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ZWECKBESTIVMMUNG

In-vitro-Diagnostikum.

Der CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit ist zur Z&hlung von zirkulierenden Tumorzellen (CTC) epithelialen
Ursprungs (CD45-, EpCAM+ und Zytokeratine 8, 18+ und/oder 19+) in Vollblut bestimmt.

Die durch den CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit nachgewiesenen CTC im peripheren Blut stehen im
Zusammenhang mit einem verringerten progressionsfreien Uberleben und einem verringerten Gesamtiiberleben
bei Patienten, die wegen metastatischem Brustkrebs, kolorektalem Krebs oder Prostatakrebs® in Behandlung sind.
Der Test dient als Hilfsmittel bei der Uberwachung von Patienten mit metastatischem Brustkrebs, kolorektalem
Krebs oder Prostatakrebs. Serientests auf CTC diirfen nur in Verbindung mit anderen klinischen Methoden zur
Uberwachung von metastatischem Brustkrebs, kolorektalem Krebs oder Prostatakrebs durchgefiihrt werden. Eine
Einschétzung des CTC-Werts wéhrend des Krankheitsverlaufs |dsst eine Abschétzung der Patientenprognose zu
und gibt eine Prognose fiir das progressionsfreie und das Gesamtiiberleben.

*Patienten mit metastatischem Prostatakrebs wurden bei dieser Studie als zwei aufeinanderfolgende Anstiege des
Serummarkers PSA iiber den Referenzspiegel definiert, trotz Standard-Hormonmanagement. Diese Patienten wer-
den im Allgemeinen als Patienten beschrieben, die unter einem androgenunabhéngigen, hormonresistenten oder
kastrationsresistenten Prostatakrebs leiden.

ZUSAMMENFASSENDE ERLAUTERUNG

Krebsmetastasen entstehen, wenn sich Zellen von einem priméren oder metastatischen Tumor abldsen, in den
Blutkreislauf eintreten und an anderen Stellen im Kérper zu wachsen beginnen. Karzinome stammen von
Epithelzellen ab, die normalerweise nicht im Blutkreislauf vorkommen.! Das CELLTRACKS® AUTOPREP® System
wurde zur Standardisierung und Automatisierung des Vorbereitungsverfahrens fiir die Proben entwickelt, die mit
dem CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit (CELLSEARCH® CTC Kit) verwendet werden. Die Analyse und
Zahlung der CTCs wird mithilfe des CELLTRACKS ANALYZER II®, einem halbautomatischen Fluoreszenzmikroskop,
durchgefiihrt. Der Test z&hlt nur Zellen, die das Epithelzellen-Adh&sionsmolekiil (Epithelial Cell Adhesion
Molecule — EpCAM) und die Zytokeratine (CK) 8, 18 und/oder 19 exprimieren.

PRINZIP DES VERFAHRENS

Der CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit enthélt ein Capture-Reagenz auf Ferrofluidbasis und Immunofluoreszenz-
Reagenzien. Das Ferrofluidreagenz besteht aus Partikeln mit einem magnetischen Kern, der von einer polymeren
Schicht von Antikdrpern mit Bindungsspezifitét fiir das EpCAM-Antigen umgeben ist fiir die Bindung der CTC. Zur
Bestimmung und Z&hlung der CTC werden nach der Inmunomagnet-Bindung und Anreicherung fluoreszente
Reagenzien zugegeben. Folgende Fluoreszenzreagenzien werden verwendet: Anti-CK-Phykoerythrin (PE) spezifisch
fiir das intrazelluldre Protein Zytokeratin (charakteristisch fiir Epithelzellen), DAPI, das den Zellkern farbt und Anti-
CD45-Allophykocyanin (APC), spezifisch fiir Leukozyten.

Die Mischung aus Reagenz und Probe wird mit dem CELLTRACKS® AUTOPREP® System in eine Kartusche dispensiert,
die dann in eine MAGNEST® Kartuschenhalterung eingesetzt wird. Das starke magnetische Feld der MAGNEST®
Kartuschenhalterung zieht die magnetisch markierten Epithelzellen an die Oberfldche der Kartusche. Der CELLTRACKS
ANALYZER I1® scannt die gesamte Oberflache der Kartusche automatisch, erstellt Bildaufnahmen und zeigt dem
Benutzer jede Zelle mit CK-PE- und DAPI-Fluoreszenz an. Bilder werden dem Benutzer zur endgiiltigen Klassifizierung
in einer Galerie angezeigt. Eine Zelle wird als Tumorzelle klassifiziert, wenn die morphologischen Merkmale mit denen
einer Tumorzelle iibereinstimmen und der Phanotyp EpCAM+, CK+, DAPI+ und CD45- vorliegt.

PACKUNGSINHALT
e Gebrauchsanweisung

e 3,0 mL Anti-EpCAM Ferrofluid: Enthalt eine Suspension von 0,022% magnetischen Partikeln, konjugiert
an einen monoklonalen Maus-Antikérper spezifisch fiir den Zelloberflaichenmarker EpCAM, exprimiert auf
Epithelzellen, in einem Puffer mit 0,03% Rinderserumalbumin (BSA) und 0,05% ProClin® 300 als
Konservierungsmittel. (Braune Verschlusskappe)

e 3,0 mL Farbreagenz: Enthalt 0,0006% monoklonale Maus-Antikdrper spezifisch fiir Zytokeratine, konjugiert mit
Phykoerythrin (PE); 0,0012% monoklonalen Maus-Anti-CD45 Antikdrper konjugiert mit Allophykocyanin (APC)
in Puffer mit 0,5% BSA und 0,1% Natriumazid. (Weie Verschlusskappe)

¢ 3,0 mL Nukleinséure-Farbung: Enthalt 0,005% 4’, 6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) und 0,05%
ProClin® 300. (Blaue Verschlusskappe)

¢ 3,0 mL Capture-Enhancement-Reagenz: Enthalt 0,02% eigenentwickeltes Reagenz fiir kontrollierte
Ferrofluid-Aggregation, 0,5% BSA, und 0,1% Natriumazid in Puffer. (Durchsichtige Verschlusskappe)

e 3,0 mL Permeabilisierungsreagenz: Enthalt 0,011% eigenentwickeltes Permeabilisierungsreagenz und
0,1% Natriumazid in Puffer. (Griine Verschlusskappe)

e 3,0 mL Zellfixiermittel: Enthalt 25% eigenentwickelte Fixiermittelkomponenten, 0,1% BSA und 0,1% Natriumazid
in Puffer. (Rote Verschlusskappe)

e 2x 110 mL Flasche Verdiinnungspuffer: Enthalt Puffer mit 0,1% Natriumazid.
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e 16 CELLSEARCH® konische Zentrifugenrohrchen (15 mL) und Kappen fiir konische Réhrchen
* 16 Kartuschen und Anschliisse

BENOTIGTE MATERIALIEN (NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN)

e CellSave Preservative Tubes (7900005)

e CELLTRACKS® AUTOPREP® System (9541)

e CELLTRACKS ANALYZER I1® (9555)

e CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control Kit (7900003)

e CELLTRACKS® AUTOPREP® Instrument Buffer (7901003)

e Zentrifuge mit horizontal ausschwenkendem Rotor (z. B. Schwenkbecherzentrifuge)
mit einer Drehzahl von 800 x g

e Testréhrchensténder
e Kalibrierte Mikropipettoren und Pipettenspitzen
e Vortexschiittler

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
1. In-vitro-Diagnostikum.

2. Bitte vor der ersten Anwendung mit Proben alle Gebrauchsanweisungen vollsténdig lesen.

3. Vorsicht: Blut nur in ein CellSave Preservative Tube aufnehmen. Enthaltenes Konservierungsmittel ist zur
genauen Analyse der empfindlichen CTC notwendig.

4. Vorsicht: Das gesamte Laborpersonal sollte die allgemeinen VorsichtsmalRnahmen beachten und Labor-
Schutzausriistung tragen (z.B. Schutzbrille, Kittel und Handschuhe).

5. Vorsicht: Mikrobielle Kontamination von Reagenzien kann verfélschte Ergebnisse verursachen und sollte daher
vermieden werden.

6. Warnhinweis: Alle biologischen Proben, Kartuschen und andere Materialien im Kontakt mit Proben sollten als
biogefahrlich betrachtet werden. Handhaben, als konnten infektidse Erreger iibertragen werden. Abfall mit
entsprechenden Sicherheitsvorkehrungen und geméaR lokalen, staatlichen und bundesstaatlichen Vorschriften
handhaben und entsorgen. Nie mit dem Mund pipettieren.

7. Warnhinweis: Einige der Reagenzien enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel. Bei Verschlucken
sofort arztlichen Rat aufsuchen. Von Kindern fernhalten. Von Nahrung und Getrénken fernhalten. Geeignete
Schutzkleidung tragen. Bei dem Kontakt mit Sduren wird ein sehr toxisches Gas freigesetzt. Azidhaltige
Bestandteile sollten wéahrend der Entsorgung mit groBen Mengen Wasser nachgespiilt werden, um
Ablagerung in Blei- oder Kupferrohren und die damit verbundene Explosionsgefahr zu vermeiden. Risiko und
Sicherheitshinweise R22 (Gesundheitsschadlich beim Verschlucken) und S28 (bei Beriihrung mit der Haut
sofort abwaschen mit viel Seife).

8. Warnhinweis: Manche der Reagenzien enthalten ProClin® 300 als Konservierungsmittel. Zu den Symptomen
eines iibermaBigen Kontakts mit ProClin® 300 gehoren Haut- und/oder Augenreizung sowie Reizung der
Schleimhédute und der oberen Atemwege.

9. Zur Durchfiihrung der Testverfahren ist eine Schulung des Personals erforderlich.
LAGERUNG UND HANDHABUNG DER REAGENZIEN
* Reagenzien werden gebrauchsfertig geliefert. Ungedffnet bei 2-8 °C lagern.

» Nach dem Offnen sollten die Reagenzien im Reagenzpack hochstens 30 Tage lang bei 2 bis 8 °C gelagert
werden. Gedffnete Reagenzien miissen zur Lagerung mit den eindeutig farblich gekennzeichneten Deckeln
wiederverschlossen werden. Dabei dienen die Farben auf den Reagenztray-Etiketten als Orientierungshilfe.
Auf diese Weise wird eine Kreuzkontamination der Reagenzien verhindert.

o HINWEIS: Nach ihrer Offnung sollte die Verdiinnungspufferflasche, die nicht zum Reagenz-Kit gehort, bei
Raumtemperatur nicht langer als 30 Tage aufbewahrt werden.

e Die Reagenzien unbedingt vor hohen Temperaturen von mehr als 35 °C schiitzen. Nicht einfrieren.
e Vor dem Gebrauch Raumtemperatur (15-30 °C) annehmen lassen.
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Uberpriifen Sie visuell die ordnungsgemaRe Anordnung der
Reagenzien. Stellen Sie sicher, dass sich jedes Reagenz an der
richtigen Stelle befindet, indem Sie die eindeutig farblich
gekennzeichneten Deckel mit der auf dem Etikett gezeigten Farbe
vergleichen. Die korrekte Anordnung sehen Sie auf dem Foto.
Sollten Sie feststellen, dass Reagenzien sich nicht am richtigen Ort
befinden oder Flaschen doppelt vorhanden sind, verwenden Sie
das Reagenzpack nicht und wenden Sie sich an den Technischen
Kundendienst, um eine Ersatzlieferung zu vereinbaren.

Reagenzien vor Sonneneinstrahlung schiitzen.

Bei sachgerechter Lagerung sind die Reagenzien bis zu dem auf dem Reagenzbehélter oder der Kit-
Verpackung aufgedruckten Verfallsdatum stabil. Reagenzien nicht nach Ablauf ihres Verfallsdatums benutzen.

Die Kitkomponenten werden als Bestandteile eines Standard-Loses hergestellt und getestet. Reagenzien aus
verschiedenen Kits diirfen nicht gemischt werden.

VERFAHRENSWEISE
Probenentnahme und -vorbereitung
Abnahme von Vollblut in CellSave Preservative Tubes

1. Die erste Probe vor Beginn einer Behandlung entnehmen. Zur Uberwachung der CTC-Spiegel wihrend der

Behandlung kénnen zusétzliche Proben nach Beginn der Behandlung entnommen werden, gewdhnlich in
Absténden von 3 bis 4 Wochen. Falls sich der Patient in einer Doxorubicintherapie befindet, sollte eine
Blutabnahme friihestens 7 Tage nach der Verabreichung einer Doxorubicindosis erfolgen.

2. Vollblut durch Venenpunktion oder einen Venenport aseptisch in ein CellSave Preservative Tube abnehmen.

. Das Rohrchen befiillen, bis der Blutfluss versiegt, um das richtige Verhaltnis zwischen Probe und Antikoagulanz

und Konservierungsmittel zu erzielen. Den Inhalt des Rohrchens unmittelbar nach Blutabnahme durch achtma-
liges Umwenden mischen. Umwenden des Rohrchens verhindert die Blutgerinnung. Unzuléngliches oder
verzogertes Mischen kann zu ungenauen Testergebnissen fiihren.

. Blutproben kdnnen in einem CellSave Preservative Tube aufbewahrt oder transportiert werden. Die Anweisungen

zu Verarbeitung, Aufbewahrung und Handhabung sind in der Gebrauchsanweisung des CellSave Preservative
Tube enthalten. Proben nicht gekiihlt aufbewahren.

VORSICHT: Alle Proben vor der Verarbeitung mit dem CELLTRACKS® AUTOPREP® System visuell auf Gerinnung
untersuchen. Geronnene Proben sollten verworfen werden.

Verarbeitung mit dem CELLTRACKS® AUTOPREP® System

1. Mischen Sie das Blut in dem CellSave Preservative Tube, indem Sie dieses manuell fiinf Mal umwenden.

Entfernen Sie dann den Gummistopfen.

. Ubertragen Sie mithilfe einer neuen Pipette 7,5 mL Blut vom CellSave Preservative Tube

(Konservierungsréhrchen) in ein entsprechend beschriftetes konisches 15-mL-CELLSEARCH®-
Zentrifugenréhrchen, das im CELLSEARCH® CTC-Kit enthalten ist.

3. Geben Sie mithilfe einer neuen Pipette 6,5 mL Verdiinnungspuffer dazu.
4. VerschlieBen Sie das konische CELLSEARCH®-Zentrifugenréhrchen und mischen Sie den Inhalt durch fiinfma-

liges Umwenden.

. Zentrifugieren Sie die Probe mithilfe einer Schwenkbecherzentrifuge bei 800 x g komplette 10 Minuten lang bei

abgeschalteter Bremse. In den 10 Minuten Zentrifugationszeit ist nicht die Zeit bis zum Erreichen der 800 x g
inbegriffen. Stellen Sie die Zentrifugenbremse auf ,,aus”, oder stellen Sie die Bremse auf die niedrigste
Bremseinstellung, wenn lhre Zentrifuge mit einer variablen Bremsfunktion ausgestattet ist. Zentrifugieren Sie bei
Raumtemperatur mithilfe einer fiir Raumtemperatur ausgelegten Zentrifuge. Untersuchen Sie im Anschluss an die
Probenzentrifugierung jedes Probenréhrchen visuell auf die Trennung von Plasma und roten Blutkdrperchen.

. Verarbeiten Sie die Probe nach ihrer Vorbereitung innerhalb einer Stunde mit dem CELLTRACKS® AUTOPREP®

System. Eine vollstdndige Gebrauchsanweisung istim Anwenderhandbuch des CELLTRACKS® AUTOPREP®
Systems enthalten.

Analyse mit dem CELLTRACKS ANALYZER II®

Das CELLTRACKS® AUTOPREP®-System gibt die verarbeitete Probe in eine Kartusche ab, die fiir die Analyse
mithilfe des CELLTRACKS ANALYZER II® bereit ist. Die gefiillte Kartusche in der MAGNEST® Kartuschenhalterung
sollte mindestens 20 Minuten im Dunkeln inkubiert und innerhalb von 24 Stunden analysiert werden. Anleitungen
zur Probenanalyse und Dateniiberpriifung siehe Benutzerhandbuch zum CELLTRACKS ANALYZER I1®.

QUALITATSKONTROLLE

Der CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control Kit (Katalog-Nr. 7900003) priift die allgemeine Funktionstiichtigkeit
des Systems, einschlieBlich des Gerétes, der Reagenzien und der Technik des Bedieners. Wenn Patientenproben
getestet werden oder wenn eine neue Charge des CELLSEARCH® CTC-Kit angebrochen wird, sollte jeden Tag eine
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Kontrolle auf zirkulierende Tumorzellen (CTC) mitgefiihrt werden. Die Gebrauchsanweisung und erwartete Werte
sind im Benutzerhandbuch des CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control Kit enthalten.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE
Ergebnisse werden als Anzahl CTC pro 7,5 mL Blut angegeben.

Metastatischer Brustkrebs (MBC)

Ein CTC-Wert von 5 oder héher pro 7,5 mL Blut zu einem beliebigen Zeitpunkt des Krankheitsverlaufs ist mit einer
schlechten Prognose verbunden und ldsst eine Prognose auf ein verkiirztes progressionsfreies Uberleben und
Gesamtiiberleben zu.

Metastatischer Kolorektalkrebs (MCRC)

Ein CTC-Wert von 3 oder hoher pro 7,5 mL Blut zu einem beliebigen Zeitpunkt des Krankheitsverlaufs ist mit einer
schlechten Prognose verbunden und lasst eine Prognose auf ein verkiirztes progressionsfreies Uberleben und
Gesamtiiberleben zu.

Metastatischer Prostatakrebs (MPC)

Ein CTC-Wert von 5 oder héher pro 7,5 mL Blut zu einem beliebigen Zeitpunkt des Krankheitsverlaufs ist mit einer
schlechten Prognose verbunden und ldsst eine Prognose auf ein verkiirztes progressionsfreies Uberleben und
Gesamtiiberleben zu.

Vorsicht

Die Verschleppung von einer Probe mit einer CTC-Zahl von 5000 eder dariiber pro 7,5 mL Blut kann Proben beein-
trachtigen, die im Anschluss an diese Probe im CELLTRACKS® AUTOPREP® System verarbeitet werden, ein-
schlieBlich des nachfolgenden Probendurchlaufs. Wenn Zellen in nachfolgende Proben verschleppt werden, kann
die CTC-Zahl dieser Proben mdglicherweise falsch hoher sein als die tatséchliche CTC-Zahl der/s betreffenden
Patientin/en. Weitere Informationen finden Sie im Anwenderhandbuch des CELLTRACKS® AUTOPREP® Systems.

BEGRENZUNGEN DES VERFAHRENS

e CELLSEARCH® Ergebnisse sollten im Zusammenhang mit allen klinischen Informationen von anderen
diagnostischen Tests (z.B. Bildaufnahmen, Labortests), kdrperlichen Untersuchungen und der vollstandigen
Krankengeschichte in Ubereinstimmung mit entsprechenden Behandlungsverfahren fiir Patienten benutzt werden.

e Indieser prognostischen Studie wird nicht nachgewiesen, dass irgendeine momentane Therapie wirksamer
oder weniger wirksam als eine andere bzw. keine Therapie ist.

e CELLSEARCH® Ergebnisse sind bei der Einschétzung, ob der Krankheitszustand eines Patienten vom nicht-
progressiven in den progressiven Zustand iibergeht, nicht mit Ergebnissen aus Bildaufnahmen gleichwertig.

e Falls sich der Patient in einer Doxorubicintherapie befindet, sollte eine Blutabnahme friihestens 7 Tage nach der
Verabreichung einer Therapie erfolgen. Die Ergebnisse eines CELLSEARCH® Tests sollten bei Probenentnahmen
innerhalb von 7 Tagen nach Verabreichung einer Doxorubicintherapie mit Vorsicht interpretiert werden.

e CTC ohne EpCAM-Expression werden vom CELLSEARCH® Test nicht erfasst.

e CTC mit EpCAM-Expression, jedoch ohne Expression der Zytokeratine 8, 18 und 19, werden vom CELLSEARCH®
Test nicht erfasst.

e Storsubstanzen:
Mit SK-BR-3-Zellen angereicherte Blutproben wurden potentiellen Stdrsubstanzen ausgesetzt und mit
unbehandelten Proben verglichen. Es wurden toxische Konzentrationen (das 5-fache der therapeutischen
Indikation) folgender Krebsmedikamente, allgemein erhéltlicher Medikamente und anderer exogener
Substanzen getestet: Cyclophosphamid, Mitomycin C®, Procrit®, Biotin, 5-Fluorouracil, Methotrexat,
Tamoxifen-Zitrat, Paclitaxel, Arimidex®, Acetaminophen, Acetylsalicylsdure, Koffein, Dextromethorphan,
Aredia®, Mensch-Anti-Maus-Antikérper (HAMA) Typ 1, HAMA Typ 2, Herceptin® und Ibuprofen. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede von SK-BR-3-Zellzahlen beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass diese
Substanzen nicht als Storsubstanzen fiir den CELLSEARCH® CTC-Kit anzusehen sind.

Proben, die mit toxischen Mengen von Doxorubicin angereichert wurden, zeigten abweichende Farbungen der
Leukozyten, die positiv fiir Zytokeratin und CD45 sind, da Doxorubicin eine Fluoreszenzverbindung ist, die in
kernhaltige Zellen eingelagert wird. Falls vorhanden, ist das Farbemuster aller Zellen, die als CD45- und
Zytokeratin-positiv sind, eindeutig und fiir den Anwender leicht als eine bekannte Stérung erkennbar. Wenn
Blut nach der empfohlenen 7-tdgigen Auswaschphase abgenommen wird, ist eine solche Stérung sehr
unwahrscheinlich unter der Voraussetzung der kontrollierten therapeutischen Medikamentenmenge und der
schnellen Medikamenten-Clearance.

Lipdmische Storungen wurden durch Zugabe von Intralipid in einer Konzentration von 2,6% getestet (entspricht
einer Konzentration von mehr als 1.000 mg/dL Triglycerid). Zur Simulierung einer totalen Hamolyse wurden die
Proben lysiert. Es wurde Bilirubin mit 7,4 mg/dL, HAMA 1/HAMA 2 und ein Hamatokrit von 18-60% getestet.
Lipamie, Hamolyse, Ikterus und ein breiter Bereich von Hamatokritwerten bewirken keine Stérung des
CELLSEARCH® Tests. Auch HAMA 1 und HAMA 2 bewirken keine Storung, was darauf hindeutet, dass Patienten,
die Maus-lg auf parenteralem Weg erhalten, erfolgreich mit dem CELLSEARCH® Test getestet werden kdnnen.
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ERWARTETE WERTE

Gesunde Freiwillige, nicht-maligne Brusterkrankungen, nicht maligne andere Erkrankungen

Es wurden Einzel-CTC-Analysen an Kontrollgruppen von 145 gesunden Freiweilligen, 101 Frauen mit nicht-malignen
Brusterkrankungen und 99 Frauen mit anderen nicht-malignen Erkrankungen durchgefiihrt. Im peripheren Blut
gesunder Personen werden keine Epithelzellen erwartet. Von den insgesamt 345 Proben von gesunden Freiwilligen
und Frauen mit nicht-malignen Erkrankungen wies nur eine Probe mehr als 5 CTC pro 7,5 mL auf. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Kontrollpersonen

Kategorie N Mittlere Anz. CTC SA | Anz. Patienten mit> 5 CTC| Min.* | Max.*
Gesund 145 0,1 0,2 0 0 1
Nicht-maligne Brusterkrankung 101 0,2 1,2 1 0 12
Nicht-maligne andere Erkrankung 99 0,1 04 0 0 3

* NCCLS Richtlinie C28-A23

Gesunde Freiwillige, nicht-maligne kolorektale Erkrankung

Blut wurde von gesunden Ménnern und Frauen gewonnen, die 35 Jahre alt waren oder &lter. Diese gesunden
Freiwilligen wurden in den drei US-Zentren eingeschrieben. Zum Zwecke dieser Studie wurden zwei Réhrchen
Blut von jedem Freiwilligen abgenommen, und beide wurden auf CTC-Spiegel untersucht. Insgesamt wurden

150 auswertbare Freiwillige mit entweder ein oder zwei separaten Aliquots zu je 7,5 mL Blut fiir CTC vorbereitet.
Nicht bei allen auswertbaren Freiwilligen waren die CTC-Ergebnisse von beiden Réhrchen vorhanden. Der
Mittelwert von zirkulierenden Tumorzellen war 0,0 fiir beide Gruppen an Freiwilligen, mit Standardabweichungen
von 0,1 bis 0,2. Von den insgesamt 284 Proben von gesunden Freiwilligen (M&nner und Frauen) wies keine Probe
mehr als 3 CTC pro 7,5 mL auf. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Ergebnisse des CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Tests in Kontrollpersonen

Gesunde Alle Kontrollen Nur Ménner Nur Frauen
Kontrollen Riihr10hen Riihrzchen Insgesamt R6hr1chen Rﬁhrzchen Insgesamt Riihr1chen Riihrzchen Insgesamt
N 149 135 284 68 64 132 81 n 152
CTC-Bereich 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
CTC-Mittelwert 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CTC SA 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0.2 0,2
N (%) > 1 CTC 2 (1%) 4 (3%) 6 (2%) 1 (1%) 1 (2%) 2 (2%) 1 (1%) 3 (4%) 4 (3%)
N (%) > 2 CTC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Ungeféhr dreiRig mL Blut (um die Wahrscheinlichkeit, dass Zellen erkannt werden, zu steigern) wurden in vier
separaten CellSave Tubes (Minimum 7,5 mL pro Réhrchen) von Patienten, die einer Koloskopie oder Operation
wegen einer benignen Erkrankung unterzogen wurden, genommen. Bis zu vier 7,5 mL-Blutproben wurden vor dem
Eingriff bei jedem Patienten untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Nicht bei allen auswertbaren
Freiwilligen waren die CTC-Ergebnisse von allen vier Rhrchen vorhanden. Bei keinem der Patienten mit einer
benignen kolorektalen Erkrankung konnte mehr als eine zirkulierende Tumorzelle pro 7,5 mL Blut aufgewiesen
werden.

Tabelle 3: Ergebnisse des CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Tests in Personen mit Benigner Kolorektaler
Erkrankung

Blut Vor dem Eingriff Abgenommen
Benigne Erkrankung
Rohrchen 1 Rohrchen 2 Rohrchen 3 Rohrchen 4 Insgesamt
N 55 55 53 47 210
Bereich 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
Mittelwert 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0
SA 0,2 0,1 0,2 03 02
% >1CTC 3 (5%) 1 (2%) 2 (4%) 4 (9%) 10 (5%)
% >2 CTC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Abbildung 1 zeigt die Haufigkeit von CTC bei den gesunden Personen und den Patienten mit benigner Erkrankung
kombiniert (Kontrollen) und bei den MBC-, MCRC- und MPC-Patienten vor Behandlungsbeginn und ungefahr 1
Monat nach Behandlungsbeginn.
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Abbildung 1: Haufigkeit von CTC bei Kontrollen (Personen ohne Krebs) und Patienten mit metastatischem
Brustkrebs! (MBC), metastatischem kolorektalem Krebs2 (MCRC) oder metastatischem Prostatakrebs3 (MPC) vor
Beginn einer Behandlung mit einer neuen Therapielinie (Ausgangswert) und ~2-5 Wochen nach Behandlungsheginn.
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TInformationen zur MBC-Referenzpopulation — Tabelle 1 der klinischen Gebrauchsanweisung.

2 |Informationen zur MCRC-Referenzpopulation — Tabelle 12 der klinischen Gebrauchsanweisung.

3 Informationen zur MPC-Referenzpopulation — Tabelle 22 der klinischen Gebrauchsanweisung.

LEISTUNGSVMERKMALE DER ANALYSE

Wiederfindung

Blutproben eines einzigen gesunden Spenders wurden gepoolt, und fiinf von sechs Aliquots zu je 7,5 mL wurden
mit etwa 1300, 325, 81, 20 bzw. 5 Zellen aus Brustkrebskulturen (SK-BR-3) angereichert. Das sechste Priifrohrchen
enthielt nicht angereichertes Blut und diente als Nullwert-Probe. Diese Proben wurden auf dem CELLTRACKS®
AUTOPREP® System mit dem CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit analysiert und die CTC-Werte wurden mit
dem CELLTRACKS ANALYZER 11® bestimmt. Das Experiment wurde mit Proben von vier weiteren Spendern wieder-
holt. Die beobachteten Zellzahlen wurden gegen die Ergebnisse fiir die erwarteten Zellzahlen aufgetragen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4. Prozentuale Auswertung der nachgewiesenen Zellen.

Erwartete Beobachteter Mittelwert Prozentualer Bereich der
Tumorzellzahl Tumorzellzahl Wiederfindung
1300 1215 91 bis 95%
325 308 82 bis 101%
81 85 80 bis 136%
20 22 95 bis 140%
5 7 120 bis 200%

Zur Bestimmung der generellen Wiederfindung der nachgewiesenen und erwarteten Zellzahlen wurde eine lineare
Regressionsanalyse von allen ermittelten Daten durchgefiihrt. Die Regressionsgleichung fiir diese 30 Proben
lautete Y = 0,93x + 3,87, wobei R2 = 0,999 (R = 0,999) betrug. Die Ergebnisse dieser Studie deuten geméR linearer
Regressionsanalyse auf eine mittlere Wiederfindungsrate der getesteten CTC von 93% hin.

Aufgrund der Linearitdt der Tumorzellzahlen wiirde man eine Steigung des beobachteten gegeniiber dem erwarteten
Diagramm von 1,0 erwarten. Die Steigung lag jedoch bei 0,93. Der Grund dafiir liegt im CELLTRACKS® AUTOPREP®
System mit dem CELLSEARCH® CTC Kit, das auf Bindung und Fluoreszenz-Markierung von Zellen sowie Nachweis und
Zahlung mit dem CELLTRACKS ANALYZER I1® beruht. Der Zellverlust kénnte deshalb einer der folgenden Mdéglichkeiten
zugeschrieben werden: 1) der Wiederfindungsrate von nur 93% der in 7,5 mL Blut angereicherten Tumorzellen mit dem
CELLTRACKS® AUTOPREP® System; 2) dem Nachweis von nur 93% der in der Probenkammer vorliegenden
Tumorzellen durch den CELLTRACKS ANALYZER 11® oder 3) einer Kombination dieser beiden Fehlerquellen.
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Linearitdat/Messhereich

Zur Bewertung der Linearitdt konnen die obigen Daten auch als Verdiinnungsserie analysiert werden. Zur
Bestimmung der Erwartungswerte fiir jede Patientenprobe in der Verdiinnungsserie wurde die stérende Variable
der prozentualen Wiederfindung ausgeschlossen und stattdessen der beobachtete Wert der urspriinglichen Probe
(d.h., im ersten Testrohrchen), dividiert durch die Verdiinnungsfaktoren, verwendet. Die Regression aller dieser
beobachteten Tumorzellzahlen gegeniiber den erwarteten Tumorzellzahlen ergab eine Steigung von 1,007, einen
Achsenabschnitt von 3,0, sowie R2 = 0,990 (R = 0,995). Diese Analyse der Daten zeigte nach dem Herausrechnen
der prozentualen Wiederfindung (Zellverlust) aus den CTC-Werten der urspriinglichen Proben einen linearen
CTC-Nachweis innerhalb des Messbereichs von 0 bis 1238 Tumorzellen.

Nachweisgrenze

Der CELLTRACKS ANALYZER 11® kann eine CTC pro 7,5 mL nachweisen, was zu einer Nachweisgrenze von einer
CTC in einer Kartusche fiihrt. Anhand der linearen Regression wird eine durchschnittliche Wiederfindung von

93% der in der 7,5 mL Blutprobe vorliegenden CTC mit dem CELLTRACKS® AUTOPREP® System gezeigt (siehe
Abschnitt Wiederfindung). Der Verlust von etwa 7% der CTC in einer Probe ist nicht ausreichend zur Verminderung
der Nachweisgrenze von einer CTC.

Reproduzierbarkeit:

a. System-Reproduzierbarkeit mit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control

Uber einen Zeitraum von mehr als 30 Tagen wurden drei getrennte CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control
Proben gemaR der Langzeitmethode der NCCLS Richtlinie EP5-A2 téglich vorbereitet und verarbeitet. Jede Einweg-
Probenflasche enthélt eine niedrige und eine hohe Konzentration von Zellen einer fixierten Zelllinie, die mit zwei
verschiedenen Fluorochromen vorgefarbt wurden. Zusammenfassende Statistiken fiir die hoch- und niedrig-
konzentrierten Kontrollzellen sind unten aufgefiihrt.

Tabelle 5: Zusammenfassung der Prézisionsanalyse

Niedrig Hoch
N 99 99
Mittlere Zellzahl 48 969
% VK des Gesamtwertes der Prézisions-Standardabweichung (S;) 18% 5%

b. Systemreproduzierbarkeit mit Patientenproben

Metastatischer Brustkrebs (MBC)

Im Verlauf der klinischen Studie wurden insgesamt 163 Blutproben im Doppelansatz von 47 metastatischen
Brustkrebspatienten entnommen. Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der CTC-Messungen wurden diese
Proben an mehreren Standorten getestet. Die Regressionsgleichung fiir den Vergleich dieser 163 Proben im
Doppelansatz betrug Y = 0,98x + 0,67, R2=0,99. Abbildung 2 zeigt ein Abweichungsdiagramm der CTC-Ergebnisse
der Doppelansiétze von den MBC-Patientenblutproben in einer logarithmischen Skala aufgetragen, mit einem
Schwellenwert von 5 CTC, der mittels gestrichelten Linien angezeigt wird.

Abbildung 2. Reproduzierbarkeit der CTC-Zahlen in MBC-Doppelansitzen (n=163) mit Mittelwerten von <5 oder
>5CTC pro 7,5 mL Blut.

E ! Abbildung 2 Hinweis:
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anderen liegen. Bei
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= “w * beide Réhrchen 0 CTC
- . aufwiesen, 18 Félle
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i ss * Réhrchen 1 und 2 jew-
R e o s e e G115 O CTC und 1CTC
" aufwiesen und 18
sl = Félle (11%), bei denen
. die Réhrchen 1 und 2
Jjeweils 1 CTC und 0
-4 CTC aufwiesen.
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Metastasierendes kolorektales Karzinom (MCRC)

Im Verlauf der klinischen Studie wurden insgesamt 1627 Proben im Doppelansatz von 430 MCRC-Patienten entnommen.
Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der CTC-Messungen wurden diese Proben an mehreren Standorten getestet.
Die Regressionsgleichung fiir den Vergleich dieser 1627 Proben im Doppelansatz betrug Y = 0,98x + 0,18, R2= 0.96.
Abbildung 3 zeigt ein Abweichungsdiagramm der CTC-Ergebnisse der Doppelansétze von den MCRC-Patientenblutproben
in einer logarithmischen Skala aufgetragen, mit einem Schwellenwert von 3 CTC, der mittels gestrichelter Linien
angezeigt wird.

Abbildung 3: Reproduzierbarkeit der CTC-Zahlen in MCRC-Doppelansitzen (n=1627) mit Mittelwerten
von <3 oder >3 CTC pro 7,5 mL Blut.
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CTC-Wert des Rhrehan 1

Die Abweichungen von Réhrchen zu Rdhrchen der CTC-Werte bei Blutproben von Patienten mit metastasierender
Brustkrebs und kolorektalem Krebs werden in Abbildung 2 & Abbildung 3 dargestellt. Die Verteilung der sporadischen
Zellen (sowie Tumorzellen) innerhalb eines bestimmten Volumens ist zufallig und hangt nicht vom Zelltyp oder Art
der Erkrankung ab. Dies wird am besten mittels einer Poisson-Verteilung beschrieben — einer mathematischen
Methode mit der Systeme modelliert werden, bei denen die Wahrscheinlichkeit eines Ereignisses sehr niedrig aber
die Anzahl an Gelegenheiten, dass dieses Ereignis auftritt, hoch ist5. Flir Rohrchen mit sehr wenigen prostatischen
CTC ist es plausibel, eine Abweichung der Ergebnisse zu erwarten, die sich ungefahr denen in Abbildung 2 &
Abbildung 3 geschilderten dhnelt. Da die zwei vorherigen Studien mit MBC- und MCRC-Patienten fast identische
Ergebnisse aufwiesen, wurde wahrend der klinischen CELLSEARCH® CTC-Prostatastudie kein Rdhrchen-zu-
Rohrchen-Vergleich der CTC-Werte bei den Blutproben von Patienten mit metastatischem Prostatakrebs durchge-
fiihrt. Dennoch wiesen Ergebnisse einer unabhégigen Studie mit der CELLSEARCH® Technologie, die im Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center durchgefiihrt wurde, keine systematische Abweichung zwischen Kliniken oder
Rohrchen beziiglich der CTC-Werte bei einem Bereich von 0 bis 1192 CTC pro Réhrchen von Patienten mit
metastatischem Prostatakrebs auf4.
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1 Metastatische Brustkrebspatienten (MBC)

An mehreren Standorten wurde eine klinische Prospektivstudie durchgefiihrt, um festzustellen, ob die CTC-Zahl {iber
den Krankheitsverlauf und die Uberlebensrate entschied. Fiir die Studie wurden metastatische Brustkrebspatienten
mit messharer Erkrankung (N = 177), die eine neue Therapielinie begannen, eingetragen. Die klinischen Daten wur-
den auf der Basis der Behandlungsabsicht ausgewertet. Die demographischen Informationen der Patienten sind in
Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Demographien der MBC-Patienten

Kategorie N =177 Patienten
. . . Mittelwert + Std.- 58+ 13
Alter bei Studienbeginn Abweichung Mittelwert 58
. . Anzahl der Patienten
Beschreibung der Kategorien (% der gesamten Anzahl)
1 26 (15%)
2 92 (52%)
Erkrankungsgrad 3 26 (15%)
4 20 (11%)
Unbekannt 13 (7%)
Weil} 153 (86%)
Farbig 14 (8%)
Rasse Latino 7 (4%)
Unbekannt 3(2%)
. 0 82 (46%)
ECOG-Ergebnis 1 72 (41%)
bei Studienbeginn 2 18 (10%)
Unbekannt 5 (3%)
. Viszeral 152 (86%)
Krankheitsherd Knochen 153 (86%)
+ 121 (68%)
ER/PR - 54 (31%)
Unbekannt 2(1%)
0 91 (51%)
1+ 12 (7%)
HER2 2+ 18 (10%)
3+ 27 (15%)
Unbekannt 29 (17%)
;. Il:inie 82 246“?}
L . Linie 26 (159
Therapie-Linie >3, Linie 67 (38‘%:)
Unbekannt 2( 1%)
Chemo (Ch) 74 (42%)
Endokrin (En) 45 (25%)
Gezielt (Ge) 9 (5%)
Ch/En 10 (6%)
Art der Therapie Ch/Ge 23 (13%)
En/Ge 7 (4%)
Ch/En/Ge 2 (1%)
Sonstiges 2(1%)
Unbekannt 5 (3%)

Der Ausgangswert fiir die CTC-Anzahl wurde vor Beginn einer neuen Therapielinie ermittelt. Nachfolgende CTC-Werte
wurden nach Behandlungsbeginn in Abstdnden von etwa 3 bis 4 Wochen bestimmt. Fiir die Ausgangsanalysen wurde
das progressionsfreie Uberleben (Progression Free Survival — PFS) ab dem Zeitpunkt der ersten Blutabnahme bis zur
Diagnose des Krankheitsfortschritts durch CT-Scans und/oder klinische Anhaltspunkte und Symptome gemessen,
sowie das Gesamtiiberleben (Overall Survival, 0S) ab dem Zeitpunkt der ersten Blutabnahme bis zum Tod des
Patienten. Fiir die Nachfolgeanalysen wurde das PFS ab dem Zeitpunkt der ersten Nachfolge-Blutabnahme bis zur
Diagnose des Krankheitsfortschritts bzw. bis zum Tod, und das OS ab dem Zeitpunkt der ersten Nachfolge-Blutabnahme
bis zum Tod gemessen.

1.1 Haufigkeit von CTC

Die CTC-Ergebnisse der Nachfolge-Blutabnahmen von 3-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20 Wochen
nach Behandlungsbeginn wurden als vorteilhaft (<5 CTC) oder unvorteilhaft ( >5 CTC) eingeteilt. Falls bei den bes-
timmten Nachfolge-Zeitpunkten mehr als ein CTC-Wert ermittelt wurde, kam das CTC-Ergebnis der Blutabnahme
zur Anwendung, das am meisten von der ersten Blutabnahme entfernt lag.

Von den insgesamt 177 MBC-Patienten waren 23 bei der ersten Nachfolgeuntersuchung nicht auswertbar. Von

diesen 23 Patienten starben zehn Patienten, bevor eine Nachfolge-Blutabnahme erfolgen konnte, neun Patienten
zeigten vor der ersten Nachfolge-Blutabnahme einen Krankheitsfortschritt, und vier Patienten waren fiir weitere
Untersuchungen nicht mehr verfiighar. Es war bemerkenswert, dass alle zehn verstorbenen Patienten bereits bei

6 €631600001_DE



Studienbeginn CTC-Ausgangswerte > 5 bis hin zu extrem hohen Werten (CTC-Werte 9, 11, 15, 24, 111, 126, 301, 1143,
4648 und 23618) aufwiesen. Bei 132, 99, 129 und 85 der 154 Patienten, die fiir eine Nachfolgeuntersuchung zur
Verfiigung standen, erfolgten die Blutabnahmen jeweils 3-5, 6-8, 9-14 bzw. 15-20 Wochen nach Behandlungsbeginn.

In Tabelle 3 sind Gesamtanzahl und Prozentsatz der Patienten mit unvorteilhaftem CTC-Wert in dieser klinischen
Studie zum Gesamtiiberleben angegeben, die sich hinsichtlich Anzahl und Prozentsatz von Patienten fiir progressions-
freies Uberleben unterscheiden, die in Tabelle 2 erfasst sind. Der Unterschied in der Anzahl der Patienten zu jedem
Zeitpunkt zwischen den beiden Tabellen ist durch die Progression bei manchen Patienten vor der Blutabnahme
bedingt. Der Unterschied in der Anzahl der Patienten innerhalb der Tabellen ist zu jedem Zeitpunkt durch die Anzahl
der Patienten mit Blutabnahmen und auswertbaren CTC-Ergebnissen bedingt.

1.2 Analyse des Progressionsfreien Uberlebens (PFS) von MBC-Patienten
1.2.1 PFS unter Verwendung der Ausgangs-CTC-Ergebnisse

Alle 177 MBC-Patienten wurden einem Ausgangs-CTC-Test unterzogen. Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die
Patienten entsprechend ihren CTC-Ausgangswerten in zwei Gruppen aufgeteilt:

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten (N = 89), dargestellt in griin, bestand aus Patienten mit CTC-Werten von <5.
e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten (N = 88), dargestellt in rot, bestand aus Patienten mit CTC-Werten von > b.

Das durchschnittliche PFS war bedeutend langer fiir die Gruppe mit vorteilhaften Werten im Vergleich zu der
Gruppe mit unvorteilhaften Werten (7,0 gegeniiber 2,7 Monate). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: PFS von MBC-Patienten mit <5 oder > 5 CTC als Ausgangswerte (N=177).
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1.22 PFS unter Verwendung der Ergebnisse der CTC-Nachfolgetests

Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die MBC-Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei den jeweiligen
Nachfolge-Blutabnahmen in zwei Gruppen eingeteilt. Beide Patientengruppen bei jeder der verschiedenen
Nachfolge-Blutabnahmen nach Behandlungsbeginn fiir das PFS sind in Abbildung 2 dargestellt. Die PFS-Zeiten
wurden berechnet ab dem Zeitpunkt jeder Blutabnahme, wobei jeder Patient, der vor einer bestimmten
Blutabnahme Anzeichen eines Fortschreitens der Erkrankung zeigte, von dieser und allen folgenden Blutabnahmen
ausgeschlossen wurde. Abbildung 2 zeigt, dass die CTC fiir 177 Patienten mit metastatischem Brustkrebs bei
Patienten mit <5 bzw. > 5 CTC 3-5, 6-8, 9-14 und 15-20 Wochen nach Behandlungsbeginn eine Vorhersage des
Zeitraums bis zum Eintreten des Todes gestatten.

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten, dargestellt in olivgriin, blau, violett und tiirkis, umfasste Patienten mit
CTC-Werten von <5.

¢ Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten, dargestellt in braun, schwarz, grau und , umfasste Patienten mit
CTC-Werten von > 5.
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Abbildung 2: PFS von MBC-Patienten mit Werten von <5 oder > 5 CTC bei zeitlich verschiedenen
Nachfolgeuntersuchungen
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In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der PFS-Analyse unter Verwendung der CTC-Spiegel und eines Schwellenwerts
von > CTC/7,5 mL bei jeder der verschiedenen Blutabnahmen zusammengefasst.

Tabelle 2: Progressionsfreies Uberleben (PFS) von MBC-Patienten mit CTC-Werten von <5 oder > 5 CTC
zu verschiedenen Zeitpunkten

L L LU |

40 50

s 33888838¢83

1 2 3 4 5 6
Probenentnahmezeit Durchschn. PFS in Monaten (95%-KI) Log-Rang
Nach Beh.-Beginn N >5CTC <5CTC >5CTC p-Wert
Studienbeginn 177 88 (50%) 7,0 (5,6 bis 8,9) 2,7 (2,1 bis 4,4) 0,0001
3-5 Wochen 126 36 (29%) 6,1 (4,7 bis 8,6) 1,3 (0,7 bis 2,1) <0,0001
6-8 Wochen 88 15(17%) 56 (4,5 bis 7,6) 1,4 (0,6 bis 3,4) 0,0001
9-14 Wochen 102 11 (11%) 7,0 (5,1 bis 8,8) 3,0 (0,9 bis 4,8) 0,0251
15-20 Wochen 76 12 (16%) 59 (3,8 his 8,7) 3,6 (0,7 bis7,0) 0,0610

Wie in Abbildung 2 und Tabelle 2 dargestellt, bestand bei Patienten, die zu irgendeinem Zeitpunkt erhdhte CTC-
Werte aufwiesen (> 5 CTC/7,5 mL Vollblut), eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit einer Progression als bei
denjenigen mit CTC von <5. Tabelle 2 Spalte 4 zeigt, dass die durchschnittlichen Zeiten des PFS fiir Patienten mit
<5 CTC zwischen 5,6 und 7,0 Monaten lagen und damit deutlich ldnger waren als die durchschnittlichen Zeiten des
PFS fiir Patienten mit > 5 CTC die zwischen 1,3 und 3,6 Monaten lagen (Spalte 5).

1.2.3 Eine CTC-Reduktion bzw. -Zunahme deutet auf ein erhdohtes oder reduziertes PFS hin

Die vergangene PFS-Zeit wurde ab dem Zeitpunkt der Ausgangs-Blutabnahme berechnet. Fiir die Kaplan-Meier-
Analyse (Abbildung 3) wurden die MBC-Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei der Ausgangsanalyse oder
3-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-13 Wochen und 15-20 Wochen nach Behandlungsbeginn in vier Gruppen eingeteilt:

e Gruppe 1 (griine Kurve), 83 (47%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei allen Blutabnahmen. Fiinf (6%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und zwei (2%) eine einzige Blutabnahme zwischen der ersten und
letzten Blutabnahme mit Werten von > 5 CTC;

e Gruppe 2 (blaue Kurve), 38 (21%) Patienten mit Werten von > 5 CTC vor Behandlungsbeginn, die allerdings zum
Zeitpunkt der letzten Blutabnahme auf CTC-Werte von <5 CTC gesunken waren;

e Gruppe 3( Kurve), 17 (10%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei einer friithen Blutabnahme
(Ausgangsanalyse, 3-5 Wochen, und/oder 6-8 Wochen), die allerdings zum Zeitpunkt der letzten Blutabnahme
auf Werte von > 5 CTC gestiegen waren;

e Gruppe 4 (rote Kurve), 39 (22%) Patienten mit Werten von > 5 CTC bei allen Blutabnahmen. Zehn (26%) dieser
Patienten hatten nur eine erste Blutabnahme.
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Abbildung 3: Eine Reduktion der CTC-Werte unter 5 nach Therapiebeginn deutet auf ein ldangeres PFS bei
MBC-Patienten hin
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Abbildung 3 zeigt, dass das durchschnittliche PFS bei Patienten mit CTC-Werten > 5 bei allen Zeitpunkten (Gruppe 4)
am kiirzesten war - ein signifikanter Unterschied zum durchschnittlichen PFS in , Gruppe 2 und Gruppe 1.
Die Unterschiede zwischen den Kurven der anderen Gruppen in dieser Abbildung waren nicht signifikant.

1.3 Analyse des Gesamtiiberlebens (0S) bei MBC-Patienten
1.3.1 0S-Analyse unter Verwendung der Ausgangs-CTC-Ergebnisse

Es starben 109 (62%) der 177 MBC-Patienten. Die mittlere Nachfolgezeit der 68 (38%) noch lebenden Patienten betrug
22,7 + 9,4 Monate (Mittelwert = 21,1, Bereich = 4,4 - 48,6). Zum Zeitpunkt dieser Analysen waren aus der Gruppe der
89 Patienten mit vorteilhaften Werten (CTC-Ausgangswert <5) 44 (49%) verstorben, im Vergleich dazu starben aus der
Gruppe der 88 Patienten mit unvorteilhaften Werten (CTC-Ausgangswert > 5) 65 (74%).

Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die Patienten entsprechend ihren CTC-Ausgangswerten in zwei Gruppen
aufgeteilt:

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten (N = 89), dargestellt in griin, bestand aus Patienten mit CTC-Werten von <5 CTC.
e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten (N = 88), dargestellt in rot, bestand aus Patienten mit CTC-Werten von > 5.

Das durchschnittliche 0S war bedeutend langer fiir die Gruppe mit vorteilhaften Werten im Vergleich zu der Gruppe
mit unvorteilhaften Werten (21,9 gegeniiber 10,9 Monate). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: 0S von MBC-Patienten mit <5 oder > 5 CTC als Ausgangswert (N=177).
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1.3.2 0S8 unter Verwendung der Ergebnisse der CTC-Nachfolgetests

Die Kaplan-Meier-Analysen beider MBC-Patientengruppen bei jeder der verschiedenen Nachfolge-Blutabnahmen nach
Behandlungsbeginn sind in Abbildung 5 dargestellt. Diese Abbildung gibt wieder, wie die CTC bei MBC-Patienten
mit <5 bzw. > 5 CTC 3-5, 6-8, 9-14 und 15-20 Wochen nach Behandlungsbeginn eine Vorhersage des Zeitraums bis
zum Eintreten des Todes bei 177 Patienten mit metastatischem Brustkrebs gestatten. Die Dauer des 0S wurde ab
dem Zeitpunkt jeder Blutabnahme berechnet.

* Die Gruppe mit vorteilhaften Werten, dargestellt in olivgriin, blau, violett und tiirkis, umfasste Patienten mit
CTC-Werten von <b.

e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten, dargestellt in braun, schwarz, grau und
CTC-Werten von > 5.

Abbildung 5: 0S der MBC-Patienten mit CTC-Werten von <5 oder > 5 CTC bei zeitlich verschiedenen
Nachfolgeuntersuchungen.
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In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der 0S-Analyse unter Verwendung der CTC-Spiegel und eines Schwellenwerts
von > 5 CTC/7,5 mL bei jeder der verschiedenen Blutabnahmen zusammengefasst.

Tabelle 3: Gesamtiiberleben (0S) von MBC-Patienten mit CTC-Werten von <5 oder > 5 zu verschiedenen Zeitpunkten

1 2 3 4 5 6
i Durchschn. 0S in Monaten (95%-KI N
Probenemnahme:zen N >5CTC (95%-KI) Log-Rang

Nach Beh.-Beginn <5 CTC >5CTC p-Wert
Studienbeginn 177 88 (50%) 21,9 (20,1 bis 28,6) 10,9 (7,0 bis 15,2) <0,0001
3-5 Wochen 132 40 (30%) 21,7 (18,8 bis 25,9) 6,2 (4,1 bis 8,9) <0,0001

6-8 Wochen 99 22 (22%) 19,1 (14,2 bis 22,1) 6,3 (4,8 bis 9,8) 0,0001
9-14 Wochen 129 24.(19%) 20,8 (17,8 bis > 45) 6,4 (3,0 bis 10,9) <0,0001
15-20 Wochen 85 15 (18%) 20,1 (17,1 bis > 35) 11,3 (2,0 bis 22,9) 0,0021

1.3.3 Eine CTC-Reduktion bzw. -Zunahme deutet auf ein erhdhtes oder reduziertes 0S hin

Die vergangene 0S-Zeit wurde ab dem Zeitpunkt der Ausgangs-Blutabnahme berechnet. Fiir die Kaplan-Meier-Analyse
(Abbildung 6) wurden die Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei der Ausgangsanalyse oder 3-5 Wochen,
6-8 Wochen, 9-13 Wochen und 15-20 Wochen nach Behandlungsbeginn in vier Gruppen eingeteilt:

e Gruppe 1 (griine Kurve), 83 (47%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei allen Blutabnahmen. Fiinf (6%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und zwei (2%) eine einzige Blutabnahme zwischen der ersten und
letzten Blutabnahme mit Werten von > 5 CTC;

e Gruppe 2 (blaue Kurve), 38 (21%) Patienten mit Werten von > 5 CTC vor Behandlungsbeginn, die allerdings zum
Zeitpunkt der letzten Blutabnahme auf CTC-Werte von <5 CTC gesunken waren;

e Gruppe 3( Kurve), 17 (10%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei einer friihen Blutabnahme
(Ausgangsanalyse, 3-5 Wochen, und/oder 6-8 Wochen), die allerdings zum Zeitpunkt der letzten Blutabnahme
auf Werte von > 5 CTC gestiegen waren;

e Gruppe 4 (rote Kurve), 39 (22%) Patienten mit Werten von > 5 CTC bei allen Blutabnahmen. Zehn (26%) dieser
Patienten hatten nur eine erste Blutabnahme.
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Abbildung 6 zeigt, dass fiir MBC-Patienten, bei denen der Schwellenwert zu irgendeinem Zeitpunkt nach Behandlungs-
beginn {iber 5 CTC lag, ein signifikant hdheres Risiko eines niedrigeren Gesamtiiberlebens besteht. Patienten mit
Werten von > 5 CTC bei allen Zeitpunkten (Gruppe 4) hatten die kiirzeste durchschnittliche OS - ein signifikanter
Unterschied zum durchschnittlichen 0S in , Gruppe 2 und Gruppe 1. Der Unterschied in der mittleren
Lebenserwartung zwischen und Gruppe 1 war auch signifikant. Obwohl im Vergleich zu Gruppe 2
ein kiirzeres durchschnittliches 0S aufwies, war der Unterschied statistisch nicht signifikant. Abbildung 6 zeigt ferner,
dass Patienten, deren CTC-Wert zwar bei Studienbeginn > 5 betrug, nach Behandlungsbeginn aber auf <5 CTC absank,
ungefédhr dasselbe Todesrisiko haben wie die Patienten, deren Werte die Schwelle von 5 CTC niemals iiberstiegen.

Abbildung 6: Ein Absinken der CTC-Werte unter 5 nach Behandlungsheginn weist auf ein langeres 0S hin,

wohingegen ein Anstieg auf Werte von 5 oder hoher auf ein kiirzeres 0S bei MBC-Patienten hinweist.
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Wie in Abbildung 6 und Tabelle 3 in den Spalten 4 und 5 dargestellt, bestand fiir MBC-Patienten, die zu irgen-
deinem Zeitpunkt CTC-Werte von > 5 aufwiesen, eine wesentlich hhere Wahrscheinlichkeit, friiher zu sterben, als
fiir diejenigen mit CTC von <5. Die durchschnittlichen Zeiten des 0S fiir Patienten mit <5 CTC lagen zwischen 19,1
und 21,9 Monaten und waren damit deutlich langer als die durchschnittlichen Zeiten des QS fiir Patienten mit > 5
CTC, die zwischen 6,2 und 11,3 Monaten lagen.

1.3.4 Univariate Regressionsanalyse nach Cox bei MBC-Patienten

Zur Auswertung des Zusammenhangs zwischen PFS und OS wurden folgende Parameter einer univariaten
Regressionsanalyse nach Cox unterzogen: Patientenalter (kontinuierlich), Grad der Erkrankung zum Zeitpunkt der
Diagnose (1-4), Zeitraum bis zur Metastasierung (kontinuierlich), ECOG-Status vor Beginn einer neuen Therapielinie
(0-2), ER/PR Status (+/-), HER2/neu Status (0-3+), Therapielinie (> 2. oder 1.), Art der Therapie (nur Chemo oder
Hormon-/Kombinationstherapie), CTC-Ausgangswert (> 5 oder <5 CTC/7,5 mL) und CTC-Wert bei den
Nachfolgeuntersuchungen nach 3-5, 6-8, 9-14 und 15-20 Wochen nach Therapiebeginn (> 5 oder <5 CTC/7,5 mL).
Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse dieser Analyse und stellt das Hazard Ratio (HR) nach Cox und den dazugehdrigen
p-Wert (Wald-Test der Z-Statistik) sowie die Anzahl der Patienten in jeder Bewertung dar.
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Tabelle 4: Univariate Regressionsanalyse nach Cox bei MBC-Patienten

. Anzahl der PFS-Risiko ab 0S-Risiko ab
Parameter Kategorien getesteten Studienbeginn Studienbeginn
" n MBC-Patienten

Positiv | Negativ Patienten HR p-Wert HR p-Wert

Alter bei erster Blutabnahme zum Studienbeginn Alter in Jahren 175 0,99 0,173 0,99 0,375
Stadium bei Erstdiagnose 4vs3vs2 vs.i 164 0,97 0,723 1,00 0,969
ER/PR Positiv Negativ 175 0,84 0,327 0,53 0,002
Her-2/neu 3+vs2+vs1+vs0 148 0,91 0,207 0,93 0,422

ECOG-Status bei Studienbeginn 2vs1vs0 172 114 0,307 1,64 0,001
Zeitraum bis Metastasierung Zeit in Jahren 175 0,97 0,048 0,95 0,018

Therapie-Linie > Zweite Erste 175 1,55 0,007 1,91 0,001
Art der Therapie B 5%(:';, | 172 197 | <0001 | 222 | <0001
Anzahl CTC bei Studienbeginn >5 <5 17 1,85 <0,001 2,36 <0,001
Anzahl CTC nach 3 - 5 Wochen >5 <5 132 2,52 <0,001 3,30 <0,001
Anzahl CTC nach 6 - 8 Wochen >5 <5 99 3,57 <0,001 2,87 <0,001
Anzahl CTC nach 9 -14 Wochen >5 <5 129 2,89 <0,001 3,64 <0,001
Anzahl CTC nach 15 - 20 Wochen >5 <5 85 1,86 0,041 2,85 0,004

H/C/und/oder | — nur Hormon- oder Immuntherapie oder Kombination von Hormon- und/oder Chemo- und/oder Immuntherapie

1.3.5 Multivariate Regressionsanalyse nach Cox bei MBC-Patienten

Mit multivariaten Regressionsanalysen nach Cox wurde bei MBC-Patienten die unabhéngige Aussagekraft der CTC-
Anzahl zur Prognose bewertet. Hierzu wurde der Einfluss der bekannten entscheidenden klinischen Faktoren, die in
univariaten Analysen statistisch signifikant waren, angepasst. Es wurde festgestellt, dass CTC bei der Prognose des
PFS (Tabelle 5) und OS (Tabelle 6) sehr aussagekréftig sind.

Tabelle 5: Multivariate Regressionsanalyse nach Cox des progressionsfreien Uberlebens bei MBC-Patienten

Variable N Hazard Ratio p-Wert
CTC bei Studienbeginn (<5 vs. >5) 1,69 0,001
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) 7 0,98 0,154
Therapie-Linie (Erste vs. > Zweite) 1,62 0,013
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo)) 1,74 0,001
Nachuntersuchungs-CTC nach 3-5 Wochen (<5 vs. >5) 2,32 <0,001
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) - 0,97 0,166
Therapie-Linie (Erste vs. > Zweite) 1,68 0,008
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 1,50 0,060
Nachuntersuchungs-CTC nach 6-8 Wochen (<5 vs. >5) 2,92 <0,001
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) % 0,93 0,023
Therapie-Linie (Erste vs. > Zweite) 1,36 0,175
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 1,90 0,005
Nachuntersuchungs-CTC nach 9-14 Wochen (<5 vs. >5) 2,23 0,002
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) 129 0,97 0,170
Therapie-Linie (Erste vs. > Zweite) 1,48 0,061
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 1,73 0,007
Nachuntersuchungs-CTC nach 15-20 Wochen (<5 vs. >5) 1,58 0,140
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) & 0,96 0,064
Therapie-Linie (Erste vs. > Zweite) 1,80 0,018
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 1,66 0,049
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Tabelle 6: Multivariate Regressionsanalyse nach Cox des Gesamtiiberlebens bei MBC-Patienten

Variable N Hazard Ratio p-Wert
CTC bei Studienbeginn (<5 vs. >5) 2,62 <0,001
ER/PR (Negativ vs. Positiv) 0,57 0,016
ECOG-Status bei Studienbeginn (2 vs. 1 vs. 0) 170 1,58 0,001
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) 0,97 0,078
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite) 2,33 <0,001
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 1,78 0,006
Nachuntersuchungs-CTC nach 3-5 Wochen (<5 vs. >5) 3,78 <0,001
ER/PR (Negativ vs. Positiv) 0,51 0,020
ECOG-Status bei Studienbeginn (2 vs. 1 vs. 0) 130 1,69 0,001
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) 0,96 0,142
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite) 2,30 0,001
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 1,72 0,026
Nachuntersuchungs-CTC nach 6-8 Wochen (<5 vs. >5) 2,88 0,001
ER/PR (Negativ vs. Positiv) 0,58 0,062
ECOG-Status bei Studienbeginn (2 vs. 1 vs. 0) % 1,32 0,173
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) 0,94 0,135
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite) 2,51 0,001
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 2,33 0,003
Nachuntersuchungs-CTC nach 6-8 Wochen (<5 vs. >5) 414 <0,001
ER/PR (Negativ vs. Positiv) 0,39 0,002
ECOG-Status bei Studienbeginn (2 vs. 1 vs. 0) 129 1,57 0,016
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) 0,98 0,388
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite) 2,21 0,003
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo)) 2,28 0,003
Nachuntersuchungs-CTC nach 6-8 Wochen (<5 vs. >5) 3,44 0,006
ER/PR (Negativ vs. Positiv) 0,38 0,024
ECOG-Status bei Studienbeginn (2 vs. 1 vs. 0) . 1,33 0,321
Zeitraum bis Metastasierung (Jahre) 0,94 0,150
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite) 3,43 0,001
Art der Therapie (Hormon/Sonstige vs. nur Chemo) 1,67 0,166

14  Verwendung der CTC-Werte zur Uberwachung des klinischen Status bei metastatischem Brustkrebs
1.41 Zusammenhang zwischen Uberleben, CTC und Krankheitseinschitzung durch Bildaufnahmen

Rontgenaufnahmen stellen eines der wichtigsten Mittel zur Bestimmung des Krankheitsstatus und des Behandlungs-
erfolgs bei metastatischen Brustkrebspatienten dar. Der Zusammenhang des klinischen Status (durch Bildaufnahmen
ermittelt) und dem CTC wurde festgestellt, indem die CTC-Werte (zu zwei verschiedenen Zeitpunkten gemessen) und die
Bildaufnahmen 1) mit dem tatséchlichen klinischen Endpunkt des Gesamtiiberlebens und 2) miteinander verglichen
wurden.

142 CTC

Durch vorhandene Daten konnte gezeigt werden, dass bei MBC-Patienten, deren CTC-Werte bei jeder weiteren
Nachfolgeuntersuchung nach Therapiebeginn bei > 5/7,5 mL Blut lagen, im Vergleich zu Patienten mit CTC-Werten
von <5/7,5 mL Blut das Risiko eines progressiven Krankheitsverlaufs und verringerten Gesamtiiberlebens hoher
lag. Die bei der ersten Nachfolgeuntersuchung nach Behandlungsbeginn ermittelten CTC-Ergebnisse sowie die
innerhalb von + einem Monat der Bildaufnahme ermittelten CTC-Ergebnisse wurden als <5 CTC bzw. > 5 CTC
eingeteilt. Falls innerhalb von einem Monat der Bildaufnahme mehr als ein CTC-Wert ermittelt wurde, kam das
CTC-Ergebnis zur Anwendung, das der Bildaufnahme zeitlich am néchsten lag.
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1.43 Bildaufnahmen

Alle Bildaufnahme-Einrichtungen erfiillten die DICOM-Standards (Digital Imaging and Communications in Medicine).
Zwei erfahrene Radiologen mussten einzeln und ohne Kenntnisse der klinischen Patientendaten anhand von insge-
samt 231 standardisierten digitalen Bildaufnahmen von 138 Patienten mit messbarer Erkrankung deren Krankheits-
bewertungen aus den Nachfolgeuntersuchungen geméaR den zweidimensionalen Kriterien der Weltgesundheits-
organisation (WHO) in folgende Kategorien einteilen: Unbestimmt (Indeterminate; |), Stabile Erkrankung (Stable; S),
Teilreaktion (Partial Response; PR) oder progressive Erkrankung (Progressive Disease; PD). Eine messbare
Erkrankung wurde definiert als das Vorhandensein einer in ihrer gréBten Ausdehnung mindestens > 2cm grofRen
Schédigung. Die Radiologen ermittelten die groRte waagerechte und senkrechte Ausdehnung und erkannten so
pro Patient und Zeitpunkt bis zu acht Schéadigungen. Die Ergebnisse dieser zwei Dimensionen wurden miteinander
multipliziert und daraus das ,Vektorprodukt” gebildet. Die Messergebnisse der Vektorprodukte wurden summiert
und die prozentuale Anderung zu einem friiheren Zeitpunkt wurde berechnet. Obwohl bei allen Patienten eine
messbare Erkrankung vorlag, wurden zur Feststellung des Krankheitsstatus laut WHO-Richtlinien auch nicht mess-
bare Schadigungen (die nur durch radiologische Methoden festgestellt werden konnten) mit aufgenommen. Eine
Krankheitsprogression wurde als ein >25% iger Anstieg in der Summe aller Schadigungen definiert bzw. als das
Auftreten einer neuen mess- oder nicht-messbaren Schédigung. Partial Response wurde als eine Verringerung der
Summe aller Schadigungen um > 0% definiert, wenn keine neuen Schédigungen auftraten.

Die Auswertungen der beiden Radiologen wurden folgendermafBen unterteilt:
e S und PR wurden als nicht-progressive Erkrankung betrachtet (NPD).
e PD wurde als progressive Erkrankung betrachtet.

e Inden Féllen, in denen einer der Radiologen den Krankheitszustand als Unbestimmt (I) und der andere diesen
als S, PR oder PD klassifizierte, wurde zum Vergleich des CTC das Urteil des zweiten (letzteren) Radiologen
verwendet (n = 11).

e Wenn beide Radiologen den Krankheitszustand als Unbestimmt () klassifizierten, wurden die Daten nicht zum
Vergleich des CTC (n = 3) herangezogen.

e Zum Ausrdumen von Unstimmigkeiten hinsichtlich PD und NPD zwischen den beiden Radiologen wurde ein
unabhéngiger dritter Radiologe hinzugezogen (n = 27).

e Inden Féllen, in denen der unabhéngige dritte Radiologe den Krankheitszustand als Unbestimmt () klassi-
fizierte, wurden die Daten nicht zum Vergleich des CTC (n = 2) herangezogen.

e Bei Studien mit seriellen Bildaufnahmen wurden radiologische Ergebnisse, die weniger als einen Monat nach
einer vorherigen tabellarisch erfassten Beobachtung gewonnen wurden, nicht beriicksichtigt (n = 1).

1.44 Zusammenhang zwischen Uberleben, Bildaufnahmen und CTC

Zum Vergleich des Gesamtiiberlebens der MBC-Patienten zwischen der Gruppe mit den vorteilhaften Werten (<5 CTC)
und der Gruppe mit den unvorteilhaften Werten (> 5 CTC) wurden Kaplan-Meier-Analysen mit den zu zwei verschiede-
nen Zeitpunkten gewonnenen CTC-Ergebnissen und der ersten Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahmen durchge-
fiihrt. Laut den Ergebnissen aus der ersten Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahmen nach 10,1 + 5,1 Wochen
(Mittelwert = 9,0 Wochen) nach Therapiebeginn (d. h. dem Zeitpunkt der ersten Blutabnahme) lag der Mittelwert
des Gesamtiiberlebens der 96 (70%) Patienten, bei denen durch Bildaufnahmen NPD festgestellt wurde, bei 23,8
Monaten (95%-KI: 20,4 bis 28,6) (Abbildung 7, Tabelle 7). Bei den 42 (30%) Patienten, bei denen durch Bildaufnahmen
PD festgestellt wurde, lag das durchschnittliche Uberleben bei 12,9 Monaten (95%-KI: 7,1 bis 19,3).

Fiir CTC zum Zeitpunkt der ersten Nachfolgeuntersuchung mit Blutabnahme 4,3 + 2,5 Wochen (Mittelwert = 4,0 Wochen)
nach Therapiebeginn lag das durchschnittliche Uberleben der 104 (75%) Patienten mit vorteilhaften CTC-Werten
(<5 CTC) bei 21,9 Monaten (95%-KI: 20,4 bis 26,9) (Abbildung 8, Tabelle 7). Die 34 Patienten (25%) mit unvorteilhaften
CTC-Werten (> 5 CTC) hatten ein durchschnittliches Uberleben von 8,3 Monaten (95%-KI: 5,9 bis 15,1).

Um festzustellen, ob die zeitlich ndher an den Ergebnissen der Bildaufnahmen liegenden CTC-Werte zu dhnlichen
Lebenserwartungen fiihrten, wie die ca. 4 Wochen nach Therapiebeginn ermittelten CTC-Werte, wurden nur die
Patienten analysiert, deren CTC-Werte innerhalb von + einem Monat der ersten Nachfolgeuntersuchung mit
Bildaufnahme ermittelt wurden (9,9 = 5,1 Wochen; Mittelwert = 8,8 Wochen nach Therapiebeginn) (Abbildung 9,
Tabelle 7). Die CTC-Werte von 134 der 138 Patienten (97%) wurden innerhalb eines Monats nach der ersten
Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme ermittelt. Das durchschnittliche Uberleben lag bei den 105 (78%)
Patienten mit vorteilhaften CTC-Ergebnissen bei 21,9 Monaten (95%-KI: 19,9 bis 31,6). Bei den 29 (22%) Patienten mit
unvorteilhaften CTC-Ergebnissen lag das durchschnittliche Uberleben bei 8,5 Monaten (95%-KI: 5,5 bis 15,1). Diese
Daten zeigen, dass CTC-Bewertungen zu beiden Zeitpunkten dhnliche Ergebnisse lieferten, wie die ca. 9 Wochen
nach Therapiebeginn durchgefiihrten Bildaufnahmen (Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, November 2006).
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Tabelle 7: 0S der getesteten MBC-Patienten mit CTC-Bewertung nach ca. einem Monat nach Therapiebeginn
und innerhalb eines Monats nach radiologischer Bewertung

N Durchschn. Uberleben in Monaten (95%-KI)
Bildaufnahmen 138
vorteilhafte Werte (NPD) 96 (70%) 23,8 (20,4 — 28,6)
unvorteilhafte Werte (PD) 42 (30%) 12,9(7,1-19,3)
1.CTC-Nachfolgetest 138
vorteilhafte Werte (<5) 104 (75%) 21,9 (20,4 — 26,9)
unvorteilhafte Werte ( >5) 34 (25%) 83(59-1571)
CTC (+1 Monat nach Bildaufnahme) 134%
vorteilhafte Werte (<5) 105 (78%) 21,9(19,9 - 31,6)
unvorteilhafte Werte (>5) 29 (22%) 8,5(55-151)

*Bei 134 von 138 Patienten wurden die CTC-Bewertungen innerhalb von einem Monat der Bildaufnahme durchgefiihrt.

Abbildung 7: Korrelation der radiologischen und der CTC-Bewertung mit dem 0S: 0S der getesteten MBC-Patienten
mit NPD oder PD zum Zeitpunkt der 1. Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme (N = 138)
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Abbildung 8: Korrelation der radiologischen und der CTC-Bewertung mit der 0S: 0S der getesteten MBC-Patienten
mit CTC <5 oder > 5 zum Zeitpunkt der 1. Nachfolgeuntersuchung nach Therapiebeginn (N = 138).
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Abbildung 9: Korrelation der radiologischen und der CTC-Bewertung mit der 0S: 0S der getesteten MBC-Patienten
mit CTC <5 oder > 5 innerhalb * eines Monats nach der 1. Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme (N = 134)

100 - ETC /T AmL Durchsehs. 08
i ETE T (L] BLH (IS s 38
] # CTC s BE [ 55 bim 95,1]
Cox Harard Ratio = 3.2
- Chi-Quadrat = 19,28
(p-Wert < 0,0001)

21,9 Monate

85 |
- Monate |

% Wahrscheinlichkeit des Uberlebens
288888388

3

AR R R RN R R R R R R R AR RERRERERRRRRRRE SR RE R ES
0 5 0 15 20 25 30 35 40 45 S50

1.45 Ubereinstimmungen zwischen CTC und radiologischer Uberwachung

Wie bereits erwéhnt, sind Auswertungen von Bildaufnahmen derzeit ein wichtiger Bestandteil der Giblichen
Untersuchungsmethoden zur Feststellung der Krankheitsprogression und des Ansprechens auf Behandlung bei
metastatischem Brustkrebs. Um die Aussagekraft der CTC bei diesen klinischen Bewertungen weiter zu verbessern
(Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, November 2006), wurden anhand der zuvor erwéhnten Kriterien die zwischen
CTC und radiologischen Bewertungen {ibereinstimmenden und nicht iibereinstimmenden Ergebnisse in 2x2-Tabellen
zusammengefasst.

Die radiologischen Ergebnisse nur der ersten Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme wurden mit den innerhalb
von + einem Monat dieser Untersuchung gewonnenen CTC-Ergebnissen verglichen. Insgesamt hatten 134 der 138
MBC-Patienten (97%) CTC-Ergebnisse, die diese Kriterien erfiillten. Das Ergebnis dieses Pro-Patient-Vergleichs
zwischen CTC und Bildaufnahmen ist in Tabelle 8 dargestellt.

16 €631600001_DE



Tabelle 8: Pro-MBC-Patient-Vergleich der CTC und Bildaufnahmen

Ergebnisse aus der 1. CTC innerhalb von + einem Monat der Bildaufnahme I
Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahmen <5CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL nsgesamt
Nicht-Progressive Erkrankung 85 9 94
Progressive Erkrankung 20 20 40
Insgesamt 105 29 134
Unteres Oberes
Messung Schéatzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 50% 34% 66%
Negative Ubereinstimmung (%) 90% 83% 96%
Positiver Vorhersagewert 69% 49% 85%
Negativer Vorhersagewert 81% 72% 88%
Gesamtiibereinstimmung 78% 70% 85%
Odds Ratio 94 34 26,8

Die Ergebnisse aller Nachfolgeuntersuchungen der 138 MBC-Patienten nach Therapiebeginn, die verwertbare
radiologische Ergebnisse (n=225) erbrachten, wurden mit den CTC-Ergebnissen, die innerhalb + eines Monats der
Bildaufnahme entstanden sind, verglichen. Insgesamt 219 der 225 (97%) Untersuchungen mit Bildaufnahmen hatten
CTC-Ergebnisse, die dieses Kriterium erfiillten. Das Ergebnis dieses Pro-Untersuchungs-Vergleichs zwischen CTC

und Bildaufnahmen ist in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Pro-MBC-Untersuchungs-Vergleich der CTC und Bildaufnahmen

Ergebnisse aus allen Nachfolgeuntersuchungen CTC innerhalb von + einem Monat der Bildaufnahme
mit Bildaufnahmen <5 CTC/75mL >5CTC/7.5mL Insgesamt
Nicht-Progressive Erkrankung 151 16 167
Progressive Erkrankung 30 22 52
Insgesamt 181 38 219
Unteres Oberes
Messung Schéatzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 42% 29% 57%
Negative Ubereinstimmung (%) 90% 85% 94%
Positiver Vorhersagewert 58% M1% 74%
Negativer Vorhersagewert 83% 7% 89%
Gesamtiibereinstimmung 79% 73% 84%
0dds Ratio 6,9 3,0 15,8

In Reihenuntersuchungen stimmten nur wenige der Ergebnisse aus Bildaufnahmen eines Ubergangs zwischen einer
nicht-progressiven Erkrankung und einer progressiven Erkrankung mit einem entsprechenden Ubergang der
CTC-Zahlen zwischen <5 und > 5 CTC /7,5 mL iiberein.

Da der prognostische Wert der CTC-Ergebnisse zu einem friiheren Zeitpunkt mit dem CTC-Ergebnis zum Zeitpunkt der
Bildaufnahme iibereinstimmte (Abbildung 8 und Abbildung 9), wurde ein Pro-Patient-Vergleich der Bild-Ergebnisse
aus der nur 1. Nachfolgeuntersuchung, die ca. 9 Wochen nach Therapiebeginn durchgefiihrt wurde, mit den
CTC-Ergebnissen aus der 1. Nachfolgeuntersuchung, die ca. 4 Wochen nach Therapiebeginn durchgefiihrt wurde,
konstruiert. Alle 138 MBC-Patienten hatten CTC-Ergebnisse, die dieses Kriterium erfiillten. Das Ergebnis dieses
Pro-Patient-Vergleichs zwischen CTC zu einem friiheren Zeitpunkt und Bildaufnahmen ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Pro-MBC-Patient-Vergleich der CTC und Bildaufnahmen

Ergebnisse aus der 1. CTC beim 1. Nachfolgetest Insqesamt
Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahmen <5CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL g
Nicht-Progressive Erkrankung 84 12 96
Progressive Erkrankung 20 22 42
Insgesamt 104 34 138
Unteres Oberes
Messung Schétzung 95%-KI 95%-K
Positive Ubereinstimmung (%) 52% 36% 68%
Negative Ubereinstimmung (%) 88% 79% 93%
Positiver Vorhersagewert 65% 46% 80%
Negativer Vorhersagewert 81% 2% 88%
Gesamtiibereinstimmung 7% 69% 84%
Odds Ratio 17 3,0 19,9
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1.4.6 CTC als eine Ergdnzung zu Bildaufnahmen

Trotz der guten Gesamtiibereinstimmung zwischen CTC und Bildaufnahmen (rund 78%) gab es bei etwa 22% der
MBC-Patienten keine Ubereinstimmung. Da die Informationen von CTC-Bewertungen gemeinsam mit anderen diag-
nostischen Verfahren fiir Behandlungsentscheidungen herangezogen werden sollen, wurden die CTC-Bewertung
bei der 1. Nachfolgeuntersuchung (rund 4 Wochen nach Therapiebeginn) und die Bildaufnahmen in den folgenden
Gruppen mit dem OS verglichen, um festzustellen, welche der nicht {ibereinstimmenden Ergebnisse besser die
Prognose des Patienten widerspiegelten (Abbildung 10):

e Gruppe 1 (griine Kurve), 84 (61%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei der 1. Nachfolgeuntersuchung und NPD;
e Gruppe 2 (blaue Kurve), 20 (14%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei der 1. Nachfolgeuntersuchung und PD;

e Gruppe 3 ( Kurve), 12 (9%) Patienten mit Werten von > 5 CTC bei der 1. Nachfolgeuntersuchung und NPD;
e Gruppe 4 (rote Kurve), 22 (16%) Patienten mit Werten von > 5 CTC bei der 1. Nachfolgeuntersuchung und PD.

In dieser Studie ist die CTC-Bestimmung ein guter und unabhangiger Indikator fiir das Gesamtiiberleben. Die
Studienergebnisse deuteten darauf hin, dass eine Kombination aus CTC und radiologischer Bewertung die
zutreffendsten Einschatzungen des 0S ergeben.

Abbildung 10: 0S der MBC-Patienten in Gruppe 1, 2, 3 und 4 unter Verwendung der CTC-Ergebnisse aus der 1.
Nachfolgeuntersuchung nach Therapiebeginn (n = 138) und des bei der 1. Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme
festgestellten Krankheitsstatus
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1.5 Veranderlichkeit von CTC und Radiologischen Bewertungen
151 CTC

Die Veranderlichkeit der von verschiedenen Personen bei der Blutabnahme der ersten Nachfolgeuntersuchung
gezéhlten Anzahl CTC wurde festgestellt, indem die Anzahl der Falle notiert wurde, in denen der Bediener des
Testzentrums bei der Einstufung der Proben als > 5 CTC vs. <5 CTC nicht mit dem Zentrallabor {ibereinstimmte.
Einer Untergruppe aus 71 Patienten wurden jeweils zwei Rohrchen Blut entnommen und getestet. Anschlieend
wurde die Klassifikation > 5 CTC vs. <5 CTC in jedem der beiden Réhrchen durch das Testzentrum und die
Klassifikation durch das Zentrallabor verglichen.

1.5.2 Bildaufnahmen

Die Verénderlichkeit der von verschiedenen Radiologen getroffenen Einschétzungen wurde durch Vergleichen
derer Einstufungen als NPD bzw. PD ermittelt. Anschlieend wurde die Varianz durch Vergleichen der radiologischen
Beurteilungen der beiden Radiologen bei einer Untergruppe der Patienten ermittelt, wobei jeder Radiologe die
Reaktion bei drei separaten, mindestens eine Woche auseinander liegenden, Sitzungen beurteilen musste. Zusétzlich
wurden die Bildaufnahmen spaterer Untersuchungen dieser 138 MBC-Patienten sowie CTC-Bewertungen vor
Therapiebeginn und bei spateren Nachfolgeuntersuchungen ausgewertet.
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Tabelle 11: Veranderlichkeit von Radiologischen und CTC-Bewertungen bei MBC-Patienten

Radiologie
NPD vs PD
Nichtiibereinstimmung

CTC/7,5mL
<bvs>h
Nichtiibereinstimmung

Zwischen Radiologen und CTC

1. Nachfolgetest 132 11,4% 138 0,7%
Jede Nachfolgeuntersuchung 217 13,4% 695 1,0%
Zwischen beiden Radiologen
1. Nachfolgetest 0
Radiologe 1 (Radiologie) 24 25'005 - -
Radiologe 2 (Radiologie) 2 9,1% - -
Jede Nachfolgeuntersuchung
Bearbeiter 1 (Radiologie) 30 20,0% _ _
Bearbeiter 2 (Radiologie) 28 10,7% _ _
CTC zwischen beiden Réhrchen
1. Nachfolgetest — — 7 5,6%
Jede Nachuntersuchung — — 403 5,5%

Tabelle 11 zeigt, dass die Verdnderlichkeit zwischen den Radiologen der radiologischen Bestimmungen bei den
ersten Nachfolgeuntersuchungen und auch allen nachfolgenden Nachfolgeuntersuchungen erheblich héher war
als die Veranderlichkeit zwischen den Radiologen der CTC-Z&hlungen in denselben Gruppen (Fishers P<0,001).

In den Fallen, in denen CTC und radiologische Bewertungen voneinander abwichen, ermdglichte die CTC die

zutreffendsten Einschétzungen der Prognose.

2 Patienten mit Metastatischem Kolorektalem Krebs (MCRC)
An mehreren Standorten wurde eine klinische Prospektivstudie durchgefiihrt, um festzustellen, ob die CTC-Zahl tiber den
Krankheitsverlauf und die Uberlebensrate entschied. Fiir die Studie wurden metastatische Kolorektalkrebs-patienten

mit messbarer Erkrankung (N = 430), die eine neue Therapielinie begannen, eingetragen. Die klinischen Daten wurden
auf der Basis der Behandlungsabsicht ausgewertet. Die demographischen Informationen der Patienten sind in

Tabelle 12 dargestellt.

Der Ausgangswert fiir die CTC-Anzahl wurde vor Beginn einer neuen Therapielinie ermittelt. Nachfolgende CTC-Werte
wurden nach Behandlungsbeginn in Abstdnden von etwa 3 bis 4 Wochen bestimmt. Fiir die Ausgangsanalysen wurde
das progressionsfreie Uberleben (Progression Free Survival — PFS) ab dem Zeitpunkt der ersten Blutabnahme bis zur
Diagnose des Krankheitsfortschritts durch CT-Scans und/oder klinische Anhaltspunkte und Symptome gemessen, sowie
das Gesamtiiberleben (Overall Survival, 0S) ab dem Zeitpunkt der ersten Blutabnahme bis zum Tod des Patienten. Fiir
die Nachfolgeanalysen wurde das PFS ab dem Zeitpunkt der ersten Nachfolge-Blutabnahme bis zur Diagnose des
Krankheitsfortschritts bzw. bis zum Tod, und das OS ab dem Zeitpunkt der ersten Nachfolge-Blutabnahme bis zum

Tod gemessen.
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Tabelle 12: Demographische Informationen der MCRC-Patienten

Kategorie N=430 Patienten
Alter bei Studienbeginn (in Jahren) Mittelwert + Std. Abweichung (Mittelwert) 63,0 + 12,6 (64)
Jahre bis Metastasierung Mittelwert + Std. Abweichung (Mittelwert) 09+14 (0,1)

Beschreibung der Kategorien

Anzahl der Patienten
(% der gesamten Anzahl)

Weiblich 192 (45%)
Geschlecht Mannlich 238 (55%)
Weil 305 (71%)
Farbig 44 (10%)
Rasse Sonstiges 12 ( 3%)
Unbekannt 69 (16%)
0 196 (46%)
ECOG-Ergebnis bei 1 187 (43%)
Studienbeginn 2 31 ( 7%)
Unbekannt 16 ( 4%)
Kolonisch 292 (68%)

0,
Tumortyp bei der Erstdiagnose Kor:g::;:al éé 2}%"2}
Unbekannt 1(0%)
1 12 ( 3%)

0,
Erkrankungsgrad bei der g 14158 ((1217%
Erstdiagnose 3 232 (54%)
Unbekannt 23 ( 5%)
Nein 117 (27%)
Lebermetastase Ja 313 (73%)
1. Linie 309 (72%)
Therapie-Linie 2. Linie 95 (22%)
3. Linie 26 ( 6%)
Bevacizumab 243 (56%)
. Irinotecan 103 (24%)
Art der Therapie Oxaliplatin 253 (59%)
Unbekannt 25 ( 6%)

21

Haufigkeit von CTC

Von den insgesamt 430 MCRC-Patienten hatten 9 eine Ausgangs-Blutabnahme und keine Nachfolge-Blutabnahmen. Von
diesen 9 Patienten starben vier bevor eine Nachfolge-Blutabnahme erfolgen konnte, bei zwei wurde die Behandlung
wegen der mit der Behandlung in Beziehung stehenden Toxizitét abgebrochen, bei einem Patient wurde eine Operation
vorgenommen, um dessen messbare Erkrankung zu entfernen, ein Patient lehnte eine weitere Behandlung ab und ein
Patient lehnte jegliche weiteren Blutabnahmen ab. Bei den verbleibenden Patienten erfolgten 362, 342, 321 und 211
Nachfolge-Blutabnahmen jeweils 1-2 Wochen, 3-5 Wochen, 6-12 Wochen und. 13-20 Wochen nach Behandlungs-
beginn. Der Unterschied in der Anzahl der fiir PFS und 0OS auswertbaren Patienten zu jedem Zeitpunkt ist durch die
Progression bei manchen Patienten vor der Blutabnahme bedingt, wéhrend der Unterschied der Patientenanzahl zu
jedem Zeitpunkt durch die Patientenanzahl mit Blutabnahmen und auswertharen CTC-Ergebnissen bedingt ist.

Tabelle 13 zeigt zu jedem Zeitpunkt die Anzahl an Patienten, die von den PFS-, 0S- oder PFS & 0S-Analysen aus-
geschlossen wurden, und die Ursachen dieser AusschlieBung an.

Tabelle 13: AusschlieBungen in der Analyse der progressionsfreien und des Gesamtiiberlebens bei
MCRC-Patienten

Ursachen der AusschlieBung von MCRC-Patienten aus den Analysen: Gesamte Anzahl
an auswertbaren
. PFS & 0S Nur PFS Nur 0S MCRC-Patienten:
Zeitpunkt I e
der ut 1-7 Tage . . eine
Blut Keine Nachfolge-| Nichtaus- | Blutab-nahme
Blutabnahme Nicht nach untersuchung | wertbare nach Datum Nachfolge-
Verabreichung p untersuchung PFS 0s
Abgenom einer Therapie nach Datum der CTC- der Krankheits- nach Datum der
men abgenommen Blutabnahme | Ergebnisse | progression Blutabnahme
Studienbeginn 1 n 0 5 0 0 413 413
1-2 Wochen 68 0 0 5 1 0 356 357
3-5 Wochen 88 0 1 8 4 0 329 333
6-12 Wochen 109 0 4 7 26 0 284 310
13-20 Wochen 219 0 9 8 14 1 180 193

20
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Die CTC-Ergebnisse der Nachfolge-Blutabnahmen 1-2 Wochen, 3-5 Wochen, 6-12 Wochen und 13-20 Wochen nach
Behandlungsbeginn wurden als vorteilhaft (<3 CTC) oder unvorteilhaft ( > 3 CTC) eingeteilt. Falls bei den bestimmten
Nachfolge-Zeitpunkten mehr als ein CTC-Wert ermittelt wurde, kam das CTC-Ergebnis der Blutabnahme zur
Anwendung, das am weitesten von der ersten Blutabnahme entfernt lag.

In Tabelle 15 sind Gesamtanzahl an MCRC-Patienten und Prozentsatz der Patienten mit unvorteilhaften CTC-
Ergebnissen in dieser klinischen Studie angegeben, die sich hinsichtlich Anzahl und Prozentsatz von Patienten fiir
progressionsfreies Uberleben unterscheiden, die in Tabelle 14 erfasst sind.

2.2 Analyse des Progressionsfreien Uberlebens (PFS) bei MCRC-Patienten
2.2.1 PFS unter Verwendung der Ausgangs-CTC-Ergebnisse

Bei vierhundertdreizehn (413) der 430 MCRC-Patienten war ein CTC-Ausgangswert vorhanden. Fiir die Kaplan-
Meier-Analyse wurden die Patienten entsprechend ihren CTC-Ausgangswerten in zwei Gruppen aufgeteilt:

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten (N = 305), dargestellt in griin, bestand aus Patienten mit Werten von <3 CTC.
¢ Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten (N = 108), dargestellt in rot, bestand aus Patienten mit Werten von >3 CTC.

Das durchschnittliche PFS war bedeutend langer fiir die Gruppe mit vorteilhaften Werten im Vergleich zu der Gruppe
mit unvorteilhaften Werten (7,9 gegeniiber 4,5 Monate). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 11 und Tabelle 14
dargestellt.

Abbildung 11: PFS von MCRC-Patienten mit CTC-Ausgangswerten von <3 oder > 3 (N=413).
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2.2.2 PFS unter Verwendung der Ergebnisse der CTC-Nachfolgetests

Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die MCRC-Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei den jeweiligen
Nachfolge-Blutabnahmen in zwei Gruppen eingeteilt. Beide Patientengruppen bei jeder der verschiedenen
Nachfolge-Blutabnahmen nach Behandlungsbeginn fiir PFS sind in Abbildung 12 dargestellt. Die PFS-Zeiten wurden
berechnet ab dem Zeitpunkt jeder Blutabnahme, wobei jeder Patient, der vor einer bestimmten Blutabnahme
Anzeichen eines Fortschreitens der Erkrankung zeigte, von dieser und allen folgenden Blutabnahmen ausgeschlossen
wurde. Abbildung 12 zeigt, dass die CTC bei MCRC-Patienten mit <3 bzw. >3 CTC 1-2 Wochen, 3-5 Wochen, 6-12 Wochen
und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn eine Vorhersage des PFS gestatten.

* Die Gruppe mit vorteilhaften Werten, dargestellt in olivgriinc, blau, violett und tiirkis, umfasste Patienten mit
Werten von <3 CTC,

e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten, dargestellt in braun, schwarz, grau und , umfasste Patienten mit
Werten von >3 CTC.
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Abbildung 12: PFS von MCRC-Patienten mit CTC-Werten von <3 oder > 3 bei zeitlich verschiedenen
Nachfolgeuntersuchungen
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In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der PFS-Analyse unter Verwendung der CTC-Spiegel und eines Schwellenwerts
von > 3 CTC/7,5 mL bei jeder der verschiedenen Blutabnahmen zusammengefasst.

Tabelle 14: Progressionsfreies Uberleben (PFS) von MCRC-Patienten mit CTC-Werten von <3 oder > 3 zu
verschiedenen Zeitpunkten

1 2 3 4 5 6
pl;?:::‘n;::lnfggﬁf:]it N 5 3CTC Durchschn. PFS in Monaten (95%-KI) Lo!_]‘-,\?:::g
<3CTC >3CTC p
Studienbeginn 413 108 (26%) 79 (71,0-86) 45 (37-63) 0,0002
1-2 Wochen 356 41 (12%) 73 (65-8,1) 38 (1,9-5,1) <0,0001
3-5 Wochen 329 39 (12%) 6,8 (6,.1-17,6) 19 (1,2-44) <0,0001
6-12 Wochen 284 18 ( 6%) 65 (58-17,7) 2,0 (0,5-25) <0,0001
13-20 Wochen 180 16 ( 9%) 63 (49-174) 1.2 (01-23) <0,0001

Wie in Abbildung 12 und Tabelle 14 dargestellt, bestand bei MCRC-Patienten, die zu irgendeinem Zeitpunkt erhohte
CTC-Werte aufwiesen (> 3 CTC/7,5 mL Vollblut), eine wesentlich héhere Wahrscheinlichkeit einer schnellen Progression
als bei denjenigen mit CTC von <3. Tabelle 14 Spalte 4 zeigt, dass die durchschnittlichen Zeiten des PFS fiir Patienten
mit <3 CTC zwischen 6,3 und 7,9 Monaten lagen und damit deutlich langer waren als die durchschnittlichen Zeiten
des PFS fiir Patienten mit > 3 CTC, die zwischen 1,2 und 4,5 Monaten lagen (Spalte 5).

2.2.3 Eine CTC-Reduktion bzw. -Zunahme deutet auf ein erhohtes oder reduziertes PFS hin

Die vergangene PFS-Zeit wurde ab dem Zeitpunkt der Ausgangs-Blutabnahme berechnet. Fiir die Kaplan-Meier-
Analyse (Abbildung 13) wurden die MCRC-Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei der Ausgangsanalyse
oder 1-2 Wochen, 3-5 Wochen, 6-12 Wochen und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn in vier Gruppen
eingeteilt:

e Gruppe 1 (griine Kurve), 303 (70%) Patienten mit Werten von <3 CTC bei allen Blutabnahmen. Sieben (2%)

dieser Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und acht (3%) eine einzige Blutabnahme zwischen der
ersten und letzten Blutabnahme mit Werten von > 3 CTC;

e Gruppe 2 (blaue Kurve), 74 (17%) Patienten mit Werten von > 3 CTC vor Behandlungsbeginn, die allerdings zum
Zeitpunkt der letzten Blutabnahme auf Werte von <3 CTC gesunken waren;

e Gruppe 3( Kurve), 29 (7%) Patienten mit Werten von <3 CTC bei einer friihen Blutabnahme
(Ausgangsanalyse, 1-2 Wochen, und/oder 3-5 Wochen), die allerdings zum Zeitpunkt der letzten Blutabnahme
auf Werte von > 3 CTC gestiegen waren;

e Gruppe 4 (rote Kurve), 24 (6%) Patienten mit Werten von > 3 CTC bei allen Blutabnahmen. Drei (13%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und einer (4%) eine einzige 3-5 Wochen-Blutabnahme und einer
(4%) hatte eine einzige zwischen der ersten und letzten Blutabnahme mit Werten von <3 CTC;
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Abbildung 13: Eine Reduktion der CTC-Werte unter 3 nach Therapiebeginn deutet auf ein langeres PFS bei MCRC-
Patienten hin
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Abbildung 13 zeigt, dass das durchschnittliche PFS bei MCRC-Patienten mit CTC-Werten >3 zu allen Zeitpunkten
(Gruppe 4) am kiirzesten war - ein signifikanter Unterschied zum durchschnittlichen PFS in Gruppe 3, Gruppe 2 und
Gruppe 1. Der Unterschied im mittleren PFS zwischen den Patienten, bei denen nach Behandlungsbeginn eine
CTC-Reduzierung nachgewiesen wurde (Gruppe 2) war bedeutend langer im Gegensatz zu den Patienten, bei
denen ein CTC-Anstieg nachgewiesen wurde ( ).

23 Analyse des Gesamtiiberlebens (0S) bei MCRC-Patienten
231 0S-Analyse unter Verwendung der Ausgangs-CTC-Ergebnisse

Es starben 202 (47%) der 430 MCRC-Patienten. Die mittlere Nachfolgezeit der 228 (53%) noch lebenden Patienten
betrug 12,6 + 6,5 Monate (Mittelwert = 11,0, Bereich = 0,8 - 30,0). Zum Zeitpunkt dieser Analysen waren aus der
Gruppe der 305 Patienten mit vorteilhaften Werten (CTC-Ausgangswert <3) 124 (41%) verstorben, im Vergleich dazu
starben aus der Gruppe der 108 Patienten mit unvorteilhaften Werten (CTC-Ausgangswerte >3) 68 (63%).

Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die Patienten entsprechend ihren CTC-Ausgangswerten in zwei Gruppen
aufgeteilt:

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten (N = 305), dargestellt in griin, bestand aus Patienten mit Werten
von <3 CTC.

e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten (N = 108), dargestellt in rot, bestand aus Patienten mit Werten
von =3 CTC.

Das durchschnittliche 0S war bedeutend langer fiir die Gruppe mit vorteilhaften Werten im Vergleich zu der
Gruppe mit unvorteilhaften Werten (18,5 gegeniiber 9,4 Monate). Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.

23 €631600001_DE



Abbildung 14: 0S von MCRC-Patienten mit CTC-Ausgangswerten von <3 oder >3 (N=413).
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2.3.2 0S unter Verwendung der Ergebnisse der CTC-Nachfolgetests

Die Kaplan-Meier-Analysen beider MCRC-Patientengruppen bei jeder der verschiedenen Nachfolge-Blutabnahmen
nach Behandlungsbeginn sind in Abbildung 15 dargestellt. Diese Abbildung gibt wieder, wie die CTC bei
MCRC-Patienten mit <3 bzw. >3 CTC 1-2, 3-5, 6-12 und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn eine Vorhersage
des Zeitraums bis zum Eintreten des Todes bei 421 Patienten mit metastatischem Kolorektalkrebs gestatten. Die
Dauer des OS wurde ab dem Zeitpunkt jeder Blutabnahme berechnet.

¢ Die Gruppe mit vorteilhaften Werten, dargestellt in olivgriin, blau, violett und tiirkis, umfasste Patienten mit
Werten von <3 CTC,

¢ Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten, dargestellt in braun, schwarz, grau und orange, umfasste Patienten
mit Werten von >3 CTC.

Abbildung 15: 0S von MCRC-Patienten mit CTC-Werten von <3 oder >3 bei zeitlich verschiedenen
Nachfolgeuntersuchungen.
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In Tabelle 15 sind die Ergebnisse der 0S-Analyse unter Verwendung der CTC-Spiegel und eines Schwellenwerts
von =3 CTC/7,5 mL bei jeder der verschiedenen Blutabnahmen zusammengefasst.

Tabelle 15: Gesamtiiberleben (0S) von MCRC-Patienten mit CTC-Werten von <3 oder >3 zu verschiedenen
Zeitpunkten

1 2 3 4 5 6
Probenentnahmezeit Nach Durchschn. 0S in Monaten (95%-KI) Log-Rang
Beh.-Beginn N 23CTC <3CTC > 3CTC p-Wert
Studienbeginn 413 108 (26%) 18,5 (155-21,2) 94 (15-116) <0,0001
1-2 Wochen 357 41 (11%) 15,7 (14,3 -18,4) 6,1 (49-89) <0,0001
3-5Wochen 333 4 (12%) 16,4 (14,1-18,3) 44 (26-87) <0,0001
6-12 Wochen 310 25 ( 8%) 158 (13,8-19,2) 33 (1,8-56) <0,0001
13-20 Wochen 193 21 (11%) 14,6 (12,0 -21,5) 33 (24-85) <0,0001

Wie in Abbildung 15 und Tabelle 15 in den Spalten 4 und 5 dargestellt, bestand fiir MCRC-Patienten, die zu irgen-
deinem Zeitpunkt CTC-Werte von >3 aufwiesen, eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit, friiher zu sterben,
als fiir diejenigen mit CTC von <3. Die durchschnittlichen Zeiten des OS fiir Patienten mit <3 CTC lagen zwischen
14,6 und 18,5 Monaten und waren damit deutlich ldnger als die durchschnittlichen Zeiten des QS fiir Patienten mit
>3 CTC, die zwischen 3,3 und 9,4 Monaten lagen.

2.3.3 Eine CTC-Reduktion bzw. -Zunahme deutet auf ein erhohtes oder reduziertes 0S hin

Die vergangene 0S-Zeit wurde ab dem Zeitpunkt der Ausgangs-Blutabnahme berechnet. Fiir die Kaplan-Meier-

Analyse (Abbildung 16) wurden die MCRC-Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei der Ausgangsanalyse

oder 1-2 Wochen, 3-5 Wochen, 6-12 Wochen und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn in vier Gruppen

eingeteilt:

e Gruppe 1 (griine Kurve), 303 (70%) Patienten mit Werten von <3 CTC bei allen Blutabnahmen. Sieben (2%)
dieser Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und acht (3%) eine einzige Blutabnahme zwischen der
ersten und letzten Blutabnahme mit Werten von >3 CTC;

e Gruppe 2 (blaue Kurve), 74 (17%) Patienten mit Werten von >3 CTC vor Behandlungsbeginn, die allerdings zum
Zeitpunkt der letzten Blutabnahme auf Werte von <3 CTC gesunken waren;

e Gruppe 3| Kurve), 29 (7%) Patienten mit Werten von <3 CTC bei einer friihen Blutabnahme
(Ausgangsanalyse, 1-2 Wochen, und/oder 3-5 Wochen), die allerdings zum Zeitpunkt der letzten Blutabnahme
auf Werte von > 3 CTC gestiegen waren;

e Gruppe 4 (rote Kurve), 24 (6%) Patienten mit Werten von >3 CTC bei allen Blutabnahmen. Drei (13%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und einer (4%) eine einzige 3-5 Wochen-Blutabnahme und einer
(4%) hatte eine einzige zwischen der ersten und letzten Blutabnahme mit Werten von <3 CTC;

Abbildung 16: Ein Absinken der CTC-Werte unter 3 nach Behandlungsbeginn weist auf ein langeres 0S hin,
wohingegen ein Anstieg auf Werte von 3 oder hoher auf ein kiirzeres 0S bei MCRC-Patienten hinweist.
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Abbildung 16 zeigt, dass fiir MCRC-Patienten, bei denen der Schwellenwert zu irgendeinem Zeitpunkt nach
Behandlungsbeginn iiber 3 CTC lag, ein signifikant hoheres Risiko eines niedrigeren Gesamtiiberlebens besteht.
Patienten mit Werten von >3 CTC bei allen Zeitpunkten (Gruppe 4) hatten das kiirzeste durchschnittliche 0S - ein
signifikanter Unterschied zum durchschnittlichen 0S in , Gruppe 2 und Gruppe 1. Patienten mit Werten
von <3 CTC bei allen Zeitpunkten (Gruppe 1) hatten das langste durchschnittliche 0S - ein signifikanter Unterschied
zum durchschnittlichen 0S in Gruppe 4, und Gruppe 2. Abbildung 16 zeigt auch, dass Patienten, bei denen
eine Verringerung des CTC aufgewiesen wurde (Gruppe 2) ein bedeutend niedrigeres Todesrisiko hatten, als die
Patienten mit einem Anstieg des CTC ).

234 Univariate Regressionsanalyse nach Cox bei MCRC-Patienten

Zur Auswertung des Zusammenhangs zwischen PFS und OS wurden folgende Parameter einer univariaten
Regressionsanalyse nach Cox unterzogen: Geschlecht, Grad der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose (1-4),
Zeitraum bis zur Metastasierung (kontinuierlich), Patientenalter (>65 oder <65), Krankheitsherd der priméren
Erkrankung (kolorektal, rektal oder kolonisch), ECOG-Status vor Beginn einer neuen Therapielinie (0-2),
Therapielinie (1., 2. oder 3.), Existenz einer Leber-Metastase (ja oder nein), Art der Therapie (Bevacizumab,
Irinotecan und/oder Oxaliplatin einbezogen oder nicht), CTC-Ausgangswert (>3 oder <3 CTC/7,5mL) und CTC-Wert
bei den Nachfolgeuntersuchungen 1-2 Wochen, 3-5 Wochen, 6-12 Wochen und 13-20 Wochen nach
Behandlungsbeginn (>3 oder <3 CTC/7,5mL). Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse dieser Analyse und stellt das Hazard
Ratio (HR) nach Cox und den dazugehdrigen p-Wert (Wald-Test der Z-Statistik) sowie die Anzahl der Patienten in
jeder Bewertung dar.

Tabelle 16: Univariate Regressionsanalyse nach Cox bei MCRC-Patienten

_— Kategorion ;‘MC:': Sudienbeginn | _ Stuienbeginn
Positiv Negativ Patienten HR p-Wert HR p-Wert
Geschlecht Mannlich (1) | Weiblich (0) 430 1,01 0,944 1.23 0,156
Stadium bei Erstdiagnose 4vs.3vs.2 vs. 1 407 0,98 0,734 1,09 0,330
Zeitraum bis Metastasierung Zeit in Jahren 428 1,00 0,901 0,92 0,121
oo bel :!;f;‘;’ Blutabnahme zum >65Jahre | <65 Jahre 430 165 | <0001 | 182 | <00m
Errle::laknh':::lsgherd der priméren Kolorek::.I l((z.)lzz. (I(%];ektal (1) 429 1,03 0733 1,02 0,866
ECOG-Status bei Studienbeginn 2vs.1vs.0 414 1,32 0,002 1,65 <0,001
Therapie-Linie 3vs.2vs. 1 430 2,04 <0,001 1,63 <0,001
Lebermetastase Ja Nein 430 0,86 0,225 1,23 0,198
Bevacizumah Ja Nein 405 0,54 <0,001 0,62 0,001
Irinotecan Ja Nein 405 1,51 0,001 1,39 0,029
Oxaliplatin Ja Nein 405 0,53 <0,001 0,69 0,008
Anzahl CTC bei Studienbeginn >3 <3 13 1,59 <0,001 2,48 <0,001
Anzahl CTC nach 1 - 2 Wochen >3 <3 357 2,02 <0,001 323 <0,001
Anzahl CTC nach 3 - 5 Wochen >3 <3 334 219 <0,001 4,23 <0,001
Anzahl CTC nach 6 - 12 Wochen >3 <3 314 4,59 <0,001 10,88 <0,001
Anzahl CTC nach 13 - 20 Wochen >3 <3 203 5,07 <0,001 4,88 <0,001

2.35 Multivariate Regressionsanalyse nach Cox bei MCRC-Patienten

Mit multivariaten Regressionsanalysen nach Cox wurde die unabhangige Aussagekraft der CTC-Anzahl zur
Prognose bewertet. Hierzu wurde der Einfluss der bekannten entscheidenden klinischen Faktoren, die in univari-
aten Analysen statistisch signifikant waren, angepasst. Es wurde festgestellt, dass CTC bei der Prognose des PFS
und 0S sehr aussagekréftig ist (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Multivariate Regressionsanalyse nach Cox bei MCRC-Patienten
PFS-Risiko ab Studienbeginn 0S-Risiko ab Studienbeginn
Variable N
Hazard Ratio p-Wert Hazard Ratio p-Wert
CTC bei Studienbeginn (<3 vs. >3) 1,76 <0,001 2,46 <0,001
Alter bei Studienbeginn (<65 vs. >65) 1,47 0,002 1,84 <0,001
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs 1 vs. 2) 1,16 0,107 1,48 0,001
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite vs. Dritte) 373 1,59 <0,001 1.4 0,009
Bevacizumab (Nein vs. Ja) 0,65 0,001 0,68 0,021
Irinotecan (Nein vs. Ja) 0,76 0,156 1,25 0,363
Oxaliplatin (Nein vs. Ja) 0,57 0,002 1,00 0,984
CTC nach 1 - 2 Wochen (<3 vs. >3) 1,76 0,003 2,77 <0,001
Alter bei Studienbeginn (<65 vs. >65) 1,53 0,001 1,85 <0,001
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs 1vs. 2) 1,26 0,025 1,54 0,001
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite vs. Dritte) 321 1,76 <0,001 1,62 0,001
Bevacizumab (Nein vs. Ja) 0,66 0,003 0,77 0,156
Irinotecan (Nein vs. Ja) 0,67 0,066 1,25 0,402
Oxaliplatin (Nein vs. Ja) 0,53 0,002 0,97 0,904
CTC nach 3 - 5 Wochen (<3 vs. >3) 2,35 <0,001 4,54 <0,001
Alter bei Studienbeginn (<65 vs. >65) 1,58 0,001 2,06 <0,001
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs 1 vs. 2) 1,16 0,149 1,33 0,032
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite vs. Dritte) 302 1,74 <0,001 1,65 0,001
Bevacizumab (Nein vs. Ja) 0,68 0,007 0,86 0,410
Irinotecan (Nein vs. Ja) 0,58 0,012 0,99 0,966
Oxaliplatin (Nein vs. Ja) 0,47 <0,001 0,88 0,594
CTC nach 6 - 12 Wochen (<3 vs. >3) 3,04 <0,001 9,43 <0,001
Alter bei Studienbeginn (<65 vs. >65) 1,43 0,013 1,73 0,005
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs 1 vs. 2) 1,30 0,027 1,53 0,004
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite vs. Dritte) 279 1,73 <0,001 1,20 0,282
Bevacizumab (Nein vs. Ja) 0,61 0,001 0,82 0,337
Irinotecan (Nein vs. Ja) 0,78 0,258 1,47 0,181
Oxaliplatin (Nein vs. Ja) 0,62 0,020 1,35 0,278
CTC nach 13 - 20 Wochen (<3 vs. >3) 4,50 <0,001 4,97 <0,001
Alter bei Studienbeginn (<65 vs. >65) 1,26 0,218 1,55 0,061
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs 1 vs. 2) 113 0,417 113 0,526
Therapie-Linie (Erste vs. Zweite vs. Dritte) 186 1,68 0,004 1,12 0,628
Bevacizumab (Nein vs. Ja) 0,68 0,058 0,89 0,655
Irinotecan (Nein vs. Ja) 0,73 0,311 1,20 0,636
Oxaliplatin (Nein vs. Ja) 0,65 0,135 1,31 0,477

24  Verwendung der CTC-Werte zur Uberwachung des Klinischen Status bei Metastatischem Kolorektalkrebs
2.4.1 Zusammenhang zwischen Uberleben, CTC und Krankheitseinschitzung durch Bildaufnahmen

Rdontgenaufnahmen stellen eines der wichtigsten Mittel zur Bestimmung des Krankheitsstatus und des
Behandlungserfolgs bei metastatischen Kolorektalkrebspatienten dar. Der Zusammenhang des klinischen Status
(durch Bildaufnahmen ermittelt) und dem CTC wurde festgestellt, indem die CTC-Werte (zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten gemessen) und die Bildaufnahmen 1) mit dem tatséachlichen klinischen Endpunkt des
Gesamtiiberlebens und 2) miteinander verglichen wurden.

242 CTC

Durch vorhandene Daten konnte gezeigt werden, dass bei MCRC-Patienten, deren CTC-Werte bei jeder weiteren
Nachfolgeuntersuchung nach Therapiebeginn bei >3 /7,5 mL Blut lagen, im Vergleich zu Patienten mit CTC-
Werten von <3 /7,5 mL Blut das Risiko eines progressiven Krankheitsverlaufs und verringerten Gesamtiiberlebens
hther lag. Die bei 3-5 Wochen nach Behandlungsbeginn ermittelten CTC-Ergebnisse sowie die innerhalb von
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+ einem Monat der Bildaufnahme ermittelten CTC-Ergebnisse wurden als vorteilhaft (<3 CTC) und unvorteilhaft.
(>3 CTC) eingeteilt. Falls innerhalb von einem Monat der Bildaufnahme mehr als ein CTC-Wert ermittelt wurde,
kam das CTC-Ergebnis zur Anwendung, das der Bildaufnahme zeitlich am nachsten lag

2.4.3 Bildaufnahmen

Jeder MCRC-Patient musste eine messhare Erkrankung aufweisen, d.h. mindestens eine 2cm-Lasion und bis zu
héchstens 10 solcher Lasionen. Die Bildaufnahme-Methode wurde fiir jeden Patienten vom behandelnden
Onkologen entsprechend der derzeitigen Behandlungsstandards bestimmt. Entweder CT oder MRI des Brustkorbs,
Abdomens und Beckens wurden durchgefiihrt, mit der Bedingung, dass alle Ausgangslasionen mittels der selben
Methode fiir alle nachfolgenden Untersuchungen mit Bildaufnahme nachverfolgt werden. Die Bildauswertung
erfolgte durch einen zertifizierten Radiologen an der teilnehmenden Klinik, wobei eindimensionale RECIST-Kriterien
angewendet wurden, um jegliche Nachfolgeuntersuchungen als Complete Response (CR), Partial Response (PR),
Stabile Erkrankung (SD) oder progressive Erkrankung (PD) einzuteilen.

Jeder Patient wurde mindestens zu zwei Zeitpunkten und bis zu 8 verschiedenen Zeitpunkten mittels Bildaufnahme
untersucht. Zu diesen Studien gehort eine Ausgangsbildaufnahme, Bildaufnahmen nach darauffolgenden
Zeitspannen von 2-3 Monaten (6-12 Wochen) und eine abschlieBende Aufnahme, sobald der Patient die Studie
beendet. Kopien aller Untersuchungen mit Bildaufnahmen wurden bei jeder Klinik an den Studien-Koordinator weit-
ergereicht, um diese mit den klinischen Daten des Patienten abzulegen.

Von den insgesamt 430 auswertbaren MCRC-Patienten, die fiir die Studie herangezogen wurden, wurden bei 28 (7%)
keine Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme unternommen, 18 (4%) starben bevor eine Nachfolgeuntersuchung
erfolgen konnte und bei 384 (89%) wurden eine oder mehr Nachfolgeuntersuchungen durchgefiihrt, die mittels
RECIST-Kriterien ausgewertet wurden. Zum Zeitpunkt der 1. Nachfolgeuntersuchung konnte unter den 384 Patienten
mit Bildaufnahme bei 4 (1%) eine Complete Response, bei 117 (31%) eine Partial Response, bei 186 (48%) eine
Stabile Erkrankung und bei 77 (20%) eine progressive Erkrankung erwiesen werden. Zum Zwecke dieser Analysen
wurden Patienten, die vor der Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme starben, als Patienten mit progressiver
Erkrankung bezeichnet.

Als Behandlungserfolg fiir die erste Nachfolgeuntersuchung wurde die vorteilhafte Gruppe als Personen mit einer
stabilen Erkrankung (S), Partial Response (PR) oder Complete Response (CR) nach RECIST-Kriterien eingeteilt
(nicht-progressive Erkrankung, NPD) und die unvorteilhafte Gruppe als Personen mit einer progressiven Erkrankung
oder Tod (PD).

2.4.4 Zusammenhang zwischen Uberleben, Bildaufnahmen und CTC

Zum Vergleich des Gesamtiiberlebens der MCRC-Patienten zwischen der Gruppe mit den vorteilhaften Werten

(<3 CTC) und der Gruppe mit den unvorteilhaften Werten (>3 CTC) wurden Kaplan-Meier-Analysen mit den zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten gewonnenen CTC-Ergebnissen und der ersten Nachfolgeuntersuchung mit
Bildaufnahmen durchgefiihrt. Laut den Ergebnissen aus der ersten Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahmen
nach 9,1 + 2,9 Wochen (Mittelwert = 8,9 Wochen) nach Therapiebeginn (d. h. dem Zeitpunkt der ersten
Blutabnahme), lag der Mittelwert des Gesamtiiberlebens der 307 (76%) Patienten, bei denen durch Bildaufnahmen
NPD festgestellt wurde, bei 19,1 Monaten (95%-KI: 17,0 bis 23,1) (Abbildung 17, Tabelle 18). Bei den 95 (24%)
Patienten, bei denen durch Bildaufnahmen PD festgestellt wurde, lag das durchschnittliche Uberleben bei 5,8
Monaten (95%-Kl= 4,4 bis 7,7).

Insgesamt wurden bei 320 MCRC-Patienten Bildaufnahmen vor und nach Behandlungsbeginn gemacht oder diese
starben bevor eine Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme erfolgen konnte, und diese wurden 3-5 Wochen
nach Behandlungsbeginn mittels CTC untersucht (Durchschnitt = 3,8 + 0,7 Wochen nach der ersten Blutabnahme,
Mittelwert 4,0 Wochen). Das durchschnittliche Uberleben lag bei den 282 (88%) Patienten mit vorteilhaften
CTC-Ergebnissen (<3 CTC) bei 17,3 Monaten (95%-KI = 15,0 bis 19,5 Monate) (Abbildung 18, Tabelle 18). Die 38
Patienten (12%) mit unvorteilhaften CTC-Werten (>3 CTC) hatten ein durchschnittliches Uberleben von 5,4 Monaten
(95%-KI = 3,6 bis 9,4 Monate).

Um festzustellen, ob die zeitlich ndher an den Bildaufnahmen liegenden CTC-Werte zu dhnlichen
Lebenserwartungen fiihrten, wie die ca. 4 Wochen nach Therapiebeginn ermittelten CTC-Werte, wurden nur die
Patienten analysiert, deren CTC-Werte innerhalb von + einem Monat der ersten Nachfolgeuntersuchung mit
Bildaufnahme ermittelt wurden (Abbildung 19, Tabelle 18). Die CTC-Werte von 364 der 402 Patienten (91%) wurden
innerhalb eines Monats nach der ersten Nachfolguntersuchung mit Bildaufnahme ermittelt, was 9,0 + 2,9 Wochen
(Mittelwert = 8,5 Wochen) nach Behandlungsbeginn durchgefiihrt wurde. Das durchschnittliche Uberleben lag bei
den 335 (92%) Patienten mit vorteilhaften CTC-Ergebnissen bei 17,2 Monaten (95%-KI = 15,0 bis 19,2 Monate). Bei
den 29 (8%) Patienten mit unvorteilhaften CTC-Ergebnissen lag das durchschnittliche Uberleben bei 5,4 Monaten
(95%-KI = 3,2 bis 7,5 Monate). Diese Daten zeigten, dass CTC-Bewertungen zu beiden Zeitpunkten ahnliche
Ergebnisse lieferten, wie die ca. 9 Wochen nach Therapiebeginn durchgefiihrten Bildaufnahmen.

In dieser Studie konnte durch Anwendung einer multivariaten Regressionsanalyse nach Cox ermittelt werden, dass
sowohl CTC und Bildaufnahmen nach 6-12 Wochen unabhéngig mit dem Gesamtiiberleben in Verbindung stehen,
aber CTC [angepasste Hazard Ratio: 7,9 (4,6-13,6)] ein stérkerer Indikator sind als Bildaufnahmen [angepasste
Hazard Ratio: 3.1 (2.1-4.6)].
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Tabelle 18: 0S der MCRC-Patienten mit CTC-Bewertungen nach ca. einem Monat nach Therapiebeginn und
innerhalb eines Monats nach der radiologischen Bewertung

N Durchschn. Uberleben & (95%-KI) in Monaten

A. Bildaufnahme 402
Vorteilhafte Werte (NPD) 307 (76%) 19,1 (17,0 -23,1)
Unvorteilhafte Werte (PD) 95 (24%) 58(44- 177)

B. CTC nach 3-5 Wochen 320
Vorteilhafte Werte (<3 CTC) 282 (88%) 17,3 (15,0 - 19,5)
Unvorteilhafte Werte (CTC> 3) 38(12%) 54(36- 94)

C. CTC (1 Monat nach Bildaufnahme) 364
Vorteilhafte Werte (CTC <3) 335 (92%) 17,2 (150-19,2)
Unvorteilhafte Werte (CTC > 3) 29 ( 8%) 54(32- 75)

Abbildung 17: Korrelation der radiologischen und der CTC-Bewertung mit 0S: 0S der getesteten MCRC-Patienten
mit NPD oder PD zum Zeitpunkt der 1. Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme (N = 402)
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Abbildung 18: Korrelation der radiologischen und der CTC-Bewertung mit 0S: 0S der getesteten MCRC-Patienten
mit CTC <3 oder >3 zum Zeitpunkt der 1. Nachfolgeuntersuchung nach Therapiebeginn (N = 320)
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Abbildung 19: Korrelation der radiologischen und der CTC-Bewertung mit 0S: 0S der getesteten MCRC-Patienten
mit CTC <3 oder >3 innerhalb £1 Monat nach der 1. Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme oder Tod (N=364)
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245 Ubereinstimmungen zwischen CTC und radiologischer Uberwachung bei MCRC-Patienten

Wie bereits erwahnt, sind Auswertungen von Bildaufnahmen derzeit ein wichtiger Bestandteil der Giblichen
Untersuchungsmethoden zur Feststellung der Krankheitsprogression und des Ansprechens auf Behandlung bei
metastatischem Kolorektalkrebs. Um die Aussagekraft des CTC bei diesen klinischen Bewertungen weiter zu
verbessern, wurden die zwischen CTC und radiologischen Bewertungen iibereinstimmenden und nicht iiberein-
stimmenden Ergebnisse in 2x2-Tabellen zusammengefasst.

Als Behandlungserfolg wurde die vorteilhafte Gruppe als Personen mit einer stabilen Erkrankung (S), Partial
Response (PR) oder Complete Response (CR) nach RECIST-Kriterien eingeteilt (nicht-progressive Erkrankung, NPD)
und die unvorteilhafte Gruppe als Personen mit einer progressiven Erkrankung (PD). Von den 18 Patienten, die vor
der Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme starben, hatten 10 dieser Patienten eine Nachfolge-Blutabnahme
innerhalb 30 Tage nach dem Tod und diese 10 Patienten wurden zum Zwecke dieser Vergleiche als mit progres-
siver Erkrankung eingeteilt (PD).

Die innerhalb von + einem Monat der Bildaufnahme ermittelten CTC-Ergebnisse wurden als vorteilhaft (<3 CTC) bzw.
unvorteilhaft (>3 CTC) eingeteilt. Falls innerhalb von einem Monat der Bildaufnahme mehr als ein CTC-Wert ermittelt
wurde, kam das CTC-Ergebnis zur Anwendung, das der Bildaufnahme zeitlich am néchsten lag. Diese Analyse wen-
dete alle auswertbaren Blutabnahmen der Patienten an, um CTC mit den Bildaufnahmen vergleichen zu kénnen,
nicht nur die Abnahmen, die fiir die bestimmten Zeitpunkte wie bei 2.1 oben beschrieben gewéahlt wurden.

Insgesamt 366 der MCRC-Patienten hatten CTC-Ergebnisse innerhalb der Untersuchungen mit Bildaufnahmen oder
des Todes. Das Ergebnis dieses Pro-Patient-Vergleichs zwischen CTC und Bildaufnahmen (oder Tod) ist in Tabelle
19 dargestellt.

Tabelle 19: Pro-MCRC-Patient-Vergleich der CTC und Bildaufnahmen

Ergebnisse aus der 1. CTC innerhalb von + einem Monat der Bildaufnahme oder Tod
Nachfolgeuntersuchung mit Insgesamt
Bildaufnahmen <3CTC/7,5mL >3CTC/75mL
Nicht-Progressive Erkrankung 272 13 285
Progressive Erkrankung 65 16 81
Insgesamt 337 29 366
Unteres Oberes
Messung Schétzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 20% 12% 30%
Negative Ubereinstimmung (%) 95% 92% 98%
Positiver Vorhersagewert 55% 36% 74%
Negativer Vorhersagewert 81% 76% 85%
Gesamtiibereinstimmung 79% 74% 83%
0dds Ratio 5.2 24 1,2
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Von den 384 MCRC-Patienten mit einer oder mehr Nachfolgeuntersuchungen mit Bildaufnahme wurden insgesamt
911 Bildaufnahmen, welche niitzliche radiologische Ergebnisse erbrachten, durchgefiihrt. Insgesamt 805 der 911
(88%) Untersuchungen mit Bildaufnahmen hatten CTC-Ergebnisse, die innerhalb + eines Monats der Bildaufnahme
ermittelt wurden. Von den 18 Patienten, die vor der Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme starben, hatten 10
dieser Patienten eine Nachfolge-Blutabnahme innerhalb 30 Tage nach dem Tod und diese 10 Patienten wurden zum
Zwecke dieser Vergleiche als mit progressiver Erkrankung eingeteilt (PD). Das Ergebnis dieses Pro-Beobachtungs-
Vergleichs zwischen CTC und Bildaufnahmen (oder Tod) bei den 815 Beobachtungen ist in Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20: Pro-MCRC-Untersuchungs-Vergleich der CTC und Bildaufnahmen

Ergebnisse aus allen CTC innerhalb von + einem Monat der Bildaufnahme oder Tod
Nachfolgeuntersuchungen mit Insgesamt
Bildaufnahmen <3CTC/75mL >3CTC/75mL
Nicht-Progressive Erkrankung 597 33 630
Progressive Erkrankung 147 38 185
Insgesamt 744 n 815
Unteres Oberes
Messung Schétzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 21% 15% 21%
Negative Ubereinstimmung (%) 95% 93% 96%
Positiver Vorhersagewert 54% 41% 65%
Negativer Vorhersagewert 80% 7% 83%
Gesamtiibereinstimmung 78% 75% 81%
0dds Ratio 47 2,8 17

In Reihenuntersuchungen stimmten nur wenige der Ergebnisse aus Bildaufnahmen eines Ubergangs._zwischen
einer nicht-progressiven Erkrankung und einer progressiven Erkrankung mit einem entsprechenden Ubergang der
CTC-Zahlen zwischen <3 und >3 CTC /7,5 mL iiberein.

Da der prognostische Wert der CTC-Ergebnisse zu einem friiheren Zeitpunkt mit dem CTC-Ergebnis zum Zeitpunkt
der Bildaufnahme iibereinstimmte (Abbildung 18 & Abbildung 19), wurde ein Pro-Patient-Vergleich der Bild-
Ergebnisse aus der 1. Nachfolgeuntersuchung, die ca. 9 Wochen nach Therapiebeginn durchgefiihrt wurde, und
die CTC-Ergebnisse, die ca. 4 Wochen nach Therapiebeginn durchgefiihrt wurde, konstruiert. Insgesamt hatten 320
(80%) der 402 Patienten 3-5 Wochen nach Behandlungsbeginn CTC-Ergebnisse. Das Ergebnis dieses Pro-Patient-
Vergleichs zwischen CTC zu einem friiheren Zeitpunkt und Bildaufnahmen (oder Tod) ist in Tabelle 21 dargestellt.

Tabelle 21: Pro-MCRC-Patient-Vergleich der CTC und Bildaufnahmen

Ergebnisse aus der 1. CTC nach 3-5 Wochen Nach Behandlungsheginn
Nachfolgeuntersuchung mit Insgesamt
Bildaufnahmen <3CTC/75mL >3CTC/75mL
Nicht-Progressive Erkrankung 228 18 246
Progressive Erkrankung 54 20 74
Insgesamt 282 38 320
Unteres Oberes
Messung Schétzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 27% 17% 39%
Negative Ubereinstimmung (%) 93% 89% 96%
Positiver Vorhersagewert 53% 36% 69%
Negativer Vorhersagewert 81% 76% 85%
Gesamtiibereinstimmung 78% 73% 82%
0dds Ratio 47 23 9,5
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246 CTC als eine Ergidnzung zu Bildaufnahmen

Trotz der guten Gesamtiibereinstimmung zwischen CTC und Bildaufnahmen (rund 78%), gab es bei etwa 22%

der MCRC-Patienten keine Ubereinstimmung. Da die Informationen von CTC-Bewertungen gemeinsam mit
anderen diagnostischen Verfahren fiir Behandlungsentscheidungen herangezogen werden sollen, wurden die
CTC-Bewertung bei 3-5 Wochen nach Therapiebeginn und die Bildaufnahmen in den folgenden Gruppen mit dem
0S verglichen, um festzustellen, welche der nicht iibereinstimmenden Ergebnisse besser die Prognosen des
Patienten widerspiegelten (Abbildung 20):

e Gruppe 1 (griine Kurve), 228 (71%) Patienten mit Werten von <3 CTC bei der 3-5 Wochen und NPD;
e Gruppe 2 (blaue Kurve), 54 (17%) Patienten mit Werten von <3 CTC nach 3-5 Wochen und PD;

e Gruppe 3| Kurve), 18 (6%) Patienten mit Werten von >3 CTC nach 3-5 Wochen und NPD;

e Gruppe 4 (rote Kurve), 20 (6%) Patienten mit Werten von >3 CTC nach 3-5 Wochen und PD.

Abbildung 20: 0S der MCRC-Patienten in Gruppe 1, 2, 2 und 4 unter Verwendung der CTC 3-5 Wochen nach
Therapiebeginn (n = 320) und des bei der 1. Nachfolgeuntersuchung mit Bildaufnahme festgestellten
Krankheitsstatus
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In dieser Studie ist die CTC-Bestimmung ein guter und unabhéangiger Indikator fiir das Gesamtiiberleben. Die
Studienergebnisse deuteten darauf hin, dass eine Kombination aus CTC und radiologischer Bewertung die zutref-
fendsten Einschatzungen des 0S ermdglichen.

3 Patienten mit Metastatischem Prostatakrebs (MPC)

An mehreren Standorten wurde eine klinische Prospektivstudie durchgefiihrt, um festzustellen, ob die CTC-Zahl
iiber den Krankheitsverlauf und die Uberlebensrate entschied. Patienten mit metastatischem Prostatakrebs wurden
bei dieser Studie als zwei aufeinanderfolgende Anstiege des Serummarkers "prostataspezifisches Antigen" PSA
tiber dem Referenzspiegel definiert, trotz Standard-Hormonmanagement. Diese Patienten werden im Allgemeinen
als Patienten beschrieben, die unter einem androgenunabhéngigen, hormonresistenten oder kastrationsresistenten
Prostatakrebs leiden. Es wurden insgesamt 231 Patienten mit metastatischem Prostatakrebs mit Anzeichen eines
PSA-Fortschreitens trotz der Standard-Hormontherapie und durch Beginn einer neuen Linie oder Art von
Chemotherapie eingetragen. Die klinischen Daten wurden auf der Basis der Behandlungsabsicht ausgewertet.

Die demographischen Informationen der Patienten sind in Tabelle 22 dargestellt.
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Tabelle 22: Demographien der MPC-Patienten

Kategorie Mittelwe;’ltwiins‘::]v.vl‘::)t\)lveichung Anzahl der Patienten
Alter bei Studienbeginn (in Jahren) 70 £9 (70) 231
Vorherige Therapie:
PSA (ng/mL) 547 + 1616 (144) 231
Hamoglobin (g/dL) 123 £1.6(12.4) 221
Alkalische Phosphatase (AlkPhos)
(IU/mL) 235+ 271 (144) 223
Lactat-Dehydrogenase(LDH) (IU/mL) 293 + 228 (224) 219
Albumin (g/dL) 3.9+26(3.8) 214
. : Anzahl der Patienten
Beschreibung der Kategorien (% der gesamten Anzahl)
Weil3 209 (90%)
Rasse Farbig 17 ( 7%)
Sonstiges 5 ( 3%)
0 101 244%
Lo . . 1 100 (43%
ECOG-Ergebnis bei Studienbeginn 2 21 ( 9%)
Unbekannt 9 ( 4%)
>5 18 ( 8%)
6 28 (12:/0)
Gleason-Score ; gg ggé:;
>9 54 (23%)
Unbekannt 23 (10%)
1 14 ( 6%)
2 30 (13%)
Stadium bei Erstdiagnose 3 58 (25%)
4 19 ( 8%)
Unbekannt 110 (48%)
Erste 154 (67%)
Therapie-Linie Zweite 38 (16%)
>Dritte 39 (17%)
Taxotere in der derzeitigen NJe;n 13% gg;{:{
Therapielinie? Unbekannt 2 (1%)
Negativ 20 ( 8%)
Knochenmetastase Positiv 207 (90%)
Unbekannt 4 ( 2%)
Nein 142 (62%)
Messbare Erkrankung Ja 88 (38%)
Unbekannt 1(0%)
Nein 141 (61%)
Viszerale Metastase Ja 89 (39%)
Unbekannt 1 (0%)

Der Ausgangswert fiir die CTC-Anzahl wurde vor Beginn einer neuen Chemotherapie-Linie ermittelt. Die folgenden
Zeitraume wurden fiir die Untersuchung gewahlt: Studienbeginn (vor Behandlungsbeginn), 2-5 Wochen (14 - 41 Tage
nach Studienbeginn), 6-8 Wochen (42 - 62 Tage nach Studienbeginn), 9-12 Wochen (63 - 90 Tage nach Studienbeginn)
und 13-20 Wochen (91 - 146 Tage nach Studienbeginn) nach Behandlungsbeginn. Falls mehr als eine Blutabnahme
fiir die bestimmten Zeitrdume zutrifft, wird die am weitesten von der ersten Blutabnahme liegenden Blutabnahme als
Ergebnis eines jeden Zeitraums angewendet.

3.1 Haufigkeit von CTC

Alle 231 auswerthare MPC-Patienten hatten eine erste Blutabnahme. Die CTC-Werte von 221 dieser
MPC-Patienten hatten eine oder mehr Nachfolge-Blutabnahmen nach Behandlungsbeginn. Von den zehn
MPC-Patienten mit nur einer ersten Blutabnahme starben drei, bevor eine Nachfolge-Blutabnahme erfolgen kon-
nte, einer zeigte einen Krankheits=fortschritt und wurde ins Hospiz geschickt, bei einem wurde die Chemotherapie
wegen eines Hiiftenbruchs unterbrochen, ein Patient ist umgezogen, drei lehnten jegliche Blutabnahmen ab und
einer hat seine Einverstdndniserklarung annulliert. Es waren jeweils 214, 171, 158 und 149 MPC-Patienten mit
Nachfolge-Blutabnahmen nach 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20 Wochen nach
Behandlungsbeginn vorhanden.

Bei dem metastatischem Prostatakrebs wird die Krankheitsprogression hauptséchlich mit Anderungen des PSA
bestimmt. Fiir diese Studie wurde die Krankheitsprogression von den Kliniken mit der Verfolgung des PSA, mit
Bildaufnahmen und/oder klinischen Zeichen und Symptomen bestimmt. Fiir die Ausgangsanalysen wurde das
progressionsfreie Uberleben (PFS) ab dem Zeitpunkt der ersten Blutabnahme bis zur Diagnose des
Krankheitsfortschritts oder Tods gemessen, sowie das Gesamtiiberleben (0S) ab dem Zeitpunkt der ersten
Blutabnahme bis zum Tod des Patienten oder Datums des letzten Kontakts mit dem Patienten. Fiir die
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Nachfolgeanalysen wurde das PFS ab dem Zeitpunkt der ersten Nachfolge-Blutabnahme bis zur Diagnose des
Krankheitsfortschritts bzw. bis zum Tod, und das OS ab dem Zeitpunkt der ersten Nachfolge-Blutabnahme bis zum
Tod oder Datums des letzten Kontakts mit dem Patienten bestimmt. Patienten mit einem Fortschreiten der Erkrankung
bevor eine bestimmte Blutabnahme untersucht wurde, wurden von der PFS-Analyse dieses Zeitpunkts und allen
folgenden Blutabnahmen ausgeschlossen. Patienten ohne zusitzliche Uberlebens-Nachfolgeunter-suchungen
nachdem eine bestimmte Blutabnahme untersucht wurde, wurden von den PFS- & 0S-Analysen dieses Zeitpunkts
ausgeschlossen. Tabelle 23 zeigt die Anzahl an Patienten, die bei jedem Zeitpunkt von der PFS- oder PFS &
0S-Analyse ausgeschlossen wurden und die Ursachen dieser AusschlieBung an.

Tabelle 23: AusschlieBungen von PFS- und 0S-Analysen bei MPC-Patienen

MPC-Patienten Nicht Auswertbar: Gesamte Anzahl an
MCP-Patienten
PFS & 0S Nur PFS Auswerthar
Zeitpunkt der Kei
Blutabnahme Blut 1-7 Tage nach Nacﬁ;gf .- Nichtaus- Blutabnahme
Blut Nicht Verabreichung untersucl?un wertbare oder nach Datum der PES 0s
Abgenommen einer Therapie nach Datum dgr keine CTC- Krankheits-
abgenommen Blutabnahme Ergebnisse progression
Studienbeginn 0 6 0 6 0 219 219
2-5 Wochen 17 0 0 n 4 199 203
6-8 Wochen 60 0 0 8 22 141 163
9-12 Wochen 73 1 0 8 15 134 149
13-20 Wochen 82 0 1 5 21 116 143

Die CTC-Ergebnisse der ersten und Nachfolge-Blutabnahmen 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20
Wochen nach Behandlungsheginn wurden als vorteilhaft (<5 CTC) oder unvorteilhaft (>5 CTC) eingeteilt. Die in der
Demographien-Tabelle zusammengefassten und in der Analyse angewendeten PSA-, Alkalische Phosphatase- und
LDH-Spiegel wurden alle in einem zentralen Labor in Serumproben gemessen, die zusammen mit den Blutproben
fiir die CTC-Untersuchung abgenommen wurden. Bei den Hamoglobin- und Albuminspiegeln, die in den Tabellen
zusammengefasst und bei den Analysen angewendet wurden, handelt es sich um von den Kliniken {ibermittelte
und mit den Krankenakten der Patienten verifizierte Werte, die innerhalb + 30 Tagen nach der CTC-Untersuchung
zu Studienbeginn bestimmt wurden.

32  Analyse des Progressionsfreien Uberlebens (PFS) bei MPC-Patienten
3.2.1 PFS unter Verwendung der Ausgangs-CTC-Ergebnisse

Bei zweihundertneunzehn (219) der 231 auswertharen Patienten war ein Ausgangs-CTC-Wert vorhanden. Fiir die
Kaplan-Meier-Analyse wurden die Patienten entsprechend ihren CTC-Ausgangswerten in zwei Gruppen
aufgeteilt:

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten (N = 94), dargestellt in griin, bestand aus Patienten mit CTC-Werten
von <5 CTC.

¢ Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten (N = 125), dargestellt inrot, bestand aus Patienten mit CTC-Werten
von > 5.

Das durchschnittliche PFS war langer fiir die Gruppe mit vorteilhaften Werten im Vergleich zu der Gruppe mit
unvorteilhaften Werten (5,8 gegeniiber 4,2 Monate). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 21 und Tabelle 24
dargestellt.
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Abbildung 21: PFS von MPC-Patienten mit <5 oder >5 CTC als Ausgangswert (N = 219).
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3.2.2 PFS unter Verwendung der Ergebnisse der CTC-Nachfolgetests

Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die MPC-Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei den jeweiligen
Nachfolge-Blutabnahmen in zwei Gruppeneingeteilt. Beide Patientengruppen bei jeder der verschiedenen
Nachfolge-Blutabnahmen nach Behandlungsbeginn fiir PFS sind in Abbildung 22 dargestellt. Diese Abbildung gibt
wieder, wie die CTC bei MPC-Patienten mit <5 bzw. >5 CTC eine Vorhersage des Zeitraums bis zum Fortschreiten
der Erkrankung oder Eintreten des Todes 2-5 Wochen (n=199), 6-8 Wochen (n=141), 9-12 Wochen (n=134) und 13-20

Wochen (n=116) nach Behandlungsbeginn gestatten.

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten, dargestellt in olivgriin, blau, violett, und tiirkis umfasste Patienten mit

Werten von <5 CTC jeweils 2-5, 6-8, 9-12, und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn.

e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten, dargestellt in braun, schwarz, grau und orange umfasste Patienten mit

Werten von >5 CTC jeweils 2-5, 6-8, 9-12, und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn.

Abbildung 22: PFS von MPC-Patienten mit CTC-Werten von <5 oder >5 bei zeitlich verschiedenen
Nachfolgeuntersuchungen

100

«5 CTC bai =5 CTC bai:

& B Wochen (n=103) B BWochen (n= 38)

312 Wocher

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 B8 1 12 4 168 18 20 22 24 26 28 30
Lot selt Swdienbeginn (Monate )

% Wahrscheinlichkeit des progressionsfreien Uberiebens
1

35

€631600001_DE



In Tabelle 24 sind die Ergebnisse der PFS-Analyse unter Verwendung der CTC-Spiegel und eines Schwellenwerts

von

=5 CTC/7,5 mL bei jeder der verschiedenen Blutabnahmen zusammengefasst.

Tabelle 24: Progressionsfreies Uberleben (PFS) von MPC-Patienten mit CTC-Werten von <5 oder >5 zu
verschiedenen Zeitpunkten

1 2 3 4 5 6
Probenentnahme_zeit Nach N » 5 CTC Durchschn. PFS in Monaten (95%-KI) Log-Rang
Beh.-Beginn = <5 CTC >5CTC p-Wert
Studienbeginn 219 125 (57%) 58 (50-179) 42 (31-49) 0,0008
2-5 Wochen 199 77 (39%) 6,5 (49-74) 2,1 (1,4-33) <0,0001
6-8 Wochen 141 38 (27%) 59 (4,2-1,0) 1,9 (1,3-27) <0,0001
9-12 Wochen 134 39 (24%) 49 (38-6,2) 16 (0,9-26) <0,0001
13-20 Wochen 116 27 (23%) 4,1 (33-58) 1.2 (05 -1,5) <0,0001

Wie in Abbildung 22 und Tabelle 24 dargestellt, bestand bei MPC-Patienten, die zu irgendeinem Zeitpunkt erhéhte
CTC-Werte aufwiesen (>5 CTC/7,5 mL Vollblut), eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit einer schnellen
Progression als bei denjenigen mit CTC von <5. Tabelle 24 Spalte 4 zeigt, dass die durchschnittlichen Zeiten des
PFS fiir Patienten mit <5 CTC zwischen 4,1 und 6,5 Monaten lagen und damit deutlich l&nger waren als die durch-
schnittlichen Zeiten des PFS fiir Patienten mit >5 CTC, die zwischen 1,2 und 4,5 Monaten lagen (Spalte 5).

3.23 Eine CTC-Reduktion bzw. -Zunahme deutet auf ein erhdohtes oder reduziertes PFS hin

Die vergangene PFS-Zeit wurde ab dem Zeitpunkt der Ausgangs-Blutabnahme berechnet. Fiir die Kaplan-Meier-
Analyse gezeigt in Abbildung 23, wurden die MPC-Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei der
Ausgangsanalyse oder 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20 Wochen nach Behandlungsheginn in vier
Gruppen eingeteilt:

Gruppe 1 (griine Kurve), 88 (38%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei allen Blutabnahmen. Fiinf (6%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und zwei (8%) eine einzige Blutabnahme zwischen der ersten und
letzten Blutabnahme mit Werten von >5 CTC;

Gruppe 2 (blaue Kurve), 45 (20%) Patienten mit Werten von >5 CTC vor Behandlungsbeginn, die allerdings zum
Zeitpunkt der letzten Blutabnahme auf Werte von <5 CTC gesunken waren;

Gruppe 3 ( Kurve), 26 (11%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei einer friihen Blutabnahme
(Ausgangsanalyse, 2-5 Wochen, und/oder 6-8 Wochen), die allerdings zum Zeitpunkt der letzten Blutabnahme
auf Werte von >5 CTC gestiegen waren;

Gruppe 4 (rote Kurve), 71 (31%) Patienten mit Werten von >5 CTC bei allen Blutabnahmen. Fiinf (11%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und zwei (3%) eine einzige Blutabnahme zwischen der ersten und
letzten Blutabnahme mit Werten von <5 CTC;

Abbildung 23: Eine Reduktion der CTC-Werte unter 5 nach Therapiebeginn deutet auf ein langeres PFS bei
MPC-Patienten hin
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Abbildung 23 zeigt, dass das durchschnittliche PFS bei MPC-Patienten mit CTC-Werten >5 bei allen Zeitpunkten
(Gruppe 4) am kiirzesten war - ein signifikanter Unterschied zum durchschnittlichen PFS in , Gruppe 2
und Gruppe 1. Der Unterschied im mittleren PFS zwischen den Patienten, bei denen nach Behandlungsbeginn
eine CTC-Reduktion nachgewiesen wurde (Gruppe 2) war bedeutend ldnger im Gegensatz zu den Patienten, bei
denen ein CTC-Anstieg nachgewiesen wurde ( ).

33 Analyse des Gesamtiiberlebens (0S) bei MPC-Patienten
3.3.1 0S-Analyse unter Verwendung der Ausgangs-CTC-Ergebnisse

Es starben 119 (52%) der 231 MCRC-Patienten. Die mittlere Nachfolgezeit der 112 (48%) noch lebenden Patienten
betrug 16,1 + 4,9 Monate (Mittelwert = 16,5, Bereich = 1,9 - 25,7). Zum Zeitpunkt dieser Analysen waren aus der
Gruppe der 94 Patienten mit vorteilhaften Werten (CTC-Ausgangswert <5) 28 (30%) verstorben, im Vergleich dazu
starben aus der Gruppe der 125 Patienten mit unvorteilhaften Werten (CTC-Ausgangswerte >5) 83 (66%).

Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die 219 der 231 auswertharen Patienten, bei denen ein Ausgangswert
vorhanden war, entsprechend ihren CTC-Ausgangswerten in zwei Gruppen aufgeteilt:

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten (N = 94), dargestellt in griin, bestand aus Patienten mit Werten
von <5 CTC.

e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten (N = 125), dargestellt in rot, bestand aus Patienten mit Werten
von >5 CTC.

Das durchschnittliche OS war bedeutend langer fiir die Gruppe mit vorteilhaften Werten im Vergleich zu der
Gruppe mit unvorteilhaften Werten (21,7 gegeniiber 11,5 Monate). Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestellt.

Abbildung 24: 0S von MPC-Patienten mit <5 oder >5 CTC als Ausgangswerte (N = 219).
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3.3.2 0S unter Verwendung der Ergebnisse der CTC-Nachfolgetests

Die Kaplan-Meier-Analysen beider MPC-Patientengruppen bei jeder der verschiedenen Nachfolge-Blutabnahmen
nach Behandlungsbeginn sind in Abbildung 25 dargestellt. Diese Abbildung gibt wieder, wie die CTC bei MPC-
Patienten mit <5 und >5 CTC eine Vorhersage des Zeitraums bis zum Fortschreiten der Erkrankung oder Eintreten
des Todes 2-5 Wochen (n=203), 6-8 Wochen (n=163), 9-12 Wochen (n=149) und 13-20 Wochen (n=143) nach
Behandlungsbeginn gestatten. Die Dauer des OS wurde ab dem Zeitpunkt jeder Blutabnahme berechnet.

e Die Gruppe mit vorteilhaften Werten, dargestellt in olivgriin, blau, violett und tiirkis, umfasste Patienten mit
Werten von <5 CTC,

e Die Gruppe mit unvorteilhaften Werten, dargestellt in braun, schwarz, grau und , umfasste Patienten mit
Werten von >5 CTC.
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Abbildung 25: 0S von MPC-Patienten mit Werten von <5 oder >5 CTC bei zeitlich verschiedenen
Nachfolgeuntersuchungen.
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In Tabelle 25 sind die Ergebnisse der 0S-Analyse unter Verwendung der CTC-Spiegel und eines Schwellenwerts
von >5 CTC/7,5 mL bei jeder der verschiedenen Blutabnahmen zusammengefasst.

Tabelle 25: Gesamtiiberleben (0S) von MPC-Patienten mit CTC-Werten von <5 oder >5 zu verschiedenen
Zeitpunkten

1 2 3 4 5 6
Probenentnahmezeit Nach Durchschn. 0S in Monaten (95%-KI) Log-Rang
Beh.-Beginn N 25CTC <5CTC > 5 CTC p-Wert
Studienbeginn 219 125 (57%) 21,7(21,3-NR) 11,5 (9,3-13,7) <0,0001
2-5Wochen 203 80 (39%) 20,7 (20,5 - NR) 95 (58-10,7) <0,0001
6-8 Wochen 163 53 (33%) 19,9 (17,9 - NR) 85 (50-10,2) <0,0001
9-12 Wochen 149 49 (33%) 19,6 (18,5 — NR) 76 (62— 856) <0,0001
13-20 Wochen 143 44 (31%) 19,8 (17,1 —=NR) 6,7 (49— 176) <0,0001

Wie in Abbildung 25 und Tabelle 25 in den Spalten 4 und 5 dargestellt, bestand fiir MPC-Patienten, die zu irgen-
deinem Zeitpunkt CTC-Werte von >5 aufwiesen, eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit, friiher zu sterben,
als fiir diejenigen mit CTC von <5. Die durchschnittlichen Zeiten des 0S fiir Patienten mit <5 CTC lagen zwischen
19,6 und 21,7 Monaten und waren damit deutlich l&nger als die durchschnittlichen Zeiten des OS fiir Patienten mit
>5 CTC, die zwischen 6,7 und 11,5 Monaten lagen.

3.3.3 Eine CTC-Reduktion bzw. -Zunahme deutet auf ein erhdhtes oder reduziertes 0S hin

Die vergangene 0S-Zeit wurde ab dem Zeitpunkt der Ausgangs-Blutabnahme berechnet. Fiir die Kaplan-Meier-
Analyse (Abbildung 26) wurden die Patienten entsprechend ihren CTC-Werten bei der Ausgangsanalyse oder
2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn in vier Gruppen eingeteilt:

e Gruppe 1 (griine Kurve), 88 (38%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei allen Blutabnahmen. Fiinf (6%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und zwei (8%) eine einzige Blutabnahme zwischen der ersten und
letzten Blutabnahme mit Werten von >5 CTC;

e Gruppe 2 (blaue Kurve), 45 (20%) Patienten mit Werten von >5 CTC vor Behandlungsbeginn, die allerdings zum
Zeitpunkt der letzten Blutabnahme auf Werte von <5 CTC gesunken waren;

e Gruppe 3| Kurve), 26 (11%) Patienten mit Werten von <5 CTC bei einer friihen Blutabnahme, die allerd-
ings zum Zeitpunkt der letzten Blutabnahme auf Werte von >5 CTC gestiegen waren;

e Gruppe 4 (rote Kurve), 71 (31%) Patienten mit Werten von >5 CTC bei allen Blutabnahmen. Fiinf (11%) dieser
Patienten hatten nur die erste Blutabnahme und zwei (3%) eine einzige Blutabnahme zwischen der ersten und
letzten Blutabnahme mit Werten von <5 CTC;

38 €631600001_DE



Abbildung 26: Eine Reduktion der CTC-Werte unter 5 nach Behandlungsbeginn weist auf ein langeres 0S hin,
wohingegen eine Zunahme auf Werte von 5 oder hoher auf ein kiirzeres 0S bei MPC-Patienten hinweist.
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Abbildung 26 zeigt, dass fiir solche Patienten mit >5 CTC zu irgendeinem Zeitpunkt nach Behandlungsbeginn ein
signifikant hoheres Risiko bestand, friiher zu sterben. Patienten mit Werten von >5 CTC bei allen Zeitpunkten
(Gruppe 4) hatten das kiirzeste durchschnittliche 0S - ein signifikanter Unterschied zum durchschnittlichen 0S in
Gruppe 2 und Gruppe 1, aber nicht . Patienten mit Werten von <5 CTC bei allen Zeitpunkten (Gruppe 1)
hatten das langste durchschnittliche 0S - ein signifikanter Unterschied zum durchschnittlichen 0S in Gruppe 4 und
, aber nicht Gruppe 2. Abbildung 26 zeigt auch, dass Patienten, bei denen eine Verringerung des CTC
aufgewiesen wurde (Gruppe 2) ihre Uberlebenschance verbessern und ein durchschnittliches 0S hatten, das sich
dem der Patienten mit vorteilhaften CTC bei allen Abnahmen (Group 1) dhnelt. Diese Abbildung zeigt auch, dass
unvorteilhafte CTC-Werte nach Behandlungsbeginn das allgemeine Uberleben bedeutend verringerten |
und Gruppe 4).

3.3.4 Univariate Regressionsanalyse nach Cox bei MPC-Patienten

Eine Proportional-Hazard-Univariate Regressionsanalyse nach Cox wurde angewendet, um den Zusammenhang
der folgenden Vorbehandlungs-Parameter mit dem PFS und OS zu bewerten: Grad der Erkrankung zum Zeitpunkt
der Diagnose (1-4), Patientenalter (>70 oder <70 Jahre), ECOG-Status vor Beginn einer neuen Therapielinie (0-2),
Gleason-Score (2-10), Hdmoglobinspiegel innerhalb + 30 Tage nach der ersten Blutabnahme (g/dL, kontinuierlich),
Albuminspiegel innerhalb + 30 Tage nach der ersten Blutabnahme (g/dL, kontinuierlich), Testosteronspiegel bei der
ersten Blutabnahme (ng/mL, kontinuierlich), LDH-Spiegel bei der ersten Blutabnahme (IU/mL, kontinuierlich),
Alkalische Phosphatase-Spiegel bei der ersten Blutabnahme (1U/mL, kontinuierlich), PSA-Spiegel bei der ersten
Blutabnahme (ng/mL, kontinuierlich), Vorbehandlungs-PSA-Verdopplungszeit (Monate, kontinuierlich),
Vorbehandlungs-PSA-Geschwindigkeit (ng/mL/Monat, kontinuierlich), Therapielinie (1., 2., 3., 4., 5., oder 6.),

Art der Therapie (Taxotere einbezogen oder nicht), Vorhandensein einer messharen Erkrankung (ja oder nein),
Anwesenheit einer Knochenmetastase (ja oder nein), Anwesenheit einer viszeralen Metastase (ja oder nein)

und CTC-Werte bei Studienbeginn (>5 CTC/7,5mL oder <5 CTC/7,5mL) und CTC-Werte bei den
Nachfolgeuntersuchungen nach 2-5, 6-8, 9-12 und 13-20 Wochen.

Fiir diese Analysen wurden die vergangenen Zeiten fiir das PFS und OS ab dem Zeitpunkt der Ausgangs-
Blutabnahme berechnet. Die Cox-Regressionsergebnisse (d.h. das Hazard Ratio und das dazugehdrige 95%
Konfidenzintervall, das Chi-Quadrat-Ergebnis und dazugehdrige p-Werte) um anhand von Parametern unabhéngig
das PFS und OS vorherzusagen, werden in Tabelle 26 angezeigt, sowie die Anzahl an Patienten bei jeder
Untersuchung.
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Tabelle 26: Univariate Regressionsanalyse nach Cox bei MPC-Patienten

aegoien |ty | rS Ao | osnsiasn
Positiv | Negativ | L2UeMen ™ ue T poWere | HR | p-Were
Stadium bei Erstdiagnose 4vs.3vs.2vs. 1 121 0,88 0,206 0,83 0,174
Alter bei erster Blutabnahme zum Studienbeginn >70 | <70 231 0,96 0,764 1,28 0,178
ECOG-Status beim Studieneintritt 2vs.1vs.0 222 1,34 0,01 2,36 | <0,001
Gleason-Score 10 bis 2 208 1,01 0,919 1,02 0,717
Vorbehandlungs-PSA-Verdopplungszeit (Monate) Kontinuierlich 230 0,97 0,542 0,97 0,664
Vorbehandlungs-PSA-Geschwindigkeit (ng/mL/Monat) Kontinuierlich 230 1,00 0,200 1,00 0,544
Hamoglobin bei Studienbeginn (g/dL) Kontinuierlich 221 0,87 0,002 0,71 <0,001
Albumin bei Studienbeginn (g/dL) Kontinuierlich 214 0,99 0,748 1,02 0,557
Testosteron bei Studienbeginn (ng/mL)1 Kontinuierlich 223 1,07 0,900 21 0,060
LDH bei Studienbeginn (IU/mL) 1 Kontinuierlich 219 1,001 | <0,001 | 1,002 | <0,001
Alkalische Phosphatase bei Studienbeginn (1U/mL) 1 Kontinuierlich 223 1,00 0,158 | 1,0008 | 0,001
Therapie-Linie Kontinuierlich (1- 6) 231 1,23 0,003 1.28 0,003
Art der Therapie (Taxotere: Ja/Nein) Ja Nein 229 0,57 <0,001 0,59 0,006
Messbare Erkrankung? Ja Nein 230 1,00 0,993 1.28 0,181
Knochenmetastase? Ja Nein 221 1,02 0,933 2,22 0,057
Viszerale Metastase? Ja Nein 230 1,01 0,918 1.26 0,216
PSA bei Studienbeginn (ng/mL) 1 Kontinuierlich 231 1,00 0,746 1,00 0,907
PSA Woche 2 - 5 (ng/mL) 1 Kontinuierlich 207 1,00 0,819 1,00 0,794
PSA Woche 6 - 8 (ng/mL) 1 Kontinuierlich 167 1,00 0,426 1,00 0,654
PSA Woche 9 - 12 (ng/mL) 1 Kontinuierlich 155 1,00 0,684 1,00 0,324
PSA Woche 13 - 20 (ng/mL) 1 Kontinuierlich 143 1,00 0,639 1,00 0,205
PSA-Reduzierung seit SB Woche 2 - 5 (%) 1 <30% >30% 207 1,56 0,006 124 0,318
PSA-Reduzierung seit SB Woche 6 - 8 (%) 1 <30% >30% 167 221 <0,001 2,21 0,001
PSA-Reduzierung seit SB Woche 9 - 12 (%) 1 <30% >30% 155 2,76 <0,001 2,30 <0,001
PSA-Reduzierung seit SB Woche 13 - 20 (%) 1 <30% >30% 143 2,69 <0,001 319 <0,001
Anzahl CTC bei Studienbeginn >5 <5 219 1,62 0,001 333 | <0,001
Anzahl CTC nach 2 - 5 Wochen >5 <5 203 2,34 <0,001 4,46 <0,001
Anzahl CTC nach 6 - 8 Wochen >5 <5 163 329 <0,001 3,66 <0,001
Anzahl CTC nach 9 - 12 Wochen >5 <5 149 323 <0,001 5,82 <0,001
Anzahl CTC nach 13 - 20 Wochen >5h <5 144 4,82 <0,001 718 <0,001

1 Mittels Serum am selben Datum gemessen, wie die CTC-Blutprobe

2 p-Wert des Wald-Test der Z-Statistik

3.3.5 Multivariate Regressionsanalyse nach Cox bei MPC-Patienten
Mit multivariaten Regressionsanalysen nach Cox wurde die unabhéngige Aussagekraft der CTC-Anzahl zur
Prognose bewertet. Hierzu wurde der Einfluss der bekannten entscheidenden klinischen Faktoren, die in univari-
aten Analysen statistisch signifikant waren, angepasst. Es wurde festgestellt, dass CTC bei der Prognose des PFS
und OS bei den meisten Zeitpunkten am meisten aussagekraftig sind (Tabelle 27).
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Tabelle 27: Multivariate Regressionsanalyse nach Cox bei MPC-Patienten

baramotor Ancabl dor | Srudianbogian Studienbogimn
Patienten HR p-Wert2 HR p-Wert2
CTC bei Studienbeginn (<5 vs. >5) 1,14 0,455 1,92 0,009
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs. 1 vs. 2) 1,00 0,982 1,46 0,032
Hamoglobin bei Studienbeginn (g/dL) 3 0,88 0,027 0,81 0,007
LDH bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 188 1,0007 0,018 1,002 <0,001
Alkalische Phosphatase bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,00 0,410
Therapie-Linie (Erste bis sechste) 1,14 0,145 1,07 0,547
Art der Therapie (Taxotere: Ja/Nein) 0,63 0,009 0,70 0,139
CTC nach 2 - 5 Wochen (<5 vs. >5) 1,48 0,041 2,91 <0,001
PSA-Reduzierung seit SB Woche 2 - 5 (>30% vs. <30%) ! 1,40 0,077 113 0,637
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs. 1 vs. 2) 0,97 0,836 1,46 0,054
Hamoglobin bei Studienbeginn (g/dL) 3 173 0,93 0,246 0,89 0,141
LDH bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,002 0,002 1,003 <0,001
LDH bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,00 0,622
Therapie-Linie (Erste bis sechste) 1,11 0,274 1.1 0,399
Art der Therapie (Taxotere: Ja/Nein) 0,75 0,133 0,80 0,397
CTC nach 6 - 8 Wochen (<5 vs. >5) 2,14 <0,001 2,13 0,009
PSA-Reduzierung seit SB Woche 6 - 8 (>30% vs. <30%) ! 1,88 0,002 2,38 0,007
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs. 1 vs. 2) 1,04 0,810 1,52 0,088
Hamoglobin bei Studienbeginn (g/dL) 3 139 0,97 0,695 0,79 0,013
LDH bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,002 0,003 1,004 <0,001
Alkalische Phosphatase bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,00 0,780
Therapie-Linie (Erste bis sechste) 1,37 0,001 1,35 0,035
Art der Therapie (Taxotere: Ja/Nein) 0,80 0,278 1,45 0,276
CTC nach 9 - 12 Wochen (<5 vs. >5) 1,74 0,015 3,94 <0,001
PSA-Reduzierung seit SB Woche 9 - 12 (>30% vs. <30%) ! 2,23 <0,001 1,46 0,221
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs. 1 vs. 2) 1,21 0,307 1,89 0,004
Hamoglobin bei Studienbeginn (g/dL) 3 125 0,93 0,322 0,97 0,758
LDH bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,00 0,190 1,003 <0,001
Alkalische Phosphatase bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,00 0,989
Therapie-Linie (Erste bis sechste) 1,25 0,052 1.1 0,499
Art der Therapie (Taxotere: Ja/Nein) 0,97 0,903 1,26 0,486
CTC nach 13 - 20 Wochen (<5 vs. >5) 2,95 <0,001 3,75 0,001
PSA-Reduzierung seit SB Woche 13 - -20 (>30% vs. <30%) ! 1,97 0,002 1,52 0,275
ECOG-Status bei Studienbeginn (0 vs. 1 vs. 2) 0,98 0,919 1,98 0,002
Hamoglobin bei Studienbeginn (g/dL) 3 123 1,03 0,723 0,87 0,232
LDH bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,00 0,380 1,003 <0,001
Alkalische Phosphatase bei Studienbeginn (IU/mL) 1.3 1,00 0,078
Therapie-Linie (Erste bis sechste) 1,25 0,050 1,06 0,751
Art der Therapie (Taxotere: Ja/Nein) 1,04 0,882 0,90 0,770

1 Mittels Serum am selben Datum gemessen, wie die CTC-Blutprobe

2 p-Wert des Wald-Test der Z-Statistik
3 Als kontinuierlicher Parameter bewertet
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34  Verwendung der CTC-Werte zur Uberwachung des Klinischen Status bei Patienten mit
Metastatischem Prostatakrebs

34.1 Zusammenhang zwischen Uberleben, CTC und Krankheitseinschétzung durch PSA

Derzeitig ist eine Reduzierung des PSA eines der wichtigsten Mittel, um den Behandlungserfolg bei MPC-Patienten
zu bestimmen. Um den Zusammenhang des durch PSA bestimmten klinischen Status mit dem CTC-Wert zu bestimmen,
wurde eine Reduzierung von > 30% oder > 50% PSA und CTC 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20
Wochen nach Behandlungsbeginn gemessen und mit dem allgemeinen Uberleben verglichen.

Fiir die Kaplan-Meier-Analyse wurde die Dauer des OS ab dem Zeitpunkt jeder Blutabnahme berechnet. Die Patienten
wurden in vorteilhafte Gruppen im Falle einer CTC von <5 zur Zeit der Untersuchung und einer Reduzierung von > 30%
des PSA vom Ausgangswert bis zur Zeit der Untersuchung aufgeteilt. Die Patienten wurden in unvorteilhafte
Gruppen im Falle einer CTC von > 5 und einer Reduzierung von <30% des PSA vom Ausgangswert bis zur Zeit der
Untersuchung aufgeteilt.

Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse der Analyse 2-5 Wochen nach Behandlungsbeginn, Abbildung 28 der Analyse 6-8
Wochen nach Behandlungsbeginn, Abbildung 29 der Analyse 9-12 Wochen nach Behandlungsbeginn und Abbildung
30 der Analyse 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn an.

Abbildung 27: 0S von MPC-Patienten 2-5 Wochen nach Behandlungsbheginn

A. CTC nach 2-5 Wochen B. > 30% PSA-Reduzierung nach 2-5 Wochen
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Abbildung 28: 0S von MPC-Patienten 6-8 Wochen nach Behandlungsbeginn

A. CTC nach 6-8 Wochen B. > 30% PSA-Reduzierung nach 6-8 Wochen
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Abbildung 29: 0S von MPC-Patienten 9-12 Wochen nach Behandlungsheginn
A. CTC nach 9-12 Wochen B. > 30% PSA-Reduzierung nach 9-12 Wochen
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Abbildung 30: 0S von MPC-Patienten 13-20 Wochen nach Behandlungsbheginn
A. CTC nach 13-20 Wochen B. > 30% PSA-Reduzierung nach 13-20 Wochen

| b b by itmin
i . ket 5
| _"I"M il Lk S T AN LMol L0 e,

[
I
P
o~
o
i

Tabelle 28 zeigt den Vergleich des Mittelwerts des Gesamtiiberlebens zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Behandlung mittels CTC-Werten, einer 30%-PSA-Reduzierung und einer 50%-PSA-Reduzierung an.

Tabelle 28: Vergleich des durchschnittlichen 0S zwischen vorteilhaften und unvorteilhaften CTC- und
PSA-Reduzierungsgruppen.

CTC/7,5mL 30% PSA-Reduzierung ab Studienbeginn 50% PSA-Reduzierung ab Studienbeginn
Zeit
Durchschn. | | og- Durchschn. Log- Durchschn. Log-
Punkt |\ (%/5) 0s Rang | HR | N [<30(%) 0s Rang | HR | N |<50(%)| _ OS Rang | HR
[ <8 | 55 |p-Wert >30% | <30% | b-Wert >50% | <50% | P-Wert

2-5Wochen | 203 | 39% | 20,7 | 9,5 |<0,0001 (45 |207 | 71% | 172 | 152 | 03653 | 1,2 | 207 | 83% | 175 | 162 | 05599 | 1.2

6-8 Wochen | 163 | 33% | 199 | 85 [<0,0001| 36 | 167 [ 60% | 228 | 11,5 | 00011 | 22 167 | 75% | 228 | 144 [ 00117 | 21

9-12 Wochen

N
©

33% | 196 | 7,6 |<0,0001 (53| 155 | 46% | 185 | 10,2 | 00007 | 22 |155| 59% | 196 | 10,8 | 0,0006 | 2,3

13-20 Wochen

s
w

31% | 198 | 6,7 |<0,0001(65|142| 41% | 17,7 | 87 | <0,0001 | 29 | 142 | 46% | 17,7 | 99 | 00001 | 26

Die Daten in Abbildung 27 bis Abbildung 30 und in Tabelle 28 zeigen einen sehr bedeutenden Unterschied des
Gesamtiiberlebens zwischen Patienten mit unvorteilhafter CTC und vorteilhafter CTC bei allen getesteten Zeitpunkten,
wahrend sich PSA-Messungen erst nach 6-8 Wochen nach Behandlungsbeginn als signifikant erwiesen. Obwohl
die Unterschiede des durchschnittlichen 0S zwischen den vorteilhaften (> 30% oder > 50% PSA-Reduzierung seit
Studienbeginn) und unvorteilhaften (<30% oder <50% PSA-Reduzierung seit Studienbeginn) PSA-Reduzierungs-
gruppen signifikant waren, schien die Unterteilung der vorteilhaften (<5 CTC) und unvorteilhaften (> 5 CTC) CTC-
Gruppen bedeutender zu sein und war signifikant bei allen Zeitpunkten nach Behandlungsbeginn.

34.2 Ubereinstimmungen zwischen CTC und PSA-Anderungen bei MPC-Patienten

Derzeitig wird allgemein eine > 30% oder > 50%-Reduzierung des PSA angewendet, um die Krankheitsprogression bei
Patienten mit metastatischem Prostatakrebs einzuschétzen. Daher wurden 2x2-Tabellen der iibereinstimmenden
und nicht iibereinstimmenden Ergebnisse zwischen dem CTC-Wert und Anderungen des PSA fiir jeden Zeitpunkt
nach dem Behandlungsbeginn zusammengefasst, um den Zusammenhang zwischen CTC und Anderungen des PSA
zu bestimmen. Auch wenn Vergleiche des CTC-Werts und der Anderungen des PSA in beiden GréBenordnungen
ausgerechnet wurden, wird nur iiber die Daten des CTC vs. > 30% PSA-Anderung berichtet. Dieser Entschluss
wurde beziiglich einer kiirzlich erschienenen Veréffentlichung getroffen (J Nat Ca Inst. 98 (8):p.516-521, 2006), wobei
bewiesen wurde, dass ein 3-Monate-Riickgang des PSA um 30% eher mit einem niedrigeren Todesrisiko in Verbindung
stand als ein 50%-Riickgang des PSA. AuRerdem konnten keine bedeutenden Unterschiede der Positiven Uberein-
stimmung, Negativen Ubereinstimmung und Gesamtiibereinstimmung bei jeglichen der untersuchten Zeitpunkten
mittels der Ergebnisse des Pro-Patient-Vergleichs und Pro-Beobachtungs-Vergleichs von den 30% und 50%
PSA-Reduzierungen vs. CTC-Analysen bewiesen werden.

Bei insgesamt 197, 159, 146 und 138 Patienten wurden Serum-Proben vom zentralen Labor analysiert, was zu
auswertharen CTC-Ergebnissen jeweils 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20 Wochen nach
Behandlungsbeginn fiihrte. Um den Behandlungserfolg eines Patienten zu bestimmen, wurde die Anderung des
Prozentsatzs des PSA vom Ausgangswert fiir jeden einzelnen der Zeitpunkte nach Behandlungsbeginn ausgerechnet.
Beziiglich der PSA-Anderungen zu jedem Zeitpunkt wurde die vorteilhafte Gruppe als Patienten mit einer > 30%-
Reduzierung des PSA und die unvorteilhafte Gruppe als Patienten mit einer <30%-Reduzierung des PSA definiert.
Fiir den CTC-Wert zu jedem Zeitpunkt wurde die vorteilhafte Gruppe als Patienten mit <5 CTC pro 7,5 mL Blut und
die unvorteilhafte Gruppe als Patienten mit > 5 CTC definiert.

Da die CTC vs. PSA-Ergebnisse der Pro-Patient-Vergleiche zwischen CTC und einer > 30% PSA-Reduzierung 2-5
Wochen und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn jeweils die bedeutendste Nichtiibereinstimmung und Ubere-
instimmung aufwiesen, werden diese Daten jeweils in Tabelle 29 und Tabelle 30 dargestellt.
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Tabelle 29: Pro-MPC-Patient-Vergleich zwischen CTC und 30% PSA-Reduzierung nach 2-5 Wochen

% Reduzierung des PSA seit Studienbeginn CTC 2-5 Wochen nach Behandlungsheginn Insqesamt
2-5 Wochen Nach Behandlungsbeginn <5CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL ges
>30% PSA-Reduzierung 50 1" 61
<30% PSA-Reduzierung 69 67 136
Insgesamt 119 78 197
Unteres Oberes
Messung Schatzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 49% 1% 58%
Negative Ubereinstimmung (%) 82% 70% 91%
Positiver Vorhersagewert 86% 76% 93%
Negativer Vorhersagewert 42% 33% 51%
Gesamtiibereinstimmung 59% 52% 66%
Odds Ratio 44 2,1 9,2

Tabelle 30: Pro-MPC-Patient-Vergleich zwischen CTC und 30% PSA-Reduzierung nach 13-20 Wochen

% Reduzierung des PSA seit Studienbeginn CTC 13-20 Wochen nach Behandlungsheginn Insqesamt
13-20 Wochen Nach Behandlungsbeginn <5 CTC >5 CTC nsge
>30% PSA-Reduzierung 72 9 81
<30% PSA-Reduzierung 23 34 57
Insgesamt 95 43 138
Unteres Oberes
Messung Schétzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 60% 46% 72%
Negative Ubereinstimmung (%) 89% 80% 95%
Positiver Vorhersagewert 79% 64% 90%
Negativer Vorhersagewert 76% 66% 84%
Gesamtiibereinstimmung 7% 69% 84%
Odds Ratio 11,8 49 28,3

Die Ergebnisse eines Pro-Beobachtungs-Vergleichs von CTC- und PSA-Anderungen durch Anwendung eines > 30%-
Reduktionsschwellenwerts kombiniert 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20 nach Behandlungsbeginn
werden in Tabelle 31 angezeigt.

Tabelle 31: MPC-Pro-Beobachtungs-Vergleich der CTC und der 30%-PSA-Reduzierung.

% Reduzierung des PSA seit Studienbeginn CTC nach Behandlungsbeginn I ¢
Nach Behandlungsbeginn <5 CTC >5CTC nsgesam
>30% PSA-Reduzierung 243 4 284
<30% PSA-Reduzierung 175 181 356
Insgesamt M8 222 640
Unteres Oberes
Messung Schatzung 95%-KI 95%-KI
Positive Ubereinstimmung (%) 51% 46% 56%
Negative Ubereinstimmung (%) 86% 81% 89%
Positiver Vorhersagewert 82% 76% 86%
Negativer Vorhersagewert 58% 53% 63%
Gesamtiibereinstimmung 66% 62% 70%
0dds Ratio 6,1 4,1 9,1

Die allgemeine Ubereinstimmung zwischen CTC und PSA-Anderungen bei den verschiedenen Zeitpunkten nach dem
Behandlungsbeginn lag bei 59% bis 77%, wenn mit einer > 30% PSA-Reduzierung verglichen, und bei 52% bis 75%,
wenn mit einer > 0% PSA-Reduzierung verglichen, was darauf hinweist, dass eine Nichtiibereinstimmung zwischen
dem CTC-Wert und der PSA-Anderung bei ~25% bis 40% der Patienten zu finden ist.
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3.4.3 CTC-Werte und PSA-Reduzierung kombiniert, um das 0S bei MPC-Patienten vorherzusagen

Um festzustellen, welches der nichtiibereinstimmenden Ergebnisse besser die Prognose des Patienten widerspiegelt,
wurden CTC-Bewertung und Anderung des PSA 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12 Wochen und 13-20 Wochen nach
Behandlungsbeginn mit dem Gesamtiiberleben verglichen. Die vergangene 0S-Zeit wurde ab dem Zeitpunkt der
Ausgangs-Blutabnahme berechnet. Fiir die Kaplan-Meier-Analyse, gezeigt in Abbildung 31 (Panel A, B, C und D)
wurden die Patienten entsprechend ihren CTC-Werten und PSA-Reduzierungen 2-5 Wochen, 6-8 Wochen, 9-12
Wochen und 13-20 Wochen nach Behandlungsbeginn in vier Gruppen eingeteilt:

% Wahrscheinlichkeit des Uberlebens

Gruppe 1 (griine Kurve), Patienten mit <5 CTC wéhrend der Untersuchung und > 30% Reduzierung des PSA
vom Ausgangswert bis zur Untersuchung;

Gruppe 2 (blauee Kurve), Patienten mit <5 CTC wahrend der Untersuchung und <30% Reduzierung des PSA
vom Ausgangswert bis zur Untersuchung;

Gruppe 3 ( Kurve), Patienten mit > 5 CTC wahrend der Untersuchung und > 30% Reduzierung des PSA
vom Ausgangswert bis zur Untersuchung;

Gruppe 4 (rote Kurve), Patienten mit > 5 CTC wahrend der Untersuchung und <30% Reduzierung des PSA vom
Ausgangswert bis zur Untersuchung;

Abbildung 31: CTC-Werte und PSA-Anderungen Kombiniert, um das 0S 2-5 Wochen (Panel A), 6-8 Wochen
(Panel B), 9-12 Wochen (Panel C) und 13-20 Wochen (Panel D) Nach Behandlungsheginn vorherzusagen
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Abbildung 31 zeigt, dass bei Patienten mit > 5 CTC zu irgendeinem Zeitpunkt nach Behandlungsbeginn ein signifikant
hheres Risiko bestand, friiher zu sterben, ungeachtet der PSA-Werte seit Studienbeginn. Patienten mit Werten
von > 5 CTC bei allen Zeitpunkten (Gruppe 3 und Gruppe 4) hatten die kiirzesten Durchschnitts-Gesamtiiberleben,
welche sich nicht bedeutend voneinander unterscheiden. Allerdings war der 0S-Mittelwert dieser beiden Gruppen
bedeutend anders als der 0S-Mittelwert von Patienten mit <5 CTC zu allen Zeitpunkten (Gruppe 1 und Gruppe 2).
Diese beiden Gruppen (Gruppe 1 und Gruppe 2) hatten die Iéngsten Durchschnitts-Gesamtiiberleben, welche sich
nicht bedeutend voneinander unterscheiden. Die wichtige Feststellung in Abbildung 31 angezeigt ist, dass eine
Reduzierung des PSA bei manchen Punkten nach Behandlungsbeginn fiir die Uberlebensvorhersage wichtig sein
kénnte, aber eine vorteilhafte CTC war zu jedem Zeitpunkt préziser als die PSA-Bewertung. Die praktische Auswirkung
ist die Anwendung der CTC-Analyse fiir die Einschatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit von MPC-Patienten. In
den Féllen, in denen CTC und PSA voneinander abwichen, ermdglichte die CTC die zutreffendsten Einschatzungen
der Prognose.
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REVISIONEN

Revisionsdatum |Komponentencode | Beschreibung der technischen Anderungen

2013-08-29 €631600001_DE | Technisch identisch mit Nr. e631500023_DE mit folgenden Anderungen:
* Neue Artikelnummer zugewiesen

» Updated to Janssen business attributes, including:
—Janssen-Logo
— Anschrift des Herstellers
— Anschrift des Beauftragten in der Europdischen Gemeinschaft
(EC/REP)
— Telefonnummern
— Internetseite

Alle Erwdhnungen des CELLSPOTTER® Analyzer eliminiert

Alle Nennungen des CELLSEARCH® konischen Réhrchens durch
Anderung in CELLSEARCH® konische Zentrifugenréhrchen (15 mL)
aktualisiert

Alle Nennungen des CELLSEARCH®-Kit durch Anderung in
CELLSEARCH® CTC-Kit aktualisiert

Im Abschnitt INTERPRETATION DER ERGEBNISSE:

— Information zur Verschleppung von Zellen von ,5000 oder dariiber”
aktualisiert

Im Abschnitt Janssen Technical & Customer Support:

— alle Nennungen von Veridex, LLC durch Anderung in
Janssen Diagnostics, LLC aktualisiert

— Aussage zu den US-Patenten aktualisiert

Im Abschnitt SYMBOLLEGENDE:
— Symbol fiir Herstellungsdatum und Text , Herstellungsdatum”
hinzugefiigt

Revisionsdatum aktualisiert

i

Janssen Technical & Customer Support
Janssen Diagnostics, LLC

700 US Highway Rte 202 South

Raritan, NJ 08869-0606 USA
documents.cellsearchctc.com

Telefon: 1-877-837-4339

00 8000 8374339 (EU)

CELLSEARCH®, CELLTRACKS®, CELLTRACKS ANALYZER 11®, MAGNEST® und AUTOPREP® sind eingetragene Marke
von Janssen Diagnostics, LLC. Mitomycin® ist ein eingetragenes Marke von Bristol Myers Oncology. Procrit® ist
ein eingetragenes Marke von Ortho BioTech. Arimidex® ist ein eingetragenes Marke von AstraZeneca. Aredia® ist
ein eingetragenes Marke von Novartis. Herceptin® ist ein eingetragenes Marke von Genentech. Proclin® ist ein
Marke von Supelco.

Diese Technologie, einschlieBlich Produkte und/oder hierin beschriebene, damit verbundene Komponenten,
Verfahren und Geréte sind geschiitzt durch US-Patente und entsprechende internationale Patente sowie
angemeldete Patente mit einer oder mehreren der folgenden Nummern: US-Patentnummern 5,466,574, 5,459,073;
5,512,332; 5,597,531; 5,698,271; 5,849,517; 5,985,153; 5,993,665; 6,120,856; 6,136,182; 6,365,362; 6,551,843; 6,620,627;
6,623,982; 6,645,731; 6,660,159; 6,790,366; 6,861,259; 6,890,426; 7,011,794, 7,282,350 und 7,332,288.
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KEY TO SYMBOLS / LEGENDE DES
SYMBOLES / LEGENDA DEI SIVIBOLI /
SYMBOLLEGENDE / GLOSARIO DE
SIMBOLOS / ENEZHMHZH ZYMBOAQN /
LEGENDA DOS SIMBOLOS / FORKLARING AV
SYMBOLER / SEMBOLLERIN AGIKLAMALARI

The following symbols may have been used in this instruction for use or in the
associated labeling. / Les symboles suivants peuvent avoir été utilisés dans le
présent feuillet technique ou sur les étiquettes jointes. / Di seguito sono indicati
i simboli che appaiono nelle istruzioni per I'uso o nelle etichette associate. /
Die folgenden Symbole wurden gegebenenfalls in dieser Gebrauchsanweisung
oder zur damit verbundenen Kennzeichnung verwendet. / Los siguientes sim-
bolos pueden haber sido empleados en estas instrucciones o en el etiquetado
asociado. / Ta mapakatw cUpBoAa mbavov va xouv ndn xpnotuoronbet oTig
rapouoeq odnyieq Xpnotn 1 o€ ouvagn ertonpavor. / Os simbolos seguintes
podem ter sido utilizados nestas instruges de utilizagdo ou na rotulagem
associada. / De felgende symbolene kan ha blitt brukt i denne bruksanvisningen
eller i tilhgrende merking. / Asagidaki semboller bu kullanim talimatinda veya
ilgili etiketlerde kullanilmis olabilir.

Use by

YYYY-MM-DD or YYYY-MM

A utiliser avant la date de péremption :
AAAA-MM-JJ ou AAAA-MM

Utilizzare entro la data di scadenza
AAAA-MM-GG o AAAA-MM

Verwendbar bis
JJJJ-MM-TT oder JJJJ-MM

Usar antes de
AAAA-MM-DD o AAAA-MM

Huepopnvia Aigng
EEEE-MM-HH 1} EEEE-MM

Utilizar até
AAAA-MM-DD ou AAAA-MM

Brukes far .
AAAA-MM-DD eller AAAA-MM

Son kullanma tarihi

YYYY-AA-GG veya YYYY-AA
Batch code
Numéro du lot
Codice lotto
Loscode

Cadigo de lote
Kwdikog naptidag
Codigo do lote
Batch-kode

Parti kodu

Serial number
Numéro de série
Numero di serie
Seriennummer
Namero de serie
AUEwv aptbuog
Nimero de série
Serienummer
Seri numaras!

Caution, consult accompanying documents
Attention, consulter les documents joints
Attenzione, consultare documenti allegati

Achtung! Beigefiigte Dokumente beachten
Precaucion, consulte los documentos adjuntos
Mpoooyr, CUPBOUAEUBELTE TA CUVOBEUTIKA EYYpaPA
Cuidado, consultar os documentos em anexo
Forsiktig, se vedlagte dokumenter

Dikkat, birlikte verilen belgelere bakin
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Date of Manufacture
Date de fabrication
Data di produzione
Herstellungsdatum
Fecha de fabricacion
Huepopnvia kataokeung
Data de fabrico
Produksjonsdato

Uretim Tarihi

Manufacturer
Fabricant
Produttore
Hersteller
Fabricante
Kataokeuaotg
Fabricante
Produsent
Uretici

Contains sufficient for < n > tests
Suffisant pour < n > tests

Quantita sufficiente per < n > test

Inhalt ausreichend fiir < n > Tests
Contiene suficiente para < n > pruebas
[MeplexOpevVo EMAPKEG Yla < N > eEETACELG
Inneholder nok til < n > tester

Contém o suficiente para < n > Testes
<n> test icin yeterli miktari icerir

Harmful

Nocif

Nocivo

Gesundheitsschadlich
~Nocivo
‘El‘[LB)\GBéq

Nocivo

Skadelig

Zararh

Catalog number
Référence catalogue
Numero di catalogo
Artikelnummer
Nimero de catalogo
Ap. Katahoyou
Nimero de série
Katalognummer
Katalog numarasi

Authorized representative in the European Community
Mandataire dans I'Union européenne
Rappresentante autorizzato per la Comunita Europea
Autorisierte Vertretung in der EU

Representante autorizado en la Comunidad Europea
E€ouotodotnuevog avTinpoownog otnv Eupwraikn
‘Evwon. ZupBouleuBeite TIq

Representante autorizado indicado nas instrucdes
de Consulta para utilizagao na Comunidade
Europeia

Autorisert representant i konsultasjonsinstruk-
sjonene for bruk i EU

Avrupa Toplulugu'nda Yetkili Temsilci Kullanim
talimatlarina bagvurun
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Temperature limitation
Limitation de température
Limiti di temperatura
Temperaturbereich

Limite de temperatura
Meptoplopoi Beppokpaaciag
Limite da temperatura
Temperaturbegrensning
Sicaklik siniri

Biological risks
Risques biologiques
Rischi biologici
Biologische Gefahren
Riesgos bioldgicos
BloAoytkot kivduvol
Riscos bioldgicos
Biologiske farer
Biyolojik riskler

Consult instructions for use

Consulter le mode d’emploi (feuillet technique)
Consultare le istruzioni per I'uso
Gebrauchsanweisung lesen

Consulte las instrucciones de uso

BAETe 0dnyieq xpriong

Consultar as instrucdes de utilizagcdo

Se bruksanvisningen

Kullanim Talimatlari Bakin

In vitro diagnostic medical device

Pour diagnostic in vitro

Prodotto medico per la diagnostica in vitro
In-vitro-Diagnostikum

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

In vitro 8layvwaTIKN LATPOTEXVOAOYLKY) GUCKEUN
Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

In vitro diagnostisk medisinsk enhet

In vitro tani amagch tibbi cihaz
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Janssen Diagnostics BVBA
Turnhoutseweg 30

2340 Beerse

Belgium

C€

ol

Janssen Diagnostics, LLC

700 US Highway Rte 202 South
Raritan, NJ 08869-0606 USA
documents.cellsearchctc.com
Telefon: 1-877-837-4339

00 8000 8374339 (EU)
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