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Introduction



Génes NTRK (Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor) :

NTRK1 NTRK2 NTRK3
chromosome 1 chromosome 9 chromosome 15
TRK (Tropomyosin Receptor Kinase) : TRKA TRKB TRKC
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Réarrangement des génes NTRK en pathologie tumorale :

NTRK1 a 3 : oncogénes

activation par fusion génique
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Réarrangement des genes NTRK : fréquent dans les tumeurs rares
et rare dans les tumeurs fréquentes

Taux de réarrangement >90 %

Taux de réarrangement 5-25 %

Taux de réarrangement <5 %

Carcinome sécrétoire mammaire

Carcinome papillaire de la thyroide

Cancer colon (MSI+, promoteur MLH1 méthylé)

MASC salivaire

GIST WT PDGFRA, KIT, SDH, NF1

Cancer poumon

Fibrosarcome infantile

Tumeurs mélaniques spitzoides

Cancer bilio-pancréatique, cholangiocarcinome

Néphrome mésoblastique congénital

Gliomes

Cancer du sein

Cancer téte et cou

Mélanome

Sarcomes

Hémopathies

Gliomes

Tumeurs rares

Tumeurs fréquentes




Enjeux de la détection des réarrangements des genes NTRK :

- Diagnostique
- Thérapeutique : inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK)
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Mode de constitution des fusions géniques et moyens de détection :

voie canonique

voie non canonique

Réarrangements structuraux de I’ADN Fusion de transcrits lors de I'épissage de ’ARN

points de cassure dans les introns
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= > 5ne B
L ——— s — fusion génique
ARN I e transcrit de fusion

(TdF)

méthodes de détection :
FISH PROTEINE

NGS en ADN

Immunohistochimie
(IHC)

gene A

gene B

anomalie
d’épissage

transcrit de fusion
(TdF)

méthodes de détection :
RNA-Séq
RT-PCR
NanoString

ADN

ARN



Objectifs



v/ Mettre au point et comparer les 3 anticorps anti-pan TRK disponibles pour détecter les
réarrangements des genes NTRK
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v’ Proposer une stratégie diagnostique basée sur I'lHC pour la détection de ces réarrangerments



Matériel et méthode



Choix des anticorps primaires anti-pan TRK a tester :

2 clones disponibles, 3 fournisseurs B ,
=l Cell f:&lgnahng
i TECH "u.--i.l | I ;

clone EPR17341 clone EPR17341 A7H6R
Distributeur Roche Abcam Cell Signaling
Référence 790-7026 ab181560 92991
Spécificité de I'anticorps primaire pan-Trk pan-Trk pan-Trk
Région ciblée des protéines TrkA/B/C ? vers l'acide aminé 800 |vers |'acide aminé 791
Statut IVD diagnostic RUO  recherche RUO recherche
Ciracteristiques de I'anticorps : 19G 19G 19G
- type
- mono/polyclonal monoclonal monoclonal monoclonal
- espece lapin lapin lapin
seringue prédiluée flacon anticorps pur flacon anticorps pur
Format (5mL pour 50 tests) 100 pL 100 uL
Automate BenchMark adaptable adaptable
Kit de détection OptiView adaptable adaptable
Extracellular N-term
a1
Détection des protéines sauvages et chimériques sl RO
. . . , C2 inding
conservant I'expression du domaine en Cter ciblé par I'Ac Wl g1
l 1g2
Transmembrane {HHE.HH
Y490 Phosphotyrosine binding site
Tyrosine kinase Y670
domain | Y674
AC | Y675
: Y785 Phosphotyrosine binding site
Intracellular -term Uren etal,, 2014




Choix de la procédure d’IHC a appliquer :

Ac Roche / Abcam :

déparaffinage

démasquage (88 minutes, 100°C, CC1 Tris basique)
blocage peroxydase endogene

incubation Ac primaire (prédilué / 200°7¢) 16 minutes
lavage

kit révélation Optiview

lavage

DAB (3,3’-DiAminoBenzidine)

lavage

contre-coloration, lamelle

diagnostics.roche.com

Variations Abcam :

CC192’

dilution au 1008™e et qu 50&me
incubation 32’, 44’, 60’

Variations Cell Signaling :
CC132' et 92’
incubation 32’




Choix des témoins tumoraux (TT) et normaux (TN) positifs et négatifs :

Pour mise au point :
TT + : fibrosarcome infantile ETV6-NTRK3 confirmé en biologie moléculaire
TN - : rein normal

Pour vérification :
TT + : 6 MASC salivaires ETV6-NTRK3 confirmé en biologie moléculaire
TN + : tissus neuronaux
TN - : tissus histologiquement normaux
amygdale palatine
glandes salivaires
colon, gréle
foie, pancréas, vésicule biliaire
urothélium
prostate, testicule — méthode de TMA (Tissue MicroArray)
endometre, endocol, ovaire
poumon
cardiomyocytes
glande mammaire
thyroide

tedpella.com



Choix des tumeurs a tester aprés mise au point validée :

Cohorte rétrospective de 49 tumeurs
sélectionnées (critéres clinico-histologiques) pour enrichissement en réarrangements NTRK
- 3 néphromes mésoblastiques congénitaux
- 11 carcinomes papillaires thyroidiens
- 11 adénocarcinomes pulmonaires invasifs (sans driver oncogénique)
- 4 adénocarcinomes coliques invasifs (MSIl+, MLH1 et PMS2 — en IHC, BRAF WT)
- 3 adénocarcinomes endométrioides invasifs de I'endometre
- 3 tumeurs neuroendocrines
-5 GIST (WT)
- 3 |éiomyosarcomes
- 3 rhabdomyosarcomes
- 3 glioblastomes

Analyse moléculaire (FISH +/- RNA Séq) des cas positifs en IHC



Résultats



Mise au point des immunomarquages :
T+




Cell Signaling

TECHNOLOGY

CC1 32’, Ac au 50&me, 52’
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Validation de la procédure d’immunomarquage :
T+

cerveau

cellules
neuro-
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TN -

endometre et myometre

prostate




Tests immunohistochimiques sur la série rétrospective de 49 tumeurs :

3 néphromes mésoblastiques congénitaux

ETVG -
NTRK3 +




11 carcinomes papillaires de la thyroide

Biologie moléculaire : pas de réarrangement des

11 adénocarcinomes pulmonaires invasifs

Biolgie moléculaire :pas de réarrangemet des génes NTRK

4 adénocarcinomes lieberkiihniens invasifs : 0 + / 4
3 adénocarcinomes endométrioides invasifs de I'endomeétre : 0 + / 3
3 tumeurs neuroendocrines : 0+ / 3




2+/5 2+/5 4+/5

Biologie moléculaire : pas de réarrangement des génes NTRK



3 l[éiomyosarcomes

Biologie moléculaire : pas de réarrangement des genes NTRK

3 rhabdomyosarcomes

Biologie moléculaire : pas de réarrangement des genes NTRK




3 glioblastomes




Au total sur les 49 tumeurs de notre série rétrospective :

EPR17341 Roche [ EPR17341 Abcam

A7HG6R Cell Signaling

Biologie moléculaire

3 néphromes mésoblastiques 2+/3 2+/3 2 ETV6-NTRK3 +
congenitaux 1-/3 1+/3 1 ETV6-NTRK3 -
11 carcinomes papillaires Pas de
+ ,
thyroidiens Syl 0+/11 rearrangement NTRK
11 adénocarcinomes Pas de
pulmonaires invasifs WT Sl 0+/11 réarrangement NTRK
4 adénocarcinomes
lieberkiihniens invasifs MSI+ 0+/4 0+/4
3 adénocarcinomes
endométrioides invasifs de 0+/3 0+/3
I'endométre
3 tumeurs neuroendocrines 0+/3 0+/3
Pas de
5 GIST WT SR R réarrangement NTRK
Pas de
3 léiomyosarcomes o s an /) réarrangement NTRK
Pas de
3 rhabdomyosarcomes 1+/3 3+ /3 réarrangement NTRK
non interprétable (bruit de fond) 0+/3

3 glioblastomes

8 cas + / 49 dont 2 cas confirmés en biologie moléculaire

12 cas + / 49 dont 2 cas confirmés
en biologie moléculaire




Conclusion



Réarrangement des genes NTRK : - rbles diagnostique et thérapeutique
- tous les types tumoraux potentiellement concernés

Nombreuses méthodes de détection protéine / ADN / ARN

Technical options

protéine ADN ARN ADN/ARN
FISH NanoString NGS
/ \
* Ab anti TRKA * Commercially = Specific probes ®* nCounter Lung // \
" Ab anti-TRKB available probes designed for Fusion Panel K 4
* panTRK Ab " In-house NTRK1/NTRK2,  ® Custom panel Global Targeted
" Cocktail of Abs constructed probes NTRK3 RNAseq panels
. . . : . * DNA-based
mise en ceuvre facile mise en ceuvre facile analyse exhaustive
. mai . " RNA-based
mais als mals
3 génes a analyser limite par variabilité des coliteuse * DNA/RNA
faible résolution partenaires de fusion complexe panels

facile
accessible

efficace (tres sensible, spécifique)

peu colteuse

traduction protéique
analyse simultanée NTRK1/2/3

ADN : capture d’introns
(analyse difficile car longs, séquences répétées)
mais
détection simultanée mutations de résistance

ARN : plus fragile
mais
information qui s’exprime

D’aprés Marchio et al., 2019



Caractéristiques de I'lHC anti-pan TRK :

clones EPR17341 de Roche (VD) et Abcam (RUO) équivalents
plus sensibles et spécifiques pour la détection des réarrangements NTRK que le clone A7H6R (Cell Signaling)

Interprétation :

peu de bruit de fond (sauf tissu nerveux)

seuil de positivité : 1% des cellules tumorales (intensité du marquage > bruit de fond du tissu)
localisation subcellulaire du marquage variable renseignant sur le partenaire de fusion
marquage nucléaire : quasiment jamais un bruit de fond

Limites :

diminution sensibilité pour détection réarrangement NTRK3 par rapport a NTRK1/2
diminution spécificité dans tissus salivaire et mammaire et dans les sarcomes
hétérogénéité marquage (sensibilité fixation)



Place de I'lHC dans la stratégie de détection des réarrangements des génes NTRK :

= selon la probabilité pré-test de réarrangement de NTRK (type histologique)

Forte : biologie moléculaire puis IHC pour confirmation de la traduction protéique de I'altération

Sample to be investigated for the presence of NTRK rearrangements

As a confirmatory technique

use FISH, RT-PCR or Is the histologic Is there a
tumour type known

targeted RNA NGS assays , i
; g gk y to harbour highly SEHUSILIS
with specific probes for the platform
. . recurrent NTRK .
rearrangement involving the available?
rearrangements?
known NTRK gene

Use IHC as a ;ére nine tool IHC to confirm
cnine protein < Use front line NGS

/ \ expressionin  reliably detecting NTRK
' RoSi e Fmes fusions, preferably
Detection of TRK including RNA testing
expression

when possible

NO TRK expression

Marchio et al., 2019



Faible : screening IHC des tumeurs sans anomalie moléculaire driver puis confirmation biologie moléculaire

allels )l . L]je
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
RBNA-level fusion Genomic-based FISH or RNA-level
testing (panel) triage fusion testing
Positive Negative

NTRK fusion
positive

FISH or RNA-level
fusion testing

Genomic-based triage
Lung Colorectal
carcinoma carcinoma
Cancer gene Cancer gene Cancer gene
panel testing panel testing panel testing

Driver negative
and low tumor
mutation burden

Driver negative
and sporadic
microsatellite
instability-high

Driver negative

Screen for Screen for Screen for
NTRK fusion NTRK fusion NTRK fusion

Solomon et al., 2019

= selon la nature du tissu
= selon l'existence d’altérations drivers
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