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Kirstenin rotta-sarkooma-virus-onkogeeni-homologi, KRAS, kuuluu RAS-perheeseen, joka
muodostaa yleisimmin mutatoituneen geeniperheen ihmisten sydvissa. Se on pieni ja pinnaltaan
suhteellisen siled solukalvolla sijaitseva guanosiinitrifosfataasi, joka toimii kytkimena sitoutuen
vuorotellen inaktiiviseen guanosiinidifosfaattiin ja aktiiviseen guanosiinitrifosfaattiin. Aktiivinen

KRAS aktivoi useita eri signaalinvélitysteitd, jotka edistdvdat solujen eloonjdamistad ja

lisdantymista.

KRAS on ollut ladkekehityksen mielenkiinnon kohde siitd asti, kun sen onkogeeninen luonne
ihmisten syovissa selvitettiin. Useat |adkekehitysyritykset ovat kuitenkin epaonnistuneet ja sen
ajateltiin jo olevan ladkekehitykseen kelpaamaton molekyyli. Viime aikojen kehitys on kuitenkin
tuottanut suoria KRASG12C-mutaatioihin kohdistuvia inhibiittoreita. Naistda ensimmaiset
sotorasib ja adagrasib ovat saaneet jo hyvaksynndn hoitomuodoksi ei-pienisoluista

keuhkosybpaa sairastavilla potilailla, jotka ovat saaneet aikaisemman hoidon sairauteensa.

KRAS-mutaatioihin kohdistuvat inhibiittorit ovat aktiivisen kehityksen kohteena, ja niita tutkitaan
sekd ainoina hoitomuotona ettd osana yhdistelmdhoitoja. Myds useampaan mutaatioon
kohdistuvat inhibiittorit ovat tutkimuksen kohteena. Tulevaisuudessa myds rokotteet ja
adoptiivinen soluterapia voivat olla vaihtoehtoisia hoitomuotoja KRAS-mutatoituneita sydpia

vastaan.

Asiasanat: KRA-onkogeeni, ladkekehitys, syopa
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1 JOHDANTO

Kirstenin rotta-sarkooma-virus-onkogeeni-homologi (engl. Kirsten Rat Sarcoma Viral
Oncogene Homolog, KRAS) kuuluu rotta-sarkooma-virus onkogeeniperheeseen (RAS)
yhdessa Harvey ja neuroblastooma rotta-sarkooma-virus-onkogeenien kanssa (HRAS, NRAS).
RAS-mutaatioista KRAS-mutaatiot ovat yleisimpid, muodostaen 86 % kaikista RAS-
mutaatioista. KRAS-mutaatioita tavataan erityisesti keuhko-, haima- ja paksusuolensyovissa.
(Liu ja muut 2019) KRAS-geeni sijaitsee kromosomin kaksitoista lyhyessa kdsivarressa ja se
koodaa kahta eri proteiini-isoformia: KRAS4B (188 aminohappoa) ja KRAS4A (189
aminohappoa). Nama kaksi proteiinia eroavat toisistaan neljannen eksonin vaihtoehtoisen

silmukoinnin seurauksena. (Huang ja muut 2021.)

RAS-geeniperhe muodostaa yleisimmin mutatoituneen geeniperheen ihmisten sydvissa ja
siksi se on ollut laakekehityksen kiinnostuksen kohde. Yli neljan vuosikymmenen ajan on
tehty lukuisia yrityksia 10ytaa tehokkaita ladkkeita KRAS-mutaatioiden hoitoon. Suurin osa
naista yrityksista on ollut epaspesifisia ja tehottomia, eika riittdvaa tehoa tai selektiivisyytta
ole saavutettu. Taman takia KRASia on pidetty ladkekehitykseen soveltumattomana
molekyylind. (Huang ja muut 2021.) Viimeisen kymmenen vuoden aikana tutkimukset ovat
antaneet rohkaisevia tuloksia, ja ensimmaiset suorat inhibiittorit, sotorasib ja adagrasib, on
hyvaksytty hoidoksi potilaille, joilla on KRASG12C-mutaatio ja jotka ovat saaneet aiempia

hoitoja ei-pienisoluista keuhkosy6pda vastaan.

Tassa  tutkielmassa  kasitelladan  KRAS-onkogeenin  rakennetta, sen  merkitysta
signaalinvalityksessa sekd sen mutaatioita eri syovissa. Tutkielman padpaino on luoda
katsaus l3adkekehitykseen esittelemallda muutamia aikaisempia lahestymistapoja KRASin
estamiseksi sekd esittelemdlld viime aikoina kehitettyja suoria KRASiin vaikuttavia
inhibiittoreita. Lisdksi tutkielmassa tarkastellaan, mihin suuntaan l|adkekehitys on

tulevaisuudessa kohdistumassa.



2 KRAS-ONKOGEENI

2.1 KRASIN RAKENNE

KRAS on 21kDA:n kokoinen, monomeerinen, solukalvolla sijaitseva pieni
guanosiinitrifosfataasi (GTPaasi), joka toimii kytkimena inaktiivisen ja aktiivisen tilan
valilla. Inaktiivisessa tilassa se on sitoutunut guanosiinidifosfaattiin (GDP), ja aktiivisessa
tilassa guanosiinitrifosfaattiin (GTP). Fysiologisissa olosuhteissa ndiden kahden tilan
valistd muutosta saatelevat guaniininukleotidivaihtotekijat (engl. Guanine nucleotide
exchange factors, GEF) tai GTPaasia aktivoivat proteiinit (GAPit). GEFit katalysoivat
GDP:n muuttumista GTP:ksi, kun taas GAPit lisddavat GTP:n hydrolyysia GDP:ksi.
Aktiivisessa  tilassa, eli sitouduttuaan GTP:hen, KRAS pystyy aktivoimaan

efektorimolekyyleja, kuten RAF-kinaaseja, PI3K:ta ja Ra1GDS:a4. (Liu ja muut 2019.)

KRAS koostuu G-domeenista ja C-terminaalisesta hannasta, jota kutsutaan
hypervariaabelialueeksi (HVR). G-domeenin rakenne muodostuu viidesta alfa-heliksista
ja kuudesta beetanauhasta. G-domeeni voidaan vield jakaa eri alueisiin: kytkin I:seen
(engl. Switch 1), kytkin Il:seen (engl. Switch Il) ja fosfaattisiimukkaan (engl. P-loop) (kuva
1). Kytkinalueet muodostavat tarkean alueen, johon efektorimolekyylit ja RAS-saatelijat
(GAPit ja GEFit) voivat sitoutua. Fosfaattisiimukka on lyhyt, rakenteellinen motiivi
proteiinissa. Sen tehtdvdnd on mahdollistaa guaaninukleotidien (GDP, GTP)
sitoutuminen ja siten osallistua konformaatiomuutokseen, joka tapahtuu GDP:n
muuttuessa aktiiviseksi GTP:ksi. Hypervariaabelialue kiinnittdd KRAS-molekyylin
solukalvoon. Se on vuorovaikutuksessa solukalvon kanssa, mikd on keskeista

solunsisdisten signalointireittien sdatelyssa. (Han ja muut 2021; Pantsar 2020.)

FOSFAATTI-
SILMUKKA

KYTKIN Il

KUVA 1. KRAS4B:n rakenne. A. Villityypin KRAS4B:n kiderakenne. B. Kaavakuva KRAS4B:n

sekundddrirakenteesta (Kuva muokattu Pantsar 2020).



KRAS kay lapi sarjan translaation jalkeisid modifikaatioita toimiakseen solukalvolla. HVR-
alue sisaltaa CAAX-sekvenssin (C: kysteiini, A: alifaattinen aminohappo, X: mika tahansa
aminohappo), jonka translaation jalkeinen muokkautuminen on isossa osassa KRASin
kiinnittyessa solukalvoon. Ensin CAAX-motiivin sisadltdma kysteiini farnesyloidaan
farnesyylitransferaasin toimesta. Taman jalkeen RAS-konvertaasientsyymi (engl. RAS-
converting enzyme 1, RCE1) poistaa AAX-aminohapot ja
isoprenyylikysteiinikarboksyylimetyylitransferaasi (engl. Isoprenylcysteine
carboxylmethyltransferase, ICMT) metyloi karboksyyliryhman. Naiden kolmen
entsyymin muokkaamisen lopputuloksena KRAS-proteiinin C-terminaali muuttuu
hydrofiilisestd hydrofobiseksi, mikd mahdollistaa sen liittymisen solukalvoihin. (Ahearn

ja muut 2012.)

2.2 KRASIN MERKITYS SIGNAALINVALITYKSESSA

KRAS-signalointi alkaa, kun ligandi sitoutuu ylavirran reseptoriin, joka yleensda on
tyrosiinikinaasireseptori. Monet kasvutekijat kuten epidermaalinen kasvutekija (engl.
Epidermal Growth Factor, EGF), verihiutaleista peraisin oleva kasvutekija (engl. Platelet-
Derived Growth Factor) tai fibroblastikasvutekija (engl. Fibroblast Growth Factor) voivat
toimia tyrosiinikinaasia aktivoivina ligandeina. Esimerkiksi, kun EGF sitoutuu sen
reseptoriin  EGFR:3dn, reseptori dimerisoituu ja tapahtuu autofosforylaatio.
Fosforyloitunut EGF-reseptori sitoutuu kasvutekijareseptorilla sitoutuneeseen proteiini
2:seen (engl. Growth factor receptor-bound protein 2, Grb2). Grb2 on adaptorimolekyyli
ja se sitoo SOS:n (engl. Son of Sevenless) solukalvoon. SOS on GEF-tekija KRAS-
proteiinille, joten se aktivoi KRASin (kuva 2). (Uprety ja Adjei 2020.)

Aktivoitunut KRAS voi valittaa signaalin useille efektorimolekyyleille, kuten nopeasti-
kiihtyva-fibrosarkooma (engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma, RAF) proteiineille tai
fosfoinositidi-3-kinaasille (engl. Phosphoinositide 3-kinase, PI3K). Kolme parhaiten
tunnettua KRASin aktivoimaa reittid on RAF-MEK-ERK-, PI3K-AKT-mTOR- ja RALGEF-RAL-
reitit. Ensimmaisessd RAF-MEK-ERK-reitissd aktivoitunut KRAS-GTP lisdd nopealla
tahdilla seriini/treoniinispesifisen proteiinikinaasin (RAF) ma&iraa sytoplasmalta
solukalvoon. Lisdksi KRAS edistdd RAFin dimerisoitumista ja fosforylaatiota.
Aktivoitunut RAF fosforyloi mitoogeni-aktivoidun proteiinikinaasin (engl. Mitogen
Activated Protein Kinase, MEK), joka puolestaan fosforyloi solunulkoisen-signaalin
saateleman kinaasin (engl. Extracellular Signal-Regulated Kinase, ERK) (kuva 2).
Fosforyloitunut ERK siirtyy tumaan, jossa se fosforyloi ja aktivoi eri
transkriptiofaktoreita, ja vaikuttaa talla tavoin solujen lisadantymiseen ja erilaistumiseen

(Huang ja muut 2021; Martinelli ja muut 2017.)



Toisessa PI3K-AKT-mTOR- reitissa aktivoitunut KRAS aktivoi PI3K:n sitoutumalla sen
p110- alayksikkoon (kuva 2). Aktivoitunut PI3K fosforyloi fosfatidyyli-inositoli-4,5-
bifosfaatin (engl. Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, PIP2) fosfatidyyli-inositoli-3,4,5-
trifosfaatiksi (engl. Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate, PIP3). PIP3 sitoutuu
fosfoinositidiriippuvaiseen-kinaasi 1:seen (engl. Phosphoionositide-dependent kinase-
1, PDK1), joka fosforyloi oman kohdeproteiininsa, proteiini kinaasi B:n (engl. Protein
kinase B) eli Akt:n. (Huang ja muut 2021.) Aktivoitunut Akt fosforyloi rapamysiiniherkan
proteiinin (engl. Mammalian Target of Rapamycin, mTOR), joka vaikuttaa solujen

jakautumiseen ja proteiinisynteesiin. (Han ja muut 2021).

Kolmas parhaiten tunnettu KRASin valittdma reitti on RALGEF-RAL-reitti (kuva 2).
Aktivoitunut KRAS voi aktivoida Ral-Guaanininvaihtotekijan (engl. Ral-Guanine
Nucleotide Exchange Factor, RalGEF), joka aktivoi Ral-proteiinit. Ral-proteiinit ovat
pienia GTPaaseja ja ne luokitellaan osaksi Ras-perhettd. Ral-proteiineja on kaksi
isoformia: Ral-a ja Ral-b. Aktivoituneet Ral-proteiinit vaikuttavat useisiin solun
toimintoihin kuten solun muotoon, migraatioon, adheesioon, endosytoosiin ja
kalvoliikenteeseen. (Guin ja Theodorescu 2015; Huang ja muut 2021.) KRASin

signalointireitit ovat esitetty kuvassa 2.
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KUVA 2. KRASIn aktivoimat signalointireitit. Kuvassa esitetty kolme yleisintd GTP-sitoutuneen
KRASin aktivoimaa signaalinvdlitysreittié: PI3K-AKT-mTOR-reitti, RAF-MEK-ER-reitti ja RALGEF-

RAL-reitti. (Kuva muokattu Parikh ja muut 2022).



3 KRAS-MUTAATIOT SYOVISSA

Villityypin KRAS-proteiini aktivoituu valiaikaisesti reseptorityrosiinikinaasien signaloinnin
seurauksena. Mutaatiot KRAS-proteiinissa hairitsevat guaniinin vaihtosyklia, jolloin KRAS-
proteiini pysyy jatkuvasti aktiivisessa GTP-muodossa. Talléin myds alavirran signalointireitit
pysyvat jatkuvasti aktiivisina, mika edistda syopaan liittyvaa kasvua ja toimintaa. (Teo ja muut

2022.)

Suurin osa KRAS-mutaatioista on yhden emaksen pistemutaatioita, jotka osuvat yleensa
kodoneihin 12 (glysiini-12, G12), 13 (glysiini-13, G13) ja 61 (glutamiini-61, Q61) (kuva 3).
Kunkin kodonin aminohappo voi muuttua yhdeksi kuudesta eri aminohaposta, kun yksi
emaspari korvautuu toisella. Kodonien 12 ja 13 mutaatioita hallitsee erityisesti G->A-
mutaatio toisessa emasparissa, mikd johtaa G12D- tai G13D-mutaatioihin. Toinen yleinen
muutos on G->T toisessa emasparissa, mika tuottaa G12V-mutaation. G12C-mutaatio johtuu
G->T muutoksesta kodonin 12 ensimmaisessa emasparissa. (Prior ja muut 2012.) Glysiinin
muuttuminen toiseksi aminohapoksi on uskottu aiheuttavan steerisen esteen, joka estada
GAPin arginiinisormea pddsemastd GTPaasikohtaan ja estdda siten hydrolyysia.

Harvinaisempia pistemutaatioita tavataan kodoneissa 63, 117, 119 ja 146. (Simanshu ja

muut 2017.)
1213 61
10 20 30 40 50 60 l 70
MTEYKLVVV GKSALT IQLIQNHFVD EYDPTIEDSY RKQVVIDGET CLLDILDTAG QEEYSAMRDQ

80 90 100 110 120 130 140
YMRTGEGFLC VFAINNTKSF EDIHHYREQI KRVKDSEDVP MVLVGNKCDL PSRTVDTKQA QDLARSYGIP

150 160 170 180 188
FIETSAKTRQ GVDDAFYTLV REIRKHKEKM SKDGKKKKKK SKTKCVIM

KUVA 3. KRAS4Bn proteiinisekvenssi. Proteiinisekvenssiin on nuolella merkattu yleisimmin
mutatoituvat kohdat. Lisdksi térkedit rakenteet on merkitty eri vérein: P-silmukka oranssi; kytkin |

punainen, kytkin Il sininen ja HVR vihred. (Kuva muokattu Pantsar 2020).

KRAS4B on yleisin ihmisten sydvissa mutatoituva RAS-isoformi. Se ilmenee erityisen
runsaasti haimasyodvassa (90 %), paksusuolensyovassd (30—40 %) ja ei-pienisoluisessa
keuhkosyovassa (15—-20 %) (kuva 4). Lisaksi sita esiintyy sappiteiden syovissa, kohdunrungon
syovdssd, kohdunkaulan sydvassa, virtsarakon syovassd, maksasyovassd, myeloisessa

leukemiassa ja rintasyovassa. (Liu ja muut 2019.)

KRAS-mutaatioiden profiili vaihtelee huomattavasti eri sydopatyypeissa. Esimerkiksi haima- ja
paksusuolensyovassd G12D ja G12V ovat kaksi yleisintd mutaatiotyyppia (kuva 4).
Paksusuolensytvassa havaitaan myds useammin harvinaisempia mutaatioita. Ei-

pienisoluisessa keuhkosyovassa yleisin mutaatiotyyppi on G12C. (Zhu ja muut 2022.)
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KUVA 4. KRAS-mutaatiot eri sydpdtyypeissd. A. KRAS-mutaatioiden esiintyvyys eri sydpdétyypeissd. B.

KRAS-mutaatiotyypit ja niiden esiintyvyys keuhkojen adenokarsinoomassa, kolorektaalisyévdssd ja

paksusuolen adenokarsinoomassa. (Kuva muokattu Zhu ja muut 2022).



4 LAAKEKEHITYKSEN ERI STRATEGIAT KRAS-MUTAATIOIHIN

KRAS-molekyylia on pidetty haastavana kohteena ladkekehityksen kannalta useasta syysta.
Se on pienikokoinen molekyyli, jonka pinta on suhteellisen siled. Taman vuoksi KRASin
rakenteessa ei ole GTP-sitoutumispaikan lisdksi ladkeainemolekyylien kannalta sopivia
hydrofobisia taskuja, johon inhibiittorit voisivat kiinnittya. (Kwan ja muut 2022.) GTP-
sitoutumispaikkaan lddkeaineen kohdentaminen taas on hyvin hankalaa. Fysiologisissa
olosuhteissa GTP-sitoutuu tdhan sitoutumispaikkaan erittdin suurella affiniteetilla, ja lisdksi
solujen GTP-pitoisuus on merkittdva. Tama vaikeuttaa pienten inhibiittorien suunnittelua,
jotka kykenisivat kilpailemaan GTP:n kanssa. Lisdksi KRAS-mutaatioiden heterogeenisyys

syovissa luo omat haasteensa ladkekehitykselle. (Huang ja muut 2021.)

Ladkekehitysstrategioita on erilaisia, joista tassd kappaleessa kasitelldadn kolmea eri
strategiaa: solukalvon kiinnittymisen estdminen, synteettisten tappajien |6ytdminen ja

suoraan KRASiin kohdentaminen.

4.1 SOLUKALVOON KIINNITTYMISEN ESTAMINEN

4.1.1 FARNESYYLITRANSFERAASIESTAJAT
Ylla mainittujen syiden takia lddkekehityksen alkuvaiheissa translaation jalkeisista
modifikaatioista tuli houkutteleva tutkimuskohde. Koska farnesyylitransferaasilla
on keskeinen rooli KRASin kiinnittymisessa solukalvoon, pidettiin sitd lupaavana
kohteena laakekehitykselle. Farnesyylitransferaasiestdjat pyrkivat estamaan
farnesyylitransferaasin toiminnan, jolloin KRAS-proteiinin toiminta estyy. (Ryan ja

Corcoran 2018.)

1990-luvulla prekliiniset kokeet vaikuttivat lupaavilta: farnesyylitransferaasiestajat
onnistuivat syopéasolujen tappamisessa in vitro siten, ettd toksisuusrajat pysyivat
tarpeeksi matalina, jotta ne eivat haitanneet solujen normaalia toimintaa.
Hiirikokeet osoittivat lisdksi, ettd farnesyylitransferaasiestdjat estivat tehokkaasti
HRASin aiheuttamien kasvainten kasvun. (Whyte ja muut 1997.) Naiden tulosten
innoittamina kehitettiin kaksi farnesyylitransferaasiestajaa: lonafarnib ja tipifarnib,
joita testattiin vaiheen Il kliinisissa tutkimuksissa potilailla, joilla oli pitkalle
edennyt haimasyopa. Kyseisessa tutkimuksessa farnesyylitransferaasiestdjat eivat
kuitenkaan osoittaneet kliinistd tehoa KRASin aiheuttamassa syovassa (Van Cutsem
ja muut 2004). Samat tulokset saatiin myos muista vaiheen lll kliinisistd kokeista.

Epadonnistumiset johtivat paatelmaan, etta RASin translaation jalkeisiin muutoksiin



ladkekehityksen kohdentaminen oli hyddytontda. (Ryan ja Corcoran 2018.)
Epdonnistumiselle l0ydettiin  myoéhemmin syy. KRAS ja NRAS eivat
farnesyylitransferaasiestdja-hoidossa enaa farnesyloituneet, vaan ne tulivat
gerenygeranylointiprosessin alaisiksi. Tama vaihtoehtoinen prenylaatio mahdollisti
KRASIin liittymisen solukalvoon ja siten sen onkogeeninen toiminta sailyi

muuttumattomana. (Whyte ja muut 1997.)

4.1.2 FOSFODIESTERAASI 6
Fosfodiesteraasi & (engl. Phosphodiesterase-6, PDES) on prenyylia sitova proteiini.
Se sitoutuu KRASin farnesyyli-ryhmaan ja helpottaa siten KRASin siirtymista joko
Golgiin tai kierratysendosomeihin, joista KRAS kuljetetaan vesikkeleissa
solukalvolle. (Schmick ja muut 2014.) PDES herdtti kiinnostusta mahdollisena
kohteena KRASin toiminnan inhiboimiseksi. Pienet molekyylit deltarasin ja
deltazinone kykenivat tayttamaan PDE&:n farnesyylia sitovan taskun. Kun naita
molekyyleja  kaytettiin  estdmdan PDES, KRASin havaittiin  siirtyvan
plasmamembraanista endomembraaneihin, mikd puolestaan  vahensi
onkogeenista signalointia. (Bjorn Papke ja muut 2016; Zimmermann ja muut 2013.)
Lupaavista tuloksista huolimatta PDEG&-estdjiin liittyi ongelmia. Deltarasinin
osoitettiin olevan ei-selektiivinen eli se oli myrkyllinen myds terveille soluille.
Deltazinone sitoutui PDE&:aan suurella affiniteetilla, mutta sen soluteho oli heikko,

mika rajoitti jatkokehitysta. (Bjorn Papke ja muut 2016.)

4.2 MUTAATIOIDEN KOHDISTAMINEN KAHTEEN ERI GEENIIN

Synteettinen tappavuus (engl. Synthetic Lethality) on syopatutkimuksen kasite, jossa
kahden geenin mutaatio johtaa solukuolemaan, kun taas yksittdisen geenin mutaatio ei
saa aikaan vastaavaa vaikutusta. KRASin tapauksessa on yritetty etsid kohteita, joiden
toiminta on valttamaténta KRAS-mutanttisoluissa, mutta ei soluissa, joissa on villityypin
KRAS. Synteettiset tappajat -strategia nosti korkeita odotuksia KRASin

tukahduttamisessa, mutta odotukset eivét ole tayttyneet. (Downward 2015.)

Useissa tutkimuksissa loydettiin laaja valikoima geeneja, joilla on synteettisia tappavia
vuorovaikutuksia mutantti-KRASin kanssa. Yksi naistd oli seriini/treoniini kinaasi 33
(STK33), jonka osoitettiin olevan synteettisesti tappava KRAS-mutanttisoluille. STK33:n
rooli liittyy sen kykyyn saddelld sydpasolujen elinkykya kinaasi toiminnan kautta,
erityisesti estimalld mitokondrioiden apoptoosia. (Scholl ja muut 2009.) Myohemmat

tutkimustulokset eivat kuitenkaan tukeneet tata nakemysta. Tutkimukset osoittivat, etta
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STK33:n vaimennus ei vaikuttanut KRASin signalointiin tai ndiden solujen elinkykyyn, ja
nain ollen kiistivat aiemmat oletukset siitd, ettd STK33:n estdminen voisi olla hyédyllinen

terapeuttinen lahestymistapa. (Babij ja muut 2011.)

Kuten STK33:n tapauksessa, seulonnoissa on kohdattu teknisia haasteita. Useimmat
niista on toteutettu hyodyntdaen RNAiI-kirjastoja, ja seulonnoissa on kaytetty isogeenisia
kasvainsolulinjoja. Ndma solulinjat eivat kuitenkaan tdysin jaljittele potilaan kasvainta,
jossa on monimutkainen mikroymparistd. Toinen haaste on liittynyt RNAi-kirjastojen
merkittdvaan sivuvaikutukseen, eli muiden geenien kuin halutun kohteen ilmentymisen
tahattomaan tukahduttamiseen (eng. Off-target effect). Taman takia eri seulontojen
tuloksissa on havaittu vain vahdinen maara paallekkaisyytta. Vaikka seulontamenetelmia
voitaisiin parantaa esimerkiksi CRIPR/Cas9-teknologian avulla tai kayttamalla
kolmiulotteisia soluviljelmia, synteettisilla tappajilla tuskin on merkitystda muulloin kuin
vain melko rajoitetuissa tapauksissa. Tama johtuu KRASin heterogeenisyydestd ja
signalointiverkon etdisyydesta mahdollisen synteettisen tappajakumppanin kanssa, mika
todennakoisesti aiheuttaisi signalointiketjun uudelleenohjelmoinnin ja resistenssin

kehittymiseen. (Downward 2015.)

4.3 G12C-INHIBIITTORIT

Kun KRASin kiderakenne saatiin maaritettyd 1980-luvun lopulla, tuli selvdksi, ettei
proteiinista 16ydy laakekehityksen kannalta sopivia taskuja. Niinpa ladkekehitys on
suurelta osin keskittynyt strategioihin, jotka keskittyvat KRASin epasuoraan inhibointiin.
Viimeinen reilu vuosikymmen on kuitenkin tuonut toivoa KRASin suoraan inhibointiin.

(Bjoern Papke ja Der 2017.)

Vuonna 2012 kaksi eri tutkimusryhmaa tutkivat KRAS-molekyylin rakenteen ja
toiminnan vélistd suhdetta hyodyntamalld ydinmagneettista resonanssia (engl.
Structure-activity relationship by NMR). Molemmat tutkimusryhmat |6ysivat lahes
samanaikaisesti ligandia sitovan taskun KRAS-proteiinissa, joka oli kytkin | ja lI-alueiden
valissd. Taman taskun osoitettiin olevan osa SOS:n sitoutumispaikkaa. Taskuun
sitoutuvat yhdisteet estivat SOS-vilitteista nukleotidinvaihtoa ja estivat siten aktiivisen
KRAS-GTP:n muodostumisen. (Maurer ja muut 2012; Sun ja muut 2012.) Téhan taskuun
sitoutuneet molekyylit sitoutuivat kuitenkin vain heikosti KRASiin eikd niitd ole
jatkokehitetty. Tutkimukset olivat kuitenkin tarkeitd, silla ne edistivat suorien KRAS-
estdjien tutkimusta ja tarjosivat tarkeda tietoa siitda, miten pienet molekyylit sitoutuvat
KRAS-molekyyliin. (Cox ja muut 2014.)
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Vuonna 2013 Ostream ja muu tutkimusryhma tekivat tahan asti suurimman lapimurron
KRASin ladkekehityksessa kehittdmalla menestyksekkadsti sarjan yhdisteitd, jotka
sitoutuvat kovalenttisesti ja irreversiibelisti KRASG12C-mutantin kysteiinitdhteeseen.
Tutkimuksessa hyddynnettiin kysteiinitiolien ainutlaatuista nukleofiilisyytta tutkimalla
kysteiinireaktiivisia pienmolekyyleja. Tama oli lisdetu tutkimukselle: nama molekyylit
sitoutuivat mutanttikysteiiniin ja eivat siten vaikuttaneet villityypin KRAS-proteiiniin.
Tutkimuksessa  kaytettiin  disulfidisidonnaista  (engl.  Disulfide  tethering)
lahestymistapaa, joka mahdollisti pienten molekyylifragmenttien tunnistamisen.
Kiderakennetta tutkiessaan he huomasivat, ettd fragmentit eivat sitoudu
nukleotiditaskuun, vaan viereiseen taskuun kytkin ll-alueen alle lahelle
mutanttikysteiinid. He antoivat talle taskulle nimen kytkin Il tasku (S-1IP). Tasku ei ole
havaittavissa muissa KRAS-proteiinin rakenteissa, vaan on todenndkoisesti yhdisteen

indusoima.

Seuraavaksi Ostream ja muut vaihtoivat disulfidipohjaiset yhdisteet hiilipohjaisiin
elektrofiileihin, kuten akryyliamideihin ja vinyylisulfoamideihin. Nama olivat edelleen
kemoselektiivisia, mutta muodostivat pysyvan kysteiinisidoksen. He syntetisoivat ldhes
sata analogia saadakseen merkittdvia parannuksia tehoon. Nama tutkimukset
osoittivat, ettd S-lIP:hen sitoutuvat yhdisteet suosivat GDP-tilaa GTP-tilan sijasta,
heikensivat SOS-katalysoitua nukleotidinvaihtoa GDP:std GTP:ksi ja heikensivat KRASin
vuorovaikutuksia efektoreiden, kuten RAFin, kanssa. Loyddksien lopputuloksena oli
KRAS-toiminnan heikkeneminen ja nama loydokset olivat Iahtékohtana KRASG12C:n

ladkkeiden l6ytamiseen.(Ostrem ja muut 2013.)

4.3.1 ESIKLINISET TUTKIMUKSET
Ostreamin tutkimusryhman alkuperdinen yhdiste 12 (kuva 5) ei tayttdnyt
vaadittavia farmakologisia ominaisuuksia, eikd se pystynyt kovalenttisesti
sitoutumaan KRASG12C:n kanssa soluissa edes suurilla pitoisuuksilla ja pitkan
inkubaatioajan jalkeen. Yhdisteen 12 lisdoptimoinnin tuloksena saatiin aikaiseksi
paranneltu inhibiittori, ARS-853, joka oli ensimmainen suora KRAS-inhibiittori, joka
on osoittautunut selektiiviseksi KRASia vastaan soluissa ja joka teholtaan sopii
ladkekandidaatiksi. ARS-853:n rakenne muistutti paljon yhdisteen 12 kemiallista
rakennetta (kuva 5) ja se sitoutui KRASG12C:hen kovalenttisesti sen ollessa GDP-
tilassa. Verrattuna yhdisteeseen 12, ARS-853 sitoutui KRASG12C:hen nopeasti ja
esti voimakkaasti KRASG12C-soluja alhaisella mikromolaarisella pitoisuudella

soluissa. (Patricelli ja muut 2016.)
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ARS-853:lla ei kuitenkaan ollut riittavaa tehoa in vivo hiiren kasvainmalleissa. Sen
suurimmat ongelmat olivat sen orto-amino-fenoliryhma ja glysiinilinkki, jotka
aiheuttivat huonoa plasmastabiilisuutta ja tekivat ARS-853:sta sopimattoman
molekyylin jatkokehitykseen. Seuraavaksi kehitetty uusi S-1IP estdja oli ARS-1620
(kuva 5). Se oli tehokas seka in vivo- etta in vitro, ja sen terapeuttinen vaikutusalue
oli sopivalla tasolla ldadkekandidaatin kehityksen kannalta. Sen paranneltujen
farmakologisten ominaisuuksien ansiosta ARS-1620 oli erittdin tehokas
yksittdisena aineena useissa ihmisen syopasolulinjoissa ja potilasperaisten hiirien
xenograft-kasvainmalleissa. ARS-1620 oli ensimmainen in vivo todiste siita, etta S-
IIP:hen kohdistuva ldhestymistapa voi olla lupaava terapeuttinen strategia

potilaille, joilla on KRASG12C-mutanttisyopa. (Janes ja muut 2018)
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KUVA 5. Ensimmdisten suorien KRASG12C-estdjien kemialliset rakenteet. Yhdiste 12 oli
ensimmdinen yhdiste, joka optimoitiin myéhemmin ARS-853:ksi. ARS-1620 oli ensimmdinen
inhibiittori, joka osoitti toimivuutta in vivo. AMG510 (sotorasib) ja MRTX849 (adagrasib)
ovat ensimmdiset hyvéksytyt suorat inhibiittorit KRASG12C-mutaatioiden hoitoon. (Kuva

muokattu Kwan ja muut 2022).

4.3.2 SOTORASIB (AMG510)
ARS-1620:n ongelmana oli sen suboptimaalinen teho. S-lI-P-tasku ei tarjonnut
riittavasti tilaa, jotta ARS-1620 olisi voinut sitoutua siihen optimaalisella tavalla.
Tama rajoitti mahdollisuutta ylimaaraisiin ja tehokkaisiin vuorovaikutuksiin ARS-
1620:n ja KRAS-proteiinin valilla. AMG510 taytti His95:n vaihtoehtoisesta
orientaatiosta syntyneen pinnan uran aromaattisilla renkailla, mika lisasi

vuorovaikutuksia KRASG12C:n ja AMG510:n valilla (kuva 5). Lisdantyneet
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vuorovaikutukset mahdollistivat huomattavan tehokkuuden lisdantymisen. (Canon

ja muut 2019.)

Elokuussa 2018 sotorasibista tuli ensimmadinen kliinistd turvallisuutta ja
tehokkuutta osoittanut KRASG12C -inhibiittori, joka eteni kliinisiin ihmiskokeisiin.
Ensimmaisen vaiheen tutkimukseen osallistui 129 sydpdpotilasta, joille oli
aiemmin annettu keskimdaarin kolme sydvanvastaista hoitoa. Tutkimuksessa ei
todettu annosta rajoittavia toksisia vaikutuksia, eikd hoitoon liittyvia
kuolemantapauksia ilmennyt. Sotorasibin turvallisuus todettiin suhteellisen
siedettdvaksi ja se aiheutti pddasiassa matala-asteisia toksisia vaikutuksia. Lisdksi
sotorasibin osoitti lupaavaa syopaladkeaktiivisuutta raskaasti hoidetuilla
KRASG12C-mutaatiopotilailla, erityisesti ei-pienisoluisessa keuhkosyovassa. (Hong

ja muut 2020.)

Vaihe |l toteutettiin 126 potilaalle, jotka sairastivat aikaisemmin hoidettua, ei-
pienisoluista keuhkosydpaa. Objektiivinen vaste havaittiin 46 potilaalla, ja ndama
vasteet olivat merkittavia. Mediaaniaika ilman taudin etenemista tai pahenemista
oli 6,8 kuukautta, vasteen keston mediaani oli 11,1 kuukautta. Haittavaikutukset
olivat paaosin luokkaa 1 ja 2, eikd uusia turvallisuusriskeja havaittu. (Skoulidis ja
muut 2021.) Toukokuussa 2021 sotorasib sai Yhdysvaltain elintarvike- ja
ladkeviraston hyvaksynnan KRASG12C-mutaation aiheuttaman paikallisesti
edenneen tai metastaattisen ei-pienisoluisen keuhkosyévan hoitoon, jos potilaat
olivat saaneet vahintdan yhden aikaisemman systemaattisen hoidon (Iska ja Alley

2023).

4.3.3 ADAGRASIB MRTX849
Adagrasib (MRTX849) oli toinen KRASG12C inhibiittori, joka eteni kliinisiin kokeisiin
tammikuussa 2019. KRYSTAL-1 oli multikohorttinen vaiheen 1/2 tutkimus potilaille
(n=79), joilla oli aikaisemmin hoidettu ei-pienisoluinen keuhkosyopa. Yleisimmat
haittavaikutukset olivat pahoinvointi ja ripuli, ja vain 3 %:lla potilaista esiintyi
vakavia haittavaikutuksia. Lisdksi 51 potilasta, jotka osallistuivat kliinisen
aktiivisuuden arviointiin, osoittivat 23 potilaalla objektiivisen vasteen ja 49

potilaalla saavutettiin taudin hallinta. (Janne ja muut 2020.)

Lokakuuhun 2021 mennessa adagrasibilla oli hoidettu 116 potilasta, joilla oli
aiemmin hoidettu KRASG12C-mutatoitunut ei-pienisoluinen keuhkosyopa. Naista
48 potilaalla havaittiin osittainen vaste ja vasteen keston mediaani oli 8,5 kuukautta

ja taudin etenemisvapaan elinajan mediaani oli 6,5 kuukautta. Kuten aikaisempi
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KRYSTAL-1 tutkimus, tdma vaiheen Il rekisterdintitutkimus osoitti adagrasibin
tuottavan pysyvaa kliinistda hyotyd aikaisemmin hoidettua ei-pienisoluista
keuhkosybpaa sairastaville potilaille, joilla oli todettu KRASG12C-mutaatio. (Janne
ja muut 2022) 10. tammikuuta 2024 Euroopan komissio hyvaksyi adagrasibin
kohdennetuksi hoitovaihtoehdoksi potilaille, joilla on edennyt ei-pienisoluinen
keuhkosydpa ja KRASG12C-mutaatio. Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkeainevirasto

myonsi saman hyvaksynnan joulukuussa 2022. (Mirati Therapeutics 2024.)

4.3.4 G12C-INHIBIITTORIEN ONGELMAT
Vaikka sotorasibia ja adagrasibia kaytetddn ei-pienisoluista keuhkosyopaa
sairastavien potilaiden hoitoon, suurin osa potilaista ei reagoi KRASG12C-
estdjahoitoon resistenssin kehittymisen vuoksi. Resistenssin mekanismeja on
tutkittu perusteellisesti, mutta kliiniset mekanismit ovat edelleen aktiivisen
tutkimuksen kohteena. (Kwan ja muut 2022.) Toissijaiset mutaatiot voivat vaikuttaa
S-1I-P:n sitoutumispaikkaan estden inhibiittorien sitoutumisen. Lisdksi osa
toissijaisista mutaatioista voi lisatd GTP-tilassa olevaa aktiivisen KRASin osuutta,
jolloin inhibiittorit eivat toimi. Toinen resistenssin mekanismi liittyy mutaatioihin
muissa reseptorityrosiinikinaaseissa ja RAS/MAPK-reitin jasenissd, mika johtaa
KRASin uudelleenaktivoitumiseen. Lisdksi jotkin histologiset muutokset voivat

yksindan edistaa resistenssin kehittymista. (Awad ja muut 2021.)

G12inhibiittoreiden resistenssin kehittymista potilailla. Seka sotorasibilla ettad
adagrasibilla on kdynnissa aktiivisia kliinisia tutkimuksia, joissa testataan muun
muassa niiden tehokkuutta yhdistelmahoidoissa. Lisdksi kdynnissa on useita muita
kliinisia kokeita, joissa tutkitaan erilaisia G12C-inhibiittoreita, jotka perustuvat
erilaiseen sitoutumistapaan. Tama lahestymistapa voisi myds auttaa estdmaan

resistenssin kehittymista.(Kwan ja muut 2022)

4.4 MUIHIN MUTAATIOIHIN KOHDISTUVAT SUORAT INHIBIITTORIT

MRTX1133 on KRASG12D-inhibiittori, joka on dskettdin edennyt ensimmaisiin kliinisiin
kokeisiin. Adagrasibin rakennetta kaytettiin inhibiittorin suunnittelun Idhtokohtana ja
sen akryyliamidielektrofiili muutettiin piperatsiiniksi, joka on vuorovaikutuksessa
KRASG12D -mutantin aspartaatti-sivuketjun kanssa. Rakenteen optimoinnilla saatiin
aikaiseksi MRTX1133, joka sitoutui S-ll-taskuun adagrasibin tavoin. MRTX1133 osoitti
estavan KRASG12D-signalointia in vivo, ja hiirieldinmalleilla osoitettiin sen kykenevan

hillitsemaan kasvainten kasvua. (Wang ja muut 2022.)
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Yhteen mutaatioon kohdistuvien inhibiittoreiden sijaan, kehitteilla on myos
inhibiittoreita, jotka estdisivat laajemman joukon KRAS-mutantteja eli Pan-KRAS-
inhibiittoreita. Vuonna 2023 Piro Lito ja muu tutkimusryhma julkaisivat tutkimuksen
Pan-KRAS inhibiittorista BI-2865, jonka kehittdminen aloitettiin G12C-inhibiittoria BI-
0474 muokkaamalla. Korkea-resoluutioinen kiderakenne paljasti, ettd BI-2865 sitoutui
KRAS-molekyylin kytkin Il-alueen kauimmaiseen osaan, ja oli osittain paallekkdinen
G12C-estdjien sitoutumispaikan kanssa. Erotuksena kuitenkin oli, ettd se ei ulottunut p-
silmukkaan. BI-2865:n osoitettiin estdvan merkittavasti GDP-sitoutuneiden KRAS-
varianttien guaniinin vaihtosyklid. Tama johti alavirran signaloinnin heikkenemiseen
mutantti-KRASin sisaltdvissa soluissa ja siten kasvaimen kasvun tukahtumiseen. BI-2865
estdda myos villityypin KRASin toiminnan, mika rajoittaa sen tehoa hoitomuotona. BI-

2865 ei ole vield edennyt kliinisiin kokeisiin. (Kim ja muut 2023.)
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5 TULEVAISUUDEN STRATEGIAT KRAS LAAKEKEHITYKSESSA

5.1 ROKOTTEET

Kehitteillda olevat rokotteet ovat peptidi-, mMRNA- tai dendriittisolupohjaisia (DC).
Rokotteiden kayttd perustuu niiden sisdltdémiin KRASin neoantigeeneihin eli
mutatoituneisiin tai askettdin muodostuneisiin antigeeneihin, jotka ovat syopdasoluille
tyypillisia. Oman elimiston MHC-proteiinit tunnistavat ndma antigeenit ja pyrkivat
kehittdmaan syOpdaspesifisia pitkdan aikavalin T-muistisoluja. Kasvaimen kasvaessa,
aktivoidut T-solut tuhoaisivat syopasolut TCR-MHC sitoutumisen kautta. (Asimgil ja

muut 2020.)

Peptidipohjaisten rokotteiden etuna on niiden helppo muokattavuus, mutta ne eivat
yleensa kykene aktivoimaan riittavasti T-soluja. Dendriittisolupohjaisissa rokotteissa
kaytetadn hyvaksi ammattimaisia antigeenin esittelysoluja kuten dendriittisoluja. Yksi
lupaavimmista DC-rokotteista on neljasta hiivakomponentista koostuva GI-4000, joka
sisdltaa seitseman yleisinta syovissa havaittavaa KRAS-mutaatiota. GI-4000:n vaiheen II-
kliinisissa  kokeissa hoidetuista potilaista 50 % osoitti antigeenispesifisen
immuunivasteen KRAS-mutaatiolle. Meneillddn on myds useita muita GI-4000 liittyvia

kliinisia kokeita. (Asimgil ja muut 2020; Chaft ja muut 2014.)

mRNA-rokotteet tulivat tutuiksi COVID-19 pandemian kautta ja niistd on tullut
kiinnostava kohde myds sy6parokotteina. Moderna on kehittanyt mRNA-5671/v941 -
rokotteen, joka sisdltda nelja vyleisinta kiinteissa kasvaimissa havaittavaa KRAS-
mutaatiota. Prekliinisissd tutkimuksissa, rokote lisdasi CD8 positiivisten T-solujen
soluvastetta mRNA:lle, joka koodasi mutantti KRASia. Vaiheen | kliiniset kokeet ovat

kdynnissa. (Asimgil ja muut 2020.)

5.2 ADOPTIIVINEN SOLUTERAPIA

Adoptiivisessa soluterapiassa potilaan omia T-soluja hyddynnetdan syOpdsolujen
tuhoamiseen. Potilaan T-soluja kerdtdaan ja muutetaan tunnistamaan syopasoluja.
Taman jadlkeen ne siirretddn takaisin potilaaseen. Aikaisemmin adoptiivisessa
soluterapiassa hyddynnettiin kasvaimeen tunkeutuvia lymfosyytteja (engl. Tumor-
infiltrating lymphocytes, TIL), mutta ne eivat tarjoa kestdvaa hoitoa. Uusien tekniikoiden
myotd, uudet adoptiiviset soluterapiat mahdollistavat paremman spesifisyyden ja

tehokkaamman tunnistuksen. (Asimgil ja muut 2020.)
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TCR-terapiassa potilaan omia TIL-soluja on geneettisesti muokattu ilmentamaan T-
solureseptoreita, jotka kykenevat tunnistamaan spesifisia kasvaimeen liittyvia
neoepitooppeja samanaikaisesti. Wang ja muu tutkimusryhma kehittivat
tutkimuksissaan spesifisia T-solureseptoreita, jotka olivat erittdin reaktiivisia KRAS-
variantti G12V- ja G12D-mutaatioille siirtogeenisissa immunisoiduissa HLA-C*11-01
hiirissa. Hiiren lymfosyytit, joille oli siirretty spesifiset T-solureseptorit, tunnistivat HLA-
C*11-01:t3 ilmentdvat haimasyopasolut. Vaiheen I/11 kliiniset kokeet ovat kdynnissa.

(Wang ja muut 2016)

CAR-T-soluterapiassa ei tarvita antigeenia esittelevad MHC-molekyylia kohdemolekyylin
tunnistukseen, mikd mahdollistaa antigeenien suoran tunnistamisen sydpasolujen
pinnalta.  CAR-T-soluterapiassa potilaan omat T-solut muokataan geneettisesti
ilmentdmaan kimeeristd vasta-ainemolekyylia. CAR-T-hoito on osoittautunut
onnistuneeksi menetelmaksi CD19:33 ilmentavien B-soluleukemioiden ja lymfoomien
hoidossa. Toiveena on, ettd CAR-T-soluterapia osoittautuu tehokkaaksi myos kiinteiden
kasvaimien hoidossa. Useat tutkimukset ovat tunnistaneet useita eri neoantigeeneja,
joita voitaisiin hyodyntaa KRAS-mutatoituneiden sydpien hoidossa CAR-T-soluterapian
avulla. Useampi CAR-T soluterapiaan liittyva tutkimus on kliinisissa kokeissa. (Asimgil ja

muut 2020.)
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6 YHTEENVETO

Tutkimus KRAS-mutaatioihin kohdistuvan laakekehityksen parissa on ollut aktiivista, koska
KRAS on yksi eniten mutatoituvista geeniperheen jasenistd ihmisten eri sydpatyypeissa.
KRAS on ollut hankala molekyyli ladkekehityksen kannalta ja monet yritykset ovat johtaneet
epaonnistumisiin spesifisyyden puutteen tai liian suuren toksisuuden takia. KRASiin on
yritetty vaikuttaa epdsuorasti farnesyylitransferaasiestajien tai synteettisten tappajien avulla.

Lisaksi paljon on yritetty vaikuttaa KRASin signalointiketjun osiin ja sen metaboliareitteihin.

Valoa on kuitenkin ndkyvissa tunnelin pdassd, ja ensimmaiset suoraan KRAS-molekyyliin
kohdistuvat inhibiittorit, sotorasib ja agarasib, ovat saaneet Yhdysvaltain elintarvike- ja
ladkeaineviraston hyvaksynnan hoitomuotona KRASG12C-mutatoituneille ei-pienisoluisille
keuhkosyoéville. Saman hyvaksynnan teki Euroopan komissio adagrasibin osalta
10.tammikuuta 2024. Valitettavasti ndiden inhibiittorien kayt6ssa on myos ollut ongelmia, ja
potilaat ovat karsineet resistenssin kehittymisesta. Toiveissa kuitenkin on, ettd
lisatutkimukset uusilla inhibiittoreilla ja yhdistelmahoitomuodoilla, voisivat ratkaista tdman
ongelman. Viime vuosina geenitekniikan menetelmat ovat kehittyneet, mika antaa toivoa
uusista hoitomuodoista tulevaisuudessa. Naihin kuuluu muun muassa mRNA-rokotteet ja

CAR-T-soluterapia.

KRAS-geenin loytamisesta on kulunut neljdkymmenta vuotta ja tdna aikana on saavutettu
merkittavia edistysaskelia. Laajat rakenne-toimintatutkimukset ovat tuoneet lisdtietoa
KRASin rakenteesta ja toiminnasta. Vaikka paljon on opittu, edessd on vield paljon
tuntematonta. On myos mahdollista, ettd ladkekehityksessa tullaan kohtaamaan uusia
pettymyksia. KRAS-mutanttien monimuotoisuuden takia on todennakoistd, ettd yksi ja sama
hoito ei tule sopimaan kaikkiin tilanteisiin, mikda korostaa tarpeellisuutta kehittaa

spesifisempia hoitomuotoja.
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