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Farnezil-transzferaz-inhibitorok (FTI)
szinergista modon potencirozzak a mutans
KRAS inhibitorai daganatellenes hatasait
preklinikai modellekben
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A KRAS-mutacié az egyik leggyakoribb onkogénhiba emberi
daganatokban, igy driadsi jelent6ségu, hogy sikerilt mutans
KRAS-ra specifikus inhibitorokat kifejleszteni. Ugyanakkor
hamar kideriilt, hogy pl. a KRAS G12C-inhibitorok alkalmazasa
soran gyorsan rezisztencia alakul ki, illetve, hogy a monoterapiak
nem minden daganattipusban hatasosak, ezért kiilonféle 4j kom-
binacidkat keresnek. In silico elemzéseink felhivtak figyelmiinket
a KRAS G12C-mutans sejtvonalak farnezil-transzferaz-inhibitor-
(FTI) érzékenységére, ezért vizsgalni kezdtiik ezen gydgyszerek
hatasait az Gjonnan térzskonyvezett G12C-inhibitorokkal (szo-
toraszib és adagraszib) egyitt adva. Megallapitottuk, hogy az
FTI-k potencirozni képesek a KRAS-inhibitorok daganatellenes
hatasait emberi tid6-, vastagbél- és hasnyalmirigyrak-sejtvo-
nalakon in vitro és in vivo egyarant. Ezt kdvetéen az Uj KRAS
G12D-szelektivinhibitort (MRTX1133] is tesztelni kezdtiik FTl-vel
kombinaciéban, amely soran szintén szinergista tumorellenes
hatéast kaptunk. Mivel nincsen jelenleg még KRAS G12V-szelektiv
inhibitor, ilyen daganatokon a BI-2852 pan-RAS-inhibitort alkal-
maztuk, és ebben az esetben is igazoltuk a szinergizmust az FTI
és a RAS-inhibitor kozott. Miutan tobb FTlis torzskonyvezésre
kerdilt (tipifarnib és lonafarnib) mas indikacidkban, felmerdil a
klinikai lehetdsége a mutans KRAS inhibitorai FTI-vel torténd
kombinaciéjanak. Magy Onkol 67:223-235, 2023
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In silico studies raised the possibility that farnesyltransfer-
ase inhibitors (FTIs] may have antitumoral effects on KRAS
mutant cancer cells. Accordingly, we have tested FTls (tip-
ifarnib and lonafarnib) in G12C mutant human cancer cell
lines in vitro and in vivo. We have discovered that the combi-
nation of the two drugs has a synergistic antitumoral effect.
Next, we have tested FTls on G12D mutant human cancer
cell lines and found that the combination has antitumoral
effect in various preclinical cancer models. At last, we have
also tested FTls on G12V mutant human cancer cells and
again we have detected antitumoral effects. We suggest that
FTls may have clinical relevance outside the HRAS mutant
cancers.

Baranyi M, Heged(s B, Molnar E, Tévari J, Randelovic I, Per-
czel A, Buday L, Keserd G, Timar J. Farnesyltransferase in-
hibitors have antitumoral effects in mutant KRAS containing
cancer cells in preclinical models. Magy Onkol ¢7:223-235,
2023

Keywords: farnesyltrasferase inhibitor, combination thera-
py, preclinical tumor models

MAGYAR ONKOLOGIA 67:223-235, 2023



224  BARANYIES MTSAI.

BEVEZETES

A RAS proteinek a kis GTP-az fehérjék csaladjaba tartoznak
(tomeg: 21 kD), és szabalyoz6 szerepet latnak el a leggya-
koribb novekedésifaktor-receptor jelpalyakban (EGFR-ek,
MET vagy a KIT) (1). A csalddba harom fehérje és génjeik
tartoznak, a KRAS, a HRAS és az NRAS, melyek kiilonb6z6
kromoszémakon vannak kédolva. Emberben a KRAS gén a 12.
kromoszéman a p12.1 lékuszban talalhatd és 6 exon kédolja,
amelyek mutécioi a 2-4. exonokban fordulnak el6. A HRAS
géna 11. kromoszoma p15.5 l6kuszan, mig az NRAS gén az
1. kromoszdma p13.2 lokuszan kddolt. A RAS géneket 6 exon
kddolja, és mutaciodik jellegzetes forré pontokban koncentra-
lodnak: a KRAS esetében ez a 2. exon 12-es kodonja, amely
a GTP-azdoménbenvan, a 3. exon 61-es kodonja, amely pedig
all. kapcsold régid és a 4. exon 117/146-os kodonja. Az NRAS
esetében is ezek a mutacids forré pontok, de leggyakrabban
a 3. exon 61-es kodonjaban helyezkednek el. A KRAS a legy-
gyakrabban mutalt onkogén emberi daganatokban. A has-
nyalmirigyrakok 80%-a KRAS-mutéans, mig a vastagbélrakok,
tid6é-adenokarcindmak és kolangialis karcinémak mintegy
harmada hordoz KRAS-mutaciét. Bar mutacidja barmely
rosszindulati daganatban eléfordulhat, 10% feletti gyako-
risag jellemzi az ovarium- és endometrialis karcindmakat.
Az NRAS-mutacio gyakorisaga melanémakban 20%, mig
a vastagbélrakokban és a hematoldgiai daganatokban 10%.
A HRAS-mutaciék emberi daganatokban ritkak, de 10%-os
incidencia jellemzi a méhnyakrakokat és a higyhélyagrakot.
A KRAS-mutacids mintazat is tumorspecifikus sajatossago-
kat mutat. Az elemzések azt mutatjak, hogy a KRAS exon 2/
G12D és G12V tipust mutaciok a leggyakoribban a kiilonb6z6
daganatféleségekben, de jellegzetes variaciokat mutatnak.
A G12D mutacid a hasnyalmirigyrakokban a legmagasabb és
a tlidé adenokarcindmajaban a legalacsonyabb. A G12V tipusu
mutacio az ovariumrakban a leggyakoribb és a kolangialis
rakokban a legritkabb. Nagyon jellegzetes, hogy a KRAS
G12C tipusi mutacié messze a tiidé-adenokarcindmaban
a leggyakoribb (~40%), és minden mas KRAS-mutéans da-
ganattipusban sokkal alacsonyabb (~10%). A KRAS exon 2
mas tipust mutacidi sokkal ritkabbak, de megint nagyon
jellegzetesek az eltérések az egyes daganatféleségek kozott.
Az endometrialis rakokat G12A mutacid jellemzi, miga G12S
kolangidlis rakra specifikus. A G12R mutacié majdnem kiza-
rélagosan hasnyalmirigyrak-specifikus, mig a G13D mutacié
a vastagbélrakokat jellemzi (1).

Mutans KRAS-t hordozé daganatok célzott terapiaja
Allélspecifikus inhibitorok

Bar sokaig célozhatatlannak tartottak, az elmult néhany
évben szamos, mutans KRAS-ra specifikus inhibitort sikeriilt
kifejleszteni (2). A sort a KRAS G12C mutécidra specifikus
irreverzibilis inhibitorok kezdték. Ezek kozil tobb is eljutott
a klinikai kiprébalasig, kozllik kettd sikeresen szerepelt
fazis ll-es vizsgalatokban. Sajnalatos mddon a két sikeres
szer, a szotoraszib/AMG510 (3, 4) és adagraszib/MRTX849
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(5) els6sorban tidérakokban bizonyult hatékonynak, igy
az FDA ezen indikacidban torzskonyvezte ezeket. A klinikai
vizsgalatok soran kideriilt, hogy a kezelés alatt viszonylag
hamar alakul ki rezisztencia, aminek legfébb okai a KRAS
és NRAS Gn. masodlagos mutécidi (6), igy nagy aktivitas van
Ujabb, hatékonyabb kombinaciés modalitasok kidolgozasara:
G12C-mutans vastagbélrakban EGFR-inhibitorral kisérletez-
nek, mas daganatokban CDK4/6- MEK- vagy mTOR-inhibi-
tor kombinacidkat vizsgalnak (7). A fejlesztések kovetkezd
lépése a sokkal gyakoribb KRAS G12D mutaciéra specifikus
inhibitorok kifejlesztése. Ennek legeldrehaladottabb fajtaja
a G12D-szelektiv MRTX1133, amely a G12D GTP-kétott for-
majat blokkolja (8]. Az irodalomban két masik G12D-sze-
lektiv inhibitor is megjelent, a KRAS12D1-3 és a RAS(ON)
G12D, amelyek kémiai szerkezete még nem ismert, és nem
hozzaférhetdk (9).

Pan-RAS-inhibitorok

Az allélspecifikus fejlesztések ellentéte a pan-RAS-inhibi-
torok kialakitasa, itt szdamos vegyiilet jelent meg. A BI-2852
inaktiv KRAS-homodimert képes indukalni, és kideriilt, hogy
erésen szelektiva KRAS G12D allélre a vad tipussal vagy
mas mutansokkal szemben (10). A Bl-pan-KRAS1-4 a G12D
és G12V allélszelektiv inhibitora. A Bl-pan-KRASdegrader?
valamennyi mutans forma esetében hatékony volt in vitro.
Az RSC-1255 és RMC-6236 Ujabb pan-RAS-inhibitorok (9).

Indirekt RAS-inhibitorok

Ezen vegyiiletek kozil a legelérehaladottabb allapotban az
SOS1T-inhibitorok vannak, melyek a GTP-exchange proteinek
ezen csaladjat blokkoljak, sajnos ,pan-RAS” inhibitorok és
nem mutacidszelektivek, igy varhaté a mellékhatasok szé-
les skalaja (2). A RAS fehérjék az SRC révén a C32 helyen
tirozin-foszforilalodnak és ezzel aktivalddnak. Az SHP2 egy
tirozin-foszfataz, amely a C32P helyen defoszforilalja a RAS-t
és ezzel blokkolja a jelatvitel hatékonysagat. Ezért szamos
SHP2-inhibitort fejlesztettek ki; ezek egy részét KRAS-in-
hibitorokkal kombinacidban elemezték in vitro, és néhany
kombinacié mar klinikai fazisba is jutott (9, 11).

A HRAS-inhibitorok uj osztalya:

farnezil-transzferaz-inhibitorok

A RAS proteinek masodlagos mddosulasanak sajatos for-
maja a farnezilacio, amely elésegiti a membranhoz vald
kihorgonyozodast és a hatékony jelatvitelt. Ezért korabban
szamos FTI-t terveztek, fejlesztettek, ezek kozil sok eljutott
a klinikai fazisvizsgalatokig, de elbuktak (2). Ennek oka az volt,
hogy a KRAS és NRAS esetében a farnezilacié alternativaja
a geranilacio (2). Ugyanakkor a HRAS protein esetében ilyen
alternativa nincsen, ezért két FTl-t is teszteltek klinikai koril-
mények kozott HRAS-mutans daganatokon, a tipifarnibot (12)
és a lonafarnibot (13). A tipifarnib igen hatékonynak bizonyult
HRAS-mutans fej-nyaki laphamrakokban, igy ott FDA-t6rzs-
konyve is sziiletett 2022-ben (12]. A jelenlegi vizsgalatok
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HRAS-mutans hugyhélyagrakokban zajlanak (14). A lona-
farnibot progériaszindromas gyerekek esetében vizsgaltak
klinikailag, mert ebben a betegségben egy magi fehérje, az
LMNA mutans, és ez a fehérje erésen farnezilalt. A klinikai
vizsgalatok olyan sikeresek voltak, hogy a lonafarnib lett az
els6 torzskonyvezett FTI gydgyszer (13). Ezek a fejlemények
felvetették annak a lehetdségét, hogy az FTI-k daganatelle-
nes felhasznalasat djra kell, lehet gondolni. Ezért kisérleti
rendszerekben megvizsgaltuk az 4j RAS-inhibitorok FTI-kel
torténé kombinacidjat preklinikai modellekben.

ANYAG ES MODSZER

In vitro 2D kombinacids tesztek

A daganatsejtvonalak (7. tablézat) 70-80%-os konfluencia-
ju tenyészetébdl tripszines emésztés segitségével egy-
sejt-szuszpenziot készitettiink, amelyet Luna Il automatizalt
sejtszamlaloval szamoltunk meg. A sejteket 5000-10 000 sejt/
lyuk siirliségben (az adott sejtvonal névekedési sebességétél
fliggéen) 24 lyukd lemezre Gltettik. A tapoldatot masnap friss,
inhibitorokkal (2. tdblazat] kiegészitett tapoldatra cseréltik
le. 6 nap elteltével a lyukakat DPBS-szel (Lonza) mostuk,
majd a sejteket 10%-os triklérecetsavval fixaltuk, és 15 percig
szulforodamin-B (SRB) (Sigma) festékkel festettiik. A leme-
zeket tobbszor mostuk 1%-os ecetsavval a felesleges festék-
anyag eltavolitasa érdekében. A fehérjéhez kotétt SRB-t 10
mM Tris-pufferben (pH=7,4) oldottuk fel, és az OD-t (optikai
denzitast) 570 nm-en mértiik mikrolemez-olvaséval (EL80O,
BioTec Instruments, Winooski, VT, USA). Az OD-értékeket
a kontrollhoz normalizaltuk. A transzformalt adatokat a kom-
binaciés index (Cl) kiszamitadsahoz hasznaltuk. A feltiintetett

1. TABLAZAT. A felhasznalt emberi daganatsejtvonalak

Daganatsejtvonal  Eredet KRAS-mutans statusz
H358 tidérak KRAS G12C
H1792 tudérak KRAS G12C
PF139 tudérak KRAS G12C
SW1573 tidérak KRAS G12C
PF97 vastagbélrak KRAS G12C
MIAPACA2 hasnyalmirigyrak ~ KRAS G12C
SW1990 hasnyalmirigyrak  KRAS G12D
H838 G12D tudérak KRAS G12D
SNUC2B vastagbélrak KRAS G12D
SW480 vastagbélrak KRAS G12V
A549 tudérak KRAS G12S
HCT116 vastagbélrak KRAS G13D

2. TABLAZAT. Az alkalmazott KRAS-inhibitorok

Brandnév Hatdanyag neve Célpont

Lumykras szotoraszib (AMG510]  KRAS G12C

Krazati adagraszib (MRTX849)  KRAS G12C

- ARS-1620 KRAS G12C

- MRTX1133 KRAS G12D

— BI2852 pan-KRAS

Zarnestra tipifarnib farnezil-transzferaz enzim
Zokinvy lonafarnib farnezil-transzferaz enzim
= FTI277 farnezil-transzferaz enzim
- BMS214662 farnezil-transzferaz enzim

adatok harom fliggetlen kisérlet eredményei. A hGtérképeket
a Microsoft Excel szoftver segitségével készitettiik el.

In vitro 3D kombinacids tesztek

A sejteket 3000 sejt/lyuk siirliségben iltettik a belsé 60, poly-
HEMA-bevonatu lyukba 200 pl tapfolyadékban, mig a kiilsé
lyukakat DPBS-szel (Lonza) toltottiik fel a parolgas elkeriilése
érdekében. A sejteket a lyukak aljan koncentraltuk 540 RCF
(relativ centrifugalis erd) centrifugalassal, hogy el6segitsiik
a lyukankénti egy szferoid képzédését. A sejtek 24 dran beliil
szferoidokka alltak dssze, majd tovabbi 100 pl, inhibitorokkal
kiegészitett tapfolyadék hozzdadasaval kezeltiik 6ket. Min-
den koncentraciés csoport harom szferoidot tartalmazott.
A szferoidokat ToupCam XW 3MP mikroszképkameraval
fényképeztiik a kezelés elsd és hatodik napjan. A képeket
az ImageJ szoftver segitségével elemeztik, egy erre a cél-
ra kialakitott script segitségével, amely a szferoidok 2D-s
vetlileteinek teriiletét méri. Az eredményeket manualisan
fellilvizsgaltuk, és a vetiiletekbdl mért teriiletértékek segit-
ségével kiszamitottuk a szferoidok sugarat majd térfogatat
aV=4/3 x n x sugar® képlet segitségével. A bemutatott adatok
harom fliggetlen kisérlet eredményei.

In vivo kisérletek

Az in vivo kisérletekhez a H358 és az SW1573 human
tud6-adenokarcindma sejteket (5x10¢, illetve 1x10¢ darab/
allat mennyiségben) 28-28 néstény SCID (stlyos kombinalt
immunhianyos) egerekbe injektaltuk szubkutan xenograft
tumorok létrehozasahoz. A sejteket 200 pl DMEM:Matrigel
(Corning, Corning, NY, USA] keverékben (arany 1:1) adtuk
be az elézetes kisérletek mérései alapjan. Amikor a tumo-
rok elérték a kb. 100 mm?-es nagysagot (H358: 7 nappal,
SW1573: 26 nappal az injekcié beadasa utan), az allatokat
randomizaltuk (7 allat/csoport], és hétvégék kivételével na-
ponta intraperitonealisan kezeltiik 6ket. A gyogyszereket 60%
DPBS-ben, 34% PEG300-ban (polietilén-glikol), 5% DMS0-ban

MAGYAR ONKOLOGIA 67:223-235, 2023
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500 nM
0,083
0,061
0,03

100 nM

AMG510
0,494
0,424
0,522

100 nM
0,099
0,03
0,024
50 nM
0,545
0,437
0,516

50 nM
0,713
0,067
0,043
25nM
0,675
0,494
0,53

PF97
Kombinaciés Index AMG510 AMG510 AMG510

MIAPACA2
Kombinaciés Index AMG510 AMG510

100 nM tipifarnib
500 nM tipifarnib
1000 nM tipifarnib
5 nM tipifarnib

10 nM tipifarnib
25 nM tipifarnib

500 nM AMG510
SD
0,15
0,10
0,09
0,06
100 nM AMG510
SD
0,11
0,07
0,04
0,03

atlag
0,36
0,31
0,30
0,27

atlag
0,44
0,21
0,16
0,13

N
N

100 nM AMG510
SD
0,13
0,08
0,08
0,09
50 nM AMG510
SD
0,15
0,12
0,07
0,04

atlag
0,36
0,34
0,31
0,28

atlag
0,58
0,30
0,21
0,15

N
N

50 nM AMG510
SD
0,15
0,11
0,08
0,07
25 nM AMG510
SD
0,16
0,18
0,10
0,06

atlag
0,42
0,39
0,34
0,31

atlag
0,75
0,38
0,25
0,17

N
N

0nM AMG510
SD
0,00
0,10
0,08
0,08
0nM AMG510
SD
0,00
0,19
0,13
0,06

atlag
1,00
0,77
0,63
0,62

atlag
1,00
0,53
0,38
0,26

PF97

életképesség
0 nM tipifarnib
100 nM tipifarnib
500 nM tipifarnib
1000 nM tipifarnib

MIAPACA2
életképesség
0 nM tipifarnib
5 nM tipifarnib
10 nM tipifarnib
25 nM tipifarnib

3. TABLAZAT. AMG510/szotoraszib és tipifarnib inhibitorok kombinaciéjanak hatasa in vitro KRAS G12C-mutans emberi daganatsejtvonalakon (folytatas)
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és 1% Tween80-ban oldottuk be. A H358 xenograftokat 5 mg/
kg AMG510; 40 mg/kg tipifarnib, mig az SW1573 xenograf-
tokat 25 mg/kg AMG510 és 40 mg/kg tipifarnib kezelésben
részesitették. A kontrollok vivéanyagot kaptak. A bor alatti
tumorokat mérdkaliperrel mértik, és a tumor térfogatat
aV=(hossz x szélesség?)x n/6 képlettel szamoltuk ki, és mm?-
ben fejeztiik ki. A H358-kisérletet 18 nap utan, az SW1573-at
pedig 25 napos kezelés utan fejeztiik be. A tumorok tomegét
a kisérlet terminalasat kdvetéen megmeértiik.

A 56 néstény SCID egér a KINETO Lab allathazabdl szar-
mazott (engedélyszam: PEI-001-1715-2/2015, 24/07/2015).
Az allatkisérleteket a tudomanyos célokra felhasznalt allatok
védelmérdl szolo 2010/63/EU Eurdpai Parlamenti és Euré-
pai Tanacs altal eldirt iranyelveinek megfeleléen végeztiik.
Engedélyszam: PE/EA/401-7/2020, 23/04/2020. Az egerek
egészségi allapotat a KINETO Lab allathazi személyzete
monitorozta.

EREDMENYEK

G12C-mutans daganatsejtvonalak

Emberi KRAS G12C-mutans tid6rak- (H358, H1792, PF139,
SW1573), vastagbélrak- (PF97) és hasnyalmirigyrak- (MIAPA-
CAZ2) sejtvonalak felhasznalasaval teszteltik a G12C-inhibitor
szotoraszib/AMG510 és a farnezil-transzferaz-inhibitor tipi-
farnib mono- és kombinacios terapia in vitro hatékonysagat
2D sejttenyészeteken. A sejtvonalak kiilonb6zé mértékd
érzékenységet mutattak mind a szotoraszib, mind a tipifar-
nib irdnt, azonban a kombinalt kezelések minden esetben
hatékonyabbak voltak, és a szdmitasok szerint a hatasok
szinergisztikusnak bizonyultak (nem egyszeriien additivak]
[3. tabldzat]. A kisérletet megismételtik a G12C-mutans
tiddrak sejtvonalakon ugy, hogy FTI-ként a lonafarnib in-
hibitort hasznaltuk, és ez esetben is azt tapasztaltuk, hogy
a monoterapidk hatasosan gatoltak a tiidéraksejtek szapo-
rodasat, azonban a két szer kombinacidja (G12C-inhibitor
szotoraszib és a lonafarnib) sokkal hatékonyabbnak bizonyult
és a hatas szinergisztikus volt (4. tablazat). A kvetkezékben
in vitro 3D tid6rakmodellt (szferoid) hasznaltunk a G12C-in-
hibitor szotoraszib és a tipifarnib daganatellenes hatasainak
elemzésére. Ezek a tesztek is azt igazoltak, hogy a két szernek
monoterapiaban daganatgatlé hatadsa van, azonban egylittes
alkalmazasuk a leghatékonyabb, és a hatas ez esetben is
szinergisztikus (5. tablazat).

Gyakran eléfordul, hogy egy daganatgatld szer in vitro
hatékony, de kiilonb6zé okoknal fogva in vivo korilmények
kozott nem hatékony. Ezért SCID egér xenograft modell-
jén két G12C-mutans daganatsejtvonal felhasznalasaval
elemeztiik a szotoraszib és a tipifarnib monoterapias és
kombinaciés hatasait. A H358 sejtvonal kvazi érzékeny, mig
az SW1573 rezisztens a G12C-inhibitorral szemben, ezért
sokkal nagyobb dézist kellett alkalmazni. Mindkét sejtvonal
esetében azt lattuk, hogy a monoterapidk mérsékelten haté-
kony daganatgatld hataslak, azonban a kombinaciés kezelés
bizonyult a leghatékonyabbbnak in vivo kérilmények kozott is

dtlaga, SD, NJ, a jobb oldali téblazatok a hozzajuk tartozé Kombinaciés Index értékeket mutatjak (1 feletti Kombinécids Index értékek antagonista, 1 korili értékek additiv, 1 alatti értékek szinergista

Tiddrak: H358, H1792, PF139, SW1573, kolorektdlis rak: PF97, hasnyalmirigyrak: MIAPACAZ. A bal oldalon a é napos in vitro 2D életképességi tesztek eredményei lathatdk [relativ életképesség
hatdanyag-kélcsénhatdst jeleznek)

MAGYAR ONKOLOGIA 67:223-235, 2023
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6. TABLAZAT. AMG510/szotoraszib és tipifarnib inhibitorok kombinacisjanak tumorellenes hatasai in vivo xenograft tidérakmodellekben

Tumortémeg (g)

Tumortdmeg (g)

H358 kontroll AMG510 tipifarnib AMG+TIPI
1 0,466 0,053 0,182 0,144
2 0,612 0,559 1,599 0,038
3 0,242 0,038 1,023 0,027
4 0,403 0,157 0,223 0,021
5 0,445 n.a. 0,225 0,029
6 0,459 0,254 0,205 0,036
7 0,389 0,029 0,239 0,234
atlag 0,430857143  0,1816667 0,528 0,0755714
SD 0,110479906  0,2043151 0,5604263 0,0819204
N 7 6 7 7

SW1573 kontroll AMG510 tipifarnib AMG+TIPI
1 0,351 0,1025 0,5323 0,0318
2 0,76 n.a. 0,2277 0,4871
3 n.a. 0,7238 0,3143 0,4632
4 0,6163 0,2227 n.a. 0,266
5 1,377 0,144 0,2239 0,1962
6 0,7105 0,5804 0,2604 0,1802
7 0,1855 0,4184 1,2243 0,0455
atlag  0,666716667 0,3653 0,4638167 0,2385714
SD 0,412045995 0,251389 0,3898896 0,1817555
N 6 6 6 7

KRAS G12C mutaciét hordozo tidétumor-sejtvonalak: H358, SW1573. Mindkét tumormodell esetén a kombinacios kezelés bizonyult a leghatékonyabb-
nak. A kezelés naponta (hétvégék kivételével], ip. tértént, 40 mg/ttkg tipifarnib-, illetve 5 mg/ttkg (H358) és 25 mg/ttkg [SW1573) AMG510-ddzisokkal

(6. tablazat). Felmerilhet, hogy a kombinacids kezelés esetleg
toxikus mellékhatasu lehet, de az egerek testsUlyvesztése
5-10% koril mozgott, és a kombinacids kezelések esetében
sem fokozddott. Tovabbmenve, a kisérlet terminaladsakor
szGOvettanivizsgalatra keriild maj és vese patologiai vizsgalata
nem mutatott eltéréseket, ami arra utal, hogy a két fontos
szerv, amely G12C-inhibitorok vagy FTI-k klinikai alkalma-
zasa soran toxikus mellékhatasokat szenvedhet, a kisérleti
rendszerben nem volt érintett.

A kovetkezbkben arra voltunk kivancsiak, hogy az FTl és
G12C-inhibitor daganatellenes hatdsainak potencirozasa
altalanos érvényd, vagy csak a szotoraszibra érvényes, ezért
egy masik klinikailag hasznalt G12C-inhibitor, az adagraszib
hatasait is megvizsgaltuk G12C-mutans emberi tiidérak
(PF139, SW1573), vastagbélrak- (PF97) és hasnyalmirigyrak-
(MIAPACAZ2) sejtvonalakon in vitro. Eredményeink szerint a ti-
pifarnib az adagraszib daganatellenes hatasat is potencirozni
volt képes, és ezen esetben is szinergista hatastnak bizonyult
(7. tabldzat]. A potencirozé hatas nem bizonyult specifikusnak
atipifarnibra, mert amikor az adagraszibet egy masik FTl-vel,
a lonafarnibbal kombinaltuk in vitro kérilmények kozott, az
FTlezen esetben is potencirozta a G12C-inhibitor adagraszib
daganatellenes hatasat (7. tablazat).

G12D-mutans daganatsejtvonalak

Atovabbiakban azt teszteltlik, hogy az FTI-k mutans KRAS-t
hordozd daganatokban észlelt gatlé hatdsai mutaciospe-
cifikusak-e, ezért G12D-mutans emberi daganatsejtvona-
lat is teszteltlink in vitro (SW1990 hasnyalmirigyrak], ahol
KRAS-inhibitorként az MRTX1133-at alkalmaztuk. A tipifarnib
mérsékelt daganatellenes hatasunak bizonyult ezen sejtvonal

© PROFESSIONAL PUBLISHING HUNGARY

esetében, mig az MRTX1133 igen aktiv volt, de a két szer
kombinacidja bizonyult a leghatékonyabbnak, és a hatas
ismételten szinergikus volt szamitasaink szerint (8. tabls-
zat]. Ezek utan a G12D-inhibitor MRTX1133 hatasat a masik
FTI, a lonafarnib is sikeresen potencirozta kombinaciéban
a G12D-muténs hasnyalmirigyrak-sejtvonalon (8. tablazat).

Mas tipusu KRAS-mutans sejtvonalak

Az irodalomban mar leirtak Un. pan-KRAS-inhibitorokat,
melyek koziil a BI-2852-t teszteltiik kiilonféle KRAS-mutéciot
hordozd emberi daganatsejtvonalakon in vitro, és elemeztiik
a Bl+tipifarnib kombinacié hatdsossagat. A kisérletekben
G12C-mutans (SW1573), G12D-mutans (SW1990), G12V-mu-
tans (SW480), G12S-muténs (A549) és G13D-mutans (HCT116)
sejtvonalakat hasznaltunk. /n vitro adataink szerint az FTI
valtozo, altalaban mérsékelt daganatellenes hatast mutatott
monoterapidban, azonban a BI-2852-vel térténd kombina-
cié potencirozta a pan-KRAS-inhibitor hatasat mindegyik
esetben (9. tablazat). Ebben az esetben is igazolddott, hogy
a pan-KRAS-inhibitor hatasat a masik FTI, a lonafarnib is
képes volt potencirozni a vizsgalt, valtozatos tipusi KRAS-mu-
taciot hordozé daganatsejtvonalakon (9. tabldzat).

MEGBESZELES

Az elmult évek talan legnagyobb horderej eredménye a kisér-
letes és klinikai rakkutatasban az, hogy az eddig ..non-drug-
gable”, nem célozhaté KRAS-mutans onkogénrdél kideriilt,
hogy mégis valhat beldle kivald célzott terapias célpont, és az
elsé torzskonyvezett gyogyszerek mar beléptek a klinikum-
ba, még ha meglehetbsen sz(k indikacios korben is (KRAS
G12C-mutans tidé-adenokarcinéma) (4, 5). Mint minden mas
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9. TABLAZAT. BI-2852 és farnezil-transzferaz-inhibitorok (tipifarnib, lonafarnib) kombinaciéjanak tumorellenes hatasai kiilonféle KRAS-mutaciét hordozé daganatsejtvonalakon in vitro (folytatas)
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Kombinaciés Index
500 nM lonafarnib
1000 nM lonafarnib
2000 nM lonafarnib

SD
0,09
0,06
0,05
0,05

atlag
0,39
0,28
0,25
0,19

SD
0,10
0,08
0,06
0,07

atlag
0,67
0,49
0,41
0,32

SD
0,05
0,07
0,08
0,07

atlag
0,81
0,58
0,51
0,40

SsD
0,00
0,06
0,06
0,08

atlag
1,00
0,64
0,56

0,72

0 nM lonafarnib

500 nM lonafarnib
1000 nM lonafarnib
2000 nM lonafarnib

életképesség
képességi tesztek eredményei lathatdk [relativ életképesség atlaga, SD, NJ, a jobb oldali téblézatok a hozzéjuk tartozé Kombindcids Index értékeket mutatjék (1 feletti Kombindcids Index értékek

G12C-mutans sejtvonal: SW1573, G12D-mutans sejtvonal: SW1990, G12V-mutans sejtvonal: SW480, G125-mutans sejtvonal: A549, G13D-muténs sejtvonal: HCT116. A bal oldalon a é napos 2D élet-
antagonista, 1 kérili értékek additiv, 1 alatti értékek szinergista hatést jeleznek)

célzott terdpids szer esetében, a rezisztencia kialakula-
sa sajnos gyakori, és igen sokrétl genetikai valtozason
alapul (6). Masrészt ezen inhibitorok, hasonldéan mas
célzott gydgyszerekhez (mint pl. a BRAF-inhibitorok],
énmagukban nem elég hatékonyak, ezért szamos kii-
lonféle kombinacios lehetdséget tesztelnek klinikailag,
igy azimmunellendrzépont-gatlokkal, a MEK-inhibito-
rokkal vagy az anti-EGFR antitestekkel (15).

Az FTI-k sok évtizedes kalvariaja végre megsziilte
elsé gyiimolcsét, amihez az kellett, hogy megértsiik,
a KRAS vagy NRAS, bar farnezilalt fehérjék, de van
alternativ prenilaciés mechanizmusuk, ezért elleniik az
FTI-k hatastalanok. Ugyanakkor kideriilt, hogy a HRAS
esetében ez nem mkadik, igy az FTI-k elsé daganatos
indikacioi a HRAS-mutéans daganatok lettek (fej-nyaki
rakok vagy hagyhdlyagrak] (12, 14).

Kordbban a biszfoszfonatokrél derilt ki, hogy
a csontattétekben valé hatékonysaguk nemcsak az
oszteoklasztgatlason alapul, hanem direkt antitumora-
lis hatastak, aminek lehetséges oka e gyogyszercsalad
prenilaciégatlé képessége. Kimutattuk, hogy kisérleti
rendszerekben a biszfoszfonat direkt gatolja a (vad)
KRAS-sal rendelkezé tiidérakokat in vitro és in vivo,
csontattétektdl figgetlendl (16). Egy nagyobb klinikai
anyagon hazai szerzék kimutattak, hogy a csontattétes
tiidérakok esetében a biszfoszfonatok igen hatékonyak,
de féleg a vad KRAS-t hordozé esetekben, bar valamiféle
hatékonysag a mutans KRAS-t hordozo daganatokban is
jelenvolt (17). In silico elemzéseink soran azt talaltuk,
hogy a kiilonféle prenilacidgatlé szerek koziil az FTI-k
in vitro aktivak olyan daganatsejtvonalakon, amelyek
mutans KRAS-t hordoznak (18).

Ezen megfigyeléseink alapjan szisztematikusan
vizsgaltuk a KRAS-mutans emberi daganatsejtvonala-
kat, hogy a klinikailag elérheté vagy kisérleti stadiumban
lévé KRAS-inhibitorok hatasat lehetséges-e potencirozni
FTI-kkel. Helyzetiinket megkonnyitette, hogy mar két
FTI-tis torzskdnyveztek, a tipifarnibot és a lonafarnibot.
Vizsgalataink kimutattak, hogy a KRAS G12C-inhibitorok
igen hatékonyan potencirozzak a két torzskonyvezett
inhibitor (szotoraszib és adagraszib) hatasat in vitro és
in vivo preklinikai modellekben. Ezen eredményeinken
felbatorodva egy G12D-inhibitor (MRTX1133) hatasat is
elemeztiik, és hasonldan biztaté kisérleti eredménye-
ket kaptunk. Végiil, felhasznalva egy fejlesztés alatt
allé pan-RAS-inhibitort (BI-2852) megmutattuk, hogy
G12V-, G12S- vagy G13D-mutans daganatsejtvonalakon
is hatékony az FTI-kkel torténé kombinacié.

Joggal merdiil fel a kérdés, hogy mi lehet a pato-
mechanizmusa ennek a jotékony hatasnak, ha a KRAS
rezisztens a farnezil-transzferazokkal szemben? Az
egyik lehetséges magyarazat, hogy szdmos olyan kulcs-
fontossagu fehérje mikadik a daganatokban, melyek
farnezilalodnak, mint pl. a lipidkinaz-Utvonalban a RHEB
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(19), vagy a sejtosztédasban kulcsszerepld lamin A. De talan
a legérdekesebb az a megfigyelésiink volt, hogy kiderdlt,
a G12C-mutans daganatokban, amikor ezeket G12C-inhi-
bitorokkal kezelik, mintegy kompenzatorikusan feliilregu-
lalédik a vad HRAS [mintegy atvéve a kiesé KRAS fehérje
szerepét). Ha a HRAS-t kilitjlik a daganatsejtekben, akkor
az FTI-k potencirozé hatdsa megsz(inik (nem kozolt adat).
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