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A RAS onkogén mutéacidja a daganatos megbetegedések
20-25%-aban fordul eld. Kutatécsoportunk a RAS-prenilacié
gatlasanak hatasat vizsgalta a RAS-mutacid jelenlétének
figgvényében melanéma, kolorektalis daganat és tiidg-
adenokarcindma preklinikai modelljeiben. Vizsgalataink soran
a klinikai hasznalatban évé biszfoszfonat, a zoledronsav és
annak lipofil szarmazéka, a BPH1222 hatasat tanulmanyoztuk
elsésorban a sejtvonalak életképességére és jelatvitelére.
Melanémaban és kolorektalis daganatban nem figyeltiink meg
relevans kiilonbséget az érzékenységben a mutans, illetve
vad tipusl RAS-t hordozé daganatok kozott. Tidé-adenokar-
cindmaban eddigi eredményeink alapjan felvetédhet annak
lehet6sége, hogy bar mind a vad, mind a mutans K-RAS-sta-
tuszU daganatok novekedését gatolta a biszfoszfonatkezelés,
a K-RAS-vad tlid6adenokarcindma-sejtek érzékenyebbek
lehetnek a kezelésre. Osszefoglalva, tovabbi vizsgalatok
szlikségesek ahhoz, hogy azonositasra keriiljenek olyan
daganataltipusok, amelyeknél a biszfoszfonatkezelés haté-
kony tumorellenes terapiaként funkcionalhat. Magy Onkol
63:320-329, 2019
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Oncogenic mutation of RAS occurs in 20-25% of all malig-
nancies. Our research group have examined inhibition of
RAS prenylation on RAS wild type and RAS mutated melano-
ma, colorectal cancer and lung adenocarcinoma cell lines.
Effects of clinically approved bisphosphonate (zoledronic
acid] and its lipophilic derivate (BPH1222] on cell viability
and cell signaling were determined. In models of melano-
ma and colorectal cancer we found no relevant difference in
sensitivity to the drugs in light of RAS mutation presence.
In case of lung adenocarcinoma bisphosphonate treatment
inhibited both wild-type and mutated K-RAS, although tu-
mor cells carrying mutated K-RAS seemed to be more sen-
sitive to the bisphosphonate treatment. In summary, further
investigations are warranted to identify tumor subgroups
where bisphosphonates could have an effective therapeutic
potential.
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of prenylation inhibition on RAS mutant tumors in preclini-
cal studies. Magy Onkol 63:320-329, 2019
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BEVEZETES

RAS gének

Arosszindulaty daganatokban talalhaté genetikai elvalto-
zasok kozott a RAS gének onkogén mutéaciéi a leggyako-
ribbak kozé tartoznak. A RAS protoonkogének kozé a H-,
N- és K-RAS gének tartoznak, ez utébbinak két izoformaja,
a K-RAS4B és K-RAS4A ismert (1). A RAS fehérjék kis
G-proteinek, amelyek GTP-az aktivitasuk révén fontos
szabdalyozé molekulaként vesznek részt a sejtek szamos
létfontossagu jelatviteli Utvonaldban. Szerkezetik alap-
vetéen megegyezik, funkcionalisan két f6 részre lehet
felosztani 6ket: a GTP-az aktivitasért és az effektor fe-
hérjékhez vald kapcsolodasért felelés G-doménre, illetve
a hipervariabilis régiéra. A harom gén G-doménje 90%-os
homoldgidt mutat egymassal, azonban a hipervariabilis
régioban jelentds kiilonbségek lelheték fel. A G-domén
két tovabbi régidra oszthatd, az effektor (1-86 as.] és az
allosztérikus hurkokra (87-166 as.) (2).

Dacéra a nagymérték( homoldgianak a RAS gének ko-
z6tt, a human mutdciés adatok alapjan a H-, N- és K-RAS
szovetenként eltéré mutaciés mintazatot mutat a kiilonb6z6
daganatokban. Példaul a tiid6- és kolorektalis rakokban
zomével a K-RAS (~30% és ~35%), mig melanémaban az
N-RAS mutécidi figyelhetéek meg (20%), a pajzsmirigyrak-
ban pedig mind a harom gén mutaciéi egyforma aranyban
képviseltetik magukat (3%). Tovabba érdekes megfigyelés,
hogy a konstitutiv aktivaciéval jaré mutaciok mas-mas ami-
nosavat érintenek a harom génben. igy a K-RAS-ban féleg
a 12., illetve 13. kodon, N-RAS-ban a 61. kodon aminosav-
cserével jaré mutacioi figyelheték meg. A H-RAS a kettd
kozott talalhato, benne mind a harom kodon érintettsége
kozel azonos aranyd (3).

Akiilonbségek egyik oka a szoveteket éré eltérd karcino-
gén agensekben keresendd, példaul a melandma etioldgi-
ajaban fontos UV altal okozott timidin-dimerek elsésorban
a Q61-es kodonban okoznak mutacidt, mig az adduktképzé
agensek - példaul a dohanyzas, mint a tidérak elsdédleges
etioldgiai faktora - a G12-es aminosav cseréjével jaro mu-
taciéval hozhatok osszefliggésbe (3).

Azonban szamolni kell azzal is, hogy a RAS gének
funkciondlisan nem redundansak, igy szovettipusonként
eltérd szereplik és fontossaguk lehet. Egérben a K-RAS
gén hianya letélis, mig az N- és H-RAS hianya nem (4, 5).
In vitro kisérletek alapjan a kiilonboz6 jelpalyak aktivacio-
jat a harom valtozat eltéré hatékonysaggal valdsitja meg:
a H-RAS hatékonyabb aktivatora a PI3K/AKT jelpalyanak,
mig a K-RAS inkadbb a RAF és RAC fehérjéket aktivalja
jobban (6-8). A funkcionélis kiilénbségekért a harom gén-
ben taldlhato eltérésekben kereshetjiik a valaszt. Az egyik
lehetséges ok a G-domén minimalis variancidja lehet: mig
az effektor régié 100%-o0s homoldgidt mutat a harom gén-
ben, az allosztérikus hurokban talalhatoak génspecifikus
kiilonbségek, amelyek intramolekularis klcsonhatasokban
megnyilvanuld eltérésekhez is vezethetnek (2). Masik lehe-
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t6ség a hipervariabilis régidban talalhatd eltérések szerepe,
amelyek az itt talalhaté poszttranszlaciés modositasokat
is nagyban befolyasoljak. A poszttranszlacios médositasok
a fehérjék eltérd lokalizaciés mintazatahoz vezethetnek,
igy ezek vizsgalata igéretes és funkcionalisan is fontosnak
tlinG része a RAS-bioldgianak (9).

A RAS poszttranszlacios modositasai

A RAS fehérjék farnezilacio, és - a K-RAS4B izoforma
kivételével - egy masodik poszttranszlaciés maddositas,
a palmitoilacié segitségével kapcsolddnak a membranhoz
[1. dbral. A farnezilcsoport a C-termindlis hipervariabilis
régio CAAX motivuman kapcsolddik a fehérjére (C - cisztein,
A - alifds aminosavszarmazék, X - barmilyen aminosav)
a ciszteinen keresztil. Ezt a reakciét a farnezil-transzfe-
réz enzim (FT) katalizalja. Ezutan az utolsé 3 aminosav
lehasitodik a fehérjérél, végiil a terminalis aminosav me-
tilalodik (10).

A palmitoilaciéban mar nagyobb mértéki valtozatos-
sag figyelheté meg: a H-RAS fehérjén kettd, az N-RAS és
K-RASA4A fehérjéken pedig egy palmitoilaciés hely van. Ez
a poszttranszlacios modositas reverzibilis, dinamikusan
szabalyozott folyamat, amely fontos szerepet télt be a RAS
szabalyozasaban. A K-RAS4B fehérjén nem torténik palmi-
toilacio, itt egy specifikus polibazikus szekvencia biztositja
a prenilacio mellett a megfeleld lokalizacidt a negativ toltésd
plazmamembranhoz (11).

Afenti eltéréseknek tobb kisérleti eredmény alapjan gya-
korlati kovetkezmeényei is vannak, az eltérg poszttranszlacios
modositasoknak koszonhetéen lokalizacids kiilonbségek
figyelhetéek meg a RAS fehérjék kozott. Az N-RAS fehérjék
példaul jelentds abundancidban taldlhatoak meg az en-
domembran rendszer - az ER és a Golgi - membranjahoz
kihorgonyozva, mig a K-RAS4B fehérje a plazmamembranhoz
lokalizalodik (2, 3).

Eltérések talalhatdak tovabba a fehérjék sejten belili
szallitdsdban is. Az N-RAS és K-RAS4A fehérjék elsésorban
az endomembran rendszerbdl - az itt torténd palmitoilacio
kovetkeztében - a plazmamembranhoz jutnak a szekrécids
Uton, innen vissza pedig - depalmitoilacié utan - szintén
vezikuldris transzporttal jutnak. Ezzel szemben a K-RAS4B
transzportjat kiilonbdz6 szallitéfehérjék — példaul a foszfo-
diészteraz-delta (PDEJ) - szabalyozzak és valdsitjak meg (9).

A RAS-gatlas lehetdségei

Annak ellenére, hogy a RAS géneket a leggyakrabban mutalt
onkogének kozott tartjdk szamon, jelenleg nincs hatékony
célzott terapias lehetdség a gatlasukra. Szemben az EGFR,
B-RAF és egyéb kinazaktivitasi molekulak mutansspecifikus
gatlasaval, amely els6sorban ATP-kot6 zsebiikon keresztiil
torténhet, a RAS fehérjéknél ez a paradigma nem kivitelez-
hetd. Ennek oka elsdsorban az, hogy a GTP-koté zseb GTP
iranti affinitdsa nagyon nagy, pikomél nagysagrendd, mig az
elébbi fehérjék ATP felé mutatott affinitdsa mikromdlos. Ez
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a tény, valamint a GTP magas citoplazmatikus koncentracidja
lehetetlenné teszi a GTP-analdgok hasznalatat (12).

Az intenziv kutatdsoknak hala a RAS fehérjék mutansspe-
cifikus gatlasaval egyes mutaciok esetén tortént elérelépés
az utobbi években. Ilyen a G12C mutéacid, amely a K-RAS-
mutans tidé-adenokarcindma egyik leggyakoribb mutacidja.
A K-RAS G12C fehérjére specifikus kovalens inhibitorok
kozil néhany klinikai vizsgalatig is eljutott, vizsgalatuk
jelenleg is zajlik (13). A direkt inhibitorok fejlesztése azon-
ban a tobbi mutacidra jelentés nehézségekkel jar, mivel
a G12D/V, Q61K/L aminosavak a ciszteinnel szemben nem
reaktivak, igy a G12C-nél megvaldsitott kovalens inhibitor
paradigma nem tervezhetd ezekben az esetekben. Emiatt
a RAS-gatlas indirekt megvaldsitasa igen fontos szerepet
kap a rakkutatasban. Ilyen megoldas lehet a downstream
komponensek (MEK, AKT) gétlasa, a RAS intracelluléris
szallitdsanak célzasa - példaul PDE-inhibitorokkal - va-
lamint poszttranszlacids modositasok, igy a prenilacio és
palmitoilacié gatlasan keresztiil a RAS membranhoz valé
kihorgonyzasanak megakadalyozasa (1).

Ez utébbi, tehat a RAS fehérjék membranhoz horgonyzo-
dasa rendkiviil fontos a megfeleld szignalizaciéd szempont-
jabol. Ennek f6 oka a megfelel6 lokalizacié: a jelatvitelben
a RAS-aktivaciot szabalyozé elemek, példaul a tirozinki-
naz-receptorok, és az azokhoz kapcsolédo adaptorfehérjék
is itt helyezkednek el. Ezenkivil a RAS fehérjék altal sza-
balyozott effektorok is membranhoz vagy membrankotstt
allvanyfehérjéhez kapcsoltak, igy igazan hatékony jelatvitel
kialakitdsahoz elengedhetetlen a megfeleld lokalizacié.
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RAS és a prenilaciogatlas

Aprenilacidhoz sziikséges motivum mutdacidja esetén a mu-
tans K-RAS nem képes transzformalni egér fibroblasztsejte-
ket (14), valamint olyan egerekben, ahol a prenilacidhoz sziik-
séges farnezil-transzferaz (FT) és geranilgeranil-transzferaz
(GGT) géneket kilitotték, megnovekedett élethosszt figyeltek
meg mutans K-RAS altal indukalt tidétumormodellen. Egy
masik egérmodellben pedig ezen enzimek hidnya szintén
hatékonyan gatolta a tumorok kialakulasat (15). Ezenkiviil
a nem prenilalédott K-RAS citoplazmatikus lokalizaciot és
fokozott degradaciot mutat (16).

A fent ismertetett lehet6ségek kozil a legszélesebb
spektrumu, legtobb RAS gént és izoformat gatlé mecha-
nizmus a prenilacidgatlas, amely igéretes lehetéség lehet
a RAS fehérjék terapias célzasara.

Farnezil-transzferaz-inhibitorok
A prenilacio gatlasanak egyik lehetséges megoldasa a far-
nezil-transzferaz enzim aktivitdsanak gatlasa, amely meg-
valésithatd farnezil-pirofoszfat-analdgokkal vagy a CAAX
motivumot utdnzé kompetitiv inhibitorokkal (17). A kezdeti
kisérletek soran az FT-inhibitorok (FTI) igéretes eredményt
mutattak mutans H-RAS-t hordozd tumorsejtek ellen in vitro
és invivois (18-20). Azonban az elsé klinikai vizsgalatok nem
valtottak be a hozzajuk flizott reményeket, ugyanis az FTI-k
K- vagy N-RAS-mutans tumorok esetén nem voltak képesek
pozitiv hatdst kifejteni (21, 22).

Az FTI-k sikertelensége soran derilt fény arra, hogy
N- és K-RAS esetén a farnezilacié gatlasakor alternativ



geranilgeranilacioval megoldédik a fehérjék membranhoz
horgonyzésa (23). A felfedezés utan kifejlesztett GGT-inhi-
bitorok (GGTI) in vitro - FTl-kkel kombinaltan - sikeresnek
bizonyultak a RAS fehérjék farnezilacidjanak és alternativ
geranilgeranilaciojanak egylttes gatlasara, azonban az in
vivo kisérletekben tapasztalt silyos mellékhatasok és toxi-
citds miatt nem jutott el a kombinacios kezelés a klinikai
vizsgalatokig (24, 25). Bér a transzferaz enzimek gatlasa nem
bizonyult sikeresnek a RAS fehérjékkel szemben, az FTI-k
hasznalata monoterapiaként vagy kemoterapiaval kombinal-
tan még jelenthet terapias elényt mutans H-RAS-t hordozo
tumorok esetén, mivel a H-RAS fehérjéken nem torténik
alternativ geranilgeranilcio.

Az FTI és GGTl vegyiiletek bukasa utan a kutatasok inkabb
a prenilaciégatlas mas lehetséges célpontjaira, elsésorban
a prenilcsoportok bioszintetikus gatlészereire koncentra-
lodtak. Konvencionalisan két nagy vegyiiletcsoportot tarta-
nak szamon, amely a prenilcsoportok szintéziséhez tartozé
mevalonat-bioszintetikus Utvonal gatldszerei: a sztatinok és
biszfoszfonatok.

Sztatinok

A sztatinok a mevalonat-Ut elsé lépését, a HMG-CoA vegyiilet
mevalonatta redukalasat katalizalo HMG-CoA-reduktaz enzim
aktivitasat gatoljak, ennek kovetkezményeként pedig a teljes
izoprénalapu bioszintézis-Utvonalat. Eleinte hiperkoleszte-
rinémia kezelésére lettek kifejlesztve, azonban hamarosan
fény derilt rakellenes hatasaikra is, amelyeket elsésorban
a prenilacio gatlasan keresztil fejtenek ki. Szamos raktipus-
ban hatékonynak bizonyultak in vitro preklinikai kisérletekben,
példaul prosztata-, eml6-, tid6rak- és mieldma-sejtvona-
lakon proapoptotikus és osztédast gatld hatast fejtenek ki
(26-29). Azonban, mivel a sztatinkezelés kovetkezményeként
rendkivil sokféle molekularis valtozast irtak mar le, ha-
tdsmechanizmusuk feltehetdleg nem korlatozédik csupan
a prenilacio gatlasara (30). Ezenkivil a sztatinok hatékony
mikodéséhez szlikséges magas ddzisok a monoterapiaként
vald alkalmazasukat kérddjelessé teszik, valamint szamolni
kell a stlyosabb mellékhatasokkal is, példaul miopatiaval,
hepatotoxicitassal és rabdomidzissal (30, 31).

Biszfoszfonatok

A biszfoszfonatok szintetikus pirofoszfat-analégok, melyek
annak P-0-P alapszerkezetétdl eltéréen a kozponti oxigén
helyett szénatomot tartalmaznak (P-C-P). Két f§ csoportra
oszthatdak, amelyek mind szerkezetiikben, mint hatasme-
chanizmusukban eltéréek: nitrogént nem tartalmazo bisz-
foszfonatokra és a nitrogéntartalmui amino-biszfoszfonatokra
(32). Szerkezetiikbdl kifolyélag nagy affinitassal kotédnek
a kalciumionokhoz, igy élélényekben a csontok szervetlen
allomanyahozis. Ez a tulajdonsaguk hatarozza meg elsédle-
ges felhasznalasi teriletiiket; klinikumban csontreszorpcid,
lizis csokkentésére, oszteoklasztok gatlasara, oszteoporozis,
valamint csontattétek kezelésére alkalmazzak a biszfoszfo-
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natokat (33, 34). Az amino-biszfoszfonatok a nitrogént nem
tartalmazé elédjeikt6l eltéré mechanizmuson keresztiil
fejtik ki hatasukat: a mevalonat-Utvonalban szerepld farne-
zil-pirofoszfat-szintdz enzimet gatolva akadalyozzak a farne-
zil-pirofoszfat, valamint az erre épilé bioszintetikus Utban
szerepl6 vegyiletek, példaul a geranilgeranil-pirofoszfat
szintézisét, valamint a szkvalénalapu koleszterinszintézist is
(34, 35). E hatdsuk miatt a prenilaciégatlas hatékony eszko-
zeiként tartjak szdmon dket, azonban erésen csontszelektiv
tulajdonsaguk miatt terapias felhasznalasuk limitalt. Bar
a vérplazmabodl a csontokhoz vald nagy affinitdsuk miatt
par ora alatt teljesen eltlinnek (36), a csontokhoz tapadva
ebben a mikrokdrnyezetben egyes elképzelések szerint
magas lokalis koncentraciot érhetnek el, illetve innen fel-
szabadulva hosszU idén keresztiil jelen lehetnek a periférias
keringésben, igaz, nagyon alacsony anyagmennyiségben (34).
Tumorellenes hatdsuk csontmetasztazis esetén valdszinileg
féleg a tumor mikrokdrnyezetének modulalasan keresz-
tul valosul meg, elsdsorban a csontallomany lizisét okozd
oszteoklasztok gatlasanak segitségével. Ennek szamtalan
kovetkezménye lehet, példaul a csontallomanyban kotott
nagy mennyiségl novekedési faktor igy nem szabadul fel,
elvagva a tumorsejteket a proliferacidjukat elésegité6 mik-
rokornyezeti tényez6tél.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott képviseléjik a zo-
ledronsav, mely hidrofil karakterének és csontszdvethez valé
nagy affinitdsanak koszonhetéen csontattétek megelézésére
és kezelésére hatékony, ugyanakkor csontszévettél fliggetlen
daganatok kezelésére nem hasznalhaté (37, 38). Szamos
lipofil karakter( biszfoszfonatot vizsgaltak mar, melyek ko-
z6tt az egyik legigéretesebbnek a BPH1222 (BPH) adédott
(16, 39). A BPH hatékonyan gatolta a sejtek novekedését
K-RAS-muténs tiid6-adenokarcinéma preklinikai modellrend-
szereiben (16). Tovabbi nagyon fontos eredmény, hogy a lipofil
karaktere miatt a BPH nem rakddik le a csontallomanyba,
hanem hosszabb ideig megtalalhaté a vérplazmaban. Ez
felveti a lipofil biszfoszfonatok csontattéttél eltéré helyen
torténd alkalmazasanak lehetéségét is.

A RAS citoplazmatikus transzportjanak gatlasa
Egy masik igéretesnek tliné probalkozas szintén a K-RAS4B
fehérje foszfodiészteraz-deltaval valé kapcsolatat gatolja.
A PDEDJ egy citoplazmatikus dajkafehérje, amely - tobbek ko-
z0tt - a farnezilalt K-RAS4B fehérje citoplazmatikus szallita-
saért felel. Az inhibitorok - az egyik legismertebb a deltarasin
- a PDEG6-K-RAS4B interakcidt gatoljak, igy megakadalyozva
a fehérje plazmamembranhoz torténd szallitasat (40).
Kutatdcsoportunk haromféle daganattipuson in vitro
vizsgalta a prenilaciogatlas kiilonb6zé madjait. Elsésorban
annak Gsszefliggésében végeztiik a vizsgalatokat, hogy a pre-
nilaciogatld szerek hatékonysaga fligg-e attdl, hogy hordoz-e
a daganatsejt RAS-mutacidt. Kolorektalis és tiidé-adeno-
karcinéma, valamint melandma malignum sejtvonalakon
teszteltiik a klinikumban is hasznalt zoledronsavat (ZA),
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2. ABRA. Melanémasejtek relativ koloniaképzd képessége 10 napos kezelés utan. Sziirke szinnel az N-RAS-muténs, feketével az N-RAS tekinte-
tében vad tipusu sejtek vannak jeldlve. A kontrollhoz viszonyitva a 2 uM-os kezelések szignifikans hatast mutattak, mig az A375 és a WM35 esetén

a BPH hatékonysaga a ZA-hoz képest is szignifikans volt (*)

a lipofil biszfoszfonat BPH1222-t (BPH], illetve a deltarasin
(DELT) kismolekulajud inhibitort. A ZA, illetve a BPH vizsga-
lata nemcsak a mutans RAS 6sszefliggésében lehet fontos,
hanem annak eldontésére is, hogy a lipofil biszfoszfonat
tumorellenes hatdsa - amely csontmetasztazistol eltérd
helyen is megnyilvanulhat - a klinikumban hasznalt ZA-éval
osszemérheté-e.

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkba tizenegy human melanéma-sejtvonalat von-
tunk be, melyeket mutacidjuk alapjan 2 csoportba osztot-
tuk, N-RAS-mutans (M24met, WM3060, WM3000, WM3451,
WM3682) és N-RAS-ra nézve vad tipust (A375, WM35, A2058,
WM239, MEWO, VM47) vonalakra. Az A375, A2058 és MEWO
vonalakat az ATCC-t6l, a WM35, WM239, WM3060, WM3000,
WM3451, valamint WM3682 sejteket a Wistar Intézettsl (Phi-
ladelphia, Pennsylvania) vasaroltuk. Tovabba, az M24met
sejtvonalat melandma nyirokcsomé-metasztazisabol hoztak
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létre (Scripps Research Institute, La Jolla, CA] (41), mig
a VM47 sejtvonalat agyi metasztazisbol alapitottak a Bécsi
Rakkutatd Intézetben (Institute of Cancer Research, Medical
University of Vienna, Ausztria) (42). A H838 tiid6-adenokarci-
noma izogenikus sejtvonalpart (ahol az eredeti sejtvonalba
a K-RAS G12V mutéciot bevitték] a Horizon Csoporttdl vasa-
roltuk (HorizonDiscovery, Cambridge, UK). A kolorektalis rak
sejtvonalakat (HCT116, DLD1, WIDR, SW1417) az ATCC-tél
szereztik be. Minden sejtvonal 37 °C-on, 5%-0s CO,-szinten
volt tartva sejttenyészt flaskdkban 4500 mg/dm? gliikéz-,
piruvat- és L-glutamin-tartalmd DMEM-ben (Lonza, Svéjc)
10% FBS-sel (Gibco-BRL Life Technologies, UK) és 1% anti-
biotikummal (penicillin, sztreptomicin, amfotericin B) (Lonza)
kiegészitve. A zoledronsavat a Novartistél (Basel, Svéjc),
a deltarasint a Selleckchemtél (Houston, TX) vasaroltuk,
mig a lipofil BPH1222-t az E6tvos Lordand Tudomanyegyetem
Szerves Kémiai Tanszékén szintetizaltak (43). Kezeléanya-
gaink hosszl tavu (6-12 nap) hatasat vizsgaltuk 2 dimenzids
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1. TABLAZAT. 3D melanémaszferoid kontrollhoz viszonyitott térfogata szazalékban kifejezve 2, ill. 5 pM
ZA- vagy BPH-kezelés hatasara 6 (A375), illetve 12 nap (A2058, M24met, VM47) utan

Szferoidtérfogat A375 A2058 VM47 [N;‘:;'"SZ: ]
2 uM ZA 73,7+9,7% 89,3+2,3% 106,3+5,9 5,7£1,6
2 M BPH 9,2:3.6% 64,357,.2% 66,8:3,0% 16,144,3%
5 UM ZA 32,.9:8.1% 56,8:7,2% 54, 454,5% 1,20,3%
5 M BPH 0,5:0,2% 34,8+4,9% 2,1:0,8% 0,.840,.2%

Az adatok jelentése: dtlag+SEM, *szignifikans kiilonbség a két kezel8szer hatékonysaga kozott

klonogenitasi, valamint 3 dimenzids szferoid novekedési
esszék segitségével. A jelatviteli Utvonalak aktivalddasat
immunoblot mddszerrel vizsgaltuk.

Statisztikai analizis soran egyutas ANOVA-tesztet alkal-
maztunk Dunn- és Tukey-féle post-hoc teszttel a 2D és 3D
hosszU tavu kisérleti eredmények elemzéséhez. Két csoport
esetén kétmintds t-probat végeztiink. Szignifikans eltérés-
nek a p<0,05 értéket tekintettiik. Statisztikai analiziseinket
a GraphPad Prism 5 program segitségével végeztiik el (Graph-
Pad Software Inc, San Diego, CA, USA).

EREDMENYEK

Melandma

Hosszu tavi (10 nap) klonogenitasi esszék alapjan azt talaltuk,
hogy a lipofil BPH a legtobb esetben hatékonyabban gatolta
a sejtek koloniaképz6 képességét, mint a konvencionalis ZA;
A375 és WM35 sejtek esetén ez a kiilonbség szignifikdnsnak
adddott (2. dbra). Jelentds mutacidéfiiggést a sejtek érzé-
kenységében nem talaltunk. Kivételt képezett az M24met
N-RAS-mutéans sejtvonal, mely igen érzékenynek bizonyult
mindkét szerrel, kiilonésen a ZA-val szemben.

kontroll

0. nap

9. nap

5 UM ZA

5 uM BPH

3. ABRA. Reprezentativ képek a VMA47 sejtek szferoidjainak kezelés hatasara bekovetkezett méretbeli valtozasardl. A skala 200 pm-t jeldl
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4. ABRA. a) Zoledronsav (ZA), BPH1222 [BPH) és deltarasin (DELT) gatlészerek hatasa kolorektalis adenokarcinéma-vonalak klénképzé poten-
cidljara 2 uM koncentraciéban. b) ZA és BPH hatasa 2 uM koncentracidban a szferoidndvekedésre 12 napos kezelés soran. Az értékek a kontrollhoz
viszonyitott szazalékos értékeket mutatjak. Sziirke szinnel a K-RAS-mutans, feketével a K-RAS tekintetében vad tipusu sejtek vannak jellve

3D szferoid rendszerben is vizsgaltuk a BPH és a ZA hosszu
tavl daganatellenes hatasat négy sejtvonalon. Eredményeink
megmutattak, hogy a sejtek 3D kdrnyezetben szignifikan-
san érzékenyebbek voltak a lipofil BPH-ra, mint a ZA-ra, az
M24met sejtvonalat kivéve (1. tabldzat, 3. dbra).

Kolorektalis adenokarcinéma

Hosszd tavi (8 nap) klonogenitasi esszékben vizsgaltuk a BPH
és ZA hatasat a két K-RAS-mutans, illetve két K-RAS-vad
tipusti human sejtvonalon. A melanéman kapott eredmé-
nyekhez hasonléan ez esetben sem talaltunk K-RAS-muta-
ciora specifikus érzékenységet. Tovabba a K-RAS4B fehérje
sejten beliili szallitdsaért felelés PDE fehérje gatloszerével,
a deltarasinnal kezelve a sejteket is hasonld eredményt
kaptunk (4.a gbral).

A 3D szferoid kultirakon vald vizsgalatok soran sem tartunk
fel K-RAS-mutéaciéra specifikus érzékenységkiilonbséget
(4.b bra).

Tiid6-adenokarcinéma

Kutatécsoportunk vizsgalta a BPH tumorellenes hatasat egy
K-RAS-vad/G12V mutans izogenikus tidé-adenokarcino-
ma sejtvonal parban. Azt talaltuk, hogy mindkét sejtvonal
novekedését gatolta a BPH-kezelés, tovabba a vad tipusu
K-RAS-t expresszald sejtvonal, bar nem szignifikans mér-
tékben, de érzékenyebbnek bizonyult a BPH-gatlasra, mint
a K-RAS G12V mutans parja. Tovabba immunoblot-vizsgalat
segitségével megallapitottuk, hogy érdekes médon a K-RAS
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G12V muténs sejtvonalban az ERK és az AKT aktivaltabb
allapotba keril BPH-kezelésre a kontrollhoz képest. A je-
lenségek magyarazata még tovabbi vizsgalatokat igényel,
azonban az eredmények fényében azt elmondhatjuk, hogy
tid6-adenokarcinémaban a K-RAS-mutéacié jelenléte be-
folydsolhatja a biszfoszfonatkezelésre adott valaszt a sej-
tekben (5. abral.

MEGBESZELES

Melandma

Az utdbbi évtizedekben a melanéma progressziéjanak
a lipidatvonalakkal valé kapcsolatat szamos tanulmany-
ban bemutattdk mar. Egyik lehetséges tdmadaspontnak
a prenilacié gatlasat talaltak, melynek igen hatékony kép-
visel8i a sztatinok és a biszfoszfonatok (44). Ugyanakkor,
annak ellenére, hogy a biszfoszfonatok direkt daganatel-
lenes hatdsat mar az évszazad elején leirtak (45), jelentds
elérelépés e vegyiiletekkel a daganatterapidban nem tér-
tént. A legaktivabb vegyiiletek fizikokémiai tulajdonsagai
és csontszovethez valo affinitdsa miatt nem alkalmazha-
tdak széles korben a daganatok kezelésére. Ennek nyoman
indultak el a kisérletek lipofil karakterd biszfoszfonatok
kifejlesztésére, melynek egyik leghatékonyabb képviseld-
je a BPH (39). Korabbi vizsgalataink megmutattak, hogy
melandma-sejtvonalakon a BPH hatékonyabb, mint a ZA
2D, 3D és in vivo kisérleti rendszerekben (43). Jelen vizs-
galatunk eredményei arra utalnak, hogy feltehetéen nem
az N-RAS-mutacio jelenléte hatdrozza meg a sejtek bisz-
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5. ABRA. a) A H838 sejtvonal vad tipust és G12V K-RAS-mutaciét hor-
dozo valtozatanak BPH-érzékenysége. Koncentracié: 0,5 uM, 6 napos
kezelés. b) ERK- és AKT-aktivacio BPH1222-kezelés hatasara. K=kont-
roll, B=BPH1222

foszfonatérzékenységét, hasonléan a korabbi vizsgalataink
eredményeihez (38). A legtobb N-RAS-muténs sejtet inkabb
kevésbé érzékenynek taldltuk, mint az N-RAS-ra nézve vad
tipustakat. A ZA-ra legérzékenyebb N-RAS-mutans sejt-
vonal, az M24met esetében feltételezhetd, hogy a sejtvonal
EGFR-t fokozottan expresszalt statusza is szerepet jatszhat
a nagyobb érzékenységben. Irodalmi adatok szerint a ZA az
EGFR-t is gatolhatja (46), tovabba bizonyos adatok szerint
hatékonyabban, mint a BPH (47). Ismeretes tovabba, hogy
bar a prenilacionak a RAS fehérje az egyik jelent6s célpontja,
mellette szamos masik kis G-fehérje aktivalédasa gatolhatd
a biszfoszfonatok segitségével (45). Korabbi vizsgalatunkban
kimutattuk, hogy melandma-sejtvonalakban elsésorban
a PI3K/AKT/mTOR jelpdalya aktivitdsa csokken a BPH-ke-
zelés hataséra. Tovabba a PISK/AKT/mTOR jelpalya elemei
kozil az RHEB kis G-fehérje aktivitdsanak csokkenésében
talaltunk osszefiiggést a sejtek BPH-érzékenységével (43).
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a biszfoszfonatokkal valé
kezelés hatdsanak mechanizmusa jelenleg még nem telje-
sen tisztdzott melandmaban, és tovabbi vizsgalatokra lenne
szlikség, hogy a célzott és személyre szabott terapiaban
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hatékonyabban lehessen alkalmazni. Az azonban biztatd,
hogy a RAS-mutans sejtvonalak is érzékenynek bizonyultak
a biszfoszfonatkezelésre.

Kolorektalis adenokarcinoma

A prenilacioét gatlo biszfoszfonatok tumorellenes hatasait
a kolorektélis daganatokon is igazolték ln vitro human vas-
koloniaformald képességét is gatoltak (48, 49). Mas tanul-
manyok alapjan ez a hatas - legalabbis részben - annak
tudhato be, hogy akadalyoztak a kis G-fehérjék, példaul
a RAS prenilalédasat, ezaltal gatoltak a RAS altal szabalyozott
jelatviteli utakat (50). Eredményeink alapjan - bar a limitalt
szamu sejtvonalbol dvatosan lehet kovetkeztetést levonni -
a biszfoszfonatok hatasa elsésorban nem a mutans K-RAS
gatlasan keresztiil valdsult meg, hiszen a mutans sejtvonalak
érzékenysége hasonlé volt a vad tipust vonalakéhoz. Tovabba
a deltarasin - amely a K-RAS4B és a PDE fehérje prenilacion
alapulo kélcsonhatasat gatolva akadalyozza annak sejten be-
Lili szallitasat (40) - esetében sem mutattunk ki kiilonbséget
a K-RAS-mutans és K-RAS-vad sejtek érzékenységében.

A fenti eredmények mellett, amelyek a biszfoszfonatok
altalanos tumorellenes hatdsat demonstraljak, a klinikumban
is szamos tanulmany sugallja, hogy a hosszu tavu biszfosz-
fonatkezelés protektiv hatasu, és csokkenti a vastagbélrak
kialakuldsanak valészin(iségét (51-54), bar a K-RAS-muta-
cid jelenlétének szerepét ezekben a tanulmanyokban nem
vizsgaltak. A szakirodalmi és sajat eredményeink alapjan
nem mutathato ki eltérg érzékenység K-RAS-mutécio fligg-
vényében a prenilacidgatlasra.

Tiid6-adenokarcinoma

Tudé-adenokarcinémaban a K-RAS driver mutdciéja az esetek
30-35%-aban fordul el§ (55). A K-RAS mutéciéi leggyakrabban
a 12-es, ritkabban a 13-as és 61-es kodonon jelennek meg
(56). AK-RAS-mutacid jelenlétének prognosztikus és prediktiv
jelentdsége még nem teljesen tisztazott tiidé-adenokarci-
némaban (57). Ugyanakkor egy nagy hazai beteganyagon
végzett vizsgalat soran azt talaltuk, hogy a K-RAS-mutacio
jelenlétének csak a csontattétes tiidérakok esetében volt
kedvezGtlen kihatasa a betegek teljes tulélésére (58). Miutan
a csontattétes betegeket amino-biszfoszfonattal kezelik,
felmerdlt ezeknek a szereknek a K-RAS-mutaciotol fliiggd
hatasa. Korabbi preklinikai vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy
tidé-adenokarcindma sejtvonalak esetében a vad K-RAS-t
expresszald sejtek érzékenyebbnek mutatkoztak a ZA-val
torténd prenilacidgatlasra, mint a K-RAS-mutaciot hordozé
sejtvonalak (59). E feltételezésiinket amino-biszfoszfonattal
kezelt tlidérakos betegek vizsgalatanak elézetes eredmé-
nyei is igazoltak: a csontattétes betegek kozdtt a K-RAS-
vad betegek teljes tulélése kedvezébbnek bizonyult, mint
a K-RAS-mutansoké. In vitro tesztekben vizsgaltuk a BPH
hatasat izogenikus K-RAS-vad/G12V mutans tidéraksejtvo-
nal-paron. Eredményeink aldtdmasztottak az eddigi adata-
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inkat, miszerint a vad tipusi K-RAS-t hordozdé daganatsej-
tek érzékenyebbek lehetnek a biszfoszfonatkezelésre, mint
a K-RAS-mutéciot hordozok.

KOVETKEZTETESEK

A RAS fehérjék gatlasa évtizedek ota foglalkoztatja a ku-
tatokat, azonban jelenleg sem létezik olyan univerzalis
megkdzelités, amely attorést jelentene a RAS-muténs da-
ganatok gyogyitasaban. A szamtalan 6sszefoglald kozle-
mény, amely az évek soradn a témaban megjelent, megemliti
a poszttranszlaciés médositasok gatlasat - tobbek kozott
a prenilaciogatlast - mint az egyik potencialisan kiaknazhaté
maddszert a mutans RAS blokkolasara. Mivel a prenilacié
szamtalan kis G-fehérjét is érint - példaul a vezikularis
transzportban fontos RAB, a motilitast szabalyozd RAC és
RHO, illetve a PI3K/AKT/mTOR jelpalyaban szereplé RHEB
fehérjéket -, a biszfoszfonatkezelésre adott tumorellenes
valasz molekularis hatterének feltérképezése nem egyszer
feladat. Munkank soran az egyik f6 kérdés az volt, hogy
a RAS-mutacid jelenléte 6nmagaban érzékenyit-e a preni-
lacidgatlasra. Erre a szakirodalom, illetve a sajat eredmé-
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tuszU daganatok novekedését gatolta a biszfoszfonatkezelés,
a K-RAS-vad tiidéadenokarcinéma-sejtek érzékenyebbek
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