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De rol van moleculaire diagnostiek in
het identificeren van patienten die baat
hebben bij TRK-remmer-therapie

Molecular diagnostics to track patients who are likely to benefit from TRK

inhibitor therapy

dr. L.C. van Kempen', dr. T. van Wezel?, prof. dr. H. Morreau®, dr. D. Cohen?, prof. dr. W. Timens*,

prof. dr. S.M. Willems*, prof. dr. E. Schuuring®

SAMENVATTING

Remmers van neurotrofe receptortyrosinekinase (TRK)
fusie-eiwitten hebben een hoge therapeutische acti-
viteit in verschillende solide tumortypen zoals papil-
lair schildkliercarcinoom, longadenocarcinoom, gastro-
intestinale stromatumoren, astrocytoom, en colorec-
taal carcinoom. Alleen patiénten met een bewezen
genfusieproduct van een NTRK-gen komen in aan-
merking voor behandeling met specifieke remmers.
Daarmee is de therapie de facto tumortype-agnostisch.
De lage frequentie van verschillende fusies van één
van de drie NTRK-genen in veelvoorkomende tumoren,

maar hoge frequentie in zeldzame tumoren vraagt om
een specifieke aanpak voor de routinematige analyse
in de moleculaire diagnostiek. Hiervoor zijn verschil-
lende methoden beschikbaar en staat de moleculaire
diagnostiek voor een uitdaging om de detectie van
NTRK-fusiegenen op een tijd- en kosteneffectieve
manier in te voeren. De voor- en nadelen van de ver-
schillende moleculaire technieken worden in dit artikel
besproken en een strategie voor NTRK-fusiegenana-
lyse in de routine moleculaire diagnostiek wordt ge-
presenteerd.

(NED TIJDSCHR ONCOL 2020;17:266-73)
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SUMMARY

Inhibitors of fusion proteins involving the kinase do-
main of the neurotrophic receptor tyrosine kinase (TRK)
have a high therapeutic value in different solid cancer
types, such as papillary thyroid carcinoma, gastro-
intestinal stromal tumors, astrocytoma and colorectal
carcinoma. Patients are eligible for TRK-targeted the-
rapies only when a fusion of one of the three NTRK
genes can be demonstrated. As such, treatment is de

20/

facto tumor type agnostic. The low frequency of a NTRK
fusion event in common cancers and high frequency
in certain rare cancers creates a challenge for mole-
cular pathology laboratories to implement NTRK tes-
ting in a time- and cost-efficient manner. The pros and
cons of the different methodologies to demonstrate a
NTRK fusion will be discussed and a strategy for NTRK
testing in a routine diagnostic setting presented.

INLEIDING

Fase 1/2-studies met larotrectinib (Vitrakvi®, Array BioP-
harma/Loxo Oncology) laten veelbelovende resultaten zien
voor doelgerichte therapie voor volwassenen en kinderen
met lokaal gevorderde of gemetastaseerde solide tumoren
met een neurotrofe receptortyrosinekinase (NTRK)-fusiegen
na eerdere standaardtherapie of indien geen andere adequate
therapie beschikbaar is.!* Veelbelovende resultaten zijn ook
gezien in onderzoeken met entrectinib (Rozlytrek®, Roche)
in dezelfde patiéntenpopulatie.” De doelgerichte TRK-rem-
mers geven een consistent beeld van effectieve antitumorac-
tiviteit ongeacht tumorhistologie (o0.a. papillair schildklier-
carcinoom, longadenocarcinoom, gastro-intestinale stroma-
tumoren, astrocytoom, colorectaal carcinoom), leeftijd en het
type NTRK-fusie. De behandeling met tyrosinereceptorki-
nase (TRK)-remmers is dus tumortype agnostisch, maar
waarbij de aanwezigheid van een NTRK-fusiegen leidend is*
In Nederland zijn deze doelgerichte middelen vooralsnog
alleen beschikbaar in een klinische trial, maar wordt bin-
nenkort een uitspraak verwacht over hun toepassing in de
reguliere zorg.

In dit artikel wordt besproken welke testen beschikbaar zijn
om patiénten te kunnen selecteren die in aanmerking komen
voor behandeling met doelgerichte middelen tegen een TRK-
fusie-eiwit en wat dit betekent voor de moleculaire diagnos-
tiek van solide tumoren in Nederland.

NTRK

NTRK is niet één gen, maar een verzamelnaam voor drie ver-
schillende genen, te weten NTRKI (chromosoom (chr)
1923.1), NTRK2 (chr 9q21.33) en NTRK3 (chr 15¢25.3) die
coderen voor homologe kinases, respectievelijk TRKA, TRKB
en TRKC.” In normaal weefsel komen deze receptoren sterk
tot expressie op het celmembraan van neuronen, gliale cellen
en vasculair endotheel. De receptoren hebben een hoge affi-
niteit voor de liganden BDNF, NGF, NT3, NT4 en NT5.57 Li-
gandbinding resulteert in receptoractivatie en het aanschake-
len van de onderliggende signaaltransductie (zie Figuur 1A).
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Activatie van fosfoinositide 3-kinase/proteinekinase B (PI3K/
AKT), RAS/‘mitogen-activated protein kinase’ (MAPK), en fos-
folipase C-gamma (PLCy)-signalering is belangrijk voor de dif-
ferentiatie en maturatie van het centrale en perifere zenuwstel-
sel. Als zodanig komen deze drie signaleringsroutes in vele
lichaamscellen (en vele tumoren) voor en spelen een rol bij
regulering van de celdeling en bij vele activatieprocessen. Dit
maakt TRK een aantrekkelijk eiwit voor doelgerichte therapie.

NTRK-FUSIEGENEN

Door structurele verandering in het genoom van een tumor
kan het gebeuren dat het gedeelte van een NTRK-gen dat
codeert voor het kinasedomein fuseert met een ander gen
(de fusiepartner). Wanneer de fusiepartner voor een eiwit
met een dimerisatie/oligomerisatiedomein codeert, dan kan
dit resulteren in kinaseactiviteit van TRK (zie Figuur IB).
TRK-activatie is dan ligand-onafthankelijk geworden, omdat
dimerisatie nu spontaan ontstaat via het dimerisatiedomein
van de fusiepartner. Daarnaast komt het fusiegen onder con-
trole van de promotor van de fusiepartner te staan. Hierdoor
komt het kinasedomein van TRK tot expressie in cellen
waarin het normaliter niet tot expressie komt. Deze consti-
tutieve expressie en activatie van het TRK-fusie-eiwit is geas-
socieerd met tumorgroei.

Er zijn meer dan 80 verschillende NTRK-fusiepartners ge-
identificeerd in meer dan 20 verschillende kankertypen.® In
een aantal laagfrequent voorkomende tumoren komt een
NTRK-fusie vaak voor (zie Tabel 1, pagina 269). In veelvoor-
komende tumoren zoals het niet-kleincellig longcarcinoom
(NSCLO) zijn NTRK-fusies echter zeldzaam, maar blijkt de
doelgerichte therapie effectief.!? Ondanks het ontbreken
van gerandomiseerde klinische studies is op basis hiervan
recentelijk de Nederlandse richtlijn voor de behandeling van
stadium IIIb/IV NSCLC aangepast en omvat nu de analyse
voor NTRK-fusiegenanalyse ten behoeve van therapiekeuze.’
Er zijn verschillende technieken beschreven, met elk hun
voor- en nadelen, om NTRK-fusiegenen te detecteren.



_ NIVO.. o= 2008

B, TRE-activatie na NTR-genharschikking

FIGUUR 1. TRK-activatie en signalering.

A. Onder fysiologische omstandigheden komt TRKA, TRKB of TRKC tot expressie op het opperviak van een cel waar
ligand-geinduceerde receptordimerisatie en signaaltransductie plaatsvindt. B. Indien sprake is van een pathogene

NTRK-translocatie, dan is het TRK-kinasedomein gefuseerd met (deel van) een eiwit dat ligand-onafhankelijk kan dimeriseren.

De expressie van het niet-membraan-gebonden fusie-eiwit staat onder controle van de promotor van de fusiepartner.

TRK-IMMUUNHISTOCHEMIE
Een NTRK-genfusie zorgt voor hoge expressie van het
TRK-fusie-eiwit. Dit eiwit kan worden aangetoond door
middel van immuunhistochemie. Omdat onder normale
omstandigheden in de meeste (tumor)cellen geen TRK-eiwit
tot expressie komt, kan TRK-expressie een aanwijzing zijn
voor de aanwezigheid van een NTRK-fusie. Helaas blijkt dit
in de praktijk niet zo eenvoudig en zitten er belangrijke ha-
ken en ogen aan de TRK-immuunhistochemische test:

* Ventana’s pan-TRK-antilichaam (Roche, EPR17341) is
momenteel de enige immuunhistochemische test met een
CE-1VD-label voor TRK-expressieanalyse.’’ De algehele
sensitiviteit van deze TRK-detectie is 88%, maar met ver-
schillen in de detectie voor NTRKI-, NTRK2- en NTRK3-
fusies: 96% (26/27), 100% (5/5) en 79% (27/34)."' In een
tweede grote studie met hetzelfde antilichaam is
de gerapporteerde algehele sensitiviteit lager (75%) met
slechts 45% sensitiviteit voor de immuunhistochemische
detectie van NTRK3-fusies.!? Inclusie van een interne
controle voor de beoordeling van TRK-expressie (bijv. en-
dotheliale cellen) is belangrijk om vals-negatieve TRK-aan-
kleuring uit te sluiten als gevolg van bijvoorbeeld artefac-
ten in de monstervoorbereiding. Daarnaast wordt kleuring
van cerebellum of appendix aanbevolen ter controle op
een goede uitvoering van de test.

* Naast het mogelijk missen van NTRK-fusies via de detec-
tie van eiwitexpressie kan de immuunhistochemie geen

onderscheid maken tussen wildtype TRK en een TRK-
fusie-eiwit. Het antilichaam is gericht tegen een gecon-
serveerd domein van wildtype TRKA, TRKB en TRKC
dat ook deel is van het fusie-eiwit. Daarnaast hebben
tumoren van neuro-endocriene origine vaak een hoge
fysiologische expressie van wildtype TRK in de afwezig-
heid van een NTRK-fusie.

* Immuunhistochemische aankleuringspatronen van wild-
type TRK en TRK-fusie-eiwitten met membraneuze, cyto-
plasmatische en kernaankleuring of een combinatie daar-
van zijn op dit moment nog niet goed in kaart gebracht.
Verschillen in aankleuringsintensiteit en subcellulaire
lokalisatie van TRK zouden een aanwijzing kunnen zijn
voor het type NTRK-fusie, hoewel het aantal onderzoe-
ken hiernaar beperkt is.!>**

Omdat alleen tumoren met een NTRK-fusie responderen op
doelgerichte behandeling met TRK-remmers, geeft de ‘Euro-
pean Society for Medical Oncology” (ESMO)-richtlijn aan
dat aanvullend moleculair onderzoek noodzakelijk is om
een mogelijke NTRK-fusie op basis van de eiwitexpressie te
bevestigen.>

VERSCHILLENDE MOLECULAIRE
METHODEN VOOR HET AANTONEN

VAN EEN NTRK-FUSIE

Een NTRK-fusie kan op verschillende manieren worden aan-
getoond in formaline-gefixeerd en paraffine-ingebed weefsel,
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TABEL 1. Voorbeelden van de prevalentie van NTRK-fusiegenen in verschillende maligniteiten.

Frequentie .

Tumortype NTRK NTRK-fusie (%) Meest voorkomende fusiepartner
‘Mammary analogue secretrory cancers’ }
(MASC) van de speekselklier NTRK3 75-100 ETV6
Secretoir mammacarcinoom NTRK3 67-100 ETV6
Congenitaal infantiel fibrosarcoom NTRK3 50-96 ETV6, TMP3, LMNA, EML4
Congenitaal mesoblastische nefroom NTRK3 20-92 ETV6E
Papillair thyroidcarcinoom NTRK1 2-26 TGF
Sbitzoid neoplasme NTRK1 15 LMNA, TP53

P P NTRK3 ETV6
Cholangiocarcinoom (intrahepatisch) NTRK1 4 RABGAPIL
GIST NTRK3 3 ETV6
Astrocytoom NTRK2 3 NACC2, QKI
CRC NTRK1 0,2-3 TPM3
NSCLC NTRK1 0,1-3 CD74, TPM3, TRIM24, MPRIP
Glioblastoom NTRK1 0,6-1,5 BCAN
Hoofd-hals-plaveiselcelcarcinoom NTRK2 0,5 PAN2

zoals DNA-in-situ-hybridisatie, RT-PCR, NGS zowel op DNA
als RNA, alsook RNA-‘capture’ 8111617

NTRK-DNA-IN-SITU-HYBRIDISATIE

DNA-in-situ-hybridisatie met fluorescente probes (FISH)
is een klassieke manier om genherschikking op DNA-ni-
veau in celkernen aan te tonen. Deze herrangschikkingen
kunnen worden aangetoond met zogenoemde ‘break-apart
FISH probes’. Om een breuk in de drie NTRK-genen aan te
tonen, moeten drie verschillende FISH-experimenten wor-
den uitgevoerd met commercieel verkrijgbare of in-huis
ontworpen FISH-probes die de breukpunten flankeren.
Deze FISH-experimenten kunnen worden uitgevoerd na
een positieve TRK-immuunhistochemie.!® Segregerende
FISH-patronen zijn karakteristiek voor een breuk in een
NTRK-gen, maar deze onthullen niet met welk partner-gen
het NTRK-kinasedomein gefuseerd is, en ook niet of dit
resulteert in de expressie van een TRK-fusie-eiwit indien
ook wildtype TRK kan worden aangetoond in de immuun-
histochemie. Om een specifiek fusiegen aan te tonen zal
een specifieke FISH voor het fusieproduct moeten worden
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uitgevoerd. Met de meer dan 80 bekende NTRK-fusies is
validatie van al deze FISH-probes in een diagnostische set-
ting onhaalbaar.® Daarnaast is deze methode relatief duur,
vergt veel tijd en expertise, en is vaak door de beperkte
beschikbaarheid van weefsel onmogelijk. Indien meerdere
FISH-analyses moeten worden uitgevoerd, dan heeft dit
daarnaast een groot negatief effect op de doorlooptijd.

NTRK-FUSIESPECIFIEKE RT-PCR (RNA)

Met behulp van een reverse transcriptase-PCR (RT-PCR)-
reactie kunnen specifieke mRNA-transcripten worden aan-
getoond. Dit vereist kennis van de mogelijke fusies van
NTRK en hun partner-genen, omdat voor dit type experi-
menten het specifieke fusietranscript wordt geamplificeerd.
De complexiteit van dit soort experimenten is vergelijkbaar
met het ontwerpen en valideren van FISH-probes voor alle
bekende fusies. In tegenstelling tot FISH kan met de RT-
PCR wel de expressie van het NTRK-fusiegen op transcript-
niveau worden aangetoond. Door de hoge complexiteit van
alle mogelijke fusietranscripten is NTRK-RT-PCR niet ge-
schikt voor routinediagnostiek.



FIGUUR 2. TRK-immuun-positief colorectaal carcinoom met een TPM3:NTRK1.
A. Sterke cytoplasmatische TRK-expressie in een colorectaal carcinoom (EPR17341-antilichaam). B. RNA-analyse met
behulp van Archer’s FusionPlex-test toont een fusie aan tussen TPM3-exon en NTRK7-exon 10.

‘NEXT-GENERATION SEQUENCING’

(DNA EN RNA)

Op DNA gebaseerde op fusieproduct-gerichte ‘next genera-
tion sequencing-methoden met ‘targeted panels’ kunnen
worden gebruikt om fusies tussen NTRK en hun partners
aan te tonen zonder het exacte breukpunt vooraf te weten.'
De huidige commercieel verkrijgbare testen zijn met name
gericht op de meest voorkomende NTRKI-fusiegenen. Om-
dat de breuken in de intronen over grote afstanden ver-
spreid liggen, is de kans op een vals-negatief NTRK-resul-
taat reéel. Ook met WGS kunnen deze intron-breuken
worden gedetecteerd.”’ Een WGS-analyse vereist echter een
grote hoeveelheid, hoog kwalitatief genomisch DNA dat
niet uit het beschikbare formaline-gefixeerde weefsel kan
worden geisoleerd en waarvoor dus vriesmateriaal nodig is.
In plaats van de analyse van genherschikkingen in het ge-
nomisch DNA kan ook een fusieproduct-doelgerichte se-
quentieanalyse van het tot expressie komende RNA, inclu-
sief NTRK-fusiegentranscripten worden uitgevoerd. Deze
techniek heeft als voordeel dat fusiegenen die daadwerke-
lijk tot expressie komen worden geanalyseerd. Verschillen-
de commerciéle panels zijn verkrijgbaar gebaseerd op ver-
schillende methoden, onder andere LifeTechnology’s On-
comine-panel, Illumina’s TSO170/500 and Archer’s Fusion-
Plex.?! Een dergelijke test vereist geen kennis van de fusie-
partner en veronderstelt alle mogelijke fusies te kunnen
detecteren, hoewel een recente analyse aanzienlijke ver-
schillen in de ‘performance’-karakteristieken aantoont.?
Ook deze analyses vereisen een relatief grote hoeveelheid
RNA. Analyse-‘tools’ die door de leveranciers van de test
beschikbaar zijn gemaakt, zijn in het algemeen gebruiks-
vriendelijk, maar weinig flexibel. Het laboratorium moet

over de specifieke expertise beschikken voor uitvoering en
interpretatie van de RNA-analyses om de onderliggende
data te begrijpen.

‘HYBRID CAPTURE’ (RNA)

De ‘hybrid capture’-technologie van nanoString is een PCR-
en NGS-onafhankelijke methode die gebruikmaakt van ge-
labelde probes die kunnen hybridiseren met een specifiek
NTRK-transcript.*>** In één reactie kunnen tot 800 verschil-
lende transcripten, inclusief specifieke fusietranscripten
worden aangetoond. Dit vereist wel kennis van alle moge-
lijke fusietranscripten die tot expressie zouden komen. Be-
halve deze specifieke fusietranscripten kunnen met behulp
van probes die de bekende breukpunten in de NTRK-genen
flankeren, aanwijzingen worden verkregen voor de expressie
van het 3’-deel van NTRK zonder expressie van het 5’-deel.
Een dergelijke onbalans is indicatief voor de expressie van
een NTRK-fusietranscript ook al is de fusiepartner niet te
identificeren. In tegenstelling tot de op NGS gebaseerde me-
thode is voor een nanoString-analyse geen cDNA-synthese,
geen ‘library prep’ en geen amplificatie noodzakelijk. Dit
resulteert in een snellere doorlooptijd en relatief lagere kos-
ten, maar de fusiepartner kan dan niet altijd worden geiden-
tificeerd.

STRATEGIE VOOR HET AANTONEN VAN
NTRK-FUSIES

De huidige richtlijnen in Nederland geven niet aan op welke
manier een NTRK-fusie moet worden aangetoond en welke
methode het meest optimaal en kosteneffectief is. De imple-
mentatie van NTRK-fusiegendetectie is een uitdaging van-
wege de lage prevalentie van deze fusiegenen in hoogvolu-
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Behandeling met TRE-remmers

Zeldzame tumoren Tumoren met hoge TRE- Veehoorkomende tumoren Veehwoorkemende tumoren
met hoge prevalentie expressie maar lage met lage prevalentie NTRK- met lage prevalentie NTRK-
NTRE-fusie prevalentie NTRE-fusie fusies, maar waarvoor fusie

multiplex fusiegenanatyse

reads wordt uitgevoard
Bijiv. MASC, iF5 Bifw. MET, GIST Bijw. NSCLC, sarcomen Bifw. CRC, mammacarcinoom

RNA-fusietranscriptanalyse panTRE-HC
Positief Negatief Negatief

Andere (doelgerichte] behandeling

FIGUUR 3. Strategie voor het aantonen van NTRK-fusies.

Immuunhistochemische voorselectie van TRK-positieve monsters is alleen kosteneffectief voor die tumortypen waarin de
frequentie van NTRK-fusies laag is en waarvoor momenteel geen op RNA gebaseerde test routinematig wordt uitgevoerd.

metumoren zoals NSCLC (0,02-0,3% NTRKI-fusiegen-
positief) of juist een hoge prevalentie van NTRK-fusies in
relatief zeldzame tumoren zoals bijvoorbeeld in een sub-
groep van speekselkliertumoren (zoals MASC, 60-75%
NTRK3-fusiegen-positief) (zie Tabel 1.

Verschillende, maar grotendeels overlappende strategieén
voor het bepalen van een NTRK-fusiegen in diverse tumorty-
pen zijn recentelijk voorgesteld.®1>21%>*" De inbedding van
NTRK-analyse in een laboratorium voor moleculaire diag-
nostiek wordt bepaald door meerdere factoren. Bijvoorbeeld:
kan de detectie van NTRK-fusies relatief eenvoudig worden
toegevoegd aan het testpanel als onderdeel van een reeds be-
staande test om het effect op doorlooptijd te minimaliseren,
is de expertise en nodige infrastructuur aanwezig, en is het
aantal te analyseren ‘samples’ groot genoeg voor een kosten-
en tijd-effectieve analyse? Hoewel immuunhistochemie met
behulp van het EPR17341 pan-TRK-antilichaam een attrac-
tieve manier is om als eerste stap alle ‘samples’ te screenen,
resulteert dit voor de meeste cases in een negatieve uitslag
(bijv. in NSCLQ). Als oplossing zou de detectie van NTRK-fu-
sies kunnen worden opgenomen in hetzelfde testpanel waar-
mee andere RNA-gebaseerde predictieve markers voor NS-
CLC zoals ALK-, ROSI- en RET-fusietranscripten en MET-
exon 14-skipping reeds standaard worden bepaald.
Anderzijds wordt voor colorectale tumoren geen standaard
op RNA-gebaseerde fusiegenanalyse uitgevoerd en kan hier
wel screening via immuunhistochemie een mogelijkheid
zijn, temeer omdat in de meeste aanvragen voor de molecu-
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laire analyse van colorectaal tumoren de hoeveelheid be-
schikbaar weefsel geen probleem is. De immuunhistoche-
misch verkregen aanwijzing voor een NTRK-fusie dient dan
wel te worden bevestigd met een aanvullende moleculaire
analyse (zie Figuur 2, pagina 270). Immuunhistochemische
testen zijn echter nooit 100% sensitief en kunnen derhalve
resulteren in een fout-negatieve uitslag. Op basis van be-
perkt beschikbare gegevens betekent dit bijvoorbeeld voor
colorectaal carcinomen waarin een NTRKI-fusie voorkomt
in 0,3-3% van de cases (zie Tabel 1), en met een 96% sensiti-
viteit van het antilichaam om het TRK-A-eiwit aan te tonen,
dat in de voorscreening naar schatting 0,01-0,1% van alle
cases onterecht als TRK-negatief wordt afgegeven. In het al-
gemeen wordt een dergelijk laag percentage gemiste diagno-
sen geaccepteerd in de context van de vaak beperkt beschik-
bare financiéle ruimte in de pathologie. Voorscreening lijkt
hiermee verantwoord bij de diagnose colonkanker. Verder
onderzoek zal de daadwerkelijke prevalentie van NTRK-
fusies en sensitiviteit van het antilichaam per tumortype
moeten aantonen. Wanneer geen IHC wordt gebruikt voor de
voorselectie zouden CRC-cases voor NTRK-analyse kunnen
worden beperkt tot die cases zonder oncogene mutatie in
bijvoorbeeld KRAS of BRAF.?® Daarnaast zijn er aanwijzin-
gen dat de te testen groep mogelijk verder kan worden be-
perkt tot de microsatelliet-instabiele tumoren met MLHI-
promotor-hypermethylatie.’

Voor zeldzame tumoren met hoge prevalentie van NTRK-
fusies (bijv. congenitaal infantiel fibrosarcoom) heeft de di-
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TRK-remmers.

analyse.
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1 Het NTRK-fusiegen moet zijn aangetoond voordat een patiént met kanker kan worden behandeld met
2 Detectie van TRK-expressie met behulp van immuunhistochemie is geen alternatief voor een moleculaire
3 Optimaal en kosteneffectief testen van NTRK-fusies is tumortype-afhankelijk als gevolg van de grote ver-

schillen in het voorkomen van NTRK-fusies én de prevalenties van verschillende tumortypen.

4 De dure hoogcomplexe moleculaire testen voor NTRK-fusiedetectie dienen te worden beperkt tot enkele

recte moleculaire analyse op alle cases de voorkeur, met
name vanwege de lage sensitiviteit van het antilichaam om
TRK-C aan te tonen (45-79%).

Een vierde categorie zijn tumoren zoals neuro-endocriene
tumoren (NET) en gastro-intestinale stromatumoren (GIST)
die in het algemeen ook zonder NTRK-fusiegen al een hoge
expressie van TRK laten zien, waardoor het TRK-fusie-eiwit
niet te onderscheiden is van endogene expressie. Voor die
tumoren wordt detectie van NTRK-fusietranscripten zonder
voorafgaande immuunhistochemie aanbevolen (zie Figuur 3).

TRK/NTRK-TESTEN IN NEDERLAND

De aankleuring en interpretatie van TRK-expressie in ver-
schillende tumortypen is momenteel nog niet eenduidig en
vereist een gedegen validatie.""!* Evaluatie van immuunhis-
tochemische aankleuringen is het domein van de patholoog.
Omdat de interpretatie van een TRK-aankleuring nog geen
onderdeel van de routinediagnostiek is, is vergelijkbaar met
de introductie van de PD-Ll-immuunhistochemie training
in het herkennen van specifieke TRK-aankleuring gewenst.
Doordat het aantal TRK-positieve cases heel erg laag is, is
het raadzaam om in eerste instantie regionale afspraken te
maken over waar de immuunhistochemische analyse wordt
gevalideerd en uitgevoerd, waarna een gestandaardiseerd
protocol in een volgend stadium zou kunnen worden uitge-
breid naar andere regionale laboratoria.

De analyse van NTRK-fusiegenen vereist een grotere exper-
tise, infrastructuur en aanschaf van apparatuur en reagentia
die gepaard gaan met hoge kosten voor een relatief klein aan-
tal immuunhistochemisch-positieve cases. Een kosteneffec-
tieve moleculaire analyse kan daarom alleen plaatsvinden
wanneer goede regionale afspraken worden gemaakt over
waar deze analyses worden uitgevoerd. In tegenstelling tot
immuunhistochemie die heel goed uitvoerbaar is in de mees-
te pathologielaboratoria, zal de moleculaire NTRK-genfusie-

analyse wel beperkt blijven tot enkele pathologielaboratoria
met uitgebreide expertise in NEN-EN-ISO-15189-gecertifi-
ceerde RNA-testen in Nederland. Juist door regionale samen-
werking kunnen goede afspraken worden gemaakt voor het
uitvoeren van een optimale TRK/NTRK-analyse. Voor ver-
goeding van deze testen moeten echter nog wel afspraken
worden gemaakt met de Nederlandse Zorgautoriteit en zorg-
verzekeraars. Hoewel de kosten voor een NTRK-analyse rela-
tief laag zijn in verhouding tot de absoluut hoge kosten van
de behandeling van een patiént met een TRK-remmer, leidt
het testen van grote aantallen patiénten om die zeldzame
NTRK-fusiegen-positieve patiént op te sporen juist tot hele
hoge kosten voor de (moleculaire) pathologie. Vergoeding
van een regionaal georganiseerde diagnostische test zou een

‘sine qua non’ moeten zijn.

CONCLUSIE

Op basis van de huidige resultaten beveelt de ESMO-richt-
lijn aan NTRK-fusiegenanalyse op te nemen in het molecu-
laire diagnostiekportfolio van solidetumortesten.!”> Afhanke-
lijk van het tumortype kan voorselectie door middel van een
immuunhistochemische analyse met het CE-IVD-goedge-
keurde pan-TRK-antilichaam plaatsvinden. Indien TRK-
positief, dan moet de NTRK-fusie op moleculair niveau wor-
den bevestigd, bij voorkeur met een RNA-gebaseerde detec-
tiemethode. Geen van de hier beschreven moleculaire analy-
ses heeft momenteel een CE-IVD-label. Op dit moment is
een NEN-EN-ISO-15189-gecertificeerd laboratorium vrij om
een lokaal gevalideerde moleculaire test te implementeren.
Gezien de complexiteit en de hoge kosten van de test en het
relatief lage aantal NTRK-fusiegentesten heeft het de voor-
keur om de RNA-gebaseerde NTRK-fusiegenanalyse te be-
perken tot enkele centra. Een uitzondering is het testen van
longkanker, omdat de detectie van NTRK-fusies kan worden
meegenomen in de multiplex RNA-analyse van andere pre-
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dictieve merkers (zoals RET, ROSI, ALK en MET-exon 14-
skipping). Er is nog geen vergoeding voor TRK/NTRK-

testen en deze moet met de introductie van de doelgerichte
TRK-remmers snel worden geregeld.
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