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Prevalencia de fusiones de NTRK en tumores pediatricos y de adultos

Comunes en tumores raros, raras en tumores comunes

Adult cancers

Cancersenriched
for TRK fusions

@ Frequency >90%

High-grade glioma

Cancers harbouring TRK Paediatric cancers
fusions at lower frequencies
@ 5% to 25% Head and neck cancer
Thyroid High-grade glioma
0 <5% cancer

Sarcoma

Acute lymphoblastic
<1% L“”Q cancer 0 leukaemia, acute

Breast cancer —/KO myeloid leukaemia,
histiocytosis, multiple

[ Secretory breast carcmoma]ﬂ—w myeloma and dendritic
Gastrointestinal cell neoplasms ( Secretory breast

stromal tumour Renal cell carcinoma
na
(pan-negative) carcinoma Infantile
fibrosarcoma
Cholangiocarcinoma Pancreatic cancer
Cellular and
Melanoma Colorectal cancer mixed congenital
mesoblastic
\ nephroma )
Spitzoid tumours

Cocco E. Nat Rev Clin Onc. 2019

Papillary
thyroid cancer




Prevalencia de fusiones en NTRK en tumores solidos

Variable segun el estudio, la cohorte y el método de analisis de fusiones

Solomon JP et al. Mod Pathol. 2019

e 38.095 muestras analizadas por
NGS basada en ADN - 107 casos
positivos para fusion en NTRK
(0.28%).

2189 muestras analizadas por
NGS basada en ARN - 87 casos
positivos para fusion en NTRK
(3.97%).

* La secuenciacion basada en ADN
mostré una  sensibilidad vy
especificidad de 81,1% y 99,9%,
respectivamente, para la
deteccion de fusiones NTRK en
comparacion con la secuenciacion
basada en ARN.

Gatalica Z et al. Mod Pathol. 2019

e Se analizaron 11.502 muestras de
tejido FFPE de diversos tipos de
tumores soélidos mediante el
panel de 53 genes de ArcherDx
FusionPlex.

e Fueron detectados 31 casos
(0.27%) positivos para fusidon en
NTRK.

Solomon JP et al. Mod Pathol. 2019; Gatalica Z et al. Mod Pathol. 2019; Okamura R et al. JCO Precis Oncol. 2018

Okamura R et al. JCO Precis Oncol.
2018

e Se analizaron 9.966 tumores
adultos (33 tipos distintos) vy
3.501 tumores pediatricos (17
tipos distintos) procedentes del
TCGA mediante NGS basada en el
analisis de ARN.

e En tumores adultos el porcentaje
de positividad para NTRK fue del
0.31%.

e En tumores pediatricos el
porcentaje de positividad fue del
0.34%



Tumores mesenquimales con reordenamiento de NTRK

 Prevalencia de fusién de NTRK del 0.8%.
(1 Pan-TRK positivo en 3.2% (16/494):
» 5 casos con tincion difusa.
» 11 casos con tincion focal.
[ Presente en lesiones benignas y malignas de bajo y alto grado.
d 90% muestran mas de un patron morfoldgico.

d Inmuno-fenotipo: : co-expresion al menos focal de S100 y CD34 vy, con
expresion negativa de SOX10 y H3K27me.

(d Tumores con fusion en NTRKI muestran tincion citoplasmatica difusa vy

fuerte . Los que presentan fusion en NTRK3 poseen tincion nuclear.

Brcic | et al. Mod Pathol 2020



Carcinoma de mama con reordenamiento de NTRK

J Andlisis de fusiones en un cohorte de 4854 pacientes usando los

paneles MSK-IMPACT (ADN) y/o MSK-Fusion targeted RNAseq,.
J Son extremadamente raras 0.08% (4/4854).
(] Carcinomas metastasicos resistentes a hormonas.

J Progresion después de la terapia endocrina.

J ESR1 wild-type.

Ross DS et al . Ann Oncol. 2020



Tumores del SNC con reordenamiento de NTRK

[ Andlisis de fusién de NTRK en 390
muestras de  gliomas  (FFPE)
mediante NGS basada en ARN
(Archer FusionPlex Solid Tumor
panel).

1 Prevalencia 2.05% (8/390).

( Tumores astrocitarios de alto grado.

d /DH wild-type.

J La mayoria presentan fusidon en
NTRK2 (6/8), cada uno con una

pareja distinta.

Fusion type

Fusion type

m Grade IV (GBM)

ver [ " Grade I (AA)
Grade Il (LGG)
. O Glioma NOS
over [ 10
0 2 4 6 8 10 12 14
# of fusion events (total 37 events)
rerr [
=
ver [ |  IDH wild
I IDH mutant
vrre [ S Unknown
orver [N
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# of fusion events (total 37 events)

Ferguson SD et al. J Neuropathol Exp Neurol. 2018



Carcinoma colorrectal con reordenamiento de NTRK

1 La frecuencia de fusion en NTRK se situa entre el 0.16% y 0.3% en CRC.

L No histologia especifica en NTRK + (patrén sélido-cribiforme, diferenciacion mucinosa y prominente infiltrado

linfocitario).

L En una cohorte de 4569 pacientes con CRC analizados por IHQ (pan-TRK), el 0.2% (9/4569) de los casos

mostraron una tincion citoplasmatica difusa fuerte.

9 casos NTRK+
por IHQ

*

Negativos para
V600E en BRAF

8 casos MMRd 4 casos 1 caso MMRp
(ausencia expresioén hipermetilacién (expresién conservada
MLH1 y PMS2) Ry MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2)

Chou A et al. Mod Pathol. 2020



Carcinoma colorrectal con reordenamiento de NTRK

L 4569 se seleccionaron los MMRd = andlisis NTRK por IHQ = 0.9% expresion positiva.
L 4569 se seleccionaron los MMRd sin la mutacién V600E en BRAF = 5.3% expresion positiva para NTRK.

9 casos NTRK+

por IHQ
8 casos analizados por NGS 1 caso analizado por FISH
(QlAseqg amplicon based, Qiagen) (Zytolight SPEC NTRK1 Dual Color Break Apart Probe)
7 casos con fusion en NTRK1 1 caso con fusiéon en NTRK2 Fusion en NTRK1
(5/7 LMNA-NTRK1) (MUC2-NTRK2)

O Los CRCs triple negativos (PMS2/MLH1/BRAFV600E) 0 cuadruple negativos
(PMS2/MLH1/BRAF/V600E/RAS) mostraron ?Tpositividad para NTRK por IHQ.

Chou A et al. Mod Pathol. 2020



Cancer de tiroides con reordenamiento de NTRK

1 Carcinoma papilar y anaplasico.
1 Carcinoma papilar expuestos a radiacion.

L Fusidon NTRK3:

» Patron de crecimiento folicular o mixto (folicular y papilar).
» Cambios de células claras y oncociticas.
» Mayor prevalencia de metdstasis ganglionar.

> Antecedentes de tiroiditis linfocitica crénica

L Fusidon NTRK1:

» Pacientes jovenes.

> Enfermedad localmente avanzada.

Nozaki Y et al. Clin Hum Pathol.2020



Carcinomas con reordenamiento de NTRK

] Histologias poco comunes.

1 Ausencia de mutaciones driver alternativas.

] Carga mutacional tumoral generalmente mas baja (TMB).
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Metodologias para el analisis de NTRK
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Table 1. Summary of main features, strengths and weaknesses of all available techniques to detect NTRK rearrangements

G

Method Sensitivity  Specificity = Detection of all fusion genes  Detection of partner  Detection of expression  Screening
IHC High? High® Yes No Yes Yes
FISHS High High One per probe No No No
RNA seq NGS High High Yes Yes Yes Yes
DNA seq© Moderate High Yes Yes No Yes

°False negatives reported mainly in NTRK3 fusions.
®In the absence of smooth muscle/neuronal differentiation.

“Detected rearrangements by DNA-based assays may not result in fusions, correlation with surgical pathology and predicted transcript (for sequencing) is

needed.

Marchio C et al. Annals of Oncology. 2019 KangJ et al. Diagn Path. 2020



Inmunohistoquimica

e Bajo coste.

e “Tiempo rapido de respuesta.” A e PR Ty L ; SRR A

e Requiere poca muestra. A e _Fanss Ry P TR EN AR

e Anticuerpo pan-Trk. (5 A enE | TN G TP \

e Definicién de positividad: 1% de . i o o, i /‘ Al a0 SR \
células tumorales con tincidn. Wt ‘:, " ‘& @ i ‘ JRE TR RN

e Diversos patrones de tincion. Tincion citc_)plas'm.a’ticay’nuclearA = [ Tincion débil y focal W T?r‘mcién citoplasmatica

e La localizacién de la proteina D ; S R S R SR
nos da indicios sobre la fusion. T CET . aey i S ik By 5 Ak

e La sensibilidad se situa entre el _ . 3 ] AP .f"»".f fj‘_.,_,_.;"' e TG o =
96% y 100% para las fusiones W '*' o De ‘:"?,.'." ERR A
de NTRK1 vy 2, mientras que ‘ « 200, '-'_,. b T NS Sl
para NTRK3 se sitGia en un 79%. Braldoe 4 i Wl A RN XA S S TNl PP

: Tinciﬁn citopla;ma’ticayperinuclear ~..:Tincién cit_c_;plasrr!a't_icayn_uc!ear ¥ %, 7.-*7 ‘Tincién de membraqa

e La especificidad se encuentra
entre el 92%-100%. RV
Dependiente del tipo de tumor.

AT

VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay

e Falsos positivos.

08494665001

V50 Solomon JP et al. Mod Pathol. 2019; Solomon JP et al. Cancer Res. 2019




Inmunohlstoqmmlca
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» Los patrones de tincidn se relacionan con la pareja de fusion:
= Tumores con reordenamiento en NTRK1 y 2: tincidn citoplasmatica.
= Tumores con fusidn en NTRK3 muestran tincion nuclear, acompafiada en ocasiones por tincion citoplasmatica.
=  Fusidon TPM3/4-NTRK1/3: tincion de membrana citoplasmatica.
= Fusiones ETV6-NTRK3 y EML4-NTRK3: tincidn nuclear.
= Fusion LMNA-NTRK1: tincion membrana perinuclear.

Gatalica Z et al. Mod Pathol. 2019; Solomon JP et al. Annals of Oncol. 2019



Inmunohistoquimica

Sensitivity and specificity of pan-Trk immunohistochemistry for detecting N7RK fusions

Falsos positivos

R ) . _ Sensitivity
e .' Clis .W, Lig 7 1
: 0 Ny B b ks e 3‘% NTRKT 96.2% (26/27)
“ B, " ’ -
b by N . o ? ﬁ!@ h e NTRK2 100% (5/5)
i { . 'Y
3 .3 et W | NTRK3 79.4% (27/34) |
Sensitivity Specificity
Total 87.9% (58/66)  81.1% (257/317)
Colon 87.5% (7/8)  100% (25/25)
Lung 87.5% (7/8)  100% (24/24)
Thyroid 81.8% (9/11)  100% (27/27)

Salivary 88.9% (8/9) I 52% (13/25) I
Breast | 80% (4/5) | 82.1% (23/28)

Inflammatory myofibroblastic tumor ~ 100% (3/3) 100% (5/5)

Sarcoma 80% (8/10) 74.4% (29/39)

0,

Pancreas © /0)a 100% (20/20)
Appendix 100% (1/1) 100% (1/1)
Cholangio 100% (2/2) 100% (19/19)
Glioma 100% (6/6) 20.8% (5/24)
Melanoma 100% (3/3) 100% (17/17)

H 0,
Neuroendocrine © /0)a 88.9% (8/9)
Small round cell tumor[J (0/0) 45.8% (11/24)

(0/0) 100% (30/30)

Other®

Solomon JP et al. Mod Pathol. 2019



FISH

ETV6-NTRK3 Dual Fusion/Translocation ZytolLight ® SPEC NTRK Dual Color Break Apart Probe
FISH Probe Kit - CytoTest -~

RH47613  STSG28995 \ / RH122860 SHGC-146793 \
RH38210 RH45945 SHGC-112554 D9S919
| 53 | | 5 3
< i 4 ¢
NTRK1 NTRK2
~535 kb ~440 kb ~720 kb ~535 kb
| Con e 1a2a23) ——— Tl || Con 921329213 ———> Bl
SPEC NTRK1 Probe map (not to scale). SPEC NTRK2 Probe map (not to scale).
D15599 D15S979
D15S1119 RH123468
3 5
NTRK3
~495 kb ~650 kb

Cen ¢———15¢25.3-q26.1 ——> Tel

SPEC NTRK3 Probe map (not to scale). . .
Marino FZ et al. Int. J. Mol. Sci. 2020



FISH

b Break site
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° Wild type 0 Break apart

Marino FZ et al. Int. J. Mol. Sci. 2020; Wong D et al. Pathol Oncol Res. 2020



RT-PCR (Transcripcion inversa)

. *\ AN | A
TGGGAGAATAGCAGIATGTGCAGCACATTAA
ETV6 NTRK3

Wong D et al. Pathol Oncol Res. 2020




Elevada frecuencia (>80%)

Frecuencia intermedia (5-25%)

Tumores
adultos
Baja frecuencia (<5%)
Elevada frecuencia (>80%)
Tumores
pediatricos Frecuencia intermedia (5-25%)

Baja frecuencia (<5%)

Tumor

Carcinoma analogo secretor de mama (MASC)

Carcinoma secretor de mama

Carcinoma papilar de tiroides

Céncer de apéndice
Glioma/glioblastoma
Astrocitoma

GIST

Cancer de cabeza y cuello
Cancer de pulmon
Sarcoma

Céancer de mama

Leucemia linfobldastica aguda, leucemia mieloide aguda, histiocitosis, mieloma

multiple, neoplasma de células dendriticas

Sarcoma uterino

Colangiocarcinoma

Cancer de pancreas

Melanoma

Cancer colorrectal

Carcinoma secretor de mama

Fibrosarcoma infantil y otros tumores mesenquimales
Nefroma mesobldstico congénito celular o mixto

Carcinoma papilar de tiroides
Tumor de spitz

Gliomas pediatricos de algo grado
Ganglioglioma

Astrocitoma

Pareja de fusién

NTRK1

TFG, SSBP2, SQSTM1, TPR, PPL

LMNA

ARHGEF2, BCAN, CHTOP, NFASC

CD74, GRPAP1, IRF2BP2, MPRIP, P2RYS, SQSTM1, TPM3

TPM3, LMNA

CGN, GATAD2B, LMNA, MDM4, PEAR1, TPM3

LMNA, TPM3, TPR
LMNA, RABGAPIL
CTRC

DDR2, GONA4L, TRIM63

LMNA, TPM3, SCYL3

SQSTM1, TPM3, LMNA
TPR, LMNA
TPR, IRF2BP2, TPM3

TP53, LMNA

TPM3

NTRK2

BCR, AFAP1, SQSTM1

QK1, NACC2

PAN3

TRIM24

AGBL4, VCL
TLE

NACC2, QK1

NTRK3
ETV6

ETV6

ETV6, RBPMS

ETV6

LYN

ETVE

ETV6

RBPMS

ETVE
ETV6
EML4, ETV6
EML4, ETV6
ETV6

ETV6, MYH9, MYO5A

ETV6, BTB1

Penault-Llorca F et al. J Clin Pathol 2019



NGS para el analisis de NTRK

* Elevada sensibilidad y especificidad.
e Analisis simultaneo de multiples genes.

Permite detectar nuevas fusiones en NTRK.

B -

Pl
«

Basada en analisis de ADN

PN

Andlisis de
genoma
completo

Hibridacion
por captura

Amplicones
(enriquecimiento
por PCR)

}
Hibrida ADN/ARN

o
—

Basada en analisis de ARN

N

Hibridacion Amplicones

por captura (anchored
multiplex RT-PCR)

Hsiao SJ et al. ] Mol Diagn. 2019



Deteccion de

reordenamientos
Amplicon-based assay
(Tiled amplicon approach )
Primer based > <
amplification —— e
of DNA —t
templates l
PCR + barcoding
and adapter
ligation
l Sequencing
Amplicon 1
Forward
reads
Reverse
reads
Amplicon 2
—

Gene X - mutatioal hotspot

Basada en amplicones

Meétodos de NGS

Hybridization capture-based assay

Adapter ligation

Hybridize to custom
capture probes and
isolate targeted
regions

l Wash, elute, amplify

and sequence

Exon 2 Exon 3

Large regions of interest

Hibridacion por captura

End repair

RNA

l

RT

ds cDNA

dA tailing

~ barcode

:

— genomic DNA

T_/
—
Adaptor ligation

X fusion location

-

I

N

K
7

~.

—
Gene-specific
primer #1

—

:

—

Gene-specific

lllumina/ lon Torrent Sequencing Library

Basada en ARN mediante Anchored

Variantes
detectadas

Ventajas

Desventajas

Variantes conocidas/fusiones de

interés.

Requiere poca cantidad de acidos

nucleicos de partida.

Es necesario conocer ambas

parejas de fusion.

Deteccion de todas las mutaciones accionables

ademas de nuevas parejas de fusion.

Permite detectar nuevas parejas de fusion.

Requiere mayor cantidad de acidos nucleicos

qgue los amplicones.

Multiplex PCR

Deteccion de todas las mutaciones accionables
ademas de nuevas parejas de fusion.

Permite detectar nuevas parejas de fusion.

Uso de ARN que podria no tener una calidad y

cantidad aceptables.

Jennings LJ et al. J Mol Diagn. 2017



Comparacion de meéetodos de deteccion

Método de analisis é¢Permite detectar nuevas Especificidad Material Tiempo de Coste
parejas de fusion? necesario respuesta

Anchored Multiplex PCR

HIBRIDOS Amplicones

‘ 10-40 ng de ARN de
ADN/ARN " Hibridacién por captura

un contenido tumoral %% %

de al menos 20%

° [ Al menos 1 corte
FISH ° ) Al menos 3 cortes ‘ %
RT-PCR e ) 1 ug de ARN %
ANAUS'S Amplicones 6
DEADN  Hibridacidn por captura ° ) 250 ne ce ADN =
Amplicones Q
ANALISIS © .0 o ., 200 ng de ARN
NGS 3 AR Hibridacién por captura g ‘ % %%
(%)

Cocco E. Nat Rev Clin Onc. 2019



Consideraciones para el algoritmo diagnostico

J Hecho: las fusiones de NTRK son comunes en tumores raros y raras en
tumores comunes.
J Punto a considerar:
» Disponibilidad de varios métodos de analisis.
» Consideraciones econdmicas.
» Pros y contras de las metodologias de andlisis.
1 Varios algoritmos recomendados pero no hay pautas definidas.




Recomendaciones de ESMO para la deteccion de NTRK

Sample to be investigated for the presence of NTRK fusions

As a confirmatory technique

Is the histologic

use FISH, RT-PCR or Is there a
targeted RNA NGS assays t%;nﬁ::btgﬁf :ln m”n sequencing
with specific probes for the recurent NTgF?Ig platform

fusion involving the available?

known NTRK gene fusions?

IHC to confirm
Use IHC as a screening tool protein

expression in «— Use front line NGS
/ \ positve cases reliably detecting NTRK

fusions, preferably

NO TRK expression

Detection of TRK including RNA testing

expression when possible

T

Marchio C et al. Annals of Oncology. 2019



Algoritmo recomendado por MSKCC

Histology-based triage

Low pretest probability High pretest probability that
that the tumor has the tumor has NTRK fusion
NTRK fusion (e.g. histologic features of
infantile fibrosarcoma or
secretory carcinoma)

Carcinoma,
glioma,
Sarcoma melanoma Carcinoma Sarcoma

RNA-level fusion Genomic-based FISH or RNA-level

testing (panel) triage fusion testing

Positive Negative

NTRK fusion FISH or RNA-level
positive fusion testing

Genomic-based triage

Lung

carcinoma

Cancer gene
panel testing

Driver negative

and low tumor
mutation burden

Screen for
NTRK fusion

Colorectal
carcinoma

Cancer gene
panel testing

Cancer gene
panel testing

Driver negative
and sporadic
microsatellite

instability-high

Driver negative

Screen for
NTRK fusion

Screen for
NTRK fusion

Solomon JP et al. Annals of Oncology. 2019



Recomendaciones de la NCCN para la deteccion de NTRK

National Comprehensive

NCCN | Cancer Network®

NTRK Gene Fusions

NTRK gene fusions encode tropomyosin receptor kinase (TRK) fusion
proteins (eg, TRKA, TRKB, TRKC) that act as oncogenic drivers for soli
tumors including lung, salivary gland, thyroid, and sarcoma.?*?7° A dive
range of solid tumors in children and adults may be caused by NTRK g
fusions (eg, NTRK1, NTRK2, NTRK3). It is estimated that NTRK fusion
occur in 0.2% of patients with NSCLC and do not typically overlap with
other oncogenic drivers such as EGFR, ALK, or ROS1.* Various
methods can be used to detect NTRK gene fusions, including FISH, IH
NGS, and PCR assays. In a recent clinical trial, NTRK gene fusions wer|
detected with NGS (50 patients) and FISH (5 patients).?”° Larotrectinib
entrectinib are oral TKls that inhibit TRK across a diverse range of solid
tumors in younger and older patients with NTRK gene—fusion positive
W"“’ For the 2019 update (Version 3), the NCCN NSCLC Pane
added a recommendation for NTRK gene fusion testing in patients with
metastatic NSCLC based on clinical data and the approval of larotrectin
for patients with NTRK gene fusion—positive disease.”’"*”' The NCCN

NSCLC Panel recommends larotrectinib and entrectinib (both are categ
2A) as either first-line or subsequent therapy options for patients with
NTRK gene fusion—positive metastatic NSCLC based on data and the
FDA approvals (see Larotrectinib and Entrectinib in this
Discussion).?3%:261:272




Muchas graclas por Vuestra atenclon




