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ELA -> European Laboratory Association

Institut far molekulare Onkologie und Medizin
GbR (Dr. Vogt und Partner)
Routine und Forschung

Kooperationen mit Firmen, Universitaten und lokalen
Gesundheitsdienstleistern

Aktives Mitglied in mehreren Brustzentren, Darmzentren
und Lungenkrebszentren

Gutachter in Bereichen der molekularen Diagnostik
Mitglied im wissenschatftlichen Beirat der C3M

Wissenschaftlicher Berater des Verein Selbsthilfe bei
Krebs und flir Gefahrdete e.V.
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Aktuelle wissenschaftliche

Fragestellungen /Preise

* Wissenschaftspreis der deutschen Gesellschaft
fir Senologie 2010 in Hamburg fur die Studie
zur neoadjuvanter Therapie mit Response-
vorhersage durch Genchips beim
Mammakarzinom

« Posterpreis in Barcelona zur molekularen
Diagnostik von Colonkarzinomen (2010)

« Aktuelles Forschungsprojekt zur molekularen
Diagnostik beim NSCLC mit der UKE
(Subtypenvarianten)
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Konfliktfeld

o * Neueste

Leitlinien Wissenschaftliche
und/oder Konsensus Ergebnisse
Empfehlungen_ « Arztliche Entscheidungs-
geben allgemeinen freiheit im Einzelfall
Rahmen vor

Optimale Therapie und Risikobegrenzung
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Die Ausgangssituation beim Mammakarzinom
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Probleml6sungen flr das Mammakarzinom?
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Keine Therapie?

Komplementéare
Therapie?

Spezifische
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individuelle
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¥ Die Inzidenzraten steigen, aber nicht die Todesfalle auf
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iologisch-rationale Therapie (Individualtherapie)

Zytotoxische CT Biol.-ration. Therapie
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Interdisziplinare far die

Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Mammakarzinoms

Es muss fur jede Frau mit einem invasiven
Mammakarzinom eine an die individuelle
Tumorbiologie angepasste adjuvante
systemische Therapie in Betracht gezogen
und mit ihr diskutiert werden (2008).
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Chemosensibilitats-Testung

Prognosefaktoren -> geben Auskunft Gber die Agressivitat der
Tumorerkankung

Pradiktive Faktoren -> geben Auskunft Gber die Therapiewahl
zur Bekampfung der Tumorerkrankung

Ziel-> indivudelle Risikobeurteilung mit individueller
Therapieauswahl
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Chemosensibilitats-Testung

* Clonogenic Assay -> nur proliferierende Zellen
werden untersucht (ideal ist ein Tumorklon)

* Non Clonogenic Assay -> alle Zellen werden auf
Vitalitat hin untersucht, proliferierende und nicht
proliferierende Zellen
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Chemosensibilitats-Testung

Human Tumor Clonogenic Assay (HTCA), Hamburger und Salomon 1977, am
bekannsten mit den meisten Studien, benétig immer einen Tumorklon, hohe Zellzahl,
gute Vorhersage fir Resistenzen, schlechte flir Sensitivitaten

Differential Staining Cytotoxicty Assay (DICS), Weisenthal 1983, Farbung mit Fast
Green und Hamatoxylin-Eosin. Lebend/Tod Farbung; gute Vorhersage flr
Resistenzen, Uberwiegender Einsatz bei Leukamien

Radiolabeled DNA precursor uptake Method (Kern- 0. Volm-Assay), Volm 1979, Kern
1985, Einbau von 3H-Thymidin in proliferierenden Zellen, gute Vorhersage fir
Resistenzen

MTT-Assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazoliumbromid), Mosmann
1983, MTT wird in Formazan in Abhanigkeit von NADH und Succinat umgewandelt.
Die gebildeten Formazankristialle werden mittels DMSO wieder geldst. Die
entstehende Farblésung kann mit Hilfe eines Spektralphotometers bestimmt werden
und qualitativ und quantitativ ausgewertet werden. MTT-Assay ist am meisten
verbreitet. Gute Vorhersage flr die Sensitivitat, sehr empfindlich gegen pH-
Schwankungen

sV €uropean
ﬂ z
() oo



*Adenosine-Triphosphate-Cell-Viability -Assay
(ATP-CVA)

*Quantitativ-objektiver Bioluminescence-Assay zur
Bestimmung des zellularen ATP

*Non-colonogenic-Assay, ca. 2 Mil. Zell/Test
Selektive Kultur von Tumorzellen

*Erfassung von ruhenden und poliferierenden Zellen,
daher Messung zytostatischer und zytozider Effekte

*Erstellung von Zytostatika-Konzentrationsprofilen,
daher differenzierte Dosis-Antwort

«Zytostatika einzeln oder in Kombination einsetzbar
*Radiosensitivitats-Prifung moglich

Korrelation von in-vivo / in-vitro bei 90%

N " :
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Tumor- Asservier Transport Aufarbeit Enzyma-
entnahme ung durch in das ung tische
die Patho- Labor Disaggre-
logie gation
— %
‘ "
‘_M(K)t NRK _— .:
Ausplat- Inkuba- Bestim- Bericht an
tierenin tion (~ 6d) mung des den
Medium mit ATP Einsender
Chemo- Gehalts
therapeu-
tika
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Chemosensibilitats-Testung




Chemosensibilitats-Testung

- Pellet
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Chemosensibilitats-Testung

Zellzahl x 2 (bei Trypan Blue Farbung) x 10% x 3 (in drei Milliliter)

Eingesetzte Zellzahl:  Minimum: 480.000 Zellen
Maximum: 1.900.000 Zellen.
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Chemosensibilitats-Testung

p . european
E l.aboratory
" Rssociation




.Y ’ - ' positive Kontrolle
- & - negativ Kontrolle

g’ l.a boratory
S Mssociation




Zellzahlung,
Viabaitat

Tumorprobe

Einzelzell-suspension Karzinomzellen mit
nach mechanigch und Zytostatika-Testsubstanzan
anzymatischer in Tripletts
Dissomation

Inkubation 5-7 Taga.
[}t: [ I7°C. 5% GOz

T )
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. l Stabilisierung
i ) von ATP
Analyse und ATPLGehanss naeh Zugabs
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Beispiel 1

Patient (67 Jahre alt; 1997) mit primaren Mammakarzinom
rechts

Mastektomie mit Lymphknotenentfernung (Level I, Level 11).
pT4, N2, MO, G3.

Therapie : 4 x Epirubicine/Cyclophosphamid (90 mg/m?,
600 mg/m2). Nach CT 20 mg Tamoxifen pro Tag
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Beispiel 1

* August 1998 Lokalrezidiv. Postoperatives Staging zeigt

multiple Lungenmetastasen und Lymphknotenbefall
rechts

* Probenentnahme aus den befallenen Lymphknoten fur
die Chemosensibilitats-Testung im Rahmen des Re-
Staging
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Beispiel 1

Chemosensibilitats-Test fur Fluorouracil/Epirubicin/Cyclophosphamid
(<18000)

Paclitaxel/Epirubicin (<18000)
Docetaxel/Epirubicin (<18000)
Paclitaxel/Mitoxantron (>18000)

Keine Sensitivitat (AUC < 18000). Nur Paclitaxel/Mitoxantron mit einer AUC
18237 zeigte eine Sensitivitat

Therapie nach Testergebnis: 3 Zyklen Paclitaxel/Mitoxantron nach dem
Regime Kurbacher (wochentlich Paclitaxel 90mg/m2 4 x, am Tag 1 und 21
in Kombination mit Mitoxantron 10mg/m3).

Gute Toleranz der Therapie
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Thorax-CT 08/98

Thorax-CT 12/98
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Beispiel 1

Sehr gute Toleranz der Chemotherapie

Deutlicher Rlickgang der Tumormasse (Thorax-
CT)

Lebensqualitat zurtick gewonnen (Sport und
Urlaub)

Patientin verstarb 2000 (komplette
Metastasierung der Lunge)
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Beispiel 2

32 Jahre alte Patientin entdeckte in der 33 Schwangerschaftswoche einen
Knoten, welcher sich in der anschlieRenden Diagnostik (Feinnadelbiopsie)
als Mammakarziom klassifizierte.

Schwangerschaftbeendigung in der 35 SSW. durch Sectio caesarea.
Anschliel3end Brusterhaltende Operation mit Axilladissektion.

Aggressive adjuvante Chemotherapie (6 Zyklen TAC) mit Radiatio und in
der Zweitlinientherapie mit Xeloda, Herceptin und thyrosine-kinase-inhibitor
(Lapatinib)

Innerhalb der nachsten 12 Monate massiver Progress mit Metastasierung
der Leber, des Pankreas und des rechten Ovars.

Die Patientin verstarb 18 Monate nach der Erstdiagnose

Nach oder vor jeden neuen Therapieansatz wurde auf Wunsch der Patientin
per Feinnadelbiopsie jeweils Tumormaterial far eine ,Genchip-Analyse” und
eine Chemosensibilitats-Testung asserviert.
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Beispiel 2

il cco

~ Camera
Focusing Lens
Filter Wheel

Fluorescent
llumination

Track

R
/4y,
gy,
Wtygy

T

european
' l.aboratory
ﬂssociation




Beispiel 2

Die Methode in Kiirze:

RNA lIsolierung und Markierung
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Beispiel 2

Chemosensibilitats-Testung

Tumor- Asservierun Transportin Aufarbeitung Enzyma-
entnahme g durch die das Labor tische
Patho-logie Disaggre-
gation

XX

G

— L - [ i —...

Ausplat-tieren Inkuba-tion Bestim- Bericht an
in Medium mit (~6d) mung des den
Chemo- ATP Gehalts Einsender

therapeu-tika
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Beispiel 2

Genexpressionsdaten vor bzw. nach einem neuen
Therapieversuch

Gene Median Dez 02  Mrz 04 Aug 04 Okt 04
v-erb-b2 64,8017 880,74 389,93 115345 128491
dihydrofolate reductase 31,4867 94,3 37,26 43,98 32
dihydropyrimidine dehydrogenase @ 9,14875 0,75 12,36 1,82 0,7
v-myc 16,9417 37,95 11,43 12,31 13,29
estrogen receptor 1 156,766 6,5 0,64 2,41 2,61
progesterone receptor 1,40958 0,49 0,16 0,27 0,26
DNA topoisomerase |l 19,5679 42,12 122,19 32,09 42,6
trefoil factor 1 170,552 21,5 1,67 1,17 1,65
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~— Beispiel 2

Parameter und Therapieansprechen

1400

B v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma
1200 derived oncogene homolog
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E DNA topoisomerase I, alpha isozyme
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O trefoil factor 1 (breast cancer, estrogen-

inducible sequence expressed in)

Dez 02 Maz 04 Aug 04 Okt 04

Therapieansprechen
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Beispiel 2

Chemosensitivitats-Test Ergebnisse

drug primary rezidiv/imetastasis

CMF 12022 no analysis

EC 17990 no analysis
Paclitaxel/Epirubicin 19024 15700
Docetaxel/Epirubicin 19142 17275

TAC no analysis 16992

AUC > 18000 (sensitiv)
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Beispiel 3

61 Jahre alte Patientin mit primaren Mammakarzinom
pTlc, pNO, G1; LO
ER/PR positiv
Her-2/ neu negativ (1+)

Chemosens-Test -> Resistenz gegeniber allen
getesteten Kombinationen

Risk evaluation (St. Gallen 2007) low risk

Therapie: Antihormontherapie
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Beispiel 3

upa / PAI-1 anaylsis -> uPA negative /PAI-1 positive

Risk evaluation (St. Gallen 2007) low risk

Risk evaluation (NIH 2007) middle risk

Treatment : endocrine Treatment
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Beispiel 3
DDPCR and RT-PCR Proliferation and ploidy

File: E13920 Date: 22-02-2008 Time: 10:39:41 _Particles: 5298 Acq.Time: 175s

partec PAS
100

Gi%e  S% G2Vi% CV9%GL CV26G2VMn G2M Mn GL  G2M/GL Chisqu.
81.48 253 16.00 1622 1281 303.77 15899 1911 047
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600 800 1000
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Beispiel 3

upa / PAI-1 anaylsis -> uPA negative /PAI-1 positive

Risk evaluation (NIH 2007) middle risk

Treatment : endocrine Treatment

Gene expression analysis (hole genome expression )

‘ Guropean
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Gen
SERPINB6
RARRES1
HPN
ESR1
MAPT
PGR
SERPINB6
SERPINB6
CTSD
TFF1
CYP19A1
CYP19A1
STS
SERPINB6

Referenzwert

435,735391800438
263,855567150099
1797,80452099196
2746,84401826779
170,531857920122
88,0386067754763
435,735391800438
390,961690856648
551,496251295507
21245,7824324443
4,63074952043611
4,17662125680353
27,1936214660644
390,961690856648

Beispiel 3

Hormonrezeptoren

Messwert

584,740176510635
187,001069253451
972,535091730472
2054,61807112624
532,232608841181
239,517019497522
584,740176510635
465,747252865512
778,847556647047
15875,8424527877
4,44017976505473
4,15330104957229
41,4423287846717
465,747252865512

Beurteilung
mittlere Expression
mittlere Expression
schwache Expression
mittlere Expression
hohe Expression
hohe Expression
hohe Expression
hohe Expression
hohe Expression
mittlere Expression
mittlere Expression
mittlere Expression
hohe Expression
mittlere Expression

Hormone receptors are functional

Treatment : endocrine Treatment
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Patientin 52 Jahre (2005), postmenopausal, invasives ductales

Mammakarzinom, pT1c; pNO (0/22); G3

Standard- Laborparameter
(Empfehlung St. Gallen 2005)

Estrogenrezeptor positiv

Progesteronrezeptor positiv

Mittleres Risiko

Antihormontherapie
(Tamoxifen)

Anwendung von neuen
Prognose/Pradiktionsfaktoren

Estrogenrezeptor positiv
Progesteronrezeptor positiv
pS2 negativ

uPA und PAI normwertig
Topo-Ill-alpha amplifiziert
S-Phase erhoht
aneuploider DNA-Index

erb B-1, c-myc normwertig
p53 nicht mutiert
erb B-2 amplifiziert

Chemosensibilitats-
Testung

»High risk*

Chemotherapie

Funktionsgestorte
Hormonrezeptoren, kein
Ansprechen auf eine
Antihormontherapie

Besseres Ansprechen bei
Coamplifikation mit erb B-2
von anthrazyklinhaltigen
Therapien

Selektion von erb B-2
amplifizierten Tumorzellen bei
einer Antihormontherapie mit
Tamoxifen

FEC, EDoc und EPac sensitiv;
CMF resistent

FEC
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65 jahriger Mann, metast. Rektum-Ca nach mehrfacher CT/RT

und fortschreitenden Krankheitsverlauf

Substanz /
Kombinationen

5-Fluorouracil
Methotrexat
Epirubicin
FEC
Carboplatin
Curcumin

Amygdalin (B17)

Sensitivitat / Resistenz
PPC 25-6,3%

PPC 200-50%
50,67

-37,58

35,37

68,54

12,53

95,37

31,81

20,7
-40,9
14,84
14,84
-20,48
56,55

18,47

schwache Sensitivitat
Resistenz

Resistenz

schwache Sensitivitat
Resistenz

intermediare Sensitivitat

Resistenz
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64 jahrige Frau, Z. n MaCa 2007 (Tamoxifen), Rezidivierendes sinunasales

Adeonkarzinom

Substanz /
Kombinationen

5-Fluorouracil
Cisplatin
Oxaliplatin
Carboplatin/5-FU
Docetaxel
Curcumin
Amygdalin (B17)

Helixor (Mistel)

Sensitivitat / Resistenz
PPC 25-6,3%

PPC 200-50%
64,63
11,81
51,79
80,51
81,34
73,03
11,99

10,29

36,83
0,3
4,27
35,08
36,42
1,03
12,35

0,95

schwache Sensitivitat
Resistenz

schwache Sensitivitat
schwache Sensitivitat
schwache Sensitivitat
schwache Sensitivitat
Resistenz

Resistenz
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Chemosensibilitats-Tetung und

Hyperthermie

Ist das Ansprechen einer
Hyperthermietherapie In
Kombination mit einer
Chemotherapie vorhersagbar?
Erste Ergebinsse einer
Pilotstudie bel
Brustkrebspatienten



Studiendesign

« Chemosens-Testung mit « Zweitansatz mit gleicher Zellzahl
folgenden Kombinationen an und gleichem Design

primaren, nicht vorbehandelten Nach 24 Stunden Inkubation
Mammakarzinomen Uberfuihrung in eine

* Docetaxel/Carboplatin ,Hyperthermie-kammer* fiir 1

« Paclitaxel/Epirubicin Stunde bei 42°C

« Paclitaxel/Mitoxantron * AnschlielRende weitere

e FEC Inkubation im Zellinkubator fur

Chemosens-Testungen
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Patienten (Stand Januar 2008)

Anzahl insgesamt 15

Anzahl Chemosens-Testung 14

Anzahl kombinierte Chemosens-

Hyperthermie Testung 11
Alter @ (Median) 66 Jahre
pT-Klassifikation (n=14) pTlc (5); pT2(6);
pT3/4 (3)
pN-Klassifikation (n = 14) PNO (7); pN1-3 (7)
Grading G1 (1); G2 (9); G3 (4)
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Prognose- und Pradiktionsfaktoren

ER positiv (n = 14)

85%

PR positiv (n = 14)

71%

Her-2/Neu positiv (n =14)

0% (FISH und Dako)

Ki-67(MIB) > 15 %
(n=14)

64%

LT
(it
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» Docetaxel/Carboplatin bei Konzentration 6,25 %

(56 % zu 44 %)
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RLU-Gehalt

70000

FEC bei Konzentration 12,5 %

(36 % zu 64 %)
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FEC bei Konzentration 6,25 %
(72 % zu 28 %)
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Eine kombinierte Chemosens-Hyperthermie-Testung ist
moglich

Synergistische und / oder additive Effekte zwischen
Zytostatika und Hyperthermie sind zu beobachten

Eine in-vitro / in-vivo-Korreltion ist bei der gezeigten
Patientenfallzahl nicht moglich

Temperaturbedingungen und Zeitansatz in der simulierten
Hyperthermie Bedarf einer kritischen Betrachtung
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Perspektive:

— Nachweis relevanten Markergene durch
Genexpressionsanaylsen

— Ansatz mit weiteren Zyostatika und biologischen
Therapeutika (z.B. Lapatinib)

— Nachweis einer in-vitro-in-vivo-Korreltion
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Chemosenibilitats-Testung und

Individualisierte Therapie

« Einsatz von ,komplementaren” Therapeutika zur
Unterstltzung oder als Alternative zu
Chemotherpie

« Simulation einer Hyperthermietherapie mit einer
Chemosensibilitats-Testung bedingt moglich
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Einordnung des Tumors in molekulare
Risikogruppe

Einordnung des Tumors in Risikogruppe nach

Konsensus-Empfehlungen

Anlegen einer individuellen Genbibliothek fir

Therapietargets
Therapie-Monitoring, Nachsorge
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Einordnung der Patientin in Risikogruppe nach
Konsensus-Empfehlung

Einordnung des Tumors in molekulare
Risikogruppe

Anlegen einer individuellen Genbibliothek fir
Therapietargets

Therapie-Monitoring, Nachsorge
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am:, Risikoklassifikation nach den

. Gallen-Konsensus-Empfehlungen 2015

niedriges Risiko NO und alle nachfolgenden Kriterien erfillt:

pT<2cm

Gl

ER+/PgR+

Alter 2 35 Jahre

keine HAdmangiosis carcinomatosa
keine HER2 Uberexpression

mittleres Risiko NO und mindestens ein nachfolgendes Kriterium erfillt:
pT2 oder groRer, G2/G3

ER-/PgR-; HER2+;

Alter < 35 Jahre oder

N+ (1 bis 3 Lymphknoten positiv) ohne HER2
Uberexpression

hohes Risiko N+ (4 oder mehr Lymphknoten positiv) oder
jede N+ Konstellation bei HER2 Uberexpression
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am:, Risikoklassifikation nach den

St. Gallen-Konsensus-Empfehlungen 2015

*niedrig

niedriges
Risiko

NO und alle nachfolgenden Kriterien
erfullt:

pT<2cm

Gl

ER+/PgR+

Alter 2 35 Jahre

keine Hamangiosis carcinomatosa
keine HER2 Uberexpression

/oGz-jl'umoren?

mittleres
Risiko

NO und mindestens ein nachfolgendes
Kriterium erfallt:

pT2 oder grolRer, G2/G3

ER-/PgR-; HER2+;

Alter < 35 Jahre oder

N+ (1 bis 3 Lymphknoten positiv) ohne
HER2 Uberexpression

/ .niedrig
: Hormonrezeptorstatus?

Wﬁsts z.B. EndoPredict
*hoch

hohes Risiko

N+ (4 oder mehr Lymphknoten positiv)
oder

jede N+ Konstellation bei HER2
Uberexpression

/ *niedrig
* EGFR und p53 Status?
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Clinical Pathways:

Expressionsprofiling and Therapy Decision Making

Mammakarzinom
| |

Stage | (= N-)

Stage |l

N

Anthracyclins, J
d

yclophosphami Tamoxifen J

SN

uPA/PAI-1-pos. J

[

Adj. Therapy ]

il
|

EGFR

Anti-EGFR ]

Herceptin }

p53
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Heterogenitat des Mammakarzinoms — Subtypencharakterisierung flr die
Therapiestratifikation

Hohes Metastasierungsrisiko

ER-Cluster

Niedriges
Metastasierungs:
risiko

M keine BTH1 OTH2 OTH3 ETH4 ETHS5 B TH6
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Zusammenfassuno

. Chemosensibilitats-Testungen tragen zur individuellen
Therapiefindung bei. Aufgrund der aufwendigen
Infrastruktur und des verminderten Einsatz von Zytostatika
werden sie in Zukunft durch molekulare Faktoren ersetzt.

. molekulare Faktoren geben zusatzliche Information zur
Risikobeurteilung und zur Therapiewahl des Tumors

. dienen selbst als Ziel flr eine Therapie

. werden in Zukunft das Bild der Krebserkankung starker als
genetische Deregulation pragen und somit den Ansatz der
Therapie beeinflussen
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Individualisierte Konzepte
der primar systemischen
und adjuvanten Therapie
des Mammakarzinoms

- Gen und Genexpression

@ . TTESSSCIENCE

Priv.-Doz. Dr. Claus M. Schlotter,
Prof. Dr. Ulrich Bonk,
Prof. Dr. Burkhard Brandt (Hrsg.)

UNI-MED Science, 1. Auflage 2007,
200 Seiten, 139 Abb.,
Hardcover, ISBN 978-3-89599-913-0
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Tumorzellen im Blut (CDC)

« Mikrometastasen (CDC) kdnnen im Korper In
Nischen ruhen (z.B. Knochenmark,
Gefassnischen etc.).

« Mikrometastasen konnen eine Chemotherapie
Uberleben und uUber Jahre nach der Operation
Im Korper (Nischen!) tberleben

« Einige Mikrometastasen kOnnen aus dem
ruhenden wieder in den proliferierenden
(Zellwachstum) Zustand tUbergehen und eine
manifeste Metastase hervorrufen.
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Chancen der Fritherkennung
Abbiingigkeit der Metastasenbildung von der Tumorgrifie

Ab einer Grifte von Zwei Zentimeter

WAHRSCHEINLICHKEIT - 100%

einem Zentimeter 12 bis 13% grofSe Tumore kinnen DER - 90%
kann ein Tumor auf | geringeres Risiko der | von Fachleuten sicher METASTASENBILDVNG . gox
dem Rintgenbild sicher Metastasenbildung ertastet werden - 70%
erkannt werden durch optimale - 60%

Friiherkennung

0,5 1om

Mit zunebmender Grofie eines Tumors nimmt
die Wabrscheinlichkeit der Metastasenbildung zu. Streut ein
Tumor seine Zellen, bilden sich daraus neue
Karzinome. Die Heilungschancen sinken dramatisch

0,1 o

4 cm

TUMORGROSSE

el
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Metastasierung:
Lymphogene und hamatogene Ausbreitung

Lymphknotenmetastase

Lymphatic
dissemination ~&
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g l.aboratory
" Rssociation

At Universitatsklinikum I
./ W Hamburg-Eppendorf



Parallele Ansatze

In der Friherkennung von Metastasen

Disseminierte Tumorzellen

Primarer Tumor
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Q'gﬁ\\ Der Nachweis von disseminierten Tumorzellen zum Zeitpunkt der Operation

und 3 Jahre spater

BM1/BM2 No % relapse free Local Systemic  P-value
pts relapse relapse
-/ - 231 93.1 % 2.6 % 4.3 %
+ /- o4 92.6 % 3.7% 3.7%
0.002
-/ + 33 87.9 % 6.1 % 6.1 %
+/+ 17 70.6 % 0 29.4 %
Guropean
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Enrichment of Epithelium-Derived Blood Borne Cells

from the Peripheral Blood

MS columns

-3

Strong _ magnet

{ elution of
| epithelial
Jabsing with tumor cells
gradient- el magnetic anti- ki
[:> b MONOCYtE fraction ::>
i ; ' with
zentrifugation epithelial celis cytokeratin
lymphocytes microbheads _
granulocytes immuno- _
cytochemical
4 enthrocytes staining of
cytospins
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Cancer Cell S
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epipolarization
microscopy

| — Agt
Magnetic
Bead

Ag T Au

) c-erbB-2
cytokeratin
filaments

Cancer Caell

Biotin-Streptavidin

Alkaline

NewFuchsin
Phosphatase

AVn v/
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Averaged Counts of Blood-Borne Cytokeratin-positive (CK+) and

e Cytokeratin/c-erbB-2 Double-Positive (DB+) Single and Clustered Cells in
) Breast Cancer Patients’ Peripheral Blood

350 - O CK+-single
O CK+-clustered
3001 O DB+-single
250 ] B DB+-clustered
200 1
150
100
50
0-

CK+- CK+- DB+- DB+-
single clustered single clustered
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Overall Survival and Detection of

Her-2-pos. Cell Clusters
In Stage | bis Ill Breast Cancer Patients

1,1
1,0
(O
:> 9
S ,
| -
>
O
2 = 1 = Her-2-pos.
i)
O
— + _ ;
S 7 1-zensiert
E o 0 = Her-2-neg
>
U ,6 =+ 0-zensiert

0 20 40 60 80 100 120 140

Time follow-up (months)
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’E’{'I\/Ionitoring of a Patient under Adriamycin Therapy by cytokeratin and

c-erbB-2-positive cell count and c-erbB-2 plasma levels

Patients' follow-up

Breast Cancer TIcNOM1(M.B., 31)

Progression
4

5 5 L 3000 o
- e ED irubicin-Thérapy T 3
12 N s E'E‘ ______ !,. ____________ 2500 @
----------------------------------------------------------------------------- L =3
| | 2000 2
9 ; 3
s R TR e L il
L2 ; 1500 @
. a 3
P=JP= S N IR BN ettt P o e ittt ettt etttk ettt il [ — —_—
£ 6 N N 1000 %

= H
(] B e T B i oL CET TR | —
5 i ; 500 =

3 :

0
T
0 [ 1 | I
1 2 3 4 5 6

. . . . ]
circulating CK+ cells circulating CK/erbB-2+ cells c-erbB-2 plasma levels MO
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Detection of HER2-pos. Cells

in the Peripheral Blood of Pat. T1

Materials and Method:

15 ml anticoagulated blood (2 Cell safe tubes) were processed by gradient centrifugation and
immunomagnetic separation.

The cells were collected only from one gradient
(two others did not result in the correct pattern of cells-containg-band-layers).

All cells were analysed under a microscope at 400x and 1000x magnitude.
Results:

7 double-positive cells (HER2 and cytokeratin, Fig. 3-7)

Remarks:

Additional test for ERBB2 gene dosage revealed also more cells with ERBB2 amplifications
(Fig. 8)
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6. Patient‘s blood: double positive cell
for cytokeratin (+) and EtbB2 (+)

merged, raw photo DAPI + ERBB2 DAPI + CK

merged, corrected photo ERBB2

"” european
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blue channel — DAPI, green — ErbB2, orange — cytokeratin, magnification 1000x



Patient‘s blood: double positive cell
for cytokeratin (+) and EtbB2 (+)

merged, raw photo DAPI + ERBB2 DAPI + CK

merged,
corrected photo
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Leukocyte with normal ErbB-2/Her-2 gene dosage

Tumor cell with ErbB-2/Her-2
amplification

N

& ( o %
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FISH: blue channel — DAPI, orange — ErbB2 gene, green — reference chromosome 17, magnification



Detection of HER2-pos. Cells in the Peripheral Blood of Pat. SB

Materials and Method:

15 mil anticoagnlated blood (2 Cell safe tubes) were processed by gradient centrifugation.
All cells were analysed under a microscope at 400x magnitude.

Results:
>100 double-positive cells (HER2 and cytokeratin, Fig. 1-2),
Remarks:

Additionaly FISH analysis was done in order to assess ERBB2 gene dosage (Fig, 4). 2 cells with
low-copy number amplification of ERBB2 gene were found.
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1. Patient‘s blood: cells postive for
cytokeratin (+) and HER2 (+)

blue channel —

DAPI, green — ErbB2, orange — cytokeratin
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2. Patient‘s blood: cells postive for
cytokeratin (+) and HER2 (+)

OB
sV, €uropean
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blue channel — DAPI, green — ErbB2, orange — cytokeratin



3. Positive control - SKBR3 cell line - double positive cells:
cytokeratin (+) HER2 (+)

s, european
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4. Patients® cells - FISH:
for ERBB2 gene dosage

Two cells with low copy number amplifications of ERBB2 gene (3 copies of ERBB2 gene :
2 copies of centromer 17)

Y‘x]]’,?r
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blue channel — DAPI, green — centromer 17, orange — ErbB2 gene, magnification 1000x



Konsequenz:

« Engmaschige individualisierte Nachsorge von
Patienten mit Mikrometastasen (Tumorzellen im
Blut, Tumormarker, HER2 im Serum)

* Erhebung des Immunstatus
(Tumorimmunsuppressoren)

 Biol.-rationale komplementare Therapie
(immunologisch, biotechnologisch etc.)

S european
ﬂ >
() oo



Danksagung

UKE, Hamburg Klinikum Osnabrick
Institut fir Tumorbiologie Zentrum f. Onkologie
B. Brandt
O-M. Koch

UKM, Muenster

G. Domagk-Institut fiir Pathologie Klinikum Ludenscheid

Horst Biirger H-J. Muhs
Hartmut Schmidt Claus M. Schlotter
Eberhard Korsching
Celeradiagnostics,
Alameda, USA

Alice Wang
Kit Lau
John Sninsky

sV €uropean
lﬂ : l.aborato
ijsmw ‘ ﬂssociati;‘:l




Geschafft !

Frankfu ‘cr Consilium

sV €uropean
lﬂ : l.aborato
ijsmw ‘ ﬂssociati;‘:l



