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Recherche de fusions des genes
NTRK dans les glioblastomes :
oui pour I’hybridation in situ
fluorescente mais
non pour I'immunohistochimie
pan-TRK .

Amélie Bourhis



Les glioblastomes

Probability of Overall Survival

’
’

.

EEPT

1)
-

> ‘.
&

- Vl
.
T

Ji

re

\‘

3

¥
p

:#ag.

Lomustine + bevacizumab

l‘

=
33 36 39

PMID: 29141164



Les genes NTRK et leurs réarrangements
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Uguen A, Penault-Llorca F. Tumeurs avec rearrangements des genes NTRK: quand, comment et
pourquoi les rechercher? Correspondances en Onco-Théranostc 2019;8(3): 102-110.



Les tumeurs avec fusions des genes NTRK

* « Fréguentes dans quelques tumeurs rares mais rares dans la plupart des
tumeurs fréguentes »

* Glioblastomes: =0,3% de réarrangés NTRK1, = 0,9% NTRK2 et = 0,2% NTRK3
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Uguen A, Penault-Llorca F. Tumeurs avec rearrangements des genes NTRK: quand, comment et
pourquoi les rechercher? Correspondances en Onco-Théranostc 2019;8(3): 102-110.



Les thérapies ciblées anti-TRK

* Larotrectinib: approuvé par la FDA depuis hovembre
2018 chez les patients réarrangés NTRK avec cancer
métastatique ou inopérable en 1ere ou 2eme ligne.

-> sur 55 patients, taux de réponse de 75% avec réponse rapide et
prolongée

* Entrectinib: inhibiteur de NTRK, ROS1 et ALK,
approuveé par la FDA en Aolt 2019.

-> régression tumorale de plus de 30% avec activité prometteuse en
intracérébral Baseline 1 month 18 Months

Activation des voies
PIBK-AKT & MAPK

Survie et profiferation
cellulaire

Drilon A, et al. Cancer Discov. 2017;7:400-9.



Détection des réarrangements des genes NTRK
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s o Objectif de |'étude
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d’immunohistochimie « pan-TRK »
et les
analyses de FISH
NTRK1, NTRK2 et NTRK3
Confirmées par RNAseq
pour le diagnostic de
glioblastomes « NTRK-réarrangés »




Population étudiée

* 196 patients opérés au CHU de Brest entre
01/2015 et 10/2018.

113 hommes ( 57,6%) et 83 femmes (42,3%)
» Age moyen de 64,85 ans ( 15 a 87 ans)

* Prélevements tumoraux fixés en formol et
inclus en parafflne avec materlel tumoral
suffisant B ;




Immunohistochimie (IHC) pan-TRK
2 clones EPR17341 et A7H6R

Pour chaque clone:

- intensité prédominante de marquage (0, 1+, 2+, 3+)

- Caractere homogene/hétérogene (>80% ou <)

- « H-score »: 0x (%0) + 1x(%1+) + 2x(%2+) + 3x (%3+) (0-300)




FISH
(hybridation fluorescente in situ)
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Uguen A, Penault-Llorca F. Tumeurs avec rearrangements des genes NTRK: quand, comment et
pourquoi les rechercher? Correspondances en Onco-Théranostc 2019;8(3): 102-110.



RNA sequencing

FUSIONPlex: (analyses Charline Caumont, David Cappellen
Lung & Jean-Philippe Merlio, CHU de Bordeaux)
ALK @) BRAF @ EGFR @ FGFR1 a FGFR2 o FGFR3 @ KRAS MET a
NRG1 0 NTRK1 ® NTRK2 ® NTRK3 Q RET @ ROS1 @
LEGEND

SNV/Indel
Fusion, splicing or exon-skipping
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Résultats FISH

7/196 (3,57%) cas FISH « positifs »
-4 NTRK1
-3 NTRK2

FISH | FISH | FISH
NTRK1 | NTRK2 | NTRK3
(%) (%) | (%)
60 0 0
25 0 1
25 1 0
28 1 0
1 49 2
3 47 0
2 36 0




Résultats FISH

7/196 (3,57%) cas FISH « positifs »

-4 NTRK1 FISH FISH FISH | RNA-sequencing
results
NTRK1 | NTRK2 | NTRK3 It
-3 NTRK2 (%) | (%) | (%)
LMNA-NTRK1
) 60 0 0 (L11:N11)
. ®
RNAseq. p%nel pulmonaire Archer == 0 . No fusion
Fu5|onP!ex _ - 25 1 0 No fusion
/(\Zggl%fegHCJZrellgf)rii%%rg)znt, David Cappellen & Jean-Philippe No fusion
28 1 0 EGFR deletionx
exons 2to 7
4 réarrangements (2,04%) SPECCIL-NTRK2
confirmés en RNAseq 1 49 2 (511:N17) }/
-3 NTRK2 PRKAR2A-NTRK2
3 47 0 (P1:N15)
-1 NTRK1 NACC2-NTRK2
2 36 0 (N5:N12)
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Comparaison des marquages des 2 clones d’IHC

A7H6R EPR17341

0O 1+ 2+ 3+

Criteres

Intensité
prédominante

Homogene vs
hétérogene

H-Score

(%)

Relative frequency

0 1+ 2+ 3+
Kappa/ Intra-

Class Coef.
0.04

0.24

0.1996

\ 4

Poor agreement




Performances IHC pour NTRK fusion vs pas de fusion

AUROC value Criterion with
Parameters and 95% (E <0.05) maximal Sensitivity
C.I ' and Specificity
0.971 >2+ intensit
EPR17341 main intensity [0.937- <0.0001* Se=100 ; Sp _g4 3
0.990] - PR T
0.799 >1+ intensit
A7H6R main intensity [0.737- <0.0001* Se- 100 Sp _5"5 ,
0.853] B PR T
0.971
- >1
EPR17341 H-Score [0.936- <0.0001* Se'j 1558 r,esp_;(j .
0.989] ST
0.862
A7H6R H-Score (0.805- <0.0001* H-Score >150
e $e=100 ; Sp=76.4
0.688 Homogeneous
EPR17341 H-
o eieous jf;:?n [0.618- 0.1955 staining
& & 0.752] Se=50 ; Sp=87.5
0.708 Homogeneous
A7H6R H- H
° SZ‘;;fnmomogeneous [0.639- 0.1499 staining
& 0.771] Se=50 ; Sp=91.7




Conclusion

Dans les glioblastomes
v'EPR17341 # A7H6R + pas d’IHC « on/off »

= pas d’IHC pan-TRK en pré-screening des
glioblastomes avec fusions des genes NTRK

v’ Nécessité d’un testing moléculaire d’'emblée
v'FISH OK mais attention si % <30%!!’)
v'RNA-seq idéal en 1ére ligne, sinon en confirmation



Deux patients traités sur Brest a ce jour

Exemple: Patiente de 60 ans avec fusion LMNA-NTRK1 (L11:N11)
Traitée depuis 3 mois par larotrectinib




	Diapositive 1  Recherche de fusions des gènes NTRK dans les glioblastomes :  oui pour l’hybridation in situ fluorescente mais  non pour l’immunohistochimie pan-TRK .
	Diapositive 2 Les glioblastomes
	Diapositive 3 Les gènes NTRK et leurs réarrangements
	Diapositive 4 Les tumeurs avec fusions des gènes NTRK
	Diapositive 5 Les thérapies ciblées anti-TRK
	Diapositive 6 Détection des réarrangements des gènes NTRK
	Diapositive 7 Objectif de l'étude
	Diapositive 8 Population étudiée
	Diapositive 9 Immunohistochimie (IHC) pan-TRK
	Diapositive 10 FISH (hybridation fluorescente in situ)
	Diapositive 11 RNA sequencing
	Diapositive 12 Résultats FISH 
	Diapositive 13 Résultats FISH 
	Diapositive 14 Comparaison des marquages des 2 clones d’IHC
	Diapositive 15
	Diapositive 16 Conclusion
	Diapositive 17 Deux patients traités sur Brest à ce jour

