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Аннотация

Введение. В ноябре 2018 г. FDA одобрило применение ларотректениба для лечения распространенных 
солидных опухолей, содержащих слияния с генами NTRK других генов, в августе 2019 г. – энтректиниб. 
Цель исследования – представить современные данные о структуре и функциях генов NTRK, частоте 
встречаемости перестроек с их участием, последствиях от их возникновения на клеточном уровне, 
методах детекции таких перестроек, а также о таргетных препаратах, применяемых при наличии хи-
мерных генов NTRK. Материал и методы. Поиск статей осуществлялся в базах данных PubMed NCBI, 
Web of Science, Scopus. Результаты. Продукты генов NTRK являются рецепторами к нейротрофинам, 
и их высокая экспрессия в норме наблюдается только в узком диапазоне типов тканей. Внутрихромо-
сомные или межхромосомные перестройки приводят к значительному повышению уровня экспрессии 
химерного гена благодаря попаданию под сильный промотор гена-партнера. Высокая транскрипционная 
активность такого гена наряду с постоянным включением киназной активности белкового продукта 
приводят к включению метаболических путей, отвечающих за уход клетки от апоптоза и нарушение 
регуляции клеточного цикла. Встречаемость химерных генов NTRK варьирует между различными 
типами опухолей, с наиболее высокой (до 90 %) – при редко встречающихся онкологических заболева-
ниях (секреторная карцинома молочной железы, секреторная карцинома слюнных желез, врождённая 
мезобластическая нефрома, детская фибросаркома). Новые таргетные препараты (ларотректениб и 
энтректиниб) имеют высокую эффективность подавления роста опухоли, несущей перестройки NTRK, 
вне зависимости от типа опухоли. В связи с этим актуальными представляются внедрение новых 
высокоточных методов детекции химерных генов NTRK, а также исследование механизмов развития 
резистентности с предположением способов ее преодоления. Заключение. Перестройки генов NTRK 
встречаются достаточно часто при различных видах онкологии и являются эффективной мишенью для 
современных таргетных препаратов.

Ключевые слова: NTRK, химерные гены, таргетная терапия, метаболические пути, TRK-ингибиторы, 
диагностика.
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Abstract

Background. The first-generation TRK inhibitors, larotrectinib and entrectinib, were approved by the U.S. 
Food and Drug Administration (FDA) for the treatment of advanced solid tumors harboring NTRK gene 
fusions in November 2018 and in August 2019, respectively. The purpose of the study was to present up-
to-date data on the structure and functions of NTRK genes, the frequency of occurrence of rearrangements 
with their participation, the consequences of their occurrence at the cellular level, methods of detecting such 
rearrangements, as well as targeted drugs used in the presence of chimeric NTRK genes. Material and 
Methods. A systemic literature search was conducted in PubMed NCBI, Web of Science, Scopus databases. 
Results. The products of NTRK genes are receptors for neurotrophins, and their high expression is normally 
observed only in a narrow range of tissue types. Intrachromosomal or interchromosomal rearrangements 
lead to a significant increase in the level of expression of the chimeric gene regulated by the strong promoter 
of the partner gene. The high transcriptional activity of such a gene, along with the constant activation of the 
kinase activity of the protein product, leads to the activation of metabolic pathways responsible for cell escape 
from apoptosis and disruption of the regulation of the cell cycle. The occurrence of chimeric NTRK genes 
varies between different types of tumors, with the highest (up to 90 %) in rare cancers (secretory carcinoma 
of the breast, secretory carcinoma of the salivary glands, congenital mesoblastic nephroma, children’s 
fibrosarcoma). Larotrectinib and entrectinib are highly effective targeted drugs in suppressing the growth of a 
tumor carrying NTRK rearrangements, regardless of the type of tumor. In this regard, the introduction of new 
high-precision methods for the detection of chimeric NTRK genes, as well as the study of the mechanisms 
of the development of resistance with the assumption of ways to overcome it, seems relevant. Conclusion. 
Rearrangements of NTRK genes are quite common in various types of oncology and are an effective target 
for modern targeted drugs.

Key words: NTRK, gene fusions, targeted therapy, metabolic pathways, TRK inhibitors, diagnostics.

NTRK рецепторы. Открытие и строение
Продуктами генов NTRK  (neurotrophin 

tropomyosin receptor kinase) являются тирозинки-
назные рецепторы к нейротрофинам (TRK): TRKA 
(ген NTRK1), TRKB (NTRK2) и TRKC (NTRK3). 
TRK-семество было так названо в честь онкогена, 
выделенного в 1982 г. из опухоли толстой кишки 
[1]. Этот онкоген представлял собой последова-
тельность семи из восьми экзонов немышечного 
тропомиозина, присоединённую к 3’-фрагменту 
гена NTRK1, содержащего экзоны, кодирующие 
трансмембранный и цитоплазматический доме-
ны. В 1989 г. была получена кДНК протоонкогена 
NTRK1 и описан его продукт, TRKA, как белок, 
состоящий из 790 аминокислот. TRKA представ-
ляет собой гликопротеин с молекулярной массой 
140 кДа, который изначально образуется в виде 
предшественника с молекулярной массой 110 кДа и 
затем подвергается дальнейшему гликозилированию 
по мере транспортирования к плазматической мем-
бране [2, 3]. В 1991 г. было доказано, что TRKA экс-

прессируется в нервной системе и фосфорилируется 
при связывании с нейротрофином – фактором роста 
нейронов (NGF – nerve growth factor) [4, 5]. Гены 
NTRK2 и NTRK3 обладают высокой гомологией с 
геном NTRK1, и сравнение их последовательностей 
с другими трансмембранными тирозинкиназами 
показало, что они составляют новую отдельную 
группу тирозинкиназных рецепторов, ассоцииро-
ванных с поверхностью клетки [6].

В норме TRK участвуют в развитии и функ-
ционировании нервных тканей: дифференцировке, 
пролиферации, формировании синапсов, аксонов 
и дендритов, мембранном транспорте [7]. TRK-
рецепторы имеют внеклеточный, трансмембран-
ный и внутриклеточный регионы, последний из 
которых содержит тирозинкиназный домен. Вне-
клеточный домен включает в себя два кластера, 
богатых цистеином (C1 и C2), между которыми 
расположены три 24-аминокислотных повтора, 
обогащенных лейцином (LRR – leucine rich repeat). 
Между C2 и трансмембранным доменом находятся 
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два иммуноглобулин-подобных домена (Ig1 и Ig2) 
(рис. 1).

Основная функция TRK-рецепторов осущест-
вляется путем связывания со специфическими 
лигандами – нейротрофинами: NGF, нейротро-
фическим фактором мозга (BDNF – brain-derived 
neurotrophic factor), нейротрофином-3 (NT-3) и 
нейротрофином-4 (NT-4). NGF связывается ис-
ключительно с TRKA [8], BDNF и NT-4 – с TRKB 
[9], NT-3 способен связываться со всеми TRK-
рецепторами, но аффинность связывания с TRKC 
наибольшая [10, 11]. Нейротрофины связываются с 
рецепторами в виде димеров, из-за чего возможно 
взаимодействие одновременно с двумя рецепто-
рами [12]. При этом вторым рецептором может 
выступать не только TRK, но и p75-рецептор к 
нейротрофинам (p75NTR), регулируя тем самым 
количество нейротрофина, необходимого для пере-
дачи сигнала [13].

Метаболические пути, 
активируемые TRK-рецепторами
Основные работы, описывающие молекуляр-

ные механизмы проведения сигнала через TRK, 
были выполнены на клетках феохромоцитомы 
надпочечников крыс (PC12), которые экспресси-
ровали TRKA и p75 и использовались в качестве 
модельной клеточной линии для симпатических 
нейронов [14]. В отличие от первичных нейронов, 
эти клетки продолжают делиться, и у них отсут-
ствует специализация частей клетки на аксон и 
дендриты. Поэтому первые работы описывали 
молекулярные механизмы проведения сигнала 
через TRK, базируясь на NGF и TRKA. Результа-
ты этих работ были экстраполированы на TRKB 

и TRKC. После изучения механизмов передачи 
сигналов от TRK-рецепторов как в первичных 
нейронах, так и за пределами нервной системы 
стало ясно, что многие пути являются общими 
для активации разных TRK-рецепторов, в то время 
как некоторые запускаются TRK-специфично или 
тканеспецифично.

При связывании нейротрофинов с TRK-рецеп-
торами происходит димеризация рецепторов и 
аутофосфорилирование по остаткам тирозина, 
находящимся внутри клетки [15]. В частности, 
фосфорилируются Y676, Y680 и Y681 в TRKA 
и соответствующие аминокислотные остатки в 
TRKB и TRKC, которые расположены в активаци-
онной петле киназного домена. Фосфорилирование 
этих остатков тирозина необходимо для полной 
активации киназы [16]. Дополнительное фосфо-
рилирование Y496 и Y791 TRKA и соответствую-
щих аминокислотных остатков TRKB и TRKC 
усиливает внутриклеточный сигнал. Фосфорили-
рованный Y496 привлекает трансформирующий 
белок SHC и субстрат рецептора фактора роста 
фибробластов 2 (FRS2 – fibroblast growth factor 
receptor substrate 2), в то время как фосфорили-
рованный Y791 взаимодействует с фосфолипазой 
фосфоинозитида Cγ (PLCγ – phosphoinositide 
phospholipase Cγ) (рис. 2) [17]. Этими белками ак-
тивируются другие внутриклеточные эффекторы, 
в том числе участники сигнальных путей митоген-
активируемой протеинкиназы (MAPK – mitogen-
activated proteinkinase), фосфатидилинозитол-3 
киназы (PI3K – phosphatidylinositol 3-kinase) и 
протеинкиназы C (PKC). Каждый активированный 
таким образом сигнальный путь регулирует транс-
крипцию генов, участвующих в дифференцировке 

Рис. 1. Структура TRK-рецепторов и 
взаимодействующие с ними нейро-

трофины
Fig. 1. The structure of TRK receptors 
and the neurotrophins interacting with 

them



123

ОБЗОРЫ

СИБИРСКИЙ ОНКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2021; 20(6): 120–133

и выживании нейронов, в том числе регулируются 
гены, кодирующие транскрипционные факторы-
белки, связывающиеся с элементами ответа на 
циклический АМФ (CREB – cyclic AMP response 
element-binding protein) [14].

NTRK-химерные гены. 
Наиболее частые гены-партнеры 
Онкогенная активация TRK-рецепторов про-

исходит в результате формирования химерных 
NTRK-генов. В результате внутрихромосомной или 
межхромосомной перестройки образуется химер-
ный ген, содержащий на 3'-конце последователь-
ность киназного домена NTRK, присоединённую 
к 5'-последовательности гена-партнёра. Продукт 
такого гена – химерный белок – обладает свой-
ством лиганд-независимой активации киназного 
домена [15, 18]. В химерных генах различных 
киназ последовательность гена-партнёра часто 
содержит олигомеризационные домены: супер-
спирализованные домены, цинковые пальцы или 
WD-повторы (мотивы из ~40 а.о., заканчивающих-
ся триптофаном и аспартатом), которые требуются 
для димеризации и активации киназы в некоторых 
случаях. Поэтому преобладающая часть генов-
партнёров NTRK содержит в своём составе такие 

домены (например, TPM3, LMNA, PAN3, TFG со-
держат в своём составе суперспирализованные 
домены, IRF2BP2 и TRAF2 – цинковые пальцы, 
RFWD2, STRN, EML4 – WD-повторы). Но также 
известны гены-партнёры с другим механизмом 
димеризации, либо не содержащие соответствую-
щих доменов (ETV6, BCR, CD74), либо имеющие 
неизвестный механизм димеризации (AFAP1, LYN). 
Одним из альтернативных механизмов является 
замещение автоингибирующего домена, находя-
щегося во внеклеточной области TRK-рецептора, 
последовательностью гена-партнёра. 

Также в результате иммуногистохимического 
анализа было показано, что ген-партнёр может 
отвечать за расположение химерного белка в 
клетке, причем это относится не только к химер-
ным TRK-рецепторам, но и к другим киназам 
(например, ALK) [19]. В опухолях с перестрой-
ками NTRK1-LMNA при иммуногистохимическом 
окрашивании проявлялся характерный паттерн 
окрашивания ядерной мембраны, что связано с 
биологической ролью гена LMNA, кодирующего 
ламин A/C – структурный компонент внутренней 
ядерной мембраны. Среди всех перестроек NTRK 
чаще других встречаются ETV6-NTRK3 и TPM3-
NTRK1 [20].

Рис. 2. Метаболические пути, в кото-
рых участвуют TRK-рецепторы

Fig. 2. Metabolic pathways involving 
TRK receptors
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Встречаемость NTRK-химерных генов 
в разных типах опухолей
По частоте возникновения перестроек NTRK 

злокачественные опухоли можно отнести к двум 
основным категориям:

– редко встречающиеся типы опухолей с ча-
стотой перестроек NTRK более 90 %, например, 
секреторная карцинома молочной железы, секре-
торная карцинома слюнных желез, врождённая 
мезобластическая нефрома, детская фибросаркома 
[21–25];

– более распространённые типы рака с низкой 
частотой перестроек NTRK (до 25 %), к которым 
относятся рак молочной железы, колоректальный 
рак, рак лёгкого, меланома, папиллярный рак 
щитовидной железы, рак поджелудочной железы, 
гастроинтестинальные стромальные опухоли, 
глиомы у детей и др. [21].

Секреторная карцинома молочной железы – ред-
кий подтип инфильтративной карциномы протоков, 
в более чем 90 % случаев содержащий химерный 
ген ETV6-NTRK3 [26–28]. В 2010 г. описан так на-
зываемый аналог секреторной карциномы молоч-
ной железы (MASC – mammary analogue secretory 
carcinoma) – секреторная карцинома слюнной же-
лезы, также содержащая перестройки ETV6-NTRK3 
в более чем 90 % случаев [29]. Сравнение геномов 
показало, что секреторная карцинома молочной 
железы генетически ближе к секреторной карцино-
ме слюнной железы, чем к другим типам опухолей 
молочной железы [26]. Недавно обнаружены под-
типы секреторной карциномы слюнной железы, 
содержащие перестройки ETV6-RET [30]. Также 
были описаны случаи секреторной карциномы щи-
товидной железы (также известной как аналог се-
креторной карциномы щитовидной железы) и кожи, 
содержащие перестройки ETV6-NTRK3 [31].

Врождённая мезобластическая нефрома – ред-
кий тип опухолей почек, в основном возникает 
в младенчестве или у маленьких детей, почти в 
каждом случае причиной являются перестройки 
ETV6-NTRK3, которые обычно сопровожда-
ются трисомией по 11 хромосоме [31, 32]. Но 
встречаются опухоли этого типа и с другими 
NTRK-перестройками [33]. Детская фибросарко-
ма – редкий тип саркомы мягких тканей, не от-
носящийся к рабдомиосаркомам, возникающий в 
течение первых лет жизни. Показано, что частота 
перестроек ETV6-NTRK3 в этом типе опухолей 
колеблется от 70 до 91 % [34]. При этом также 
были описаны перестройки LMNA-NTRK1 и 
EML4-NTRK3, встречающиеся намного реже [33, 
35, 36].

При анализе 112 случаев глиом у детей было вы-
явлено 8 (7 %) опухолей, содержащих перестройки 
генов NTRK, из которых 4 были обнаружены у 10 
детей моложе 3 лет с глиомами, развившимися не 
из стволовых клеток мозга (40 %) [37]. При изуче-
нии глиом, возникших у взрослых, перестройки 

NTRK были обнаружены в 2 % случаев (8 из 390), 
при этом 75 % перестроек составляли химерные 
гены NTRK2 [38].

Перестройки NTRK у детей с папиллярным ра-
ком щитовидной железы обнаруживаются в 26 % 
случаев [39], у взрослых частота встречаемости 
перестроек NTRK при раке щитовидной железы 
составляет менее 10 % [20].

В распространённых типах злокачественных 
новообразований (рак молочной железы, рак 
лёгкого, колоректальный рак, меланома, рак 
поджелудочной железы, опухоли головы и шеи, 
почечные карциномы, саркомы мягких тканей и 
не желудочно-кишечного происхождения, гастро-
интестинальные стромальные опухоли) частота 
перестроек NTRK варьирует от 0,1 до 2 % [22].

В гематологических опухолях NTRK-пере-
стройки встречаются достаточно редко, в основ-
ном при остром лимфобластном лейкозе (ОЛЛ) и 
остром миелоидном лейкозе (ОМЛ). В исследова-
нии 2018 г. проведено секвенирование ДНК и РНК 
из гематологических опухолей 7311 пациентов, из 
которых у 8 (0,1 %) обнаружены перестройки NTRK 
[21]. Три случая составляли опухоли, развившиеся 
из гистиоцитов (LMNA-NTRK1, TFG-NTRK1) и 
дендритных клеток (TPR-NTRK1) с частотой пере-
строек 3,8 % (3 из 78), 1 случай ОЛЛ (ETV6-NTRK3; 
1 из 659; 0,15 %), 2 случая ОМЛ (ETV6-NTRK2, 
ETV6-NTRK3; 2 из 1201; 0,17 %).

Метаболические пути 
химерных TRK-белков
Через химерные TRK-белки запускаются те же 

молекулярные механизмы проведения сигнала, что 
и через TRK-рецепторы без перестроек, однако 
возможна тканеспецифичность. Например, химер-
ный белок гена ETV6-NTRK3, выявляемый почти 
во всех случаях MASC, чаще всего передает сигнал 
через Ras-ERK, но при экспрессии в Ba/F3-клетках 
(лимфоциты мыши) – преимущественно через 
PLCγ-путь [23]. В клеточных линиях рака лёгкого 
и колоректального рака с перестройками NTRK1 
преобладающей является передача сигнала через 
SHC–RAS–MAPK, но была описана и активация 
PI3K и STAT3 путей [40]. Преобладание определен-
ных путей активации также зависит не только от 
типа ткани, но и от локализации химерного белка, 
которая частично определяется геном-партнёром.

Таргетные препараты ларотректиниб 
и энтректиниб
Ларотректиниб и энтректиниб –TRK-инги-

биторы первого поколения, действующие на 
TRKA-, TRKB- и TRKC-рецепторы [15, 18]. Для 
ингибирования TRKA/B/C половина максимальной 
ингибирующей концентрации (IC50) ларотректини-
ба составляет 5–11 нМ, энтректиниба – 1–5 нМ [22, 
41]. Данные препараты отличаются по специфич-
ности действия на киназные рецепторы. Ларотрек-
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тиниб действует TRK-селективно, специфичность 
связывания с TRK-рецепторами более чем в 100 
раз выше по сравнению с другими 229 киназными 
рецепторами и более чем в 1000 раз выше по срав-
нению с другими 80 мишенями, не входящими в 
группу киназных рецепторов [40]. Энтректиниб – 
мультикиназный ингибитор, проявляющий ак-
тивность в отношении ALK (IC50=1,6 нМ), ROS1 
(IC50=0,2 нМ) и TRKA/B/C [42, 43]. Ларотректиниб 
эффективно замедляет рост клеточных линий или 
ксенографтов, содержащих перестройки TPM3-
NTRK1, MPRIP-NTRK1, TRIM24-NTRK2 или 
ETV6-NTRK3, что связано с ингибированием RAF-
MEK-ERK или PI3K-AKT сигнальных путей [44]. 
Сходным образом энтректиниб ингибирует рост 
клеточных линий и ксенографтов, содержащих 
LMNA-NTRK1 или EVT6-NTRK3 [43].

Имеются другие мультикиназные ингибиторы, 
одобренные к применению против других перестро-
ек: кабозантиниб, кризотиниб, нинтеданиб, понати-
ниб, а также препараты, находящиеся на различных 
стадиях клинических исследований: алтиратиниб, 
форетиниб, лестауртиниб, мерестиниб, MGCD516, 
PLX7486, DS-6051b и TSR-011 [15]. Активность 
этих мультикиназных ингибиторов варьирует по 
отношению к TRKA/B/C. Причём некоторые из них 
имеют менее выраженный эффект по сравнению с 
ларотректинибом и энтректинибом, а также клини-
ческий эффект части этих ингибиторов в отношении 
TRK-рецепторов изучен недостаточно.

Клинические исследования 
ингибиторов химерных TRK-рецепторов
В настоящее время преимущественно приме-

няется стратегия испытания противоопухолевых 
препаратов по типу «корзины» (basket trial), в 
рамках которой принимают участие пациенты, 
у которых имеются определённые генетические 
маркеры, независимо от типа рака. Больные по-
лучают препарат, нацеленный на специфические 
мутации или биомаркеры, найденные в опухолях. 
Такая стратегия позволяет проводить более бы-
строе тестирование.

Для оценки эффективности ларотректиниба 
при терапии опухолей, содержащих перестрой-
ки NTRK, проведены следующие клинические 
испытания: испытания I фазы среди взрослых 
(NCT02122913), фаза I/II испытаний среди детей 
(SCOUT, NCT02637687) и испытания II фазы по 
типу «корзины» среди взрослых и подростков 
(NAVIGATE, NCT02576431) [22]. По результатам 
лечения 55 пациентов разных возрастов и с разными 
опухолями опубликованы данные, согласно кото-
рым доля больных с объективным ответом (ORR – 
objective response rate) составила 75 % (CI95: 61–85 %), 
с полным ответом на терапию (CRR – complete 
response rate) – 13 %. Вскоре набор данных был 
расширен: полный список включал 159 пациентов, 
в возрасте от 1 мес до 84 лет с различными злокаче-

ственными новообразованиями, содержащими TRK 
[45]. Чаще всего это были пациенты с секретор-
ной карциномой, детской фибросаркомой (18 %), 
раком щитовидной железы (16 %), слюнных же-
лез (13 %) и легкого (8 %). Большая часть пере-
строек включала химерные гены NTRK1 (40 %) 
или NTRK3 (55 %), обнаруженные с помощью мо-
лекулярного профилирования опухолей. Результи-
рующий ORR составил 79 % (CI95: 72–85 %), ответ 
не зависел от типа опухоли, возраста, типа гена 
NTRK и гена-партнёра. Полный ответ наблюдался 
у 16 % пациентов, частичный – у 63 %. Медиана 
времени до ответа составила 1,8 мес, средняя про-
должительность жизни до прогрессирования (PFS – 
median progression-free survival) – 28,3 мес, медиана 
общей выживаемости (OS – overall survival ) – 
44,4 мес [45]. У 5 % пациентов (6/122) обнаружены 
метастазы в мозг, ORR на ларотректиниб составил 
60 %. У двух пациентов с метастазами в мозг при 
аденокарциноме лёгкого и раке молочной железы 
применение ларотректиниба привело к полному 
ответу [46]. В ноябре 2018 г. FDA одобрило при-
менение ларотректиниба для лечения взрослых и 
педиатрических злокачественных опухолей при 
наличии в них перестроек генов NTRK.

При клинических испытаниях энтректиниба 
STARTRK-2, STARTRK-1 и ALKA-372-001 по-
лучены следующие данные: терапию получали 54 
пациента с солидными опухолями, содержащими 
перестройки NTRK (NTRK1 – 41 %, NTRK3 – 57 %), 
ORR составил 57 % (CI95: 43–71 %), полный от-
вет наблюдался у 7 % пациентов [47]. Ответ был 
одинаковый вне зависимости от типа опухоли 
или гена NTRK с перестройкой. Медиана продол-
жительности ответа составила 10 мес, медиана 
PFS – 11 мес, OS – 21 мес. В этих испытаниях 
принимали участие взрослые, средний возраст 
составил 58 лет (21–83 года). Причём у 12/54 па-
циентов с метастазами в центральную нервную 
систему (ЦНС). В этих случаях ORR составил 
55 % (CI95: 23–83 %), полный и частичный ответы 
наблюдались в 27 % случаев, средняя продолжи-
тельность времени до прогрессирования после 
терапии – 14,3 мес.

В 2019 г. представлены результаты клинического 
испытания энтректиниба у детей [48]. В STARTRK-
NG получили терапию 7 пациентов, среди них трое 
с глиомой, один с меланомой, один с эмбриональ-
ной опухолью ЦНС, двое с врождённой фибросар-
комой. Большая часть перестроек включала NTRK3 
(n=4). У 6 пациентов опухоль уменьшилась более 
чем в половину, наибольшая продолжительность 
положительного ответа составила 15 мес.

В начале 2019 г. FDA на основании результа-
тов клинических исследований ALKA-372-001, 
STARTRK-1 и STARTRK-2 предоставило право 
на приоритетное рассмотрение энтректиниба для 
лечения взрослых и детей с солидными NTRK-
зависимыми опухолями, при наличии прогрес-
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сирования после предшествующей терапии или 
в качестве первой линии терапии при отсутствии 
существующих стандартных методов лечения, а 
также для лечения больных с метастатическим 
ROS1-положительным немелкоклеточным раком 
легкого.

Для гематологических опухолей клинические 
испытания ларотректиниба и энтректиниба пока 
не проведены. На клеточных линиях (HMC-1, 
HMC-1.2), а также на мышах, которым ксенотран-
сплантировали клетки линии HMC-1, было по-
казано, что применение энтректиниба уменьшает 
активацию TRKA [49]. Также в in vitro и in vivo 
моделях было показано, что при ингибировании 
TRKA восстанавливается чувствительность клеток 
к ингибированию рецептора KIT [49].

На клеточных линиях IMS-M2 и M0-91, вы-
деленных от пациентов с ОМЛ и содержащих 
перестройки ETV6-NTRK3, после применения 
энтректиниба в наномолярных концентрациях 
(0,47 и 0,65 нМ соответственно) наблюдалось ин-
гибирование пролиферации, а также вступление 
клеток в апоптоз [50]. 

При применении ларотректиниба и кризоти-
ниба на in vivo модели ETV6-NTRK3 ОЛЛ было 
зафиксировано TRK-ингибирование с полным 
подавлением пролиферации опухолевых клеток, 
причём ларотректиниб был примерно в 20 раз 
эффективнее, что является предпосылкой для про-
верки больных с ОЛЛ на наличие ETV6-NTRK3 
перестроек и клинических испытаний TRK-
ингибиторов для гематологических опухолей, 
содержащих эти типы перестроек [51].

Выявлено значительное ингибирующее дей-
ствие ларотректиниба на клеточные линии, по-
лученные от пациентов с гематологическими 
опухолями и перестройками NTRK, вне зави-
симости того, какой тип сигнальных путей был 
активирован перестройкой [52]. В рамках этого 
исследования по результатам ксенографтной 
модели пациент с хронической лимфоцитарной 
лейкемией, у которого развилась ОМЛ с перестрой-
ками ETV6–NTRK2, ETV6-MECOM и ещё семью 
другими мутациями, принимал ларотректиниб. 
В результате было достигнуто ингибирование 
клонов, содержащих перестройки ETV6–NTRK2 
[52], что подчёркивает важность дальнейших 
исследований эффективности ларотректиниба 
против гематологических опухолей, содержащих 
NTRK-перестройки, и проведения клинических 
испытаний.

Резистентность
У некоторых пациентов развивается устойчи-

вость к таргетным препаратам, подразделяющаяся 
на устойчивость в целевом белке (on-target) и вне 
целевого белка (off-target). Устойчивость в целевом 
белке связана с мутациями, возникающими в ки-
назном домене TRK в ответ на таргетную терапию. 

Эти мутации приводят к заменам аминокислот, 
которые стерически затрудняют связывание рецеп-
тора с ингибитором, изменяют конформацию ки-
назного домена или аффинность к АТФ [53]. Такие 
изменения паралогичны мутациям, возникающим в 
киназном домене ALK и ROS1-химерных генов при 
таргетной терапии ALK- или ROS1-содержащих 
опухолях лёгкого [54, 55]. Большая часть из таких 
мутаций киназных доменов возникает в генах 
NTRK1 и NTRK3, и, хотя частоту приобретения 
такой устойчивости ещё предстоит определить, 
маловероятно, что эти события редкие [44].

Устойчивость вне целевого белка связана с воз-
никновением мутаций в других тирозинкиназных 
рецепторах или включением новых сигнальных 
путей в ответ на TRK-ингибирование. Например, 
у некоторых пациентов с NTRK-позитивными 
опухолями в ответ на TRK-ингибирование воз-
никли V600E BRAF-мутации, KRAS-мутации 
или произошла амплификация гена MET [56]. 
Было показано, что применение комбинирован-
ной терапии позволяет бороться с развившейся 
резистентностью. Например, пациент с пере-
стройками NTRK в опухоли, в клетках которой 
появилась MET-амплификация после применения 
TRK-ингибиторов первого поколения, продолжил 
отвечать на терапию при одновременном приме-
нении TRK- и MET-ингибиторов [56].

TRK-ингибиторы следующего поколения
TRK-ингибиторы следующего поколения по-

зволяют преодолевать устойчивость в целевом 
белке, развившуюся после применения TRK-
ингибиторов первого поколения, воздействуя на 
дикий тип TRKA/B/C. Основные ингибиторы, 
селитректиниб (также известный как LOXO-195) 
и репотректиниб (TPX-0005), находятся на ста-
дии клинических исследований. По сравнению 
с TRK-ингибиторами первого поколения они об-
ладают повышенной ингибирующей активностью 
в отношении TRKA/B/C. Ингибирующая актив-
ность этих препаратов была исследована в экс-
периментах in vitro и in vivo на моделях, которые 
содержали аминокислотные замены в киназном 
домене TRK, что приводило к резистентности к 
препаратам первого поколения. Значения IC50 для 
селитректиниба и репотректиниба оказались в 
10–100 раз ниже значений для ларотректиниба и 
энтректиниба, а для некоторых мутаций препара-
ты следующего поколения были единственными 
активными агентами [53, 57].

В клинических испытаниях селитректиниба 
(фазы I/II) принял участие 31 пациент, которым 
проводили лечение TRK-ингибиторами перво-
го поколения, со средней продолжительностью 
терапии 11 мес (2–30 мес), а затем против воз-
никших мутаций в целевом белке применялся 
селитректиниб. При мутациях в киназном домене 
ORR составил 45 % (9/20), ни у одного пациента 
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с устойчивостью, возникшей за счёт активации 
других сигнальных путей, не было получено ответа 
на терапию, так же как у больных с неизвестными 
механизмами устойчивости [58].

Для пациента с MASC, содержащей перестрой-
ку ETV6-NTRK3 и мутацию G623E, после лечения 
энтректинибом был подтверждён частичный ответ 
после применения репотректиниба [59]. У паци-
ентки с метастазирующей холангиокарциномой, 
содержащей перестройку LMNA-NTRK1, возникли 
мутации G595R и F589L после лечения ларотректи-
нибом в течение 14 мес. После 6 мес применения 
репотректиниба произошло уменьшение разме-
ров опухоли на 50 % [57]. В настоящий момент 
проходит клиническое испытание (TRIDENT-1) 
репотректиниба для пациентов с солидными опу-
холями, содержащими ROS1-, NTRK- или ALK-
перестройки.

Выявление химерных генов NTRK
Существует несколько методов диагностики 

перестроек NTRK: иммуногистохимический; 
флуоресцентная гибридизация in situ (FISH – fluo-
rescence in situ hybridization); полимеразная цепная 
реакция с обратной транскрипцией (RT-PCR – re-
verse transcriptase polymerase chain reaction); сек-
венирование следующего поколения (NGS – next 
generation sequencing). Рассмотрим преимущества 
и недостатки каждого.

Иммуногистохимия позволяет быстро и отно-
сительно недорого установить уровень экспрессии 
целевого гена в опухолевых клетках. В каждом 
анализе возможна проверка единственной мише-
ни, и для его проведения требуется исследование 
двух срезов образца. Применение этого метода для 
выявления химерного белка базируется на предпо-
ложении, что хромосомная перестройка повышает 
экспрессию такого гена в опухолевых клетках по 
сравнению с наблюдаемой в нормальных клетках 
той же ткани. Была показана эффективность им-
муногистохимического анализа для диагностики 
перестроек ALK у пациентов с немелкоклеточным 
раком лёгкого и эквивалентность этого метода 
методу FISH [18, 60].

Для обнаружения перестроек NTRK рекомен-
дуется проводить иммуногистохимический анализ 
опухолей с низкой частотой NTRK-перестроек, 
чтобы отобрать образцы для последующего моле-
кулярного тестирования. В таком анализе исполь-
зуются антитела, распознающие одновременно все 
три TRK белка (так называемые pan-TRK антите-
ла). Связываясь с С-концевым эпитопом тирозин-
киназного домена, pan-TRK антитела способны 
выявлять перестройку в гене NTRK независимо от 
типа гена-партнёра. 

В двух исследованиях была показана эффектив-
ность использования моноклонального pan-TRK 
антитела кролика для диагностики перестроек 
NTRK [19, 61]. Антитело распознаёт участок рядом 

с С-концом TRK-белков, присутствующий во всех 
TRK-химерных белках. J.F. Hechtman et al. иссле-
довали тремя различными методами 23 образца, 
содержащих перестройки NTRK, найденные по 
результатам NGS образцов ДНК [19]. Последую-
щее исследование РНК-образцов подтвердило 21 
из 23 положительных результатов, из которых 20 
оказались положительными при pan-TRK имму-
ногистохимическом анализе. Также был проведён 
иммуногистохимический анализ 20 образцов, не 
содержащих перестроек NTRK, и во всех случаях 
был получен отрицательный результат. Таким об-
разом, чувствительность метода составила 95 %, 
специфичность – 100 %.

E.R. Rudzinski et al. исследовали эффектив-
ность pan-TRK антитела EPR17341 и монокло-
нального антитела кролика к TRKA (EP1058Y) на 
30 образцах детских мезенхимальных опухолей, 
содержащих перестройки NTRK, и 48 образцах 
без перестроек [61]. Чувствительность метода 
составила 97 % (положительными оказались 29 
из 30 образцов, для которых была характерна 
цитоплазматическая и/или ядерная локализация 
белка), специфичность 98 % (в одном случае из 
48 наблюдался слабый цитоплазматический пат-
терн). Но нельзя экстраполировать эти данные 
на все типы тканей, так как для разных тканей 
характерен свой тип экспрессии TRK-белков без 
перестроек. В параллельном анализе с антителом к 
TRKA-химерному белку подтвердились 26 из рас-
смотренных 26 случаев, содержащих перестройки 
NTRK, включая не только опухоли с перестройками 
NTRK1, но и NTRK2, и NTRK3. Для этих образцов 
была выявлена цитоплазматическая и/или ядерная 
локализация белка. Но специфичность связывания 
такого антитела всего 63 %: из 49 отрицательных 
контрольных образцов в 14 случаях наблюдалась 
цитоплазматическая локализация.

В исследовании pan-TRK антитела EPR17341 
на выборке из 11502 зафиксированных формали-
ном образцов чувствительность составила 75 % 
(21/28 образцов): 45 % опухолей, содержащих 
NTRK3-перестройки, были негативными по ре-
зультатам иммуногистохимического окрашивания 
[20]. Специфичность связывания составила 96 % 
(3942 из 4108).

В другом исследовании того же антитела на 
выборке из 3574 образцов была обнаружена зави-
симость чувствительности и специфичности свя-
зывания pan-TRK антитела от типа опухоли [62]. 
По результатам иммуногистохимического анализа 
288 образцов были отмечены как экспрессирую-
щие TRK, 139 из них оказались пригодными для 
дальнейшего тестирования. 12 из 139 содержали 
перестройки NTRK, у оставшихся 127 количество 
TRK-белка было характерно и для предшественни-
ка опухолевых клеток или же являлось следствием 
включения других опухоль-ассоциированных 
механизмов.
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Таким образом, иммуногистохимический 
анализ является достаточно надёжным методом 
начальной диагностики для некоторых типов 
рака, например колоректального рака. При этом 
повышенная экспрессия гена NTRK в нейроэн-
докринных опухолях в 50 % случаев не связана с 
перестройками в генах NTRK. Следует обращать 
внимание на чувствительность теста для каждого 
конкретного образца, так как изменение этого па-
раметра существенно сказывается на количестве 
выявленных перестроек, которые и так являются 
довольно редким событием.

Для FISH-диагностики образцов, выделенных 
из парафиновых блоков, используются двуцвет-
ные FISH-зонды, которые позволяют обнаружить 
перестройку с помощью анализа «распадающи-
мися» зондами (break-apart probes) или зондами 
«слияния» (fusion probe) [63]. Зонды «слияния» в 
клетках дикого типа гибридизуются в отдаленных 
друг от друга участках (например, на разных хро-
мосомах), помечая потенциальные гены-партнеры 
химерного гена. В клетках, содержащих химерный 
ген, оба сигнала будут расположены близко. «Рас-
падающиеся» зонды, наоборот, в клетках дикого 
типа гибридизуются рядом, а в клетках с пере-
стройкой – отдаленно друг от друга. Зонды «слия-
ния» можно использовать, если для данного типа 
опухолей характерны транслокации между двумя 
определёнными генами. Если же имеется несколь-
ко потенциальных генов-партнёров и не все из них 
охарактеризованы, более подходящим методом 
диагностики являются «распадающиеся» зонды, 
при котором оба зонда гибридизуются с локусами 
гена-протоонкогена. При этом на чувствительность 
и специфичность «распадающихся» зондов влия-
ют несколько факторов: как далеко друг от друга 
будут располагаться зонды, если гены-партнёры 
внутрихромосомные, порог, определяющий нали-
чие перестройки. Например, в гене NTRK1 часто 
возникают внутрихромосомные перестройки, 
что повышает вероятность ложноотрицательных 
результатов при делеции внутри хромосомы. До 
появления многоцветного метода требовались от-
дельные анализы для выяснения статуса каждого 
из NTRK-гена FISH-методом.

Для диагностики перестроек NTRK применя-
ются как «распадающиеся» зонды, так и зонды 
«слияния». В частности, для подтверждения 
гистологического диагноза врождённой мезо-
бластической нефромы, секреторных карцином 
молочных и слюнных желез и фибросаркомы 
у детей используется FISH-анализ на наличие 
перестройки ETV6-NTRK3 [33]. Так как данная 
перестройка преобладает среди всех остальных в 
этих типах опухолей, то такие анализы основаны 
на распадающихся зондах, гибридизующихся на 
ETV6. Но в этих опухолях встречаются и другие 
перестройки, поэтому такой метод не может счи-
таться универсальным, и в случае отрицательного 

результата требуются дальнейшие тесты для по-
становки диагноза.

Существует 2 основных подхода для диагности-
ки NTRK-перестроек с помощью c полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией (RT-
PCR), когда в анализируемом типе опухоли большая 
часть перестроек возникает между определённым 
5’ геном-партнёром и определённым NTRK-геном, 
и экзоны гена-партнёра, участвующие в образова-
нии химерного гена, повторяются во многих слу-
чаях, то используют следующий алгоритм дизайна 
праймеров: прямой праймер подбирается исходя из 
последовательности 5'-конца гена-партнёра перед 
точкой разрыва, а обратный – по последователь-
ности NTRK-экзона после точки разрыва.

Праймеры должны быть специфичны к экзонам, 
фланкирующим предполагаемую точку разрыва, 
чтобы обеспечить минимальный размер ампли-
конов, так как РНК, выделяемая из парафиновых 
гистологических блоков, в значительной степени 
фрагментирована. Была показана эффективная диа-
гностика таким способом перестроек ETV6-NTRK3 
для постановки диагноза в случае врождённой ме-
зобластической нефромы, секреторных карцином 
молочных желез и и фибросаркомы у детей [32, 
34, 64, 65].

При таком подходе необходима оптимизация 
методики на этапе выделения ткани, фиксации и 
выделения РНК из ткани, а также для оценки ка-
чества выделяемой РНК желательно использовать 
внутренний контроль. К недостаткам такого под-
хода относится и то, что он не может охватить все 
гены-партнёры во всех точках разрывов.

Другой подход основан на исследовании 5' и 3' 
экспрессии ампликонов NTRK-транскриптов. Две 
пары праймеров гибридизуются на кДНК транс-
крипта на участке, соответствующем гену NTRK 
до предполагаемой точки разрыва (на 5' конце) и 
после точки разрыва (на 3' конце). Если в выбран-
ной ткани в норме наблюдается низкий уровень 
экспрессии гена (3' фрагмента), то после пере-
стройки он может попасть под сильный промотор 
5' фрагмента гена-партнёра, и с помощью RT-PCR 
будет заметна разница в количестве получаемых 
продуктов. Такой метод был использован для вы-
явления NTRK1-перестроек при папиллярном раке 
щитовидной железы: сравнивалось соотношение 
между коротким 3' RT-PCR- ампликоном NTRK1-
гена после предполагаемой точки разрыва и более 
протяжённым амплифицированным участком до 
точки разрыва [66].

Массовое параллельное секвенирование по-
зволяет одновременно определить многие со-
матические мутации, что необходимо в условиях 
постоянного увеличения мишеней для таргет-
ной терапии и иммунотерапии. В основе NGS-
диагностики лежит анализ последовательности 
ДНК или РНК, при этом это может быть полноге-
номная последовательность экзом, транскриптом 
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или панель генов, необходимая для постановки 
диагноза, выбора терапии и прогноза [67]. Хотя 
таким способом можно получить полногеномную 
последовательность и, теоретически, обнаружить 
все возможные перестройки, чувствительность 
метода для полногеномной последовательности 
ниже по сравнению с чувствительностью для па-
нели генов. Также полногеномное секвенирование 
по сравнению с панелью генов требует больших 
вычислительных и аналитических ресурсов.

Покрытие ДНК-панели генов достигается двумя 
способами. Первый основан на ПЦР-амплификации 
нужных фрагментов и требует меньше ткани, но 
при этом для успешного обнаружения перестрой-
ки должны быть известны все гены-партнёры и 
точное положение точек разрыва. Во втором под-
ходе используются зонды, с помощью которых 
захватывается нужная последовательность. Таким 
гибридизационным способом можно обнаружить 
новые гены-партнёры, но для этого требуется 
больше исходного материала. Перестройка внутри 
интронного района с повторяющимися элементами 
является существенным препятствием для при-
менения этого подхода. И для соответствующих 
интронных районов генов NTRK2 и NTRK3 может 
происходить снижение чувствительности гибри-
дизационного ДНК-NGS-метода [18, 67].

В качестве альтернативы ДНК-NGS-метода 
можно использовать РНК-NGS-метод. Основное 
преимущество РНК-NGS-метода заключается в 
том, что в зрелой мРНК отсутствуют интронные 
участки, что позволяет создавать более точную 
систему анализа на основе ПЦР-амплификации 
фрагментов с перестройкой или их гибридизации 
с зондом, а также облегчает биоинформационный 

анализ. Один из вариантов ПЦР-амплификации 
фрагментов – «якорная» мультиплексная ПЦР 
(AMP – anchored multiplex PCR) (рис. 3) [68]. 
При этом происходит присоединение к концам 
двуцепочечной кДНК универсальных адаптеров, 
для одного из которых на последующем этапе до-
бавляется комплементарный праймер.

Текущие клинические рекомендации 
по выявлению NTRK химерных генов
В зависимости от частоты NTRK-перестроек 

и уровня экспрессии TRK-белков рекомендуется 
использовать следующий алгоритм (рис. 4): 

– при высоком уровне экспрессии TRK-белков 
и низкой частоте NTRK-перестроек (гастроинте-
стинальная стромальная опухоль, саркома мягких 
тканей, нейроэндокринные опухоли) следует 
проводить NGS-тестирование (включая NTRK-
перестройки); 

– при высокой встречаемости NTRK-перестроек 
(фибросаркома у детей, секреторная карцинома 
слюнных желез, секреторная карцинома молочной 
железы, врождённая мезобластическая нефрома) 
или проводят FISH и в случае отрицательного 
результата исследуют образец с помощью NGS-
тестирования, или сразу анализируют при помощи 
NGS; 

– при низком уровне экспрессии и низкой ча-
стоте NTRK-перестроек (рак лёгкого, рак молочной 
железы, рак щитовидной железы, глиома, колорек-
тальный рак, меланома, холангиокарцинома); 

– опухоли, не прошедшие молекулярного 
тестирования, исследуют с помощью pan-TRK 
иммуногистохимического метода. Если по его 
результатам подтверждается высокая экспрессия 

Рис. 3. «Якорная» мультиплексная ПЦР
Fig. 3. Anchored multiplex PCR
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Рис. 4. Рекомендуемый алгоритм выявления перестроек NTRK. Адаптировано из [18]NTRK2, and NTRK3 genes (NTRK genes
Fig. 4. Recommended algorithm for detecting NTRK rearrangements. Adapted from [18]NTRK2, and NTRK3 genes (NTRK genes

TRK-белка, то проводят дополнительные тесты 
для подтверждения диагноза. Если опухоль не 
содержит NTRK-перестроек по результатам им-
муногистохимического исследования, то проводят 
NGS-тестирование на наличие различных мутаций, 
в том числе NTRK-перестроек.

Заключение
NTRK-перестройки являются драйверными со-

бытиями формирования опухоли, запускающими ме-
таболические пути выживания клетки в стрессовых 
условиях и бесконтрольное деление. Эффективность 
препаратов, нацеленных на такие перестройки, по-
казана в ряде клинических исследований.
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