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 Diagnoza?

 Lokacija?

 Prvotna diagnoza?



Uvod



Gen Beljakovina

NTRK1 TrkA

NTRK2 TrkB

NTRK3 TrkC

NTRK (=neurotrophic-tropomyosin tyrosine receptor kinase)

Fiziološka aktivacija:

 Centralni in periferni živčni 

sistem

 Gladke mišice

 Vezava nevrotropinov

 Aktivacija MAPK in PI3K/AKT 

poti



Gen Znani partnerji

NTRK1

ARHGEF2, BCAN, CEL, CD74, CHTOP, CGN, CTRC, DDR2, EPHB2, EPS15, GATAD2B, 

GON4L, GRPAP1, IRF2BP2, LMNA, MDM4, MPRIP, MRPL24, NFASC, P2RY8, PEAR1, 

PLEKH6, PPL, RABGAP1L, RNF213, SCYL3, SQSTM1, SSBP2, TFG, TP53, TPM3, TPR, 

TRIM63, VANGL2  (n=33)

NTRK2
AFAP1, AGBL4, BCR, DAB2IP, NACC2, NAV1, PAN3, QK1, SLMAP, SQSTM1, STRN3, TLE4,

TRAF2, TRIMM24, VCL, WNK2 (n=16)

NTRK3
AFAP1, AKAP13, BTBD1, COX5A, EML4, ETV6, FAT1, LYN, MYH9, MYO5A, RBPMS, TPM4, 

ZNF710 (n=13)

Fuzije NTRK Posledici
 Konstitutivno izražanje Trk 

beljakovine 

 Aktivacija poti brez 

vezave nevrotropinov





Pomen fuzij NTRK

 Tarčno zdravljenje s Trk zaviralci
 Entrectinib (FDA, 2017)

 Larotrectinib (FDA 2018, EMA 2019)

 Boljše poznavanje/klasifikacija 

tumorjev s fuzijami NTRK
 Prepoznavanje tumorjev, ki bili prej 

opredeljeni kot MPNST,…

Dostopnost NGS



Trk zaviralci

 75% odgovor na zdravljenje

 Neodvisno od
 Starosti pacienta

 Vrste tumorja

 Gena NTRK

 Fuzijskega partnerja

Fuzija NTRK sama po sebi ne 

pomeni, da je tumor maligen



Tumor %

Sekretorni karcinom (dojka, slinavke, koža) >95%

Infantilni fibrosarkom >95%

Kongenitalni mezoblastni nefrom >80%

Papilarni karcinom ščitnice 15-25%

Spitz tumorji 15%

Tumorji s fuzijami NTRK

Tumor %

Adenokarcinom karcinom pljuč 0,2%

Kolorektalni karcinom 0,3%

Melanom 0,4%

Karcinom dojke 0,1%

Karcinom trebušne slinavke 0,3



33.997 tumorjev

87 tumorjev s fuzijami NTRK1-3

=0,25%







Leta 2007:

Ž, 25 let, 5 cm 

velik tumor na 

hrbtu





CD34

S100



panTRK

NGS: TPR-NTRK1



Metode za določanje 

fuzij NTRK



3 geni NTRK, številni fuzijski partnerji

Različni prelomi

V mnogih tumorjih fuzije NTRK prisotne v <1%



+

Razmeroma hitro (3-5 dni)

Uporabno za določanje ETV6-NTRK3 

(ETV6 ali NTRK3 break apart sonde)

Potrebnega malo tkiva

FISH

-

Potrebno izvesti 3 preiskave

Nepoznan fuzijski partner

Preureditev na nivoju DNA ne 

pomeni, da ta funkcionalna

Lahko lažno negativna



IHK

Pozitivni tudi

 Nevronalna tkiva

 Gladke mišice

 Testis 

 Tumorji brez fuzije NTRK
 Leiomiosarkom

 GIST

 Glioblastom

 Nevroblastom

 Fibrozni hamartom otroške 

dobe

 Primitivni miksoidni

mezenhimski tumor otroške 

dobe

panTRK: EPR17341

 Abcam, Roche/Ventana

 Prepozna C-konec TrkA, TrkB in TrkC

 Občutljivost: 75-100%

 Specifičnost: 92-100%

 Občutljivost za NTRK3 fuzije nižja: 50-80% (ni 

izražanja)!

 Pogosto le šibka citoplazemska reakcija

 Pogosto jedrna reakcija

 Lahko le fokalna reakcija

 Pozitivna notranja kontrola: živci

 Negativna notranja kontrola: vnetnice, žile,..



TRK-IHK – vzorci pozitivnosti

V osnovi citoplazemska 

reakcija

Lahko le fokalna (>1% 

celic)





ETV6-NTRK3: pogosto (ne vedno) jedrna 

reakcija

Jedrna reakcija vedno 

kaže na fuzijo!



ETV6-NTRK3: 

pogosto (ne vedno) 

jedrna reakcija

LMNA-NTRK1 

jedrna membrana

TPM-NTRK

PLEKH6-NTRK 

membranska 

reakcija



N=66

Referenčna metoda: RNA Archer



+

Hitro (1 dan)

Potrebnega malo tkiva

Razmeroma visoka občutljivost, 95-

100% (razen za NTRK3)

Nizki stroški

Primerna za presejanje

IHK

-

Lažno + v tumorjih z nevronalno ali 

gladkomišično diferenciacijo

Nizka občutljivost za fuzije NTRK3

Ne loči med različnimi fuzijami

Potrebna dokončna potrditev fuzije z 

molekularnimi metodami

Nizka specifičnost (gliomi, 

drobnocelični okroglocecelični

sarkomi, nevroblastom, sarkomi, 

nevroendokrini tumorji)



+

Mutacije, delecije, amplifikacije, 

fuzije, mikrosatelitna nestabilnost, 

mutacijsko breme tumorja

DNA-NGS (veliki paneli: MSK-IMPACT, FoundationOne)

-

Visoki stroški

Izvedba v 2-4 tednih

Lahko lažno -, ni zanesljivo za 

določanje fuzij NTRK3 (prelomi 

znotraj intronov, ki v testu niso pokriti)

Lažno – ob premajhnem deležu 

tumorskih celic (<20%)

Potrebnega razmeroma veliko tkiva 

(20 rezin po 5 mikrometrov)

Prisotnost spremembe še ne pomeni, 

da je ta tudi funkcionalna



Strukturne različice NTRK: n=107

Ni fuzije z RNA testiranjem: n=47

Na DNA nivoju nezaznane fuzije: n=14



+

Možno določiti fuzije s katerimkoli 

fuzijskim partnerjem

Zelo visoka senzitivnost

Zelo visoka specifičnost

RNA-NGS (Archer FusionPlex)

-

Visoki stroški

Pogoj ustrezna kakovost izolirane RNA





Kombinirani DNA/RNA NGS paneli

Thermo Fisher/Ion Torrent
 OFA: 53 genov

 OCA: 161 genov

 Amplicon-based

 Za detekcijo morata biti 

znana oba fuzijskega 

partnerja

Illumina
 TruSight Tumor: 170 genov

 Hybridization-capture



 geni z visoko frekvenco klinično pomembnih somatskih mutacij (»hotspot«, skupaj 35 genov): AKT1, 

ALK, AR, BRAF, CDK4, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4, ESR1, FGFR2, FGFR3, 

GNA11, GNAQ, HRAS, IDH1, IDH2, JAK1, JAK2, JAK3, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, 

MTOR, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RAF1, RET, ROS1 in SMO;

 fuzije (skupaj 23 genov): ALK, RET, ROS1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, 

BRAF, RAF1, ERG, ETV1, ETV4, ETV5, ABL1, AKT3, AXL, EGFR, ERBB2, PDGFRA in PPARG;

 spremembe števila kopij (skupaj 19 genov): ALK, AR, BRAF, CCND1, CDK4, CDK6, EGFR, ERBB2, 

FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, KIT, KRAS, MET, MYC, MYCN, PDGFRA in PIK3CA;

Oncomine Focus Assay



Oncomine Comprehensive Assay



Illumina TruSight

Tumor 170



Gen Znani partnerji

NTRK1

ARHGEF2, BCAN, CEL, CD74, CHTOP, CGN, CTRC, DDR2, EPHB2, EPS15, GATAD2B, 

GON4L, GRPAP1, IRF2BP2, LMNA, MDM4, MPRIP, MRPL24, NFASC, P2RY8, PEAR1, PPL, 

RABGAP1L, RNF213, SCYL3, SQSTM1, SSBP2, TFG, TP53, TPM3, TPR, TRIM63, VANGL2  

(n=32)

NTRK2
AFAP1, AGBL4, BCR, DAB2IP, NACC2, NAV1, PAN3, QK1, SLMAP, SQSTM1, STRN3, TLE4,

TRAF2, TRIMM24, VCL, WNK2 (n=16)

NTRK3
AFAP1, AKAP13, BTBD1, COX5A, EML4, ETV6, FAT1, LYN, MYH9, MYO5, RBPMS, TPM4, 

ZNF710 (n=13)

Fuzije NTRK 

OFA OCA







+

Hkratno določanje vseh relevantnih 

sprememb/tarč (mutacije, CNV, fuzije) z 

enim samim testom

Možna izvedba v 5 delovnih dneh ob 

začetka izolacije RNA/DNA, ob pogoju, da 

vzorcev dovolj

Senzitivnost 98-100%

Specifičnost 96-100%

Kombinirani DNA/RNA NGS paneli

-

Razmeroma visoki stroški

10-40 ng RNA, >20% tumorskih celic

Za racionalno delo potrebnih dovolj vzorcev 

za hkratno analizo (8-16)

Večji paneli, večji stroški, daljši čas analize, 

več informacij



Praktični pristop – Memorial Slone Kattering

Cancer Center

 FISH: če je pričakovana fuzija ETV6-NTRK3

 DNA NGS: rutinsko vsi maligni tumorji, če je dovolj tumorskega 

tkiva

 RNA NGS (Archer): če so v DNA NGS strukturne variante 

nejasnega pomena ali RAS/BRAF divji tip pri tumorjih, kjer 

pogosto mutacije (karcinom kolona, pljučni adenokarcinom)

 IHK: kadar fuzije nejasnega pomena ali premalo tkiva za NGS



Fuzije NTRK se izključujejo z:

- Mutacije KRAS, NRAS, BRAF, EGFR

- Fuzije ALK, ROS1, RET





Fuzije NTRK – testiranje v Sloveniji

IHK (panNTRK, EPR17341) 

NGS (DNA/RNA, RNA) 



Fuzije NTRK – indikacije za testiranje

Potrditev določene vrste tumorja/opredelitev vrste tumorja 

Določanje prediktivnih dejavnikov



Fuzije NTRK – indikacije za testiranje

Potrditev določene vrste tumorja/opredelitev vrste tumorja 

• Potrditev tumorja z veliko verjetnostjo fuzije NTRK (sekretorni karcinom, 
infantilni fibrosarkom,…)

• Prepoznava tumorjev s fuzijo NTRK („fibrosarkom“, „MPNST“, „DFSP“, “IMT“, 
nejasni mezenhimski tumorji z monomorfno sliko,..

Določanje prediktivnih dejavnikov

• Refleksno testiranje prediktivnih dejavnikov

• Testiranje malignih tumorjev v napredovalem stadiju na zahtevo



Fuzije NTRK – indikacije za testiranje

Potrditev določene vrste tumorja/opredelitev vrste tumorja 

• Potrditev tumorja z veliko verjetnostjo fuzije NTRK (sekretorni 
karcinom, infantilni fibrosarkom,…)

• Prepoznava tumorjev s fuzijo NTRK („fibrosarkom“, „MPNST“, 
„DFSP“, nejasni mezenhimski tumorji z monomorfno sliko,..

Določanje prediktivnih dejavnikov

• Refleksno testiranje prediktivnih dejavnikov

• Testiranje malignih tumorjev v napredovalem stadiju na zahtevo

NGS→IHK

NGS→IHK ali IHK→NGS

NGS→IHK

NGS→IHK ali IHK→NGS









 geni z visoko frekvenco klinično pomembnih somatskih mutacij (»hotspot«, skupaj 35 genov): AKT1, 

ALK, AR, BRAF, CDK4, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4, ESR1, FGFR2, FGFR3, 

GNA11, GNAQ, HRAS, IDH1, IDH2, JAK1, JAK2, JAK3, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, 

MTOR, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RAF1, RET, ROS1 in SMO;

 fuzije (skupaj 23 genov): ALK, RET, ROS1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, 

BRAF, RAF1, ERG, ETV1, ETV4, ETV5, ABL1, AKT3, AXL, EGFR, ERBB2, PDGFRA in PPARG;

 spremembe števila kopij (skupaj 19 genov): ALK, AR, BRAF, CCND1, CDK4, CDK6, EGFR, ERBB2, 

FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, KIT, KRAS, MET, MYC, MYCN, PDGFRA in PIK3CA;

Oncomine Focus Assay



 geni z visoko frekvenco klinično pomembnih somatskih mutacij (»hotspot«, skupaj 35 genov): AKT1, 

ALK, AR, BRAF, CDK4, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4, ESR1, FGFR2, FGFR3, 

GNA11, GNAQ, HRAS, IDH1, IDH2, JAK1, JAK2, JAK3, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, 

MTOR, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RAF1, RET, ROS1 in SMO;

 fuzije (skupaj 23 genov): ALK, RET, ROS1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, 

BRAF, RAF1, ERG, ETV1, ETV4, ETV5, ABL1, AKT3, AXL, EGFR, ERBB2, PDGFRA in PPARG;

 spremembe števila kopij (skupaj 19 genov): ALK, AR, BRAF, CCND1, CDK4, CDK6, EGFR, ERBB2, 

FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, KIT, KRAS, MET, MYC, MYCN, PDGFRA in PIK3CA;

Oncomine Focus Assay – adenokarcinom pljuč



 geni z visoko frekvenco klinično pomembnih somatskih mutacij (»hotspot«, skupaj 35 genov): AKT1, 

ALK, AR, BRAF, CDK4, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4, ESR1, FGFR2, FGFR3, 

GNA11, GNAQ, HRAS, IDH1, IDH2, JAK1, JAK2, JAK3, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, 

MTOR, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RAF1, RET, ROS1 in SMO;

 fuzije (skupaj 23 genov): ALK, RET, ROS1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, 

BRAF, RAF1, ERG, ETV1, ETV4, ETV5, ABL1, AKT3, AXL, EGFR, ERBB2, PDGFRA in PPARG;

 spremembe števila kopij (skupaj 19 genov): ALK, AR, BRAF, CCND1, CDK4, CDK6, EGFR, ERBB2,

FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, KIT, KRAS, MET, MYC, MYCN, PDGFRA in PIK3CA;

Oncomine Focus Assay - melanom



Rezistenca na inhibitorje NTRK – točkovne mutacije

NTRK1: p.G667C

NTRK3: p.G696A



Zaključki



Pred zdravljenjem je 

potrebno fuzijo 

NTRK potrditi z 

molekularno 

metodo (RNA NGS) 

in IHK 

NTRK

RNA NGS→IHK

IHK→RNA NGS

SLO NA LETO

Melanomi

2

Atipični Spitz tumorji

5-10 

Mezenhimski tumorji

5-10

Karcinomi 

20-30

Glialni tumorji

2

Diagnostika fuzij 

NTRK in izbor 

primarne metode 

mora biti v korelaciji 

histopatološko

sliko, vrsto tumorja, 

diferencialno 

diagnozo, 

pričakovano fuzijo, 

kliničnim 

kontekstom in 

vzorcem, ki je na 

voljo za testiranje 



DOLOČANJE FUZIJ NTRK MORA BITI DEL PATOLOŠKE DIAGNOSTIKE IN CELOVITEGA 

OPREDELJEVANJA PREDIKTIVNIH DEJAVNIKOV IN NE IZOLIRAN PROCES 

IZBOR TESTIRANJA NTRK JE ODVISEN OD VEČ OKOLIŠČIN IN DOSTOPNIH METOD



Jože PIŽEM Kontakt

+ 386 (0) 1 543 7103

joze.pizem@mf.uni-lj.si

Lokacija

Inštitut za patalogijo, Korytkova

2, Ljubljana, SI-1000


