maintrac® — monitorowanie choroby
NOWOtworowej
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Krazace komorki
NOWOtwOrowe
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Powstawanie przerzutow
nowotworowych

¢ Carcinoma = rak-synonim
nowotworow zlosliwych
pochodzenia nablonkowego

zirkulierende ‘ NOWOtWOI'y ZlOéliW@
Tumorzelle .
_ |/ uwalniaja komorki

5 ;—ﬁcrz;;rj\j/e/igstasen nablonkowe

= CETCs (circulating
epithelial tumor cells)

@ 7ZB
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Czestos¢ wystepowania krazacych
komorek nowotworowych

Skiadnk komorkowe krwi

erytrocyty 4,5—-5,5 Mrd.
leukocyty 4 — 11 Mio.
neutrofile 2,5 —17,5 Mio.
eozynofile 40.000 —400.000
bazofile 10.000 — 100.000
limfocyty 1,5 - 3,5 Mrd.
monocyty 200 — 800 Mio.
trombocyty 300 Mio.

| krazace komorki nowotworowe 10— 100.000 |
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Zaleznos$¢ pomiedzy 1loscig krazacych

komorek nowotworowaych 1 wielkoscia guza
pierwotnego

Correlation between CETCs and tumor size?

700,000 -
600,000 - -
500,000 -
400,000 -
@ 300,000 -
> :
L 200,000 - -
= ®
3 ®
100,000 - ° o correlation = 0.621
L
[
o0 ®

50’ %y /00: 0007501 OOZOQ 000

cell number

0. Camara et al., Ann Oncol 2007, 18: 1484-1492
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Znaczenie oznaczania CETCs

Stadium wczesne Stadium zaawansowane

¢ pomoc w diagnostyce ¢ ocena rokowania 1
nowotworow ztosliwych wczesne wykrycie
progresji choroby
é ocena rokowania 1
ryzyka powstania é monitorowanie
przerzutow odpowiedzi na

. . zastosowane leczenie
é monitorowanie

odpowiedzi na
zastosowane leczenie
@ TZB
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maintrac-metoda
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Oznaczanie 1losci krgzacych komorek
nowotworowych

ocena EpCAM (czasteczka
adhezyjna komorek
nablonkowych) = fizjologicznie
nie wystepuje na komorkach
krazacych we krwi
mozliwe w kazdym rodzaju
nowotworu nablonkowego
niemozliwe w przypadku
chloniakow i bialaczek
50 000 badan wykonano w
Bayreuth
650 pacjentow w badaniu

klinicznym ‘ TZB
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maintrac®

posiada akredytacje
DIN EN ISO 15189

Plynna biopsia umozliwiajaca
detekcje

krazgcych komorek

nowotworowych

Przeciwciato
skoniugowane z

barwnikiem (FITC)

powierzchniowy
antygen EpCAM

krgzaca
komorka
nowotworowa
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Krazace
komorki
NOWOtWOTrowe

czerwone jadro
komorkowe

= martwa komorka |,
& TZB
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CD45/EpCAM
barwienie podwOjne

i

=
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Cytokeratyna/EpCAM
barwienie podwojne

& TZB
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Krew pacjenta z duzg 1loscia krazacych
komorek nowotworowych

Powigkszenie x 200
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maintrac®

* Dbez selekcji

Barwienie o * bez izolagji
przeciwcialami *  bez ekstrakeji

znakownymi
fluorochromem

Przeciwciala
EpCAM

Mikroskopowa identyfikacja
zywych komorek

IloSciowe
oznaczanie

zZywych
komorek

cells per ml bload

Maintainance therapy breast cancer

Monitorowanie przebiegu
choroby
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Monitorowanie terapii
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Wplyw zabiegu operacyjnego na ilosc

krazacych komorek nowotworowych

£ 10000 -
2
®
o 1000 -
5
8 100
©
3
° 10 -
1 I T I I ]
0 10 20 30 40 50

time days

el PR
O. Camara, A. Kavallaris, H. Noschel, M. Rengsberger, et al, World Journal of Surgical Oncology 2006, 4:67 ‘ TZB
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Terapia neoadjuwantowa
(indukcyjna)
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Terapia neoadjuwantowa

1000000 1
100000 1
10000 -
1000 -
100 +
10 -

1 4

0.7 -

% cells

0.01 - - .
-200 -150 -100 -50

days before surgery

O. Camara et al, Ann Oncol 2007 18:1484-92

6 u prawie
wszystkich
pacjentek
zZaobserwowano
wzrost

1losci CETCs pod
koniec terapii
neoadjuwantowe]

& 7Z8B
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Opis przypadku

1 wn | wn -§ é n 9 c .
SEF ofE QIF g .S £ patient:
ST OI= x>=>= x 8T
1000000 - R V- Y Ly
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time [days since surgery]

At ngareracsa®

1ZB
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Terapia adjuwantowa
(uzupeliniajaca)
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Terapia adjuwantowa

spadek 1losc1 CETCs

Decrease in cell numbers more than tenfold

100.000 -
- 10000 3
o
=]
=
g 1.000 -
[= %
o
E
100 -
10 :
° Z g 2 8 g
days

Pachmann et al, J Clin Oncol, 2008, 24 (8): 1208-1215

tart ngerrerect

TZB
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Terapia adjuwantowa

CETCs utrzymujg si¢ na stalym
poziomie

marginal changes in cell numbers

100.000 -

o 10000 -
o
— o a
E 1.000 _/3\)-</
3 ¢ EC Tax
-
3

100 -

10

o 2 2 8 2 2

days

Pachmann et al, J Clin Oncol, 2008, 26 (8): 1208-1215



http://www.maintrac.com

Terapia adjuwantowa

wzrost liczby CETCs

Increase in cell numbers more than tenfold

100.000 -

10.000 -

1.000 -

cells per ml blood

[} [ (=] (=] (=]
o Ty} (==} [T
— — o (5]

days

Pachmann et al, J Clin Oncol, 2008, 26 (8): 1208-1215



http://www.maintrac.com

Terapia adjuwantowa

Adjuvant therapy breast cancer

1.0 -

0.6 -

0.4 -

cum. relapse free survival

0.2 -

0.0 -

08 - it "

0 300 600
days

K . Pachmann et al, J Clin Oncol 2008, 26 (8): 1208-1215

900

1,200

1,500

e decrease > 10fold
increase > 10fold

—— marginal change
e decrease > 10fold-censored
—+— increase > 10fold-censored

—+— marginal change-censored

log rank p < 0.001

88 Patients were
included in this study

¢ Wzrost

ilosci1 krazacych
komorek
nowotworowych
Scisle koreluje ze
zla prognoza
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Pacjenci z przerzutami
odlegltymi
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number of cells per mL blood

Opis przypadku — rak piersi z

1000000

relapse
excision

przerzutami

progress
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3

high dose vit.
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Problematyka monitorowania
pacjentoOw z przerzutami

odleglym1

6 Chemloterapla dzmla na komorkl nowotworowe obecne we
krwi, jednak stezenie cytostatykow w guzie i/lub
przerzutach jest niewystarczajaco wysokie

¢ Komorki nowotworowe przestaja sie roznicowac,
zmniejszajac na swojej powierzchni ilos¢ antygenow
EpCAM przez co, staja sie ,,niewidzialne* dla naszej
metody. Mozliwos¢ oznaczania krazacych macierzystych
komorek nowotworowych.

¢ Komorki nowotworowe obecne we krwi przemieszczajg sie
do obecnych metastaz (recyrkulacja) przez co ich ilos¢ we
krwi zmniejsza sie do poziomu nieoznaczalnego

@ 7ZB
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Wzrost CETCs - czy
mozemy Zrobi¢ cos
wiece] 7

oznaczanie
chemowrazliwosci
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Badanie chemowrazliwosci

komorek nowotworowych

ustalenie jaki lek bedzie najbardziej efektywny w leczeniu
choroby nowotworowej u konkretnego Pacjenta

zasada podobna do antybiogramu wykonywanego
rutynowo w infekcjach bakteryjnych
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Trudnosci z oznaczaniem chemowrazliwosci

z tkanki nowotworowe;j

dostepno$¢ materiatu
heterogenicznos¢ guza pierwotnego

heterogenicznos$¢ pomiedzy guzem
pierwotnym 1 przerzutami

zanieczyszczenie probki komorkami
nienowotworowymi Celltype p N 7P C
Skomplikowane, czasochlonne i

kosztowne procedury
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Ocena chemowrazliwosci krazacych
komorek nowotworowych

Ocena ilosci martwych
krazacych komorek
nowotworowych pod
wplywem dzialania
lekow cytotoksycznych
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% obumartych CETCs mierzony jest po 3, 6, 9
godzinnej inkubacji z lekami cytotoksycznymi
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kontrola

stezenie 0,1

stezenie

terapeutyczne

stezenie 10X

Pomiar 1losci obumartych krazacych komorek nowotworowych
w obecnosci danego leku

¢ TZB
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Orki nowotworowe oporne na dziatanie
leku cytotoksycznego

krazace kom

@ TZB
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krazace komori nowotworowe czesciowo wrazliwych na
dziatanie leku cytotoksycznego
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dzialanie

krazace komorki nowotworowe wrazliwe na

leku cytotoksycznego

@ TZB
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Doxorubicin vs Capecitabine 3h

1.0 -

response rate %
o
o

high effect
B Doxorubicin

Bl Capecitabine

low effect

no drug 1/10 blood equivalent

concentration

N. Ridiger et al., J Cancer Therapy 2013, 4, 597-605

10 fold

Astwtagemnracta®

TZB
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/naczenie testu chemowrazliwosci

Chemosensitivity ovarian cancer: sensitive vs. resistant tumor cells

1.0 - o
sensitive
— resistant
g 0.8 - e SENSitive-censored
t ——f— resistant-censored
a
3 0.6 -
-
(7]
0
& 04 -
o log rank p < 0.007
£
] 02 7 39 Patients were
included in this study
0.0 A
0 1 2 3 4
years

N. Ridiger et al, J Cancer Therapy, 2013, 4, 597-605
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Ovarian cancer patient

<« Progress

100,000

10,000 -

1,000

cells per ml blood

100

Caelyx / Doxo

10 T T T T T

Jun 10 Jul 10 Aug 10 Sept 10 Oct 10 Nov 10

100 -
90 A
80 A

60 A
50 A
40 A

response rate %

30 A

Dec 10 Jan 11

Jun 10 Jul 10 Aug 10 Sept 10 Oct 10 Nov 10

Bl Carbo = Carboplatin

C. Weigl et al., J Onko, 2014

Hl Pac = Paclitaxel

Dec 10 Jan 11

B Doxo = Doxorubicin

& TZI
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Breast cancer patient

10,000 -

o
o
100,000 ¥
1,000 1!

cells per ml blood

100 +

Sep 07 Oct 07 Nov 07 Dec 07 Jan 08 Feb 08

100 ~
90 A

60
50 A
40 -

response rate %

10 A

Sep 07 Oct 07 Nov 07 Dec 07 Jan 08
Epi = Epirubicin Bl Pac = Paclitaxel Cyclo = Cyclophosphamid

N. Ridiger et al., J Cancer Therapy, 2013, 4, 597-605

& TZB
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Antyhormonalna terapia
podtrzymujaca
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Antyhormonalna terapia

podtrzymujaca

g — ———r S

¢ Ca. 80% nowotworow ztosliwych piersi
wykazuje ekspresj¢c recpetora estrogenowego,
co wiaze si¢ z korzystniejszym rokowaniem 1
mozliwoscia leczenia antyhormonalnego
- Tamoxifen lub inhibitory aromatazy

¢ u 10-15% pacjentek dochodzi do progresji

choroby w czasie terapi1 antyhormonalnej, a po
jej zakonczeniu u koleynych 20%

@ 7ZB
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Badania kontrolne po

zakonczeniu leczenia onkologicznego

Samokontrola co miesiac

Badanie przedmiotowe:

co 3 miesigce przez pierwsze 2 lata

co 6 miesigcy do 5 lat

nastepnie co 12 miesiecy

Mammografia: co 12 miesi¢cy po leczeniu oszczedzajacym
Badania obrazowe 1 laboratoryjne: tylko ze wskazan klinicznych

CEL - wczesne wykrycie progresji choroby

@ 7ZB


http://www.maintrac.com

Terapia antyhormonalna

Maintenance therapy (Tamoxifen)

100,000 A
- 10,000 1
3 i
- -
K=}
E
Fr 1,000
a
“ I T
]
w

100 E
10 r T T T T T T T 1
-400 -200 0 200 400 600 800 1,000 1,200 1,400
days

K. Pachmann et al., J Cancer Res Clin Oncol 2011, 137: 821-828



http://www.maintrac.com

Terapia antyhormonalna

Maintenance therapy (Tamoxifen)

100,000
Permannentny
wzrost CTCs = 10000 | -
podczas terapii S \ rA -
Tamoxifenem E ﬂ _ 27 dys
czesto prowadzi do 9 | oo D
progresji S t ¢
10 T T T r T T r !
-400 -200 0 200 400 600 800 1,000 1,200 1,400

days

K. Pachmann et al., J Cancer Res Clin Oncol 2011, 137: 821-828
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Terapia antyhormonalna

Maintenance therapy (Tamoxifen)

1.0 -
_E 0.8 -
Z
=]
wn
E 0.6 -
w
wn
& 0.4 -
[
=
E
3 0.2 4

0.0 ~

0 500 1,000 1,500 2,000 2,500
days

K. Pachmann et al, J Cancer Res Clin Oncol 2011, 137: 821-828

Cellnumber:
decrease CETC
increase CETC
no change
decrease-censored
increase-censored

na change-censored

log rank p < 0.001

179 Patients were
included in this study
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Optymalizacja leczenia

antyhormonalnego

Zmiana preparatu
na inhibitor
aromatazy
prowadzi do

redukcji CETCs

cells per ml blood
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Wzrost CETCs

l

zmiana leczenia 1
monitorowanie 110sci co
3-6 miesiecy

Terapia
antyhormonal

na

Liczenie CETCs co 3-6
miesiecy

Spadek/stabilne

Wozrost CETC CETC

Zmiana Kontynuowanie
leczenia leczenia

Kontrola CETC Kontrola CETC
po 3 po 6
miesigcach

miesigcach
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Zakonczenie terapi
antyhormonalne;j



http://www.maintrac.com

Tmoxifen/1nhibitory aromatazy

5 lat czy dtuzey ?

¢ Przedluzenie terapii tamoxifenem o kolejne 5
lat redukuje ryzyko wznowy o 25%

¢ Przedhluzenie terapii inhibitorami aromatazy
redukuje ryzyko wznowy o 35%
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Tamoxifen 5 lat czy dtuze; ?

Breast cancer longtime monitoring

< Suspect
< Relapse

(0
(&)
100,000 - v
< 10,000 -
=]
(=]
=
E
‘;g 1,000 -
0 P
3
o
100 -
10 T T L T
0 500 1,000 1,500 2,000

days

K. Pachmann et al, GYNE 2015, in press
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Tamoxifen 5 lat czy dtuze; ?

Breast cancer longtime monitoring
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Tamoxifen 5 lat czy dtuze; ?

Breast cancer longtime monitoring

o
o

100,000 ¥
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§ 1,000 —i
@ | FEC [
g : Tam
100
1[1 : T T T T T T
0 200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800
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Tamoxifen 5 lat czy dtuzej ?

After tamoxifen therapy: CETC

1.0 -
— decreasing CETC
—— increasing CETC
- 0.8 - =t decrease-censored
_g = increase-censored
c
a 0.6 -
w
7]
.-
e 0.4 -
1 log rank p = 0.006
2
0.2 -
36 Patients were
included in this study
0.0 -
0 500 1,000 1,500 2,000 2,500
days

K. Pachmann et al., GYNE 2015, in press
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Wzrost CETCs

l

PONOWNE rOZPOCZECIE
terapii podtrzymujacej

Zakonczenie
terapii
antyhormonalnej

Oznaczanie CETC podczas
terapii i 4-6 tygodni po jej
zakonczeniu

Spadek/stabilne

Wozrost CETC CETC

Ponowne
rozpoczecie
terapii

Brak terapii

Kontrola CETC Kontrola CETC

po 3 po 6

miesiacach miesiacach
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Charakterystyka CETCs
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FISH: amplifikacja HER2/neu

e ——

Prawidtowe
komorki maja tylko
dwa sygnaly
HER2/neu

({ Y
& Komorki

NOWOtWOrowe maja
wiece] niz dwie kopie
genu c-erbB2 w jadrze
(amplifikacja)

& TZB



http://www.maintrac.com

Charakterystyka krazacych komorek
nowotworowych

e

r0genowy

’ 'r‘e‘c‘epto‘f o
receptor progesteronowy
PSA/PSMA
melanina-A
Ki-67

Insulin-like growth factor
receptor-I (IGF-IR)

Vascular-endothelial growth factor
receptor 2 (VEGFR-2)

Programmed death ligand )l ==+
(PDL-1) ® TZB
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Podsumowanie

e ——=
Kontrola aktywnoS$ci guza w czasie rzeczywistem przy pomocy jednej

probki krwi
Ilosciowe oznaczanie zywych CETC

Dodatkowe narzedzie do wczesnego wykrywanie chorob
nowotworowych

Wysoka czutos¢ takze we wezesnym stadium choroby
Monitorowanie skutecznosci leczenia onkologicznego

Charkterystyka wlasciwosci CETCs istotnych dla terapii
przeciwnowotworowej (ER, PR, HER2 neu)

Identyfikacja 1 dobor najbardziej skutecznej terapii

Dlugofalowa kontrola nawet 10 lat po postawieniu diagnozy
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Najnowsze osi1agniecia
naukowe
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Rola PDL-1 w immunoterapii nowotworow

szlak PD-1/PDL-1
jest kluczowy w
immunologiczne;j
odpowiedzi wobec
komorek
nowotworowych
Hamowanie tego
szlaku wydaje sie by¢
obiecujaca strategia
terapeutyczna

LLUSTRATION BY MEANGAN MATRIGAN AND JONN DIGANN

Tumor Cell Death

- Ekspresja PDL-1 na kragzacych komoérkach nowotworowych moze mieé
wartos¢ prognostyczng przed 1 w czasie stosowania terapii

przeciwciatami anty PD-1/PDL-1

R. Levy, Unleashing the Potential, Paths of Progress Spring/Summer 2014 w TZB
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Ekspresja PDL-1 na powierzchni krazacych

"

komOrek nowotworowych

PCA

Y

P \S |
S B ~ .,
. s

krazace komorki
NOWOtWOrOwe na swojej
powierzchni posiadaja
antygen PDL-1

Intensywnosc
fluorescency1 dla EpCAM 1
PDL-1 r6zni1 si¢ pomiedzy
pojedynczymi komorkami
u jednego pacjenta

& TZB
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Badanie mutacji - analiza pojedynczej krazacej
komorki nowotworowe;
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Procedura 1zolacji
pojedynczej komorki
NOWOtWOIOWe]

& TZB
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Pobranie krwi

—

Liczenie CTCs

-®

Izolacja pojedyncze; CTC
@

Amplifikacja
catego genomu

Analiza mutacji BRAF, KRAS, EGFR

@ 7ZB
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Macierzyste komorki nowotworowe (CSCs)

Subpopulacja komorek
nowotworowych

Posiadaja cechy komorek
macierzystych: zdolnos¢ do
samoodnawialnos$ci 1 roznicowania si¢
w populacj¢ heterogennych komorek
nowotworowych

Odpowiedzialne za inicjacje, progresje
oraz powstawanie przerzutow
Current cancer

treatments OdlegIYCh
Oporne na konwencjonalng chemio 1

R radioterapie

Initial Tumor Cancer Stem Cells Survive Recurring Tumor ‘ ‘ TZB
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Hodowla krazacych komorek
nowotworowych

Charakterystyka fenotypowa

=  Obecno$¢ 3D struktur tzw. sfer

- Typ wzrostu charakterystyczny dla macierzystych komoOrek
nowowtworowych PR
@ TZB
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Hodowla krazacych komorek

nowotworowych

¢ Tylko niewielka 110$¢
krazacych komorek
nowotworowych ma
zdolnosci
proliferacyjne 1
rosnie jako sfery

(0.1-10%)

¢ Sfery rosng
stopniowo w czasie 1
po okresie 21 dni
majq srednice 40-50
um

@ 7ZB
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h komorek

1erzystyc

Typowy fenotyp mac

1ersi

nowotworowych w raku p



http://www.maintrac.com

The number of tumorspheres cultured from peripheral blood is a

predictor for presence of metastasis in patients with breast cancer.
Pizon M, Schott D, Pachmann U, Pachmann K: doi: 10.18632

o
n 7]
o (O]
o 300 — 250
= p<0.05 2 p<0.002
5 f 1
250 A a °
w200 -
— ° ;
200
°© £
o 150 A ° b )
o]
= “ 100 - .
S 100 4 °© . —I—
c N [
. T 1 5 %
; 50 o
.- = R
o g - __ 1 2 o0 | | 4
O
>
normal stage | stage Il stage Il stage IV chemo (+) chemo ()

Pacjenci z przerzutami odleglymi majg wieksza 1los¢ sfer

Chemioterapia jest najwazniejsza strategia leczenia onkologicznego

@ TZB
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The number of tumorspheres cultured from peripheral blood
predictor for presence of metastasis in patients with breast cancer.

Pizon M, Schott D, Pachmann U, Pachmann K: doi: 10.18632
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:.JnoeT Vinorelbine, Tamoxifen 9 —y alternative therapy
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20/5/2014 6/12/2014 24/6/2015 10/1/2016 15/1/2014 24/2/2014 16/3/2014

Date Date
—@— CETCs —@— CETCs
—O— tumorspheres —O— tumorspheres

Pacjentka z przerzutujacym rakiem piersi - spadek CETC 1 sfer podczas
terapii vinorelbina 1 tamoxifenem

Pacjentka z rakiem piersi — wzrost CETC 1 sfer przy braku leczenia
cytotoksycznego
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Blona omoczniowo-kosmowkowa zarodka kury

(CAM) jako model in vivo
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Blona omoczniowo-kosmowkowa zarodka kury
(CAM) jako model in vivo
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Blona omoczniowo-kosmowkowa zarodka kury
(CAM) jako model in vivo
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-E guza wyhodowanego na

Blona omoczniowo-kosmowkowa zarodka kury
(CAM) jako model in vivo

barwienie przegladowe H
btonie CAM 1 guza pierwotnego
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Dzickuje za uwage



http://www.maintrac.com

