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Az NVKP palyazati konstrukcié keretében 2017-ben kezdte
meg kozos munkajat a Semmelweis Egyetem, a Budapesti
M(szaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, az E6tvds Lorand
Tudomanyegyetem és két innovativ vallalkozas, a KINETO
Lab Kft. és a Fototronic Kft. F6 célkitlizésiink az emberi
rosszindulatu daganatokban nagy gyakorisaggal karosodott
KRAS fehérje onkogén mutansainak célzott tAmadasa, allél-
specifikus inhibitorok fejlesztése. Az emberi RAS fehérje és
annak izoformai (HRAS, KRAS) kiemelked§ szerepet jatszanak
a jelatvitelben, helyes mikodésiik az életképesség fenn-
tartdsahoz elengedhetetlen, egyes pontmutacidik azonban
a jelpalya tulzott erdsitését valtjak ki, ami tumorok képzd-
dését okozza. Kidolgoztuk a KRAS G12C mutans fehérjét
expresszald bakterialis rendszert, homo- és heterozigéta
emberi tidG-, vastagbél- és pankreaszrak-sejtvonalakat.
Potencialis Uj inhibitor tervezéséhez kovalens fragmens
és akrilamid-fej konyvtarakat hasznaltunk. Referenciaként
a jelenlegi legjobb kovalens inhibitorokat hasznalva szamos
Uj gyogyszerjelolt kismolekulaju inhibitort azonositottunk,
amelyek G12C KRAS- és daganatsejt-specifikusnak bizo-
nyultak. Magy Onkol 63:310-319, 2019

Kulcsszavak: KRAS, G12C mutacid, allélspecifikus inhibitor,
in vitro, in vivo tesztelés
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The RASopathy consortium was built from research groups
of the Budapest University of Technology and Economics,
Edtvés Lorand University, Semmelweis University and two
startups: KINETO Lab Ltd. and Fototronic Ltd. The goal was
to design and test novel covalent and allele-specific KRAS
small molecularinhibitors. KRAS is the most frequently mu-
tated human oncogene which was unsuccessfully targeted
until recently. The consortium established G12C-express-
ing bacterial and human cancer cell models (homo- and
heterozygous variants] of lung, colorectal and pancreatic
tumors. Using covalent fragment and acrylamide warhead
libraries we were able to select novel candidates of small
molecular G12C-specific inhibitors which were compared to
published best-in-class drug candidates.

Nyiri K, Koppany G, Palfy G, Vida I, Toth S, Orgovan Z,
Randelovic¢ |, Baranyi M, Molnar E, Keserd GM, Tévari J,
Perczel A, Timar J, Vértessy GB. Allele-specific inhibitors
of mutant KRAS are in the focus of RASopathy consortium.
Magy Onkol 63:310-319, 2019

Keywords: KRAS, G12C mutation, allele-specific inhibitor,
in vitro, in vivo testing



BEVEZETES
A RAS a leggyakrabban mutalt onkogén az emberi dagana-
tokban. A 3 izoforma kéziil a leggyakrabban érintett a KRAS,
ezt kdveti az NRAS, mig a HRAS sokkal ritkdbban mutalt.
Maga a RAS fehérje egy kisméretl GTP-az, amely ennek
megfeleléen GTP-t és GDP-t képes megkotni: a GTP-kotott
forma az aktiv allapot. A RAS onkogén a novekedési fak-
tor receptor jelpalyak fontos atkapcsold, jelerdsitd és azt
diverzifikalo eleme, amely igen komplex pozitiv és negativ
szabalyozas alatt all (kiegészitd 1. dbra; a kiegészitd tabla-
zatok és dbrék az online véltozatban tekintheték meg). Ez is
magyarazza azt, hogy miért oly gyakran érintett funkcidja az
emberi daganatokban. A KRAS-mutacié a leggyakoribb has-
nyalmirigyrakokban (>80%), mig a tidé adenokarcinémaiban
(1) és a vastagbélrakokban (2) 30-30%-0s a gyakorisaga.
A tiddrakokban a RAS-mutacié okozdja a dohanyzas, mig
a hasnyalmirigyrakokban és vastagbélrakokban minden
bizonnyal mas (elsésorban taplalkozasi eredet() kémiai
karcinogének is szerepet jatszhatnak. Az NRAS-mutacio
sokkal ritkabban (~10%) fordul el§ a kiilonféle daganatokban,
mint a melandma, pajzsmirigyrak, vastagbélrak; melandma
esetében az UV-sugarzas, mig a tobbi daganat esetében mas
kémiai karcinogének felelések a mutaciokért. Kimutattuk,
hogy a RAS-mutacié altalaban kedvezétlen prognosztikus
faktor (1, 3], de bizonyos célzott kezelések szempontjabdl (an-
giogenezis-gatlas) negativ prediktiv faktor is tidérakokban (3).
Az onkoldgia fejlédésének hatalmas lokést adott az, hogy
egyrészt megismertiik a kiilonféle daganatokban mutalt on-
kogéneket, amelyek dontd tobbsége tirozinkinaz aktivitasu,
masrészt ezekkel szemben szamos kivalé inhibitort sikeriilt
eldallitani, amelyek jelentds része klinikailag is hatékony volt,
igy elérhetdvé valt a rosszindulatl daganatok célzott terapidja.
Jogos volt az a varakozas, hogy hasonld sikereket lehet elérni
a RAS-mutalt daganatok esetében is. Mig azonban a tirozin-
kindz onkogének gatlasat ATP-analégokkal lehetett elérni,
hasonléd megkozelités a RAS esetében GTP-analdgokkal nem
jart sikerrel, ami miatt a RAS fehérjét ..non-druggable”-nek,
tamadhatatlannak nyilvanitottak, és hosszu évtizedekre kike-
rilt a fejlesztési portfoliokbdl. Ez a helyzet azonban az elmult
években megvaltozott, elsésorban azért, mert az NCI-NIH
kiemelt projektet kezdeményezett a mutans RAS inhibitorainak
kifejlesztésére, amit a holdra szallas céljanak kitlizéséhez
hasonlitott (4). A hatalmas anyagi és szellemi eréfeszitések
mara beérni latszanak, mivel az elsé mutans-KRAS-inhibi-
torral megkezdddtek a fazis I-ll-es vizsgalatok, és tobb Uj
vegylilet is elérte vagy hamarosan eléri a klinikai fazist (ki-
egészitd 1. tablazat). Az Gj megkdzelités a mutansspecifikus
irreverzibilis KRAS-gatlé szer kidolgozasa volt, ahol is elészor
a leggyakrabban érintett KRAS exon 2 kodon G12C mutans lett
a célpont. Ez a tipust mutacidé azonban csak a tlidérakokban
a leggyakoribb, mas RAS-mutans daganatokban sokkal rit-
kabb, azokban a G12 kodon D, illetve V mutacidi a gyakoriak
(1. braj, amelyek esetében a kémiai tervezés lehetéségei
sokkal bonyolultabbak. A RASopatia Konzorcium megalaku-
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1. ABRA. KRAS-mutans allél gyakorisaga tiid6- és vastagbélrakban (SE
II. Sz. Patoldgiai Intézet molekuléaris diagnosztikai anyaga; CRC: vastag-
bélrak, k: kodon, LC: tiidé-adenokarcinéma)

ldsakor gondosan elemeztiik a korabbi gyégyszerfejlesztési
probalkozasok sikertelenségeinek okait és azokat az alab-
biakban hataroztuk meg: 1: A (KIRAS m(ikodésérél, illetve
funkciozavarairdl tul sok dogma, de kevesebb evidencia all
rendelkezésre (mint példaul a GTP-az funkcié elvesztése). 2:
Nem vessziik figyelembe azt a tényt, hogy a mutalt (KJRAS
a daganatokban a leggyakrabban heterozigéta formaban,
tehat a vad tipusu génnel egyiitt fordul eld, amelyet azonban
nem lehet, nem szabad blokkolni, mert vitalis fontossagu
a funkcidja. 3: AKRAS-nak tobb, Ugynevezett hasitasi variansa
van, és nem igaz az a dogma sem, hogy a daganatokban vagy
emberben csak a 4B forma fejezddne ki. 4: Az eddig ismert 3D
fehérjeszerkezetek az inhibitorok molekularis felismeréséért
felelés régiokban sok esetben pontatlanok.

PREKONCEPCIO: TANULNI MAS KARAN

A KRAS G12C onkogén mutans fehérje elleni hatdéanyag
fejlesztésének kulcspontja a cisztein aminosavra iranyitott
kovalens inhibitorok tervezése. Els6ként Ostrem és kutato-
csoportja 2013-ban fejlesztett ki olyan inhibitorokat (8-as
és 12-es), amelyek kovalens kotést létesitettek a mutans
ciszteinnel. Ezek a molekuldk a KRAS Ugynevezett switch-I|
régioja alatt taldlhaté Sl P zsebbe illeszkednek, amely kotd-
zseb a kovalens inhibitorokat nem tartalmazd szerkezetekben
nincs jelen, csak az inhibitor jelenlétének hatasara alakul ki.
A8-as és 12-es molekuldk megkdzelit6leg tizedére csokkentik
a KRAS G12C affinitasat GTP-hez, mikdzben a GDP-hez valé
kotédést nem gatoljak. Emellett csdkkentik a KRAS SOS
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altal katalizalt aktivacidjanak sebességét, igy tehat a kdros
miikodést is (5).

Tudéraksejtvonalakon végzett kisérletek bizonyitottak
ezen inhibitorok specificitdsat: a KRAS G12C mutans sejtvo-
nalaknak (H1792, H358, Calu-1 és H23] a 12-es inhibitorral
valé kezelés hatasara csokkent az életképessége és apoptozis
indukalddott, mig a mutaciot nem tartalmazé Ugynevezett vad
tipusu sejtvonalak (A549, H1299 és H1437) esetében ezt nem
vagy csak sokkal kisebb mértékben tapasztaltak.

A fenti molekuldk azonban proteolizis-MS eredmé-
nyek alapjan bizonyitottan csak kis mértékben (6 ora utan
100 pM-os koncentracié mellett kevesebb mint 20%) kap-
csolédtak a KRAS-hoz H358 sejtekben, ezért optimalizaltak
azinhibitorvazat és reaktiv csoportot 6sszekotd linkerrégiot,
az igy kapott inhibitorjelolt (ARS-107) vazan egy klératomot
kicseréltek az apoléaris metil-ciklopropil-csoportra (6). Az
igy kapott ARS-853 molekula a 12-es vegyllethez képest
tobb mint 600-szoros sebességgel kapcsolodik a KRAS G12C
ciszteinjéhez. Az ARS-853 a tobbi kovalens inhibitorhoz ha-
sonldan a fent bemutatott SII-P zsebbe illeszkedik: az aromas
gydrd, valamint a metil-ciklopropil-csoport és a kldratom
szoros van der Waals kolcsonhatasba lép a zseb hidrofil ré-
szével, mig a hidroxil- és a karboxilcsoport hidrogénhidakat
képez az Aspb9 és Lys16 aminosavakkal, ezaltal a fehérje
az aktiv formatol eltérd, stabil konformaciot vesz fel. Az
ARS-853 gyorsan reagal a KRAS G12C GDP-kotott forma-
javal, a GTP-kotott aktiv formahoz nem képes hozzakatni,
valamint gatolja a nukleotidkicserélédést, ami konzisztens
azzal a feltételezéssel, hogy az inhibitor és a GTP kélcso-
nosen gatoljak egymas kapcsolodasat a fehérjéhez. Emiatt
kiilonGsen nagy a jelent6sége a G12C mutans azon tulajdon-
saganak, hogy sajat GTP-az aktivitdsa 6sszemérhetd a vad
tipuséval (k_ [KRAS)=6x10*1/s, k_[KRAS G12C)=4,9x10" 1/s)
(7). igy a KRAS G12C esetében a GTP hidrolizisét kovetéen
az inhibitor képes csatlakozni a GDP-kotott fehérjéhez, és
irreverzibilisen inaktivalni azt. Ez lehetetlen lenne, ha a KRAS
G12C mutans a klasszikus elképzelésnek megfeleléen, sa-
jat GTP-az aktivitas hianyaban végérvényesen a GTP-kotott
allapotban maradna. Azt, hogy az ARS-853 csak az inaktiv
GDP-kotott KRAS fehérjével lép reakcidba, alatamasztja az
atényis, hogy ha a KRAS-GTP komplex képzddését gatoltak
(a jelatviteli Gtvonalban szerepld EGFR fehérje inhibiciéjan
keresztil), akkor a sejtes kisérletekben sokkal gyorsabb volt
az ARS-853 és a KRAS G12C kapcsolddasa (8). Haromféle
KRAS G12C mutaciot tartalmazdé human tidékarcindma-sejt-
vonalon (NCI-H358, Calu-1 és H23) végzett kisérletben az
ARS-853 hatasat vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a MEK/
ERK utvonalon jelentésen csokken a jeltovabbitas, valamint
az él6 sejtek szama is csokkent, mig a vad tipusd, vagy mas
KRAS-mutéans fehérjét tartalmazé sejtvonalak esetében az
ARS-853 vegyiilet hatdsa elhanyagolhaté mértékd volt (8).

Az ARS-853 in vivo modellekben viszont nem bizonyult
elég hatékonynak, mivel a plazmaban gyorsan bomlik (a fél-
életideje kevesebb mint 20 perc), valamint oralisan bejuttatva
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az inhibitornak kevesebb mint 2%-a jutott el a célfehérjéhez.
Janes és munkatarsai 2018-ban az ARS-853 vazat atalakitva,
egy kinazolingydr(t beillesztve kifejlesztették az ARS-1620
molekulat, ami amellett, hogy az ARS-853-hoz hasonléan
in vitro gatolja a KRAS G12C mutdns GTP-kotott allapotba
keriilését, in vivomodellekben is hatékonyan gatolta a KRAS
G12C sejtek m(ikédését (9). Az ARS-1620 a plazméaban stabil,
valamint orélisan a modellszervezetbe juttatva az inhibi-
tor tobb mint 60%-a eljutott a célfehérjéhez. Emellett ez
a gyogyszerjelolt hatékonyan csokkentette a tumorgenezishez
hozzajaruld fehérjék expressziojat, és apoptotikus folyama-
tokat inditott be KRAS G12C mutans tumorsejtvonalakon. Az
ARS-1620 vizsgalata soran kiderilt, hogy a daganatsejtek
érzékenysége az inhibitorral valé kezelésre eltérd in vitro
és in vivo modellek esetén, ugyanis az ARS-1620 nagyobb
hatast mutatott az in vivo vizsgalatok soran (9).

Ezt kovetden a tovabbi optimalizalasi lehetéségek felderi-
tése érdekében részletesen jellemezték az inhibitorok kotési
mechanizmusat (10). A kétddés kialakulasat egy kétlépéses
reakcioval modellezték, amelyben egy reverzibilis és egy irre-
verzibilis [épés megy végbe. A tapasztalatok szerint ezeknek
az inhibitoroknak mas kovalens inhibitoroktél (pl. EFGR-gat-
Lok] eltéréen a reverzibilis affinitasa a célfehérjére viszonylag
kicsi [K;: ARS-853 esetén 200 pM, ARS-1620 esetén 64 uM),
irreverzibilis reaktivitadsa viszont nagy, ezért ezen inhibitorok
hatékonysaga féleg az elektrofil csoport reaktivitdsanak
kdszonhetd, a reverzibilis kotésnek leginkabb az inhibitor
Cys12 kozeli lokalis koncentracidjanak novelésében, illetve
az elektrofil csoport pozicionalasaban és elrendezésében
van szerepe (10). Ezek az eredmények ramutattak, hogy bar
tradicionalisan az inhibitortervezési folyamatok a reverzibilis
interakciok optimalizalasara fokuszalnak, kovalens inhibitorok
fejlesztése esetén legaldbb ugyanakkora jelentéséget kell
tulajdonitani a reaktiv csoport optimalizalasanak.

Az ARS-917 inhibitorbdl kiindulva Zeng és tarsai azt
vizsgaltak, hogy a kinazolinvaz C2-szénatomjan kiilonboz6
aminszubsztituens csoportoknak milyen hatasa van azinhi-
bitor aktivitasara. Western-blot analizissel vizsgaltak a KRAS
G12C molekulatomegében bekovetkezett valtozast, valamint
a MEK-Utvonalon torténd jeltovabbitast, és azt tapasztaltak,
hogy amino-amid-szubsztitualt inhibitorok esetében volt
a leggyengébb a jeltovabbitas, ezért azt feltételezik, hogy
ez a mddositas el@segiti az inhibitor KRAS G12C-hez valé
illeszkedését, valamint szelektivitdsat (11). A kinazolinvazon
talalhatd egyéb szubsztituensek optimalizalasaval (a 2-fluoro-
fenil-csoportot egy naftalinszarmazékra cserélve] jutottak el
a3_AM és4_AM vegyiiletekhez, amelyek 5 uM koncentracié
mellett 5 nap alatt megsziintették a tiidéraksejtvonalak nove-
kedését, valamint hédenaturaciés vizsgalatok alapjan erésen
kotédnek a KRAS G12C-hez. Tovabbi érdekes eredményiik
volt, hogy olyan molekuldkban, amelyek nem tartalmaztak
a reaktiv akrilamidcsoportot, sikeriilt antiproliferativ ha-
tast kimutatni KRAS-mutacidt nem tartalmazd sejtvonalak
esetében, ami arra utal, hogy ezek a molekuladk reverzibilis
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1. TABLAZAT. Publikalt kovalens KRAS G12C inhibitorok fontosabb jellemzéi

Biokémiai haté-

Denaturacios

Ref.  konysdgk, /Il  hémérsékleteltols- _|Coseltes  Egerplazma-  Eger oralis PDB-kéd
M-'s-1] dasa AT (°C) rendszerben stabilitas hasznosulas

12-es molekula 5 0,1-0,33 n. a. n.a n.a n.a n.a

8-as molekula 5 n. a. n. a. n.a n. a. n.a 4LYF
ARS-853 6 3-150/250 21* 2,5 uM* <0.3 <2% 5F2E
ARS-107 10 8,5 n. a. n.a n. a. n.a 6B0OV
ARS-917 10 14-30/29 n.a. n.a n. a. n.a 6BOY
ARS-1620 9 1100 18* 150 nM* 2,5 hr 63% 5VoU
3_AM 11 n. a. 18,5 n.a n. a. n.a 5V9L
4 AM 11 n. a. 20 1,2 uM#* n.a n.a n.a

BI-2852 12 n. a. n. a. 6,7 uM n.a n.a 6GJ8
AMG-510 13 9900 n. a. 6 nM* n.a n.a 60IM

*sajat eredmény, "H358 72 h, #H358 5 nap, n. a.: nincs adat

inhibitorként is alkalmazhatéak lehetnek. A fent bemutatott
kovalens KRAS G12C inhibitorok fontosabb jellemzdit az 7.
tablazatban osszegeztik.

A KONZORCIUM FEJLESZTESEI ES EREDMENYEI -
STRATEGIA KIDOLGOZASA GYOGYSZERJELOLT
MOLEKULAK AZONOSITASARA (2. dbra)
Kémiai kiindulépont azonositasa
A gydgyszerkutatds soran a kivalasztott célfehérje kivant
irdnyd funkcionalis modulacidjat tlizzik ki célul, melyhez
a kismolekulas gyogyszerkutatasban kémiai kiindulépontok
azonositasa sziikséges. Ezen azonositott kémiai kiindulépon-
tok széles kord (bioldgiai, kémiai, valamint fizikai-kémiai)
jellemzésen, illetve elsédleges optimalason esnek keresz-
til. Ennek eredményeként vezérmolekulat kapunk, mely
a gyogyszerkutatasi programok egyik elsé mérfoldkove (14).
A kémiai kiindulopont keresése alapvetéen kétféle meg-
kozelitésre bonthatd, szlirésalapd, illetve tudasalapi maéd-
szerekre (15). ElGbbi esetben egy megfelelden megvélasztott
teszttel (biokémiai vagy biofizikai) vagy elméleti modellel
nagyszamu molekulat vizsgalunk, melynek eredményeként
a kivalasztott célponttal kdlcsénhatasba lépd vegylleteket
tudjuk azonositani. A tudasalapi modszerek esetében a cél-
fehérjével, illetve az azon aktiv vegylletekkel kapcsolatos,
mar rendelkezésre allé ismeretek alapjan torténik az uj ké-
miai kiindulépont azonositasa altalaban meglévé vegyiiletek
alapjan (példaul alapvaz-helyettesitéssel) (16, 17).
Munkank soran a kémiai kiindulépont azonositasara két
szlirésalapl modszert alkalmaztunk, az els6 esetben a cso-
portban elérhetd kovalens fragmens vegyllettaron végeztiink
szlirést Ellman-teszt segitségével 584 vegylileten. A mérés
alapelve, hogy az Ellman-reagens [5,5-ditio-bisz-(2-nitroben-
zoesav)] a fehérje szabad ciszteinjeivel reagal, és a reakcid

soran keletkezé kromofor 5-merkapto-2-nitrobenzoesav
a lathaté hulldmhossztartomanyban érzékelhetd abszorban-
ciat mutat. Az abszorbancia megvaltozasanak mértékébdl
kovetkeztetni lehet a szabad tiolok mennyiségére és igy
a vizsgalt fragmensek fehérjejeldlésére.

A mérésekhez a fragmenseket és a fehérjét 6sszemér-
tiik agy, hogy a keletkez6 oldat 25 mM NaH,PO,-t, 0,1 mM
EDTA-t, 150 mM NaCl-t, 2 pM fehérjét, 5% DMSO-t és 200 uM
fragmenst tartalmazzon. Az igy keletkezd elegyet 1-2 6ran
at szobahémérsékleten inkubaltuk, majd 16 pl-t vettiink ki
beldle és 4 pl tiolreagenst (Invitrogen assay kit) adtunk hozza.
Az egyes méréseket duplikalva végeztiik, melynek eredmé-
nyeként 180 vegyliletet azonositottunk tovabbi vizsgalatokra
(CFL vegylletek).

A masodik esetben pedig szamitégépes szlrést, egy
Ugynevezett dinamikus ,undocking” alapu szlirési proto-
kollt alkalmaztunk, melyben 55000 akrilamid warheaddel
(kovalens kotés kialakitasara alkalmas csoport) rendelkezd
vegylletet hasznaltunk fel (18).

A protokollhoz a PDB adatbazisbél kivalasztottuk a rént-
genszerkezettel rendelkezé kovalens ligandumokat, amelyek
a KRAS Cys 12-hoz kotédnek akrilamid warheaddel. Az igy
kapott 12 fehérjeszerkezet esetén elsé lépésként dinamikus
~undocking” (DUck)-ot hasznaltunk a réntgenligandumok
komplexben vett hidrogénkotései erésségének értékeléséhez.
Ennek soran egy sorozat irdnyitott molekuladinamikai szi-
mulaciét (SMD) hasznaltunk, hogy a ligandum kisérleti, nem
k6tstt formajat 5 A tavolsagra mozgassuk a fehérje definialt
kotéhelyétél. Azt az erét, ami a ligandum elhizasahoz volt
sziikséges, arra hasznaltuk, hogy kiszamoljuk a ..,munka-
értékét” (Wgb), amely jellemzi az értékelt H-kotés erssé-
gét. Az igy azonositott ers H-kotéseket (Wgb > 6 kcal/mol]
hasznaltuk fel a szamitadsokhoz, mint farmakofér-megkotés.
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2. ABRA. A RASopatia konzorciumon beliil megvalésulé gydgyszerfejlesztési folyamat egyes lépései

A szlrési protokollt a 3. dbra szemlélteti. Az akrilamid-
adatbazist rDock segitségével nem kovalens protokoll fel-
hasznalasaval dokkoltuk a kivalasztott szerkezetekbe a fenti
farmakofor-megkatést alkalmazva. Amennyiben tébb erds
H-kotés is volt a fehérje-ligandum komplexben, akkor a pro-
tokollt mindegyikre kiilon futtattuk. Annak érdekében, hogy
elkeriljik a warhead referenciaszerkezetben talalt pozici-
6jatol vald nagy eltérést, a szamitasok soran RMSD-kiisz6-
bértéket is beallitottunk.

Kovetkez6 lépésként DUck-ot alkalmaztunk, hogy a korab-
ban dokkolt ligandumok H-kotéseinek erésségét értékeljiik. Ha
a talalt vegyiilet Wgb-értéke a kiiszobérték felett volt, akkor
tovabbvittlik az utolso lépéshez, a kovalens dokkolashoz. A Cov-
Dock esetenként az rDocktél nagymértékben eltérd kotémadokat
mutatott a warhead kovalens kotéshez sziikséges optimalis
geometridjanak kialakitasa miatt, valamint a kovalens kotés
kialakulasa miatt megvaltozott a talalatvegyiiletek rangsora
is. A kovalens dokkolast kdvetéen végiil a kiilonbozd dokkolasi
modszerek altal generalt kot6konformacidk kozotti konszenzus
alapjan 10 akrilamid-alapt virtualis talalatot azonositottunk,
melyek az MRAS6-15 elnevezést kaptak. E vegylletek a DUck
szerint erés H-hidas kolcsonhatasokat alakitanak ki a fehérjé-
vel, amely lehetéséget biztosithat, hogy a ligandum kell6 ideig
tartézkodjon a kotéhelyen a kovalens kotés kialakulasahoz.
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Izotopjeldlt fehérjék expresszioja és tisztitasa

A His-cimkével és TEV proteaz hasitdhellyel N-terminalison
megtoldott KRAS 4B-G12C mutanst kddold gént pET-15b
expresszios plazmidok tartalmaztak. A plazmidokat E. coli
BL21(DE3] gazdasejtbe transzformaltuk, majd a transzformalt
sejteket 2YT tapoldatban novesztettiilk 37 °C-on, 180 rpm
razatassal, 0,1 g/dm?® ampicillin mellett. Amikor az 0D600
elérte 0,7-0,8 értéket, a sejteket centrifugaltuk, minimal-
tapoldatban mostuk és reszuszpendaltuk (*N-jelolés esetén
19/dm?®NH,Cl és 4 g/dm? D-glikéz). 1 6ran at razattuk, majd
0,5 mM IPTG (izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid) hozzaada-
saval indukaltuk. 3 éra 37 °C-os razatas utan centrifugaltuk
a sejteket, majd reszuszpendaltuk a lizispufferben (500 mM
NaCl, 20 mM imidazol, 20 mM Tris, pH=8,0], és -20 °C-on
taroltuk. Felolvasztas utan a sejteket szonikalassal tartuk
fel. A fehérjét tartalmazé feluliszot centrifugalassal kiilo-
nitettiik el. A célfehérjét harom kromatografias lépésben
valasztottuk el a szennyezdktdl. ELGszor nikkel-nitriloecetsav
(5 mL, Ni-NTA] fémion-affinitaskromatografiaval tisztitottuk.
A lizispufferrel egyensulyba hozott oszlopra felvittiik, majd
mosas utan 250 mM imidazolt tartalmazé lizispufferrel el-
ualtuk a célfehérjét. Az igy megtisztitott mintat dializaltuk
dializispufferben (500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 1 mM DTT,
0,5 mM EDTA, 20 mM Tris, pH=8,0), mialatt His-cimkével el-
latott TEV protedzzal emésztettiik. A tisztitas és az emésztés
eredményét natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid-géle-
lektroforézissel (SDS-PAGE) ellendriztiik. A TEV-emésztett
fehérjét djra Ni-NTA oszlopra vittiik, hogy a TEV proteaztdl
és a His-cimkétdl elkiilonithessiik. Végiul méretkizarasos
kromatografiaval tisztitottuk Superdex 75 Increase (10/300 GL)
oszlopon 10 mM EDTA-t tartalmazé PBS-t (137 mM NaCl, 2,7
mM KCL, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH=7,4) alkalmazva
eluensként. Az igy elkésziilt nagy tisztasagu fehérjeoldatot
0,5-1,0 mM koncentracidra toményitettik, folyékony nitro-
génben fagyasztottuk, és -80 °C-on taroltuk.

NMR-spektroszkopiai mérések

Az MRAS6-12, valamint az MRAS14 és MRAS15 jel( kismole-
kulak egy Ujonnan publikalt, kovalens dokkolasra alapuld vir-
tudlis szlirési médszer alapjan kivalasztott, a KRAS G12C-GDP
fehérjéhez kot6dé gyogyszerjeloltek (18). A kotédés kisérleti
tesztelését NMR-mérésekkel végeztiik egy Bruker Avance Il
700 MHz késziiléken, 5-mm Prodigy TCI H&F-C/N-D, z-gradi-
ens méréfejjel felszerelve, amely vivéfrekvenciaja 700,05 MHz
az'Hand 70,94 MHz "®N atommagok esetében. 'H,*"N-HSQC
spektrumokat mértlink 298 K hémérsékleten, hogy a fehérje
'H és °N kémiai eltolédasait és jelintenzitdsait meghataroz-
hassuk szabad és kotott allapotban. A szabad allapoti fehérje
kémiai eltolddasait korabbi munkank alapjan hataroztuk
meg (19), ez esetben az 5% DMSO hozzaadasa okozott kevés
eltérést, amelyek jol kdvethetbk voltak a spektrumokon. Az
NMR-mintak 6sszetétele a kovetkezd volt: a szabad fehér-
je mérése esetében 150 pM, mig a kismolekulas kotédési
vizsgalatokban 50 pM GDP-kotott, *N-jelolt KRAS 4B-G12C
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(katalitikus doménje: az 1-169. aminosavak], emellett mind-
egyik mérés esetében 5 mM GDP, 10 mM EDTA, 15 mM MgCl,
PBS-ben, 5% DMSO0 és 10% D,0 hozzaadasaval, pH 7,4-re lett
beallitva. A kotédési tesztekben a fehérjeoldathoz a szamitott
koncentracioban DMSO-oldatban adtuk hozza a kismoleku-
lakat. A kismolekulak elméleti végsd koncentracidja 150-500
pM volt, de mivel rosszul oldddtak, az aktuélis oldatbeli pontos
koncentraciojuk bizonytalan. A rossz oldhatdsag miatt hosszu
inkubacids id6t alkalmaztunk (96 6ra), mivel az irreverzibilis
kovalens kot6dés kovetkeztében a hosszabb inkubaciés idé
alatt a rosszul oldédd kismolekulak esetében is az egyensulyi
viszonyok miatt viszonylag nagyaranyu két6dés volt detek-
talhato. A kis fehérjekoncentracié miatt pedig nagy, NS=128
ismétlddési szammal mértiik a spektrumokat. Az 'H kémiai
eltoléodasok esetében a DMSO jele volt a referenciajel, amely
a szabad fehérje oldataban DSS alapjan volt kalibralva, mivel
DSS-t nem adtunk a kotddési tesztekhez (elkeriilve a mel-
lékreakcidkat). Az N kémiai eltolédasokat indirekt modon
kalibraltuk a IUPAC altal javasolt konvencidban megadott
giromagneses egyitthatdk adatait hasznalva. A spektrumok
processzalasa Bruker TopSpin 3.5 szoftverével tortént, és az
analizis az NMRFAM-SPARKY szoftverrel készilt (20).

Az MRAS kismolekulak kotodésének tesztelése
NMR-spektroszkopiaval

A kismolekulak kotédését a 'H,"”"N-HSQC spektrumon bekd-
vetkez6 kémiai eltolodasvaltozasokon keresztil tudtuk tesz-
telni. A megfeleld inkubacids id6 utan egyértelmi kotédést ta-
pasztaltunk négy esetben: MRAS6, MRAS8, MRAS9, MRAS11,
nem volt kotédés két esetben: MRAS14 és MRAS15. Harom
esetben (MRAS7, MRAS10 és MRAS12) pedig nem egyértelm(i
az eredmény, mert ugyan megvaltoztak a HSQC-spektrumon
az eltolddasok, am a szabad fehérje jelei is megmaradtak.
Emellett ezek esetében a rossz oldhatdsag is akadalyozza
a kotédés egyértelm( kimutatasat. Ezért ezek az eredmények
inkabb részleges kotGdésre utalnak (4. dbra). Az NMR-méré-
sek alapjan azt is megallapitottuk, hogy a kt6dd kismolekulak
avarhaté modon a Cys12 ciszteinnel, és nem a tobbi ciszte-
innel (Cys51, Cys80, Cys118) alakitanak ki kovalens kétést,
s6t a korabban felfedezett kovalens inhibitorok, az ARS-853
(6) és az ARS-1620 (9) kotézsebébe kotédnek.

In vitro, in vivo modellrendszerek kidolgozasa

Vizsgalatainkat KRAS-vad, illetve G12C, G12D vagy G12V
KRAS-muténs vastagbél-, hasnyalmirigy- és tiidéraksejtvo-
nalakon végeztiik (kiegészitd 2. tablazat). A KRAS-mutacidra
nézve mind hetero-, mind homozigéta sejtvonalakkal dolgoz-
tunk. Tovabba olyan izogenikus sejtvonalakon is végeztiink
vizsgalatokat, ahol az eredetileg csak vad KRAS-t hordozé
sejteket transzformaltak KRAS-mutaciot hordozo vektorokkal.
A sejtek 3D tenyésztéséhez polyHEMA-kezelt 96 lyukd, U-alju
sejttenyészt6 edényeket hasznaltunk. Ko-kulttra létreho-
zasara a H358 human tiidé-adenokarcindma sejtvonalat,
HUVEC-TERT immortalizalt human koldokzsinor-endotél sej-
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4. ABRA. MRAS-vegyiiletek NMR-spektroszkopiaval mért ktddése a KRAS fehérjéhez (a) az MRASS, (b) az MRAS9, (c) az MRAS10 és (d) az MRAS14
kismolekula esetében. A spektrumokon minden jel egy aminosavgerinc NH keresztcstcsat jelli, a piros szin a szabad allapothoz, a kék a kismolekula
hozzdadasa utani allapothoz tartozik. Az a és b dbra spektrumai az egyértelm( két6dést mutatjak, hiszen tobb GDP-hez térben kozeli aminosav jele
kiszélesedik vagy elmozdul (példaul Lys16, Tyr32, Thr35, Glu37, Gly40, és a Cys12, amihez kotddik a kismolekula) a kismolekula hozzaadasa utan. A
c abra spektruman lathatd valtozds, de kevesebb aminosav esetében, illetve a Cys12 esetében kotott és szabad allapot egyarant detektalhato, ezért
részleges kotédést allapithatunk meg. A d dbra spektruman nem lathatd valtozas

teket, illetve normalis human bér fibroblasztokat (CCD986SK)
hasznaltunk fel. Az MRAS molekuldk méréseit a 8. napon,
a ko-kulturas kisérleteknél a 6. napon a szferoidokrol készilt
képek alapjan az ImageJ program segitségével értékeltiik
ki. A ko-kulturas szferoidok esetében az egyes sejttipusokat
immunhisztokémiai markerekkel (CD31 - endotélsejt, CK7
- adenokarcinéma) jeldltiik meg. A fibroblasztok mind a két
markerre nézve negativak voltak.

G12C-specifikus MRAS-inhibitorok in vitro tesztelése

Az MRAS molekulédkat vizsgaltuk 3D esszékben KRAS-ra
nézve vad tipust (LCLC103H) és KRAS G12C mutéacidra nézve
heterozigéta (H358) valamint homozigéta (H1792) sejtvonala-
kon is. A szferoidokat 8 napon at kezeltiik az inhibitorokkal,
majd a végtérfogatukat meghataroztuk. Eredményeink szerint
az ARS-853 és ARS-1620 inhibitorok az irodalomban mar
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leirt hatékonysagot mutattak, vagyis esetiikben szelektiv
novekedésgatlé hatast tapasztaltunk a KRAS G12C mutans
sejtvonalakon (2. tablézat). Az altalunk vizsgalt MRAS mole-
kulak kozil bar volt olyan, amely novekedésgatlast okozott
(MRAS7, -10, -11), de ez nem bizonyult szelektivnek a KRAS
G12C mutans sejtvonalakra.

Atumor-endotél-fibroblaszt sejtekbdl &lld kompozit szfe-
roid modellt ARS-1620 KRAS G12C mutacidspecifikus inhibitor
kezeléssel validaltuk (5. dbra). Létrehoztunk csak normalis
sejteket (endotél+fibroblaszt) tartalmazé szferoidokat is,
a mutacidspecifikus inhibitor esetleges ,mellékhatasainak”
tesztelésére. A kezelés soran azt tapasztaltuk, hogy a csak
normalis sejteket tartalmazd szferoidoknal a kezelés csekély,
de szignifikans szinten megnovelte a szferoidok térfogatat.
Ezzel szemben a KRAS G12C mutans H358 tiidéadenokar-
cindma-sejtvonalat is tartalmazd szferoidoknal a kezelés



2. TABLAZAT. KRAS G12C specifikus inhibitorok ICsp-értékei

LCLC103H H358 (G12C) H1792 (G12C)
(vad) heterozigota homozigota

3D esszé
ARS-853 >100 uM 2.4 uM 3,1 uM
ARS-1620 >100 M 0,4 uM 2 M
MRAS6* >100 M >100 M >100 pM
MRAS7 23,2 uM 29,5 uM >100 pM
MRAS8* 52,9 uM >100 pM >100 pM
MRAS9* 61,3 uM >100 pM 16,2 uM
MRAS10 22,6 UM 26,4 pM 19,3 uM
MRAS11* 10 uM 26,4 pM 19,3 uM
MRAS12 >100 uM >100 uM >100 uM
2D esszé
CFL229 2,03 uM 1,2 uM 1,9 uM
CFL137 30,7 pM 12,7 uM 13,2 pM
CFL213 78,7 uM 97,9 uM 28,1 uM
CFL471 19,1 M 25,4 uM 11,2 pM
CFL120 27,8 uM 17,7 uM 11,2 uM
ARS-853 40,2 pM 7,2 uM 27,6 uM

8 napos 3D esszé. *NMR alapjan a KRAS G12C mutans fehérjéhez
kotédd molekuldk

RASOPATIA 317

drasztikus mértékben csokkentette a kezelt szferoidok tér-
fogatat. A szovettani metszeteken lathatd, hogy az aberrans,
nagymeéret( sejtmagok aranya jelentésen csokken a kezelt
szferoidokban a hematoxilin-eozin festett metszetek alapjan
[5.b dbra). Azimmunhisztokémiai festés eredményei alapjan
azt latjuk, hogy a CK7-pozitivtumorsejtek aranya drasztikus
csokkenést mutat az ARS-1620-kezelt szferoidokon a kont-
rollszferoidokhoz viszonyitva, mig a CD31-pozitiv endotélsej-
tek, illetve a duplanegativ fibroblasztok aranya jelentésen né.

Kismolekulajui gyogyszerjeldltek tesztelése

A kisérletek soran a korabban a kémiai sz(irésekben hata-
sosnak bizonyult CFL vegyiileteket nagy ateresztéképesség
rendszerben vizsgaltuk vad tipusi KRAS-t (LCLC-103H) és
G12C mutans KRAS-t (H1792) expresszald tidéraksejteken.
Az elékisérletek soran bedllitottuk a megfelelé kiindulasi
sejtszamot, és meghataroztuk a tumorsejtek DMSO-tole-
ranciajat. Ezutan 384-es lemezeken 6sszesen 180 vegyiilet
citotoxicitasat vizsgaltuk két kivalasztott koncentracidban (25
uM és 2,5 uMJ, 3-3 parhuzamossal, 72 6ra inkubaciés idével
el8szor a mutans KRAS-t expresszalé tumorvonalon. A sejtek
viabilitasat a kisérlet végén 10%-os PrestoBlue reagenssel
hataroztuk meg (1 éra inkubacid), az é16 sejtek altal atalakitott
reagens fluoreszcenciajat EnSpire lemezolvaséval detektaltuk.
Az értékeket a pozitiv (elpusztitott, 0) és negativ (kezeletlen,
1) sejtek értékeihez normalizaltuk (kiegészité 2.a abra). A ki-
sérlet soran 34 olyan vegylletet sikerdlt azonositani, ami
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5. ABRA. Tumor-endotél-fibroblaszt szferoidok. a) H358 tiid6-adenokarcinéma (KRAS G12C muténs), HUVEC-TERT endotél (Hu), illetve CCD986SK
fibroblaszt (F) sejtekbdl létrehozott szferoidok térfogatai a kezelés 6. napjan. A tumorsejteket is tartalmazé szferoidoknal a kontrollhoz képest jelentds
térfogatcsokkenést ért el az ARS-1620-kezelés, mig a csak normalis sejteket tartalmazé szferoidok térfogata megnétt a kezelés hataséara. b) Hema-
toxilin-eozin festett szferoidmetszetek reprezentativ képei. c) CK7- (barna, H358), CD31- (rézsaszin, HUVEC-TERT) jelélt immunhisztokémiai metsze-
tek reprezentativ képei. Jol lathaté a CK7-pozitiv sejtek csckkent ardnya az ARS-1620-kezelés hatasara
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25 pM-ban képes volt 50% ala csdkkenteni a viabilitast, ezek
kozil 4 fragmens mar 2,5 pM-ban is hatasos volt. Ezért a to-
vabbiakban a 34 vegyiiletet és az ARS-853-at, mint irodalmi
kontrollt megvizsgaltuk a vad tipusi KRAS-t expresszalé
LCLC-103H sejtek viabilitdsara is (kiegészitd 2.b dbra). Az
eredmények alapjan kategorizalva a vegyiileteket a két sejt-
vonalon mutatott hatdsossaguk alapjan kivalasztottuk azokat,
amelyek a legnagyobb mértékben mutattak H1792-szelekti-
vitast az LCLC-103H sejtekhez képest in vitro 2D esszében.
Ez alapjan 6t CFL vegyiiletet vittiink tovabb a fejlesztésben
(2. tablazat], dllatmodellben kiprébalva a hatasukat a kétféle
daganatsejt ndvekedésére.

Kisérleti allatok, szubkutan tumormodellek, kezelések
A vizsgalatokba immunhianyos NOD/SCID egereket von-
tunk be a sajat SPF tenyészetiinkbdl. A felhasznalt allatokat
a Helsinki nyilatkozaton alapulé ,Allatok gondozasanak és
felhasznalasanak alapelvei” szerint tartottuk, és azokat a helyi
etikai bizottsag jovahagyta (engedélyek: PEI/001/1715-2/2015
és PEI/001/3584-10/2014).

Atumorsejteket (3x10%/4llat, 200 pl folyadékban) szubku-
tan injektaltuk a kisérleti allatok hatbére ala. A kezeléseket
19 nappal a tumortranszplantacié utan kezdtiilk meg, amikor
a tumorok atlagos térfogata 173 mm? volt. A vegyiileteket
8% DMSO0/viz oldatban oldottuk, és ip. injekcidval juttattuk
az allatokba (6-8 allat/csoport]. A kontrollcsoportba tartozé
egereket olddszerrel kezeltlik, mig a kezelési csoportokban
lévé egereket az els6 és a masodik héten hetente 5 alkalommal,
allatonként 5 mg/kg és 15 mg/kg dézisban, 0,2 ml térfogat-
ban kezeltlik, mig a kezelés harmadik hetében az egereket
3 alkalommal kezeltlk, allatonként 30 mg/kg mennyiségben,
0,4 mltérfogatban. Az allatok tmegét és a daganatok térfoga-
tat a kezelés megkezdésekor és meghatarozott idékdzonként
meghataroztuk. A kisérlet befejezését 33 nappal a sejtoltas
utén, vagyis a kezelés megkezdése utan 15 nappal végeztiik,
mivel a daganatok atlagos térfogata egyes csoportokban
elérte az 1800 mm?3-t, mig a kontroll és egy masik csoport
esetében a sejtbeoltas utan 35 nappal, vagyis 17 nappal
a kezelés megkezdése utan fejeztiik be a kisérletet.

Az eredmények azt mutattak, hogy a kezeletlen kontroll-
hoz képest az irodalmi pozitiv kontroll ARS-1620-as szerrel
osszehasonlitva két vegytiletiink (CFL120, CFL137) is csok-
kentette a tumorok névekedését, mig a harom masik vizsgalt
vegyllet nem bizonyult hatdsosnak (6. dbraj. Ugyanakkor
ez a gatlas szelektivnek bizonyult a G12C KRAS-mutaciot
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0%)

Tumorndvekedés a kontrollhoz
képest (kontroll

—0—-CFL120
—@— CFL471

—@— CFL137
—0—CFL213

—@— ARS-1620
—— CFL229

6. ABRA. CFL inhibitorjelolt vegylletek hatdsa a H1792 G12C-KRAS-mu-
tdns emberi tiid6rak in vivo novekedésére (ARS: kontrollinhibitor)

expresszald sejtvonalra, mert a vad tipusi KRAS-t kifeje-
z6 LCLC-103H sejteken a kisérlet végén 10% alatti, nem
szignifikans novekedésfokozddast mértiink. Kiemelendé,
hogy az altalunk alkalmazott kezelési dézisok 30-60-szor
alacsonyabbak, mint a jelenleg klinikai fazisban tesztelt
hatdanyag alkalmazasi ddzisa.

KONKLUZIO

A RASopatia Konzorcium 2016-0s megalakulasakor a mutans
RAS inhibitor létrehozasa jobbara alomnak tlint. Mint utébb
kiderilt, els6sorban az Egyesiilt Allamokban szamos nagy
kutatocsoport is ugyanilyen ambicidkkal kezdett dolgozni
a feladaton, mint a hazai csoport. Szemben azonban a kiil-
foldi kutatokkal, a hazai csapat igen nagy figyelmet szentelt
a RAS-t 6vez6 biokémiai dogmak kérdésének, a kritikus 3D-s
struktiranak, és nem utolsésorban a megfeleld in vitro és in
vivo modellrendszerek kidolgozasanak, amelyek alkalmasak
arra, hogy a majdani klinikai kériilményeket minél jobban
szimulaljak. A 3 éves erdfeszitések eredményeként szamos
gyogyszerjeloltnek tekintheté kémiai struktdra kerilt azo-
nositasra, amelyek a korabban hasznalt, leghatékonyabbnak
szamitd alapstrukturakkal 6sszevethetd bioldgiai aktivitast
mutattak. Jelenleg a legfontosabb feladat az lenne, hogy
a konzorcium, kihasznalva kutatdsai beéré eredményeit,
minél hamarabb szabadalmi bejelentést tegyen és folytassa
sikeresen megkezdett fejlesztéseit.
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