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Biatko RAS jako terapeutyczny punkt uchwytu
RAS protein as a therapeutic target
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Streszczenie

Bialko RAS kontroluje procesy proliferacji, jednak jego mutacja prowadzi do niekontrolowanej proliferacji co
zapewnia klasyczny rozw6j nowotworu. Mutacje KRAS znajdujemy w najbardziej ztosliwych nowotworach w tym
25% nowotworach ptuc i 90% nowotworach trzustki. Pomimo opisania szeregu mutacji w genie KRAS, ciagly
brak lekéw celujacych w te mutacje jest powodem prowadzenia intensywnych badan w zakresie tego zagadnienia.
Kluczem odpowiedzi na brak inhibitoréw jest zrozumienie biochemii RAS oraz w jaki sposéb to biatko wchodzi
w interakcje z innymi biatkami. W artykule dokonujemy charakterystyki biatka RAS oraz przegladu zwiazkéw
-inhibitoréw o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym poprzez oddzialywanie na to biatko. (Farm Wspdt
2023; 16: 12-18) doi: 10.53139/FW.20231604
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Abstract

The RAS protein controls proliferation processes, but its mutation leads to uncontrolled proliferation, which
ensures the classic development of cancer. KRAS mutations are found in the most malignant cancers, including
25% of lung cancers and 90% of pancreatic cancers. Despite the description of several mutations in the KRAS
gene, the continuous lack of drugs targeting this mutation is the reason for intensive research in this area. The
key to answering these questions is understanding the biochemistry of RAS and how this protein interacts with
other proteins. In this article, we characterize the RAS protein and review compounds-inhibitors with potential

therapeutic use by targeting this protein. (Farm Wspét 2023; 16: 12-18) doi: 10.53139/FW.20231604
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Wprowadzenie

Biatko RAS bierze udzial w przekazywaniu sygna-
téw z btony komoérkowej do wnetrza komorki, prowa-
dzacych do proliferacji, przezycia, migracji czy §mierci
komorki. Gen KRAS, kodujacy biatko RAS, nalezy
do najczeséciej zmutowanych onkogendéw. Pacjenci
z mutacja w tym genie posiadaja gorsze prognozy
i krotszy wskaznik ogolnego przezycia w poréwnaniu
do pacjentéw bez mutacji KRAS.

Z uwagi na fakt, ze u 19% wszystkich pacjentéw
z nowotworami odnotowuje si¢ mutacje w genie KRAS
[1] prowadzone sg intensywne badania nad stworzeniem
czasteczki, bedacej inhibitorem biatka RAS. Okazalo sie,
ze utrudnieniem w stworzeniu inhibitora biatka RAS jest
jego gladka powierzchnia, ktéra nie pozwala na zwia-
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zanie inhibitora i zablokowanie tym samym dostepu do
GTP. Te trudnoéci byty przyczyng poszukiwania innego
sposobu zahamowania aktywnosci biatka RAS. Dalsze
badania wskazaly na inhibicje transferazy farnezylowej
czy hamowanie kinaz takich RAF, MEK lub ERK.

W tej publikacji zostanie opisana struktura, funk-
cje bialka RAS, jak réwniez wybrane szlaki sygnalowe
powiazane z aktywacja RAS. Dodatkowo zamieszczone
zostang przyktady nowych lekéw nacelowanych na
biatko RAS.

Struktura i funkcja biatka RAS

Bialka z rodziny RAS zawieraja dwie domeny:
katalityczng G na N-koncu oraz domene C zlokalizo-
wang na C-koncu (rycina 1). Domena G jest wysoce
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konserwatywna i obejmuje fragment biatka od 1 do
165 aminokwasow. Struktura II rzedowa tej domeny
tworzy hydrofobowy rdzen zlozony z 6-harmonijek
potaczonych z 5 hydrofilowymi taricuchami a-helis
oraz 5 petlami G (ang. loop). Dodatkowo w obrebie
domeny G wyréznia sie dwa przelaczniki (ang. switches).
Przetacznik I (30-40 aa) jest regionem odpowiedzialnym
za wigzanie efektoréw biatka RAS. Z kolei przelacznik
I1(60-76aa) jest zaangazowany w wigzanie nukleotydéw
guaniny, grup fosforanowych czy jonéw magnezu [2].
Domena C obejmuje 25 aminokwaséw na C-konicu
i wykazuje najmniejsza homologie, stad okreéla sie ja
regionem wysoce zmiennym HVR (ang. hypervaria-
ble region). Region HVR jest zakoniczony motywem
CAAX (C-cysteina, A- alifatyczny aminokwas oraz
X- dowolny aminokwas). To miejsce jest celem potran-

Rycina 1. Struktura biatka RAS [2]
Figure 1. The structure of RAS protein [2]

slacyjnej modyfikacji, wlaczajac m.in. prenylacje, pro-
teolize i metylacje, ktére umozliwiaja wigzanie biatka
RAS do blony komérkowej [3].

Funkcje biatka RAS mozna poréwna¢ do dziatania
wlacznika, poniewaz polega na wiazaniu i wymianie
GDP/GTP co warunk '’ odpowiednio jego stan nieak-
tywny (RAS-GDP) lub aktywny (RAS-GTP) (rycina 2).
Przejécie biatka RAS ze stanu nieaktywnego do aktyw-
nego co prezentuje rycina 2, nastepuje pod wpltywem
bialek regulatorowych takich jak:

e czynniki wymiany nukleotydow guaninowych
(ang. guanine nucleotide exchange factors; GEFs)
np. biatka SOS (ang. son of sevenless 1; SOS1),

e biatka aktywujace GTP-az¢ (ang. GTP-ase
activating proteins; GAPs) np. neurofibromina
1 (NF1) [4,5].

Rycina 2. Stan aktywny/nieaktywny biatka RAS [2], GEFs- czynniki wymiany nukleotydéw guaninowych;
GAPs-bialka aktywujace GTPazy (rycina przygotowana przy pomocy programu BioRender.com -

dostep 26.01.2023 r.)

Figure 2. Active/inactive state of RAS protein [2], GEFs - guanine nucleotide exchange factors; GAPs —
GTP-ase- activating proteins (The figure was created using the BioRender. com program - access

26.01.2023)
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Sciezki sygnatowe zwigzane z biatkiem
RAS

Szereg badan wykazalo, ze bialko RAS bierze
udzial w aktywacji wielu $ciezek sygnatowych w tym
szlaku receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFR). Konsekwentnie aktywacja EGFR prowadzi do
aktywacji szlaku RAS/RAF/MAPK oraz szlaku PI3K/
AKT, co zapewnia wzmozong proliferacje i zahamowa-
nie apoptozy komorek nowotworowych [6].

Przekazywanie sygnalu z udziatem biatka RAS
moze rozpocza¢ si¢ pod wplywem nastepujacych
czynnikow takich jak: nablonkowy czynnik wzrostu
(EGF), insulinooporny czynnik wzrostu (IGF-1), lub
czynnik wzrostu fibroblastow (FGF), ktore wiaza
si¢ z odpowiednimi receptorami do wymienionych
czynnikow zlokalizowanych w btonie. Jak prezentuje
rycina 3, po potaczeniu si¢ receptora nablonkowego
czynnika wzrostu (EGFR) z ligandem nastepuje
dimeryzacja, aktywacja i autofosforylacja kilku jego
reszt tyrozynowych po wewngtrznej stronie blony

komorkowej. Ufosforylowane reszty tyrozyny recep-
tora blonowego s3a rozpoznawane przez domeny SH
biatek adaptorowych np. SHP2 (zawierajaca homologi¢
Src 2 (SH2) biatkowa fosfataza tyrozynowa 2). Biatko
SOS posredniczy w wymianie GDP na GTP w biatku
RAS. Kompleks RAS-GTP ma wigksze powinowactwo
do RAF, ktora jest kinaza serynowo-treoninowa, a jej
aktywacja obejmuje dimeryzacje i dalszg fosforylacjg.
Ufosforylowana kinaza RAF aktywuje z kolei kinazy
MEK1/2. MEK 1 i MEK?2 sg kinazami tyrozynowymi
i serynowo-treoninowymi, ktore fosforyluja i aktywuja
kinazy ERK1 i ERK2, zaliczane do grupy okreslanej
mianem kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK).
Z kolei ufosforylowane kinazy ERK1/2 aktywuja czyn-
niki transkrypcyjne m.in. c-myc, c-fos czy NF-kB [7].
Podsumowujac, kaskada sygnalowa RAS-RAF-MEK-
ERK przekazuje sygnaty spoza komorki do cytopla-
zmy najadrowe czynniki transkrypcyjne kontrolujace
kluczowe procesy komorkowe, takie jak: proliferacje,
roéznicowanie, migracje, apoptoz¢ i przezycie [7,8].

Rycina 3. Przekazywanie sygnatu z udziatem biatka RAS i innych szlakéw (rycina przygotowana przy pomocy
programu BioRender.com - dostep 26.01.2023 r.)
Figure 3. Signaling transduction with RAS protein and other pathways (The figure was created using the

BioRender. com program- access 26.01.2023)
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Kompleks RAS-GTP moze aktywowac kinaze
3- fosfatydyloinozytolu (PI3K), ktéra katalizuje prze-
miane 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do
3,4,5-trifisforanu fosfatydyloinozytolu (PIP3). Z kolei
PIP3 przyczynia sie do rekrutacji kinazy AKT do
blony, gdzie ulega fosforylacji poprzez kinaze PDKI.
Ufosforylowana kinaza AKT aktywuje kinaze sery-
nowo-treoninowa mTOR tzw. ssaczy cel rapamycyny
(ang. mammalian target of rapamycin). Z kolei kinaza
mTOR aktywuje czynniki transkrypcyjne, ktére regu-
luja procesy wzrostu komorki, proliferacji, migracji
oraz angiogenezy [9].

Mutacje w genach kodujacych biatko
RAS a nowotwory

W obrebie rodziny biatka RAS wyrézniamy 3 geny:
Kierstan rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS),
neuroblastoma ras viral oncogene homolog (NRAS) oraz
Harvy rat sarcoma viral oncogene homolog (HRAS).
Mutacje zmiany sensu skutkujace wzmocnieniem
aktywnoéci biatka RAS i promujace onkogeneze, wys-
tepuja w okoto 95% w kodonie 12, 13 i 61 [10].

Skutkiem zmian w genach kodujacych biatko
RAS jest wzmocnienie wigzania RAS-GTP przez fakt,
zwiekszonej wymiany nukleotydu i/lub ostabienie wig-

zania z biatkami GAP. Badania wykazaly, ze istnieje
zalezno$¢ pomiedzy czestotliwoécia mutacji KRAS,
HRAS, NRAS, jej lokalizacja w kodonie a rodzajem
tkanki objetej procesem nowotworowym. KRAS jest
protoonkogenem kodujacym biatko RAS, w ktérym
dochodzi najczesciej do mutacji a wystepuja one
w gruczolakoraku trzustki, raku gruczolowym ptuc,
nowotworze jelita grubego. Mutacje genu NRAS sa
obecne w czerniaku i biataczce, a mutacje HRAS
s najczesciej w nowotworze pecherza moczowego,
tarczycy oraz w nowotworach glowy i szyi. Nowotwory
zmutacja KRAS w wiekszosci wypadkéw sa wynikiem
mutacji w kodonie 12, a czerniak z mutacja NRAS
jest konsekwencja mutacji w kodonie 61 [11]. Z kolei
mutacje HRAS wystepuja z podobna czestotliwoscia
w kodonach 12, 131 61 [12].

Podsumowujac, w wyniku mutacji w genach HRAS,
NRAS czy KRAS powstaje kodowane przez zmutowane
geny bialko RAS, ktére ze wzgledu na utrudniong
hydrolize pozostaje w postaci aktywnej (RAS-GTP),
co moze prowadzi¢ do aktywacji szlakéw sygnatowych
RAS/RAF/MAPK i PI3K/AKT. Dlatego tak istotna jest
u pacjenta onkologicznego ocena typu mutacji (HRAS,
NRAS, KRAS), ktdra zapewni wdrozenie celowanej
terapii a zarazem wydluzenie czasu przezycia.

TabelaI. Przyktady lekéw celujacych w biatko RAS, bialka aktywujace oraz inne szlaki sygnatowe

TableI. Examples of drugs targeting RAS protein, activating proteins, and other signaling pathways
Cel Nazwa leku Typ nowotworu Nr ref.
KRAS®12¢ Sotorasib (AMG510) niedrobnokomaérkowy rak ptuc, NCT04625647
rak jelita grubego
KRAS®2¢ Adagrasib (MRTX849) niedrobnokomérkowy rak ptuc, NCT04613596
Trasferaza Tipifarnib nowotwory nabtonkowe narzgdéw NCT03719690
farnezylowa gtowy i szyi,
SOS Bl1-1701963 guzy lite z mutacjg KRAS NCT04111458
SHP2 RMC-4630 rak trzustki, rak jelita grubego, NCT04916236
niedrobnokomorkowy rak ptuc
SHP2 JAB-3068 rak przetyku NCT03565003
rak gtowy i szyi, niedrobnokomoérkowy
rak ptuc
RAF Belvarafenib czerniak NCT04835805
RAF LXH-254 czerniak, niedrobnokomérkowy rak ptuc NCT02607813
MEK i RAF Belvarafenib, czerniak, NCT02974725
Combimetinibu, niedrobnokomorkowy rak ptuc
MEK i RAF Trametinib oraz LXH-254 |czerniak, niedrobnokomorkéwy rak ptuc NCT02974725
ERK Ulixerinib rak trzustki NCT03454035
ERK LY-3214996 czerniak, niedrobnokomérkowy rak NCT02857270
ptuc, rak jelita grubego
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Inhibitory biatka RAS

Przez dtugi czas uwazano, ze biatko RAS nie
moze stanowic¢ bezposredniego celu terapeutycznego,
ze wzgledu na specyficzng strukture, ktora utrud-
nia bezpoérednie zwigzanie leku/inhibitora na jego
powierzchni. Kolejne badania skupily sie na poszu-
kiwaniu inhibitoréw biatek aktywujacych RAS lub
kluczowych enzymoéw, kinaz czy bialek powigzanych
szlakow sygnatowych (tabela I).

Inhibitory KRAS ¢12¢

Sposréd wymienionych wczesniej mutacji naj-
czeéciej wystepujaca jest mutacja KRAS znana jako
KRAS®"*. Mutacja w kodonie 12 uposledza hydrolize
GTP do GDP, prowadzac do konstytutywnej aktyw-
no$ci KRAS [13].

Jednym z pierwszych przebadanych klinicznie
inhibitorow KRAS*¢ byt Sotorasib (AMG510)
(tabela I). Sotorasib wigze si¢ do G12 w stanie nieak-
tywnym biatek RAS (RAS-GDP), hamujgc proliferacje
komdrek i promujac apoptoze [13,14].

28 maja 2021 r. Sotorasib zostal dopuszczony przez
Food and Drug Administration (FDA) jako lek na
niedrobnokomoérkowy rak ptuc u pacjentéw z mutacja
G12C w genie KRAS [15].

Kolejng czasteczka bedgca inhibitorem KRA
jest Adagrasib (MRTX849) (tabela I.) ktéry zostat
zatwierdzony 12 grudnia 2022 r. w leczeniu niedrob-
nokomoérkowego raka pluc u pacjentéw z mutacjg
KRAS “?¢[16]. Jego mechanizm dzialania podobnie
jak sotorasibu wiaze si¢ z hamowaniem proliferacji
komaorek [17].

SG]ZC

Inhibitory modyfikacji potranslacyjnej
RAS

Kolejnym celem inhibicji bialka RAS byty badania
koncentrujace sie na etapie posttranslacyjnej modyfi-
kacji tego biatka. Gléwna role w tym procesie pelni
transferaza farnezylu, ktéra katalizuje dotaczenie
czasteczki lipidu (farnezylu) na C-koncu biatka. Ta
modyfikacja zwieksza wlasciwosci hydrofobowe biatka
RAS oraz ulatwia jego zakotwiczenie do wewnetrz-
nej powierzchni btony cytoplazmatycznej komorki.
Inhibitory transferazy farnezylu moga by¢ wykorzy-
stane jedynie w nowotworach z mutacja HRAS, ponie-
waz w nowotworach z mutacjg NRAS i KRAS mamy do
czynienia z alternatywna prenylacja, ktéra wowczas jest
katalizowana przez transferaze geranylogeranylu [18].

Obecnie w drugiej fazie badan klinicznych jest

inhibitor transferazy farnezylu - Tipifarnib dedyko-
wany pacjentom z plaskonablonkowymi nowotworami
glowyiszyi oraz tarczycy, ktorzy sa nosicielami mutacji
HRAS [19].

Inhibitory biatka SOS

Inhibitory biatka SOS powoduja, ze nie dochodzi
do wigzania biatka SOS z biatkiem RAS (Rycina 3),
tym samym zatrzymana jest wymiana nukleotydéw
GDP na GTP oraz blokowana jest aktywacja biatka
RAS [20]. W pierwszej fazie badan klinicznych jest
inhibitor biatka SOS, BI-170196, ktérego skutecznosé
oceniana jest wleczeniu zaawansowanych nowotworéw
jelita grubego u pacjentéw z mutacja KRAS w mono-
terapii jak i w kombinacji z inhibitorem kinazy MEK
- Trametinibem [21].

Inhibitory biatek SHP2

Biatka adaptorowe SHP2 wraz z biatkami SOS
oddzialywuja na biatko RAS, prowadzac do zmian
w jego konformacji, co wigze sie z uwolnieniem GDP
a przylaczeniem GTP i tym samym jego aktywacji.
Inhibitory bialek SHP2, beda blokowa¢é tworzenie
RAS-GTP [22]. Obecnie w badaniach klinicznych znaj-
duja sie inhibitory allosteryczne biatek SHP2 takie jak
RMC-4630, JAB-3068. RMC-4630 moze mie¢ zasto-
sowanie terapeutyczne u pacjentdéw z rakiem trzustki,
jelita grubego oraz niedrobnokomdrkowym rakiem
ptuc. Natomiast JAB-3068 w terapii raka przelyku,
raka glowy i szyi oraz niedrobnokomoérkowego raka
ptuc [21].

Inhibitory kinazy RAF

Kinazy serynowo-treoninowe RAF to ztoZona
rodzina kinaz, ktora ulega fosforylacji pod wpty-
wem aktywnego bialka RAS. Inhibitory kinazy RAF
takie jak Belvarafenib oraz LXH-254 sa w pierwszej
fazie badan klinicznych w odniesieniu do pacjentéw
z czerniakiem i z mutacja NRAS [23],[24]. Dodatkowo
wykazano dla LXH-254 na podstawie pierwszej fazy
badan klinicznych zastosowanie w terapii u pacjen-
tow z niedrobnokomdrkowym rakiem ptuc z mutacja
NRAS [25].

Inhibitory kinazy RAF i MEK

Kolejna kluczowq kinazg oprécz wspomnianej
kinazy RAF, aktywowang przez biatko RAS jest kinaza
aktywowana przez mitogeny (MEK). W poszukiwa-
niu skutecznej terapii dla pacjentéw z mutacja KRAS
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i NRAS podjeto proby wykorzystania kombinacji
lekéw. Badania kliniczne pierwszej fazy wskazaty na
celowanie w kinazy RAF i MEK [25], poprzez zasto-
sowanie kombinacji Belvarafenibu i Combimetinibu
oraz Trametinibu i LXH-254 wleczeniu czerniaka oraz
niedrobnokomoérkowego raka pluc [26].

Inhibitory kinazy ERK

Kinazy regulowane zewnatrzkomérkowo ERK
sa w kaskadzie sygnalowej aktywowane przez kinazy
RAF i MEK. Kinazy ERK odpowiadaja za regulacje
cyklu komérkowego, proliferacje, réznicowanie oraz
transkrypcje. Podobnie jak kinazy RAF i MEK réwniez
kinazy ERK mogg by¢ celem w terapii nowotwordw
u pacjentéw z mutacja NRAS. W pierwszej fazie badan
klinicznych jest Ulixertinib z przeznaczeniem dla
pacjentdw z rakiem trzustki i z mutacja NRAS [27].
Kolejnym przykladem inhibitora kinazy ERK, aktu-
alnie réwniez w pierwszej fazie badan klinicznych jest
LY-3214996. Jego przeciwnowotworowe dzialanie jest
nacelowane na czerniaka, niedrobnokomérkowy rak
pluc oraz raka jelita grubego [21].

Podsumowanie

Skuteczne i bezpieczne hamowanie biatka RAS
jest od wielu lat uwazane za istotny problem, jednak
niezwykly postep w zrozumieniu zlozonosci biologii
tego biatka oraz patogenezy molekularnej daje nadzieje,
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