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Datum spravy: Typ: Neoadjuvantny Kontakt:

POPIS TESTU

Test Multiplex8+ na rakovinu prsnika hodnoti biomarkery na baze RNA vykonanim VIZUALIZAENEHO TESTU, ktory vyuZiva RNA

fluorescen¢nd in situ hybridizaciu (RNA-FISH) na vizualizaciu panelu biomarkerov. Na zaklade expresie tychto biomarkerov a histoldgie

tkaniva sa na vyclenenie zaujmovych oblasti pouZiva laserova zachytna mikrodisekcia. S tymito vzorkami obohatenymi o nador

sa vykonda SEKVENACNY TEST, ktory vyuZiva sekvenovanie novej generacie celkovej RNA na analyzu expresie génov s priestorovym

rozliSenim. Analytické overenie Multiplex8+ sa uskutocnilo na velkej retrospektivnej kohorte 1 082 nadorov prsnika.
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VYSVETLIVKY K INTERPRETACII

V nasledujicom reporte je kazdému génu/génovej signature priradené
percentilové skore, ktoré hodnoti Uroven expresie v kontexte pacientov
zaradenych do nasej retrospektivnej kohorty. Pre Styri hlavné biomarkery
rakoviny prsnika, estrogénovy receptor (ESR1), progesterénovy receptor
(PGR), receptor Her2 (ERBB2) a Ki67 (MKI67), su tieto percentilové
hodnotenia v kontexte vsetkych 1 013 zaradenych pacientov. V pripade
vsetkych ostatnych génov/génovych signatur s percentilové poradia v
kontexte ostatnych pacientov patriacich do toho istého
MOLEKULARNEHO SUBTYPU. Napriklad pre pacientov klasifikovanych ako
luminalny A dostanu gény a génova signatura percentilové skére v
porovnani so vSetkymi vzorkami luminalneho A v nasej retrospektivnej
validacii. Percentilové skore nemusi nevyhnutne znamenat danu Uroven

citlivosti alebo rezistencie na liecbu.
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vzorky

Stredny
(<33-66)

Skupiny
percentilov a
rozsahy

TEST POSKYTUJE INFORMACIE O:

1. STAVE RECEPTOROV: pre expresiu RNA
estrogénového receptora,
progesterénového receptora, receptora
Her2 a Ki67 meranu
a krizovo overovanu dvoma testami.

2. MOLEKULARNOM SUBTYPE: na zaklade
RNA expresie génov nadorovej bioldgie.

3. GENOVEJ SIGNATURE: personalizované pre
nadorovu bioldgiu a klinicky stav pacientov.

# pacientov

Pocet pacientov v kazdom
molekuldrnom subtype a
celkovej retrospektivnej
kohorte, ktoré sa pouzivaju na
urcenie percentilového poradia
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ZHRNUTIE VYSLEDKOV

NIZSIE JE UVEDENE ZHRNUTIE A DALSIE PODROBNOSTI SU UVEDENE NA NASLEDUJUCICH STRANACH.

STAV RECEPTOROV MOLEKULARNY SUBTYP

Vzorka ESR1 PGR ERBB2 MKI67 Vlastny subtyp TNBC subtyp

A - + + + Her2+ -

RELEVANTNA LIECBA

TERAPIA KLUCOVE ZISTENIA KLINICKY BENEFIT
Anti-Her2 Molekularny subtyp, genc.)v.a e)’(pre5|a, génova expresna signatura, Pl sl e B
klinické parametre
CiermaiizrEs Molekuldrny subt énova expresia, génové expresné signatur Predpokladany benefit
antracyklinmi/taxanmi v P, 8 presia, & P & y : v
Trastuzumab emtanzin (T-DM1) Génova expresia, génové expresna signatura Predpokladany benefit
Trastuzumab deruxtekan T :
Génova expresia Predpokladany benefit
(Enhertu)
Gemcitabin a kapecitabin Génova expresia Predpokladany benefit
5-fluorouracil (5-FU) Génova expresia Predpokladany benefit
ADC v Klinickvch skiigkach Gé . Predpokladany benefit
v klinickych skuskac énova expresia
i P (off-label, klinické skusania)
Endokrinni terapia MolekulérnY sybtypl, ge’nc-)v-a'l e3<presia, génova
expresnad signatura, klinické parametre
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LASEROVA ZACHYTNA MIKRODISEKCIA STAV RECEPTOROV

Vzorka ESR1 PGR ERBB2 MKI67
@"!.i
a7 A - + + +
v%"\@u?
&
o \% :
..\\ L.
et Stav receptorov bol uréeny pouzitim VIZUALIZACNEHO
4553 TESTU ako aj : tabulka znazorfiuje

& b % vysledky po krizovej validacii.

G 7N ,
o J INTERPRETACIA

o Vysledky z Multiplex8+ su Ciasto¢ne zhodné s
imunohistochemickymi nalezmi. Podla
imunohistochémie progesterénovy receptor exprimuju

Na zéklade histologického hodnotenia a expresie iba 1% nadorovych buniek.

biomarkerov RNA-FISH bola jedna vzorka (Vzorka A)

podrobenad laserovej mikrodisekcii pre dalsiu analyzu.

MOLEKULARNY SUBTYP
Vlastny subtyp TNBC subtyp %4
Na zaklade sme na klasifikaciu vnatorného
Her2+ _ molekularneho subtypu pouZili konsenzudlny pristup vyuZivajuci

nasu vlastnu viac ako 293-génovu signatiru na molekularnu
subtypizéciu, vyskumom podloZeny test PAMS50 a metddu AIMS L.
Pripadny TNBC subtyp, bol klasifikovany podla Lehmanna 24,

INTERPRETACIA

e Bioldgia Her2+ typu nadoru je v stlade s imunohistochemickym a klinickym oznacenim.

* Subtyp obohateny o Her2 (Her2+) je charakterizovany nadmernou expresiou Her2 a jeho nadvazujucich signalnych drah. Karciném prsnika Her2+
ma horsiu progndézu ako luminalny karcindm prsnika a vo vSeobecnosti reaguje na cielend liecbu proti Her2.

GENOVA SIGNATURA

¢ Na zaklade prideleného molekularneho subtypu a pripadného TNBC subtypu sme hodnotili niekolko jednotlivych génov a génovych signatur,
ktoré preukdzali prognosticky a prediktivny potencial pre terapiu v skorych a pokrocilych/metastatickych stadiach.

Typ liecby / Génova Vzorka A

Draha signatura percentil

Prognosticka signatura je odvodena z konsenzu troch prognostickych signatur
zalozenych na vyskume: 21-génovej signatury GENE21°, 70-génovej signatiry GENE70
6 a 50-génovej signatury rizika relapsu zalozenej len na subtype (ROR-S) 7.

Consensus Prognostické signatury su uréené pre pacientky s véasnym Stadiom karcinému prsnika
Prognoéza prognostic s ER+/Her2- IHC, negativnymi lymfatickymi uzlinami alebo 1 - 3 pozitivnymi N/A
signature lymfatickymi uzlinami. Skére sa uvadza ako vysoké, stredné alebo nizke. Pacientky s

vysokym skére signatiry maju vyssie riziko relapsu a mézu mat prospech z
adjuvantnej chemoterapie, zatial ¢o pacientky s nizkym skére maju nizsie riziko
relapsu a nemusia mat prospech z adjuvantnej chemoterapie.

Jvle KONTAKTUITE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovicova 8, 841 04 Bratislava
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby /
Draha

Génova
signatura

Popis

Vzorka A
percentil

ESR1 Gény ESR1 a PGR kdduju estrogénové (ER) a progesterénové (PR) receptory, ktoré sa
podielaju na raste, metabolizme a reprodukénych funkcidch. Vysoky ER/PR je
prediktivny pre endokrinnu lie¢bu a nizky alebo negativny ER/PR sa spaja so zlou .
e prognédzou 8. Stredny (44)
Luminaln,
.u ? € ESR1_PGR Priemernd expresia génov ESR1 a PGR. Vyssie hladiny hormondlnych receptorov su
signatury average prediktivnymi markermi pre endokrinnt liecbu.
Tato génova signatura hodnoti aktivitu transkripéného faktora E2F4 a jeho cielov.
E2F4_score Vysokd hodnota E2F4 signatury sa spdja s endokrinnou rezistenciou na inhibitory Stredny (64)
aromatdzy a méze predpovedat citlivost na inhibitory CDK4/6°.
Gén ERBB2 kdduje Her2, receptorovu tyrozinkinazu, ktord sa podiela na
ERBB2 raste/proliferécii buniek a je prognostickym markerom a prediktivnym ukazovatelom
odpovede na terapiu cielend na Her2 8.
Mucin 4 (MUC4) je glykoprotein, ktory sa podiela na rezistencii voci trastuzumabu
MUC4 prostrednictvom interakcii s receptorom Her2. Vysoka expresia MUC4 sa spaja so Stredny (64)
znizenou citlivostou na trastuzumab 0.
NRG1 kéduje neuregulin 1, ligand receptora Her3. V studii NeoSphere fazy Il bola
NRG1 vysoka expresia génu NRG1 spojena so znizenou odpovedou na neoadjuvantny
trastuzumab, ale nie s kombindciou trastuzumab-pertuzumab %,
Signatura, ktord predpoveda fosforylaciu STAT3 a o ktorej sa zistilo, Ze predpoveda
pSTAT3-GS . ) . [ 1
Her2 rezistenciu vocéi trastuzumabu v $tudii FinHer 12,
Her2
amplicon_ Vlastna 43-génova signatira MDX, ktora sa pouZiva na hodnotenie stavu Her2.
MDX
Module7_ Signatura Her2 signalizacie predpovedajica odpoved na viacnasobnu anti-Her2 liecbu
ERBB2 v §tadii I-SPY2 13,
Prediktivna signatura trastuzumab emtanzin (T-DM1) je klasifikdtor urceny len na
T-DM1 ored vyskumné ucely, ktory kombinuje 19 génov/génovych signatur zapojenych do
P mechanizmu Gc¢inku T-DM1 a preukazal, Ze predpoveda odpoved v ramene T-DM1
studie I-SPY2 (https://www.nature.com/articles/s41467-024-55583-2).
Gén AURKA kdduje protein Aurora Kindzu A, ktory sa podiela na proliferacii buniek a .
AURKA en AVRTA koduje proteir v Ktory'sa podiela na p Stredny (47)
je nezavislym prognostickym markerom pri rakovine prsnika.
MKI67 kéduje marker proliferacie, Ki67 protein, ktory je markerom zlej progndzy v
MKI67 ER+/Her2- nadoroch, ale nie v Her2+ alebo TNBC nadoroch. Zvy3ena hladina Ki67 Stredny (56)
. predpovedi aj citlivost na neoadjuvantni endokrinni terapiu a chemoterapiu 8.
Proliferacia
Modulell_ Proliferacny index pouZzity v Studii I-SPY2 vSeobecne predpovedd patologicku Stredny (65)
proliferation kompletnu odpoved u pacientov s pozitivitou hormondlnych receptorov 4. \

Proliferation_
MDX

Vlastna 7-génova signatura MDX pouZivand na hodnotenie bunkovej proliferacie a
krizovu validaciu MKI67.

CDK4 Cyklin-dependentné kinazy 4 a 6 (CDK4 a CDK6) su déleZité proteiny, ktoré reguluji
priebeh bunkového cyklu z fazy G1 do fazy S. Su hlavnymi cielmi inhibitorov CDK4/6,
ako su palbociklib (Ibrance), ribociklib (Kisqali) a abemaciklib (Verzenio); nie je vsak
CDKé jasné, ¢&i uroven ich expresie predpoveda citlivost na inhibitory CDK4/6.
Inhibitory CCNE1
CDK4/6
Zvy$ena expresia reguladtorov G1/S faz bunkového cyklu, CCNE1, CCND3, a CDKN2D,
CCND3 S B . o ) . ) .
bola spojena s rezistenciou na palbociklib (Ibrance) v jednoramennej neoadjuvantnej
studii fazy 1l (NeoPalAna) 4.
CDKN2D
Génova signatura, ktora predpoveda mutacie v géne PIK3CA a nasledne aj odpoved'
o na liecbu inhibitorom PI13K alpelisibom (Pigray). Vysoké skére PIK3CA-GS sa spdja aj s .
HLE T EE PIK3CA-GS aktivaciou drahy PI3K/AKT a stratou signalizacie mTORC1, ¢o mdze mat vyznam pre Stredny (38)
odpoved na inhibitory mTOR (napr. everolimus)®.
Maltipler K ONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovicova 8, 841 04 Bratislava
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby /
Draha

Chemoterapia

Génova .
. - Popis
signatura
Gén kddujuci DNA topoizomerazu |, enzym kriticky pre transkripciu DNA, je
TOP1 Ly - M
cielom protinddorovych liekov.
Gén kddujuci DNA topoizomerdzu lla, enzym kriticky pre transkripciu DNA, je
TOP2A -y - M
cielom protinddorovych liekov.
Protein DNA opravy RAD51 homoldg 1 (RAD51) sa podiela na oprave
RAD51 « . - : . . ) o "
poskodenej DNA a je asociovany s rezistenciou vo¢i chemoterapii.
Protein exciznej DNA opravy ERCC-1 (ERCC1) sa podiela na oprave poskodenia
ERCC1 . . . - ) v -
DNA a je asociovany s rezistenciou voci chemoterapii.
TYMS Gén TYMS kdduje enzym tymidilat syntetdzu, ktory sa podiela na biosyntéze
DNA a je cielom antimetabolitovej chemoterapie 5-fluorouracil °.
Gén SLC29A1 kdéduje protein ENT1 (equilibrative nucleoside transporter 1),
SLC29A1 nukleozidovy transportér, ktory sa podiela na transporte gemcitabinu a
kapecitabinu 7.
Dihydrofolatreduktaza je enzym kédovany génom DHFR a podiela sa na
DHFR metabolizme foldtov a raste buniek. Je ciefom antimetabolitovej chemoterapie
metotrexat 18.
Gén SLC19A1 kéduje protein RFC1 (reduced folate carrier 1), ktory prenasa
SLC19A1 . 18
metotrexat do bunky 8.
CDK12 Proteinovy produkt génu CDK12 (Cyclin Dependent Kinase 12) reguluje

transkripciu, drahy opravy DNA a bunkovy cyklus .

MAPs_Mitotic_ki
nases_neoadj_ch
emol18

118-génova signatura predpovedajlca odpoved na neoadjuvantnu
chemoterapiu pomocou lieciva taxan 2.

MAPs_Mitotic_ki
nases_neoadj_ch
emol7

17-génova signatura predpovedajica odpoved na neoadjuvantni chemoterapiu
pomocou lie¢iva taxan 2,

Early_Relapse_E
R.Neg

Génova signatlra chemorezistencie predpovedajuca skory relaps u pacientov s
negativitou ER (ER-) po chemoterapii lie¢ivami taxan-antracyklin 2.

Residual_
disease_ ER.Neg

Génova signatlra chemorezistencie predpovedajlca rezidualne ochorenie u
pacientov s negativitou ER (ER-) po chemoterapii lie¢ivami taxan-antracyklin 21,

Pathologic_
response_

ER.Neg

Génova signatlra chemosenzitivity predpovedajuca patologickd upInd odpoved
u pacientov s negativitou ER (ER-) po chemoterapii lieCivami taxan-
antracyklin 2.

Early_Relapse_E
R.Pos

Génova signatura chemorezistencie predpovedajtca skory relaps u pacientov s
pozitivitou ER (ER+) po chemoterapii lie¢ivami taxan-antracyklin 2%,

Residual_
disease_ ER.Pos

Génova signatura chemorezistencie predpovedajlca rezidualne ochorenie u
pacientov s pozitivitou ER (ER+) po chemoterapii lie¢Givami taxan-antracyklin 21,

Pathologic_
response_

ER.Pos

Génova signatura chemosenzitivity predpovedajuca patologicku upInd odpoved
u pacientov s pozitivitou ER (ER+) po chemoterapii lie¢ivami taxan-
antracyklin 2,

M
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Stredny (38)

Stredny (64)
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby /
Draha

Imunitny systém

Génova
signatura

Popis

PDCD1 kéduje marker imunitného kontrolného bodu PD-1. PD-1 je cielom

Vzorka A
percentil

PDCD1 lie¢iva pembrolizumab (Keytruda), imunoterapie schvalenej na lie¢bu prvej linie
metastatického TNBC.
Gén CD274 kéduje marker imunitného kontrolného bodu PD-L1. PD-L1 je ciefom
CD274 lieciva atezolizumab (Tecentriqg), imunoterapie schvélenej na liecbu prvej linie Stredny (55)
metastatického TNBC.
Antigén 4 asociovany s cytotoxickymi T-lymfocytmi (CTLA4) je marker ,
CTLA4 Antigen £ v vt v v ytmi( )] Stredny (52)
imunitného kontrolného bodu.
Module5_
TcellBcell

Chemokinel2

Imunitné signatlry predpovedajuce odpoved na pembrolizumab pacientov s

TNBC zaradenych do $tudie I-SPY2 13.V3etky signatury, s vynimkou
STAT1 mastocytovej (Mast_cells), boli spojené so zvy$enou pravdepodobnostou Stredny (62)
dosiahnutia patologickej kompletnej odpovede.
Dendritic_cells -:
Mast_cells Stredny (57)
DNA poskodenie a VCored TN Signatura reparacie poskodenia DNA / imunity predpovedajica odpoved na
oprava pred_ veliparib (inhibitor PARP) a karboplatinu ($tudia I-SPY2) 13,
Gén kodujuci vaskularny endotelovy rastovy faktor, protein, ktory sa podiela na
VEGFA angiogenéze, vazodilatacii a raste endotelovych buniek. VEGF je ciefom lieku Stredny (38)
bevacizumab (Avastin).
Angiogenéza / -
hypoxia HypOXIa / . . . . v . . . . .
Yp! . . Vlastna 7-génovd signatura pouzivana na hodnotenie hypoxie, angiogenézy a
Angiogenesis / . . . e PN » . p
Inflammator zapalu. Signatura zahfia gény, o ktorych je zname, Ze predpovedaju odpoved na Stredny (43)
l\r;IDX V- bevacizumab (Avastin) v neoadjuvantnej $tadii GeparQuinto 2.

Ciele konjugatov
protilatky a lieciva
(ADC)

ERBB2

Gén ERBB2 koduje proteinovy receptor Her2, ktory je cielom klasickej anti-Her2
lie¢by. Nizke a ultranizke hladiny Her2 mézu byt vhodné na lie¢bu konjugatom

protilatky a lieciva (antibody-drug conjugate) trastuzumab deruxtekan (Enhertu)
23

TACSTD2

Gén TACSTD2 kdéduje Tumor-associated calcium signal transducer 2, nazyvany aj
Trop-2, ktory je cielom lieciva sacituzumab govitekan (Trodelvy), konjugatu
protilatky a lieciva (antibody-drug conjugate) schvaleného na liecbu
metastatického HR+/HER2- alebo TNBC * a tiez lie¢iva datopotamab
deruxtekan (Datroway), ADC skimaného v klinickych Studidch pre metastaticky
HR+/HER2- karcindm prsnika?>.

NECTIN4

Gén NECTIN4 kdéduje Nectin Cell Adhesion Molecule 4, bunkovd adhéznu
molekulu, ktora je ciefom konjugatov protildtok s lieCivami (antibody-drug
conjugates) v klinickych studiach rakoviny prsnika.

Stredny (40)

ERBB3

ERBB3 kdduje protein rodiny receptorov epidermalneho rastového faktora
(EGFR) receptorovych tyrozinkindz. Skiima sa v klinickych skuskach pre konjugat
protilatky a lieciva (antibody-drug conjugate) patritumab deruxtekan.

FOLR1

FOLR1 koduje folatovy receptor alfa, ktory je cielom konjugatu protildtky a
lieciva (antibody-drug conjugate) skimanym v niekolkych klinickych studiach
fazy 1 a 2 rakoviny prsnika.

F3

F3 koduje tkanivovy faktor, koagulacny faktor Ill, ktory je ciefom niekolkych
konjugatov protildtok a lieciv (antibody-drug conjugates) vo faze 1 a 2 klinickych
skusok.

SLC39A6

Gény SLC39A6 kdduju transportér zinku LIV-1, ktory je vysoko exprimovany v
lumindlnych karcinémoch prsnika a skiima sa v niekolkych klinickych stadiach
fazy1a 2.

CD276

Tento gén kdduje marker imunitného kontrolného bodu nazyvany CD276
(znamy aj ako B7-H3). Je ciefom konjugdtu protilatky a lieciva (Mirzotamab
clezutoclax) (ABBV-155), ktory je vo faze 1 a 2 klinického skusania pokrocilych
solidnych nadorov vratane karcinému prsnika.

Multiplex

KONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovi¢ova 8, 841 04 Bratislava
| e-mail: diagnostics@multiplexdx.com

ID:

STRANA 6/7

Multiplex8+ VYSLEDKY, v3



mailto:diagnostics@multiplexdx.com

GENOVA SIGNATURA

Typ liecby / Génova Vzorka A

Draha signatura percentil

V-Set Domain Containing T Cell Activation Inhibitor 1 (VTCN1 nazyvany aj B7-H4)
je marker imunitného kontrolného bodu a ciel konjugatu protilatky a lieciva

VTCN SGN-B7H4YV, ktory sa skima vo faze 1 a 2 klinického skusania pokrodilych Nizky (25)
solidnych nadorov vratane karcindmu prsnika.
Gén, ktory kéduje protein CEA Cell Adhesion Molecule 5, ciel konjugétu

CEACAMS protilatky a lie¢iva Tusamitamab ravtansine (SAR408701), ktory sa skima v 2. Stredny (53)

faze klinického skusania pokrocilych solidnych nadorov vratane karcinému
prsnika.

INTERPRETACIA A ODPORUCANIE

¢ Vysoka expresia génu ERBB2, zaradenie do molekuldrneho subtypu Her2+ a nizka expresia markerov rezistencie NRG1 a
pSTAT3-GS naznacuju, Ze terapie suvisiace s Her2, ako su trastuzumab, pertuzumab, trastuzumab deruxtekan, trastuzumab
emtanzin, tukatinib, lapatinib, margetuximab a neratinib, mézu byt prospesné.

¢ Citlivost na neoadjuvantni/adjuvantnu antracyklinovi/taxanovi chemoterapiu podporuje molekularny subtyp Her2+,
stredné/vysoké skore génovych signatur pre taxanovi chemoterapiu (MAPs_Mitotic_kinases_neoadj_chemo118,
MAPs_Mitotic_kinases_neoadj_chemo17), nizka expresia signatury Early_Relapse_ER.Neg a vysoka expresia signatur
Residual_Disease.Neg a Pathologic_Response.Neg. Je viak potrebné si vSimnut vysoku expresiu markera rezistencie na
chemoterapiu ERCC1.

e Vysoké skore signatury T-DM1 naznacuje, Ze pacientka bude mat predpokladany prospech z konjugatu protilatky a lieciva,
trastuzumabu emtanzinu (T-DM1). To je v sulade s vysokou hladinou ERBB2, subtypom Her2+ a predpokladanou odpovedou
na iné anti-Her2 liecby.

e Vzorka ma zvySenu hladinu TOP1, ktory je ciefom cytotoxickej zlozky konjugatu protilatky a lieciva (ADC) trastuzumabu
deruxtekanu (Enhertu). Vysoka expresia antigénu aj ciela cytotoxickej zlozky naznaduje, Ze trastuzumab deruxtekan méze byt
uéinny v pokrocilom/metastatickom stadiu.

¢ Urovne expresie nukleozidovych transportérov, ako je SLC29A1, st spojené s citlivostou na gemcitabin a kapecitabin, pricom
vysoké hladiny predpovedaju citlivost. Stredné hladiny TYMS méZu taktiez predpovedat odpoved na 5-fluorouracil a
chemoterapiu, ktord sa metabolizuje na 5-FU (napr. kapecitabin).

e Vzorka vykazuje vysoku expresiu viacerych cielov pre konjugdty protilatky a lieCiva, vratane ERBB3 a SLC39A6. Tie sa v
sucasnosti skiimaju v klinickych Studidch Her2-pozitivneho karcindmu prsnika.

e Pacientky s negativnou expresiou estrogénového receptora, ale pozitivhou expresiou progesterénového receptora, mézu mat
znizenu citlivost na endokrinnt terapiu. Potvrdzuje to klasifikacia ako molekularny subtyp Her2+. Preto sa nepredpoklada
benefit endokrinnej terapie, ako je tamoxifén alebo inhibitory aromatazy.
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