogène pourra être altéré, et donc l’absence 

d’expression immunohistochimique pourra induire en erreur le pathologiste. Ainsi, environ 12,8% des 

adénocarcinomes pulmonaires sont TTF1-, en particulier chez les gros fumeurs 43. De façon intéressante, c’est dans 

les sous-groupes d’adénocarcinomes pulmonaires chez les patients fumeurs que notre test marche le mieux, cela 

s’explique par une accumulation plus importante de mutations et donc une probabilité plus forte de retrouver 

l’empreinte substitutionnelle des carcinogènes du tabac au sein de ces tumeurs. Les cancers du sein n’exprimant ni 

les récepteurs aux œstrogènes (RO-) ni les récepteurs à la progestérone  (RP-) en immunohistochimie sont aisément 

discriminé par notre test, ce qui pourrait s’avérer d’autant plus intéressant puisqu’ils ont un profil CK7+/CK20- 

similaire au poumon, conduisant dans certains cas le pathologiste vers une impasse diagnostique entre un cancer du 

poumon et un cancer du sein (adénocarcinome CK7+/CK20-/TTF1-/RH- chez une femme fumeuse par exemple) qui 

sont par ailleurs les cancers parmi les plus fréquents. Une étude immunohistochimique extensive complétée par des 

anticorps plus ou moins spécifiques de certains types tumoraux est souvent nécessaire pour en préciser l’origine.  

Ces dernières années, de nouveaux anticorps ont été développés, essentiellement dirigés contre des facteurs de 

transcription, et qui ont apporté pour certains, en combinaison avec les anticorps plus « classiques », une 

amélioration de la spécificité des propositions diagnostiques du pathologiste 44, 45. Cependant, il n’y a pas de 

morphologie, de coloration ou d’examen immunohistochimique intéressant qui soit utile pour déterminer l’origine 

d’un carcinome épidermoïde (poumon, tête et cou, col de l'utérus, peau, vulve ou canal anal) en dehors du cas 

particulier de la métastase ganglionnaire cervical pour laquelle le profil p16/EBV/HPV peut orienter vers un 

carcinome du nasopharynx p16-, EBV+ ou de l'oropharynx (amygdale) p16+, HPV+. En immunohistochimie, les 

anticorps p40, p63 et CK5/6 sont positifs dans la plupart des carcinomes épidermoïdes et l’anticorps dirigé contre la 

p16 a une utilité très limitée dans la détermination du site primitif des carcinomes épidermoïdes 46, puisque non 

strictement spécifique à la présence de HPV. Par ailleurs, d’autres situations diagnostiques sont tout aussi 

problématiques car le cancer du poumon est non seulement un grand pourvoyeur de métastases, mais aussi un site 

commun de drainage des métastases. Les grandes séries d’autopsies de patients atteints de tumeurs malignes extra-

thoraciques révèlent des métastases pulmonaires chez 20 à 54% des patients 47, 48, 49. Parmi les cas d’autopsie, le 
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sein, le côlon, le rein, l’utérus et les cancers ORL sont les origines les plus fréquemment retrouvées. Les 

choriocarcinomes, les sarcomes, les tumeurs testiculaires, les mélanomes et les carcinomes thyroïdiens métastasent 

aussi dans les poumons, bien que la fréquence de ces tumeurs primitives soit relativement faible 50, 51.  De manière 

intéressante notre test est très précis pour discriminer les cancers du poumon de la plupart des entités citées dans 

ce paragraphe, tous comme il est très puissant pour les discriminer de la vaste majorité des groupes 

d’adénocarcinomes et de bien d’autres groupes de cancers analysés dans notre étude. 

• Immunohistochimie versus Biologie moléculaire ? 

L’immunohistochimie, si elle est utilisée de manière pertinente, apporte une orientation diagnostique dans la vaste 

majorité des tumeurs malignes indifférenciées, bien que parfois cela soit au terme d’un algorithme décisionnel 

morpho-immunohistochimique fastidieux et onéreux, cette approche reste le gold standard en première intention, 

notamment pour des raisons de délais : 1 jour de délai technique en routine pour une demande d’examen 

immunohistochimique, contre plusieurs jours voire semaines pour les examens de biologie moléculaire. L’errance 

diagnostique engendrée par une démarche diagnostique inadaptée ou une tumeur de diagnostic difficile peut 

prolonger ce délai de réponse par la multiplication des séries de demandes immunohistochimiques, ce qui est 

souvent le cas dans les CAPI.  De façon générale, le diagnostic de CAPI est porté sur des prélèvements de petite taille 

pour lesquels il est indispensable de s’assurer de la disponibilité suffisante de matériel pour l’ensemble des examens 

immunohistochimiques complémentaires et de pouvoir correctement réaliser une analyse moléculaire. De plus, la 

multitude de marqueurs immunohistochimiques nécessaires pour orienter le diagnostic oblige à s’interroger sur leur 

disponibilité et l’impact budgétaire dans chaque laboratoire d’anatomie pathologique et potentiellement sur la mise 

en place de « centres experts » pour pouvoir réaliser ces examens. Dans notre étude, la sensibilité du test EASILUNG 

était étroitement liée au tabagisme dans le groupe des adénocarcinomes pulmonaires du TCGA, renforçant la 

causalité entre notre signature substitutionnelle pulmonaire et le tabagisme, et son intérêt potentiel dans le 

diagnostic des adénocarcinomes pulmonaires chez les fumeurs dont la tumeur n’exprime pas TTF1. Il permettrait, en 

pratique, de rattraper le diagnostic dans ce sous-groupe de patients chez qui une origine pulmonaire n’est pas 

écartée. Notre test diagnostique basé sur les résultats de séquençage exomique n’est donc pas à opposer à la 

démarche classique utilisant l’IHC, au contraire, elle s’intègre dans une démarche diagnostique globale et 
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intégrative, dans laquelle le pathologiste joue un rôle central dans la sélection des cas pour lesquels des analyses 

moléculaires complémentaires seraient pertinentes.  

• Tests moléculaires et CAPI. 

Des tests moléculaires basés sur l'expression de gènes sont en cours d’expérimentation et pourraient apporter une 

réponse à certains cas non résolus par l'étude immunohistochimique. Ils sont basés sur la comparaison du profil 

d'expression génique de la tumeur qui est comparé à des résultats de série de tumeurs caractérisées par cette 

même approche. Ces tests utilisent l'étude de l'expression des ARNm par RT-PCR. L'ARN tumoral peut être extrait à 

partir de blocs inclus en paraffine. Certains tests sont actuellement commercialisés. Dans ces études moléculaires, 

les chercheurs se sont appuyés sur des profils d'expression multigéniques de groupes de tumeurs solides de primitifs 

connus. Grâce à ces groupes de tumeurs dont l’origine primitive est connue, chaque type de tumeur s'est vu 

attribuer une signature multigénique spécifique « unique ». La spécificité de chaque signature moléculaire a été 

confirmée par son application dans un second ensemble indépendant de tumeurs solides de primaire connu 

(validation externe), afin de tester le succès de la prédiction du tissu d'origine de chaque tumeur. L’hypothèse sur 

laquelle les investigateurs se sont appuyés était que chaque tumeur tout au long de son évolution et de sa 

dissémination métastatique conservait sa signature moléculaire distincte, hypothèse sur laquelle nous nous sommes 

également appuyés dans notre étude. L’étape finale impliquait la comparaison du modèle d'expression 

multigénique d'un cas de CAPI à chacun des motifs spécifiques du type de tumeur et ainsi l'attribution du primitif 

auquel la signature moléculaire du CAPI ressemblait le plus. Dans ces modèles, plusieurs milliers de gènes ont été 

analysés pour établir l'expression différentielle dans divers types de tumeurs solides. Des approches de 

modélisations mathématiques complexes ont été utilisées afin d'identifier un ensemble de gènes pouvant 

discriminer les tumeurs originaires de différents tissus. Les approches mathématiques utilisées n'étaient pas 

standardisées dans les études publiées et constituent donc une source significative d'hétérogénéité, en plus des 

plateformes techniques et des tumeurs utilisées. Nous avons, dans notre étude, choisi de travailler sur l’ADN en 

utilisant uniquement les données du TCGA afin de conserver un certain degré d’homogénéité. Une des hypothèses 

expliquant les limites avec les méthodes diagnostiques utilisant l'étude de l'expression des ARNm par RT-PCR est 

qu'une signature transcriptionnelle prédisposant aux métastases coexiste dans certaines tumeurs, ce programme 

génétique « métastatique » qui transcende les distinctions entre les tissus d'origine a été décrit et pourrait mener à 
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une erreur de classification moléculaire (tumeurs classées en primitif du sein ou de la vessie de façon erronée 52). 

Cette approche évaluant l’expression génique présente plusieurs autres inconvénients. On ne sait pas quels gènes 

sont pertinents pour évaluer le comportement biologique d'une tumeur donnée et la sélection des gènes repose 

fortement sur le nombre et le type de tumeurs solides primitives étudiées 53. Dans les séries publiées, les 

échantillons d’entraînement (« training set ») incluaient moins de 1000 échantillons tumoraux (typiquement 100 à 

400). Par ailleurs, on sait que les adénocarcinomes pulmonaires sont hétérogènes sur la base des études de profil 

d'expression génique 54. Plus récemment, une stratégie alternative est de proposer un traitement ciblant le primitif 

supposé selon la signature moléculaire (expression génique en RT-PCR sur un panel d’ARNm de 92 gènes) 55.  Sur ce 

panel de référence, la sensibilité était de 63% sur les adénocarcinomes pulmonaires issus de tissu congelé et 

tombait à 0% sur tissus fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE), ce qui peut s’expliquer par une dégradation 

importante des ARNm dans les tissus FFPE. Ces facteurs expliquent pourquoi de nombreux gènes qui orientent vers 

un tissu d'origine ne sont pas les mêmes selon les différentes études. D’autre part, ces tests sont relativement 

complexes et on ne sait pas encore si l'analyse devrait être limitée aux cellules néoplasiques (microdissection par 

capture laser) ou inclure un stroma non néoplasique 52. Des données montrent que les cellules stromales portent 

une expression génique caractéristique différente selon les tumeurs et contribuant à leur survie des tumeurs 

malignes 56. En étudiant l’ADN tumoral (et non les ARNm), notre approche n’est pas impactée par ces contraintes, 

expliquant nos bons résultats et suggérant la supériorité de notre approche dans les cancers du poumon, en 

particulier concernant les adénocarcinomes. En ayant analysé les adénocarcinomes et les carcinomes épidermoïdes 

pulmonaires, nous couvrons les deux histologies les plus répandues du cancer du poumon. Nous avons montré que 

le test EASILUNG était suffisant seul pour distinguer les cancers du poumon de la plupart des autres groupes de 

cancers solides. Par ailleurs, nos résultats suggèrent que le test EASILUNG a conservé de bonnes performances sur 

les échantillons FFPE. L'artéfact mutationnel potentiellement généré par la fixation du formol 57 n'était pas une 

limitation pour notre test, comme le suggèrent nos résultats de validation externe sur série locale.  Le problème 

majeur connu des études de validation externes est qu'elles sont souvent basées sur de petits ensembles de 

données locales. Cela implique qu'il y a souvent une hétérogénéité dans la performance du modèle, et que de 

multiples études de validation externes sont nécessaires pour apprécier pleinement les possibilités concernant la 

généralisation d’un modèle prédictif. C’est aussi une des forces de notre étude, que d’avoir analysé des résultats de 

tumeurs issues de blocs FFPE, bien que nous ne connaissions pas le type d’échantillon initialement (congelé ou FFPE) 
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puisque nous étions en aveugle de ce paramètre. Les tumeurs présentes dans les bases de données (TCGA ou 

autres) sont, à notre connaissance et en 2018, quasi exclusivement constituée d’échantillons issu de tissu congelé, 

puisque c’est le gold standard en termes de conservations, que ces banques de tumeurs se sont constituées à visé 

de recherche, et que le coût des analyses réalisés sur ces échantillons (séquençage génomique, séquençage 

exomique, étude du protéome, de l’ARNome, du méthylome) justifie une qualité d’échantillon optimale. Or, les 

tissus FFPE présentent une qualité altérée des constituants cellulaires, notamment les ARNs, et représentent donc 

un facteur limitant de la qualité d’une analyse globale d’un groupe de tumeurs. Bien que les tissus FFPE soient exclus 

de ces bases de données, les blocs FFPE représentent en pratique quotidienne le mode de conservation des tissus 

tumoraux le plus répandu, puisque l’examen histologique et immunohistochimiques nécessaires au diagnostic initial 

d’un cancer sont réalisés dessus. Même si de plus en plus de laboratoires d’anatomie pathologique et de 

biopathologie se dotent de banques de tumeurs et réalisent une congélation d’échantillons tumoraux de plus en 

plus systématiquement, l’analyse moléculaire sur bloc FFPE devrait rester, pour quelques années encore, un 

incontournable de la routine diagnostique, puisque beaucoup de laboratoire sont dépourvus de tumorothèques et 

que tous les prélèvements n’ont pas d’indication à être congelés (très petites tumeurs, tumeurs non vues, 

échantillons parvenus fixés au laboratoire,…). 

• Biais de brin 

On parle de biais de brin (« strand bias » en anglais) lorsque l’efficacité de la réparation des erreurs et du maintien 

de l’intégrité de l’ADN au cours de la réplication diffère entre le brin transcrit et le brin non-transcrit. Notre 

approche analysant les 12 classes de substitutions somatiques lues sur le brin codant non-transcrit permet de 

considérer le biais de brin  présent dans la mutagénèse induite par le tabac, et déjà décrit par Alexandrov et al 58. 

C’est le modèle utilisant le minimum de classes de substitutions (12 classes) permettant d’analyser ce biais de brin. 

Les seuils de notre score EASILUNG indique que les cancers du poumon ont un biais de brins concernant le couple 

G>T/C>A avec une prédominance de transversions G>T comparée aux transversions complémentaires C>A, 

témoignant indirectement de la formation d’adduits volumineux de guanine qui ont été réparés au cours de la 

réplication de l’ADN, de manière plus efficace sur le brin transcrit. Une des causes bien étudiée est la réparation par 

excision de nucléotides couplée à la transcription (« NER » pour nucléotide excision repair en anglais) qui opère 

principalement sur le brin transcrit et est recrutée par l'ARN polymérase II lorsqu'elle rencontre des lésions 
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volumineuses distordant l'hélice de l'ADN, comme celles engendrées par le BPDE 59. Le paramètre « fréquence 

relative élevée de C>A (%CA >12%) » est le paramètre le plus discriminant, avec l’odd ratio le plus élevé dans notre 

étude, suivie du paramètre « fréquence relative élevée de G>T (%GT >13%) ». La prévalence plus élevée de 

mutations G>T sur le brin non-transcrit comparé aux mutations C> A dans le cancer du poumon reflète ce biais de 

brin (G>T est mieux réparé sur le brin transcrit complémentaire) et confirme que des lésions volumineuses de la 

guanine peuvent être à l'origine du pattern de substitutions observée. En revanche, ce biais de brin n’a pas été 

observé pour les couples de substitutions somatiques C>G/G>C, C>T/G>A, T>A/A>T ou T>C/A>G dans notre étude, 

comme le suggèrent les valeurs très proches (ou identiques) des seuils et des odds ratio (pour les paramètres non 

seuillées) de ces couples de paramètres, confirmant la spécificité de ce biais de brin pour le couple G>T/C>A.  

• ADN tumoral circulant (ctDNA) 

De façon intéressante, notre test pourrait permettre la détection du cancer du poumon sur ctDNA. L'ADN tumoral 

circulant est un biomarqueur prometteur pour l'évaluation non invasive du cancer. Dans une étude précédente, de 

l’ADN tumoral circulant  a été détecté chez 100% des patients atteints de cancer bronchique non à petites cellules 

de stade II à IV et chez 50% des patients atteints d'un stade I 60. L’analyse exomique de l'ADN tumoral circulant 

pourrait compléter les approches actuelles de biopsies invasives pour diagnostiquer le cancer du poumon ou 

détecter le cancer du poumon dans une future stratégie de dépistage utilisant le ctDNA. Actuellement, il est possible 

de rechercher dans le sang des mutations (KRAS, TP53, EGFR, ...) que l'on retrouve dans de nombreux cancers mais 

avec une spécificité d’organe faible (poumon, pancréas, côlon...). Notre approche innovante basée sur la proportion 

relative des substitutions pourrait enrichir en informations les résultats d'analyse de l'ADN tumoral circulant en 

apportant une dimension de spécificité d’organe inédite.  

 Conclusion 

Le carcinome de primitif inconnu illustre qu’en médecine, lorsque le diagnostic fait défaut, le traitement ne peut 

être optimisé. Nous proposons une nouvelle méthode de discrimination des cancers basée sur la signature 

substitutionnelle pulmonaire des carcinogènes spécifique des cancers du poumon. Elle représente une alternative 

puissante pour identifier avec précision l'origine pulmonaire d'une tumeur en aveugle de tous les autres paramètres. 

Elle peut donc avoir une utilité clinique potentielle pour les patients ayant un CAPI, en particulier lorsque le 
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diagnostic de cancer du poumon est toujours en considération. La partie validation externe du test sur cohorte 

locale, utilisant les résultats d’exomes d'échantillons de routine (congelé et FFPE), a confirmé les bons résultats du 

test EASILUNG, même sur des groupes de cancers non présents dans les échantillons du TCGA, le rendant 

potentiellement intéressant pour une application clinique. Des études de validation externes et de validations 

prospectives multiples sur résultats d'exomes sont nécessaires pour déterminer si ce modèle de prédiction peut être 

généralisé et des essais cliniques sont également nécessaires pour évaluer les bénéfices pour les patients. Francis 

Crick écrivait : « L’ADN est une molécule si importante qu'il est presque impossible d'en apprendre trop sur elle » 61. 

Aujourd'hui, plus de 60 ans après l'établissement de la structure chimique primaire de l'ADN 62, il reste nécessaire de 

développer notre compréhension de l'ADN et ses potentialités. Notre approche utilise, en ce sens, les avancées 

permises par les progrès de la biologie moléculaire pour les mettre au service du diagnostic, et donc des patients.  
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RÉSUMÉ DE LA THÈSE 

Introduction : Les produits de combustions du tabac laissent une forte empreinte mutationnelle sur 
les cancers pulmonaires, ils engendrent un grand nombre de substitutions somatiques avec un biais 
dans le type de substitutions. Le diagnostic de l’origine primitive pulmonaire d’un cancer peut parfois 
être difficile alors qu’il revêt un intérêt majeur car des thérapies efficaces sont disponibles même au 
stade métastatique. L’objectif  de notre étude était de développer un test moléculaire innovant 
capable de prédire l’origine pulmonaire d’une tumeur en utilisant uniquement les fréquences 
relatives des différents types de substitutions somatiques. 

Matériel et Méthodes : Pour prédire si une tumeur est d'origine pulmonaire ou non, nous avons 
développé et validé le test EASILUNG (Exome And SIgnature LUNG) basé sur la fréquence relative des 
12 types de substitutions somatiques possibles sur le brin d'ADN codant de tumeurs ayant bénéficié 
d’un séquençage exomique, en aveugle de tous les autres paramètres. Les données de 7796 
échantillons de tumeurs congelés de primitif connu (sans traitement néoadjuvant) issues des 32 
groupes de cancers solides du TCGA ont été utilisées pour son développement. La validation externe 
a été réalisée sur 196 résultats consécutifs de séquençage exomique de routine (cohorte local). 

Résultats : Le test EASILUNG a démontré une bonne calibration et un bon pouvoir discriminant avec 
une sensibilité de 80% et une spécificité de 94,3%. Des résultats similaires ont été obtenus sur les 
données de validation externe.  

Conclusion : C’est un test innovant et performant mais surtout un angle d’approche diagnostique 
inédit que nous proposons, ouvrant sur de nombreuses perspectives de recherches, mais aussi sur 
une application diagnostique concrète pour les patients atteints de cancer de primitif inconnu et 
chez qui le diagnostic de cancer pulmonaire et toujours en considération. Des études de validations 
externes et de validations prospectives multiples sur résultats d'exomes sont souhaitables pour 
déterminer si ce modèle de prédiction peut être généralisé et des essais cliniques sont nécessaires 
pour évaluer les bénéfices pour les patients. 
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