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Das Studiendesign der aktuellen DETECT Studien

DETECT

]

Screening-Phase
N = 2000
Metastasiertes
Mammakarzinom,
HER2-negativer
Primartumor*

CTC-Bestimmung
Bestimmung des HER2-Status der CTCs

|

Keine Studienteilnahme in
DIl oderD IV

CTC-negativ

DETECT Il

VR

CTC+

[HER2+] Randomisierung

Standard Therapie
N =60

Standard Therapie
+ Lapatinib

N =60

DETECT IV

Hormonrezeptor
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CTC+
[HER2-] s

Postmenopausal o .

o Id‘::t' Endokrine Therapie
~ O Lo ](Exem_estan£
Primartumor: amoxifen**,

fiir Chemotherapie |

Indikation fiir
Chemotherapie

Everolimus/Ribociclib

Letrozol,Fulvestrant
Anastrozol)

N =180

negativ

Hormonrezeptor J

N=270
Metastasiertes
Mammakarzinom,
HER2-positiver
Primartumor

* EinschlieRlich HER2-negative metastatische
Lasionen—sofern eine Biopsie

Trastuzumab/
Pertuzumab
+ Chemotherapie

(Capecitabin, Docetaxel,
Paclitaxel, Vinorelbin
Eribulin, Nab-PacIltaxe’l)

DETECTV / CHEVENDO

c1C R
[ERS] 1:1

durchgefihrt wurde

** nur fur die Everolimus-Kohorte

Erhaltungstherapie
Trastuzumab/ Pertuzumab
+ Ribociclib

+ endokrine Therapie

Trastuzumab/ Pertuzumab
+ Endokrine Therapie
+ Ribociclib

(Fulvestrant, Letrozol,
Anastrozol, Exemestan,
GnRH-Analoga)

www.detect-studien.de



CTC-

Bestimmung in DETECT

DETECT

Screening Besuch

nur DIl und DIV:

- Patienteneinverstandnis 1
- Screening Kit

Rando/ Einschlussbesuch

- Far DII/DIV:

e Patienteneinverstandnis 2

o Analyse Kit nur mit
Pateinverstandnis 3

- FirDV:

e Patienteneinverstandnis 1

e Analyse Kit (,Baseline®) nur

Kontrollbesuche
- DIlll, DIV und DV

- Analyse Kit (Zeitpunkte BE s. Angaben)

¥ Screening-Bogen
A Ergebnismitteilung
v Begleitschein

BE: Blutenthahme

*BE einmalig in Woche 3 bis 4
und einmalig in Woche 9 bis 12

Abschlussbesuch
- Analyse Kit
- DIll, DIV und DV

.

mit Patienteneinverstandnis 2 DETECT lll: Alle 8 — 12 Wochen E"qer*
DIV a: Woche 4 Woche 12| falle 12 Wochen| Ende™
DIV b: Woche 3 - 4% |Woche 9 - 12* Ende**
DV: Woche 6 Ende**
BE BE BE BE BE BE BE
Analyse-Kit
v A v vv {}v \ v Vv Vv

Max. 3 Wochen 0

Behandlungsbeginn

max. 1 Jahr

Behandlungsende**

**reguldres Studienende bzw.
End of Treatment bei Progress



CTCs und ctDNA und ihre potenzielle
Verwendung

CTC-Analyse
aus Vollblut

Primartumor
oder Metastase

Expressionsanalysen
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Imbalance distribution

ctDNA-

Analyse
aus Plasma .
Mutationsanalysen
potenzielle Verwendung der ctDNA[CTC-Analysen A LE DOl A L

» Mutationsanalysen/Resistenzbestimmungen
» Monitoring der Tumorlast/des Therapieansprechens AT . a
» Risikoabschatzung fiir Rezidiv/Metastasierung | I I N :

modifiziert nach: Polasik et al., Geburtshilfe Frauenheilkd. 2017 Dec;77(12):1291-1298.



CTC- Isolierung und CTC Banking
- Wie geht das?-




CTC- Isolierung und CTC Banking
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DETECT CTC-Isolierung, -Banking und
molekulargenetische Charakterisierung

Recovery rate CTCs

25
91 m CellSearch

u CellCelector

20

15

10

n (CTC)

. Micromanipulation -

. Mutationsanalyse (z. B. PIK3CA, ESR-1)

CTC Einzelzellisolation und Banking . single cell genome profiling
CTC Banking et o WGA
Pooled CTCs . E o cL CTc
Single CTCs 20-50-100 ,J 123 45
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[ |

Schneck H,.., Neubauer H. Mol Oncol. 2013



Etablierung einer CTC-Probenbank zur
Ermoglichung translationaler Projekte

Development of a Browser-Based Sample Bank
for Multicenter Liquid Biopsy Trials

Asperger H. ', Cieslik Naskou J.", Meier-Stiegen liederacher D.!, Neubauer H.", D ET E CT
Janni , Fehm T." for the DETECT Trial Group

‘ versity Honial D CTC Probenbank
" Department of Obstetrics and Gynecology, University Hospital Diisseldorf

2 Department of Obstetrics and Gynecology, Univers spital Ulm
* equal contribution, alphabetical order Nutzername V (]
. o
Abstract o .,,;,,;.7//
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As part of clinical multicentre t Universitdtsklinikum s [ e S eIChert
biopsy such as the DETECT-trial: Diisseldorf PEINRICH HEINE
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laboratories. The isolated tumor - - - P Universitats:
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translational research projects
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Translationale Studien

Update zu den CTC-Studien




GUTESIEGEL A

DER DEUTSCHEN
N KREBSGESELLSCHAFT

DETECT o

DETECT Il

Multizentrische, prospektiv randomisierte Phase Il Studie zum Vergleich einer
antineoplastischen Therapie allein versus einer antineoplastischen Therapie plus Lapatinib
bei Patientinnen mit initial HER2-negativem metastasiertem Brustkrebs und HER2-
positiven zirkulierenden Tumorzellen

J

L N=60

o
G
¥
ad
Screening-Phase ]
N = 2000 E E [ =
w1 1% il
HER2-negativer s 3 — N\ Standard Theraple
Primértumor*® C» N + Lapatinib
. N =60
E Standardtherapie:
3 Chemotherapie oder endokrine Therapie
e + Paclitaxel + Letrozol
* Capecitabine » Anastrozl
* Vinorelbine

= NPLD

Primarer Endpunkt: CTC-Clearence




Diskordanz zwischen Primartumor und CTCs
bezliglich HER2 -Status

Patients without CTCs at least one HER2-positive CTC
n =412 (36.7 %) n=134 (18.8 %)

- Diskordanz des HER2
Status in 18,8% der
Patientinnen

2
N\
by
\

—> Assoziation zum HR-Status
/ und zur Histologie des
Patients with CTCs only HER2-negative CTCs Primartumors

n=711(63.3 %) n =577 (81.2 %)

- Der klinische Nutzen einer
HER2 gerichteten Therapie
steht noch aus
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Ductal Lobular Other Negative Positive

Histologic Type (primary tumor) Hormone Receptor Status (primary tumor)

Poster presentation at 38th Annual SABCS, 2015, available at https://www.sabcs.org/ De Gregorio et al., JCO Precision Oncology 2017 DOI: 10.1200/P0.17.00023
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CTC-Analyse am Beispiel einer Index Patientin mit
metastasiertem Mammakarzinom — eine Falldarstellung.
André Franken!, Bianca Behrens?, Florian Reinhardt!, Liveen Yang', Ellen Honisch', Nikolss Stoscklein?,

Dieter Miederacher’, Tanja Fehm', Hans Meubausr'

" Klinik fir Frauenheilkunds und Geburtshilfz, UniversitStskinikum Cizssidor
* Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und Kinderchinurgie, Universitatsklindkum Disseldor

wnd dar riorrir B wied Garch ien Qerings Araahi i it arucwen. Vansinast inde i jacoch
=

Eman i e aciches Ba Sarwn

T Erguacsr Sk s k- o oheses
sl it Kb i i S el
Zumiizicn wurdon D108

Lomicipuornan (OLA) B Mistanr Loon Okt Angersichan. Cia A e CFOE suvie micels DS ALy s paiphamy . 1 0L A-3rms. Seesrrs. hason do-

ETC-Anh wats S Cap ronniacs, OV st 8 Gwitn 08 Prnmian AbaTwicr.

e e s dr i G, argarhi. Sacker, e us Garasprasicnsll o CH e
Barth

; oo g -:g-u,-m;-ﬁ‘\-rfn'—’—-l'h-\_.ﬂfr

B
Gana | Mutatica Marisab Misis Fesguency
Tomr ] castre
- - ESR1 | E3800 [} 0,00
ESR1 | HSZHL [ 331 0,00
=, AKTL | E17E o 528 n.00
-
=
CE = D g wn
i™ E
a L]
- i —— i
3 - i~
] M Vg o CREOT Camasan
I werival e T8 wiwwsdcier Demrgiarg Emiiarer i 1 i " i
UK D Pusorsn i smiliparatfnkn il rach apspecdactes D708 (0] Ceoskag S CP mech HERS -
Bl B2 Kt B3 e CRAr S AL G AR Lapgasice math anrutloreiana ===~
I3 veiond e Sied Enessan wihvmd = = -
i DT AT AT ..f’ & &
e e
4 Cirsdng dar CT0
rack LR Caareaman
ey by
= M swnd gar el
= Epromsion sihemd cas P00 Araives 2iLnmschisdichin Logn nioos e lecbairargusre s
= smsmrguera I Yotgeh von Wcatanen adachon Sénkaeor i G108 Zapek

1 P e G5AH Transsrgta in can D10
1 Pl remmar AT Tanskries. in dey STC8

T s cawion e sgicnien. o, i patan (e wn i AWFIIEun arurvdos AT EAN BKFwRAIY L BN WALSOATS 30 £ AT S S 4 Mirean, D bae

e




CTC-Analyse am Beispiel einer Index Patientin mit
metastasiertem Mammakarzinom — eine Falldarstellung

Everolimus /
ieli Tamoxifen
Epirubicin Palbociclib / '
Al+ Denosumab Weekly Fulvestrant Paclitaxel
weekly
100000 .
10000
=
= 1000
(o]
o
g 100
O
10 - 75mlPB

A ~2ml DLA

1 L] ] ] L] T L] L] ] I ] ] I L L L L L L ] ] ] I
© v NWONR® PP o PRPPRD dPapaddp

months . CTC count exceeded CellSearch® detetection range

- Index Patientinnen ermoglichen es, die ganze Breite an zur Verflgung
stehender Methoden anzuwenden um den speziellen Fall detailliert
analysieren zu konnen. Dies kann dazu beitragen, den klinischen Nutzen
von CTCs zu ergrinden.

Unpublished data




CTC-Analyse am Beispiel einer Index Patientin mit metastasiertem
Mammakarzinom — weitergehende Charakterisierung der CTCs

Bestimmung des
HER2-Status

Nachweis von
Apoptose

B 1.0-

0.8

ER-PE

DAPI merged A DAPYCK-FLU xR Co45-APC
(REPE

II

o
o
1
+ + !
+

B000

+
+
+

% of CTCs
o
&

0.2

0.0
Al + Den Epi Palb + Fulv

- Index Patientinnen ermoglichen es, die ganze Breite an zur Verfligung
stehender Methoden anzuwenden um den speziellen Fall detailliert
analysieren zu konnen. Dies kann dazu beitragen, den klinischen Nutzen

von CTCs zu ergrunden.

Unpublished data



DETECT

DETECT IV

Fur Patientinnen mit HER2 — negativem metastasiertem Mammakarzinom und HER2
— negativen zirkulierenden Tumorzellen

E> DETECT IVa: Patientinnen mit hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom
erhalten Everolimus bzw. Ribociclib plus eine endokrine Therapie

DETECT IVh: Patientinnen mit triple-negativem oder mit hormonrezeptor-
positivem Mammakarzinom und Indikation zur Chemotherapie werden mit Eribulin
behandelt

Rationale: Analyse des pradiktiven Werts von CTCs fiir verschiedene
Therapieinterventionen mit dem Ziel einer weiter personalisierten
Tumortherapie
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Mechanismen endokrinen Resistenz

Plasma
membrane

Estrogen

Cytoplasm

Basal
Transcription
machinery

Nucleus ER target gene transcription

CBP = CREB binding protein, ER = estrogen receptor, ERE = estrogen-responsive element, HER2 = human epidermal growth factor receptor 2, MAPK = mitogen-activated protein kinase, MEK = mitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-related kinase kinase, mTOR = mammalian target of rapamycin, PI3K = phosphoinositide-3 kinase, SOS = son of sevenless

Baselga J. Oncologist 2011;16:12-19.
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PI3K: Vier unterschiedliche Klasse-1-Isoformen

PI3K PI3K Isoforms

Catalytic
subunit

Regulatory
subunit

* Die alpha Isoform ist die dominante PI3K im Mammakarzinom.
* PIK3CA-Mutationen sind in 25-40% aller Mammakarzinome nachweisbar;

— insbesondere HR+ und/ oder Her2+.

Andre F, Global Breast Cancer Summit, 2015
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SOLAR-1: randomisierte Phase-IlI-Studie

Men or postmenopausal

women, with HR+,

HER2- ABC

 Recurrence/progression
on/after prior Al

* |dentified PIK3CA status (in

archival or fresh tumor tissue)
Measurable disease or

=1 predominantly lytic

bone lesion

« ECOG performance status <1
(N=572)

ALP 300 mg QD PO
+ FUL 500 mg IM*
PIK3CA- n=169
—» mutant cohort
(n=341) PBO

+ FUL 500 mg IM*
n=172

1:1, stratified by presence of
liver/lung metastases and prior
CDK4/6 inhibitor treatment

ALP 300 mg QD PO
+ FUL 500 mg IM*
PIK3CA-non- n=115
—» mutant cohort

PBO
+ FUL 500 mg IM*
n=116

(n=231)

André F et al., ESMO, 2018
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Primarer Endpunkt: lokales Assessment von PFS in der
PIK3CA-mutierten Kohorte

100 =
Median PFS, months:
v —a— Alpelisib+ fulvestrant (1=169)  11.0 (95% Cl: 7.5-14.5)
"
w
o Placebo + fulvestrant (n=172) 5.7 (95% CI: 3.7-7.4)
e 60 =
B B e e ————————————————————— e e
ata cut-oft: ulvestran ulvestran
g 404 | I Jun 12, 2018 (N=169) (N=172)
(o] | Number of PFS events, n (%) 103 (60.9) 129 (75.0)
E : : Progression 99 (58.6) 120 (69.8)
i I Death 4 (2.4) 9(5.2)
20 - : : _Censcred 66 (39.1) 43 (25.0)
: : —L_\ I(\;;i:a‘;)l’FS (7‘51—11'[4]1.5) (3.75—';4)
| | HR (95% CI) 0.65 (0.50-0.85)
: : p-value 0.00065
0 : :
rr1rlrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr11
01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Time (Months)
Number of subjects still at risk
Alpelisib + Fulv169 158 145 141 123 113 97 95 85 8 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0

lv 172 167 120 111 89 88 80 77 67 66 58 54 48 41 37 29 29 219 20 19 4 13 9 3 3 2 2 2 0 0 0 O

Verlangerung des Progressionsfreien Intervalls bei PIKCA-Mutation
von 5,7 auf 11 Monate (HR 0,65)

André F et al., ESMO, 2018
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Lokal erhobenes PFS nach Mutationsstatus in
Tumor & Plasma

100 PIK3CA mutant patients determined by ctDNA
i}
3 Event n/N Median Event /N Median
< (%) PFS (%) PFS
3 60 Patients with PIK3CA
ié o 103169(609) 1.0 | 1201472(75.0) 57
g Patients with PIK3CA
£ ] 57 : 109 7 : 37
: 4 e Tl 192 (62.0) 0 5/94 (79.8)
w
Patients without PIK3CA
o e 49/115 (42.6) 74 57/116 (49.1) 56 085
» Censoring times
—e— Aipolisib + fulvestrant patlenis wihol PIKSCA  gang1(s08) 88 | 1o3me2i68) 73 080
o/ —— Placebo + fulvestrant =
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (months)
Number of patients st at risk
Alpolisib + ful 9287 80 TT 63 61 M4 2 M O U B UNDDUBI9ILIE 36 221110
Placebo + ful 8490 58 I Q2T UMWDY MNITNY I ES S 221110

Bestimmung der Mutation im Plasma (ctDNA) sagt Wirksamkeit voraus:
,Liquid Biopsy“ scheint moglich

Juric D et al. SABCS 2018 GS3_8



Molekulargenetische Charakterisierung von
CTCs — PIK3CA Mutationsstatus

[ Einzelzell- |
e Bulk-Analyse

PIK3CA Exon 20 CellSearch®

CTC Enrichrment
m CellCelector™ DNA Isolation
3 single cell isolation Qlaamp DNA Mini Kit
H1047L g
2 I
&
=y
— EE— 9| Whole Genome Amplification & QC Whaole Genome Amplification & QC
o & Ampli™ WGA Kit Ampli™ WGEA Kit
{ Sanger Sequencing J | SNaPshaot
Sanger Sequencing
Number of patients analysed 19
Number of samples analysed 93
Number of mutations 14
Number of patients with PIK3CA mutations 5 (26,3%)
Number of samples with PIK3CA mutations 14 (15,1%)
Number of Exon 9 E545K 9
Number of Exon 20 H1047R and H1047L 5

BNP distetion

SNaPshot

65
81
19
13 (20%)
15 (18,5%)
11
8

@l :
—_— I— —_— —

L
<]

PIRICA

i

;\r\' IL-.'\I 4

C2

A

T

Lampignano et al., Int J Mol Sci. 2017 Aug 31;18(9). pii: E1885 and Schémer, unpublished data.



Therapierelevante genomische Faktoren beim
Mammakarzinom (,,actionable®)

©AGOe. V.
in der DGGG e.V. *
sowie Faktor Outcome LoE,ys CTS AGO
in der DKG e.V. Aus Studien beim Mammakarzinom
Guidelines Breast =  sPI3K Mutation Anti-HER-Therapie-Effektivitat I B SkE
Verson 201227 e SESR1 Mutation Antihormon-Effektivitst I B 4
=  sHER2 Mutation Anti-HER2-Therapie-Effektivitat Il B +[-**
=  sBRCA1/2 oder gBRCA1/2 Platin-Effektivitat I B +/-¥*
=  sBRCA1/2 oder gBRCA1/2 Chemotherapie-Effektivitat I B +/-¥*
=  sBRCA1/2 oder gBRCA1/2 PARP-Inhibitor-Effektivitat | A 4Rk
Aus Studien bei anderen Karzinomen
=  Companion Diagnostics Mutations bei Thera-  Effektivitéat verschiedener v D 4+
pien fiir andere Karzinome (z.B. BRAF, FGFR1, ...) Medikamente
= Large Panel Gene Analysis
(e.g. FoundationOne, GPS Cancer, NeoSelect, Effektivitdt verschiedener " C 4R

Molecular Health Guide, Lokale , hand selected,, Medikamente, Prognose
Panels)

* Bestimmungmethode somatischer Veranderungen nicht bewertet. Prinzipiell méglich aus Tumorfrischmaterial,
Paraffin-Gewebe, zirkulierenden Nukleinsduren

.ago-online.d . . . . .
ARGt ** Teilnahme an Studien oder strukturierten Programmen empfohlen / s=somatisch / g = Keimbahn



ESR-1 Mutationen als Hinweis fur endokrine Resistenz

San Antonio Breast Cancer Symposium, December 8-12, 2015

ESR1 mutations predict for resistance to subsequent Al therapy

Tumour ER status g
§ pos neg 5
g .
£ & 180 g
S | =
w2110 | 43 %
z < 0
Q ~
< p=0.0093
g
o

This presentation is the intellectual property of the author/presenter. Contact Nick.Turner@ir.ac.uk for permission to reprint and/or distribute.

—> Aktivierende ESR1-Mutationen scheinen eine essentielle Rolle bei der
Entstehung endokriner Resistenz zu haben (Robinson et al., Nat Genet. 2013 Dec;45(12):1446-51.)
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Metaanalyse SOFEA und EFECT

SOFEA

ER+ postmenopausal patients with advanced breast
cancer who have progressed on non-steroidal Al

J

RANDOMISATION 1:1:1

(a) fulvestrant (b) fulvestrant (c) exemestane
+ anastrozole
n=250 n=250 n=250
1° AIM: (a) vs. (b) (b) vs. (c)
TTP TTP

Turner N et al., SABCS 2018, PD 2-04
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SoFEA and EFECT meta-analysis for baseline

detection of ESR1 mutations

% 100+ Median PFS (25%CI)
i

£ Wild type + F 120/147 4 1mth (3.6,5.5
& yp

s 757 Mutant + F 69/73 3 9mth (3.0,6.0)
3 Mutant + E 40/42 2.4mth (2.0,2.6)
g 50 E: Exemestane-containing arm
[=N

F: Fulvestrant-containing arm

I

fod
n
1

Women surv

]

I
0 6 12 18
Time from randomisation (months)

N at nsk (events)

Wild type + E 121 (70) 49 (28) 17 (8) 7
Wild type + F 147 (87) 50 (19) 25 (10) 8
Mutant + E 42 (31) 9 () 2 () 0
Mutant+ F 73 (43) 29 (16) 12 (5) 6

Turner N et al., SABCS 2018, PD 2-04



DETECT Amplikon-basierte ESR1 Sequenzierung im Rahmen von DETECT IVa

CTC Isolation mit CellCelector

CTC Anreicherung mit CellSearch

anschliellend Whole Genome Amplification

ESR1
EXONS 1 2 3 4 5 6 7 8
Ampliko 4, 1.2 2 3 &1 42 5 6 7 N
(AR
LS507F
| 4 | wr | D538G | Lso7F | e e
1 2 #1 3 -
2 1 #2 4 - homozygous
3 1 #3 3 + homozygous
4 . 4 =1 4 + heterozygous
#5 1 + homozygous
5 2 #6 1 -
6 3 #7 3 -
#8 3 -
1
/ #9 2 -
8 4

Identifikation von Punktmutationen, bislang CTCs von 46 Patientinnen analysiert




DETECT

ESR1 Sequencing of CTCs

* 46 met Luminal BC Patients
 1-8CTCs per patient

* Exclusion of germline
variants

* 13 von 46 Pat. haben CTCs
mit ESR1-Mutationen 28%

Gle0C

K252R

N348S

E380Q

D426E

L507F

Y¥537C

Y537N

D538G

D541Q

Patient 1

1%

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9

Patient 10

Patient 11

Patient 12

Patient 13

Patient 14

Patient 15

Patient 16

Patient 17

Patient 18

Patient 19

Patient 20

Patient 21

Patient 22

Patient 23

Patient 24

[BY [ [W) ) 1Y [N [ Ry FR) PN OF) (F-N) (%) [3E) Iy [VR) ) Y U U ) (R Y

Patient 25

Patient 26

Patient 27

Patient 28

Patient 29

Patient 30

Patient 31

Patient 32

Patient 33

Patient 34

Patient 35

Patient 36

wlk|lwlslr|w]lr |k |w|o]~

Patient 37

Patient 38

Patient 39

Patient 40

Patient 41

Patient 42

Patient 43

Patient 44

Patient 45

Patient 46

Rlufe |w] s fw o fw | w

Franken et al. in preparation




DETECT ERa Expression on Mutated CTCs

% 3 ER-

Ea ER +

.... /7,
L] I I

» 21.4 to 100 % of CTCs show nucleated ERa staining

MMM

(=]
.Ih.

AN

CTCs per group [%

(=]
N

Franken et al. in preparation



Presence of ESR1 Mutations Correlates with Therapy

DETECT on |
) O wr
S 80- mutant
5
m 60-
o
Q.  40-
1)
c
-f-j 204
©
Q
0 Y T
N O
& &
0& «\
< &

EDT: Estrogen Deprivation Therapy

» ESR1 mutations only detected in patients, who received estrogen
deprivation therapy (p-value: 0.0476)

Franken et al. in preparation



DETECT Analysis of Tumor Tissue
N
Met (before
PT 2.PT Rec Al) CTCs Met (after Al)
Patient 1 WT L408S/Y537C
Patient 2 WT WT Y537C
_ D538G
Patient 3 WT D538G
(42.5%)
Patient 11 WT D538G
Patient 21 K252R
Patient 25 WT L507F
Patient 27 WT WT E380Q
Patient 28 WT D426E
Patient 32 WT N348S
Patient 37 WT WT E380Q
Patient 39 WT Y537N V53N
(65.0%)
Patient 46 WT WT L541Q

» No ESR1 mutations detected in biopsies taken before CTC analysis

Franken et al. in preparation




DETECT

DETECT IV

Fur Patientinnen mit HER2 — negativem metastasiertem Mammakarzinom und HER2
— negativen zirkulierenden Tumorzellen

DETECT IVa: Patientinnen mit hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom
erhalten Everolimus plus eine endokrine Therapie

——> DETECT IVb: Patientinnen mit triple-negativem oder mit hormonrezeptor-
positivem Mammakarzinom und Indikation zur Chemotherapie werden mit Eribulin
behandelt

Rationale: Analyse des pradiktiven Werts von CTCs fiir verschiedene
Therapieinterventionen mit dem Ziel einer weiter personalisierten
Tumortherapie




Androgenrezeptor — ein innovatives Target bei TNP?

- 77% der Mammakarzinome exprimieren Androgenrezeptor?

(Collins L et al 2011)

Clinical Subtype: ER+ (Luminal) Triple-Negative

~16% der triple-negativen Mammakarzinome sind AR*
- Subklassifikation: Androgenrezeptorpositive Signatur?
- AR+ TNBC positive Korrelation mit DFS3

Androgen receptor inhibitors

UCBG 12-1: single arm, Patients with metastatic or locally advance Cand androgen  Clinical benefit rate 20-0% (95%Cl 7-70%-38-6%); overall
open-label, multicentre receptor-positive breast canc in mg) response rate 6.7% (0-80%-22-1%) median progression-free
phase 2 trial” once a day plus prednisone (5 mg ger: survival 2.8 months (1.7%-5-4%); 14.7% had grade 3 adverse
(NCT01842321) events
MDV3100-11: phase 2 Evaluating single age advanced androgen Clinical benefit rate (16 weeks): 35% (all patients),
study”™ (NCT01889238) receptor-positive TNBC; evaruation of androgen receptor 39% (androgen-receptor signature positive); 5% had adverse
signature as possible biomarker; n=118 treated, n=75 evalvated  events =grade 3
for response
TBCRC 011: phase 2 study™  Patients with androgen receptor positive, oestrogen or 6 month clinical benefit rate, 19%; median progression-free
(NCT00468715) progesterone receptor-negative metastatic breast cancer; survival, 12 weeks; 14% had grade 3 adverse events

150 mg orally); n=28 treated, n=26 for response
evaludtion

ICollins et al., 2011; 2Wang et al., Oncotarget. 2016;7(29):46482-46491; > Agoff, AmJClinPathol. 2003;120(5):725-31.



Workflow to detect AR expression in CTCs DETECT

S S
Fluorescence-
Immuno- microscopy
fluorescence
(IF)

Cytospin ' @
CellSearch Profile Kit
Immunomagnetic 10 um 10 pm

Cell Collection

CellSave MERGE  DAPI CcK AR cD45
BlOOd Sample I};’Egtai\i(ontrolle
DETECT
Patients DAPI DAPI ik
Negativkontrolle
Androgen- D6F11 AF 594
Leukozyt
receptor
Cytokeratin C11 FITC LNCaP
Isotypkontrolle
CD45 35-Z6 AF 647
CTC in MBC
AR positiv
CTC in MBC

AR negativ




Heterogeneity of AR expression in different DETECT

CTCs of one sample

Unterschiedliche
Androgenrezeptorexpression
bei einer Patientin

Magnification: 40x




AR Expression in CTCs DETECT

DAPI Cytokerati AR CD45

75 Proben

49,3% der Proben
CTC positiv (37/75)

40,5% dieser Proben 59,5% dieser Proben
> 1 CTC AR positiv (15/37) CTCs AR negativ (22/37)

53,3% dieser Proben 46,7% dieser Proben
homogen: alle CTCs heterogen: CTCs AR
AR positiv (8/15) positiv und negativ (7/15)

* Expression des AR in CTCs konnte erfolgreich
nachgewiesen werden
* Pilotstudie mit Androgenrezeptorblockade

Magnification: 63x

Melissa Neubacher, Labor Diisseldorf, unpublished data
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Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen durch
Expressionsnachweis des Androgenrezeptors bei Patientinnen mit

metastasiertem Mammakarzinom
Neubacher M.1, Meier-Stiegen F.*, Krawczyk N7, Neubauer H.7, Janni W2,
Fehm T.1, far die DETECT Stud\engmppe

KJinik fiir F und Diisseldorf
“Klinik fiir F und L it linik Ulm
Die pr Relevanz P i mit m und HER2-
(CTCs) bei P (MBC) wurde  Egativem Primartumor vurden im Rahmen der DETECT Shudien
in zahireichen klinischen Swd\en ge.zelgl. Dle pmemle\le pradikfive Relevanz ~ untersucht. CTCs wurden mittels CellSearch® Profile Kit angersichert und
der CTCs wird derzeit (Abp. 1) Auf O (Abb.3) Zur der Farbung wurden
©TCs auf G Prostatakarzinomzellinen LNCaP und DU14S ais Positv- bew

untersucht die  Bedeutung der Phanmypmmng von
T bei  Pati mit

venwendet. Der positive Nachwieis von Zytokeratin und der

assoziiert sind
pradiktiver Marker. Del

Mit dem
F zur ifizi

des Leuko: CD45 dienten zur Identifizierung
kemhalt\ger Zellen als CTC& Die Expression des AR konnte mittels
gezeigt werden. (Abb. 2)

(AR} al
Zielgerichteter Therapie kann in b 2u 455% der rps. negativen und bis uber
70% der F

werden. Ziel des Projekis \llzl die Efablierung des Nachwelses von AR in
CTCs mittels Imnmunfiuoreszenz.

Die i der Analyse erfolgte durch Zelllinien mit
bekannter AR-Expression. Im Rahmen des translationalen Projekis wurden
75 CTC+Proben von 66 Patienfinnen untersucht. In 50% der Proben wurde

eine CTC detektiert (36!76] In 42, I% dieser Proben konnte in
einer CTC AR werden (16/38). Bei
25/38 (65,8%) Proben lied sich mehr als eine CTC darstellen. Dabei
zeigten 14725 CTCs keine AR Expression, 3/25 ausschliellich AR+ und
8125 sowohl AR+ als auch AR- (Abb. 4)

LNGaF
Isstyphontolle

CTCin MBC
AR posity

CTCin MBC
AR negaty

soccgn. [ £ =
rezscre

B B3
== ewT

| Aok, 3: Arbeitsablauf

Abb. & Quantitati lyse

Zusammenfﬂssulln Als Grund\age fur zulmnﬂlge Arbeiten konnte die heterogene Expression won AR in CTCs von Patientinnen mit

pradiktiver Faktor dienen.

werden. Dieser Nachweis kinnte zur weiteren Untersuchung des AR als potentieller

Melissa Neubaches@med.uni-dussseldorf.de




DETECT
DETECT VICHEVENDO: Multizentrische, prospektiv randomisierte Studie zum Vergleich der

Kombination einer dualen HER2-Blockade (Trastuzumab/Pertuzumab) plus endokriner
Therapie mit der Kombination einer dualen HER2-Blockade plus Chemotherapie bei
Patientinnen mit hormonrezeptor-positivem, HER2-positivem metastasiertem Mammakarzinom

DETECT

DETECTV / CHEVENDO Chemotherapie* Erhaltungstherapie

Ribociclib+

N =270 Trastuzumab/ Endokrine Therapie**

Metastasiertes Pertuzumab
: Trastuzumab/Pertuzumab
Mammakarzinom crC Randomisierung /
HER2- positiver [ERS] 1:1
Primartumor
Ribociclib + Endokrine Therapie**
Trastuzumab/ Pertuzumab

* Capecitabin, Docetaxel, Paclitaxel, Vinorelbin, Eribulin, nab-Paclitaxel
** Fulvestrant, Exemestan, Letrozol, Anastrozol, GnRH-Analoga

Primares Studienziel:
Evaluation und Vergleich von Sicherheit/Vertraglichkeit
zwischen den Behandlungsarmen




DETECT DETECT V/CHEVENDO — Translationales Projekt

DETECTV / CHEVENDO Erhaltungstherapie

N=270 W
Metastasiertes
Mammakarzinom, cTc Randomisierung
HER2-positiver J [ERS]

Chemotherapie* Endokrine Therapie** +

Ribociclib***

Trastuzumab/Pertuzumab

Endokrine Therapie** + Ribociclib™**
Trastuzumab/ Pertuzumab

astuzuma
ertuzumaE/

Primédrtumor

Entwicklung eines auf der Express
basierenden ,,Endocrine Responsi

- Moglicher Indikator fur das Ansprechen auf eine endokrine Therapie

Merge CK DAPI CD45
o &
neg
HER2
“ a|a |
HER2 . -
2+ , o
HER2 -
3+ -

HER2

Merge DAPI ER

MB ER 1+ - n [+ | ! n T47D
ys?a ER 2+ . n . n MCF-7
?KBR' ER 3+ n n -

=
o
>

MCF-7




DETECT

Optimierung des Nachweises von HER2 und ER lGber Immunfluoreszenz

Merge CK DAPI

CD45

HER2

negativ

schwache Farbung

moderate Farbung

Merge DAPI

CD45

B | |
MDA-
o | |
453
HER2 - MDA-
453
HER2 2 -~ P | SKBR-
3+ - - - 3

starke Farbung

negativ

SKBR-
Erpos [ - MCF-7

positiv




CTC-Positivitat und Heterogenitat der Expression
von HER2 und ER

CTC-Positivitat im Verlauf

DETECT

Randomisierung nach 6 Wochen

— 21/31 der initial CTC-pos Patientinnen waren nach sechs
Wochen CTC-neg

Unpublished data



CTC-Positivitat und Heterogenitat der Expression
von HER2 und ER

Heterogenitat der Expression von HER2 und ER
bei Proben mit =2 CTCs

30
25
20
15
10

5

0

HER2 ER

ER-Expression weniger heterogen

Probenzahl

Anteil HER2 3+ CTC

m Heterogene Expression m Homogene Expression

40
35
30
25
20
15
10

HER2-positive CTCs
nahezu komplett verschwunden

% HER2 3+ CTC (cumulativ)

amy

Randomisierung nach 6 Wochen

L
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DETECT V - Expression Analysis of Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 and Estrogen Recq
on Circula(ing Tumor Cells of Metastatic Breast Cancer Patients

DETECT V - Expressionsnachweis von Estrogenrezeptor und
Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 in zirkulierenden
Tumorzellen bei Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom

Fehm T.! Meler Stiegen F.", Rlolhdud §7 Rack B, Taran F.-A4, Pantel K., Maller V.5,
y

"Gynecology and Ob:

DETECT
University Hospital Ukm, Ulim, Germany, ‘Gynecology and Obstelrics

The prognostic relevance of Circulating Tumor Colis (CTCs) in patients with
metastatic broast cancer (MBC) has been shown in multiple cinical trials. Besido
ther quantification it is of particular interest to analyze the predictive valu of these
colls and investigate if thorapeutic decisions can b based on the phenotype of
CTCs. The DETECT study concept evaluates this possible mplication of CTCs. The
DETECT V study compares endocrine therapy vs. chemotherapy, both combined

Janni W3, HuobnrJ 3, for the DETECT S(udy (JIU
Y H

Staining was successhully estabished  ER
staining intensity was specified as negatve or
positive (Fig 2), HER2 staining inlensity as
negative, weak, moderato of strong (Fig. 3)
Deloction and characterzation of CTCs was
analyzad for the first 64 patients. Al time of

Franziska Meier-Stiegen’, Sabine Riethdorf?, Thomas Friedl®, Sabrina Krause®, Brigitte Rack?,
Florin-Andrei Taran®, Klaus Pantel?, Volkmar Muller®, Wolfgang Janni®, Jens Huober?, Tanja
Fehm’, fur die DETECT Stud\engruppe

with Trastuzumab and Pertuzumab in MBC patients with HER2-positive (Human randomization 33 of 56 samples were CTC ik fir f mﬂ‘ ik Dissseldor?
Epidormal Growth Factor Receptor 2), hormone receptor-positive tumors (Fig. 1) positive with =1 CTC in one sample (HER2 or 2 sfsklir Institut fir Tt it
Translatonal projects to idantify potential prodictive markers are part of the study ER), 18/54 in both samples. After six weeks 17 of SUFIWWSrYEUBMM'Mk Um

program. The exprassion of predictive markers HER2 and estrogen receptor (ER) 58 patients contained =1 CTC in one sample and “Universitétsfravenkiinik Tibingen

on CTCs s analyzed 1o establish and validato an "Endocrine Responsiveness
Score® (ERS) The ERS s aiming to estimato tha potential benefit of endocrine
therapy

DETECT V Study Concept

10 of 57 in both samples. 21 of 31 CTC posiive
pationts at time of randomization wero CTC
negatve in the subsequent sampla after six >
Wwooks (Fig. 4). The cumulative requency of ER
and HER2-positivity rogarding CTCs detacted in .
all samplos was analyzod. 16% of all CTCs H

dotacted w0 ER positvo  (38240) Tho I

Eliniversitétsklinikum Hamburg-Eppendorf, Klinik und Polikiinik fiir Gynékologie

31 Patientinnen mit initial nachwsisbaren
CTCs wsren nach sechs Wochen keine
CTCs detektiertoar (Abb. 4). Die kumulatve

Heben der in i Die  Einteilung  der
Kinischen Studien belegten prognostischen Farbaintensitsten erfoigte fir den nuklesren
» . Relevenz  zirkdiersnder  Tumorzelien ER in die Kategorien negstiv und positiv. far

percentage of HER2 3+ CTCs docreased from
37% ot time of randomization (77/208) to 2%

alter sox weeks (2/125). Analyzing the distrbution ; — Fig. 2 (CTCs) ist oeren potentielle prédiktive HERZ in die Kategorien negstiv, schwach,  Frequenz des pesitiven Nachweises von ER
of the expression of ER and HER? in all CTCs of s . i Relevanz fir personsiisierte maﬂlg Ul stak (Abb. 2 und 3). Nachusis  und HER2 zsigs fir ER sine Postititsrata
one sample, 19 of 28 samples containng 22 » = 3 T der ersten B4 von 16% (38/240). Fiir HERZ senk der Anteil

CTC showed heterogenic intensity of HER?2 o Dis der DETECT V Studie wurde  stark  posifiver  Zellen  wvon  27%  bai
specific immunofluorescence 10 of 25 samples | = DETECT V Studie vergleicht Sicherheit und snzlysiert Zum Zeitpunkt  der  Studienstart (77i208) auf 2% nsch sechs
containing 2 CTC showed haterogenic intensity i einer i wurde bei 33 von 58  Wochen (2/125) Bei der Untersuchung der

[Fig. 1: DETECT V study concapt (veww detect-stucden de) duslen HER2-Blockade (Trastuzumab und

Pertuzumsb)  mit  endokriner  bzw.
Chemotherspie  bei  Patientinnen  mit

Fatientinnen =1 CTC in einer Probe
nachgewiesen, in 18 won 54 in beiden
Froben. Nach sechs Wochen waren bei 17

of ER-specific immunofiuorescence, rospactively. Hetarogenitét dar Expressionsstérke von ER
und HERZ bei Proben mit 22 GTC zeigte sich

&ine heterogene Expression von HER2 in 10

METHODS

CONCLUSIONS

The of “Endocrine

Score” ERS alms to

metsstasiertsm Msmmakarzinom. In zinem
mit der Studie sssoziierten translstionslen
Forschungsprojekt soll bssisrend suf der

wen 58 Patientinnen CTCs in mindestens
einer Probe nachweisbar, davon bei 10 von
57 Patientinnen in beiden Proben. Bei 21 dar

won 28 Proben, eine heterogene Expression
won ER in 10 von 25 Proben.

Quantification and characterization of GTCs was performed using Cell Search® CXC
Kit. The staining p g coll inas with ki of ER
and HER2. CTC wore quantifed at fandomization, afer six woaks and ot !Im and

predict the potential benefit of endocrine therapy in patients with a

E: Est ER; d
HER2-positive, hormone receptor-positive tumor, Descriptive analysis xprassion von Estragenrazeptar (ER) uni

Human Epidermal Growth Fastor Receptor

of treatmant in each of two samples. Staining intensites of both markers were of first patient samples has shown to detect heterogenic expression of 2 (HERZ) in CTCs ein .Endocrine
specifiod in paraliel samplas. HER2 and ER In CTCs of patients participating in the DETECT V study. Responsiveness  Score®  (ERS)  zur
Fradikion der Effiektivilst endokriner

41" Annual San Antonio Breast Cancer Symposium December 4-8 « Prof, Or. Tanja Fehm = Department of Gynecology and Obstetrics = University of Dusseldorf » Germany Therapie etabliert und validiert werdzn.
7

presentaton 1 the mtelectl voparty of the author Cantect Tara /ot odorf do for perm

1 40 ot anto dafreute

Methoden: Die Anslyse der CTCs erfolgte
mittels  CellSesrch  CXC  Kit  Die
Bestimmung der Expressicn von HERZ und
ER erfolgte in parslisien Proben. Zur
Velidierung des Farbeprotokolls wurden
Zellinien mit beksnnter Expression der
Marker vergiichen. Blutentnshmen erfolgien
bei Studieneintiti, nsch sechs Wachen

sowie bei Behandlungsende.

Intensitat der nuklearen ER-
spezi

en Immanfluoreszenz [—— -

Abb. 4 Quantifizierung der CTC

Zusammenfassung:
Der Nachweis von HER2 und ER im Rahmen des ,Endocrine Responsiveness
.‘hﬂre (ERS) verfolgt das Zd den potentiellen M.llzen endnl(mel Ther:-xnle bei
mit HERZ- Hi
abzuschélzm. Die deskriptive Analyse der ersten Paiiememmben der
DETECT V Studie zeigt die heterogene Expression der beiden Marker HER2
und ER auf bzw. in den CTCs

Intensitat der HERZ-spezfischen
Imrnunfluoreszenz

v detect studien.de Franziska Meies-Stisgen@imed uni-duesseldorf.da
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