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Biatko KRAS- struktura, aktywnosc i rola
w terapiach przeciwnowotworowych

KRAS protein — structure, activity and role in anticancer therapies

Biatko KRAS w formie natywnej wystepuje w organizmie w formie aktywnej, wiazacej
GTP lub nieaktywnej, wigzacej GDP. Formy te podlegaja cyklicznym, Scisle regulo-
wanym przemianom, dzieki czemu odgrywa ono kluczowa role w regulacji szlakéw
sygnalizacyjnych zwiazanych z proliferacja i przezywalnoscig komérek. Jednakze
biatko to jest jednym z najczesciej mutujgcych onkogendw rodziny biatek RAS, ktére
prowadza do jego niekontrolowanej nadaktywnosci, a poszczegdlne jego mutacje
powigzane s z licznymi formami nowotworow, ktére jeszcze do niedawna traktowane
byly jako ,nieuleczalne”.
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Pojecie ,nieuleczalny” definiuje cele molekularne, ktdre chemicz-
nie i farmakologiczne sg obecnie nieosiggalne, a istniejgce dane
naukowe $wiadczg o tym, ze opracowanie molekuty wobec takiego
celu bytoby istotne klinicznie. Postep technologiczny pozwala na
przezwyciezenie problemu nieuleczalnosci, zatem bardziej stosowny
termin stanowi ,trudne do leczenia”. Do tej grupy nalezg cele mole-
kularne, krytyczne dla inicjacji i progresji choréb nowotworowych,
w tym onkogenne biatka RAS, ktorych mutacje stwierdza sie sta-
tystycznie w blisko 30% ludzkich nowotwordw [1]. Mutacje wpty-
wajace na ekspresje i funkcje genéw odpowiedzialnych za wzrost
i réznicowanie komaorek uchodzg za gtéwna przyczyne transformacji
nowotworowej. Globalna zapadalno$¢ na choroby nowotworowe
ulega ciggtej progresji. Szacuje sie ze w 2040 r. obcigzenie genetycz-
ne nowotworami siegnie 28,4 min przypadkdéw co stanowi 47-proc.
przyrost wzgledem 2020 r. [2]. Molekularne badania kancerogenezy
maja na celu identyfikacje mutacji aktywujgcych, zrozumienie ich roli
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The KRAS protein in its native form occurs in the body in anactive form - binding
GTP and inactive-binding GDP. These forms are subject to cyclical, tightly regulated
transformations, which play a crucial role in regulating signaling pathways related
to cell proliferation and survival. However, this protein is one of the most frequently
mutating oncogenes of the RAS protein family, which leads to its uncontrolled hype-
ractivity, and its mutations are associated with numerous forms of cancer that until
recently were considered as “incurable”.
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w kancerogenezie oraz opracowanie wzgledem nich skutecznych
strategii diagnostycznych i terapeutycznych.

Odkrycie w 1982 r. mutacji genetycznych wirusa migsaka szczu-
ra RAS (Rat sarkoma virus) w komarkach ludzkiego raka dato po-
czatek serii badan nad strukturg i biochemig biatek Ras [3]. Mutacje
w genach kodujgcych biatka RAS sg diagnozowane w réznych sytu-
acjach klinicznych, poczawszy od mutacji somatycznych w choro-
bach nowotworowych, poprzez mutacje germinalne w zaburzeniach
rozwoju okreslanych mianem ,RASopatii”’, az po zespoty malformaciji
naczyniowych i przerostu.

Podrodzina Ras sktada sie z 4 biatek (KRAS4a, KRAS4b, HRAS
i NRAS), ktére wykazujg znaczng homologie sekwencji oprécz hiper
zmiennego regionu konca C [4]. Biatka Ras cyklicznie przetgczajg sie
miedzy konformacja aktywng zwigzang z trifosforanem guanozyny
(GTP) i nieaktywna zwigzang z difosforanem guanozyny (GDP) za
posrednictwem czynnikdéw wymiany nukleotydéw guaninowych
(GEF) i biatek aktywujgcych GTPaze (GAP).
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KRAS nalezy do najczesciej mutujacych onkogendw rodziny
RAS. Mutacje KRAS sg obecne w poszczegdlnych nowotworach
ztosliwych z rézng czestosciag. Najwiekszy odsetek zachorowan
dotyczy rakéw trzustki (>85%), raka jelita grubego (~40%), niedrob-
nokomdrkowego raka ptuc NSCLC (~30%) i raka drég zdtciowych
(~20%) [5]. Zdecydowana wiekszo$¢ mutacji KRAS to pojedyncze
mutacje typu ,missense”, wystepujace najczesciej w kodonach 12, 13
i 61. Te onkogenne mutacje prowadzg do zmiany powierzchni kon-
formacyjnej KRAS wigzacej GAP powodujgc zahamowanie hydrolizy
GTP zaleznej od GAR jak rdwniez zmniejszenie tempa wewnetrznej
hydrolizy GTP co zapobiega dezaktywacji KRAS [6]. W rezultacie
zmutowany stale aktywny KRAS przekazuje konstytutywne sygna-
ty do jadra za posrednictwem szlakéw sygnatowych MAPK, PI3K,
RalGDS, promujgc w ten sposéb nadmierng proliferacje komarek.

0d ponad 4 dekad mutacje KRAS uchodzity za ,nieuleczalne”.
Projektowanie matoczgsteczkowych inhibitoréw odwracalnych kon-
kurujgcych o miejsce wigzania KRAS z GTP stanowi wyzwanie ze
wzgledu na wysokie wewnagtrzkomaorkowe stezenie GTP/GDP, ich
pikomolarne powinowactwo do KRAS oraz brak dobrze identyfiko-
walnych kieszeni wigzgcych na powierzchni onkoproteiny [7]. Z uwagi
na trudnosci w projektowaniu strategii nukleotydowo-kompetycyj-
nych ukierunkowanych bezposrednio na KRAS, skupiono sie na in-
hibicji allosterycznej i kowalencyjnej osiggajac pierwszy pozytywny
efekt w 2013 r. dla mutacji G12C [8]. Lata badar nad opracowaniem
skutecznych terapii celujacych w KRAS przyniosty w 2021 r. sukces
kliniczny wraz z zatwierdzeniem przez Amerykariskg Agencje ds.
Zywnosci i Lekow (FDA) i Europejskg Agencje Lekdw (EMA) Soto-
rasibu (AMG510, Lumakras™) oraz nastepnie w 2022 r. przez FDA
Adagrasibu (MRTX849) - pierwszych inhibitoréw mutacji KRAS®™¢
jako terapii dla dorostych pacjentow z miejscowo zaawansowanym
lub przerzutowym niedrobnokomarkowym rakiem ptuca (NSCLC) [9].
Oprocz inhibitorédw kowalencyjnych ukierunkowanych na mutacje
G12C, w trakcie badan znajduja sie strategie terapeutyczne oparte
na inhibicji odwracalnej, systemie degradacji proteosomalnej PRO-
TACs, terapii komaorkowej, siRNA, inhibitorach peptydowych oraz
szczepionkach przeciwnowotworowych. Badania i rozwoj obejmujg
ukierunkowanie terapeutyczne na mutacje G12D, G12V, G12S, G12A,
G12R G13C, G13D, Q61H. To sprawia, ze poszukiwanie i rozwdj no-
wych czagsteczek celujgcych i metod terapii przeciwnowotworowej
dla mutacji KRAS nadal nalezy do kluczowych wyzwar badawczych,
wraz z trudnosciami zwigzanymi ze zrozumieniem heterogenicznosci
nowotwordw oraz mechanizmdw wrazliwosci i opornosci na leki [1].

Struktura biotka KRAS

Gen KRAS nalezy do podrodziny onkogendw wirusa miesaka
szczura (RAS). Trzy geny: KRAS NRAS i HRAS kodujg cztery biatka

podrodziny RAS (KRAS4A, KRAS4B, NRAS, HRAS) bardzo podobne
pod wzgledem sekwencji pierwotnej (82—-90% identycznosci se-
kwengcji aminokwasow, struktury i wtasciwosci biochemicznych) [10].
Gen KRAS zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 12,
w p12.7, i sktada sie z szesciu eksondw, przy czym pierwszy ekson
stanowi obszar nieulegajacy translacji UTR, natomiast pozostate 5
eksondw (1,2,3,4A i 4B) to eksony kodujace. Wobec tego, ze gen
zawiera dwie alternatywne formy: 4A i 4B, transkrypt KRAS ulega
alternatywnemu sktadaniu, dajac poczatek dwom izoformom biat-
kowym: KRAS-4A i KRAS-4B, ktdre sktadajg sie odpowiednio z 188
i 189 aminokwasow, ze wzgledu na odmienne ciecie eksonu 4 [11].
Oba warianty splicingowe sg obecne w komdrkach nowotworowych
i wykazujg réznice w petnionych funkcjach. Z uwagi na dominujaca
ekspresje mMRNA kodujgcego KRAS-4B, w praktyce KRAS jest czesto
rozumiany jako KRAS-4B i tym samym stanowi doktadniej przeba-
dang izoforme [12]. Nizsze poziomy mRNA KRAS-4A wptynety na
jego wieloletnig marginalizacje w literaturze, jednakze jego ekspresja
w komorkach nowotworowych zostata potwierdzona [13]. Mutacje
o charakterze onkogennym dotyczg nukleotydow w eksonie 2 (ko-
don 12113), 3 (kodon 59 61) oraz 4 (kodon 117 146), co oznacza,
ze niezaleznie od tego, ktdra izoforma ulegnie ekspresji, zaréwno
KRAS-4B jak i KRAS-4A dostarczy produktow biatkowych o aktyw-
nosci kancerogennej [ 3], [14].

KRAS stanowi biatko btonowe o masie molekularnej 21kDa,
a jego strukture tworzg 2 domeny: konserwatywna wsréd biatek Ras
N-koricowa domena G petnigca funkcje katalityczne oraz domena
C-koncowa okreslana jako region hiperzmienny HVR (hypervariable
region) [5). Domena G obejmuje reszty aminokwasowe 1-166 i tworzy
5 a-helis, ktore otaczajg 6 B-harmonijek ksztattujgcych rdzen biatka.
Reszty aminokwasowe domeny G dzieli sie na 2 pfaty. Ptat pierw-
szy okreslany mianem ptata efektorowego wyrdznia trzy regiony:
przetacznik-1 (switch-1; Sl), przetacznik-Il (switch-Il; SII) oraz petle -P
(P-loop). Wedtug danych zawartych w licznych pracach badawczych
lokalizacja przetgcznika Il rozpoczyna sie pomiedzy resztami 58-60,
a konczy pomiedzy resztami 67-76 nie obejmujac lub wigczajac
czesciowo lub catkowicie helise a2 [5]. W pracy uwzgledniono dane
opublikowane przez grupe badawcza K. Shokata i przyjeto, ze region
przetgcznika | i Il obejmuje odpowiednio reszty 30-38 oraz 60-76 [15),
natomiast petle P tworzg aminokwasy 10-17 [16].

Ze wzgledu na obecnos¢ regiondw przetacznikowych krytycz-
nych dla funkcji GTP-azy, ptat efektorowy stanowi subdomene ka-
talityczng. Obszary ptata efektorowego petnig role interfejsu wig-
zgcego dla nukleotyddw guaninowych oraz biatek efektorowych
i requlacyjnych KRas, takich jak GAP i GEF. Drugi ptat to zawierajgcy
reszty aminokwasowe 87-165/166 pfat allosteryczny petnigcy funk-
cje regulacyjng [17].

KRAS moze wykazywa¢ aktywnos¢ sygnalizacyjng tylko gdy
jest zwigzany z wewnetrzng btong plazmatyczng. Za zakotwiczenie
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Rys. 1. Struktura pierwszorzedowa KRAS4A (Uniprot: P01116-1) i KRAS4B (Uniprot: P01116-2), oznaczenie najliczniej mutujacych reszt aminokwasowych,
oznaczenie reszt ulegajacych modyfikacjom potranslacyjnym oraz schematyczny podziat sekwencji na regiony funkcjonalne
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KRAS do wewnetrznej powierzchni btony komdrkowej odpowiada
domena C okreslana jako region hiperzmienny HVR (hypervariable
region). Domena obejmuje reszty aminokwasowe od 167 do 188 dla
Kras-4A i 189 dla Kras-4B oraz charakteryzuje sie wysokim stop-
niem zmiennosci. Cztery ostatnie reszty aminokwasowe domeny
C stanowig tzw. motyw CAAX (cysteina, 2 aminokwasy alifatyczne,
inna reszta). Modyfikacje potranslacyjne reszt C-terminalnych takie
jak prenylacja, rozszczepienie reszt AAX, estryfikacja i palmitoilacja
warunkujg lokalizacjg w btonie [18]. Modyfikacje sprawiaja, ze globu-
larne biatko o charakterze hydrofilowym ulega przemianie w biatko
btonowe zakoriczone hydrofobowym C-koricowym estrem mety-
lowym cysteiny farnezylu, ktdry tgcznie z regionem polilizynowym
w przypadku KRAS 4A odpowiada za zakotwiczenie biatka w fosfo-
lipidowej btonie plazmatycznej [19]. W zaleznosci od poziomu eks-
presji, biatka KRAS zwigzane z GTP za posrednictwem C-koricowego
regionu HVR ulegaja dimeryzacji lub tworza klastry wyzszych rzedéw
(z 5-8 monomerdw) na wewnetrznej btonie komdrkowej w celu sy-
gnalizacji komaorkowej [20]. Zwigzane z btong biatko moze rowniez
zostac wyparte przez fosfodiesteraze (PDE)6 [21].

Charakterystyka powierzchni wigzgcych KRAS

Pierwsza dogtebna analiza wszystkich dostepnych miejsc wig-
zacych biatka KRAS zostata przeprowadzona przez Zhao i wspotpr.
[22]. Zgodnie z ich badaniami wyrdznia sie trzy klasy kieszeni wig-
zacych ligandy na powierzchni KRAS. Wykazujg one specyficzng
elastycznosé umozliwiajgc przytaczenie réznorodnych potencjalnych
liganddw.

Klasa I (miejsce wigzania nukleotydéw) stanowi konserwatyw-
na kieszer zachowang do wigzania ligandéw stanowigcych GTPR,
GDP iich analogéw z wysokim powinowactwem. Strukturg rdzenia
liganda musi by¢ nukleotyd. Zwigzany ligand GTP lokuje sie tak, ze
jego skrajna grupa y-fosforanowa znajduje sie w sgsiedztwie petli
P i Przetgcznika-ll. Kieszen klasy | tworzg reszty aminokwasowe
strukturalnie zlokalizowane w regionie Petli P, przetacznika |, prze-
tacznika Il i ptata allosterycznego. Do reszt warunkujgcych silne
wigzania ligandow z KRAS zalicza sie Gly13, Gly15, Lys16, Ser17,
Ala18, Lys117,Phe28, Asp119, Ala146 i Lys147, natomiast resztami
mniej zaangazowanymi sg Cys12, Val14, Val29, Asp30, Glu31, Tyr32,
Asp33, Thr35, Gly60, GIn61, Asn116, Lys117 i Ser145.

Klasa Il (kieszen przetacznika -I/1l) ma postac ptytkiej kieszeni
nieznacznej wielkosci na powierzchni KRAS, ktdra posredniczy w in-
terakcji biatko-biatko. Po zwigzaniu liganddw regiony przetacznikowe
I'i Il ulegaja wyraznym modyfikacjom celem dostosowania sie do
struktury ligandéw, wskazujgc na potencjalny efekt allosteryczny
miejsca. Jednakze gdy GDP, warunkujagce nieaktywng forme biatka
Kras zajmuje kieszen wigzania nukleotydow klasy |, Kieszen klasy
[l nie wykazuje wyraznych zmian konformacji. Rdzen stanowig po-
tozone w regionach B1-3 i przetacznik-Il reszty Lys5, Val7, Ser39,
Aspb4,Leub6, Gly70, Tyr71, Thr74i Gly75, natomiast sasiednie reszty
Leu6, Glu37, Asp38, Tyr40, Arg41, lle55 i Met67 warunkujg swoiste
oddziatywania umozliwiajgce dopasowanie do réznych ligandow.
Ptytka powierzchnia cechujgca kieszen wymusza silng interakcje
jednej strony liganda ze strukturami B1-3, Przetgcznik-I i Przetgcznik-
-Il, przyczyniajac sie do tego, ze jego druga strona moze oddziatywac
z innymi biatkami.

Klasa Il (kieszen przetgcznika-Il/a3) sktada sie z 18 reszt ami-
nokwasowych. 3 reszty: Val9, Ala11 i Cys12 mieszczg sie w petli P,
1 reszta: Pro34, znajduje sie w regionie Przetgcznika-l, natomiast
14 reszt: Thr58, Ala59, GIn61, Glu62, Tyr64, Argé8, Asp69, Met72,
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Asp92, His95, tyr96, GIn99, Ile100 i Val103 potozonych jest w obrebie
petli Przetgcznika-Il i helisy a3. Miejsce wigzania Przetgcznika-Il/a3
cechuje sie znaczng elastycznoscig wigzania roznych ligandéw, wy-
kazujgc rézne efekty allosteryczne wobec liganddw. Do klasy Il nalezy
zatwierdzony do uzytku lek Sotorasib (AMG510) celujgcy w mutacje
G12C. Sotorasib wigze kowalencyjnie mutacje Cys12 w kieszeni al-
losterycznej powodujgc zablokowanie biatka w nieaktywnym stanie.

Obszar przetgcznika-ll/a3 wykazuje najwieksze rozmiary oraz
zapewnia wysoka elastycznos¢ pozwalajgcg na opracowanie czgste-
czek allosterycznych o znaczeniu klinicznym dla mutacji KRAS [22].

przetacznik I

Rys. 2. Struktura biatka KRAS [PDB ID: 40BE], z zaznaczonymi petlami P
(z6tta), przetacznik | (czerwona), przetacznik Il (niebieska), zwigzna cza-
steczka GDP oraz jon Mg2+ (jasno niebieska sfera) oraz miejscami wigzania
ligandéw klas -1

Mechanizm aktywacji i inaktywacji biatka
KRAS

Biatko btonowe KRAS funkcjonuje jako wewngtrzkomorkowy
wezet sygnalizacyjny, ktéry pozwala na transdukcje sygnatu pocho-
dzacego z powierzchni komorki do jgdra komdrkowego poprzez
inicjacje kaskad sygnalizacyjnych, z ktorych kluczowe to: szlak
RAF-MEK-ERK (MAPK), szlak PI3K-AKT-mTOR, szlak TIAM1-RAC
i RalGDS-Ral. Kaskady te regulujg krytyczne procesy komorkowe
takie jak proliferacja, réznicowanie, wzrost, apoptoza, migracja, cykl
komarkowy i przezycie komorek [23], [24]. Transdukcja sygnatu za
posrednictwem KRAS jest mozliwa wytgcznie wtedy, gdy biatko znaj-
duje sie w stanie aktywnym. Jest to zwigzane z funkcjonowaniem
GTPazyKRas jako ,molekularnego przetacznika”, ktory przetacza sie
pomiedzy dwoma stanami: formg aktywnag, w ktorej zwigzany jest
trifosforanem guanozyny (GTP) i forma nieaktywna zwigzang z di-
fosforanem guanozyny (GDP). Domena katalityczna biatek RAS ma
wzglednie stabilng konformacje, poza dwoma regionami przetgczni-
kowymi (przetacznik | i przetacznik II), ktorych zmiany konformacyjne
determinujg interakcje z innymi biatkami [25].

Forma aktywna zwigzana z GTP charakteryzuje sie ograniczong
konformacja regiondw przetacznika | i przetgcznika Il za sprawag tzw.
mechanizmu obcigzone] sprezyny, wynikajacego z obecnosci wig-
zan wodorowych pomiedzy atomami tlendw grupy y-fosforanowej
GTP a grupami NH Thr35 i Glye0 KRAS. Hydroliza GTP, a zarazem
dezaktywacja biatka do formy GDP powoduje rozerwanie wigzan
przywracajac elastycznos¢ obszarom przetgcznikowym [26].

KRAS wykazuje wewnetrzng aktywnos¢ GTP-azy, jednakze jest
ona niska dlatego podlega regulacji i przyspieszeniu przez system
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GEF/GAP (odpowiednio czynniki wymiany nukleotydéw guanino-
wych i biatka aktywujgce GTPaze), ktéry reguluje cyklizacje pomie-
dzy nieaktywnym kompleksem KRAS-GDP i aktywnym KRAS-GTP.
Czynniki wymiany nukleotyddéw (GEF) np. SOST wigzg KRAS w stanie
nieaktywnym zwigzanym z GDP katalizujgc jego wymiane na rzecz
GTP prowadzac tym samym do aktywacji KRAS, natomiast biat-
ka aktywujgce GTP-aze (GAP) np. neurofibominal NF1 powodujg
hydrolize GTP i powr6t biatka do stanu nieaktywnego [27]. Utrata
wiasciwosci regulacyjnych wskutek mutacji genu prowadzi do utraty
regulacji procesu prowadzac do nadmiernych podziatow [28].

STAN
NIEAKTYWNY

po.e-ar’\—/
Lo

Rys. 3. Schemat regulacji aktywaciji i dezaktyacji biatka KRAS za pomoca
GEF i GAP. Opracowanie whasne na podstawie [29]

Mutacje aktywujgce

KRAS nalezy do najczesciej mutujgcych cztonkéw RAS i uchodzi
na gtéwny czynnik onkogenny w przypadku inicjacji nowotworu. Na
Rys. 4 przedstawiono powigzanie najczesciej wystepujacych mu-
tacji biatka KRAS z inicjowanymi przez nie nowotworami. Mutacje
somatyczne w obrebie GTPazy KRAS nalezg do kluczowych mutacji
aktywujgcych kancerogeneze stwierdzanych w ludzkich nowotwo-
rach i wigzg sie powszechnie ze stabg odpowiedzig na standardowe
terapie [6]. Mutacje te sg okreslane jako ,mutacje aktywujgce” ze
wzgledu na fakt, ze prowadzg zwykle do obnizenia szybkosci samo-
istnej hydrolizy GTP zapobiegaja one funkcjonalnej interakcji miedzy
KRAS a biatkami GAP promujgcymi hydrolize GTPR, podczas gdy nie
zaktdcajg wigzania GEF i efektora [6], [7]. Strukturalna podstawa
aktywacji w przypadku pozycji Gly12 polega na tym, ze zastgpienie
glicyny jakakolwiek inng reszta z wyjatkiem proliny zaktoca wigza-
nie GAP z KRAS poprzez zderzenia steryczne z kluczowg resztg
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argininowg GAP. W zwigzku z tym mutacje prowadza do akumulacji
kompleksu KRAS-GTPR, tym samym nadmiernie aktywujac szlaki
transdukcji sygnatu. Kliniczne podejscia do przywrdcenia normalne-
go funkcjonowania KRAS maja na celu przezwyciezenie akumulacji
aktywnego kompleksu KRAS:GTP za pomoca réznych srodkow [7].

Dominujg mutacje missense pojedynczej zasady, sposrod kto-
rych najpowszechniej wystepuja mutacje kodonu 12 (Gly12), kodonu
13 (Gly13) lub kodonu 61 (GIn61). Mutacje w genie KRAS sg naj-
czestsze w przypadku nowotwordw trzustki (PDAC), jelita grubego
(CRC) i ptaskonabtonkowego raka ptuc (NSCLC). Efekty biologiczne
poszczegolnych mutacji np. typ nowotworu mogg by¢ swoiste dla
tkanki lub typu komarki. NSCLC charakteryzuje sie dominujgcg mu-
tacjg KRAS®” (glicyna »  cysteina). W przypadku PDAC najczesciej
dochodzi do mutacji glicyny na kwas asparaginowy (KRASG12D).
Mutacje Gly12 GIn61 nie podlegaja hydrolizie z udziatem GAP - neuro-
fibrominy 1 (NF1), podczas gdy KRAS Gly13 jest czesciowo podatny
na jej dziatanie [30]. Osoby palgce sg bardziej narazone na zmiany
mutacyjne, dlatego tez palenie tytoniu zostato uznane za czynnik
onkogenny. Czestos¢ zmiany mutacyjnej moze siegna¢ u nich 35%
[29]. U 0sdb niepalgcych mutacje KRAS rowniez majg miejsce choc
profil mutacji rézni sie od profilu mutacji palaczy. U oséb niepalgcych
czesciej odnotowuje sie mutacje KRASG12D, natomiast palaczy
czesciej dotyczy KRASG12C [31].

Mutacje KRAS obejmujg wiece] substytucji, a dane przedsta-
wione w bazie danych Cebioportal, pozwalajg zidentyfikowac blisko
piecdziesigt dodatkowych mutacji biatka KRAS.

Szlaki sygnalizacyjne regulowane przez KRAS

KRAS jako scisle regulowany przetgcznik molekularny umozliwia
sterowanie licznymi sciezkami sygnatowymi przez cykliczng wymia-
ne GTP/GDP (patrz Rys. 5). W przypadku braku mutacji, w obecnosci
czynnikéw wzrostu takich jak EGF, PDGF i FGF oraz chemokin i jondw
Ca? zwigzanie czgsteczki GTP przez KRAS powoduje strukturalne
zmiany pomiedzy przetgcznikiem | i przetgcznikiem Il i przybranie
konformacji umozlwiajacej interakcje z efektorami szlakow sygna-
lizacyjnych. W ten sposob KRAS reguluje wiele kaskad sygnaliza-
cyjnych, w tym najwazniejszy szlak RAF-MEK-ERK (kaskada kinazy
biatkowe]j aktywowanej mitogenami), ktéry kontroluje proliferacje
komarkowa, szlak PIBK-AKT-mTOR wptywajacy na przezywalnosc
komorek, szlak TIAM1/RAC/PAK, RalGDS/Ral oraz szlak fosfatydy-

PDAC

4,66
\ 321 474 I Gion
e | G12C
G12V

71 i G120
: | [GED
G13D

I ~ Q61R
Q61H

o,
';t‘-'-"

Rys. 4. Czesto$¢ wystepowania najbardziej rozpowszechnionych mutacji KRAS. Opracowanie na podstawie [29]
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Rys. 5. Szlaki sygnalizacyjne kontrolowane przez biatko KRAS [29]

loinozytolu PLCe [27]. Regulacja powyzszych Sciezek przez natywne
biatko KRAS nie wywotuje negatywnych skutkéw w krajobrazie ko-
maorkowym zapewniajgc prawidtowe procesy wewngtrzkomorkowe.

Zmutowane biatka Ras sg zdolne do utrzymywania sie w formie
aktywnej. Zmiany punktowe np. w pozycji 12, 13161 moga prowadzi¢
do przyspieszenia cyklu wymiany GDP/GTP, ostabia¢ wewnetrzng ak-
tywnos¢ hydrolityczna, pozostawiajac biatko w stale aktywnej formie
badz zaburza¢ jego wrazliwos¢ wzgledem GAP i GEP. Zmutowany
KRAS moze przekazywac sygnaty i aktywowac kaskady sygnatowe bez
stymulacji przez zewnatrzkomarkowe czynniki wzrostu [27]. W konse-
kwencji, intensyfikacja kaskad sygnalizacyjnych prowadzi do nadmier-
nych nieplanowanych podziatéw komadrkowych, wptywajac tym samym
na nadmierne podziaty komorkowe, autofagie, przeprogramowanie
metaboliczne, unikanie apoptozy i niestabilnos¢ genomowa [23].

Szlak kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK) sta-
nowi kanoniczny szlak sygnalizacyjny KRAS. KRAS-GTP aktywuje
RAF poprzez dimeryzacje, nastepnie RAF oddziatuje i fosforyluje
MEK1/2, ktory z kolei fosforyluje i aktywuje ERK1/2. Aktywnosc
szlaku ERK jest regulowana przez ujemne sprzezenie zwrotne, np.
poprzez ERK moze fosforylowa¢ SOS i hamowac jego aktywnosc
i negatywnie wptywac na aktywnosc RAS. Finalnie ERK transporto-
wany do jadra fosforyluje i aktywuje czynniki transkrypcyjne, takie
jak czynnik odpowiedzi na surowice (SRF), CREB, ELK-1, ETS, NF-«B,
c-Myc oraz rybosomalng kinaze S6, istotnych dla zapoczatkowania
procesow kontrolujgcych proliferacje, réznicowanie, migracje, prze-
zycie i $mier¢ komorek [32].

KRAS reguluje rowniez szlak TIAM1 wptywajgacy na ksztatt
komorki, migracje, adhezje, tworzenie cytoszkieletu aktynowego,
endocytoze i przemieszczanie sie komdrek pamieci [29]. Ponadto
moze rowniez regulowac szlak fosfatydyloinozytolu poprzez aktywa-
cje PLCe. PLCe jest Zrodtem dwach przekaznikow, diacyloglicerolu
(DAG) i trifosforanu inozytolu (IP3), prowadzacych do zwiekszenia
wewnatrzkomaorkowego poziomu wapnia, ktéry kontroluje endocy-
toze, egzocytoze i reorganizacje cytoszkieletu [26]. Szlak PISK-AKT-
-mTOR jest kluczowy dla proceséw podziatu, réznicowania, progra-
mowana $mier¢ komaorek, a takze zdolnosci do transportu glukozy.

KRAS poprzez interakcje z PI3K inicjuje przeksztatcenie 4,5-bis-
fosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) w 3,4,5-trifosforan fosfaty-
dyloinozytolu (PIP3). PIP3 aktywuje kinaze zalezng od PDK1 (fos-
foinozytolu 1) prowadzac do fosforylazji treoniny 308 biatka AKT.
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Kontynuacja procesu nastepuje pod wptywem kompleksu Mtorc2
poprzez fosforylacje seryny472 prowadzac do finalnej aktywaciji
AKT, ktéra transferowana do jadra komoérkowego reguluje procesy
rozmnazania komorek, apoptozy oraz do proceséw metabolicznych
[33]. AKT moze aktywowac biatka docelowe mTOR majgce znacze-
nie dla regulacji proceséw profilferacji, przezycia, syntezy biatek,
procesOw metabolicznych, jednakze wykazuje zdolnos¢ fosforylacji
i aktywacji biatek $mierci komdrkowej np. Bcl-XL/Bcl-2 (BAD) za-
miast hamowac procesy apoptyczne.

Strategie terapeutyczne

0d lat 80. ubiegtego wieku, wraz z odkryciem przez naukowcow
z firmy Merck pierwszego inhibitora proteazy wirusa HIV, projektowa-
nie lekdw oparte na strukturze, ich iteracyjna synteza oraz testowanie
otrzymanych analogéw stanowia fundamenty procesu odkrywania
lekdw. Mutacje w genie KRAS odgrywajg kluczowa role w réznych
postaciach raka. Celowanie w te mutacje jest uwazane za wielkie
wyzwanie i cel terapii przeciwnowotworowej. Zwalczanie mutacji
KRAS nie byto wczesniej skuteczne z powodu silnego powinowac-
twa rzedu pikomolarnego KRAS do duzej iloci cytoplazmatyczne-
go GTP utrudniajac inhibicje kompetycyjng oraz w odrdznieniu od
innych celéw molekularnych biatko KRAS ma stosunkowo gtadka
powierzchnie bez ekspresji kieszeni wigzacej lek [5].

Na przetomie 201212013 r. ukazaty sie cztery przetomowe prace
opisujgce potencjalne mate czgsteczki wykazujgce zdolnosé wigza-
nia biatka KRAS [22]. Strategie oparte na bezposrednim celowaniu
w mutacje KRASG12C doprowadzity w 2013 r. do identyfikacji przez
zespot K. Shokata nowej kieszeni allosterycznej - ,S-1IP” kluczowej do
opracowania kowalencyjnych, nieodwracalnych i selektywnych inhi-
bitoréw dla mutanta G12C [8]. Dzieki temu w 2021 i 2022 r. pierwsze
dwa inhibitory zostaty zatwierdzone przez FDA i EMA, a ich struktura
stanowi Zrédto optymalizacji i projektowania lepszych struktur.

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, rozwoj potencjalnych terapii
farmakologicznych obejmuje 4 zasadnicze podejscia: (/) inhibicja ko-
walencyjna i wzrost stezenia KRAS w kompleksie z GDP (stan nieak-
tywny), (if) celowanie w interakcje RAS:SOS, aby zapobiec wymianie
GDP na GTP, (iif) zaktocenie przytaczania efektora w celu ttumienia
sygnalizacji i (iv) nasilenie wigzania GAP ze zmutowanym biatkiem
RAS celem redukgji poziomu RAS-GTP (dotyczy przypadkdw, dla
ktorych wigzanie GAP jest mozliwe we wiasciwej konformacji) [7].

Inhibitory matoczgsteczkowe

Celowanie w KRASG12C opiera sie na nukleofilowosci tioli cy-
steinowych. Dlatego tez zaletg tej strategii jest fakt, ze pozwala
na selektywne wigzanie mutanta G12C nie wptywajac na natywne
biatko KRAS. Zmutowana Cysteina 12 zlokalizowana jest w Petli P,
w sgsiedztwie kieszeni nukleotydowej oraz regiondw przetgcznika
I'i Il kluczowych dla interakcji z biatkami efektorowymi szlakéw sy-
gnalizacyjnych [8].

Sotorasib [AMG570; Lumakras™] jako pierwszy opracowany inhi-
bitor uzyskat zgode na rozpoczecie badan klinicznych, a nastepnie 28
maja 2021 r. zostat zatwierdzony przez FDA i 10 stycznia 2022 przez
EMA do leczenia dorostych pacjentéw z miejscowo zaawansowa-
nym lub przerzutowym niedrobnokomaorkowym rakiem ptuca z mu-
tacjg KRASG12C (NSCLC) [9]. Nieodwracalne kowalencyjne wigzanie
pomiedzy gtowicag akryloamidowa inhibitora a grupg tiolowa reszty
cysteiny 12 stanowi kluczowg terapeutycznie wtasciwos¢ AMG510
[34]. AMG510 wigze trzecig klase kieszeni KRAS okreslang mianem
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kieszeni Stwitch Il/a3 oraz wykazuje interakcje z resztami petli P
oraz przetacznika | i 1l [22]. Inhibitor wykorzystuje ,ukrytg kieszen”
w rejonie SlI-P utworzong przez reszty H95/Y96/Q99. Pomiedzy Y96
a chinazoling wystepujg oddziatywania n—1t, natomiast Q99 i H95
oddziatujg poprzez mostki wodne [35], [36].

Wptyw jaki AMG510 wywiera na strukture i zmiany konformacji
KRASG12C opiera sie na stabilizacji nieaktywnej formy KRAS zwig-
zanej z GDP. Kowalencyjne zwigzanie AMG510 obniza energie swo-
bodng wigzania KRASG12C — GDPR, zwiekszajac tym samym powino-
wactwo pomiedzy KRASG12C a GDP. W konsekwencji zmniejsza sie
elastycznos¢ obszardw przetacznikowych (przetacznika lill) kluczo-
wych dla wigzania i hydrolizy GTP oraz aktywacji biatka. Domena ka-
talityczna rodziny RAS ma wzglednie statg konformacje z wyjatkiem
dwdch obszaréw przetgcznikowych (SIi SlI), ktérych konformacije
wptywaja na interakcje z innymi biatkami. Obszary te charakteryzujg
sie dynamicznymi skorelowanymi ruchami, zapewniajgc obszary
oddziatywan z innymi biatkami. Po zwigzaniu AMG510 fluktuacje
obszarow przetgcznikowych zmniejszajg sie. AMG510 stabilizuje
wigzania miedzy Cys12 a resztami obszaru przetacznika | (Tyr32,
Asp30, Thr35, Asp38), co powoduje usztywnienie kieszeni wigzacej
nukleotydy. Wigzanie AMG510 nie utrzymuje KRAS w pojedynczej
konformacji o uporzadkowanych, catkowicie zamknietych regionach
przetgcznika | i1l czego mozna by oczekiwac na podstawie jego struk-
tury krystalicznej [PDB ID: 60IM], lecz jest to zestaw konformacji [36].
Fluktuacje reszt aminokwasowych sg ograniczone, uniemozliwiajgc
przejscie do w petni otwartej formy kieszeni wigzacej nukleodyty, ktéra
zapewnia interfejs dla interakcji z czynnikiem wymiany nukleotyddw
SOS1. Uniemozliwienie oddziatywania z SOST zamyka biatko w stanie
nieaktywnym zwigzanym z GDP [16)].

Rys. 7. a) Struktura chemiczna inhibitora AMG510 - Sotorasib; b) kom-
pleks AMG510 z KRAS G12C [PDB ID 8G47]; c) wzér chemiczny inhibitora
MRTX1133; d) kompleks MRTX1133 z KRAS G12D [PDB ID: 7RPZ]

Mutacja onkogenna KRAS®? jest istotnym celem w terapii prze-
ciwnowotworowej ze wzgledu na jej czeste wystepowanie i role w no-
wotworach litych. W przeciwienstwie do mutacji KRASG12C, gdzie
efekt inhibicji wynika z obecnosci nukleofilowej cysteiny tworzacej
silne wigzanie kowalencyjne z elektrofilowg czescia inhibitora, hamo-
wanie mutanta asparaginianowego jest trudniejsze ze wzgledu na
brak reaktywnej reszty w obszarze kieszeni przetacznika Il takiej jak
C12, co uniemozliwia stabilne nieodwracalne wigzanie kowalencyjne
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zmutowanej Asp12 [37]. Odwracalny drobnoczgsteczkowy inhibitor
niekowalencyjny MRTX1133 opracowany przez firme MiratiThera-
peutics jako pierwszy kompensuje te trudnosc i selektywnie wigze sie
z KRASG12D wykazujac silne powinowactwo wigzania (- 73,16 5,15
kcal/mol). Energia ta roztozona na poszczegodlne reszty, ujawnia, ze
reszty Asp69, His95, Met72, Tyr64, Gly60, Asp12 i Val9 maja najwiek-
szy udziat w energii wigzania MRTX1133 [38]. Szacowana warto$¢
statej dysocjacji KD wynoszaca 0,2 pM wskazuje na bardzo silne
i specyficzne wigzanie miedzy MRTX1133 a biatkiem KRAS®'2°139],

Mechanizm dziatania MRTX1133 opiera sie na stabilizacji ob-
szaru wigzgcego biatko wskutek podwyzszenia hydrofobowosci,
czego efektem sg ruchy przetacznikéw | i Il, zaburzajgce oddziaty-
wania z biatkami efektorowymi i regulatorowymi, warunkujgcymi
aktywacje sciezek sygnalizacyjnych [38]. MRTX1133 wykazywat
silng aktywnos¢ komaorkowa, hamujac fosforylacje ERK w linii ko-
morkowej AGS z IC50 wynoszgcym 2nM. W badaniach in vivo na
mysim modelu guza ksenografticznego w linii komaorkowej Panc
0403 (mutacja KRASG12D), MRTX1133 wykazat dawkowo zalezna
aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Przy dawce 30 mg/kg podanej
dootrzewnowo, MRTX1133 skutecznie hamowat wzrost guza, a przy
wyzszych dawkach powodowat jego regresje [39]. W marcu 2023 .
rozpoczeto faze I/1l badan klinicznych produktu leczniczego zawiera-
jacego MRTX1133 jako API (NCT05737706) u dorostych pacjentow
z zaawansowanymi nowotworami litymi m.in. NSCLC, PDAC, rak
jelita grubego i odbytnicy.

Podsumowanie

Biatko KRAS jest jednym z najczesciej mutujgcych biatek przkaz-
nikowych. Jego liczne mutacje powigzane sg z wieloma typami no-
wotworow, ktére jeszcze do niedawna uznawane byty za nowotwory
nie poddajgce sie terapii farmakologicznej. Niemniej jednak, dzieki
blisko czterem dekadom badar udato sie wprowadzi¢ do farmako-
terapii dwa zwigzki wspomagajgce terapie niedrobnokomaorkowe-
go raka ptuc zaleznego od mutacji KRASG12C czy tez nowotworu
jelita grubego oraz okreznicy. Warto rowniez dodac, ze obecnie na
roznych etapach badan czy to przedklinicznych czy tez klinicznych
w fazie I lub Il jest ponad 12 zwigzkéw z duzym potencjatem tera-
peutycznym [1].

Mgr inz. Dagmara £OPATKO jest absolwentkg Wydziatu Chemicznego Po-
litechniki Wroctawskiej. Prace dyplomowa z zakresu wykorzystania metod
obliczeniowych w projektowaniu oligoamidowych sond molekularnych zdol-
nych rozpoznawac powierzchnie biatka KRAS, wykonata pod opieka dra inz.
Michata Jewginskiego.

Dr inz. Michat JEWGINSKI jest absolwentem Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej. Prace doktorska skupiajaca sie na badaniach
strukturalnych i biologicznych dehydropeptydowychmimetykéw obronit pod
opieka profesora dr hab. Inz. Pawta Kafarskiego na Uniwersytecie Opolskim
w roku 2009. Obecnie jest adjunktem na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej. Jest autorem i wspétautorem 30 publikacji. Jego obecne
zainteresowania naukowe skupiajg sie wokoét projektowania, syntezy i ba-
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