”"Den goda nyheten om ALK
bidmmare vid lungcancer ger
bopp om majligheten till

behandling dven for barn

med neuroblastom”




ALK VERKAR PA MYCN

Lovande nya forskningsresultat for barn med neuroblastom. Forskare fran Sahlgrenska
akademin, Umea universitet, London och Harvard visade i olika neuroblastommodeller att
samtidig hamning av ERK5 och ALK aktiviteten ger en synergistisk effekt som okar behand-
lingseffekten samt nedreglerar MYCN proteinet. Ar detta framtidens behandlingsmetoder
vid ALK muterad cancer och vilka andra angreppspunkter har vi idag?
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Generna ALK och MYCN ir invol-
verade i manga cancersjukdomar, si dven
i barncancerformen neuroblastom. Sjuk-
domen uppstdr med stor sannolikhet
frin neuralfdrans celler av sympatikoa-
drenalt ursprung, vilket innebir att
sjukdomen kan visa sig i hela det sym-
patiska nervsystemet. De flesta primir-
tumorerna finns i buken, foljt av hals,
brost och bicken. Trots forbitcrade kli-
niska behandlingar ir den langsiktiga
overlevnaden for barn med hogrisk-neu-
roblastom fortfarande mindre dn 40 pro-
cent och den stér for cirka 15 procent av
alla dodsfall hos barn med cancer'.

Anaplastisk lymfom kinas (ALK) ir
en receptor tyrosinkinas (RTK) som nor-
malt dr en cellytereceptor som tar emot
signaler frdn omgivningen. ALK dr ock-
sd en onkogen vid manga olika cancer-
former och dr dd muterad eller onormalt
hogt uttryckt. ALK inhibitorn crizoti-
nib dr idag en etablerad behandling for
patienter med ALK muterad metastase-
rad lungcancer. Behandling med ALK
inhibitorer vid lungcancer uppvisar batt-

re respons och lingre dverlevnad jamfort
med cytostatika, men botar dnnu inga
lungcancerpatienter.

ALK himmare har tyvirr inte sam-
ma positiva effekt vid behandling av
ALK positiva- MYCN (myelocytomato-
sis viral oncogene) amplifierade neuro-
blastom.

Forskare fran Sahlgrenska akademin
har tidigare visat att normalt uttryck av
ALK och oreglerat ALK-uttryck styr av-
lasningen av DNA i cellen och ddrmed
produktionen av MYCN proteinet’. Nu
har samma forskargrupp tillsammans
med forskare fran Umed universitet,
London och Harvard visat att kinaset
ERKS ir en viktig formedlare av signa-
ler fran ALK till MYCN i hogriskfall av
ALK positiva och MYCN amplifierade
experimentella neuroblastom’. Hypote-
tisk borde d& himmare mot ALK eller
ERKS var {or sig vara bra behandlingar
och ge mojlighet till synergistiska effek-
ter, vilket forskargrupperna visat. Intres-
sant nog visar det sig att vid samtidig
blockering av ALK och ERKS uppstér
mycket riktigt en synergieffekt som
medfor att uttrycket av MYCN minskas
drastiskt och cellens forméga till tillvixe
forsvinner.

Denna synergieffekt uppstod nir bara
hilften sd hog dos av himmarna anvin-
des. I dagsliget ir det svért att spekulera
i vad detta kan ha for betydelse for pa-

tienterna forutom bittre behandlingsef-
fekt. Genom att anvinda ligre doser av
himmarna vid kombinationsbehandling
kan givetvis biverkningarna av ALK
himmarna bli mindre uttalade och ge-
nom kombinationsbehandling kan majli-
gen resistensutveckling pa sikt fordrijas.

Om vi gir tillbaka endast sju dr i ti-
den till 2007, rapporterades det att ALK
var en onkogen i upp till 9% av alla fall
av icke-smdcellig lungcancer (NSCLC) i
virlden. Hos NSCLC patienter visade sig
ALK genen vara re-arrangerad och den
vanligaste genetiska férindringen vara
en EML4-ALK translokation®. Samma
ar publicerades det en artikel om en liten
molekyl som kunde blockera aktivt
ALK, ett precisionhdmmare. Detta blev
startskottet for likemedelsindustrin att
ta fram ALK-himmare och idag finns
det nidrmare tio olika blockerare som in-
gér i kliniska provningar runt omkring
i virlden (Fig 1)°.

Den forsta kliniskt anvindbara ALK
himmaren, crizotinib, prévades i en rik-
tad fas I/II provning vid ALK re-arrang-
erad icke sméskalig lungcancer, NSCLC,
och resultaten visade att upp till 60% av
patienterna responderade pa behandling-
en’. For det forsta ska man vara medve-
ten om att alla patienterna i studien
hade blivit behandlade mellan tva till
sju gdnger med andra likemedel innan
de fick crizotinib, varav ett flertal linjers
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KINASDOMANEN AV ALK OCH DESS INTERAKTION MED NAGRA SMA UTVALDA
MOLEKYLER SOM TESTAS KLINISKT

Figur 1. Strukturen vidar aminosyrorna 1,903-1,400 av den intracelluldra delen av ALK bundet till
olika inhibitorer (orange). A, crizotinib, B LKD378, C, AF802, D, PF04463922. Banddiagrammet visar
den N-terminala delen av ALK's kinasdomarn. a-C helix (1,157-1,173; gul), katalutiska slingan (1,246-
1,251; grén) och aktiveringsloopen (1,271-1,288; bld). Figuren &r genererad med PyMol och publi-
serade koordinater (Protein Dara Bank code: 2PC2, 4MKC, 3AOX och 4CLI).

cytostatikabehandling i manga fall. For
det andra var responsen uppseendevick-
ande hog d&@ NSCLC ir att betrakta som
en kemoterapiresistent sjukdom. Resul-
taten blev uppmirksammade och med-
forde att crizotinib snabbt godkindes av
amerikanska Food and Drug Adminis-
tration (FDA) 2011 och &ret efter av Eu-
ropean Medicines Agency (EMA). God-
kinnandet i sivdl Nordamerika som Eu-
ropa gillde metastaserande ALK re-ar-
rangerad NSCLC efter svikt pd forsta
linjens kemoterapi. De tidiga resultaten
infriades senare i randomiserade fas III
studier®. Analys av EML4-ALK translo-
kationer med Fluorescent in situ hybri-
dization (FISH) blev siledes snabbt en
rutinanalys for alla patienter med be-

TEST AV ALK-HAMMARE

handlingsbar metastaserande NSCLC.
Tillsammans med epidermal growth
factor receptor (EGFR) mutationsanaly-
ser, blev siledes analyser av ALK re-ar-
rangemang den andra molekylirpatolo-
giska prediktiva markéren som pé kort
tid blivit rutin vid utredning av icke
smaskalig lungcancer. Idag har aktivitet
av den forsta generationens ALK him-
mar ocksd noterats vid proto-oncogene
tyrosine-protein kinase 1 (ROSI) re-ar-
rangerad NSCLC’.

Trots de dramatiska behandlingsef-
fekterna botas inga patienter med metas-
taserade NSCLC med crizotinib. Forr el-
ler senare dterkommer sjukdomen som
d& oftast forvirvat en resistensmutation
mot crizotinib”. Tumérerna uppvisar d

Lakemedel Utvecklare Target Fas
Crizotinib Pfizer ALK Godkéand
Ceritinib (LDK378) Novartis ALK Fas I/11/111
AF802 Chugai ALK Fas I/1I/1l
ASP3026 Astrella ALK/EGFR Fas /Il
AP 26113 Ariad ALK/EGFR Fas /Il
X396 Xcovery ALK Fas |

TABELL 1. Ett urval av ALK inhibitorer i klinisk utveckling. Crizotinib anvéands kliniskt i Svergie.
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nya mutationer i ALK kinasdominen i
25% av fallen vilket leder till resistens
mot likemedlet.

Detta har naturligtvis initierat ytter-
ligare anstringningar fran likemedels-
industrin att ta fram effektivare him-
mare som inte leder till resistensutveck-
ling. I de andra fallen dir resistens upp-
star visar det sig atct ALK verkar éverut-
tryckas, vilket borde, men inte dr bevi-
sat, leda till liknande signalering som
stindigt aktive ALK. Detta kan dven
leda till att andra proto-onko receptorer
aktiveras som en sidoeffekt av 6verut-
trycket. Detta dr inte heller bevisat idag.
Andra mutationer har ocksd observerats
i andra gener vilket kan forklara en del
fall av resistensutveckling.

Den goda nyheten om ALK himma-
re vid lungcancer ger hopp om majlighet
till behandling dven for gruppen ALK
positiva-MYCN amplifierade neuro-
blastom patienter. Det stora flertalet av
ALK positiva neuroblastom bir pd en
hot-spot mutation, F1174L, som ocksa #r
mest frekvent i de MYCN amplifierade
neuroblastomfallen. Detta ir en aggres-
siv undergrupp med dalig prognos dir
nya behandlingar ir av stort kliniskt
virde for de drabbade barnen.

Cell- och molekylirbiologiska under-
sokningar indikerar att ALK-mutationer
tillsammans med MYCN amplifiering
inte bara korrelerar utan dven samverkar
for att initiera sjukdom och tillvixt av
sjukdom. Det ir kint att aktive ALK
okar initieringen av MYCN transkrip-
tion, vilket leder till 6kat uttryck av pro-
teinet MYCN. Detta startar i sin tur tu-
sentals andra processer som normalt inte
ska vara péslagna, vilket okar celltillvix-
ten. Den 6kade ALK aktiviteten medfor
iven att MYCN proteinerna blir mer
stabila sd att de inte bryts sonder sd
snabbt. I en normal cell har MYCN pro-
teiner en halveringstid pd 20 minuter,
okas denna till en timme medf6r det att
mingden MYCN proteiner i cellen skar
och dirmed 6kar dven tillvixten'.

Nyligen avlutades en fas-I studie av
crizotinib som visade god respons hos
barn med ALK translokationer i storcel-
ligt anaplastiskt lymfom, inflammato-
riskt myofibroblastiskt lymfom och NS-
CLC". Dessa sjukdomar ir troligtvis
framkallade.av att ALK bildat ett fu-
sionsprotein med andra gener”. En be-
svikelse var dock att crizotinib hade



mindre god effekt mot pediatriska ALK
positiva neuroblastom. En trolig anled-
ning till detta kan vara att neuroblastom
i alla kinda fall har fler genetiska fel
som 1p och 11q deletion och 17q ampli-
fiering. Dessa regioner kan innehalla tu-
morsuppressorgener och amplifiering-
arna pa kromosom 17 kan betyda ett
overuttryck av ytterligare en proto-on-
kogen. Tyvirr, har vi ingen aning om
vad dessa genetiska fel betyder for sjuk-
domsbilden idag, vare sig for initiering
eller progression, men det pdgdr intensiv
forskning pa dessa regioner. En annan
trolig orsak kan vara en forhojd resis-
tensgrad, eller att himmarens inbind-
ningsaffinitet till ALK #r simre hos
dessa patienter. Det ir kint att ALK
mutation i position R1275Q kriver en
hogre dos av crizotinib jimfort med
vildtyps ALK. En tredje orsak kan vara
vetskapen att ALK aktiverar kaskader
och signaler som medfér act MYCN fér
forhojda uterycksnivéer. Det dr kint att
MYCN i sin tur aktiverar mer uttryck
av ALK, en riktigt ddlig autokrin loop
for patienten som idag verkar svarstop-
pad.

ALK kan aktivera proteinet MYCN
via en nyupptickt signalkaskadvig som
borjar med ALK och sedan vidare via
PI3K-PKB/Akt-MEKK3-MEKS5 som
aktiverar ERKS, vilket leder till signaler
for initiering av transkription, avlisning
av oncogenen MYCN (Fig 2). Proteinet
extracellular signal-regulated kinase 5
(ERKDS) ir en representant av familjen
mitogenaktiverade proteinkinase
(MAPK) som ofta aktiveras av receptor
tyrosin kinaser (RTK). Det har visat sig
att ERKS ir nédvindig for embryonal
utveckling och mer specifikt for blod-
kirlformering"

I en nyligen publicerad studie utnytt-
jades denna kunskap genom att kombi-
nera ALK himmaren criozotinib med en
preklinisk ERKS himmare. Studien vi-
sar att himning av ALK kinaset medfor
att en mingd signalkaskadvigar stings
av, samtidigt himmar man ett ned-
stroms ALK-maélprotein, i detta fall
ERKS. I och med detta uppnds inte en
additativ effekt utan en synnerligen sy-
nergistiskt himmande effekt pad tillvix-
ten av ALK beroende neuroblastomcell-
linjer.

Studien visar dven att tillvixten av
transplanterade neuroblastom i moss

ERK5 OCH MYCN AR NEDSTROMS MALPROTEINER FOR AKTIVT ALK

™
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Figur 2. ERK5 aktiveras av ALK genom en linjar signalkaskad som borjar med att ALK aktiverar PI3-
Kinase/PKB/Akt, som darefter fosforylerar MEKK2/3. Detta medfor aktivering av MEKS och ERKS.
ERK5 transporteras till cellkdrnan och initierar avldsning av genen MYCN tillsammans med flera

andra i dagsldget icke kdnda aktorer.

blockeras av den kombinerade behand-
lingen. Inte nog med det, produktionen
av MYCN proteiner slds av samtidigt.
Denna nyhet dr av stort intresse da
MYCN ir en gen som medverkar till
tillvixe i flertalet cancertyper. Idag finns
det ingen himmare av varken initiering
av MYCN proteiner eller av den aktivi-
tet som MYCN har eller utfor i cellen.
MYCN och det snarlika MYC proteinet
har studerats i mer dn tre decennier och
fortfarande stdr vi utan ledcrddar hur
proteinet ska stoppas. Kan denna block-
ering av ERKS vara ett mer vinnande
koncept for att reducera MYC/MYCN
proteiner i cellen? Studien visar inte i
detalj hur ERKS signalerar till MYCN,
men den visar att ERKS dr en intressant
kandidat som behandlingsbart méilpro-
tein och dess nédvindighet for MYCN

protein produktion. Ar detta en framti-
da mojlighet f6r kombinationsbehand-
ling vid ALK positiva neuroblastom i
synnerhet och ALK positiv cancer i all-
minhet?

Den aktuella studien stoder pd en
punkt en tidigare studie ddr det visades
att monoterapi med crizotinib inte ir
tillricklig utan att kombinationsbe-
handling har storre effekt. I den studien
kombinerade man ALK himmaren cri-
zotinib med en TORIN2 (en PI3K-
AKT- mammalian target of rapamycin
(mTOR) himmare i samma typ av mus-
modell som i den aktuella studien. TO-
RIN2 medfor att den viktiga signalvi-
gen for stabilisering av MYCN proteiner
slds av och ddrmed degraderas MYCN
proteinerna snabbare”. Himmaren som
anvinds i studien av Umapathy et al dr
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en av de forsta ERKS himmare som vi-
sar att det finns en framtid, dock méste
en mer forfinad blockerare produceras
med hogre affinitet och troligtvis kan
specificitet ocksd okas for ERKS jimfore
med det som anvinds av Umapathy et
al. Ddremot visar studien med klarhet
att ERKS ir ett behandlingsbart mal-
protein plus att ERKS har en central sig-
naleringsroll i ultrahogrisk neuro-
blastomsjukdom.

ERK5 OCH NEUROBLASTOM
Denna studie dr bérjan till mer djuplo-
dande studier om ERKS och dess inver-
kan vid sjukdomen neuroblastom. Fram-
foralle hur ERKS formedlar sina signaler
vidare frin ALK och hur ERKS styr in-
itiering av MYCN avlisning. Hogrisk-
fall av neuroblastom behdver mer an-
greppspunketer i framtiden, eftersom en
fas 1 provning med ALK himmaren
inte verkar sd bra. En kombinationsbe-
handling skulle kunna vara en modell
for framtidens behandling.
Sammantaget finns det tre sdtt att
generera medicin till ett givet malpro-
tein. For det forsta kan man generera
specifika ldgmolekylira inhibitorer som
till exempel ALK himmaren crizotinib
och den tidiga ERK5 himmaren som
anvindes i den beskrivna studien. Dessa
sm& molekyler kan binda sdvil intra-
som extracellulidra mél och kan ha for-
mdgan att blockera receptorsignalering,
stora interaktionen mellan tva proteiner,
och stéra nedstroms intracelluldra mole-
kyler. Den klassiska metoden for att hit-
ta en ny liten molekyl ir att screena
mycket stora kemiska bibliotek. Det ab-
solut senaste inom denna genre ir att
sammanfldta tvd smad molekyler till en®.

ALTERNATIV VAG

En alternativ vig dr att hitta nya tera-
peutiska indikationer for redan god-
kinda likemedel, men for andra sjuk-
domar. Flera studier har bedéomt po-
tentiella anti-cancer egenskaper hos be-
fintliga likemedel eller naturliga foren-
ingar som initialt anvidnds f6r behand-
ling av icke-cancersjukdomar”. P4 se-
nare tid har systembiologiska metoder
tillimpats for att uppticka nya effekcer
for befintliga likemedel genom att ana-
lysera stora datamingder sdsom genut-

trycksprofilerna'®”. I synnerhet sek-
vens- och strukturlikheter mellan like-
medelsmal har framgdngsrikt anviints
for att hitta nya kliniska indikationer
for existerande likemedel.

For det andra; kan antikroppar som
binder till ett extracellulirt médlprotein
himma signalering effektivt. Nyligen
utvecklade tekniker, sdsom hybridom el-
ler fag-display, har lett till effektiv ge-
nerering av antikroppar mot givna mal®.
Antikroppar mot ALK eller associerade
proteiner dr dnnu oprovade i kliniken.

For det tredje; syntetiska peptider #r
en lovande klass av likemedelskandida-
ter. Deras egenskaper ligger ndgonstans
mellan antikroppar och smé molekyler.
Det har forekommit ménga anstring-
ningar att skapa peptider som kan pa-

120, P4 samma

verka intracellulira mé
vis som med antikroppar har flera meto-
der for att pd ett systematiske vis ta fram
himmande peptider utvecklats pa sena-
re tid”. En framgéngsrik strategi for ld-
kemedelsmal prediktion och validering,
mdste omfatta bide en metod for att ge-
nerera en lista av mélkandidater och ett
systematiske tillvigagingssitt for att va-
lidera médl med anvindning av en eller
flera av de sitt som beskrivs ovan.

Sammanfattningsvis ir ALK hidm-
marna hir for att stanna. Effekten vid
NSCLC ir pataglig och fortsatt utveck-
ling av nya ALK himmare kommer att
forbittra resultaten ytterligare. ALK
himmare vid andra ALK drivna tumor-
sjukdomar som lymfom och neuro-
blastom kommer sannolikt inom kort
att introduceras och bidra till forbdte-
rade behandlingsresultat for dessa grup-
per. For att motverka resistensutveck-
ling och ta ytterligare ett steg mot dnnu
lingre remissioner eller till och med bot
ar kombinationsbehandlingar sannolikt
en viktig vig att utforska. ERK inhibi-
torer dr en sddan lovande vig som kan
innebira forbittrade behandlingsresultat
for patienter med ALK positiv cancer
inom en snar framtid.
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