GUIA PARA EL DIAGNOSTICO DE FUSIONES NTRK

Cada paciente con cancer es unico, tratémoslo como tal'2.
Se estan estudiando terapias dirigidas que permiten ampliar las opciones de tratamiento de pacientes con biomarcadores accionables,
como los pacientes con tumores que presenten fusion del gen NTRK. Para identificar a estos pacientes, se requiere un buen diagnastico

mediante pruebas moleculares de calidad.

Visite www.encuentrk.es para obtener mas informacion.
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Fusiones NTRK: Definicion y frecuencia

Las fusiones que afectan al gen del receptor tirosina quinasa neurotrofico (NVTRK) son drivers oncogéenicos presentes en una amplia variedad de tumores
pediatricos y de adultos que se pueden tratar con terapias dirigidas™-3.

» La familia del receptor quinasa de la tropomiosina (TRK) esta formada por tres proteinas: TRKA, TRKB y TRKC, codificadas por los genes NTRK1, NTRK2 y
NTRK3, respectivamente?.

Las fusiones NTRK son mas frecuentes en determinados tumores raros, aunque también se han detectado con menos frecuencia en tumores mas comunes*

5% a 25%"* >807%147:8

» Cancer colorrectal (0,02 a 0,3%) » Tumor del estroma gastrointestinal (5% a 25%) » Carcinoma secretor de mama (~94%)
» Cancer de tiroides (1,5%) » Cancer papilar de tiroides (12,3% a 25%) » Fibrosarcoma infantil (>90%)
= Cancer de pulmon no microcitico (<1%) » Melanoma spitzoide (16,4% a 25%) » Nefroma mesoblastico congeénito (83% a >90%)

» Colangiocarcinoma (3% a <5%) MASC (Carcinoma de glandula salival analogo al
» Melanoma (0,3%) secretor de mama) (93% al 100%)

» Glioblastoma (1,1% a <5%)

» Cancerdecelulasescamosasdecabezaycuello
(0,2% a <5%)

Las fusiones NN'TRK causan el cancer a travées de una senalizacion anomala™24°

: !_as fusmnes NTRK producen una proteina quimerica oncogenica que activa cascadas de senalizacion oo de
implicadas en |a proliferacion celular, supervivencia y angiogénesis'~, fusion TRK
= Las fusiones NITRK'y otras alteraciones oncogénicas suelen ser mutuamente excluyentes>'".

= Cada gen NTRK se puede fusionar con distintos genes; hasta la fecha se han identificado al menos 25
fusiones NTRK distintas >,

MEK Pfomueve
cancer
P13K MTOR

La deteccion de las fusiones NTRK no esta protocolizada todavia entre las pruebas diagnosticas de rutina. El analisis del perfil molecular mediante
secuenciacion de nueva generacion (NGS) puede identificar a pacientes con fusion N/TRKy mejorar la atencion de estos pacientes™.

Si desea mas informacion, visite www.encuentrk.es. < ROChe >
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Determinacion de fusiones NTRK: Qué dicen las guias

Recomendaciones ESMO para la deteccion de fusiones NTRK"

4 Muestra para el estudio de la presencia de fusiones NTRK A

a N

Utilizar como técnica
de confirmacion: FISH, S
RT-PCR o NGS de ARN P
con sondas especificas

para las fusiones del

gen NTRK

¢Se trata de un tumor cuya

histologia presenta fusiones de
NTRK con una alta prevalencia?

000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

N
Utilizar IHQ como Utilizar la IHQ para Utilizar desde el inicio NGS para
herramienta de confirmar la expresion identificar fusiones de NTRK,
\_ cribado ) de la proteina en los preferiblemente realizando un analisis
Casos positivos de ARN cuando sea posible
¥ « \_ 2N
JHQnegata.  HQpositva | Confimaconde ]
P Xpresion de fusion de NTRK
TRK en el tumor en el tumor

*Esta poblacion estaria representada probablemente por «cualquier cancer en estadio avanzado, en particular si se ha demostrado que es negativo para otras alteraciones genéticas conocidas analizadas de ruting, y especialmente si R h
se diagnostica en pacientes jovenes». OC e
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Determinacion de fusiones NTRK: Qué dicen las guias

Consenso multidiciplinar para la optimizacion de la deteccion de alteraciones de genes NTRK
(SEOM, SEAP, SEHOP)

m Pacientes adultos vy pediatricos con tumores saélidos que:
Seleccion por

tipo de paciente

1. Son metastasicos o es probable que la reseccion quirdrgica produzca una alta morbilidad, vy
2. Han progresado después del tratamiento o no hay terapia alternativa satisfactoria.

o= Prevalencia baja de genes de fusion NTRKy de Prevalencia baja Prevalencia alta de
°> [] expresion de NTRK de genes de fusion fusion NTRK
- NTRK (pero expresion
Seleccion por « Cancer de pulmén « Fibrosarcomas infantiles
frecuente de NTRK)
reval encia = (ancer de colon, mama o tiroides = (Carcinoma glandulas
p = Melanoma : salivares y mama
: - . . . ) ) = Tumores neuroendocrinos "
hlstologlca = (Colangiocarcinoma, cancer de pancreas . Glioma = Nefroma mesobastico
= Tumor spitzoide S congénito
= (Carcinoma papilar de tiroides | 2aTeomas
= GIST
. § ;
Determinaciones moleculares de rutina Determinaciones de FISH de rutina
; ; v v
TRK TRK no
incluido incluido
: v
Silos Realizar
drivers cribado
conocidos panlRK
son IHQ : :
negativos v A4
: Si es Sies
positiva negativa
- v

Utilizar NGS con un panel amplio que incluya
|OS genes NTRK {. ............................. Roche
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Técnicas para la identificacion de fusiones NTRK

TECNICAS DISPONIBLES PARA LA DETECCION DE FUSIONES NTRK 1,2 Y 3

NGS IHQ FISH RT-PCR
Capacidad para » Puede detectar fusiones en los tres genes ® Los anticuerpos pan-TRK pueden detectar : Requiere una sonda diferente para cada m Requiere multiples reacciones con
detectar fusiones NTRK; asi como el partner de fusiony la la presencia de la proteina codificada por egzg P cebadores especificos y puede pasar por
diferentes posicion de la fusion™ ' cualquiera de los tres genes NTRK'™43 5 alto variantes desconocidas*

Requisitos de la
muestra

La cantidad necesaria varia dependiendo
de la plataforma de NGS'™

Requiere tejido especifico™242>

Requiere tejido especifico™

Requiere tejido especifico®*3?

Celulas/ADN/ARN

>20% de células tumorales’’

>50% de células tumorales?®2’

>50% de células tumorales°

0,1-0,5 pg de ARN 3"

Tiempo hasta el

B 2-21 dias’®? 0,5-2 dias'®*® 2-10 dias'®3" m 1dia™
resultado
Analisis de
miultiples genes . S NO™ NO™ . NO®

ademas de fusiones
NTRK

Tecnica recomendada para la deteccion
fusiones NTRK??

Puede detectar genes de fusion nuevos
(dependiendo del ensayo utilizado)?

Se puede utilizar para evaluar

Bajo coste*

Las fusiones N'TRK con patrones
desconocidos se pueden detectar
mediante FISH con sondas de rotura

Alta sensibilidad y especificidad®

Ventajas simultaneamente varias dianas Faciimente disponible™ (break-apart)*? = Bajo coste por ensayo?*’
. . Detecta TRKA, By C#? . . )
accionables, conservando el tejido que en FISH ya esta disponible en la mayoria de
0casiones es escaso? laboratorios y centros#
» Elanalisis basado en ARN se centra en las
secuencias codificadoras, no en intrones??
» |as plataformas de NGS basadas en ADN Casos positivos por IHQ requieren
disponibles en el mercado pueden no ser confirmacion por NGS2 Se requiere un FISH para cada gen de m Es necesario conocer las secuencias
capaces de identificar todas las fusiones Puede no ser especifica de la fusion NTRK, NTRK si no se conoce la secuencia diana®? diana (es decir, no se pueden detectar
NTRK, especialmente las que afectan a ya que detecta tanto proteinas normales Las traslocaciones cromosomicas facilmente patrones de fusion nuevos)?
Desventajas los genes NTRK2y NTRK3, que tienen como de fusion® complejas pueden dar lugar a falsos » Una prueba RT-PCR multiplex completa

regiones intronicas grandes*?
La NGS basada en ARN esta limitada

por la calidad del ARN?2
Coste elevado

Posibles falsos negativos para fusiones
gue afectan a TRKC??

No existe estandarizacion de algoritmos
de valoracion de la expresion??

positivos??
Los resultados falsos positivos pueden
superar el 30%*2

podria ser dificil debido al nimero
potencialmente grande de posibles
patrones de fusion 5'22

ADN: acido desoxirribonucleico; ARN: acido ribonucleico; FISH: hibridacion in situ con fluorescencia; IHQ: inmunohistoquimica; NGS: secuenciacion de nueva generacion; RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa inversa.
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Técnicas para la identificacion de fusiones NTRK

Ejemplos de resultados de expresion de las proteinas TRK por IHQ y confirmacion de fusion N'TRK por NGS
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i Expresion de proteina I R B T
Aritse, o ] _ T Vo A RIS e i . - -
NI UEERLE £ en carcinoma de células iz ;': “..--,_‘ R Y ‘i = .”3;,; Expresion de proteina
S B U0 o no o escamosas de cabeza ﬁ;;“iﬂ#:, S5 ) en carcinoma secretor Expresion de proteina en
R SIS, o vy cuello con TRK nativa i *:; '-53::;"31;5;;‘-,_*?3?-* l,f de glandula salival con carcinoma colorrectal con
NGRS Yo (20x)* (TG TS fusion de TRK (20x)3*° fusion de TRK (20x)3®
Ejemplo de informe de NGS
Cuando solicite una prueba, asegurese de que se analizan las fusiones de los tres genes NTRK: NTRK1, NTRK2 y NTRK33
Los resultados de la NGS le ayudaran a identificar qué tumores saélidos son positivos para la fusion de NTRK.
El contenido especifico en el informe de su muestra dependera del método analitico vy del laboratorio.
- - Paciente Tipo de tumor N.° TRF
INFORME DE ANATOMIA PATOLOGICA NSI Adenocarcinoma de pulmon TRXXXXXXX
PACIENTE MEDICO MUESTRA
Enfermedad: Adenocarcinoma de pulmon Médico solicitante: NSI Sitio de la muestra: NSI RESULTADOS DE LA PRUEBA
Nombre: NSI Centro médico: NSI ID de la muestra: NSI Marcadores detectados
Fecha de nacimiento: NSI Receptor adicional: NSI Tipo de muestra: NSI
Sexo: Mujer ID del centro médico: NSI Fecha de recogida: NSI NTRK
N.° de historia clinica: NSI Patologo: NSI Muestra recibida: NSI
OTRAS ALTERACIONES Y BIOMARCADORES IDENTIFICADOS
Los resultados notificados en esta seccidon no son prescriptivos ni concluyentes para el uso autorizado de ningun producto terapéutico especifico.
Consulte la seccion de servicios profesionales para obtener informacion adicional.
Estado de microsatélites: MS estable® PTCHT. T4165 Pérdida de CDKN2A/B
E/Iagaga mutacional del tumor: 11 mutaciones/ 503 pyg7p Amplificacion de EGFR® EJEMPLO DE INFORME

NSI: no se indica; NTRK: Gen del receptor tirosina quinasa neurotrofico; TRK: receptor quinasa tropomiosina.
2Consulte el apéndice para ver las declaraciones de limitacion relacionadas con la deteccion de cualquier alteracion del namero de copias, reordenamientos génicos vy resultados de inestabilidad de microsatélites o
carga mutacional del tumor en esta seccion.
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Preguntas frecuentes

GENERAL

‘ ¢Qué tipos de técnicas diagnosticas se pueden usar para detectar fusiones NTRK?

|as fusiones NITRK se pueden detectar usando diversos métodos diagnosticos, como secuenciacion de nueva generacion (NGS), inmunohistoquimica (IHQ), que detecta
a expresion de proteina tanto nativa como de fusion, hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) y reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR)"#337, Todos los casos con IHQ Pan TRK-positiva deben determinarse por NGS para confirmar la presencia de la fusion NTRK??.

‘ ¢Como funciona cada una de las pruebas diagnosticas y cuales son sus ventajas y limitaciones?

» La NGS se basa en tecnologias de secuenciacion de ADN y ARN que son capaces de procesar en paralelo multiples secuencias de ADN o ARN y proporciona una vision
mas completa de varios biomarcadores. La NGS puede detectar fusiones en los tres genes NTRK (debe tener cobertura para la fusion de los genes NTRK 1, 2 y 3), asi
como el geny la posicion de la fusion NTRK. Sin embargo, el tiempo hasta los resultados con la NGS puede ser mas largo que con IHQ o FISH 182324

» La IHQ es una prueba para biomarcadores proteicos que utiliza anticuerpos especificos para detectar la expresion del componente TRK de la proteina de fusion. Un
anticuerpo dirigido contra la region conservada puede detectar proteinas nativas o de fusion derivadas de las proteinas TRKA, TRKB o TRKC?3?7,

» Aligual que la IHQ, las sondas para FISH no pueden distinguir variantes de fusion. Los ensayos FISH a menudo son laboriosos y mas caros que la IHQ cuando se realizan
ensayos multiples®™ 23,

» La RT-PCR requiere de varias pruebas para cada gen ya que no se conoce la ubicacion del reordenamiento génico. Es muy fiable para las variantes de fusion
conocidas, pero requiere multiples reacciones con cebadores especificos para las variantes conocidas v puede pasar por alto la deteccion de variantes desconocidas
0 no analizadas *.

oL . o . . Preguntas frecuentes
NGS: secuenciacion de nueva generacion; NTRK: Gen del receptor tirosina quinasa neurotrofico. £
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IHQ

:Cual es el papel de la NGS en comparacion con la IHQ en la deteccion de NTRK?

Segun la ESMO, en tumores solidos en los que son frecuentes las fusiones NTRK, se recomienda un panel de NGS que incluya las fusiones NTRK. En el caso de tumores con una
frecuencia muy baja de fusiones NTRK, pero en los que es comuan el cribado molecular, se recomienda la inclusion de los genes NTRK en el analisis mediante NGS de rutina. En tumores
con una frecuencia baja de fusiones NTRK, para los que no se disponga de NGS o no se realice de forma rutinaria para un tipo histologico, se debe realizar el cribado mediante IHQ con
pan-TRK, siendo necesaria la confirmacion de los resultados positivos mediante NGS--.

‘ ¢En que se diferencia la IHQ de la NGS?

La IHQ es una técnica para biomarcadores proteicos que utiliza anticuerpos especificos para detectar la expresion del componente TRK de |a proteina de fusion?. La NGS se basa en
tecnologias de secuenciacion de ADN o ARN que son capaces de procesar en paralelo maltiples secuencias de ADN o ARN vy proporciona informacion sobre varios biomarcadores,
incluyendo alteraciones raras vy alteraciones frecuentes. La NGS puede detectar fusiones en los tres genes NTRK, asi como el partner de fusion de NTRKy la posicion. Sin embargo, el
tiempo hasta los resultados con la NGS puede ser mas largo que con la IHQ. La IHQ detecta principalmente Ia expresion génica a nivel de proteina. No detecta la fusion en si 12232438,

‘ ¢La IHQ permite detectar todas las fusiones NTRK?

Para poder detectar todas las proteinas TRK, los anticuerpos deben detectar las proteinas TRKA, TRKB y TRKC. Algunos clones son menos sensibles que otros y algunos informes
indican que la sensibilidad de la IHQ para algunas fusiones de NTRK3 es menor que para NTRK1y NTRK23'.

‘ ¢La IHQ detecta las fusiones NTRK?

El ensayo VENTANA® pan-TRK (EPR17341) es un ensayo analitico CE-IVD disenado para la deteccion inmunohistoquimica de la region C-terminal de las proteinas TRK A, By C que se
sabe estan conservadas entre las proteinas nativas vy las proteinas de fusion quiméricas. Puesto que el ensayo VENTANA® pan-TRK (EPR17341) no puede diferenciar entre las proteinas
nativas vy las fusiones de NTRK, es importante senalar que las proteinas TRK no se expresan de forma normal en tejido no neuronal, por lo que dicha expresion puede ser indicativa de
una fusion que deberia confirmarse con otros méetodos'>3940.

¢:Cual es la sensibilidad de la IHQ?

Se ha descrito que los anticuerpos pan-TRK tienen una sensibilidad del 95 al 100% y una especificidad de hasta el 100%™,

‘ ¢Existe un algoritmo de scoring o criterios para determinar la positividad de la IHQ?

No, no existe algoritmo de puntuacion ni criterios para determinar la positividad de la IHQ. El ensayo VENTANA® pan-TRK (EPR17341) es un ensayo analitico CE-IVD disenado para la
deteccion inmunohistoquimica de la region C-terminal de las proteinas TRK A, By C que se sabe estan conservadas entre las proteinas nativas v las proteinas de fusion quiméricas®*“".

Preguntas frecuentes



NGS

‘ ¢Cuando debo utilizar la NGS basada en ARN en lugar de la basada en ADN?

La NGS detecta ADN o ARN a nivel de nucleétido, exdn o genoma completo. En la NGS basada en ARN, los intrones se han eliminado en el ARN tras el splicing,
lo que elimina las limitaciones técnicas de la cobertura intronica. Ademas, la deteccion de las fusiones a nivel de ARN proporciona una prueba directa de que
son transcritas de forma funcional, y el analisis de la secuencia resultante del splicing puede determinar si la proteina se podria transcribir y estar dentro
del marco de lectura. Los transcritos de la fusion también pueden detectarse con elevado nivel de confianza en el ARN de muestras de baja pureza tumoral
puesto que las fusiones se expresan a menudo en tejido. No obstante, este método depende en gran medida de la calidad y longitud del ARN. La secuenciacion
basada en el ADN puede proporcionar una caracterizacion mas completa de las alteraciones genéticas en el genoma. Una NGS costaria igual sies ARN o ADN
v el tiempo es el mismo, pero con esta técnica la sensibilidad se podria ver reducida en alteraciones del tipo fusiones*2%374243,

‘ ;Puedo utilizar biopsias liquidas para el analisis de las fusiones NTRK?
La biopsia liquida puede ser util en el caso de pacientes que carecen de muestras de tejido o con muestras de tejido que no son optimas*“.

‘ ¢La NGS pasa por alto algunas fusiones de NTRK?

La NGS puede detectar fusiones en los tres genes NTRK (debe tener cobertura para la fusion de los genes NTRK 1, 2 y 3), asi como el partnerde fusion de NTRK
v la posicion. Una desventaja de la NGS basada en ADN es que esta limitada por el tamano de los intrones™ ™37,

oL . o . o Preguntas frecuentes
NGS: secuenciacion de nueva generacion; NTRK: Gen del receptor tirosina quinasa neurotrofico. g
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¢Queé guias y/o consensos existen para la determinacion de fusiones NTRK?

» Las guias del National Comprehensive Cancer Network (NCCN) para el tratamiento segun el tipo de cancer incluyen el analisis de las fusiones NTRK.

= Cancer de pulmon no microcitico (CPNM) v3.2019 / categoria 2A: recomienda el analisis de la fusion NTRK como parte del amplio perfil molecular en
pacientes con adenocarcinoma avanzado o metastasico, de células grandes o CPNM sin especificar, basado en datos recientes*®. ACCESO GUIA

A partir de agosto de 2019, algunas guias adicionales de la NCCN que consideran el analisis de la fusion NTRK como opcion incluyen las siguientes:

Cancer rectal v2.2019 / categoria 2A: recomienda el analisis de la fusién NTRK en pacientes con cancer colorrectal metastasico“s. ACCESO GUIA

Melanoma cutaneo v2.2019 / categoria 2A: recomienda el analisis de la fusion NTRK como técnica molecular novedosa para el diagnostico vy pronastico de
melanoma cutaneo“®. ACCESO GUIA

Primario oculto v2.2019 / categoria 2A: segln el criterio del médico, el analisis de |a proteina TRK se puede considerar parte del amplio analisis mediante
IHQ (una prueba positiva debe confirmarse posteriormente mediante NGS)*’. ACCESO GUIA

Cancer de colon v2.2019 / categoria 2A: recomienda el andlisis de la fusién NTRK en pacientes con cancer colorrectal metastasico“®. ACCESO GUIA

Canceres de cabeza y cuello v2.2019 tumores de glandulas salivales / categoria 2A: recomienda la deteccion del estado de fusion NTRK para el carcinoma
secretor“®. ACCESO GUIA

» SEHOP-SEAP-SEOM. Diagrama para la determinacion de alteraciones en el gen NTRK en cancer avanzado'. ACCESO

» Ademas, existen consensos internacionales como el de las sociedades JSCO—ESMO—ASCO—JSMO—TOQS, que establecen recomendaciones sobre en qué
pacientes se deben buscar fusiones NTRK>°. ACCESO CONSENSO

L Preguntas frecuentes
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Para pacientes con tumores sélidos,

.

.

Deje que el diagnostico sea su guia

Si desea mas informacion sobre analisis molecular, visite www.encuentrk.es.
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