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Az egyénre szabott terdpia az eml6tumorok kozeljovdbeli klinikai szisztémds kezelésének alapja lesz. Eh-
hez a tumorok hatékonyabb jellemzése, pontosabb prediktiv és prognosztikus informdciék nyerése sziik-
séges, amelyet monogénes (ER, PR, HER-2, stb.), vagy multigénes tesztek alkalmazdsa tesz lehet6vé.
Multigénes tesztek segitségével kiilonbozd klinikai problémdkra tudunk egyidejiileg vilaszt kapni, amely
az Osszkoltséget és az iddigényt csokkenti. Az dltalunk ismertetett tesztek a MammaPrint, Oncotype
DX, BLN Assay, Theros Breast Cancer Index SM, MapQuant DX, ARUP Breast Bioclassifier, Celera
Metastatic Score, eXagen BCtm, Invasive Gene Signature, Wound Response Indicator, Mammostrat,
amelyek microarray vagy RT-PCR mddszert alkalmaznak a génexpresszio mérésére. Ezek koziil kettd
(Oncotype DX és MammaPrint) mdr most az ajanlott diagnosztikus protokollok része. Ma még sok
probléma jelentkezik a kereskedelmi forgalomban is kaphatd tesztekkel kapcsolatban: jellemzd a gyenge
validdltsdg, az azonos célra tervezett chipek teljesen eltérd génlistdi, az eljdrds koltségessége és a kiértéke-
léshez sziikséges bioinformatikai modszerek bonyolultsiga. Magyar Onkoloégia 53: 351-359, 2009
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Patient tailored therapy will serve the fundamentals of future cancer treatment. For this it will be
imperative to characterize the tumor and to acquire precise predictive and prognostic information. We
can achieve this by using not only monogenic (like ER, PR, HER-2, Ki-67) but also multigene assays,
which can provide answers to several diagnostic questions simultaneously. We present a summary of
currently available RT-PCR and microarray based multigene tests including MammaPrint, Oncotype
DX, BLN Assay, Theros Breast Cancer Index SM, MapQuant DX, ARUP Breast Bioclassifier, Celera
Metastatic Score, eXagen BCtm, Invasive Gene Signature, Wound Response Indicator and Mammostrat.
Two of these (Oncotype DX and MammaPrint) are already incorporated in several diagnostic protocols.
However, multiple unsolved issues deteriorate the value of these tests: generally the validation is poor,
the gene sets do not confirm each other, the associated costs are high and the necessary bioinformatics is
highly complex. Pénzvalté Z, Mihaly Z, Gy6rffy B. Gene expression based multigene prognostic
and predictive tests in breast cancer. Hungarian Oncology 53: 351-359, 2009
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BEVEZETO

Az emlSétumorok genetikai és bioldgiai felépitésébdl
adédoan a szisztémas kezelések széles valasztéka al-
kalmazhat6 adjuvans vagy neoadjuvans kezelésként:
hormonterapia (tamoxifen, anastrazole, stb.), kemotera-
pia (antraciklinek, taxoidok, stb.) és célzott terapia
(trastuzumab, lapatinib, bevacizumab, stb.), illetve
ezek kombinacioéi. A betegek beosztasa az egyes keze-
lésekhez hagyomanyosan patologiai tényezSk alapjan
torténik: a tumor receptorstatusza, grade, stadium,
nyirokcsomo-€érintettség segitenek a terapias dontések

meghozataldban. Ezek felmérése azonban, barmennyi-
re is standardizalt eljarasokkal torténik, nagyban fiigg
a patologus rutinjatdl, szubjektiv megitélésétdl. Egy ko-
rabbi vizsgalatban azt talaltak, hogy harom kiilonb6z6
patologus altal adott tumorgrade-meghatarozas mind-
Ossze 50%-0s egyezést mutatott (56). A génexpresszid
mérésén vagy szekvenalason alapuld objektivebb diag-
nosztikus eszkozok megbizhatdbb elérejelzést adhat-
nak. Osszefoglalé referdtumunkban a génexpresszi6
mérésén alpuld monogénes és (a részben jelenleg még
fejlesztés alatt alld) multigénes teszteket hasonlitjuk
Ossze.
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MONOGENES TESZTEK

A patoldgiai gyakorlatban rutinszer(ien vizsgalt fak-
torok az 0sztrogén-, progeszteronreceptor és a HER-2.

Az Osztrogénreceptor és a progeszteronreceptor a
hormonterdpidra adott valasz el6rejelzésében jatsza-
nak szerepet. Klasszikusan paraffinba dgyazott szévet-
mintdn immunhisztokémiai eljardssal detektaljdk az
Osztrogénreceptor-statuszt. Az 6sztrogénreceptor (ER)-
pozitiv betegek 60%-a egyben progeszteronreceptor
(PR)-pozitivis,ésakétszeresen pozitiv (ER+/PR+) betegek
75%-a reagdl tamoxifenre és az aromatazinhibitorokra
(67), valojaban tehat az ER és PR kombinalt eléfordula-
sa esetén megbizhatobb az eldrejelzés. ER-/PR- betegek
egyaltalan nem reagalnak, az ER+/PR- és ER-/PR+ be-
tegek valasza valtozo a hormonterapidra (4). Az Allred
score két tényezd vizsgalataval 8 foku skélan osztalyoz-
za az ER-statuszt, a két elem egyrészt a pozitivan festd-
dé tumorsejtek hanyada, mésrészt a festédés atlagos in-
tenzitdsa a pozitiv sejteken (34). Azimmunhisztokémiai
eljaras azonban laboronként eltérhet, és a reakcio ér-
tékelése is lehet szubjektiv. Az immunhisztokémiai
reakcié és a minta értelmezésének megbizhatatlansa-
gat szemlélteti az a vizsgalat, melyben 26 orszag 200
klinikai laboratériuma végezte el alacsony, kozepes
és magas Osztrogénreceptor-statuszu mintakon az
immunhisztokémiai vizsgalatot. Az eredmények elem-
zése utan kideriilt, hogy a vizsgélatok 30-60%-a adott
hibas negativ eredményt (63). Ezen tilmenden igazolt,
hogy az ER+ tumorok mintegy 10%-aban nincs aktiv
downstream jelatvitel, azaz az dsztrogénreceptor nem
funkcionalis (6). Az ER-statusz nem csak prediktiv, de
prognosztikus informadciét is hordoz (ER-pozitivitas
a relapszusmentes tulélés idejét jelzi elére adjuvans
tamoxifen monoterapidval kezelt betegekben) (78), va-
lamint az ER+ statusz a kemoterapidra adott gyengébb
valasszal is Osszefligg (6). ER-stdtusz meghataroza-
sara microarray-alapt eljarasok is alkalmasak: Gong
és mtsai bemutattdk, hogy emlétumorok microarray-
vel mért ERBB2 (HER-2) és ER-statusza a hagyoma-
nyos modszerekkel Osszevethet§ eredményeket ad
(29). Meg kell jegyezniink, hogy mivel a microarray-n
tobb probaval is lehet egy gént mérni, ezért az egyes
probakat a hatékonysag alapjan sorba lehet rendezni.
Gong és mtsai munkdjukban egy probat azonositottak
(a 205225_at az Affymetrix HGU133A chipen), amely
kimagaslo korreldciét mutatott a fliggetlen modszerrel
mért receptorstatusszal. Ennek a probanak a jelinten-
zitdsa (és ezaltal a mért dinamikus tartomany) az ot-
szOrose a tobbi, joval alacsonyabb Osszefiiggést mutato
proba étlagos jelintenzitasanak.

A human epidermal growth factor receptor 2
(HER-2) a trastuzumab (Herceptin) monoklondlis
antitest-terdpia (12) prediktiv markere, az antitest a
HER-2 extracelluldris doménjéhez kot. A HER-2 gén
amplifikdcidja illetve feliilexpresszidja a betegek mint-
egy 25%-anal fordul eld. Bar a pozitiv HER-2-statusz az
antitest-terdpia sikerességét eldre jelzi, ugyanakkor ha-

gyomanyosan rosszabb prognoézissal tarsul. Egy, a ko-
rai eml6rak adjuvans kemoterapias kombinacidit dssze-
hasonlit6 vizsgalatban a HER-2-statusz és antraciklin-
ill. nem-antraciklin alapt terapia hatékonysaganak
Osszefliggéseit vizsgaltak. HER-2+ betegekben (n=1536)
az antraciklinek folényes sikert értek el a betegségmen-
tes tulélés, illetve teljes tulélés terén is (adjuvans fazis-
ban), mig HER-2- betegekben (n=3818) az antraciklinek
nem voltak hatasosak (24). A nem kissejtes tiid6rakok-
ban viszont a HER-2 feliilexpresszidjanak kedvezétlen
prediktiv szerepe van, azaz kemorezisztenciaval tarsul
(80). A HER-2-statuszt szintén immunhisztokémiaval,
paraffinos mintan detektaljak. Az altalanosan hasz-
nalt diagnosztikus algoritmus szerint a score 2+ ese-
tekben in situ hibridizacids vizsgalat (leggyakrab-
ban fluoreszcens ISH, FISH) sziikséges a HER-2 gén
amplifikaciéjanak kimutatasara. Microarray-alapu vizs-
galatok a HER-2-statusz meghatarozasara is alkalma-
sak, a legjobb korrelaciot Affymetrix HGU133A chipen
a 216836_s_at probaval mérték (29).

A Ki-67 egy proliferaciéos marker, mely korrelaciot
mutat a hisztologiai grade-del (88). Jelen van a sejtcik-
lus minden aktiv fazisaban (Gl, S, G2, M), ugyanakkor
nem detektalhaté GO fazisban, igy a proliferald sejtek
tokéletes markere (25). A Ki-67-expresszié prognoszti-
kus értékét szamos vizsgalat bizonyitotta, a betegség
kimenetelére, tavoli metasztazismentességre egyarant
(10, 18, 83). Ugyanakkor a legtjabb vizsgalatok mar
megkérddjelezik a Ki-67-expresszid jelentdségét €s mas
proliferacidés markereket helyeznek el6térbe (50).

Tovabbi monogénes markerek az urokinaz tipusu
plazminogénaktivator/plazminogénaktivator-inhibitor
1 (PA/PAI-1) (33, 38, 44, 51), a ciklin D1 (75) és a
c-myc (8). Ezek expresszidjanak mértéke prognoszti-
kai el6rejelzésre lehet alkalmas. A metalloproteinazok
prognosztikus és prediktiv szerepe is felemertilt (17,
19, 20). Az ER-statusztdl fiiggetleniil az emelkedett
metallotionein-szint kedvezdtlen jelnek bizonyul a
tamoxifen-terapidra nézve (77). Ujabban keriilnek kli-
nikai kiprébalasra egyéb markerek, bar ezekkel kap-
csolatban még nem tisztazott, hogy predikcids, vagy
inkabb prognosztikus, esetleg kombinalt markereknek
tekinthetjiik Sket. Az antraciklin-terapia hatasat a
TOP2A gén overexpresszidja elérejelezheti, bar az iro-
dalomban a kiilénb6z6 kutatasok és vizsgalatok szig-
nifikans prediktiv er6t nem mutattak ki (33, 48, 51, 62,
79). Valamint lehetséges, hogy a Tau gén a neoadjuvans
paclitaxellel szembeni rezisztencia el6rejelzésében al-
kalmazhaté biomarkerként (2, 7, 68). Az itt felsorolt
gének expresszidjanak rutin klinikai vizsgalata nem
jellemzé.

MULTIGENES TESZTEK

A tumoros megbetegedések mutaciok halmozasaval
alakulnak ki, feltételezziik, hogy a tumor kialakulasa,
az esetleges terapiarezisztenciak hatterében multigénes
folyamatok allhatnak, igy az elébbiekben felsorolt egy
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tényez6t vizsgald tesztek informacidtartalma korlato-
zott. A génexpresszidés mintazatok informacidtartal-
ma ezzel szemben nagyobb és kozelebb 4all az in vivo
folyamatok hatteréhez. Valamennyi jelenleg fejlesztett
teszt az mRNS cDNS-sé valo atirasan alapszik. Az el-
jaras teljes mértékben standardizalt, harom alapvetd
technoldgiat hasznalhat, ezek a FISH, az RT-PCR és a
DNS-microarray.

A DNS-microarray-k a hibridizacion alapuld, egy-
szerre tobb szekvencia parhuzamos vizsgalatara al-
kalmas rendszerek. Alapelviik, hogy a DNS ismert
szakaszanak egyik szalat szilard hordozé matrixon
rogzitik, majd ellenoldali DNS-szekvenciat kapcsolnak
hozza. A célszekvenciat vizsgalat el6tt fluoreszcensen
vagy enzimmel jelolik. Minél erésebb az adott szakasz
expresszidja, annal erésebb a jel a leolvas6 rendszerben.
A technika lehetdvé teszi a sejtek funkcionalis, genomi
1éptékii vizsgalatat. Expresszid alatt a DNS atirodasat
mRNS-re értjiik, ez azonban még nem egyértelmiien
utal a valodi, miikodSképes fehérjék 1étére és mennyi-
ségére, mivel kiilonb6zd poszttranszkripcids hatasok
miatt nem feltétleniil jelenik meg egy mRNS fehérje-
szinten is a sejtben. A teljes genom expresszidjanak mé-
rése folosleges és draga lenne, ezért jellemzden redu-
kalt probaszamot tartalmazd (Ggynevezett , custom”)
chipeket fejlesztenek. Ma mar jonéhany ilyen specialis
chip kaphato kereskedelmi forgalomban.

EMLORAK-ALOSZTALYOK
AZ EXPRESSZIOS MINTAZATOK
ALAPJAN

Az emlbrak heterogenitasa sziikségessé teszi egy ob-
jektiv alosztalyrendszer kialakitdsat, melyben az eltérd
expresszios jelleget mutaté tumorok kiilon tipusok-
ba sorolhatdak, és ezek a tipusok mas, klinikai jelen-
tdséggel bird tulajdonsagokkal korrelaltathatoak. Az
expresszios mintazatok alapjan elkiilonitett emlérak-
alosztalyok kozelebb vezethetnek a pontosabb progno-
zishoz, a megfelelden megvalasztott tényez&k alapjan
elkiilonitett alosztalyok prediktiv erdt is hordoznak
magukban, igy segithetnek a hatékonyabb személyre
szabott terapia kialakitasaban.

Perou és munkatarsai ma mar klasszikus kozlemé-
nylikben microarray-adatok alapjan kiilonitettek el
altipusokat, melyeket a betegség kimenetelével is kor-
relaltattak. Az altaluk leirt hat altipus (60, 72): bazalis,
HER-2, normalis eml{ jellegi, luminalis A, luminalis B
és luminalis C, késbb a luminalis C altipust torolték a
rendszerbdl, igy 6t kategdria maradt (73).

Az alapveten vizsgalt monogénes faktorok alap-
jan jellemezve a szubtipusokat a bazalis tipus ER-, PR-,
HER-2-; a lumindlis A tipus ER+ és/vagy PR+ HER-2-;
a luminalis B tipus ER+ és/vagy PR+ HER-2+, a HER-2
tipus pedig ER-, PR- és HER-2+ (87). A luminalis tipu-
sok Osztrogénreceptor-pozitivak, legkiemelkeddébb a
luminalis A tipus ER-expresszidja. A luminalis A ti-

pus esetén jelentds még a GATA1, XBP1, TFF3, HNF3q,
LIV-1 expresszidja is. A lumindlis B szubtipus szin-
tén ER-pozitiv, a luminalspecifikus génekbdl koze-
pes expressziot mutat. Az ER-negativ tumorok harom
altipusa a rendszerben a HER-2, bazalis és normalis
eml6-szeri. A bazdlis tipus megfeleltethet6 a ,triple-
negative” patologiai kategérianak (ER-, PR- és HER-2-),
a jellemzésbdl azonban nem mell6zhetd a bazalis
citokeratinok expresszidja, ugymint citokeratin 5/6,
citokeratin 14 vagy citokeratin 17 és/vagy HER-1 (55).
Az ot tényez6t (HER-2, ER, PR, citokeratin 5/6, EGFR)
figyelembe vev{ alosztalyba sorolas pontosabb megha-
tarozasa a bazalis tipusnak (15). A hormonterapiak al-
kalmazasa eredménytelen a bazalis és HER-2 tumorral
rendelkezé paciensek esetében.

Az alosztalyok eltéré molekularis biologiai jellegiikon
tal korreldlnak prognosztikus tényezdkkel is. Megbiz-
hato elérejelzéi a tulélésnek, a standard klinikai ténye-
zOktdl (beteg kora, nyirokcsomo-érintettség, stb.) fiig-
getleniil. Mind a relapszusmentes, mind a teljes tulélés
legmagasabb a luminalis A tipusban (35, 54) és a legrosz-
szabb prognozis a HER-2, bazalis tipusokkal jar (55).

Az alosztalyok asszocidltathatéak a gyakorlatban
régodta hasznalt prognosztikus faktorokkal is, amely
klinikai, patolégiai tényezék hatékony eldrejelz6i a
tulélésnek. Ilyen hagyomanyos tényezdk segitségével
nyerhetdk prediktiv informaciok az adjuvans terapiabol
szarmazd esetleges elényokre az Adjuvant! Online se-
gitségével (http:/www.adjuvantonline.com/index.sp).
A bazalis, HER-2 tumorok jellemzden magas grade-et
képviselnek, mig a luminalis tipusokra az alacsonyabb
grade jellemz6. Nem mutathaté ki szignifikans korre-
lacié a nyirokcsomo-érintettség és alosztalybesorolas
kozott, azonban a besorolas korrelal az ER-statusszal,
ahogy azt mar korabban targyaltuk (a luminalis tipu-
sok ER-pozitivak, a bazalis, HER-2, normalis eml6-sze-
rii tipusok jellemzéen ER-negativak) és a tumor méreté-
vel is, ez utobbi azonban nem tul erds kapcsolat (87).

Az alosztalyok jelentds eltérése egymastdl génex-
presszids szinten arra utal, hogy itt kiilonb6z6 eredetd,
egymastdl teljesen eltérd tumorokkal allunk szemben
(41). Azonban ennek ellenére e molekularis klasszifika-
cidk hozzaadott klinikai értéke erésen limitalt azaltal,
hogy az alosztalyok a receptorstatusszal szorosan 0sz-
szefliggenek.

PROGNOZIS ES PREDIKCIO

Az utdbbi néhany évben egyre tobb, és egyre erésebb
prediktiv erével bird génexpresszién alapuld teszt
jelent meg. Az assay-k célja a klinikai dontéshozatal
megkonnyitése az egyes pacienseknél, igy névelve a
terapia hatékonysagat, a varhato talélés idétartamat,
ugyanakkor csokkentve a koltségeket és a mellékha-
tasokat, mivel a betegek csak a leghatdsosabb szere-
ket kapjak meg. A tesztek alkalmazhatdsaganak indi-
kacidi az 1. tablazatban, a termékek Osszehasonlitidsa
pedig a 2. tiblizatban lathato.
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1. tablazat. Multigénes tesztek indikdcidja a hormonreceptor-stitusz és a nyirokcsomo-érintettség fiigguényében

ER pozitiv ER nem relevans
Oncotype DX MammaPrint
Theros Breast Cancer Index Breast Lymph Node (BLN) Assay
Nyirokecsomé negativ MapQuant DX eXagen

Breast Bioclassifier

Celera Metastatic Score

Mammostrat

Nyirokcsomé nem relevans Nouvera Biosciences

Invasive Gene Signature

Wound Response Indicator

2. tabldzat. Emlétumorok diagnosztikdjdra kifejlesztett tesztek

Teszt Assay
; Cél
Név Cég Elérhet6 Ge,n ek Szovet Technika
széma
MammaPrint Agendia EU, USA 70 F/F  Microarray = Prognozis 61 éven feliil
Oncotype DX Genomic Health EU,USA 21 Ffp Q-RT-PCR P”I‘ngl.OZI/S, tam9x1fe,r.1-kezelest Kove-
t6 kiujulas predikcidja
Theros Breast Cancer Biotheranostics USA 25) Ffp Q-RT-PCR PM”pr.o,g.no,le, en(.iOk.I:l.l’l terapiat ko-
Index vetd kitjulds predikcidja
MapQuant DX Ipsoggen EU 97 F/F  Microarray = Prognozis
Breast Bioclassifier ARUP USA 55 Ffp RT-PCR Prognézis
Celera Metastatic Applera _ 14 Ffp RT-PCR P”rogfl.oz{s, tam(._‘;x1fe:r.1-kezelest kove-
Score t6 kitjulas predikcidja
Breast Lymph Node . . . L .
GeneSearch Veridex UK 76 F/F Microarray Intraoperativ metasztaziskimutatas

(BLN) Assay
II}VaSlVE Gene - - 186 F/F Microarray = Prognozis
Signature
Wotlmd Response - - 512 F/F Microarray  Prognozis
Indicator

.. . Progndzis, tamoxifen- és taxan keze-
Nouvera Biosciences Veridex - 30 - - el g1 1y N

lést kovetd kitjulas predikcidja

eXagen eXagen Diagnostics - 3 Ffp FISH Progndzis
Mammostrat Genomics USA 5 IHC PM prognézis

F/F: friss vagy fagyasztott minta, Ffp: formalinfixalt paraffinos metszet, IHC: immunhisztokémia, FISH: fluoreszcens in situ hibridi-

z4ci6, PM: menopauza utan

A MammaPrint és a BNL assay elfogadottak az US
Food and Drug Administration (FDA) altal. A BNL
tesztje olyan intraoperativ assay, amelynek segitsé-
gével a 02 mm-nél nagyobb metasztazis kimutat-
haté az &rszemnyirokcsomdban a citokeratin 19 és a
mammaglobin mRNS-ek expresszidjanak mértéke
alapjan (9, 49). A MammaPrint 70 gén expresszidjat
mérd DNS-microarray, j6 és rossz progndzisu csoportba
sorolja az I-IV-es stadiumd, nyirokcsomd-negativ bete-
geket (11, 26, 53, 76, 84-86). A cég kiilon RNS-tartdsito
folyadékot hozott forgalomba, melynek segitségével
igéretiik szerint tesztjiik egyszer(ibb, mint a formalinfi-
xalt és paraffinos modszerek.

Annak ellenére, hogy az FDA még nem fogadta el
az Oncotype DX tesztjét, az NCCN és ASCO protokoll
is hivatkozik ra 2008 ota. A teszt elérheté nemcsak a
tengerentuli, hanem az eurdpai betegek szamara is. A
teszt ER-pozitiv, nyirokcsomé-negativ, invaziv emléra-

kos paciensek esetében eldrejelzi a terapia varhato ha-
tékonysagat és a kigjulas esélyét. A 21 gént méré assay
esetében a 16 tumorasszocialt gén expresszios szintjé-
bdl a , Recurrence Score” egy egyszer(i matematikai al-
goritmus segitségével szamithat6, mely korrelaciot mu-
tat a tumor 10 éven beliili kitjulasaval, a kemoterapiara
valo érzékenységgel, valamint a mortalitassal. A mod-
szert tobb korabbi nagy tanulmanyban, illetve jelenleg
is futd klinikai vizsgalat soran validaljak (National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project NSABP,
Trial Assigning Individualized Options for Treatment
TAILORx) (5, 32, 56, 57). Azonban meg kell jegyez-
niink, hogy a 16 prediktor gén (a teszt 5 referenciagén
expresszidjat is méri) koziil a mar jol ismert és rutinsze-
rien vizsgalt ER, PR, HER-2 és Ki-67 gének azok, ame-
lyek a rekurrencia score szamolasanal igen nagy sullyal
esnek latba, a tobbi gén hozzaadott értéke csak azokban
az esetekeben szamit, ha e kulcsgének segitségével a
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diagndzis nem lehetséges. Az Oncotype DX a legsike-
resebb teszt, az USA-ban 2008-ban mar 50 ezer tesztet
végeztek (www.genomichealth.com).

Ugyancsak megrendelhetd a Theros Breast Cancer
Index SM teszt, amely a THEROS H/I és a THEROS
MGI tesztek kombinacidja. A THEROS H/I a HOXB13
és IL17BR gének expresszidjanak aranyat vizsgalja, me-
lyek ER+ és nyirokcsomoé-érintettséggel nem rendelke-
z0 paciensekben fiiggetlen prediktorai a kitjulasnak.
Magas H/I rata magasabb relapszusarannyal és emel-
kedett mortalitassal parosul. A predikcié alacsony és
magas rizikét kiilonboztet meg, valamint jo és rossz
valaszkészséget az endokrin terapiara. A THEROS MGI
teszt 5 gén expresszidja alapjan adja meg a genomikai
grade-beosztast. Prediktiv értékét egymastdl fiigget-
len klinikai vizsgalatokban validaltak (27, 28, 39, 40,
45-47). Szintén kereskedelmi forgalomban kaphaté a
DNS-microarray-alapt, MapQuant DX assay, amely 97
gén expresszidja alapjan invaziv, primer, ER+, nyirok-
csomod-negativ, grade II tumorokat osztalyoz alacsony
vagy magas rizikdéju csoportba (43, 74). 2009 végére
igérik, hogy az ARUP Breast Bioclassifier assay elér-
het6 lesz. A teszt hormon- és nyirokcsomdstatusztol
fliggetleniil az I-IV stadiuma emlétumorokat prog-
nosztikus és prediktiv értékii szubtipusokba sorolja
a génexpresszios mintazatuk szerint, folyamatos rizi-
képontszam-skalat alkalmazva (56, 58, 85). A Celera
Metastatic Score tesztje szintén nincs még forgalomban,
a cég eddig még nem nyilatkozott a forgalomba keriilés
varhato idejérdl. Tesztjiik 14 gén expresszidja alapjan
a tamoxifen-kezelésben részesiilé nyirokcsomo-ne-
gativ, ER+ betegeknél folyamatos skalan jelzi elére a
kitjulas esélyét (36, 81, 82). Az irodalomban olvasha-
tunk még az Invasive Gene Signature tesztrdl, amely-
ben CD44+/CD24- sejtek expresszids aranya alapjan
adjak meg az IGS-t, ami rovidebb metasztazismentes
tulélési idGszakkal fiigg Ossze. Kombindlva az NIH
prognosztikus kritériumaival a korai emlérakban eld-
rejelzi a nagy rizikdju attétet vagy halalt (1, 42, 61, 70).
A Wound Response Indicator tesztrél egyelére szin-
tén még csak az irodalomban olvashatunk: Dvorak és
mtsai 512 génbdl all6 WRI indexe szérummal aktivalt
fibroblasztkultiraban megvaltozott expresszioju gé-
nekbdl all és korai stadiumti emlérakokban révidebb
talélést és tavoli metasztazistdl mentes idészakot jelez
elére (13, 14, 21, 37).

5 antitest (p53, HTF9C, CEACAM5, NDRGI,
SLC7A5) immunhisztokémiai mérésén alapul a
Mammostrat tesztje, amely nyirokcsomoé-negativ, ER+,
posztmenopauzas betegek kitjuldsi esélyét jelzi eldre.
Az USA-ban mar elérhetd, az FDA éltali elismerés azon-
ban még folyamatban van (64, 65). Bar egyelére még
nem kaphato, de létezik egy FISH-alapti, harom gén
alapjan, korai invaziv emlérakban tavoli kitjulast el6-
rejelz6 assay ER/PR+ betegek szamara, az eXagenBC™.
Az ER/PR- paciensek szamara is 1étezik a cégnek tesztje
(16). 2009 aprilisaban a Nouvera Biosciences és Veridex
bejelentette, hogy forgalomba hozza a Nouvera altal

kifejlesztett 30 génen alapulé farmakogenomikai el6-
rejelzést ado tesztet, amely a tamoxifen endokrin te-
rapia, valamint a taxanalapt kemoterapia varhaté ha-
tasat jelzi el6re. A tamoxifenre adott valasz el6rejelzé-
sét az ER-rel koexpresszalddo génekbdl fejlesztették a
relapszusmentes tulélés id6tartamanak megbecslésére
az adjuvansan tamoxifennel kezelt betegek esetében.
A taxanalapti kemoterapia esetében az eldrejelzés a
prospektiv neoadjuvans trial-eken alapul.

Erdemes az assay-k alkalmazasa elStt azt is mérle-
gelni, hogy az alkalmazott technikdknak a gyakorlat-
ban milyen anyagi és labortechnikai igényei vannak.
Az IHC és FISH technika el6zetes mikrodisszekciot
nem igényel, alkalmazasa soran formalinban fixalt
minta a kiinduldsi anyag, amely egyszerti modszer
és a koltségei viszonylag alacsonyak. Hatranya, hogy
szemikvantitativ és kevéssé standardizalhatd, automa-
tizalhatosaga kozepes. A segitségével vizsgalhatd gé-
nek szama kicsi, igy nem alkalmas Osszetett rendszerek
egyidejli vizsgalatara. Ezzel szemben az RT-PCR és a
microarray esetében a vizsgalhatd gének szama nagy
és kvantitativ eredményt adnak, valamint a mddsze-
rek kénnyen automatizalhatéak. Hatranyuk azonban,
hogy bonyolult statisztikai algoritmusokat igényelnek,
valamint kiértékelésiik és koltségiik nagysagrendekkel
nagyobb, mint a FISH-é vagy az IHC-é. A QRT-PCR
esetében formalinfixalt paraffinos mintaval is lehet dol-
gozni, ami a rutin patologiai feldolgozas része, itt nem
sziikséges fagyasztott minta. A microarray-vizsgalathoz
azonban friss vagy fagyasztott minta sziikséges, ami
egyrészt emeli a koltségeket, masrészt plusz feladatot
r6 a patologusra (66).

Az igéretes eredmények ellenére kifejezetten a tera-
pias valasz elérejelzésére alkalmas chipek kereskedel-
mi forgalomban még nem kaphatdak (30). A témaban
irodott vizsgalatok zOme neoadjuvans kemoterdpias
kezelésekre koncentrdl és az annak hatdsara esetle-
gesen kialakuld patoldgiai komplett remisszié (pCR)
elérejelzését célozza meg (3). A neoadjuvans kezelés-
re adott pCR szignifikdnsan javitja a talélést. A fent
emlitett vizsgalatban 78%-os prediktiv pontossaggal
jelezték el6re a neoadjuvans paclitaxel, fluroruracil,
doxorubicin és cyclophosphamid hatasara kialakulo
patologiai komplett remissziot. Az eddig elmondottak
alapjan varhatd, hogy 6nallé markert nem sikeriilt ta-
lalni a predikcidra, helyette egy 74 génes multigén szet-
tet azonositottak a szerzék. Egy masik vizsgalatban egy
30 génes predikcios tesztet allitottak 6ssze, neoadjuvans
T/FAC-kezelés utan a pCR illetve a rezidudlis betegség
mértékének eldrejelzésére (59).

A prognoézis és predikcio (el6rejelzés) kozotti kii-
16nbséget legkdnnyebben a ,Seattle projekt” példajan
keresztiil lehet bemutani (71). Ennek soran a DNS-
repair rendszer illetve a sejtciklus génjeiben specifi-
kus mutacidkat hordozé élesztd sejtvonalakat kezeltek
jovahagyott kemoterapias szerekkel. Meglepé mddon
a legtobb gydgyszer — kiilondsen az emldrak kezelé-
sében alkalmazott szerek, mint az 5-fluorouracil vagy
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a doxorubicin — nem mutatott a célfehérjére vonatko-
z0 szelektivitast. Pontosan emiatt a predikcié nagyon
nehéz, illetve a magas proliferacids rataval rendelkezé
tumorok lesznek a legérzékenyebbek a kemoterapia-
val szemben. Ez azt is megmagyarazza, hogy miért
rendelkezik a legtobb prognosztikus marker jelentds
prediktiv értékkel is.

A MULTIGENES TESZTEK HATRANYAI

A microarray-alapt analitikai vizsgalatok mindossze
tizendt éves multra tekintenek vissza (23), és az eljaras
klinikumba lépése még folyamatban van, igy értheto és
tobb ponton indokolt a veliik szembeni szkepticizmus.
Alapvet6 technikai tényezd, hogy a microarray mRNS-
szinteket mér a sejtekben, ami nem sziikségszertien
egyezik a kédolt fehérje valddi megjelenésének mér-
tékével. Az egyidejlileg sok fehérje szintjének gyors
mérésére alkalmas proteinarray technoldégia még nem
kiforrott, kidolgozasa a proteomika kozeljovébeni fel-
adatai kozé tartozik.

A legfontosabb kérdés a microarray-vizsgalatok
reprodukalhatdsaga. Az FDA vizsgalatot inditott a
microarray-elemzések reprodukalhatésaganak fel-
mérésére, melynek sordan négy RNS-mintat, 6tszords
ismétléssel, hét kiilonb6z6 array platformon, harom
kiilonb6z6 laborban vizsgaltak Osszesen majdnem
ezer microarray felhasznaldsaval, illetve a minta-
kat RT-PCR-rel is ujramérték. Magas egyezést talal-
tak a microarray- és a PCR-eredmények kozott, és a
microarray-eredmények is jol reprodukalhaténak bizo-
nyultak (69).

A Kkiértékelés eredményeként felmeriilé probléma a
génlistak kérdése: azonos célra, problémara létrehozott
chipek gyakran teljesen kiilonbdz6 génlistakat tartal-
maznak. A génlistak eltérésének tobb oka is lehet: a
felhasznalt bioldgiai anyag kiilonbozhet (sejtvonalak,
klinikai mintak, stb.), a bevont mintdk szama alacsony
egyes vizsgalatokban (kevés minta esetén valodi Osz-
szefliggés helyett a heterogenitasbdl ad6dd genetikai
diverzitast mérhetjiik), az egyes microarray-k kiilon-
b6z6 technoldgiat hasznalnak (ami sziikségszeriien
mashova kotédd probakat jelent), illetve az egyes
vizsgalatokban eltéré bioinformatikai modszereket al-
kalmaztak. Kérdéses tehat, hogy valdjaban sikeriilt-e
megtalalni ez esetekben az oki géneket, vagy csupan
egyes utvonalak downstream génjeit emeli ki a teszt?
Természetesen lehetséges, hogy a nem atfedd génlistak
esetében egy adott kérdés tobb lehetséges jo megoldasa-
rol van szé. Erre utal Fan és mtsai vizsgalata, melyben
5 kiilonbo6z6 multigénes prediktor tesztet prébaltak ki
295 mintan, és az 0t tesztbSl négy szignifikans egyezést
mutatott a predikcioban, annak ellenére, hogy kiilon-
b6z6 gének expresszidjat vizsgaltak (22).

Egyes esetekben atgondolandd, hogy valéban multi-
génes-e a microarray chip. Némely teszteknél (pl.
Oncotype DX) megfigyelhetd, hogy a régdta ismert és

rutinszertien vizsgalt gének mellett ugyan feltiinnek
Ujabb elemek, alaposabban megvizsgalva a teszt fel-
épitését azonban kidertil, hogy a végsd prognosztikus/
predikciods score kialakitasahoz az egyes génekhez egy-
egy szorzot rendelnek, igy kiemelve, hangstulyt adva a
régodta ismert prognosztikus erejii géneknek, mig az 1j-
donsagként bevezetett gének valdjaban érdemben nem
is vesznek részt a score kialakitasaban.

Tovabbi, és talan legjelentdsebb kétséget a forgalom-
ban 1év6 multigénes tesztek sokszor megkérdojelezhet6
validaltsaga jelenti, ugyanis csak ritkan talalni valéban
fliggetlen validaciot (gyakrabban ez szintén a fejlesz-
ték nevéhez kothetd). A ClinicalTrials.gov (http:/www.
clinicaltrials.gov/) az US National Institute of Health al-
tal mkodtetett adatbazis, ahol a jelenleg futo, és a mar
lezart klinikai vizsgalatok kdvethet6k nyomon. Adatba-
zisa alapjan az emlérakkal kapcsolatos génexpreszion
alapuld klinikai vizsgalatok kozott jelenleg 48 study fut.
A Nouvera Bioscience a III. fazisban 1évé prospektiv
vizsgalat, GeneSearch Breast Lymph Node (BLN) Assay
esetében gytjt bizonyitékot arra, hogy az assay klinikai
koriilmények kozott is igen hasznos eszkdze az orvosi
dontéshozatalnak. A III. fazisban 1évé lezart vizsgala-
tok koziil egyben az elbrejelzés pontossagat értékelik
génexpresszios profil alapjan preoperativ taxan- és
antraciklin kemoterapiara kivalasztott I-III. stadiumu
emlérakos betegeknél. ElsSsorban a preoperativan
kemoterapias szerrel kezelt I-III. stadiumt betegek-
nél igyekeznek el6rejelezni a pCR-t genetikai profilon
alapuld teszttel, valamint hogy a teszt paclitaxel/FAC-
specifikus vagy csupan FAC-terapiaban novekszik a
szenzitivitdsa. Osszesen négy III. fazist vizsgélat fut
jelenleg. A még jelenleg is fut6 MINDACT (Microarray
In Node-negative Disease May Avoid Chemotherapy)
egy prospektiv, random 6sszehasonlitd elemzés, amely
70 gén alapjan kozos klinikopatoldgiai kritériumok sze-
rint adjuvans kemoterapiara kivalasztott nyirokcsomo-
negativ paciensekkel dolgozik. A kezelés eredménye-
it Osszevették a 70 gén alapjan adott progndzissal. Ez
valéjdban a MammaPrint validacidja (52). Ot klinikai
vizsgalat foglalkozik az emlérak prognosztikus teszt-
jeivel. Az NSABP (National Surgical Adjuvant Breast
and Bowel Project) keretén beliil a B40, B41, és B42 je-
lenleg is futd III. fazist vizsgalatok a kiilonbdzd tera-
pias kombinacidkat hasonlitjak 0ssze HER-2-pozitiv
(B41), posztmenopauzalis, hormonreceptor-pozitiv
(B42) paciensek esetében. Ezen NSABP-s vizsgalatok-
ban validaltak az Oncotype DX tesztjét.

Nagyban korlatozza tovabba a microarray mint
technika felhasznalhatésagat az elemzéshez sziiksé-
ges bioinformatikai eszkdzok éretlensége. A legtobb
vizsgalat soran az R statisztikai kdrnyezeben [www.r-
project.org] futé bioconductor [www.bioconductor.org]
konyvtarakat hasznalnak, ez azonban egy parancsso-
ros munkafeliiletet jelent, amelyet csak jelentds infor-
matikai hattérrel lehet kezelni. Az adatok elemzése
soran sok olyan részlépés kapcsolodik, amelyekre kii-
16n-kiilon is tobb lehetséges algoritmus érhetd el. Tobb
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probalkozas tortént egyszer(i felhasznaldbarat prog-
ramok kifejelesztésére (pl. dChip, Genespring), ezek a
programok azonban rendkiviil egysiku statisztikai al-
goritmus-készletet tudnak felmutatni, igy a felhasznalo
végiil mégis az R hasznalatara kényszeriil. Végezetiil a
sok parhuzamos mérés miatt a multiple testing problé-
maja kiemelten jelentkezik, amelyet korabbi 9sszefogla-
16 referatumunkban mutattunk be (31, 52).

Utolsd, de az elterjedés gatjai koziil az els6 hatrany-
ként kell megemliteniink, hogy a microarray chipek
koltsége joval meghaladja némely hagyomanyos madd-
szerekét, mérésenként 3500 USD-t megkozelits atlagos
arral.

OSSZEFOGLALAS

A génexpresszidos microarray-ket eredetileg az egyes
gének expresszidomérésének a sokszorozasaként fogtuk
fel, mintha tobb RT-PCR-t vagy Northern blot-ot futtat-
nank le parhuzamosan. Mdara azonban vilagossa valt,
hogy ezen egydimenzios megkozelités helyett a teljes
genomikus jel integraciéjabdl létrehozott genomikus
mintdzat a kulcs, amelynek a felhaszndalasaval (és rész-
ben redukaldsaval) diagnosztikus eszkozoket lehet
fejleszteni. A multigénes tesztek fejlesztése és klinikai
tesztelése ma a kutatasok forropontjat képezi, varhato
a gyors fejlédés a tesztek minden vonatkozasaban, il-
letve a mar meglévd tesztek tokéletesedése, a kereske-
delmi forgalomba keriild tesztek korének gyarapodésa.
A kozeljovbben a pontos klinikai kdrnyezetbe dgyazott,
prospektiv vizsgalatokkal aldtdmasztott multigénes
tesztek széleskori elterjedése varhato.
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