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Souhrn:

Inhibitory kinazy tropomyosinového receptoru (TRK) nabizi moznost selektivniho ovlivnéni
této signalni drahy s dramatickym a dlouhodobym ucinkem na nadory, u nichz se nachazi
fuze genl pro neurotrofni receptory s tyrosin kindzovou aktivitou (NTRK). Vzhledem k nizké
incidenci téchto aberaci u béznych typl solidnich nador( dospélych je identifikace pacientt
s touto aberaci velkou vyzvou pro klinickou praxi. Cilem tohoto sdéleni je poskytnou stru¢ny
a prehledny navod k testovani na pritomnost NTRK genovych flzi a indikaci Ié¢by inhibitory
TRK (TRKi) pro béZznou onkologickou klinickou praxi.

Prakticky vyuZitelné metody testovani NTRK genovych fuzi jsou imunohistochemie (IHC),
fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a rlizné zpUsoby genetického testovani nejéastéji
metodou masivniho paralelniho sekvenovani nové generace (next-generation sequencing,
NGS). Po uvazeni charakteristiky uvedenych testl doporucujeme pro klinickou praxi u
nadoru s nizkou incidenci NTRK genovych fuzi dvoustupriové testovani. V prvnim kroku se
otestuje €erstvy nebo archivni vzorek pomoci validované IHC metody. Pfi pozitivnim vysledku
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nasleduje ovéreni pomoci RNA NGS, preferencné z cerstvého vzorku, pfi nemoznosti jeho
ziskani (napriklad neimérné riziko pro pacienta) pak z archivniho vzorku. Idedlinim
postupem, o jehoZ zavedeni bychom méli usilovat, je genomické testovani vétsiny nadorf
a nasledujici individualizovana cilené |é¢ba. U nadoru s vysokou incidenci NTRK genovych fuzi
doporucujeme jako prvni krok NGS sekvenovani, preferencné z cerstvého vzorku, pfi
nemoznosti jeho ziskani (napfiklad pro neimérné riziko nebo dyskomfort pro pacienta) pak

z archivniho vzorku. V soucasnosti je v Evropské unii registrovan jako jediny TRKi
larotrectinib. Dal3i TRKi entrectinib sice zatim v EU registrovan neni, nicméné je nové v CR
dostupny v ramci Specifického Ié¢ebného programu.

A practical guide for testing and targeted treatment of adult patients with solid tumours
harbouring NTRK gene fusion in routine clinical practice

Keywords:
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Abstract

Tropomyosin receptor kinase (TRK) inhibitors have been shown to produce a dramatic and
long-lasting effect on tumours harbouring fusions of neurotrophic receptor tyrosine kinase
(NTRK) genes. Due to the low incidence of these molecular aberrations in common types of
solid adult tumours, the identification of patients eligible for treatment with TRK inhibitors in
routine clinical practice is a major challenge. The aim of this paper is to provide concise and
clear guidance on testing for the presence of NTRK gene fusions and indications for
treatment with TRK inhibitors in the routine clinical oncology practice.

The current methods for NTRK gene fusion testing include immunohistochemistry (IHC),
fluorescence in situ hybridization (FISH), and several genomic assays using next-generation
sequencing (NGS). After considering the characteristics of these tests, we recommend two-
step testing for clinical practice in tumours with a low incidence of NTRK gene fusions. In the
first step, a fresh or archival formalin fixed paraffin embedded (FFPE) sample is tested using
a validated IHC method. If the IHC result is positive, verification using RNA-based should
follow, preferably using fresh tissue sample. If fresh tissue biopsy cannot be obtained, for
example due to disproportionate risk or discomfort for the patient, an archival FFPE sample



may be used for testing. For tumours with a high incidence of NTRK gene fusions, we
recommend upfront NGS sequencing. Larotrectinib is currently the only TRK inhibitor
registered in the European Union (EU). Although entrectinib, another TRK inhibitor, is not yet
registered in the EU, it is currently available in the Czech Republic within an Early Access
Programme.

Uvod

Geny pro neurotrofni receptory s tyrosin kinazovou aktivitou (NTRK 1-3) koduji receptory
TRKA, TRKB a TRKC pro neurotrofin. Flzni translokace NTRK geni  se vzdcné vyskytuji u
Sirokého spektra solidnich a hematologickych nador(. Fuze genli NTRK 1-3 jsou vysledkem
intrachromozomalni nebo interchromozomalni prestavby v nddorové burce, jejimz
nasledkem je vznik fuzniho transkriptu a konstitu¢né onkogenniho aktivniho proteinu.
Inhibitory kinazy tropomyosinového receptoru (TRK) nabizi moznost selektivniho ovlivnéni
této signalni drahy s dramatickym a dlouhodobym Gc¢inkem na nddory, u nichZ se NTRK fuze

vyskytuji (1-4).

Existuji raritni typy nador(, u nichZ se NTRK genové fuze nachazi ve vysokém procentu
pfipadl (Tabulka 1) (1,5-8). ProtoZe vSak vyskyt NTRK genovych fuzi neni obvykle spojen
s odliSnou histopatologickou nebo klinickou charakteristikou nadoru a vzhledem k jejich
nizké incidenci u béznych typa solidnich nddort dospélych (zpravidla neprevysujici 1%), je

identifikace pacient( s touto aberaci velkou vyzvou pro klinickou praxi (Tabulka 1).

Cilem tohoto sdéleni je poskytnou stru¢ny a prehledny navod k testovani na pfitomnost
NTRK genovych fuzi a indikaci Iécby inhibitory TRK (TRKi) pro béZnou onkologickou
klinickou praxi. DalSim cilem je poskytnout expertni stanovisko pro jednani o uhradé
prislusnych prediktivnich testi s platci — tyto testy v soucasné dobé nejsou z prostiedkd

verejného zdravotniho provedeni hrazeny.



Tabulka 1. Podil pozitivity na NTRK genovou fuazi u solidnich nadort dospélych a vysledky
lIécby TRKi larotrectinibem nebo entrectinibem (1,5-9) . U nékterych diagnéz je procento
vyskytu vypocéteno na zakladé jednotlivych pozitivnich pFipadti v souboru, tudiz dochazi
k velkému rozptylu méreni.

Diagndza Podil pozitivnich nadora (%) ORR (%) | Trvanilécebné
Studie Solomon et al | Prehledové publikace odpovédi 212
(vySetfeno 33997 Chen a Chi (8), Penault- mésich (%)
pfipadd) (7) Llorca (1), SPC Vitrakvi
(5) a FDA Label Rozlytrek
(9)
Sekrecni karcinom prsu n.d. 96 75 n.d.
Sekrecni karcinom n.d. 89,1 86 n.d.
mammarniho typu
(MASC)
Karcinom slinnych Zlaz 5,08 n.d. 90 91
Karcinom stitné zlazy 2,28 1,2 20-79 86
Papilarni 8,8
Poradiacni papilarni 14,5
Sarkomy 0,68 1,0 46-81 78 (mékké
Uterinni sarkom 2,1 (mékké tkané)
tkané) 0 (kosti)
50 (kosti)
Karcinom plic 0,23 1,7 70-75 75
Kolorektalni karcinom* 0,31 0,61 25-50 n.d.
Gliové a neuroepitelové 0,55 Astrocytom 3,1 11 n.d.
nadory High-grade gliom 2,1
Glioblastom 1,2
Karcinom prsu 0,13 <0,1 83 n.d.
(nesekrecni)
Adenokarcinom 0,34 n.d. 50 0
pankreatu
Melanom 0,36 0,3 43
Inflamatorni 17,7 n.d. n.d. n.d.
myofibroblasticky nador
Cholangiokarcinom 0,25 3,6 50 0
Neuroendokrinni nadory | 0,48 n.d. n.d. n.d.
Nadory hlavy a krku 0,2 0,24 n.d. n.d.
Gastrointestinalni n.d. 1,9 100% 67
stromalni sarkom
Nadory neznamé n.d. n.d. 100% n.d.
primarni lokalizace

ORR- procento nadorovych odpovédi, n.d. — udaj neni k dispozici
Zvlastni situace je u kolorektalnich adenokarcinoma. U téchto nadoru je znamo, Ze se fuze

NTRK vétsinové nachazeji u mikrosatelitné instabilnich nador( (MSl-high) asociovanych

s hypermetylaci promotor( pro MLH1 gen. Zatimco pfi nahodilé NGS sekvenaci
kolorektalnich adenokarcinomU je pravdépodobnost nalezu NTRK  translokaci  velmi
nizka - 12 ze 7500 nadorl v dosud nejvétsi studii (10). U skupiny MSI-high kolorektalnich
adenokarcinom asociovanych s hypermetylaci promotor pro MLH1 gen se NTRK fuzni geny

nasly v recentni studii u 4 z 23 pacient( (11).



Proc testovat

Pri prokazani fazni translokace nékterého NTRK genu je indikovana terapie TRKi.

V soucasnosti je v Evropské unii (EU) registrovan jako jediny Iék tohoto typu larotrectinib.
Dalsi TRKi entrectinib zatim v EU registrovan neni, ale nové je v CR dostupny v ramci
Specifického lé¢ebného programu. U¢innost 1ék{ je pravdépodobné srovnatelnd, pfimé

srovnani samozrejmé neexistuje.

Larotrectinib (Vitrakvi ®, Bayer) je peroralni |ék dostupny ve formé tobolek 25 mg a 100mg.
Dale je k dispozici roztok 20 mg/ml, potencialné vyuZitelny u nemocnych s poruchou
polykani. Doporucena davka u dospélych je 100 mg larotrectinibu dvakrat denné az do
progrese onemocnéni nebo dokud se nedostavi nepftijatelnd toxicita. Pfi poruse jater stupné
Child-Pugh B nebo C se davka snizuje na 50%. Uprava davky pfi poruse funkci ledvin neni
nutna. Larotrectinib je registrovan na zakladé tfi studii zarfazujicich pacienty s prokazanou
NTRK genovou fuzi (12—-14). Dale byla publikovana sdruzend analyza téchto tfi studii

s celkem 159 pacienty (6). U¢innost larotrectinibu prokazandou v téchto studiich uvadime

v Tabulce 1.

Nejcastéjsimi nezadoucimi prihodami ve studiich s larotrectinibem vsech stupnl zavaznosti,
bez ohledu na deklarovany vztah k Iéku byly Gnava (32 %), zvySena hladina ALT (29 %), kasel
(28%), zacpa (28%), anémie (27%), zvySena hladina AST (27%), zavraté (26%), nauzea (25 %),
zvraceni (25%), a prijem 24%). Nejcastéjsi nezadouci pfihody stupnil 3-4 byly anémie (10%),
neutropenie (5%), lymfopenie (3%), elevace ALT (3%), hypokalémie (3%) a hypofosfatémie
(3%) (6).

Entrectinib (Rozlytrek ®, Roche) je peroralni |ék ve formé 100mg a 200mg tobolek. Podava se
v davce 600mg jednou denné do progrese onemocnéni nebo dokud se nedostavi

nepfijatelna toxicita (9).

Nejcastéjsimi nezddoucimi ucinky (> 20%) byly Gnava, zacpa, dysgeusie, edém, zavraté,
prdjem, nauzea, dysestezie, dusnost, myalgie, kognitivni porucha, zvysena hmotnost, kasel,

zvraceni, pyrexie, artralgie a poruchy vidéni.

U 3,4% pacientu Iécenych entrectinibem v klinické studii doslo v rozvoji kardidlniho selhani.

Proto je doporuceno pred nasazenim Iéku a v pribéhu IéCby kontrolovat ejekéni frakci a



symptomatologii, kterd by mohla svédcit pro kardialni insuficienci. U 27% pacientl se
objevily kvalitativni poruchy védomi (véetné kognitivni dysfunkce, zmatenosti, poruchy

pozornosti amnézie, afazie a dalSich). Ddle u 10% doslo k porucham nalady.

U mirné a stfedné zadvazné rendlni insuficience ani mirné jaterni insuficience neni nutné
ménit davku. Neexistuji data pro pacienty se stfedné tézkym a tézkym funkénim postizenim

jater (bilirubin >1,5x horni hranice normy) a u pacientt s tézkou rendlni insuficienci (9,15).

Koho testovat

Racionalni indikace 1é¢by TRKi samoziejmé vyzaduje komplexni posouzeni stavu nemocného.
Lécby TRKi je indikovana jen pokud potencidlni prospéch z |é¢by prevysuje jeji rizika. V dobé
zahdjeni [éCby by mél byt vykonnostni stav pacienta v rozsahu 0-2 podle ECOG. V tabulce 2
uvadime vybrana zakladni kritéria pro zarazeni pacientl do studie NAVIGATE, dosud nejvétsi
klinické studie s larotrectinibem (12). V klinické praxi je mozné v odtvodnitelnych ptipadech
dle zvazeni oSetfujiciho onkologa indikovat i pacienty nesplfiujici nékteré z uvedenych

kritérii.

Béhem lé¢by muzl a Zen s reprodukénim potencidlem je béhem terapie TRKi a minimalné 3

mésice po jejim ukonceni nutna ucinna antikoncepce.



Tabulka 2. Vybrana kritéria pro zafazeni pacientd do studie NAVIGATE (12).

e Vykonnostni stav Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) 0-2
® (Ocekdvané preziti minimalné 3 mésice dle odhadu onkologa
® Pfimérené organové funkce

o absolutni polet neutrofilnich granulocytd >1,5 x 10°/L nevyZadujici podporu
rastovym faktorem po dobu nejméné 7 dnu

o pocet krevnich desti¢ek > 100 x 10°/L nevyZzaduijici transfuzni podporu po
dobu nejméné 7 dnu

o ALT nebo AST <2,5 x horni hranice normy (ULN) nebo AST a ALT <5 x ULN
pokud jsou abnormality funkce jater zplisobeny zdkladni malignitou

o Celkovy bilirubin <2,0 ULN (s vyjimkou pacient(i se zndmou anamnézou
Gilbertovy choroby a izolovanym zvySenim nepfimého bilirubinu)

o Sérovy kreatinin <2,0 x ULN nebo glomerularni filtrace = 30 ml/min
® Absence velké operace do 4 tydnu pfed planovanym zahajenim |écby

e Pokud je pfitomen nddor CNS nebo metastdzy do CNS, musi byt neurologicky
stabilni po dobu 14 dn( bez potfeby zvyseni davek steroidi minimalné 14 dni pred
testovanim nebo zahdajenim |éCby

® Absence klinicky vyznamného aktivniho kardiovaskularniho onemocnéni nebo
anamnéza infarktu myokardu do 6 mésicu

e Kardiomyopatie

e Malabsorpéni syndrom nebo jiny stav ovliviiujici perordlni absorpci

e ProdlouzZeny intervalu QTc> 480ms zachycen béhem poslednich 6 mésict
® Soucasnad lécba silnym inhibitorem nebo induktorem CYP3A4

e Aktivni nekontrolované systémové bakterialni, virové nebo plisfiové infekce




Jak testovat

Prakticky vyuZitelné metody testovani NTRK genovych fuzi jsou imunohistochemie,

fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a rizné zplsoby genetického testovani nejcastéji

metodou masivniho paralelniho sekvenovani nové generace (next-generation sequencing,

NGS).

1.

Imunohistochemické metody

Imunohistochemické metody maji limitace, protoze komercné dostupné protilatky
vykazuji rGzné vysokou miru nespecificity. Navic pfi posuzovani slabé
imunohistochemické pozitivity je tfeba si uvédomit, Ze mnohé tkané vykazuji
fyziologickou pfitomnost tyrozin kindzové pozitivity, ktera mlze u slabych
specifickych pozitivit v preparatech interferovat. Prlikaz exprese tyrozin kindzovych
receptorl ve tkanich nadord neni diagnostické vysetfeni pro pfitomnost NTRK1/2/3
fuznich genl. Imunohistochemicka pozitivita pouze znaci, Ze tyto fuzni geny mohou
byt pfitomné, ale nemusi. Vesmés vsak plati, Ze imunohistochemicka negativita
reakci s témito protilatkami svédci pro to, Ze ve tkani neni pfitomen zadny

z NTRK1/2/3 faznich genl. Tohoto jevu se tedy dobfe da vyuzit pro ,,skrinovani
pfitomnosti NTRK1/2/3 faznich genl a imunohistochemickou pozitivitu je tfeba
nasledné genetickymi metodami fuze potvrdit.

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Pro detekci NTRK1/2/3 fuznich genll je mozné pouzit komercné dostupnych FISH
metod, ale je to nepraktické, protoze zlomy téchto fuznich gen( jsou velmi rozmanité
a komplexni a FISH metody nikdy nemohou detekovat vSsechny kombinace téchto
zlomU. Tyto metody jsou tudiz zatizené velikou faleSnou negativitou.

Cilené NGS DNA a RNA sekvenovani

Cilené NGS testy jsou nejvhodnéjsim ndastrojem pro detekci pfitomnosti NTRK1/2/3
fuznich genl v nddorech. V soucasnosti se pouziva nékolik hlavnich metod, napft.
MSK-IMPAKT, test FoundationOne CDx , ArcherDX AMP a technologie od firmy
Illumina. Prvni dvé metody nejsou komercné dostupné. Limitace u ArcherDX AMP a
technologie od firmy lllumina je, Ze z ekonomického hlediska je tfeba u téchto NGS

metod provadét NGS sekvenaci 30 nadorl (ArcherDX AMP) nebo 8 nador (lllumina)



najednou. Maloktera laboratof je schopna provadét pravidelné nékolikrat tydné

smysluplnou NGS sekvenaci takového poctu nadoru.

Po uvaZeni uvedené charakteristiky testi doporucujeme pro klinickou praxi u nadoru

s nizkou incidenci NTRK genovych fuzi dvoustupnové testovani. V prvnim kroku se otestuje
Cerstvy nebo archivni FFPE (formalin fixed paraffin embedded) vzorek pomoci validované
IHC. P¥i pozitivnim vysledku nasleduje ovéreni pomoci RNA NGS, preferencné z Cerstvého
vzorku, pfi nemoznosti jeho ziskani (napfiklad neimérné riziko pro pacienta) pak z FFPE
vzorku (obrazek 1). IdedInim postupem je genomické testovani vétSiny nadoru a ndsledujici

individualizovana cilené lécba.

U nadort s vysokou incidenci NTRK genovych fuzi (tabulka 2) doporucujeme jako prvni
krok NGS, preferencné z Cerstvého vzorku, pfi nemoznosti jeho ziskani (napfiklad pro

neumérné riziko nebo dyskomfort pro pacienta) pak z FFPE vzorku (obrazek 1).

Obvykla doba do vydani vysledku vysetieni je u IHC pfiblizné 3 dny, u NGS sekvenovani pak

pfiblizné 2-3 tydny od ziskani testovaného vzorku.

Testovani fuzi NTRK neni klinickou studii a nevyzaduje podpis zvlastniho informovaného

souhlasu pacientem.
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Kdy testovat

Testovani NTRK genovych fuzi se vidy provadi na Zzadost onkologa. Doporucujeme
testovani na pritomnost NTRK genovych fuzi v dobé diagnézy metastatického nebo lokalné
pokrocilého neresekovatelného onemocnéni u vSech pacienti potencialné indikovatelnych

k 1é¢bé TRKi.

U&elem testovani je indikace 1é¢by TRKi, ale Zadny z t&chto |ékd nenf zatim hrazeny

z verejného zdravotniho pojisténi. Proto je v pfipadé prikazu NTRK genové fuze mozné
zvazit zarazeni pacienta do Specifického |é¢ebného programu s entrectinibem nebo nutné
pozadat o individudlni Uhradu podle § 16 Zakona o verfejném zdravotnim pojisténi ¢. 48/1997
Sb. Uspéch této 7adosti je podminén absenci standardni, hrazené 1é&by pro daného pacienta.
Tato podminka  obsahuje jednak situaci, kde doslo k progresi na dostupné hrazené lécbé,

nebo kdy pacient tuto Iécbu netoleruje.

Podani Zadosti je prisné individualni zaleZitosti, ktera je zcela v kompetenci ptislusného
oSetfujiciho onkologa. Pro béznou klinickou praxi je uzZite¢né definovat ¢asové souvislosti
podavani Zadosti o Uhradu lé¢by TRKi, aby se maximalizovala Sance uznani mimoradné

Uhrady zdravotni pojistovnou (tabulka 3).
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Tabulka 3. Doporucené nacasovani testovani na NTRK genové fuize a podani Zadosti o

uhradu lé¢by zohlednujici pocet Gcinnych a hrazenych Ié¢ebnych linii u dané diagndzy.

Uvedené jsou jen nadory, u nichZ byla NTRK genové flze nalezena v dosud nejvétsi

publikované studii Solomon et al (7). Vyskyt téchto aberaci u jinych typt nadoru vsak nelze

vyloucit.

Diagnéza

Odeslani pozadavku na uhradu TRKi v ptipadé prokazani fuze

Sekrecni karcinom prsu

V dobé diagndzy metastatického onemocnéni

Sekreéni karcinom
mammarniho typu (MASC)

V dobé diagnézy metastatického onemocnéni

Karcinom slinnych Zlaz

Po selhani prvni linie systémové |éCby

Karcinom §titné zlazy

Po selhani Ié¢by radiojédem a jednim tyrozinkindzovym
inhibitorem

Sarkomy

Po progresi na systémové |écbé zahrnujici antracyklin, ifosfamid
a pazopanib

Nemalobunécény karcinom
plic

Po progresi na dvou liniich systémové |écby

Kolorektalni karcinom

Po progresi na tfech liniich systémové lécby

Gliové nadory

Po progresi na prvni linii systémové lécby

Karcinom prsu (nesekrecni)

Po progresi na dvou liniich chemoterapie

Adenokarcinom pankreatu

Po progresi na dvou liniich systémové lécby

Melanom

Po progresi na imunoterapii + anti-BRAF [éCbé

Inflamatorni
myofibroblasticky nador

V dobé diagnézy metastatického onemocnéni

Cholangiokarcinom

Po progresi na prvni linii systémové |écby

Neuroendokrinni nadory

Po progresi na prvni nebo druhé linii systémové IéCby podle
typu nadoru a lééebnych moznosti

Kde testovat

Imunohistochemické vysSetieni se bude provadét na pracovisté patologie, které ma metodu

IHC validovanou. VySetfeni metodou NGS bude mozné provadét na kterémkoli

z diagnostickych pracovist patologie sité tzv. referencnich laboratoti pro prediktivni
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onkologii, které budou zahrnuty mezi poskytovatele pfislusného vykonu podle dohody mezi

platci zdravotni péce a odbornymi spole¢nostmi (1).

Vyse uvedené podminky musi byt v soucasnosti splnény pro vyuziti vysledku vysetfeni pro

indikaci Iécby hrazené individudlni ihradou podle § 16 zakona ¢. 48/1997.
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