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Souhrn: Po schvdleni larotrectinibu, selektivniho inhibitoru tyrosinkindzového receptoru (TRK), americkym Uradem pro potra-
viny a léciva (FDA) a Evropskou |ékovou agenturou (EMA) by se mélo testovani genovych fizi stat rutinni soucasti standardniho
diagnostického procesu. NTRK1-3 jsou geny kddujici tyrosinkindzové receptory pro neurotrofiny TRKA, TRKB a TRKC. Genové fuze
NTRK1-3 jsou onkogennimi spoustéci mnoha rdznych typl nadord u dospélych i v pediatrické populaci. U pacientd s malignimi
nadory, které charakterizuje flze gend NTRK1-3, predstavuje inhibice TRK dUlezity terapeuticky cil. Zasadni vyzvou je tak najit
pacienty vhodné k biologické |é¢bé, protoze malignity s NTRK fuzi maji nizkou prevalenci (kolem 0,3 %). K detekci genovych fuzi
NTRK |ze pouzit rizné metody, zahrnujici imunohistochemickou detekci nebo metody molekuldrné genetické, véetné metody
masivniho paralelniho sekvenovani (sekvenovani nové generace, NGS). Zde je diskutovan pfehled genovych fuzi NTRK a zaro-
ven je prezentovan optimalni testovaci algoritmus detekce genovych fuzi NTRK v klinické praxi pfi rozhodovani o Ié¢bé pacienta.
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Precizni medicina je fizena molekuldrné genetickym profilova-
nim maligniho nddoru a soucasné je pfizpdsobena konkrétni-
mu nemocnému. Zatimco v pregenomické éfe byla nddorova
onemocnéni klasifikovana na zakladé primérni lokalizace nadoru
a histologie, v genomické éfe mohou byt pacienti Ié¢eni podle
molekularné genetického profilu nddoru, nezavisle na primarni
lokalizaci a histologické struktufe maligniho nadoru [1]. Precizni
onkologie je pfistup k pacientovi umoznujici Iékafi vybrat terapii,
kterd bude na zakladé genového profilu pacientovy nemoci s nej-
vetsi pravdépodobnosti vhodna. Pacienti s nadory, které maji stej-
né genetické zmény, dostavajf cilené léky, a to nezavisle na typu
nadoru (agnosticka terapie). Vyzvou personalizované onkologické
|é¢by je jednak identifikovat spradvné nemocné s nejlepsi odpové-
di na lé¢bu a zarover minimalizovat nezddouci Ucinky. Nutné je
také eliminace nemocnych, kteff é¢bu vibec nepotiebuji nebo
pro které vybrana lé¢ba nebude piinosem.

Cilem nasledujiciho sdélenf je poskytnout pfehled o moznos-
tech testovanf a algoritmu detekce nddor s mutacemi v genech
NTRK1-3 (neurotrofinové receptory s tyrosinkindzovou aktivitou),
které mohou byt selektivné a Uspésné vyléceni TRK inhibitory (la-
rotrectinib, pfipravek Vitrakvi). Masivni paralelni sekvenace (next
generation sequencing, NGS) nddorovych gend pfinasi kromé za-
sadnich informaci pro Ié¢bu i podrobnéjsi informace o genetické
rlznorodosti karcinomd, které Ize dnes rozdélit podle spektra fidi-
cich genovych mutaci. Tento pfehledovy ¢lanek vychdzi z nadich
nékolikaletych zkusenosti se sekvenovanim nador( v Bioptické
laboratofi, s.r. 0., v Plzni.

TRK - receptory rastovych faktorl (neurotrofinii)

s tyrosinkinazovou aktivitou: kédované geny NTRK1,
NTRK2 a NTRK3

Receptory (TRKA, TRKB a TRKC) pro neurotrofinové rlistové faktory
maji tyrosinkindzovou aktivitu a jejich aktivace vede ke zvysené
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bunécné proliferaci a nddorovému rdstu [2]. Nejc¢astéjsim mecha-
nismem onkogenni aktivace TRK receptort jsou fuze jejich kodu-
jicich genl NTRKT, NTRK2 a NTRK3.

Fuze NTRK genll predstavuji aktiva¢ni mutace a jsou onkogen-
nim,driverem” pro fadu naddorovych onemocnéni u détfi dospé-
lych [1]. Rodina neurotrofinovych receptorovych kindz (NTRKT,
NRTK2 a NTRK3) zahrnuje tfi geny koduijici tfi proteiny/receptory
TRKA, TRKB a TRKC. Genové NTRK fuze maji aktivacni funkci a pre-
dikuji i¢innost inhibitorl TRK, zatimco na bodové mutace v ge-
nech NTRK1-3 inhibitory TRK neucinkuji. Genové fuze zahrnujici
neurotrofinové a tropomyozinové receptorové kindzy jsou proto
novymi atraktivnimi strukturami pro cilenou lé¢bu [3-5].

Flize NTRK genli v nadorech

Fuze NTRK1-3 byly popsany v fadé lidskych nadorovych onemoc-
néni [6-11]. NTRK fuze jsou typické pro rdzné nadory, napf. ETV6-
-NTRK3 fuzni gen se vyskytuje v sekre¢nim karcinomu slinnych
714z mamarniho typu [6], v sekre¢nim karcinomu prsu, vzacnych
pfipadech gastrointestindlnfho stromalniho tumoru [12], ale také
v riznych mezenchymalnich nddorech détského véku, jako jsou
infantilni fibrosarkom a kongenitalni mezoblasticky nefrom [7].
Dalsimi pfiklady NTRK fuznich malignit mohu byt papilokarci-
nom $titné Zlazy [8-9], maligni melanom [10], glioblastomy moz-
ku [11], stromalni sarkomy délohy [13-14 1, adultni fibrosarkomy
kostf i mékkych tkanf [15, 16] karcinomy kolorekta [17], pankreatu,
plic a mnoha dalsich typ malignit. V nékterych vzacnych nado-
rech, jako jsou sekre¢ni karcinomy slinnych 71az a prsu nebo infan-
tilni fibrosarkom, se NTRK fuze vyskytuji az v 90-95 % pfipadd [6,
71, ale celkové jsou NTRK genové flze velmi vzacné s prdmeérnou
incidenci méné nez 1 % solidnich malignich nador(, a je proto
velmi obtiZné najit pacienty s nadory vhodnymi pro terapii TRK
inhibitory. Dle ¢etnosti vyskytu gent NTRK Ize rozdélit malignity
do dvou hlavnich kategorif (tab. 1):



Tabulka 1

NTRK genové flze v malignich nddorech dle Cetnosti vyskytu.

Fazni gen NTRK1

Vlysoka frekvence fuzi (> 90 %)

Fuzni gen NTRK2 Fuzni gen NTRK3

Sekre¢ni karcinom slinnych 7laz (SC) ETV6

(90-95 %)

Sekre¢ni karcinom prsu (> 90 %) ETV6

Infantilni fibrosarkom (91-100 %) SQSTM1, TPM3, LMNA ETV6, EML4
Celuldrmi a smiseny kongenitalni LMNA, TPR ETV6, EML4
mezoblasticky nefrom

Stredni frekvence fazi (5-25 %)

Papilarni karcinom stitné Zlazy TFGSSBP2, SQSTM1, TPR, PPL ETV6, RBPMS
Spitzoidni tumory kdze TP53, LMNA ETV6, MYH9, MYO5A
Pediatrické gliomy mozku TPM3 AGBL4, VCL ETV6, BTB1

Nizka frekvence fuzi (< 5 % nebo < 1 %)

Gliom, glioblastom mozku

ARHGEF2, BCAN, CHTOPR, NFASC

BCR, AFAP1, SQSTM1 | AFAP1, ZNF710, EML4

GIST (gastrointestinalni stromalni tumor) ETV6
Skvamocelularni karcinom hlavy a krku PAN3 LYN
Karcinom plic CD74, GRPAP1, IRF2BP2, MPRIR, P2RYS8, SQSTM1, TPM3 TRIM24

Astrocytom

Maligni melanom DDR2, GONA4L, TRIM63 TRAF2 ETV6
Karcinom pankreatu CTRC

Sarkom délohy LMNA, TPM3, TPR RBPMS, STRN
Hematologické malignity ETV6
Kolorektalni karcinom LMNA, TPM3, SCYL3 ETV6
Karcinom prsu duktalnf CGN, GATAD2B, LMNA, MDM4, PEART, TPM3 ETV6

)b Vzacné nadory s vysokou frekvenci NTRK fuzi (> 90 %): sekrec-
ni karcinom slinnych z14z (SC) (90-95 %) [6], sekre¢ni karcinom
prsu (> 90 %), kongenitalni mezoblasticky nefrom a infantilni
fibrosarkom (< 90 %) [7].

» Cast&jsi nadory s vzacnym vyskytem NTRK fuzi (5-25 %): papi-
larni karcinom stitné 7I1azy (14-26 %) [8, 9], nékteré gastrointes-
tindIni stromalni tumory a détské gliomy, kolorektaIni karcinom
a melanom.

Tabulka 2  Prehled metod k testovani flze NTRK gend.

» Nadory s vyjimecnym vyskytem fuze (< 5 % nebo < 1 %): ade-
nokarcinom plic a pankreatu, dlazdicobuné¢né nadory hlavy
a krku, karcinom Zlu¢ovych cest, ledvin, primarni mozkové na-
dory dospélych, sarkomy a nékteré hematologické malignity.

Algoritmus testovani NTRK fuzi u malignich nadoru
Ackoli Ize NTRK fuze obecné oznacit jako vzacnou aberaci (celkové
méné nez 1 % pacientl se solidnimi nadory), existuji vzacné typy

Metoda Vyhody metody Nevyhody metody
IHC « Levna a dostupna ve vetsiné patologickych laboratofi - Nenf specifickd
- Detekuje TRKA, TRKB, TRKC - MUze byt falesné pozitivni
« Rychl3, vysledek za 1-2 dny - MUze byt faleSné negativni, hlavné pro NTRK2 a NTRK3
- Nenf standardizovany algoritmus vyhodnocovéni
- Rtzné protildtky maji rliznou specificitu a nékteré jsou spatné
hodnotitelné
FISH « Relativné dostupna ve vétsiné laboratoff - Jsou nutné tfi odlisné proby pro NTRK1, NTRK2 a NTRK3
+ Vhodna u nddort s vysokou frekvenci fuzi, napt. sekre¢ni - Fale$nd negativita i falesna pozitivita
karcinom slinnych 73z a prsu
- Break-apart probe detekuje NTRK fzi s neznamym partnerem
RT-PCR - Vysoka specificita a senzitivita - Musime znét celou fuzi, nelze pouzit pro detekci novych
- Celkem nizké cena fUznich partner(
NGS « V soucasnosti nejcastéji uzivana metoda k detekci NTRK fuzi - Relativné vysoka cena
« Velmi pfesnd a senzitivni - Pouriti, pfedevsim RNA-based NGS, je limitovano kvalitou RNA
+ Mze detekovat nové fuzni geny - Delsi doba nutnd k analyze (10-14 dni)
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nadord, u kterych je frekvence této fuze velice vysoka (> 90 %)
(MASC, sekre¢ni karcinom prsu, infantilni fibrosarkom). NTRK ge-
nové fuze byly detekovany u vice nez 20 typU solidnich nador(.
Selektivni inhibitory tyrosinkindzovych receptorl (larotrectinib/
Vitrakvi a entrectinib/Rozlytrek) nabizeji moznost cilené |é¢by pa-
cientl s nddory asociovanymi s NTRK fuznimi geny [3-5].

Pro optimalni klinicky efekt cilené terapie nadord TRK inhibitory
je nutna pecliva selekce pacient vhodnych k terapii. Jak bylo uve-
deno, u vétsiny malignit se NTRK fuze vyskytujf jen vzacné a jejich
pritomnost neni mozné predikovat na zakladé histomorfologie
nadoru. Fuze gend NTRK je mozné detekovat fadou metod, jejich
prehled uvadim v tab. 2. Lze vyuZit fluorescencni in situ hybridizaci
(FISH) nebo réizné techniky polymerazové fetézové reakce (PCR),
NGS na bazi DNA a RNA a imunohistochemické metody s vyuZi-
tim pan-TRK protildtky, nebot fuze gent NTRK je provazena jejich
zvydenou expresi [18, 19].

Imunohistochemické vysetfeni nddorové tkané slouzi jako
screeningova metoda, kterd je rychlg, relativné levna a dostup-
n4, ale nespecifickd. Imunohistochemie (IHC) s vyuzitim koktej-
lu monoklonalnich pan-TRK protildtek je zastupnym markerem
NTRK fuzi, ale interpretace IHC reakce je zatizena fadou problému
[18, 19]. Fale3né negativni IHC mUZe byt dlsledkem narusenf an-
tigenity tkdné v preanalytické fazi a podle jedné recentni studie
az 45 % tumorl s NTRK fuzi vykazovalo IHC negativni profil [19].
Naopak pan-TRK imunohistochemicky pozitivni nddory (obr. 1, 2)
ne vzdy skute¢né obsahuji fuzni transkript, proto musi byt pred
zahéjenim lécby TRK inhibitory pfitomnost genové fuze konfirmo-
vana nékterou molekularnégenetickou metodou (tab. 2), nejlépe
metodou NGS (obr. 3).

Na zakladé dat z nékolika klinickych studif (Studie 1, SCOUT
a NAVIGATE) dostal larotrectinib v listopadu 2018 jako prvni TRK
inhibitor FDA schvéleni v USA, a to k 1é¢bé nador( s fuzi genu
NTRK, a brzy poté bylo schvdleno i jeho uzivani v ramci EMA. Laro-
trectinib demonstroval v pfedloZenych studiich robustni protina-
dorovou aktivitu, kterd byla prokézédna bez ohledu na typ nadoru
a vék léceného pacienta. U pacientl se solidnimi nddory vsech
histologickych typU je proto v prlibéhu rozhodovani o 1é¢ebnych
moznostech doporuceno provést zhodnoceni genomického pro-
filu metodou, kterd je schopna specificky identifikovat fuze gent
NTRK. Vhodnost testovani fuze NTRK se lisi podle typu nadoru.
Standardnf 1é¢bou kurabilni nddory nevyzaduji testovani NTRK
fuze, ta je naopak vhodna po selhdni standardni Iécby, pfi vyso-
kém riziku toxicity a pfi komorbiditach. Testovani je mozné zvazit
i pfed chirurgickou intervenci (neoadjuvantni |é¢ba).

Diskutabilnf je také volba metody detekce NTRK fuznich malig-
nit. Testovani genovych fuzi NTRK predstavuje pro mnoho patolo-
gu sloZitou oblast, jelikoZ byva postizena Sirokd skéla tkani, jedna
se o fuze s nizkou celkovou prevalenci a variabilita fuznich partne-
rli je Siroka. Odpovidajici testovani je navic pro precizni medicinu
klicovym faktorem. Pfi zvaZeni vyhod a nevyhod vyse zminénych
metod detekce NTRK fuznich malignit prevazuje v souc¢asnosti

Obrazek 1 Maligni melanom kdize u 30leté Zeny s SQSTM1-NTRK2 fuzi
(hematoxylin a eozin).
I F IRy 7‘1"7 )

Obrazek 2 Maligni melanom kdze u 30leté Zeny s SQSTM1-NTRK2
fuzi. Pozitivni imunohistochemické reakce na prikaz pan-TRK (Trk (pan),
clone A7H6R, 1:25, Cell Signaling).

T e . W

Obrazek 3 Vizualizace ndlezu fuzniho transkriptu ETV6-NTRK3
metodou Archer Dx. Hornf ¢ast: schematické zndzornéni mista zliomu
a nasledné fuze; dolnf ¢ast: kvantitativni zhodnoceni procteni zlomu,
tzv. hloubka sekvenace.

priklon k vysoce senzitivni a specifické metodé masivniho para-
lelniho sekvenovéani (NGS). Pro optimalni vysledky je nezbytna
spoluprace mezi onkology a patology.
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