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VYSLEDKY

Multiplex

PACIENT VZORKA OSETRUJUCI LEKAR

Meno:

ID:

Datum spravy:

POPIS TESTU

Test Multiplex8+ na rakovinu prsnika hodnoti
biomarkery na baze RNA vykonanim
VIZUALIZACNEHO TESTU, ktory vyuziva RNA
fluorescencnu in situ hybridizaciu (RNA-FISH) na
vizualizaciu panelu biomarkerov. Na zaklade
expresie tychto biomarkerov a histolégie tkaniva sa
na vyclenenie zdujmovych oblasti pouZziva laserova
zachytna mikrodisekcia.

S tymito vzorkami obohatenymi o nador

sa vykond 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 1 080 nddorov
prsnika.

RNA KVANTIFIKACIA

ID vzorky: MDX-PT-1 Meno:
Datum odberu: Adresa:
Typ: metastaticky o ntakt:

SEKVENACNY

I') TEST

LASEROVA ZACHYTNA
MIKRODISEKCIA

————— :

VIZUALIZACNY
TEST

TEST POSKYTUJE INFORMACIE O:
1. STAVE RECEPTOROV: pre expresiu RNA

KRIZOVA VALIDACIA

Génova expresia

r KLINICKE
5 PARAMETRE

2. MOLEKULARNOM SUBTYPE: na zéklade
RNA expresie génov nddorovej bioldgie.

estrogénového receptora, progesterénového 3. GENOVEJ SIGNATURE: personalizované pre

receptora, receptora Her2 a Ki67 meranu

a krizovo overovanu dvoma testami.

NIZSIE JE UVEDENY SUHRN A DALSIE PODROBNOSTI SU UVEDENE NA NASLEDUJUCICHSTRANACH.

ZHRNUTIE VYSLEDKOV

STAV RECEPTOROV

Vzorka

nadorovu bioldgiu a klinicky stav pacientov.

MOLEKULARNY SUBTYP
Vlastny subtyp TNBC subtyp
- - - + Basal-like Mezenchymalny (M)
nizky (low)
- - - + Basal-like Imuno-modulacny (IM)
nizky (low)

RELEVANTNA LIECBA

TERAPIA

KLUCOVE ZISTENIA

Molekularny subtyp, génova expresia, génové expresné signatury

Génova expresia

Génova expresia, génova expresna signatura

vilieler KONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovi¢ova 8, 841 04 Bratislava
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LASEROVA ZACHYTNA MIKRODISEKCIA STAV RECEPTOROV

Vzorka ESR1 PGR ERBB2 MKI67
: A - - - +
ST nizky (low)
B - - - +
nizky (low)

Stav receptorov bol uréeny pouzitim VIZUALIZACNEHO
TESTU ako aj : tabulka znazorfiuje
vysledky po krizovej validacii.

: INTERPRETACIA
- R _ e L Sar el e ﬁ o Vysledky z RNA-FISH aj RNA-SEQ sui v sulade s
imunohistochemickymi ndlezmi.
Na zaklade histologického hodnotenia a expresie ) . .
e Podla je expresia ERBB2 (HER2)

biomarkerov RNA-FISH boli dve vzorky podrobend laserove;j
mikrodisekcii pre dalsiu analyzu.
Vzorka A (Cerveny obrys)

nizka (HER2-Nizka), preto mdze mat tato pacientka
prospech z lieCby trastuzumabom deruxtekanom

(21ty obrys) (Enhertu).
e Expresia MKI67 (KI67) bola na 99. (vzorka A) a 95.
( ) percentile pri porovnani s vysledkami nasej
MOLEKULARNY SUBTYP retrospektivnej kohorty 1080 nadorov prsnika, ¢o
naznacuje extrémne vysoku proliferaciu.
Na zaklade sme na klasifikaciu vnatorného
Basal-like Mezenchymadlny (M) molekularneho subtypu poutzili konsenzudlny pristup vyuzivajuci
nasu vlastnu viac ako 293-génovu signaturu na molekularnu
subtypizaciu, vyskumom podloZeny test PAM50 a metddu AIMS 1.
Basal-like Imuno-modulacny (IM) Pripadny TNBC subtyp, bol klasifikovany podla Lehmanna 24,
INTERPRETACIA

¢ Bioldgia basal-like typu nadoru je v sulade s imunohistochemickym a klinickym oznacenim.

¢ Mezenchymalny subtyp TNBC je charakterizovany zvySenou expresiou génov zapojenych do epitelovo-mezenchymalnych prechodovych drah a
drah rastovych faktorov, bunkovou proliferaciou, imunosupresivnym mikroprostredim nadoru, asociaciou s metaplastickym histologickym
subtypom, slabou odpovedou na chemoterapiu a znizenym preZivanim 24, Mezenchymalny podtyp TNBC méZe dobre reagovat na liecbu
zameranu na drahy PI3K/mTOR.

¢ Imunomodulacny subtyp TNBC vykazuje obohatené imunitné génové signatury vratane génov inhibitorov kontrolnych bodov, asociaciu s
vysokym stupriom pokrodilosti (tumor grade) a vykazuje priaznivd progndzu 24,

GENOVA SIGNATURA

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

Typ liecby / Génova Vzorka A Vzorka B

Draha signatura percentil 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 karcindmu prsnika
Prognoza prognostic s ER+/Her2- IHC, negativhymi lymfatickymi uzlinami alebo 1 - 3 pozitivnymi N/A N/A
signature lymfatickymi uzlinami. Skére sa uvddza ako vysoké, stredné alebo nizke. Pacientky s

vysokym skdre 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.

Jtele KONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovi¢ova 8, 841 04 Bratislava
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby / Génovd Pobis Vzorka A Vzorka B
Draha signatira P percentil percentil
ESR1 Gény ESR1 a PGR kdduju estrogénové (ER) a progesterénové (PR) receptory, ktoré sa
podielaju na raste, metabolizme a reprodukénych funkciach. Vysoky ER/PR je
prediktivny pre endokrinnt lie¢bu a nizky alebo negativny ER/PR sa spaja so zlou
PGR progndzou 8.
Lumindlne
signatury ESR1_PGR Priemernd expresia génov ESR1 a PGR. Vy3sie hladiny hormondlnych receptorov su
average prediktivnymi markermi pre endokrinnd liebu.

Tato génova signatlra hodnoti aktivitu transkripéného faktora E2F4 a jeho cielov.
E2F4_score Vysokd hodnota E2F4 signatury sa spdja s endokrinnou rezistenciou na inhibitory
aromatazy a moze predpovedat citlivost na inhibitory CDK4/6°.

Gén ERBB2 kdduje Her2, receptorovu tyrozinkindzu, ktora sa podiela na
ERBB2 raste/proliferacii buniek a je prognostickym markerom a prediktivnym ukazovatefom
odpovede na terapiu cielend na Her2 &,

Stredna
(56%)

Mucin 4 (MUC4) je glykoprotein, ktory sa podiela na rezistencii voci trastuzumabu
MUC4 prostrednictvom interakcii s receptorom Her2. Vysoka expresia MUC4 sa spaja so
znizenou citlivostou na trastuzumab 1°.

NRG1 kéduje neuregulin 1, ligand receptora Her3. V studii NeoSphere fazy Il bola

) L o o . . ! Stredna
NRG1 vysoka expresia génu NRG1 spojena so znizenou odpovedou na neoadjuvantny 62%
Her2 trastuzumab, ale nie s kombindciou trastuzumab-pertuzumab . ( )
er

Signatura, ktord predpoveda fosforylaciu STAT3 a o ktorej sa zistilo, Ze predpoveda
PSTAT3-GS B A o g 1

rezistenciu voci trastuzumabu v studii FinHer 12,
Her2
amplicon_ Vlastna 43-génova signatira MDX, ktora sa pouZiva na hodnotenie stavu Her2.
MDX
Module7_ Signatura Her2 signalizacie predpovedajlica odpoved na viacnasobnu anti-Her2 lieCbu Stredna
ERBB2 v §tudii I-SPY2 13, (49%)
AURKA Gén AURKA kdéduje protein Aurora Kinazu A, ktory sa podiela na proliferacii buniek a

je nezavislym prognostickym markerom pri rakovine prsnika.

MKI67 kéduje marker proliferacie, Ki67 protein, ktory je markerom zlej prognézy v
MKI67 ER+/Her2- nadoroch, ale nie v Her2+ alebo TNBC nadoroch. Zvysena hladina Ki67

e redpoveda aj citlivost na neoadjuvantnd endokrinnd terapiu a chemoterapiu 8.
Proliferacia predp ! ! P P

Modulell_ Proliferaény index poufZity v $tadii I-SPY2 veobecne predpovedd patologickd Stredna
proliferation kompletnu odpoved' u pacientov s pozitivitou hormonalnych receptorov . (59%)

Proliferation (oo . i . . S
- Vlastna 7-génova signatura MDX pouZivand na hodnotenie bunkovej proliferacie.

MDX
CDK4 Cyklin-dependentné kindzy 4 a 6 (CDK4 a CDK6) su dolezité proteiny, ktoré reguluji
priebeh bunkového cyklu z fazy G1 do fazy S. Su hlavnymi cielmi inhibitorov CDK4/6,
ako su palbociklib (Ibrance), ribociklib (Kisgali) a abemaciklib (Verzenio); nie je vsak
CDK6 jasné, ¢&i uroven ich expresie predpovedi citlivost na inhibitory CDK4/6.
Inhibitory CCNE1

CDK4/6

Zvysena expresia regulatorov G1/S faz bunkového cyklu, CCNE1, CCND3, a CDKN2D,
CCND3 bola spojena s rezistenciou na palbociklib (Ibrance) v jednoramennej neoadjuvantnej
studii fazy Il (NeoPalAna) 4,

CDKN2D

Génova signatura, ktora predpoveda mutacie v géne PIK3CA a nésledne aj odpoved
na liecbu inhibitorom PI3K alpelisibom (Pigray). Vysoké skére PIK3CA-GS sa spdja aj s Stredna
aktivaciou drahy PI3K/AKT a stratou signalizacie mTORC1, ¢o méZe mat vyznam pre (66%)

odpoved na inhibitory mTOR (napr. everolimus)®.

PIK3CA mutécie PIK3CA-GS

valieler KONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovi¢ova 8, 841 04 Bratislava
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby /
Draha

Chemoterapia

Vzorka A
percentil

Génova .
. - Popis
signatura
Gén kddujuci DNA topoizomerdzu |, enzym kriticky pre transkripciu DNA, je
TOP1 Ly - S
cielom protinadorovych liekov.
Gén kddujuci DNA topoizomerdzu lla, enzym kriticky pre transkripciu DNA, je
TOP2A -y " S
cielom protinadorovych 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 . . . - ) " -
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.
Dihydrofolatreduktdza je enzym kédovany génom DHFR a podiela sa na
DHFR metabolizme foldtov a raste buniek. Je ciefom antimetabolitovej chemoterapie
metotrexat 8.
Gén SLC19A1 kéduje protein RFC1 (reduced folate carrier 1), ktory prenasa
SLC19A1 X 18
metotrexat do bunky 18.
CDK12 Proteinovy produkt génu CDK12 (Cyclin Dependent Kinase 12) reguluje

transkripciu, drahy opravy DNA a bunkovy cyklus °.

MAPs_Mitotic_ki
nases_neoadj_ch
emol118

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

Residual_
disease_ ER.Neg

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

Pathologic_
response_

ER.Neg

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

Early_Relapse_E
R.Pos

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

Residual_
disease_ ER.Pos

Génova signatura chemorezistencie predpovedajlca rezidualne ochorenie u
pacientov s pozitivitou ER (ER+) po chemoterapii lie¢Givami taxan-antracyklin 2%,

Pathologic_
response_

ER.Pos

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

Multiplex

KONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovi¢ova 8, 841 04 Bratislava
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby / Génova Pobis Vzorka A Vzorka B
Draha signatura P percentil percentil
PDCD1 kéduje marker imunitného kontrolného bodu PD-1. PD-1 je cielom
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 stredna
CD274 lieciva atezolizumab (Tecentriqg), imunoterapie schvélenej na liecbu prvej linie 6%
metastatického TNBC. (56%)
Antigén 4 asociovany s cytotoxickymi T-lymfocytmi (CTLA4) je marker stredna
CTLA4 imunitného kontrolného bodu a ciel niekolkych imunoterapeutickych liekov, 37%
ako napriklad durvalumab (Imfinzi). ( )
Module5_ Stredna
Imunitny systém TcellBcell (66%)
. Stredna
Chemokinel2 (61%)
Imunitné signatury predpovedajlice odpoved na pembrolizumab pacientov s
STAT1 TNBC zaradenych do $tudie I-SPY2 14.Vietky signatdry, s vynimkou Stredna
mastocytovej (Mast_cells), boli spojené so zvy$enou pravdepodobnostou (54%)
dosiahnutia patologickej kompletnej odpovede.
-, Stredna
Dendritic_cells (40%)
Mast_cells
DNA poskodenie a VCored TN Signatura reparécie poskodenia DNA / imunity predpovedajuca odpoved na Stredna
oprava pred_ veliparib (inhibitor PARP) a karboplatinu (3tudia I-SPY2) 14, (48%)

Gén kddujuci vaskularny endotelovy rastovy faktor, protein, ktory sa podiela na
VEGFA angiogenéze, vazodilatdcii a raste endotelovych buniek. VEGF je cielom lieku
bevacizumab (Avastin).

Angiogenéza /

: Hypoxia
hypoxia yp. / . Vlastna 7-génové signattra pouZivana na hodnotenie hypoxie, angiogenézy a

Angiogenesis / , ) ! o T i .

Infl N zapalu. Signatura zahffa gény, o ktorych je zname, Ze predpovedaju odpoved na

ntlammatory_ bevacizumab (Avastin) v neoadjuvantnej $tudii GeparQuinto 2.

MDX
Gén ERBB2 kdduje proteinovy receptor Her2, ktory je cielom klasickej anti-Her2

ERBB2 lie¢by. Nizke a ultranizke hladiny Her2 mézu byt vhodné na liecbu konjugatom Stredna
protilatky a lieciva (antibody-drug conjugate) trastuzumab deruxtekan (Enhertu) (56%)
23
Gén TACSTD2 kdéduje Tumor-associated calcium signal transducer 2, nazyvany aj
Trop-2, ktory je cielom lieciva sacituzumab govitekan (Trodelvy), konjugatu

TACSTD2 L L . . P Ly
protilatky a lieciva (antibody-drug conjugate) schvéleného na liecbu
metastatického TNBC 24
Gén NECTIN4 kéduje Nectin Cell Adhesion Molecule 4, bunkovu adhéznu

NECTIN4 molekulu, ktord je cielom konjugatov protilatok s lie¢ivami (antibody-drug
conjugates) v klinickych studiach rakoviny prsnika.

X _ ERBB3 kdduje protein rodiny receptorov epidermalneho rastového faktora z 2
Ciele konjugatov ERBB3 (EGFR) receptorovych tyrozinkinaz. Skiima sa v klinickych skdskach pre konjugat St;esc;:a Stz:;l:a
protilatky a lieciva protilatky a liegiva (antibody-drug conjugate) patritumab deruxtekan. ( ) ( )
(ADC)

FOLR1 koduje folatovy receptor alfa, ktory je cielom konjugatu protilatky a
FOLR1 lieCiva (antibody-drug conjugate) skimanym na lie¢bu metastatického TNBC v
niekolkych klinickych stadiach fazy 1a 2.

F3 kdduje tkanivovy faktor, koagulaény faktor IlI, ktory je ciefom niekolkych
F3 konjugatov protilatok a lieciv (antibody-drug conjugates) vo faze 1 klinickych
skusok.

Gény SLC39A6 kdduju transportér zinku LIV-1, ktory je vysoko exprimovany v z 2
SLC39A6 lumindlnych karcinémoch prsnika a skiima sa v niekolkych klinickych stadiach St;:;i:a St;(;(;:a
fazy 1a 2. ( ) ( )
Tr?foblastovy glykoprot?m (T!’B(?) je nadr?'\ernelexprlmovar?y vlmnohycl.\, stredns stredn3
TPBG pripadoch rakoviny prsnika a je ciefom najmenej dvoch konjugatov protildtky a 59% 51%
lietiva, ktoré st vo féze 1 Klinickych skiZok. (59%) (51%)
Maltiplex K ONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovicova 8, 841 04 Bratislava
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby / Génova Vzorka A Vzorka B
Draha signatura percentil percentil
Gén, ktory kdduje protein Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 2,
ROR2 ciel konjugatu protilatky a lie¢iva (Ozuriftamab Vedotin) (BA3021/CAB-ROR2- Nizka Vysoka
ADC), ktory sa skiima vo faze klinického skusania pokrocilych solidnych nadorov (33%) (93%)
vratane TNBC.
Tento gén kdduje marker imunitného kontrolného bodu nazyvany CD276
CD276 (zndmy aj ako B7-H3). Je ciefom konjugatu protilatky a lie¢iva (Mirzotamab Vysoka Vysoka
clezutoclax) (ABBV-155), ktory je vo faze 1 a 2 klinického skusania pokrocilych (96%) (95%)
solidnych nadorov vratane karcindmu prsnika.
V-Set Domain Containing T Cell Activation Inhibitor 1 (VTCN1 nazyvany aj B7-H4)
VTCN1 je marker imunitného kontrolného bodu a ciel konjugatu protilatky a lie¢iva Vysoka Vysoka
SGN-B7H4V, ktory sa skima vo faze 1 klinického skdsania pokrocilych solidnych (99%) (99%)
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. Nizka Stredna
faze klinického skugania pokrogilych solidnych nadorov vratane karcinému (18%) (40%)
prsnika.

INTERPRETACIA A ODPORUCANIE

e Aj ked vzorka A a vzorka B vykazovali vysoku, resp. nizku expresiu VEGFA, obe vzorky dosiahli vysoké skére v génovej
signature, ktory hodnoti hypoxiu, angiogenézu a zapal. Signatura obsahuje gény, o ktorych je zndme, Ze predpovedaju
patologickd Uplnu odpoved na bevacizumab (Avastin)??, ¢o naznacuje, Ze to moze byt vhodna lie¢ba pre tato pacientku.

e Obe vzorky vykazuju extrémne vysoku expresiu TACSTD2 (Trop-2) (100. percentil). Vysoké hladiny Trop-2 sa spajaju so zlym
prezivanim a Studia Ascent lll ukazala, Ze pacienti s vysokou az strednou expresiou Trop-2 maju lepsiu odpoved na
sacituzumab govitekan?*. Ak je pacientka vhodna, odporuca sa preskimat moznosti lieby sacituzumabom govitekanom
(Trodelvy).

e Expresia ERBB2 v oboch vzorkach je na zdklade nasej retrospektivnej kohorty 1080 nadorov prsnika v nizkom pasme Her2
(Her2-low), ¢o sa potvrdilo aj vysokou expresiou nasej vlastnej signatiry amplikonu Her2. Ak je pacientka vhodna, odporuca sa
preskimat moznosti lieCby trastuzumabom deruxtekanom (Enhertu), ktory preukazal G¢innost u pacientok s nizkou expresiou
Her2 v $tidii DESTINY-Breast0423. TOP1, ciel deruxtekanu, je tieZ velmi vysoky (100. percentil v oboch vzorkach), ¢o dalej
podporuje trastuzumab deruxtekan ako predpokladant prospesnu lie¢bu. Je vSak déleZité upozornit na vysoké hladiny
signatur pSTAT3-GS a MUC4, ktoré mdzu naznacovat rezistenciu na trastuzumab.

e Vzorka B, ktord je klasifikovana ako imuno-modulacny (IM) subtyp TNBC, vykazovala vysoku az strednu expresiu markerov
inhibitorov imunitnych kontrolnych bodov (PD-1 a PD-L1) a stredné skére imunitnych signatur predpovedajucich odpoved na
pembrolizumab (Keytruda). Ak je pacientka vhodnd, odporuca sa vykonat IHC testovanie na PD-1 a PD-L1 na overenie
vhodnosti na lie¢bu pembrolizumabom (Keytruda).
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Sonnenblick, A. et al. BMC Med 13:177 (2015). 13. Wolf, D. M. et al. Cancer Cell 40: 609-623.e6 (2022). 14. Ma, C.X. et al. Clin Cancer Res 23(15): 4055-4065 (2017). 15.
Loi, S. et al. PNAS 107(22): 10208-10213 (2010).16. Foekens, J.A. et al. Cancer Res. 61: 1421-1425 (2001). 17. Mackey, J.R. et al. Clin Cancer Res. 8(1): 110-116 (2002).18. Yang, V.
et al. RSC Med Chem. 11(6): 646-664 (2020). 19. Filippone, M.G. et al. Nat Commun. 13(1): 2642 (2022). 20. Rodrigues-Ferreira, S. etal. Proc Natl Acad Sci USA 116(47): 23691~
23697 (2019).21. Hatzis, C. et al. JAMA 305(18):1873-81 (2011). 22. Karn, T. et al. Clin Cancer Res 26: 1896—-1904 (2020). 23. Modi, S. et al. N Engl J Med 387:9-20 (2022). 24.
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Multiplex8+
VYSLEDKY

Multiplex

PACIENT VZORKA OSETRUJUCI LEKAR

ID vzorky: MDX-PT-1
(primarny)

Meno:

ID:

Datum spravy:

POPIS TESTU

Test Multiplex8+ na rakovinu prsnika hodnoti
biomarkery na baze RNA vykonanim
VIZUALIZACNEHO TESTU, ktory vyuziva RNA
fluorescencnu in situ hybridizaciu (RNA-FISH) na
vizualizaciu panelu biomarkerov. Na zaklade
expresie tychto biomarkerov a histolégie tkaniva sa
na vyclenenie zdujmovych oblasti pouZziva laserova
zachytna mikrodisekcia.

S tymito vzorkami obohatenymi o nador

sa vykond 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 1 080 nddorov
prsnika.

21. december 2023

RNA KVANTIFIKACIA

Datum odberu:

Typ: Metastaticky

SEKVENACNY

I') TEST

LASEROVA ZACHYTNA
MIKRODISEKCIA

————— :

VIZUALIZACNY
TEST

TEST POSKYTUJE INFORMACIE O:
1. STAVE RECEPTOROV: pre expresiu RNA

KRIZOVA VALIDACIA

estrogénového receptora, progesteronového
receptora, receptora Her2 a Ki67 meranu

a krizovo overovanu dvoma testami.

NIZSIE JE UVEDENY SUHRN A DALSIE PODROBNOSTI SU UVEDENE NA NASLEDUJUCICHSTRANACH.

ZHRNUTIE VYSLEDKOV

STAV RECEPTOROV

Vzorka

Meno:

Adresa:

Kontakt:

Génova expresia

r KLINICKE
5 PARAMETRE

2. MOLEKULARNOM SUBTYPE: na zéklade
RNA expresie génov nddorovej bioldgie.

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

MOLEKULARNY SUBTYP
Vlastny subtyp TNBC subtyp
Basal-like Mezenchymalny (M)

RELEVANTNA LIECBA

TERAPIA

KLUCOVE ZISTENIA

Génova expresia

KLINICKY BENEFIT

Génova expresia

Génova expresia

vilieler KONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovi¢ova 8, 841 04 Bratislava
H multiplexdx.com | e-mail: diagnostics@multiplexdx.com
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LASEROVA ZACHYTNA MIKRODISEKCIA STAV RECEPTOROV

Vzorka ESR1 PGR ERBB2 MKI67

A
(primarny)

0
&
[

& Stav receptorov bol uréeny pouzitim VIZUALIZACNEHO
@ TESTU ako aj : tabulka znazornuje
vysledky po krizovej validacii.

INTERPRETACIA

o Vysledky z RNA-FISH aj RNA-SEQ sui v sulade s

imunohistochemickymi ndlezmi.
Na zéklade histologického hodnotenia a expresie

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
Basal-like Mezenchymalny (M) 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 2.

INTERPRETACIA

¢ Bioldgia basal-like typu nadoru je v sulade s imunohistochemickym a klinickym oznacenim.

e Mezenchymalny subtyp TNBC je charakterizovany zvySenou expresiou génov zapojenych do epitelovo-mezenchymalnych prechodovych dréh a
drah rastovych faktorov, bunkovou proliferaciou, imunosupresivnym mikroprostredim nadoru, asocidciou s metaplastickym histologickym
subtypom, slabou odpovedou na chemoterapiu a znizenym prezivanim 24,

¢ M mbze dobre reagovat na liecbu cielend na drahy PI3K/mTOR.

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 odvodend 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 urcené pre pacientky s v€asnym Stadiom karcinému prsnika
Prognéza 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.

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

Typ liecby / Génova . Vzorka A
i A . Popis .
Draha signatira percentil

Gény ESR1 a PGR kdduju estrogénové (ER) a progesterdnové (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 spdja so zlou

PGR prognézou 8.
Luminalne
signatury ESR1_PGR Priemernd expresia génov ESR1 a PGR. Vy3sie hladiny hormondlnych receptorov su
average prediktivnymi markermi pre endokrinnd liebu.
Tato génova signatlra hodnoti aktivitu transkripéného faktora E2F4 a jeho cielov.
E2F4_score Vysokd hodnota E2F4 signatury sa spdja s endokrinnou rezistenciou na inhibitory
aromatazy a moze predpovedat citlivost na inhibitory CDK4/6°.
Gén ERBB2 kdduje Her2, receptorovu tyrozinkindzu, ktora sa podiela na
ERBB2 raste/proliferacii buniek a je prognostickym markerom a prediktivnym ukazovatefom
odpovede na terapiu cielend na Her2 &,
Mucin 4 (MUC4) je glykoprotein, ktory sa podiela na rezistencii voci trastuzumabu
MUC4 prostrednictvom interakcii s receptorom Her2. Vysokd expresia MUC4 sa spdja so
znizenou citlivostou na trastuzumab °.
NRG1 kéduje neuregulin 1, ligand receptora Her3. V studii NeoSphere fazy Il bola Stredna
NRG1 vysoka expresia génu NRG1 spojena so znizenou odpovedou na neoadjuvantny (64%)
Her2 trastuzumab, ale nie s kombinaciou trastuzumab-pertuzumab L.
STAT3-GS Signatura, ktord predpoveda fosforylaciu STAT3 a o ktorej sa zistilo, Ze predpoveda Strednd
P rezistenciu vodi trastuzumabu v $tudii FinHer 2. (44%)
Her2
amplicon_ Vlastna 43-génova signatira MDX, ktora sa pouZiva na hodnotenie stavu Her2.
MDX
Module7_ Signatura Her2 signalizacie predpovedajlica odpoved na viacnasobnu anti-Her2 liecbu Strednd
ERBB2 v §tudii I-SPY2 13, (41%)
AURKA Gén AURKA kdéduje protein Aurora Kinazu A, ktory sa podiela na proliferacii buniek a
je nezavislym prognostickym markerom pri rakovine prsnika.
MKI67 kéduje marker proliferacie, Ki67 protein, ktory je markerom zlej prognézy v Stredna
MKI67 ER+/Her2- nadoroch, ale nie v Her2+ alebo TNBC nadoroch. Zvy$ena hladina Ki67 (60%)
. predpoveda aj citlivost na neoadjuvantni endokrinni terapiu a chemoterapiu 8.
Proliferacia
Modulell_ Proliferacny index pouZzity v Stadii I-SPY2 vSeobecne predpoveda patologicku
proliferation kompletnu odpoved u pacientov s pozitivitou hormonalnych receptorov®.

Proliferation_

MDX Vlastna 7-génova signatura MDX pouZivand na hodnotenie bunkovej proliferacie.

CDK4 Cyklin-dependentné kindzy 4 a 6 (CDK4 a CDK6) su dblezité proteiny, ktoré reguluju
priebeh bunkového cyklu z fazy G1 do fazy S. Su hlavnymi cielmi inhibitorov CDK4/6,
ako su palbociklib (Ibrance), ribociklib (Kisgali) a abemaciklib (Verzenio); nie je viak
CDK6 jasné, &i droven ich expresie predpoveda citlivost na inhibitory CDK4/6.

Stredna
Inhibitory CCNE1 (62%)
CDK4/6

Zvy$ena expresia reguldtorov G1/S faz bunkového cyklu, CCNE1, CCND3, a CDKN2D,

CCND3 bola spojena s rezistenciou na palbociklib (lbrance) v jednoramennej neoadjuvantnej
studii fazy 1l (NeoPalAna) 4.
Stredna
CDKN2D (36%)
Génova signatura, ktora predpoveda mutdcie v géne PIK3CA a nasledne aj odpoved’ e
L. na lie¢bu inhibitorom PI3K alpelisibom (Pigray). Vysoké skdre PIK3CA-GS sa spdja aj s Stredna
PIK3CA mutacie PIK3CA-GS aktivaciou drahy PI3K/AKT a stratou signalizdcie mTORC1, €o mdZze mat vyznam pre (45%)
odpoved na inhibitory mTOR (napr. everolimus)?>.
valieler KONTAKTUJTE NAS MultiplexDX, s. r. 0., llkovi¢ova 8, 841 04 Bratislava ID: PAGE 3/6
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby /

Draha

Chemoterapia

Génova Vzorka A
signatura percentil
Gén kddujuci DNA topoizomerazu |, enzym kriticky pre transkripciu DNA, je Strednd
TOP1 Ly - S
ciefom protinadorovych liekov. (51%)
Gén kddujuci DNA topoizomerdzu lla, enzym kriticky pre transkripciu DNA, je
TOP2A -y " S
cielom protinadorovych liekov.
RAD51 Protein DNA opravy RAD51 homoldg 1 (RAD51) sa podiela na oprave Strednd
poskodenej DNA a je asociovany s rezistenciou voc¢i chemoterapii. (53%)
Protein exciznej DNA opravy ERCC-1 (ERCC1) sa podiela na oprave poskodenia Strednd
ERCC1 . . . - ) v -
DNA a je asociovany s rezistenciou voci chemoterapii. (36%)
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 stredna
DHFR metabolizme foldtov a raste buniek. Je ciefom antimetabolitovej chemoterapie (53%)
metotrexat 8.
Gén SLC19A1 kéduje protein RFC1 (reduced folate carrier 1), ktory prenasa
SLC19A1 X 18
metotrexat do bunky 18.
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-génovd signatura predpovedajlca odpoved na neoadjuvantnu
chemoterapiu pomocou lieciva taxan 2.

MAPs_Mitotic_ki
nases_neoadj_ch
emol7

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

Early_Relapse_E Génova signatura chemorezistencie predpovedajuca skory relaps u pacientov s Stredna
R.Neg negativitou ER (ER-) po chemoterapii lie¢ivami taxan-antracyklin 21, (33%)
Residual_ Génova signatura chemorezistencie predpovedajuca rezidualne ochorenie u Strednd
disease_ ER.Neg pacientov s negativitou ER (ER-) po chemoterapii lie¢ivami taxan-antracyklin 2. (53%)
Pathologic_ Génova signatura chemosenzitivity predpovedajuca patologickd Upint odpoved stredna
response_ u pacientov s negativitou ER (ER-) po chemoterapii lie¢ivami taxan-

in 21 (54%)
ER.Neg antracyklin 2%,
Early_Relapse_E Génova signatdra chemorezistencie predpovedajlca skory relaps u pacientov s Strednd
R.Pos pozitivitou ER (ER+) po chemoterapii lie¢ivami taxdn-antracyklin 2%, (35%)
Residual_ Génov4 signatlra chemorezistencie predpovedajlca rezidualne ochorenie u Stredna
disease_ ER.Pos pacientov s pozitivitou ER (ER+) po chemoterapii lie¢ivami taxan-antracyklin 2. (44%)
Pathologic_ Génova signatura chemosenzitivity predpovedajica patologickd UpInt odpoved
response_ u pacientov s pozitivitou ER (ER+) po chemoterapii lie¢ivami taxan-
ER.POS antracyklin 2L,
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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

Stredna
(39%)

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
metastatického TNBC.
Antigén 4 asociovany s cytotoxickymi T-lymfocytmi (CTLA4) je marker

CTLA4 imunitného kontrolného bodu a ciel niekolkych imunoterapeutickych liekov,
ako napriklad durvalumab (Imfinzi).

Module5_

TcellBcell

Chemokinel2

STAT1

Dendritic_cells

Imunitné signatury predpovedajlice odpoved na pembrolizumab pacientov s
TNBC zaradenych do $tudie I-SPY2 14.V3etky signatury, s vynimkou
mastocytovej (Mast_cells), boli spojené so zvy$enou pravdepodobnostou
dosiahnutia patologickej kompletnej odpovede.

MDX

bevacizumab (Avastin) v neoadjuvantnej $tudii GeparQuinto 2.

Stredna
Mast_cells (46%)
DNA poskodenie a VCored TN Signatura reparacie poskodenia DNA / imunity predpovedajica odpoved na
oprava prea_ veliparib (inhibitor PARP) a karboplatinu (Studia I-SPY2) 4.
Gén kddujuci vaskularny endotelovy rastovy faktor, protein, ktory sa podiela na Stredna
VEGFA angiogenéze, vazodilatdcii a raste endotelovych buniek. VEGF je cielom lieku (64%)
bevacizumab (Avastin).
Angiogenéza / H a/
. oxia
hypoxia Azpio enesis / Vlastnd 7-génova signatdra pouzivand na hodnotenie hypoxie, angiogenézy a Stredna
gl08 zapalu. Signatura zahfna gény, o ktorych je zname, Ze predpovedaju odpoved na
Inflammatory_ (39%)

Ciele konjugatov
protilatky a lieciva
(ADC)

ERBB2

Gén ERBB2 kdduje 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) schvéleného na lieCbu
metastatického TNBC 4.

NECTIN4

Gén NECTIN4 kéduje Nectin Cell Adhesion Molecule 4, bunkovu adhéznu
molekulu, ktord je cielom konjugatov protilatok s lie¢ivami (antibody-drug
conjugates) v klinickych studidch rakoviny prsnika.

ERBB3

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

Stredna
(61%)

FOLR1

FOLR1 koduje folatovy receptor alfa, ktory je cielom konjugatu protilatky a
lieCiva (antibody-drug conjugate) skimanym na lie¢bu metastatického TNBC v
niekolkych klinickych stadiach fazy 1a 2.

Stredna
(41%)

F3

F3 kdduje tkanivovy faktor, koagulaény faktor IlI, ktory je ciefom niekolkych
konjugatov protilatok a lieciv (antibody-drug conjugates) vo faze 1 klinickych
skusok.

SLC39A6

Gény SLC39A6 kdduju transportér zinku LIV-1, ktory je vysoko exprimovany v
luminalnych karcindmoch prsnika a skima sa v niekolkych klinickych studiach
fazy 1a 2.

TPBG

Trofoblastovy glykoprotein (TPBG) je nadmerne exprimovany v mnohych
pripadoch rakoviny prsnika a je ciefom najmenej dvoch konjugatov protilatky a
lieCiva, ktoré st vo faze 1 klinickych skasok.

Multiplex
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GENOVA SIGNATURA

Typ liecby / Génova Vzorka A
Draha signatura percentil
Gén, ktory kdduje protein Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 2, )
ROR2 ciel konjugatu protilatky a lieg¢iva (Ozuriftamab Vedotin) (BA3021/CAB-ROR2- Strednd
ADC), ktory sa skiima vo faze klinického skasania pokro¢ilych solidnych nadorov (66%)
vratane TNBC.
Tento gén kdduje marker imunitného kontrolného bodu nazyvany CD276 )
CD276 (zndmy aj ako B7-H3). Je ciefom konjugatu protilatky a lie¢iva (Mirzotamab Vysoka
clezutoclax) (ABBV-155), ktory je vo faze 1 a 2 klinického skusania pokrogilych (69%)
solidnych nadorov vratane karcindmu prsnika.
V-Set Domain Containing T Cell Activation Inhibitor 1 (VTCN1 nazyvany aj B7-H4) )
VTCN1 je marker imunitného kontrolného bodu a ciel konjugdtu protildtky a lie¢iva Vysoka
SGN-B7H4V, ktory sa skima vo faze 1 klinického skdsania pokrocilych solidnych (94%)
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. Nizka
faze klinického skusania pokrocilych solidnych naddorov vratane karcindmu (8%)
prsnika.

INTERPRETACIA A ODPORUCANIE

e Vzorka ma vysoku expresiu TACSTD2 (Trop-2) (96. percentil). Vysoké hladiny Trop-2 su asociované so zlym prezivanim a studia
Ascent Il ukazala, Ze u pacientov s vysokou az strednou expresiou Trop-2 sa zlepsila odpoved na sacituzumab govitekan
(Trodelvy) 4. Stredné hladiny TOP1 (51. percentil), ktoré su cielom cytotoxickej zlozky SN-38 lieku Trodelvy, podporuju
predpokladany prinos. Ak je pacientka vhodna, odporuca sa preskiumat moznosti liecby pomocou lie€iva sacituzumab
govitekan (Trodelvy).

* Hoci je vzorka negativna na mRNA a protein ERBB2, existuju dbkazy, Ze pacienti s Her2 IHC O (negativni ) mdZu reagovat na
trastuzumab deruxtekan (Enhertu). V Stadii fazy 2 DAISY (NCT04132960, EudraCT 2018-004868-57) malo 33,3 % pacientov s
Her2 IHC 0 potvrdent objektivnu odpoved na Enhertu. U¢innost Enhertu u pacientok s velmi nizkym Her2 (ultra-Nizka) sa
skiima aj v studii DESTINY-Breast06 (NCT04494425, EudraCT 2019-004493-26). Predpokladany prinos podporuju stredné
hladiny TOP1 (51. percentil), ktoré su cielom zlozky deruxtekan v liecive Enhertu.

e U pacientky je tieZ vysoka expresia niekolkych cielov konjugatov protilatok a lieCiv, ktoré sa v sucasnosti skimaju v klinickych
studiach, vratane nasledujucich: F3 (98. percentil), VTCN1 (94. percentil), TPBG (81. percentil), NECTIN4 (80. percentil) a
CD276 (69. percentil).

e Vysoka expresia SLC29A1, transportéra pre kapecitabin, mozZe predpovedat odpoved na tuto lie¢bu; avsak nizka expresia
TYMS, ciela metabolitu 5-FU kapecitabinu, naznacuje neisty prinos tohto chemoterapeutika.
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