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Updates.

Diagnostik und Therapie vieler
Krebserkrankungen haben sich in
den letzten Jahren enorm gewandelt.
So stehen zunehmend molekular
zielgerichtete Therapien und/oder
Immuntherapien zur Verfiigung, die
passgenau zu molekulargenetischen
und -pathologischen Veranderungen
bei einer bestimmten Tumorerkran-
kung eingesetzt werden kdnnen.
Dies hat den Stellenwert der moleku-
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Diagnostik und Therapie von
Tumoren mit NTRK-Genfusionen

larpathologischen und -genetischen
Diagnostik nachhaltig verandert.
Jetzt zeichnet sich ein weiterer
Schritt ab: eine tumorentitateniiber-
greifende, moglicherweise sogar
~tumoragnostische” Therapiestrate-
gie.

Eines der ersten Beispiele fiir dieses Kon-
zept sind Inhibitoren der Tropomyosin-
Rezeptor-Kinasen (TRK). Deren Einsatz
richtet sich nicht primér nach der Tumor-
entitdt, sondern nach dem Nachweis der
zugrunde liegenden molekularen Verin-

derung, der NTRK-Genfusion. Tumoren
mit NTRK-Genfusionen sind selten. Dies
stellt fiir die klinischen Prozesse eine
grofe Herausforderung dar: Welcher Pa-
tient soll wann und wie von wem getes-
tet werden und wann sollte die Thera-
pie mit einem TRK-Inhibitor begonnen
werden? Im Folgenden mdéchten wir den
Hintergrund aktueller Studiendaten so-
wie einen moglichen Diagnosealgorith-
mus fiir TRK-Fusionstumoren vorschla-
gen und erldutern.
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Zusatzmaterial online

Die Online-Version dieses Beitrags (https://
doi.org/10.1007/500292-020-00864-

y) enthdlt weitere Quellen, ergénzende
Inhalte sowie Tabellen zu Larotrectinib und
Entrectinib [Vertrdglichkeit; Baseline-Cha-
rakteristika; Wirksamkeit von Entrectinib
bei TRK-Fusionstumoren; Therapiebedingte
unerwiinschte Ereignisse]. Beitrag und
Zusatzmaterial stehen lhnen auf www.
springermedizin.de zur Verfligung. Bitte
geben Sie dort den Beitragstitel in die Suche
ein, das Zusatzmaterial finden Sie beim
Beitrag unter ,Ergédnzende Inhalte”.

Die TRK-Familie

Bei den TRK handelt es sich um Re-
zeptortyrosinkinasen, die physiologisch
vorwiegend im menschlichen Nerven-
gewebe exprimiert werden [46]. Diese
Transmembranrezeptorfamilie hat 3 Mit-
glieder: TRKA, TRKB und TRKC [10,
32]. Liganden aller 3 Rezeptoren sind
Neurotrophine, die mit hoher Affinitit
binden [10, 32]. Durch die Ligandenbin-
dung kommt es zu Homodimerisierung
(und moglicherweise auch Heterodime-
risierung) der transzelluldren Rezeptor-
Tyrosinkinase mit konsekutiver Aktivie-
rung der Tyrosinkinase und subsequen-
ter Aktivierung verschiedener intrazel-
luldrer Signalwege [10]. Dieses Signal
steuert u.a. die neuronale Entwicklung
und Differenzierung sowie physiologi-
sche neuronale Prozesse [10, 15, 32]:
TRKA spielt fiir Proliferation und Diffe-
renzierung von Zellen eine Rolle [2, 59],
TRKB-induzierte Signalwege unterstiit-
zen die neuronale Differenzierung und
das Uberleben der Zellen [2, 59]. TRKC
ist in Prozesse eingebunden, die die
Apoptose verhindern und die Motilitét
von Zellen férdern [2]. Zusammenfas-
send sind TRK iiber verschiedene Sig-
nalwege an der Regulation der Motorik,
Propriozeption, Schmerzempfindung,
Thermoregulation, Gedichtnisleistung,
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Stimmung, Appetit und Korpergewicht
beteiligt [15].

NTRK-Genfusionen als
onkogene Treiber

Die fir TRKA, TRKB und TRKC kodie-
renden Gene sind NTRK1, NTRK2 und
NTRK3 (NTRK = neurotrophe Tyrosin-
Rezeptor-Kinase) [10, 32]. Die haufigste
Ursache fiir eine onkogene TRK-Akti-
vierung ist das Vorliegen von NTRK-
Genfusionen [10, 32]. Thnen liegen intra-
oder interchromosomale Translokatio-
nen zugrunde, bei denen das 3’-Ende
von NTRKI1, NTRK2 oder NTRK3, das
die codierenden Abschnitte fiir die Kina-
sedomine enthilt, mit dem 5’-Ende ver-
schiedener Gene (i.d.R. aus derselben
funktionellen Klasse) [71] verbunden
wird, die i.d.R. Dimerisierungsdoma-
nen enthalten. Das daraus translatierte
Fusionsprotein (chimires Onkoprotein)
verursacht eine konstitutive (dauerhaf-
te), ligandenunabhéngige Aktivierung
der TRK-Kinasedomine [10, 32]. Die
dauerhafte Aktivierung der TRK fiihrt
zur Aktivierung eines Signalnetzwerks,
das u.a. MAP-Kinase, Proteinkinase C
(PKC), die Phosphatidylinositol-3-Ki-
nase (PI3K) und AKT umfasst und zur
Stimulation von Proliferation bzw. Hem-
mung von Apoptosesignalen fihrt [2,
42, 46).

Auf genetischer Ebene sind neben
hiufigen Fusionsgenen (z.B. ETV6-
NTRK3) zahlreiche Varianten mit nied-
riger Privalenz zu beobachten. Bisher
wurden nicht nur tber 80 Genfusi-
onspartner identifiziert, sondern auch
unterschiedliche, in die Fusion invol-
vierte Exone der Fusionspartner (un-
terschiedliche Bruchpunkte), sodass die
Gesamtzahl aller Varianten weitaus ho-
her liegt [47, 61, 72]. Es ist wichtig
festzuhalten, dass sich dieses Bild fort-
laufend dndern wird, da anzunehmen
ist, dass mit steigender Testrate weitere
Fusionsvarianten identifiziert werden.

NTRK-Genfusionen oder TRK-Fusi-
onsproteine sind starke onkogene Treiber
bei unterschiedlichen Krebserkrankun-
gen [46]. Das gleichzeitige Auftreten
einer NTRK-Genfusion mit anderen
starken onkogenen Treibern ist nach
derzeitigem Stand der Literatur im TRK-

Inhibitor-naiven Setting selten (Konzept
der ,,mutual exclusivity“ [51]). In Verbin-
dung mit einer spezifischen Morphologie
kann der Nachweis einer NTRK-Gen-
fusion die Diagnose unterstiitzen, z.B.
bei sekretorischen Karzinomen der Spei-
cheldriise oder infantilen Fibrosarkomen
(IFS). Zukiinftige Studien und For-
schungsprojekte sind jedoch notwendig,
um zu kldren, in welcher Art und Weise
und in welchem Umfang der tumorbio-
logische Kontext, in den die Genfusion
eingebettet ist und der durch die His-
tologie (Tumorentitdt) angezeigt wird,
die onkogene Potenz von NTRK-Gen-
fusionen moduliert und moglicherweise
das Therapieansprechen konventioneller
wie auch zielgerichteter Therapieansitze
bzw. auch die Krankheitsprognose beein-
flusst. Auch die Frage, inwieweit NTRK-
Fusionsvarianten die Tumorbiologie und
das Therapieansprechen modulieren, ist
an Hand der bisherigen Studienda-
ten nicht abschlieflend zu kliren und
bedarf weiterer wissenschaftlicher Un-
tersuchungen. So legen beispielsweise
mehrere Berichte zu ALK(anaplastische
Lymphombkinase)-positiven Lungenkar-
zinomen nahe, dass Translokationen
mit verschiedenen Fusionspartnern und
Bruchpunkten unterschiedliche biolo-
gische Eigenschaften aufweisen [68]
und mit unterschiedlichen klinischen
Therapieverldufen assoziiert [8, 37] sein
kénnen. Bei genetisch komplexen Tumo-
ren, nachgewiesen bei Osteosarkomen,
kénnen NTRK-Fusionen auch zu nicht-
funktionalen Genprodukten fithren [3].

Mogliche weitere Ursachen fiir eine
onkogene TRK-Aktivierung sind NTRK-
Genamplifikationen, die bei ca. 2,2 % der
metastasierten Karzinome vorkommen
konnen [36], und somatische NTRK-
Punktmutationen, die die Kinasedomi-
ne von TRKB betreffen, z. B. die NTRK2-
Mutationen T695Iund D751N, dieim ko-
lorektalen Karzinom beobachtet wurden
[10]. Ferner konnten auch alternative
NTRKI1-Splicevarianten nachgewiesen
werden wie TRKAIII oder ATRKA
beim Neuroblastom bzw. bei der aku-
ten myeloischen Leukdmie (AML) [10].
Weiterhin ist eine TRK-Uberexpression
ohne Nachweis einer genetischen Alte-
ration moglich, z.B. bei Tumoren der
Brust, der Haut und der Lunge sowie
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beim Neuroblastom. Nach derzeitigem
Kenntnisstand ist allerdings unklar, ob
diese Veranderungen aus tumorbiolo-
gischer und therapeutischer Sicht als
den NTRK-Genfusionen gleichwertig
anzusehen sind. Zur Klirung dieser
Fragestellung sind neben praklinischen
Untersuchungen prospektive klinische
Studien notwendig.

Haufigkeit von NTRK-Genfusionen

Insgesamt sind NTRK-Genfusionen sel-
ten und nur bei etwa 0,3-0,5% aller
soliden Tumoren nachweisbar ([44, 57];
B Abb. 1). NTRK-Genfusionen finden
sich auch bei hdmatologischen Krebser-
krankungen wie der AML und der
akuten lymphatischen Leukdmie (ALL)
mit einer Pravalenz von maximal 0,1 %
[60]. Okamura et al. untersuchten die
Privalenz von NTRK-Genfusionen in
fast 13.500 Gewebeproben von Kindern,
Heranwachsenden und Erwachsenen
mit soliden Tumoren oder himatolo-
gischen Krebserkrankungen [44]. Sie
fanden eine Hiufigkeit dieser Altera-
tionen von 0,31% (31 von 9966 Tu-
morgeweben) bei Erwachsenen und
0,34% (12 von 3501 Tumorgeweben)
bei Kindern und Heranwachsenden.
Allerdings haben alle bisherigen Unter-
suchungen zur Hiufigkeit von NTRK-
Genfusionen Limitationen, da sie hin-
sichtlich Sensitivitdt und Spezifitit mit
sehr unterschiedlichen diagnostischen
Methoden durchgefithrt wurden und
aufgrund der geringen Privalenz und
geringen untersuchten Fallzahlen je Tu-
morentitit die Aussagekraft statistischer
Analysen eingeschriankt ist. Dies gilt
insbesondere bei Tumortypen mit ver-
gleichsweise niedrigem Vorkommen von
NTRK-Genfusionen [42, 44].
Interessanterweise lassen sich NTRK-
Genfusionen bei bestimmten, seltenen
Tumoren haufig nachweisen ([1, 10, 32];
B Abb. 1). So ist z.B. die ETV6-NTRK3-
Fusion mit einer Prévalenz von >90%
pathognomonisch bei Krebserkrankun-
gen wie dem IFS, dem kongenitalen me-
soblastischen Nephrom (CMN, zelluldrer
Subtyp), dem sekretorischen Mamma-
karzinom oder dem sekretorischen Spei-
cheldriisenkarzinom ([10, 64]; @ Abb. 1).
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Zusammenfassung

NTRK-Genfusionen sind seltene genetische
Alterationen, die tumorentitatentbergreifend
vorkommen kdnnen. Wéhrend sie in

den meisten soliden Tumoren nur sehr
niederfrequent vorkommen, lassen sie sich

in bestimmten Tumoren wie dem infantilen
Fibrosarkom, dem kongenitalen mesoblas-
tischen Nephrom und dem sekretorischen
Mamma- oder Speicheldriisenkarzinom
jedoch haufig nachweisen. NTRK-Genfusionen
bzw. TRK-Fusionsproteine gelten als starke
onkogene Treiber. Bei Nachweis von NTRK-
Genfusionen kénnen TRK-Inhibitoren
unabhdngig von der Tumorentitat eingesetzt
werden. Vertreter sind Entrectinib und
Larotrectinib. Bislang ist nur Larotrectinib in
der Europdischen Union zugelassen. Fiir beide
wurden Wirksamkeit und Vertraglichkeit in
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Diagnostik und Therapie von Tumoren mit NTRK-Genfusionen

Phase-I- und Phase-Il-Studien gezeigt. Die
Seltenheit der TRK-Fusionstumoren stellt
diagnostische und klinische Prozesse vor
groBe Herausforderungen: Einerseits sollen
alle Patienten mit TRK-Fusionstumoren
identifiziert werden, andererseits sind
epidemiologische und histologische Aspekte
sowie Ressourcen zu beriicksichtigen.
Basierend auf diesen Punkten mochten
wir einen Diagnosealgorithmus fiir TRK-
Fusionstumoren vorschlagen, auBerdem
stellen wir aktuelle Daten zu den TRK-
Inhibitoren vor.

Schliisselworter
NTRK - Genfusion - Translokation -
Larotrectinib - Entrectinib

Abstract

NTRK gene fusions are sporadic genetic
alterations that can occur across tumor
entities. Whereas they are quite rare in
most solid tumors they are present at much
higher frequencies in certain rare tumors
such as infantile fibrosarcoma, congenital
mesoblastic nephroma, secretory breast, or
salivary gland carcinoma. NTRK gene fusions
or TRK fusion proteins are considered strong
oncogenic drivers. If NTRK gene fusions are
detected, TRK inhibitors such as entrectinib
and larotrectinib can be used regardless of
the tumor entity. So far only larotrectinib is
approved in the European Union. Both drugs
have been shown to be effective and well

Diagnosis and therapy of tumors with NTRK gene fusion

tolerated in phase | and phase Il studies. The
low prevalence of TRK fusion-positive cancers
poses challenges for diagnostic and clinical
work-flows. On one hand, patients with NTRK
gene fusions should be identified; on the
other hand, epidemiological, histological, and
resource-related aspects have to be taken into
account. Based on these premises, we suggest
a diagnostic algorithm for TRK fusion cancers
and present current data on TRK inhibitors.

Keywords
NTRK - Gene fusion - Translocation -
Larotrectinib - Entrectinib

Die Analyse der derzeit verfiigba-
ren Daten zeigt auf, dass im Gegensatz
zu beispielsweise ALK-Genfusionen,
die vorwiegend im nichtkleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC) [52], bei
grofizelligen Lymphomen [19] und in
inflammatorischen myofibroblastischen
Tumoren [4] beobachtet werden, die
Fusionspartner von NTRK und die in-
volvierten Exone der verschiedenen Ge-
ne vielfaltiger sind, sodass eine genaue
Kenntnis der verfiigbaren Methoden

zum Nachweis einer NTRK-Genfusion
besonders wichtig ist [47].

Diagnostik von NTRK-
Genfusionen

Untersuchungsmethoden

Die klinische Anwendung von TRK-
Inhibitoren wie Entrectinib oder Laro-
trectinib setzt den erbrachten Nachweis
einer NTRK-Genfusion voraus [5, 21]. In
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Abb. 1 A Haufigkeiten von NTRK-Genfusionen bei Tumoren im Kindes- und Erwachsenenalter. CRCkolorektales Karzinom,
GIST gastrointestinaler Stromatumor, MASC,,mammary analogue secretory carcinoma®, NSCLCnichtkleinzelliges Lungen-
karzinom. "Ehemals bezeichnet als MASC. INTRK-Genfusionen werden als pathognomonisch in dieser Entitét betrachtet.
*Frequenz bei Erwachsenen vs. Kindern nicht spezifiziert. SNur Studien mit N > 200 eingeschlossen. INur Studien mit N> 100
eingeschlossen. *Zellulrer und/oder gemischter histologischer Subtyp. #¥inklusive: Fibrosarkom, solitérer fibréser Tumor,
Hamangiom, Schwannom, Histiozytom, primitiver neuroektodermaler Tumor, inflammatorischer myofibroblastischer Tu-
mor, Lipofibromatose, ,primitive myxoid mesenchymal tumor of infancy”, fibréses Hamartom der Kindheit, Myofibrom/
Myofibromatose, niedrig malignes fibromyxoides Sarkom, Synovialsarkom, Spindelzell-Rhabdomyosarkom, maligner Ner-
venscheidentumor, Dermatofibrosarcoma protuberans (fibrosarkomat®s), nodulire Fasziitis. “Nach Albert et al.[1], Cocco
etal.[10], Gatalica et al. [20], Hyman et al. [29], Marchio et al. [42], Okamura et al. [44], Solomon et al. [57], Taylor et al. [60],
Vokuhl et al. [64], Wiesner et al. [66], Wu et al. [69] und Zehir et al. [72]. Weitere Quellen im Supplement (Infobox 2)

den verfiigbaren Studien mit den TRK-
Inhibitoren wurde keine sog. Compan-
iondiagnostik evaluiert und festgelegt.
Beispielsweise erfolgte in den klini-
schen Untersuchungen zur Analyse der
Wirksamkeit und Sicherheit von La-
rotrectinib der Nachweis einer TRK-
Fusion mittels Next Generation Se-
quencing (NGS), Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) oder Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreak-
tion (RT-PCR) mit unterschiedlichen
Plattformen in unterschiedlichen Labo-
ren [5, 15].

Zur Diagnostik von NTRK-Genfu-
sionen stehen verschiedene Verfahren
zur Verfiigung (B Tab. 1). So lisst sich
mithilfe der Immunhistochemie (IHC)
die TRK-Expression bestimmen. Hier-
bei ist zu beachten, dass in bislang
vorliegenden Studien dieses Verfahren
mit monoklonalen TRK-Antikorpern
getestet wurde. Den AntikOrpern ist
gemeinsam, dass sie ein C-terminales
Konsensusmotiv in TRKA-C detektieren
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[1,27,42,46]. Der zurzeit gebrauchlichste
Antikérperklon ist EPR17341. Die TRK-
Expression ist daher nicht beweisend fiir
das Vorliegen einer NTRK-Genfusion,
da auch die Expression des Wildtyp-
TRK-Proteins nachgewiesen wird. So-
mit ist die Spezifitit der IHC-Analyse
eingeschrinkt und kann zu falsch posi-
tiven Ergebnissen fithren, beispielsweise
in Tumoren abgeleitet von neuralem
oder glattmuskuldrem Gewebe mit phy-
siologischer TRK-Expression. Auch fiir
maligne klein-rund-und-blauzellige Tu-
moren des Kindesalters ist eine TRK-
Expression beschrieben, ohne dass eine
Fusion zugrunde liegt [57]. Wihrend ei-
ne Untersuchung von Hirntumoren auf
NTRK-Genfusionen mithilfe der THC
aufgrund der dargestellten Konstellation
nicht sinnvoll maéglich ist, bietet sich das
Verfahren als vergleichsweise rasch und
einfach etablierbare Screeningmethode
fir andere Tumorentititen dennoch an.
Solomon und Kollegen berichten in ihrer
Arbeit, die tiber 38.000 per NGS ana-

lysierte Gewebeproben untersucht hat,
iiber eine Sensitivitit der NTRK-IHC
von 96,2 % fiir NTRKI-Fusionen, 100 %
fiir NTRK2-Fusionen und 79,4% fiir
NTRK3-Fusionen, wenn alle untersuch-
ten Tumorentititen kumuliert betrachtet
wurden [57]. Innerhalb der untersuchten
Tumorentititen traten teils erhebliche
Unterschiede zutage: Wihrend beispiels-
weise fiir das Kolonkarzinom eine Sen-
sitivitdt von 87,5% und eine Spezifitit
von 100 % beobachtet wurden, lag diese
fir Mammakarzinome bei 80% bzw.
82,1% und fiir Speicheldriisentumoren
bei 88,9 % bzw. 52 %. Hingegen wurde fir
den inflammatorischen myofibroblastar-
en Tumor eine Sensitivitit und Spezifitit
von jeweils 100% gemessen. Weitere
Daten grofier Fallkollektive, die in unab-
hingigen Studien erhoben wurden, sind
notwendig, um die Kennwerte der IHC
abschlieflend bewerten zu koénnen. Zu-
sammenfassend ist jedoch festzuhalten,
dass die bisher erhobenen Daten zeigen,
dass sowohl die Spezifitit als auch die



Tab. 1

Vor-und Nachteile der zur Detektion von TRK-Fusionsproteinen bzw. der NTRK-Genfusionen zur Verfiigung stehenden Untersuchungsmetho-

den. (Mod. nach Alber et al.[1], Cocco et al. [10], Hsiao et al. [27], Kirchner et al. [31], Marchio et al. [42], Penault-Llorca et al. [46], Pfarr et al. [47], Solomon

und Hechtmann [56] und Solomon et al. [57])
IHC

Untersuchungs-  Formalinfixiertes paraffinein-
material gebettetes (FFPE) Gewebe
Turnaroundzeit  Ergebnis in 1-2 Tagen verfiig-
(Zeitvom bar

Eingang des

Materials bis

zum Befund)

Vorteile Schnell und kostengiinstig

Etabliertes Verfahren, weit
verbreitet

Wenig Material (Gewebe)
erforderlich

Relativ hohe Sensitivitat
(95-100%, 75-96 %) und
Spezifitat (92/93-100 %)

— Aber: Bislang nur in kleinen
Patientengruppen getestet

Nachteile Nicht spezifisch fur
NTRK-Genfusionen, da sowohl
Wildtyp- als auch Fusionspro-

teine detektiert werden

Ggf. schwierige Auswertung in
Geweben mit physiologischer
TRK-Expression

Vor allem TRKC
(NTRK3-Genfusionen) schwie-
rig zu diagnostizieren

Keine Identifizierung des
Fusionspartners mdglich

Keine Anwendung bei
ZNS-Tumoren

FISH
Frisches oder FFPE-Gewebe

Ergebnis in 2 Tagen verfiigbar

Weit verbreitete und etablierte
Methode

Schnell

Verlassliches Verfahren, um
bekannte und wiederholt
auftretende Genfusionen zu
erkennen, z.B. ETV6-NTRK3

Prinzipiell zum Nachweis auf
das Vorliegen von NTRK1-,
NTRK2- oder
NTRK3-Genfusionen geeignet

3 verschiedene Assays erfor-
derlich, um NTRK1-, NTRK2-
und NTRK3-Genfusionen zu
erkennen

Keine Identifizierung des
Fusionspartners mdglich,
sofern dieser nicht bekannt ist
Nicht bekannt, ob das
entsprechende Produkt der
Genfusion exprimiert wird

RT-PCR

FFPE-Gewebe, schockgefrore-
nes Gewebe

Ergebnis in 5-10 Tagen ver-
flighar

Kostengiinstiges und relativ
schnelles Verfahren

Zuverldssige Methode, um
bekannte und wiederholt
auftretende Genfusionen zu
erkennen, z.B. ETV6-NTRK3
3'/5’-NTRK-Ratio:
Ungleichgewicht zugunsten
der 3’-Region als moglicher
Hinweis auf das Vorliegen
einer Genfusion

Zielsequenz muss bekannt
sein, unbekannte oder neue
Partner (5’-Region) werden
nicht ohne Weiteres entdeckt

3’/5’-NTRK-Ratio: Sensitivitat
abhdngig von Unterschied in
der Expression des
Wildtypgens und der
Genfusion (nicht ausreichend
untersucht)

NGS

FFPE-Gewebe, frisches, ge-
frorenes, schockgefrorenes
Gewebe

Ergebnis nach 2 Wochen ver-
flighar

Kann neue
NTRK-Fusionspartner iden-
tifizieren

Gewebesparende Methode

Evaluierung diverser
Zielstrukturen in einer
Untersuchung

Eventuell Identifizierung aller
NTRK-Genfusionen mit kom-
merziellen DNA-basierten
Plattformen nicht moglich,
vor allem bei NTRK2 und
NTRK3-Genfusionen, da vie-
le Introns vorhanden

RNA-basierte Tests stark von
der Qualitdt der RNA abhéngig

Ergebnisse erst nach 2 Wochen
bekannt

FFPE formalinfixiert und paraffineingebettet, FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, IHC Immunhistochemie, NGS Next Generation Sequencing,
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, ZNS zentrales Nervensystem

Sensitivitdt vom analysierten Gewebetyp
und der jeweiligen NTRK-Genfusion
beeinflusst wird und nicht immer 100 %
erreicht [57], sodass in einem IHC-ba-
sierten Screeningverfahren neben falsch
positiven auch falsch negative Befunde
generiert werden konnen, dies gilt vor
allem fiir NTRK3-Fusionen [20, 24].
Bei der FISH-Untersuchung handelt
es sich um eine weit verbreitete Me-
thode zur Bestimmung chromosomaler

Translokationen [1, 10, 27, 42, 46, 56].
Sie erkennt bei der Verwendung von
sog. Break-apart- oder Fusionssonden
den chromosomalen Bruch eines Gens,
nicht aber die Genfusion selbst inklusive
des Fusionspartners. Um bekannte und
wiederholt auftretende Genfusionen zu
diagnostizieren, gilt die FISH generell
als robustes und verlissliches Verfahren
mit hoher Spezifitit. Allerdings zeigen
NTRK-Genfusionen mitunter nichtka-

nonische Bruchpunkte, die aufgrund des
Designs der jeweiligen Hybridisierungs-
proben nicht erkannt werden und somit
zu einem falsch negativen Befunder-
gebnis fithren konnen. Ferner wird mit
der Methode nicht festgestellt, ob das
resultierende Genprodukt transkribiert
oder exprimiert wird.

Auch die RT-PCR gilt als kostengiins-
tiges und relativ schnelles Verfahren [1,
10, 27, 42, 46, 56, 57]. Mit diesem Ver-
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fahren lassen sich bekannte und wieder-
holt auftretende Genfusionen auf Tran-
skriptebene zuverlassig erkennen. Auf-
grund des groflen Spektrums an NTRK-
Genfusionen, die seltene Fusionspartner
und variable Exone involvieren, ist das
Verfahren technisch jedoch nicht geeig-
net, um eine umfassende Fusionsanaly-
tik durchzufiihren. Insbesondere konnen
neue Genfusionen, die neue Fusionspart-
ner und unterschiedliche Exone umfas-
sen, nicht identifiziert werden.

Nach aktuellem Stand der Literatur
ist das fokussierte, panelbasierte NGS -
neben der FISH - das am besten geeig-
nete Verfahren, um NTRK-Genfusionen
in formalinfixiertem und paraffineinge-
bettetem Probengewebe zu identifizieren
[10]. Es lassen sich 2 Methoden unter-
scheiden: das RNA- und das DNA-ba-
sierte NGS [1, 10, 27, 42, 46, 56, 57].
Je nach eingesetztem Verfahren kénnen
damit auch neue NTRK-Fusionspartner
bzw. Genfusionen entdeckt werden. Die
Menge der fiir die Analytik verwende-
ten Nukleinsduren ist assayabhingig und
muss im Hinblick auf das Probenmateri-
al beachtet werden. Der Analysezeitraum
(»turnaround time®, TAT) dieser Verfah-
ren ist abhingig von den Ressourcen und
Kapazititen der Labore sowie eingesetz-
ten Methoden und Technologien. Die
Analyse dauert aber in der Regel linger
als eine IHC- oder FISH-basierte Un-
tersuchung. Es ist wichtig festzuhalten,
dass es sich sowohl bei der DNA- als
auch bei der RNA-basierten NGS-Panel-
Analyse um eine selektive Analyse han-
delt und nicht um eine Ganzgenomana-
lyse oder ein vollstindiges Transkriptom.
Dies ist relevant, da die Bruchpunkte va-
riabelinintergenischen/intronischen Be-
reichen vorkommen, die in keinem fo-
kussierten DNA-Assay vollstindig ent-
halten sind. Ferner konnen diese Bruch-
punkte in teils schwierig sequenzierbaren
Regionen gelegen sein (z.B. in GC-rei-
chen Regionen). Daher kann ein DNA-
Assay falsch negative Befunde erzeugen
[6, 56, 57]. Solomon et al. berichten bei-
spielsweise, dass mit dem DNA-basier-
ten MSK-IMPACT-Panel fir NTRKI-,
NTRK2- und NTRK3-Genfusionen eine
Sensitivitit von 96,8 %, 0% bzw. 76,9 %
gemessen wurde [57]. Die Sensitivitét des
Assays fiir alle NTRK-Genfusionen lag
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integral bei 81,1 %. Wahr negative Fille
wurden fast vollstindig als negativ er-
kannt (99,86 % Spezifitit). Die Kollegen
beschreiben in der Arbeit, dass die meis-
ten Fille, die mithilfe der DNA-Analytik
nicht erkannt wurden, {iber ein RNA-
NGS-Verfahren identifiziert wurden. In
einer anderen Studie der gleichen In-
stitution wurden mehr als 2500 Ade-
nokarzinome der Lunge mittels DNA-
basierter NGS-Analytik untersucht und
dann der Zusatznutzen eines RNA-ba-
sierten Assays analysiert [6]: In 32 % der
per DNA-Sequenzierung als treiberne-
gativ erkannten Tumoren, die dariiber
hinaus eine eher niedrige Mutationslast
aufwiesen, konnte etwa bei einem Drittel
dieser Fille in der RNA-Analytik nach-
traglich ein therapierbarer Treiber (Gen-
fusion oder Met-Exon14-Skipping) iden-
tifiziert werden, darunter auch 2 Fille mit
einer NTRK3-Genfusion. Es ist aber zu
beachten, dass auch die fokussierte Un-
tersuchung der RNA, die nichtin der Lage
ist, den exakten Bruchpunkt auf DNA-
Ebene zu detektieren, wohl aber das Tran-
skript des fusionierten Gens, mit Limi-
tationen behaftet ist. Je nach Design des
Assays werden nicht alle Genfusionen
detektiert, da z. B. Primer nur bestimm-
te, aber nicht alle moglichen codieren-
den Exone erkennen, die fiir das jewei-
lige Transkript codieren [31, 47, 56, 57].
Es ist auch zu berticksichtigen, dass die
RNA labiler als DNA ist und die derzeit
verfiigbaren Assays zur RNA-basierten
Fusionsanalytik unterschiedliche RNA-
Mengen benétigen [31, 65].

Vorhandene Untersuchungs-
algorithmen

Mit dem bisherigen Wissensstand bietet
essich an, einen Diagnosealgorithmus zu
entwickeln. Hierbei sind jedoch verschie-
dene Herausforderungen zu bewiltigen.
Dazu gehoren etwa die relative Seltenheit
der TRK-Fusionstumoren sowie die Viel-
zahl der potenziell betroffenen Tumor-
entititen. Nicht zuletzt sind die Kosten
zu beriicksichtigen.

In verschiedenen Publikationen wur-
den Algorithmen zur Diagnose von TRK-
Fusionsproteinen bzw. NTRK-Genfusio-
nen vorgestellt und diskutiert. So verof-
fentlichte die European Society for Me-

dical Oncology (ESMO) 2019 Empfeh-
lungen zur Diagnose von NTRK-Genfu-
sionen und der TRK-(Uber-)Expression
[42]. Weitere Algorithmen zur Diagnose
stellten Wong et al. [67], Penault-Llorca
et al. [46], Hsiao et al. [27], Pfarr et al.
[47] und Naito et al. [43] vor.

Erarbeitung eines Untersuchungs-
algorithmus

Wir schlagen einen modifizierten Algo-
rithmus vor, der die unterschiedlichen
Wahrscheinlichkeiten fiir das Vorliegen
einer NTRK-Genfusion und auch die ent-
stehenden Kosten berticksichtigt. Zudem
wird einbezogen, dass Tumoren, bei de-
nen NTRK-Genfusionen haufig vorkom-
men, wie das [FS oft mitanderen Therapi-
en erfolgreich behandelt werden kénnen.

Bei positivem Ergebnis des IHC-
Screenings auf TRK-Fusionstumoren
miissen bestitigende Tests auf genomi-
scher Ebene mit einer FISH/ISH oder
NGS erfolgen. Mogliche Vor- und Nach-
teile dieser Untersuchungen sind in
B Tab. 1 aufgefiihrt.

Der hier présentierte Vorschlag
(B Abb. 2) fir einen Diagnosealgo-
rithmus beriicksichtigt die genannten
Herausforderungen. Bei Tumoren mit
hoher Wahrscheinlichkeit fir NTRK-
Genfusionen, z.B. sekretorisches Spei-
cheldriisen- und Mammakarzinom, IFS
etc. sowie bei primiren Tumoren des
Zentralnervensystems (ZNS) wird eine
direkte molekulare Analytik empfohlen
und die IHC als Zwischenschritt nicht
durchgefiihrt. Bei Tumoren mit geringe-
rer Wahrscheinlichkeit sind 2 Szenarien
zu unterscheiden: Zum einen gibt es
Tumorentititen, bei denen eine NGS-
basierte Fusionsanalyse bereits durch-
gefiihrt wird, z.B. beim NSCLC. Liegt
eine solche Konstellation vor, ist ein
vorgeschaltetes IHC-Screening tiberfliis-
sig. Sollte die NGS-Analyse des NSCLC
Genfusionen nicht erfassen, kommt ein
sequenzielles Vorgehen mithilfe der IHC
und FISH oder direkt mit einer FISH-
Analyse in Betracht. Umfassende Ver-
gleichsdatensitze liegen noch nicht vor,
aber die Daten von Solomon et al. le-
gen nahe, dass die tatsidchlich negativen
Fille mit Hilfe der IHC durchweg als
negativ identifiziert werden (Spezifitit:



Innerhalb der
Zulassung

Fall X (TRK-Inhibitor-naiv) '

\ 4

Keine pathognomonische

Entitat (z.B. NSCLC) NGS-Testung etabliert

Paneldiagnostik/NGS inkl.
NTRK (NSCLC etc.)

Kein Nachweis
anderer wichtiger
onkogener Treiber

(z.B. KRAS)
Positiver MSI-H Status (CRC)

Pathognomonische
Entitat (SSC, IFS etc.) Gezielte DNA-
basierte NGS-

Testung negativ

oder primarer ZNS-
Tumor

Genetische Diagnose
der NTRK-Genfusion
(vorzugsweise gezielte
RNA-basierte NGS-
Testung, alternativ
FISH)

*Negativer Nachweis von wichtigen
onkogenen Treibern und IHC-
Positivitat erh6hen die
Wahrscheinlichkeit fiir das
Vorliegen einer NTRK-Genfusion

Abb. 2 A Algorithmus zur Diagnose von TRK-Fusionstumoren. Zu unterscheidenist zwischen Tumorentitdten bei denen eine
NTRK-Genfusion regelmafig zu erwarten ist und solchen Tumortypen mit niedriger Pravalenz. Im Falle von Tumoren mit hau-
figer NTRK-Prévalenzist eine typische Morphologie gegeben, die eine NTRK-Genfusion wahrscheinlich macht. In diesen Féllen
ist daher eine IHC nicht sinnvoll und die Genfusion sollte direkte mit einer FISH bestétigt werden. Bei den Tumoren mit nied-
riger NTRK-Prévalenz ist zu differenzieren zwischen Tumorentitdten, bei denen eine NGS-basierte Analytik bereits etabliert
ist. Hier kann dieses Analyseverfahren regelhaft auch fiir die Erkennung von NTRK-Genfusionen zum Einsatzkommen (Bsp.:
NSCLC). Fiir andere Tumorentitdaten mit niedriger NTRK-Prévalenz fiir die keine NGS-Analytik regelmé@Big verwendet wird, ist
einVorscreening mit Hilfe der IHC sinnvoll.Identifizierte positive Falle missen dann durch ein weiteres genetisches Verfahren,
FISH oder NGS, bestétigt werden, da der Zulassungstext dies verlangt. Da NTRK-Genfusionen sogenannte Stammmutationen
sind, die friih in der Tumorgenese auftreten, schlief3t das Vorhandensein dieser Fusionen einen anderen potenten onkogenen
Treiber in der Regel aus. Daraus folgt umgekehrt, dass beispielsweise ein duktales Adenokarzinom des Pankreas mit einem
KRAS-Wildtyp-Status die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass eine Genfusion, bspw. eine NTRK-Genfusion, als Treibermechanis-
mus vorliegt. Ein negatives DNA-basiertes NGS-Ergebnisim Hinblick auf eine NTRK-Genfusion kann durch ein weiteres Verfah-
ren, wie die RNA-basierte Analytik Gberpriift werden, wenn der Verdacht besteht, dass das Ergebnis aus technischen Griinden
negativ ausgefallen ist (siehe Text). DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure), FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridi-
sierung, IHCImmunhistochemie, IFS infantiles Fibrosarkom, NGS Next Generation Sequencing, NSCLC nicht-kleinzelliges Lun-
genkarzinom, NTRK neurotrophe Tyrosin-Rezeptor-Kinase, RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsdure), SSC secretory salivary
gland carcinoma (sekretorisches Speicheldriisenkarzinom), TRK Tropomyosin-Rezeptor-Kinase, ZNS Zentralnervensystem

100%), wihrend die Sensitivitit der
IHC in der Studie nur bei ca. 87 % lag,
sodass positive Fille moglicherweise in
der THC-Analyse nicht erkannt werden
[57]. Diagnostisch hilfreich ist in dem
Kontext auch das Konzept des einander
ausschliefenden Treiberverinderungen:
Ein NSCLC ohne Nachweis einer typi-
schen Treiberveranderung (EGFR, ALK,
ROS, RET, BRAF, KRAS etc.) erhoht die
Pritestwahrscheinlichkeit fiir die Detek-
tion eines anderen Treibers inklusive der
NTRK-Genfusionen.

Zum anderen gibt es zahlreiche Tu-
morentititen, bei denen eine umfassen-

de Genfusionsanalytik derzeit kein Stan-
dard ist. Hier sollten aus 6konomischen
Gesichtspunkten In-situ-Verfahren wie
die IHC (mit oben genannten Einschrin-
kungen) oder FISH zur Vorselektion be-
riicksichtigt werden. Fiir die Fallauswahl
sollten neben dem Stadium und den noch
zur Verfiigung stehenden klinischen The-
rapiemdoglichkeiten auch z.B. der feh-
lende Nachweis anderer typischer Trei-
bermutationen (z.B. duktales Adenokar-
zinom mit KRAS-Wildtyp-Status, 4fach
negativer GIST [gastrointestinaler Stro-
matumor]) berticksichtigt werden. Kiirz-
lich publizierte Daten legen nahe, dass

Kolonkarzinome mit MSI-H-Status und
fehlendem Nachweis klassischer onko-
gener Treiber vermehrt NTRK-Fusionen
aufweisen [7, 48]. Es ist zu erwarten,
dass sich mit wachsendem wissenschaft-
lichem Erkenntnisgewinn im Laufe der
Zeit das Spektrum molekularer Profile,
die moglicherweise helfen, NTRK-posi-
tive Tumoren zu identifizieren, erweitert.
Klinische Parameter, wie z. B. junge Pati-
enten, keine regelmiflige Exposition zu
typischen externen Noxen, konnen eben-
falls hilfreich sein. Auch hier ist zu erwar-
ten, dass der wissenschaftliche Kenntnis-
stand wachsen wird. Grundsitzlich muss

Der Pathologe 1 - 2021 | 109



Molekulares Tumorboard

ein positives IHC-Ergebnis nachfolgend
durch ein anderes Nachweisverfahren,
das die zugrunde liegende Translokation/
Genfusion erkennt (z. B. FISH oder NGS)
bestitigt werden. Das Ergebnis der IHC
allein ist aufgrund der weiter oben darge-
stellten Konstellation nicht hinreichend.

Zu beachten ist auch, dass, wie in
O Abb. 2 dargestellt, aufgrund der wei-
ter oben dargestellten Konstellation ein
negatives NTRK-Fusionsergebnis mit-
tels eines DNA-basierten NGS-Panels
auch falsch negativ sein kann, sodass
bei entsprechender Plausibilititsanaly-
se (beispielsweise junger Patient ohne
detektierten Treiber auf DNA-Ebene)
eine erginzende RNA-Analyse zur Fu-
sionsdetektion erwogen werden kann
[6].

Fiir die padiatrische Onkologieist eine
zentrale referenzpathologische Diagnos-
tik im Rahmen der verschiedenen The-
rapieoptimierungsstudien solider Tu-
moren der Gesellschaft fir Pidiatrische
Onkologie und Himatologie (GPOH)
etabliert. In diesem Rahmen ist auch eine
panelbasierte NGS-Analytik fiir padia-
trische Sarkome aufgebaut worden. Die
INFORM-Plattform bietet fiir Hochri-
sikoerkrankungen im Rezidivfall, aber
auch fiir bestimmte Hochrisikoerkran-
kungen im Rahmen der Primérdiagnose
(z.B. metastasierte Rhabdomyosarkome
und hochmaligne Gliome [HGG]) um-
fassende molekulare Analysen an (WES,
lcWGS, RNAseq und DNA-Methylie-
rung) [63]. Fiir niedrigmaligne Gliome
(LGG) steht bundesweit die LOGGIC-
Core-Plattform zur Verfiigung, die eine
panelbasierte NGS-Analytik und eine
RNA-Sequenzierung in Fillen anbietet,
bei denen die Treiberalteration mittels
Panel nicht identifiziert wurde [30, 40,
41, 58].

Klinische Testsituation und
Testzeitraume

Fiir die Testung sollte moglichst aktuelles
Gewebe verwendet werden. Wenn dies
nicht der Fall ist, ist der Rickgriff auf
alteres Archivmaterial moglich, da eine
NTRK-Genfusion in der Regel eine sog.
Stammmutation (,,truncal mutation®) ist,
die frith im Rahmen der Tumorevoluti-
on auftritt und tumortreibend ist. Eine
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Ausnahme sind sekundire NTRK-Gen-
fusionen, die als Resistenzmechanismus
im Rahmen einer Tyrosinkinaseinhi-
bitortherapie beschrieben worden sind
[70]. Der Testzeitpunkt muss sich an
den aktuellen, in den entitdtsspezifi-
schen Leitlinien festgelegten, stadienab-
hingigen Therapieverfahren orientieren
und den Zulassungstext im Hinblick auf
den zu untersuchenden klinischen Fall

beriicksichtigen [5, 13, 21]:

1. lokal fortgeschrittene, metastasierte
Tumoren oder Tumoren, bei denen
chirurgische Resektionen mutmaf3-
lich zu einer hohen Morbiditit fithren
oder

2. es keine zufriedenstellenden Thera-
pieoptionen gibt.

Die Zulassung erstreckt sich auf alle so-
liden Tumorentititen.

Derzeit gibt es keine internationalen
Empfehlungen oder Leitlinien, die die
Turnaroundzeiten (TAT), definiert als
Zeitraum zwischen Erhalt des Gewebes
bis zur Versendung des Befundes, fiir
die molekulare Diagnostik in Tumoren-
titdten aufler dem NSCLC abschlieflend
festlegt. Die internationale Leitlinie zur
molekularen Testung von Lungenkrebs-
patienten definiert einen Zeitraum von
10 Werktagen, der sicherlich einen Ori-
entierungspunkt darstellt [38]. Aus Sicht
der Autoren ist daher ein Testergebnis
innerhalb von etwa 10 Werktagen anzu-
streben. Hierbei ist jedoch anzumerken,
dass die Menge und Qualitit des Ge-
webes und der Nukleinsiduren die TAT
beeinflusst und im Einzelfall ldngere
TAT moglich sein kénnen.

Wie konnen TRK-Fusions-
tumoren behandelt werden?

Tumoren mit NTRK-Genfusionen bzw.
TRK-Fusionstumoren kénnen seit kur-
zem mit TRK-Inhibitoren behandelt
werden. Derzeit liegt fiir einen TRK-
Inhibitor (Larotrectinib) eine Zulas-
sung in der Europdischen Union vor
(s. Abschn. ,,Larotrectinib). TRK-Inhi-
bitoren sind fiir die Therapie von Tumo-
ren mit somatischen NTRK-Punktmu-
tationen, NTRKI-Splicevarianten oder
einer TRK-Uberexpression des Wild-
typproteins nicht zugelassen bzw. geeig-

net. Zur Beurteilung der Wirksamkeit
von TRK-Inhibitoren wie Larotrecti-
nib bei NTRK-Mutationen und NTRK-
Genamplifikationen liegen bislang kei-
ne ausreichenden Daten vor, die einen
therapeutischen Einsatz rechtfertigen
wiirden [25].

TRK-Inhibitoren

TRK-Inhibitoren sind Tyrosinkinasein-
hibitoren aus der Klasse der ,,small mol-
ecules®. Derzeit befinden sich mehrere
in der Entwicklung bzw. sind bereits zu-
gelassen. Dazu gehort Larotrectinib, ein
hochselektiver und hochpotenter Inhi-
bitor aller 3 TRK-Proteine (Pan-TRK-
Inhibitor), der praktisch keine Mitglie-
der anderer Kinasefamilien hemmt [15].
Ein weiterer Vertreter ist Entrectinib, ein
Pan-TRK-Inhibitor, der auch Fusions-
proteine von ROS1 (Protoonkogen-Pro-
tein-Tyrosinkinase) und ALK inhibiert
[10]. Weiterhin hemmt Entrectinib Ja-
nuskinase 2 und TNK2 (,tyrosine kina-
se non receptor 2“) [21]. Die Zulassung
wurde als TRK- und ROS1-Inhibitor be-
antragt. Weitere TRK-Inhibitoren sind
Selitrectinib und Repotrectinib, die sich
gegenwirtig in der klinischen Priifung
befinden. Ersterer ist ein TRK-Inhibitor
der nichsten Generation, der bei Resis-
tenzmutationen gegeniiber Larotrectinib
oder Entrectinib eingesetzt werden kann
[10]. Letzterer gilt als TRK-, ROS1- und
ALK-Inhibitor der zweiten Generation,
der bei Resistenzmutationen gegeniiber
Entrectinib (bei TRK- oder ROS1-Resis-
tenz) oder Larotrectinib (bei TRK-Resis-
tenz) wirksam sein kann [10].

Wirksamkeit von TRK-Inhibitoren

Larotrectinib
Larotrectinib ist weltweit bereits in mehr
als 30 Landern zugelassen, darunter in
den USA [54] und in der Europdischen
Union (EU) [5]. Die Anwendung kann
nach dem Zulassungstext als orale Mo-
notherapie zur Behandlung von erwach-
senen und padiatrischen Patienten mit
soliden Tumoren mit einer NTRK-Gen-
fusion [5] erfolgen,
== bei denen eine lokal fortgeschrittene
oder metastasierte Erkrankung vor-
liegt oder eine Erkrankung, bei der



eine chirurgische Resektion wahr-
scheinlich zu schwerer Morbiditit
fithrt und

== fiir die keine zufriedenstellenden
Therapieoptionen zur Verfiigung
stehen.

Die Zulassung fiir Larotrectinib in der
EU beruht auf den Ergebnissen gepool-
ter Analysen [26, 29, 35] von Patien-
ten mit TRK-Fusionstumoren aus einer
Phase-1-Studie mit Erwachsenen [25], ei-
ner Phase-1/2-Studie mit Kindern und
Heranwachsenden (<21 Jahre; SCOUT)
[33] und einer Phase-2-Studie mit Her-
anwachsenden (=12 Jahre) und Erwach-
senen (NAVIGATE), die mit Larotrec-
tinib behandelt wurden. Die Patienten
wiesen insgesamt 25 verschiedene Tu-
morentititen auf: IFS, andere Sarkomen-
tititen, Melanome, Tumoren der Schild-
driise, der Lunge, des Dickdarms, der
Speicheldriisen sowie primire ZNS-Tu-
moren. Etwa die Hilfte der Patienten
hatte keine oder nur eine systemische
Vortherapie erhalten, die andere Hilf-
te 2 oder mehr Vortherapien (Tab. S1).
Die Beurteilung des Tumoransprechens
erfolgte nach den RECIST-v1.1-Kriteri-
en bzw. bei ZNS-Tumoren/Filiae nach
RANO-KTriterien.

Wirksamkeit von Larotrectinib. In der
bislangletzten Auswertunglag die Alters-
spanne der Effektivititskohorte (n=159)
zwischen <0,1 und 84 Jahren (Tab. S1;
[26, 29]). Die aus den Dosisfindungs-
studien resultierende Dosierung betrug
100mg zweimal tdglich fiir Erwachse-
ne bzw. 100 mg/m? Korperoberfliche (je-
doch nicht mehrals 100 mg) zweimal tig-
lich bei Kindern und Jugendlichen, die in
Form von Kapseln oder einer Losung ein-
genommen werden konnten. Die Priif-
arzt-bestimmte objektive Ansprechrate
(ORR, primirer Endpunkt) betrug 79 %,
das mediane progressionsfreie Uberle-
ben (PFS) 28,3 Monate und das media-
ne Gesamtiiberleben (OS) 44,4 Mona-
te [26, 29]. Weitere Ergebnisse sind in
der Tab. S2 zusammengefasst. Zum Zeit-
punkt der Analyse setzten 74 % aller Pa-
tienten die Therapie fort.

Die Wirksamkeit von Larotrectinib
bei primidren oder sekundiren TRK-Fu-
sionstumoren des ZNS wurde ebenfalls

berichtet [17, 26]. Eingeschlossen waren
18 Patienten mit priméren Hirntumoren
und 12 Patienten mit Hirnmetastasen.
Unter den Patienten mit primaren Hirn-
tumoren hatten 15 (83 %) mindestens ei-
ne systemische Vortherapie erhalten, 13
waren zuvor operiert oder bestrahlt wor-
den. In dieser Gruppe lag das mediane
Alterbeil0Jahren (Spanne 1 Jahr-79 Jah-
re). Die ORR betrug bei den 14 Patienten
mit analysierbaren Daten zum Auswer-
tungszeitpunkt 36 % (Tab. S2). Die The-
rapie wurde in den meisten Fillen zu
diesem Zeitpunkt noch fortgefiihrt. Pa-
tienten mit Hirnmetastasen wiesen eine
ORR von 75 % auf (Tab. S2).

Entrectinib

Entrectinib ist in den USA schon so-

wohl zur Therapie von Erwachsenen mit

ROS1-positivem NSCLC als auch zur

Therapie von erwachsenen und péadiatri-

schen Patienten ab 12 Jahren mit soliden

Tumoren zugelassen, die [21]

== eine NTRK-Genfusion ohne eine
erworbene Resistenzmutation auf-
weisen und

== metastasiert sind oder bei denen eine
chirurgische Resektion wahrschein-
lich zu schwerer Morbiditit fiihrt,
und

== nach einer Therapie progredient
waren oder fiir die keine zufrie-
denstellende alternative Therapie
verfiigbar ist.

Entrectinib steht als Kapsel zur Verfii-
gung [21]. Die empfohlene Dosierung
betrigt fiir Erwachsene einmal tiglich
600mg und fir Heranwachsende ab
12 Jahren abhingig von der Korper-
oberfliche (KOF) einmal tdglich 600 mg
(KOF >1,5m?), 500 mg (KOF 1,1-1,5m?)
oder 400 mg (KOF 0,91-1,10 m?).

Die Wirksambkeit und Vertraglichkeit
von Entrectinib wurde in verschiedenen
Studien bei Kindern, Heranwachsenden
und Erwachsenen mit TRK-Fusions-
tumoren sowie mit ROS1- und ALK-
positivem NSCLC evaluiert. Dazu geho-
ren die Phase-1-Studien ALKA-372-001
und STARTRK-1, die Phase-2-Studie
STARTRK-2 und die Phase-1/1b-Studie
STARTRK-NG [39].

Wirksamkeit von Entrectinib. In eine
gepoolte Analyse wurden insgesamt 54
erwachsene Patienten mit TRK-Fusions-
tumoren aus der ALKA-372-001- (n=1),
STARTRK-1- (n=2) und STARTRK-2-
Studie (n=51) eingeschlossen [12, 14, 50,
55]. Die 3 hiufigsten Tumorarten waren
Sarkome (24 %), NSCLC (19 %) und das
sekretorische Speicheldriisenkarzinom
(13%) [12, 14]. Fast 40 % der Teilnehmer
hatten keine und ca. 20 % nur eine syste-
mische Vortherapie, weitere 40 % 2 oder
mehr Vortherapien erhalten (Tab. S3).
Das mediane Alter der Patienten mit
TRK-Fusionstumoren betrug 57,5 Jahre
(Tab. S3). Primére Endpunkte der ge-
poolten Analyse waren die ORR und
die Dauer des Ansprechens (DOR, bei-
de unabhingig bestimmt per RECIST
v1.1) [12]. Die ORR betrug in der Ge-
samtpopulation 59,3%, das mediane
PES 11,2 Monate und das mediane OS
20,9 Monate [50]. Weitere Ergebnisse
zu Wirksamkeitsparametern sind in der
Tab. S4 zusammengefasst. Bei 12 Patien-
ten mit TRK-Fusionstumoren waren zu
Studienbeginn ZNS-Metastasen nach-
weisbar [50, 55]. Bei diesen Patienten
betrug die ORR 58,3 % (Tab. S4).

Daten zur Vertraglichkeit von Laro-
trectinib und Entrectinib haben wir im
elektronischen Supplement (S-Infobox 1)
dargestellt.

TRK-Inhibitoren: Anwendung bei
Kindern und Heranwachsenden

Sowohl fiir Larotrectinib als auch fur
Entrectinib liegen in separaten Auswer-
tungen erhobene Daten zur Wirksam-
keit und Vertraglichkeit bei Kindern und
Heranwachsenden vor. So gibt es eine
Analyse zu Larotrectinib in der Therapie
von 38 jungen Patienten (<18 Jahre) mit
lokal fortgeschrittenen oder metastasier-
ten TRK-Fusionstumoren. Patienten mit
primdren ZNS-Tumoren waren hier nicht
eingeschlossen [62]. Das Alter der Betrof-
fenen reichte von 0,1 bis 14 Jahren, im
Medianlagesbei2,3Jahren. Fast die Half-
te der Teilnehmer wies ein IFS (47 %) auf,
weitere Krebserkrankungen waren ande-
re Weichgewebesarkome (42 %), Schild-
driisenkarzinome (5 %), CMN (3 %) und
Melanome (3 %). Vor Studienbeginn hat-
ten 32 % keine, 53 % 1-2 und 16 % min-
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destens 3 systemische Vortherapien er-
halten. Die durch den Priifarzt bestimm-
te ORR betrug 94 %. Zum Zeitpunkt des
Datenschnitts und der anschlieffenden
Analyse (30.07.2018) waren die media-
ne DOR, das mediane PFS und das me-
diane OS noch nicht erreicht. Von den
Patienten wurden 87 % (33 von 38) zum
Auswertungszeitpunkt mit Larotrectinib
weiterbehandelt oder konnten sich einer
kurativen chirurgischen Therapie unter-
ziehen.

Auftretende unerwiinschte Ereignis-
se (UE) wie erhohte ALT (43%), Er-
brechen (41 %), erhohte Aspartat-Ami-
notransferase-Werte (AST, 39 %), Diar-
rho (34%) sowie Husten und Neutro-
penie (je 32 %) waren iiberwiegend von
Grad 1 oder Grad 2 [62]. Zu den hiu-
figsten Grad-3-UEs zédhlten Neutrope-
nie (13 %) und Gewichtszunahme (9 %).
Grad-4-UEs waren mit je 2% eine redu-
zierte Neutrophilenzahl und Fieber.

In der STARTRK-NG-Studie wurde
die Therapie mit Entrectinib - in den
USA zugelassen ab 12 Jahren - bei Kin-
dern und Heranwachsenden evaluiert
[21, 49]. Eingeschlossen waren 29 Pati-
enten im Alter von 0-20 Jahren (Median:
7 Jahre). Bei 13 Patienten mit hochgradi-
gen Gliomen, Sarkomen, embryonalen
ZNS-Tumoren, Neuroblastomen oder
Melanomen lieflen sich NTRK- (n=7),
ROS1- (n=3) oder ALK-Genfusionen
(n=3) feststellen. Zum Zeitpunkt der
Analyse (31.10.2018) lebten alle Pati-
enten mit NTRK-Genfusions-, ROS1-
oder ALK-positiven Tumoren, von de-
nen 75 % weiterhin Entrectinib erhielten.
Eine komplette Remission zeigte in der
Gruppe mit TRK-Fusionstumoren ein
Patient und bei 4 Patienten wurde eine
partielle Remission erzielt. Insgesamt
war zum Auswertungszeitpunkt die me-
diane DOR noch nicht erreicht, sie lag
zwischen 1,8 und 15,7 Monaten. Die hiu-
figsten UEs aller Grade waren Anédmie
und erhohte Kreatininkonzentration im
Blut (je 41 %), erhohte ALT, erhhte AST
und Ubelkeit (je 35%). Grad-3/4-UEs
traten bei insgesamt 10% der Patienten
auf, wobei die Neutropenie mit 5 Fillen
(17 %) am haufigsten vorkam.

Sicherheitsdaten unter Langzeitexpo-
sition von TRK-Inhibitoren liegen noch
nicht vor, vor allem keine Daten zu spezi-
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fisch padiatrischen unerwiinschten Wir-
kungen, wie z. B. ein Einfluss auf das Kor-
perwachstum, die Pubertit oder die neu-
rokognitive Entwicklung.

Generell ist jedoch zu berticksichti-
gen, dass sowohl bei der CMN als auch
beim IFS der chirurgische Eingriff die
wesentliche Therapieoption darstellt [22,
23, 34]. Bei fortgeschrittenen Tumoren
kann eine Chemotherapie mit einem re-
lativ geringen Risiko fiir Spitfolgen sinn-
voll sein [45]. Daher wird der Einsatz von
TRK-Inhibitoren beim IFS in der Erstli-
nie auflerhalb von Studien zurzeit nicht
empfohlen.

Beginn einer Therapie mit
TRK-Inhibitoren

Generell sieht der Zulassungstext fiir La-
rotrectinib und der wahrscheinlich dhn-
lich lautende fiir Entrectinib den Einsatz
der Medikamente in spiteren Therapieli-
nien vor. Jedoch hat die European Medi-
cines Agency (EMA) inihrem ,,European
Public Assessment Report“ (EPAR) fiir
Larotrectinib festgestellt, dass prinzipiell
auch ein Einsatz in fritheren Therapie-
linien mdoglich ist, die Voraussetzungen
hierfiir sind, dass keine Standardtherapi-
en existieren, oder, selbst wenn Therapien
empfohlen werden, diese keinen nachge-
wiesenen und relevanten klinischen Vor-
teil zeigen [18].

Das Ziel einer Behandlung in diesem
Krankheitsstadium ist die Reduktion von
Symptomen und die Verlingerung der
Uberlebenszeit bei méglichst guter Le-
bensqualitit. Patienten, die der Indika-
tion von Larotrectinib entsprechen, ha-
ben also keine anderen Therapieoptionen
mehr, die ein positives Nutzen-Risiko-
Verhiltnis erwarten lassen oder haben
eine Chance auf Heilung nur durch mu-
tilierende Operationen.

Die Indikation kann auch gegeben
sein, wenn etwa noch vorhandene Sal-
vage-Therapien aufgrund von zu erwar-
tenden Toxizititen oder Komorbidititen,
auch im Hinblick auf eine adiquate Le-
bensqualitit, nicht (mehr) durchfiithrbar
sind. Der individuellen Abwagung durch
den behandelnden Arzt, ob es noch The-
rapieoptionen gibt, die in der Bewertung
des Nutzen-Risiko-Verhiltnisses besser
abschneiden als durch den Einsatz von

TRK-Inhibitoren nach vorhandener Stu-
dienlage zu erwarten ist, kommt somit
die entscheidende Bedeutung zu. Fiir die-
se Abwiégung sind insbesondere die be-
kannten Daten zur ORR, zum PFS und
der Vertraglichkeit fundamental.

Es existieren bislang keine Daten, die
Klarheit im Hinblick auf die notwendige
Therapiedauer mit TRK-Inhibitoren lie-
fern. In den gegenwirtigen Studien er-
folgte eine Therapie bis zum Progress (in
einzelnen Fillen auch dariber hinaus),
dem Abbruch der Studie durch den Pa-
tienten oder dem Auftreten einer dosis-
limitierenden Toxizitat [5, 15, 26, 29].
Ob und wie lange eine Therapie iiber ei-
ne komplette Remission hinaus notwen-
dig ist, ist gegenwirtig unklar, genauso
wie die Fragestellung, wie oft ein erneu-
ter Einsatz eines TRK-Inhibitors bei ei-
nem Tumorprogress nach vorangegan-
genem Absetzen der Therapie wirksam
ist (sog. Rechallenge). Zusammenfassend
kann festgehalten werden, dass die Thera-
piedauer unklarist, vor dem Hintergrund
und dem Verstindnis anderer tyrosin-
kinasetherapeutischer Konzepte scheint
aber derzeit i.d. R. eine Therapie bis zum
Progress oder bis zur Therapieunvertriag-
lichkeit gerechtfertigt. Sicherlich ist dies
besonders im padiatrischen Setting indi-
viduell zu diskutieren.

Entwicklung von Resistenzen
gegeniiber TRK-Inhibitoren

Es ist beschrieben, dass fusionspositive
Tumoren unter Therapie mit TRK-Inhi-
bitoren Resistenzen entwickeln kénnen
[16]. Zugrunde liegende Mechanismen
kénnen zum einen sog. On-target-Al-
terationen sein. Dabei handelt es sich
um Mutationen oder Amplifikationen,
die in der Genfusion vorkommen [53],
u.a. Basensubstitutionen in der NTRK-
Kinasedomdne (Gatekeeper-Mutatio-
nen) wie F589L in TRKA, F633L in
TRKB und F617L in TRKC, Solvent-
Front-Mutationen wie G595R in TRKA,
G639R in TRKB und G623R in TRKC
sowie x-DFG-motif-Mutationen wie
G667C in TRKA, G709C in TRKB und
G696A in TRKC [10, 28]. Es koénnen
aber auch sog. Off-target-Alterationen
zur Resistenzentwicklung beitragen, z. B.
mittels Aktivierung anderer, durch die



Substanzen nicht gehemmter Signal-
wege (,Bypass-Signalweg®) [53]. Bei
einer Aktivierung des MAPK-Signal-
wegs als Bypass-Signalweg weisen erste
préiklinische Daten darauf hin, dass eine
Kombination aus einem MEK- und ei-
nem TRK-Inhibitor wirksam sein kénnte
[11].

Zweitgenerations-TRK-Inhibitoren
sind selbst bei bestimmten On-target-
Alterationen wirksam [16]. Ein Ver-
treter ist Selitrectinib (BAY 2731954),
das oral verfiigbar ist und in praklini-
schen Untersuchungen Aktivitit gegen
erworbene Solvent-Front-, Gatekeeper-
und x-DFG-motif-Mutationen zeigte.
Selitrectinib wird in einer Phase-I/II-
Studie (NCT03215511, LOXO-EXT-
17005) und in Single-Patient-Proto-
kollen gepriift [28]. Insgesamt wurden
31 Patienten, darunter 7 piadiatrische
Patienten, mit TRK-Fusionstumoren
wie Sarkomen, GIST, Pankreastumoren,
sekretorischen Speicheldriisenkarzino-
men oder Glioblastomen mit einem
medianen Alter von 37 Jahren (Spanne
1,25-72 Jahre) behandelt. Alle Patienten
waren entweder intolerant gegeniiber
oder progredient unter einer vorherigen
TRK-Inhibitor-Therapie. Bei einer Do-
sierung von maximal 100mg zweimal
taglich erwies sich Selitrectinib als ver-
triglich. Es zeigten sich erste Hinweise
auf Wirksamkeit gegen Tumoren mit
erworbenen Resistenzmutationen in der
Kinasedomine [16].

Ein weiterer Vertreter ist Repotrecti-
nib (TPX-0005). Die Substanz wird der-
zeit in der Phase-1/II-Studie TRIDENT-1
(NCT03093116) iiberpriift [10]. Einge-
schlossen werden konnen u. a. Patienten
mit fortgeschrittenen soliden Tumoren,
inklusive primdren ZNS-Tumoren, mit
vorheriger TRK-Inhibitor-Therapie [9].

Fazit fiir die Praxis

== NTRK-Genfusionen sind starke on-
kogene Treiber, die tumorentititen-
tibergreifend vorkommen.

== Die Wirksamkeit und Vertraglichkeit
der TRK-Inhibitoren Larotrectinib
und Entrectinib wurden in Phase-
I- und Phase-II-Studien gezeigt. Die
bisherigen Daten legen nahe, dass
eine Langzeitgabe maglich ist.

== Entrectinib erwies sich ebenfalls als
wirksam bei TRK-Fusionstumoren,
aber auch bei ROS1-positiven Tu-
moren. Die Substanz war ebenfalls
gut vertraglich und hatte ein gut zu
beherrschendes Sicherheitsprofil.

== Es fehlen derzeit Informationen zu
den moglichen Langzeitfolgen einer
Therapie mit TRK-Inhibitoren.

== Die geringe Inzidenz der TRK-Fu-
sionstumoren stellt die Diagnostik
vor Herausforderungen. Zum einen
sollten alle Patienten, die TRK-Fusi-
onstumoren aufweisen, eine wirksa-
me Therapie erhalten kdnnen, zum
anderen muss der Diagnostikansatz
die Epidemiologie, die jeweilige Tu-
morhistologie sowie die Ausstattung
und Ressourcen des pathologischen
Instituts beriicksichtigen.

== Mit dem hier vorgestellten Diagno-
sealgorithmus maochten wir einen
praktikablen und zuverldssigen Weg
fiir die Diagnose von TRK-Fusionstu-
moren vorschlagen.
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