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HUMAN MALIGNUS MELANOMA

Melanocitakbdl kiinduld rosszindulatu
daganat (b6érdaganatok 3-6%-a)

Primer daganatok radikalis sebészi
eltavolitasa

Gyakori attétképzeés; 10 éves tulélés
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hatékonysag
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Merfoldko’. BRAF mutacio: Before and after scans of a patient treated with Vemurafenib
melanomak 40-60% ‘ (Courtesy of the Peter MacCallum Cancer Centre)

Célzott terapiak

A terapia hatékonysagat bearnyekolja a gyogyszerrel szembeni viszonylag gyorsan kialakuld
rezisztencia




AZ ELSO SIKERES TARGET SPECIFIKUS TERAPIA

VEMURAFENIB

Normal sejtek Melanoma sejtek

l > 50% melanoma

4

(BRAFV600E)

Normal
Signaling

Oncogenic
Signaling

membrane Raf

& ™
| B-Raf Mutant
= =

Nuclear
Translocation
Gene Expression

* PLX4032

//-\»
{ MEK )
\\_/I

' ERK gatlasa

ERK
ellular

WEULa

"
~

mutans BRAF fehérje

az elsé legfontosabb
terapias célpont

vemurafenib

!

gyogyszerrezisztencia

!

Serine/Threonine Kinase

rezisztencia hatterében allé

Mitogen-Activated Protein Kinase
Extracellular signal-regulated kinase

mechanizmusok jelentos
része tisztazatlan

Metasztatikus melanomak

r/ \

BRAF v‘»:«)(ri@
MEK ‘l

ERK & )

V4

Tulélés
Sejtosztodas

v :‘tn'nr ’
A




MOLEKULARIS MECHANIZMUSBAN ELTERO CELZOTT
GYOGYSZER KEZELESEKKEL OSSZEFUGGO REZISZTENCIA

KIALAKULASANAK HATTERE

MONOTERAPIA KOMBINALT TERAPIA

PLX4720 0: =0 ENCORAFENIB BINIMETINIB

BRAF mutans fehérje BRAF inhibitor és MEK inhibitor parhuzamos
miikodésének gatlasa kezelés

2011 FDA 2018 FDA

Mitogen-Activated Protein Kinase

ER STRESSZ

HA15

Daganat sejtekben ER
streszt indukal
Szelektiven csokkenti a
melanoma sejtek
proliferacidjat

2016



BRAF INHIBITOR REZISZTENS SEJTEK LETREHOZASA

WM983A , PLX4720
33.NAP




MELANOMA SEJTVONALAK

BRAFVGOOE
MELANOMAS BETEGEK PRIMER TUMORABOL ES MELANOMA

METASZTAZISABOL LETREHOZOTT SEJTVONALAK
4 primer es 4 metasztazis eredetl sejtvonal l

wt-BRAFV600E gsejtvonal

61L-\pst- V600E i . S .
NRAS*wWit-BRAF sejtvonal v' BRAFinhibitor (vemurafenib)
rezisztens sejtvonalak

v' Encorafenib + Binimetinib
rezisztens sejtvonalak

v' HA15 rezisztens sejtvonalak




NAGYFELBONTASU ARRAY ANALIZISEK

Array CGH

Array comparative genom hibridizacio
Affymetrix CytoScan 750K microarray
Rezisztenciaval 6szefiiggd genetikai eltérések azonositasa

Génexpressziés array analizisek
Affymetrix Human Gene 1.0 microarray, RNS-seq

Géneltérések funkcionalis szerepe

Fehérje expressziés analizisek
Proteome Profiler Human XL Oncology Array

Adat elemzések, analizisek
Jelatviteli utvonalak, gének funkcionalis elemzése,
funcionalis gén network analizisek

DNS metilaciés chipek
llumina Infinium 1 Human Methylation 450K (HM450K) BeadChip

Genom strukturalis eltérések nélkiili valtozasok

//////

\
WM2TK
NAV2HE Res

WAL

B RAFi szenzitiv BRAFi rezisztens



Monoterapia: BRAFi vemurafenib analdg
Array CGH: szignifikans kulonbség a rezisztens sejtekben
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Monoterapia: BRAFi vemurafenib analdg
Array CGH: szignifikans kuldnbseég a rezisztens sejtekben
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BRAF INHIBITOR REZISZTENCIA KIALAKULASAVAL OSSZEFUGGO

GENEXPRESSZIOS ELTERESEK
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Rezisztencia kialakulasa soran
szignifikansan megvaltozott jelatviteli

o utvonalak (legalabb 6t gén)
> extracellularis matrixot szabalyozé6
gének
» ECM-hez kapcsolodé fehérjéket
kédolé gének
‘ ‘ _J D > fokalis adhéziéban részt vevé gének
', % 3 § & £ = 33 F > TNF jelatviteli atban részt vevé gének
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Megnovekedett expresszioju gének
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i > novekedési faktorokhoz
» novekedési faktor receptorokhoz
sois » extracellularis matrixhoz
sy » integrinekhez
» sejtadhéziés molekulakhoz
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REZISZTENCIAVAL OSSZEFUGGO FEHERJE EXPRESSZIO VALTOZASOK

Proteome Profiler Human XL Oncology

Array 84 daganatokkal 6sszefliggo fehérje
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Zhao et al: Cell Death and Disease, 9:356. 2018
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OPN gyogyszerrezisztencia
kialakulasaban betoltott szerepe ?

Hat fehérje (ANGPLT4, EGFR, Endoglin, FGF2, Serpin E1, és VCAM1)
expresszidja az osszes rezisztens sejtvonalban megemelkedett

Két fehérje (OPN és a Survivin) expresszidja csokkent




,BRAF INHIBITOR MEGVONAS” HATASA A REZISZTENS SEJTEK
ELETKEPESSEGERE
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> A rezisztens sejtvonalak a BRAF inhibitor megvonasara kulonb6zé mértékben reagalnak

> Az eredmeények az inhibitorok folyamatos dozirozasa helyett a ,szluneteltetett” adagolas
hatékonysaga mellett sz6lhatnak

> KEZELES IDOTARTAMANAK MEGHATAROZASA SZEMPONTJABOL FONTOS MEGFIGYELES



Monoterapiaval egyuttjaré rezisztencia prolongalasa:
kombinalt BRAF és MEK inhibitor kezelés

Melanoma cell RTK

RAS
Vemurafenib
Dabrafenib
Encorafenib
BRAFVO00E
Cobimetinib
@ Phosphorylation Trametinib
| Binimetinib

@ MAPK-jelatvitel reaktivalasanak
gatlasa MEK inhibitorral

Proliferation
Survival

A kombinalt BRAF-MEK inhibitor terapiakkal jelentésen meghosszabbithaté a molekularisan
célzott kezelésekre kialakult kedvezd daganatellenes hatas

Dtsch Arztebl Int 2019; 116: 497-504.



Encorafenib + Binimetinib kombinalt kezelés hatasa melanoma sejtek életképességére
BRAFV9%E mutans és mutaciot nem hordozé melanoma sejtvonalakra

125 - 1 umol drug mixture for 72 hours
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RAS QL1
Melanoma cell lines
1 [l | J
Y |
BRAFV69%F mutant cell lines BRAFV600E wild type
cell lines

Az életképesség csokkenése nem volt egységes, tobb mint 30%-os csokkenés a 5 BRAF mutacidét hordozé
sejtvonalnal



KOMBINALT KEZELES SORAN KIALAKULO
GYOGYSZERREZISZTENCIAVAL OSSZEFUGGO GENEXPRESSZIOS

VALTOZASOK

érzékeny sejtvonalak rezisztens sejtvonalak
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Pathway term

Jelatviteli utvonala analizis: Eltér6en expresszalodo gének a rezisztens
sejtvonalakban

Gene count
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LPA receptor mediated events = )

AP-1 transcription factor network - o)

Ensemble of genes encoding extracellular matrix
and extracellular matrix-associated proteins ] .
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BRAF INHIBITOR ES MEK INHIBITOR ,MEGVONAS” HATASA A
REZISZTENS SEJTEK ELETKEPESSEGERE

»DRUG HOLIDAY”

150 - m Encorafenib + Binimetinib DMSO
125 ‘ {
¥ | }
100 4 :
75 it

Cell Viability (% of control)

WMOIS3AEBRa  WAIOS3BEBRes  \WM278EBRe | yWp16177 BRes | WMOO2ZBY ' BRes  WM793BE BRes

Cell lines

A kombinalt kezelés szlineteltetése 5 sejtvonalnal proliferacio névekedést, a WM1617F+BRES g
sejtvonalnal a proliferacio szignifikans csokkenéseét eredményezte
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Folyamatos BRAF és MEK inhibitor kezeléssel BRAFV60E mutans sejtvonalakbdl stabil, gyégyszer-
rezisztens sejtvonalakat hoztunk létre.

A rezisztens sejtek invazivitasa megnoétt az eredetileg inhibitor érzékeny sejtekhez képest.

Uj, BRAFi rezisztenciaval 6sszefiiggd gén eltéréseket figyeltiink meg.

Az inhibitor megvonasa MONOTERAPIANAL 3 rezisztens sejtvonalban a sejtek csokkent

=y

Gyogyszermegvonas: pozitiv klinikai hatas; alternativ jelatviteli atvonal aktivalasa

KOMBINALT KEZELES sziineteltetése a sejtproliferacié novekedését eredményezte, negativ hatas

EREDMENYEK:

Hozzajarulnak a személyre szabott célzott terapiaval szemben kialakult rezisztencia molekularis

hatterének megismeréséhez

Lehetéséget szolgaltatnak olyan uj gyogyszer-kombinacidk kifejlesztéséhez, melyek gatoljak a
rezisztencia kialakulasat és igy jelentésen megnovelhetik a kezelések hatékonysagat, a betegek

talélését

PLX4720

ENCORAFENIB

BINIMETINIB

HA15



On the road to cure? <

Vemurafenib
Targeted Therapy
& : Vemurafenib
Vemurafenib Dabrafemt:[ EnBc_o?afealbib + Cobimetinib
+ Trametinib nimetin + Atezolizumab

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Dacarbacine BEMPEG
(DTIC) + anti-PD-1
lpihmumab
+ Nivolumab

5 -year T-VEC

Pembrolizumab
Tebentafusp
T-VEC
Immunotherapy -

Table COLUMBUS: Encorafenib plus Binimetinib versus
Vemurafenib in Advanced Melanoma with BRAF Mutation

J. Steininger, et al., Cancers (Basel) 2021. B";?;::t'i‘:ﬁll’)'“s i
Efficacy end point (N=192) (N=191)
Overall response rate, % 63 (95% Cl, 56-70) 40 (95% CI, 33-48)
Duration of response, mo 16.6 (95% C, 12.2-20.4)  12.3 (95% Cl, 6.9-16.9)
Median progression-free survival, mo 14.9 (95% C|, 11.0-185) 7.3 (95% Cl, 5.6-8.2)

R. Dummer, et al., Lancet Oncol 2018.
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Uj, anti-melanoma gyégyszerjeldlt molekula (HA-15) in vitro
karakterizalasa

Cell Proliferation Is Strongly Associated with the

Treatment Conditions of an ER Stress Inducer New P P " T , . . s -
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Cell viability (%)

AZ UJ GYOGYSZERJELOLT MOLEKULA ONMAGABAN
NEM OKOZ ANTI-MELANOMA HATAST

Irodalomban alkalmazott kisérleti kériilmények: FBS
megvonas a sejtek életképessége a HA15 nélkiil is cs6kken

> Az irodalmi adatokkal ellentétben

] ] l L ] l_ > a HA15 kezelés nem okozza a melanoma sejtek
: életképességének szignifikans csokkenését

» A gyoégyszer altal kivaltott ,,anti-melanoma” hatas a
kisérleti koriilményeknek és nem kizarolagosan a
I EEE) HAIS hatasaval kapcsolatos

e
L1 - I__ . S - -

CONTROI A3TS WMORIA WM9B3H WM278 WMi6l1? >

Sikeriilt HA1S rezisztens sejtvonalat 1étrehozni
Sotarvation for 14 b @10 M HAILS alter 14 h starvation, with total medisun for 48 h
» Az ER stressz és az autofagia markerek kvantitativ
mérése alapjan a HA1S nem onmagaban valtja ki
az ER stresszt.

BiP gén expresszio

szignifikans ‘ » Ugyanakkor a HA15 célfehérje (BiP) fokozott

‘ emelkedése a expressziojat figyeltiik meg a rezisztens
rezisztens sejtekben . . . ,
: | . sejtvonalakban, ami arra utal, hogy a BiP gén
= el ) szerepet jatszhat a HA1S rezisztencia
VTR TaNaaS  Sesmas kialakuldsaban.

BiP: HSPAS (Heat shock 70kDa protein 5) (Immunoglobulin heavy-chain-binding prote



Characteristics of human melanoma cell lines

Cell lines (years) Origin?
Male/54 Primary
- Metastasis
Female/62  Primary
Female/62  Metastasis
Female Primary
Male/37 Primary
Female/24  Primary
Male/79 Primary
Male/74 Primary

Growth
PhaseP

VGP

VGP

VGP

RGP/VGP
RGP/VGP

VGP
RGP

Histologic
Type¢

NM

NM

SSM
SSM
SSM

SSM

BRAF

mutation

statusd
V600E

V600E
V600E

V600E

V600E

V600E

V600E
wt
wt

NRAS status
mutation

status®
wit

= 5 5 5 58

61L
wit

atumor type of melanomas which the cell lines were derived from, PVGP: vertical growth phase, ‘NM: nodular melanoma, 9V:
valine, E: glutamic acid, ewt: wild type, Pprimary tumour derived cell line with metastatic pair from the same patient, "metastatic

pair of primary derived cell line



GYOGYSZERREZISZTENS SEJTVONAL MODELRENDSZEREK

Cell line Growth Histologic BRAF mutation NRAS mutation
PhaseP Type© statusd status®

primary VGP V600E wit
primary VGP NM V600E wit
metastasis - - V600E wt
primary VGP NM V600E wt
primary VGP NM V600E wit
metastasis - - V600E wt
metastasis - - V600E wt
metastasis - - V600E wt

A375 primary

atumor type of melanomas which the cell lines were derived from; PVGP: vertical growth phase; °NM: nodular melanoma, n.d.: no data; 4V: valine, E:
glutamic acid; ewt: wild-type; PLP2primary tumor derived cell line with metastatic pair from the same patient; ™ ™?metastatic pair of primary derived

2

cell line



