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1. BEVEZETO

A RAS gének mutécioi a tumoros elvaltozasok koriilbeliil 19%-aban
megtalalhatoak, igy a leggyakrabban mutaciot elszenvedd onkogének
kozé tartoznak. A RAS fehérjecsalad tobbek kozott harom kiemelt
fontossaggal bird tagot foglal magaba, ezek a N-, H- és KRAS. A
KRAS-nak két izoformaja ismert (KRAS4A és KRAS4B), amelyek
csupan a hipervariabilis régidjukban (HVR) kiillonboznek egymastol.
A RAS fehérjék kis G fehérjék, amelyek az inaktiv GDP-, valamint az
aktiv GTP-kotott allapot kozott ingdznak. Ez utdbbi folyamat a RAS
fehérjék specifikus GAP és GEF szabalyozo fehérjéinek regulacioja
alatt all. A RAS gének mutacioi elsésorban harom kodont érintenek
(G12,G13,Q61). Ezen mutaciok kovetkeztében a fehérjék belsé GTP-
az aktivitasa csokken, illetve a GAP fehérjék nem képesek a
fehérjékhez kotve serkenteni a GTP-GDP hidrolizist, igy a RAS
fehérjék konstitutivan aktiv, GTP kotott allapotba keriilnek.

A RAS fehérjék szamos kulcsfontossagu jelatviteli utvonal szabalyozo
faktoraként mikodnek, tobbek kozott a RAF/MEK/ERK,
PI3K/AKT/MTOR, PLC/PKC ¢és a RAL jelpalydkban. Aktivalo
mutaciojuk ezen jelatvitelek fokozott miikodésén keresztiil fontos
szerepet tOlt be a tumorprogresszidban. Szamos tanulméany
foglalkozik az N-, H-, KRAS4A ¢és KRAS4B fehérjék kozotti
kiilonbségekkel. Ezen kiilonbségek koziil kiemelendd az eltérd
mutdciés mintdzatok jelenléte. Az  aktivdld0 mutdcidkban

leggyakrabban a KRAS gén érintett, ezt koveti az N-, majd a HRAS. A
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tiido, kolorektalis, valamint hasnyalmirigy adenokarcindmékban a
KRAS hordoz leggyakrabban  aktivaldé mutaciot (tid6 ~16%;
kolorektalis ~30-34%; hasnyalmirigy~66%). Fej-nyaki rdkokban és
holyagrakban a HRAS érintett leggyakrabban (5 illetve 7%), mig az
NRAS mutaciéi dominalnak a melanoma tumorokban (~18%).

A RAS fehérjék HVR régidja fontos szabalyozd eleme a RAS -
membran interakcidknak. A prenilacio — a C-terminalis CAAX
szekvencia altal szabalyozott poszttranszlaciés modositas — az egyik
legfontosabb mechanizmus, amely lehetévé teszi a RAS fehérjék
membranhoz horgonyzodésat. Ennek soran egy farnezil lipidhorgony
kapcsolodik a prenilalodo fehérjékre. Kiemelendd, hogy a farnezilacio
gatlasa esetén a KRAS és NRAS alternativ médon is képes
prenilaloédni, amely folyamat soran egy geranil-geranil molekula
kapcsolodik a C-terminalis farkukra. Ugyanakkor a HRAS fehérje
csak farnezilaciora képes. A prenil horgony fehérjére kapcsolodasa
utan az RCEL enzim levagja az utols6 AAX szekvenciat, majd az
ICMT fehérje metilalja az 4j C-teminalis aminosavat (C185).

A KRAS egyike a legkorabban azonositott onkogéneknek, igy szamos
— tumorprogressziot segitdé milkodése mellett - negativ prediktiv
faktorként azonositottak tobbféle célzott terapidra, példaul az Osszes
EGFR-t célz6 kezelésre, valamint a bevacizumabra nézve, amely egy

angiogenezist gatld anti-VEGF gyogyszer.



A kiilonboz6 megkdozelitések, fejlesztések kudarcai nyoman azonban
a KRAS kiérdemelte az ,,undruggable” elnevezést. A sikertelen
probalkozasok fo oka a KRAS fehérje kompakt szerkezetében, a
cé¢lozhatd ,,zsebek” hidnydban, illetve a citoplazméban nagy
mennyiségben jelen 1évo GTP felé mutatott picomolaris affinitasaban
keresendd, amelyek mind ellehetetlenitették az allosztérikus vagy
kompetitiv inhibitorok kifejlesztését. Az egyik legnagyobb Iépés a
KRAS G12C allélspecifikus inhibitorok megjelenése volt. Ezek a
gatloszerek specifikusan és kovalensen képesek a GDP-kotott KRAS
G12C fehérjéhez kotni, rogzitve azt az inaktiv konformacioban. A
Sotorasib  (AMG510) egyike az elérhetd leghatékonyabb
inhibitoroknak, amely mar elfogadasra keriilt a KRAS G12C mutaciot
hordoz6 tiidé adenokarcinoma tumorok kezelésére. Sajnos, a célzott
terapiaknal gyakran megjelené de novo és kialakult rezisztencia miatt
a betegek jelentds része nem tud profitdlni a terapidbol. Ennek
kikiiszobolésére jelenleg szamos kombinacids klinikai teszt indult,
amelyek remélhetdleg eldsegitik a KRAS G12C inhibitorok fokozott
hatékonysagat, ugyanakkor tovabbra is indokolt ij Kombinacios
stratégiak kialakitasa.

Ezen feliil a mas tipust KRAS mutacidkat (G12D, G12V, G13D ¢és
Q61) hordozo6 tumorok szamdra tovabbra sem érhetd el célzott terapia,
igy ezek kezelésére tovabbra is vizsgadljdk az indirekt gatlasi
lehetéségeket. A RAS membranasszociacioja — amelyben a

prenilacionak kulcsfontossagu szerepe van — kisérletes eredmények
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alapjan nélkiilozhetetlen a fehérje fiziologias miikodéséhez. A direkt
gatlasi lehetdségek hidnyaban az elmult évtizedekben szamos kutatés
vizsgalta a RAS lokalizacidjanak lehetséges gatlasi modjait. Bar a
preklinikai kisérletek soran szamos megkozelités igéretesnek tiint,
egyik modszer sem bizonyult sikeresnek a klinikai tesztekben.

A szakirodalomban jol ismert a farnezil-transzferaz inhibitorok (FTi)
sikeres fejlesztésének, majd a klinikai tesztekben torténé bukasanak
torténete, amelynek hatterében a KRAS fehérjék alternativ geranil-
geranilacioja  all. Jelenleg az FTi-ket progéria kezelésére
engedélyezték valamint klinikai vizsgalat alatt all HRAS mutans
tumorok kezelésére. Ugyanakkor az FTi-ken kiviil tovabbi két
molekulacsoport is 1étezik, amely klinikai alkalmazasban van és képes
a prenilacid blokkolasara. Mindkét vegyiilettipus a mevalonat
bioszintetikus utvonal gatloszere: a sztatinok és a nitrogén-tartalma
biszfoszfonatok (N-biszfoszfonat).

A klinikumban elérhetd prenilacidogatloszerek mutans RAS fliggd
hatasanak vizsgalata rendkiviil fontos, hogy teret nyithasson — akéar
csak kombindcids terapia keretében — a KRAS mutidns tumorok

kezelésének boviiléséhez.

2. CELKITUZESEK

Jelen doktori munka célja a kiillonb6zd prenilacié gatld szerek
tumorellenes hatdsai és potencialis terapias lehetoségei KRAS

mutaciot hordozd tumorokban.



Célkitlizéseink ez alapjan a kovetkezdek voltak:

1) Osszehasonlitani egy ujonnan kifejlesztett lipofil biszfoszfonat
molekulat a klinikumban is hasznalt zoledronsavval kiilonb6z6
kolorektalis in vitro és in vivo modelleken.

2) Megvizsgalni a biszfoszfonatok mutans KRAS fiiggd hatésait.

3) Osszevetni a kiilonbozd prenilacié gatld vegyiiletcsoportok
tumorellenes  hatasait  kiilonb6z6  eredeti  human
tumorsejtvonalakon a KRAS mutans statusz fliggvényében.

4) Megvizsgalni a prenilacié gatld szerek KRAS G12C

inhibitorokkal valéo kombinacids alkalmazhat6sagat.

3. MODSZEREK

3.1. ,,In silico” vizsgalatok
A vizsgalatokhoz felhasznalt életképességi adatok a szabadon elérhetd

www.depmap.org honlaprol keriiltek beszerzésre a Repurposing

Primary Screen adatbazisabol. Az adatokat a harom prenilacié gatlo
vegyiilettipus  (Sztatin, N-biszfoszfonat, FTi) 0sszes elérhetd

molekuldjara beszereztiik, majd csoportositva Osszehasonlitottuk a

RAS mutans statusz alapjan a https://depmap.org/portal/interactive/

eszkoz segitségével.

3.2 Sejtvonalak és anyagok

A kisérletek soran hét kolorektalis és négy tiidé adenokarcinoma

sejtvonalat, illetve a KRAS mutans (KRAS WT/G13D) DLDI és


http://www.depmap.org/
https://depmap.org/portal/interactive/

HCT116 kolorektalis sejtvonalak knockout izogenikus véltozatait
(KRAS WT/-) vizsgaltuk.

1. tablazat Az in vitro és in vivo kisérletek soran felhasznalt és
vizsgalt inhibitorok listdja.

NEV Molekulatipus
Zoledronsav N-biszfoszfonat
BPH1222 N-biszfoszfonat
Simvastatin sztatin
Lonafarnib FTi
Tipifarnib FTi
ARS1620 KRAS G12C inhibitor
AMG510 KRAS G12C inhibitor

3.3 Klonogén tesztek

A zoledronsav (ZA) és BPH1222 (BPH) N-biszoszfonatok hossza
tdva hatdsait a sejtek klonalis novekedésére klonogén tesztekkel
vizsgaltuk. A letapadd sejtkulturdkat 8 napos kezelés utan fixaltuk,
majd kristalyibolyaval festettiik. A sejtekhez kotddott festek optikai
denzitasat 2% SDS-ben oldva 570 nm-en microplate olvaso

segitségével hataroztuk meg.

3.4 2D kombinacios tesztek

A farnezil-transzferaz és KRAS G12C inhibitorok kombinacids
alkalmazasat SRB teszt segitségével vizsgaltuk. Az inhibitorok
kiilonb6zé koncentracidival €és kombinacidival torténd 6 napos

kezelést kovetden a sejteket fixaltuk és SRB festékkel festettiik. A
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sejtekhez kotott festéket beoldast kovetéen 570 nm-en mértiik le
microplate olvasd segitségével. A kombinacios hatdsokat a
Kombindcios Index elmélet alapjan vizsgaltuk és a Compusyn

szoftver segitségével allapitottuk meg.

3.5 3D szferoid klonogén tesztek

A szferoidokat 12 napon keresztiil kezeltik ZA és BPH kiilonb6z6
koncentracioival 96 lyukt letapadast gatlo sejttenyésztd edényeken. A
szferoidokrol haromnaponta fényképet készitettiink a kezelés

hatasainak megallapitasahoz.

3.6 3D szferoid kombinacios tesztek

A szferoidokat polyHEMA-val kezelt 96 lyukt U alju sejttenyésztd
edényeken hoztuk 1étre, és kezeltiik 6 napon keresztiil az inhibitorok
(Tipifarnib, Sotorasib) kiilonb6z6 koncentracidival, illetve ezek
kombinéciodival. Minden szferoidrol fénykép késziilt a kezelés elso és

hatodik napjan.

3.7 3D szferoid fénykép analizis

A szferoidokrol késziilt fényképeket az Imagel szoftver segitségével,
egy erre a célra kialakitott script segitségével analizaltuk. A script a
szferoidok 2D projekcidjanak teriiletét méri. Az eredményeket
manudlisan ellendriztiik, majd a teriilet értékekbdl kiszamoltuk a
sugarat és a szferoidok térfogatat a V=4/3 x m x sugar® képlet

felhasznalasaval.



3.8 Sejtciklus kisérletek

Tipifarnib, Sotorasib, illetve a kettd6 kombinacidjaval torténd
kezeléseket kovetden a sejtek DNS tartalma alapjan a NucleoCounter
NC-3000™ rendszer segitségével hataroztuk meg a sejtek eloszlasat a

kiilonboz6 sejtciklus fazisokban.

3.9 Western blot vizsgalatok

Az ERK1/2, S6, AKT fehérjék aktivaciojat, illetve a KRAS4B,
RHEB, PARP ¢és PCNA fehérjék valtozasait western blot analizissel
vizsgaltuk a kiilonb6z6 hatéanyagokkal torténd 48 oOras kezelést

kovetden.

3.10 Videomikroszképos vizsgalatok

Az SW1573 sejtvonal 72 orés kezelése soran fazis-kontraszt képeket
készitettiink a sejtekr6l ZenCellOwl inkubator mikroszkop
segitségével. A képeket videokkd alakitva azokat az Imagel] Fiji
szoftver segitségével analizaltuk, a sejtek mitotikus aktivitasat

manudlisan meghatarozva.

3.11 Allatkisérletek

Az éllatkisérletekhez SCID egereket haszndltunk fel. A
biszfoszfonatokkal torténd vizsgalatokhoz az SW1417 és HCT116
sejtvonalak szubkutédn xenograft modelljeit alkalmaztuk. Az allatokat

hetente kétszer kezeltiik intraperitonealisan 1.47 umol/kg ZA és BPH
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anyagokkal steril DPBS-ben oldva. A kombinacios kisérletek soran a
H358 ¢és SWI1573 tiidé0 adenokarcinoma sejtvonalak szubkutan
xenograft modelljeit vizsgaltuk. Az 4&llatokat naponta (hétvége
kivételével) kezeltiik intraperitonedlisan. A H358 xenograftok 5
mg/kg AMGS510; 40 mg/kg Tipifarnib dozisokkal, mig az SW1573
xenograftok 25 mg/kg AMG510; 40 mg/kg Tipifarnib dozisokkal
voltak kezelve. A tumorok ndvekedését folyamatosan monitoroztuk,
heti két kaliperes mérés segitségével. A tumorok térfogatat a
forgaselipszoid képletével hataroztuk meg (V=4/3n x (hossz
xszélesség?)) és mm>-ben fejeztiik ki. A kisérletek leallitasat kovetéen

a tumorok sulyat is megmeértiik.

3.12 Statisztika

Minden statisztikai analizist a GraphPad Prism 5 szoftver segitségével

végeztiink.

4. EREDMENYEK

4.1 A biszfoszfonat kezelés hosszu tava hatasai a sejtek
2D klonogén novekedésére

A biszfoszfonatok hatdsdban nem tudtunk kiilonbséget megallapitani
a fobb onkogén mutdciok szerint csoportositva a sejtvonalakat.
Statisztikailag szignifikans kiilonbség egyediil a HCA7 sejtvonal
esetén volt megallapithatd, ahol 1 és 2 uM koncentraciondl a ZA

hatékonyabban fejtett ki tumorellenes hatast a BPH-hoz viszonyitva,



mig az SW480 sejtek esetén a BPHI1222 volt szignifikdnsan
hatékonyabb 1 uM koncentracional.

4.2 A biszfoszfonat kezelés hatasai a sejtciklus eloszlasra
kolorektalis tumorvonalak 2D tenyészetein

Mindkét biszfoszfonat hatéanyag megnovelte az S-fazisu, illetve a
szub-G1 fazisu (apoptotikus) sejtek aranyat a KRAS és BRAF vad
tipust CACO2 ¢és a BRAF V600E mutans WIDR sejtek esetén.
Jelentésen csokkent ezen kiviil a GO/Gl fazisu sejtek aranya.
Megjegyzendd, hogy a BPHI1222 kezelés esetén ezen hatdsok
erdteljesebben érvényesiiltek. A KRAS mutéaciot hordozo HCT116
sejtvonal biszfoszfonat kezelése csekély hatdssal volt a sejtciklus
eloszlasra, egyediil a szub-G1 fazisu sejtek szamaban figyelhettliink
meg egy kis mértékli — bar szignifikdns — valtozast a BPH1222 kezelés
esetén. A ZA kezelés okozta valtozasok nem bizonyultak

szignifikansnak egyik vizsgalt sejtvonal esetében sem.

4.3 A biszfoszfonat kezelés hatasai a KRAS altal
szabalyozott jelpalyakra, illetve az apoptozis indukciora
A biszfoszfonat kezelés jelentdsen megnovelte az ERK1/2 aktivacios
szintjét mindharom KRAS mutacidt hordozé kolorektalis sejtvonalban,
illetve a BRAF V600E mutans SW1417 sejtvonalban. A masik BRAF
V600E mutans WIDR, illetve a BRAF/KRAS vad tipusit CACO2 és
HCA7 sejtvonalak esetén nem emelkedett az ERK1/2 aktivacidja a

kezelés hatasara. Az S6 aktivaciot jelzo p-S6 szint jelentds csokkenést
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mutatott a kezelések hatasara az Osszes sejtvonalndl az SW1417
sejtvonalat kivéve, ahol még egy csekély novekedés is jelentkezett. A
sejtciklushoz hasonléan a BPH kezelés hatasara a megfigyelhetd
valtozasok erdteljesebbek voltak a ZA-hoz viszonyitva. Ezen feliil
mindkét biszfoszfonat anyag apoptozist indukalt a hasitott PARP
jelenléte alapjan a CACO2, HCA7 ¢és HCT116 sejtvonalak esetén.

4.4 A Dbiszfoszfonat kezelés hatasai a szferoid
novekedésre

A hét kolorektélis tumorsejtvonalbdl négy volt alkalmas szferoid
vizsgalatokra: a KRAS G13D mutans DLD1 és HCT116, illetve két
BRAF V600E mutans sejtvonal (SW1417 és WIDR). A lipofil BPH
hatékonyabban gatolta a szferoidok ndvekedését a ZA-hoz viszonyitva
mind a négy vizsgalt sejtvonalban. A biszfoszfonat kezelés gatlo

hatasa ugyanakkor nem fiiggoétt KRAS/BRAF mutans statusztol.

4.5 A biszfoszfonat kezelés in vivo hatasai

Mindkét biszfoszfonat kezelés képes volt lassitani a HCT116 (KRAS
G13D) xenograft tumorok ndvekedését, ugyanakkor egyediill a
BPH1222 kezelés eredményezett szignifikdns kiilonbséget a
kontrollhoz viszonyitva. Ezzel szemben az SW1417 (BRAF V600E)
xenograft tumorok rezisztensnek bizonyultak a biszfoszfonat
kezelésre nézve, egyik hatdéanyag sem volt képes gatolni a tumorok

novekedését.
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4.6 A biszfoszfonat kezelés hatasai a KRAS mutans allél
jelenlétének fiiggvényében

A DLD1 (KRAS G13D/WT) izogén knockout valtozata, a DKO4
sejtvonal (KRAS - /WT) a KRAS mutans allél eltavolitasanak
kovetkeztében érzékenyebb lett a BPH1222 kezelésre. Ezzel szemben
aHCT116 (KRAS G13D/WT) izogén klonja, a HKH2 (KRAS - /WT)
rezisztensebbé valt a BPH kezelésre az eredeti sejtvonalhoz képest.
Nem jelentkezett kiilonbség a ZA kezelésre adott valasz kozott az
eredeti és knockout sejtvonalak kozott. Ugyanakkor a western blot
vizsgalatok alapjan a biszfoszfondt kezelés altal indukalt fokozott
ERK1/2 aktivacio nem jelentkezett a knockout sejtvonalak esetén
(DKO4 ¢és HKH2). Tovabbi kiilonbségként mutatkozott a HCT116 és
HKH?2 sejtvonalak kozott, hogy a kezelés az eredeti sejtvonalban
(KRAS G13D/WT) apoptozist indukalt a hasitott PARP jelenléte
alapjan, a knockout sejtvonalban (KRAS - /WT) ezzel szemben nem
detektaltunk hasitott PARP-ot.

4.7 ,In silico” eredmények

A KRAS mutans ¢s vad tipusu tiidoé €s kolorektalis adenokarcinoma
sejtvonalak Osszehasonlitdsa soran tumoreredettdl fiiggd mintazatokat
figyelhettiink meg a sztatin, N-biszfoszfonat és farnezil-transzferaz
inhibitorok érzékenységi adatai kozott. Ugyanakkor a kiilonbségek
egyedil a tiid6 adenokarcindma sejtvonalak esetén bizonyultak

szignifikansnak, ahol a  farnezil-transzferaz  inhibitorok
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hatékonyabban csokkentette a KRAS mutaciét hordozo sejtek

¢letképességét.

4.8 2D kombinacids tesztek

A Tipifarnib dozisfiiggé modon, hatékonyan gatolta mind a négy
KRAS GI12C mutaciét hordoz6é tiidé adenokarcindma sejt
novekedését. A Tipifarnibra mutatott érzékenység hasonld volt a
sejtvonalak kozott, egyediil a H1792 sejtvonal bizonyult jelentdsen
érzékenyebbnek. Az AMG510 kezelés a H358 sejtvonal novekedését
tudta leghatékonyabban gatolni, a H1792 és PF139 sejtvonal kdzepes
érzékenységet mutatott, mig az SW1573 sejtvonal rezisztens volt 2D
koriilmények kozott. Az Osszes sejtvonal kombindcios index értéke
jelentésen kisebb volt 1-nél, amely a kombinacié esetén erds
szinergizmust jelez. A robosztus szinergista hatds kimutathatd volt
akkor is, ha mas tipust FTi-t (lonafarnib) vagy KRAS G12C inhibitort
(ARS1620) alkalmaztunk.

4.9 3D szferoid kombinacids tesztek

A kezel6anyagokra (Tipifarnib, AMGS510) mutatott érzékenység
hasonlé volt a 2D eredményeknél tapasztalt értékekhez, egyediil az
SW1573 mutatott nagyobb érzékenységet az AMGS510 kezelésre
nézve. A kombindcios index értékek 3D koriilmények kozott is

erdteljes szinergizmust jeleztek az dsszes sejtvonal esetén.

410 In vivo eredmények az FTi és KRAS G12C

inhibitorok kombinacios kezelésével
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A Tipifarnib monokezelés egyediil az SW1573 tumorokon fejtett ki
erdteljes tumorellenes hatast, mig az AMGS510 képes volt gatolni mind
a két sejtvonal xenograft tumorjainak novekedését, amely az SW1573
modell esetén szignifikans kiilonbségnek bizonyult. Mindkét
modellrendszerben = a  kombinacidos  kezelés  mutatkozott
leghatékonyabbnak a tumorok ndvekedésének gatlasdban a relativ
tumor értékek valamint a tumor tomeg értékei alapjan. A H358
modellben egyediil a kombinacids kezelés volt képes szignifikdnsan
gatolni a tumorok ndvekedését, mind a kontrollhoz, mind a Tipifarnib
kezeléshez viszonyitva. A kezelések toxicitdsanak monitorozasa
érdekében a kisérlet soran a tumorméretekkel parhuzamosan mértiik
az egerek sulyat is, amely nem mutatott eltérést a kezelési csoportok

kozott.

411 MAPK és PI3K/AKT jelpalyak valtozasainak
vizsgalata

A kezelések hatasara jelentds valtozasokat tapasztaltunk mind a két
jelatviteli utvonalban, ugyanakkor ezek a valtozasok sejtvonalanként
eltéréd modon jelentkeztek. A legerdteljesebb hatds a H358 vonalban
jelentkezett, ahol az ERK1/2, AKT és S6 aktivacios szintje jelentésen
lecsokkent az AMG510 és kombinacios kezelés kovetkeztében. A p-
ERK1/2 szint szintén csokkent az AMGS510, illetve a kombinacios
kezelés kovetkeztében az SW1573 és PF139 sejtek esetén. A H1792
sejtvonalban a Tipifarnib valamint a kombinacios kezelés csokkentette

a p-S6 szintet, ugyanakkor megemelte az ERK1/2 aktivacios szintjét.
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Minden kezeléstipus csokkentette az S6 fehérje aktivacids szintjét a
H1792 és H358 sejtvonalakban. A monokezelések nem, csupan a
kombinacios kezelés volt képes csokkenteni a p-S6 szintet a két
AMG510 rezisztens sejtvonalban (PF139, SW1573). A farnezilalodo
RHEB fehérje elektroforetikus mobilitdsdban bekdvetkezd valtozas az
Osszes sejtvonal esetén jelentkezett a Tipifarnib, illetve a kombinacios
kezelés kovetkeztében. A jelenség jelzi a sikeres farnezilacio gatlast.
A KRAS4B fehérje szintjében nem tapasztaltunk jelentds ¢és

konzisztens valtozast a sejtvonalak kozott.

4.12 Sejtciklus eloszlas és apoptozis valtozasai az FTi és
KRAS G12C inhibitorok kombinacios kezelése nyoman

A G0/G1 fazisu sejtek aranya emelkedett az AMGS510 kezelés hatasara
a H358 sejtvonalndl 48 oras kezelést kovetden. A mésik harom
vizsgalt sejtvonalban (H1792, SW1573, PF139) a sejtciklus fazisainak
eloszlasa nem valtozott jelentdsen még 96 oras kezelést kovetden sem.
A Tipifarnib valamint a kombinaciés kezelés enyhén megemelte a
G2/M fazisu sejtek aranyat mindegyik sejtvonalban. Erdteljes
emelkedést tapasztaltunk a szub-G1 fazisu sejtek aranyaban a H358 és
H1792 sejtvonalak esetén az AMGS510 és kombinécios kezelés
kovetkeztében, mig a Tipifarnib valamint a kombinacids kezelés
enyhén emelte a szub-G1 fazis szintjét az SW1573 sejtvonalban.

A hasitott PARP jelenléte alapjan az AMGS510 és a kombinacios
kezelés képes volt apoptézist indukdlni a H358 ¢és HI1792
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sejtvonalaknal. Az SW1573 sejtvonalnal a Tipifarnib, valamint a
kombinacios kezelés kovetkezményeként jelent meg hasitott PARP.

A kombinacios kezelés az SW1573 sejtvonal kivételével mindegyik
sejtvonalban lecsokkentette a PCNA fehérje (proliferacios marker)
szintjét.  Tovabbi,  videomikroszkopos  vizsgalatok  soran
meghatarozasra keriilt a kezelések hatasa az SW1573 mitozisainak
szdmara. 24 6ras kezelés utan a kombinacids kezelés drasztikusan
csokkentette az osztodasok szamat mind a kontrollhoz, mind a

monokezelésekhez viszonyitva.

5. KOVETKEZTETESEK

Jelen doktori munka célja a klinikai haszndlatban 1évo
prenilaciogatloszerek tumorellenes szerként torténd
alkalmazhatdsaganak vizsgalata volt, kiilonds hangsullyal a mutans
KRAS-sal val6é lehetséges kapcsolatra. A kovetkeztetések a

Celkittizeésekkel egyiitt keriilnek a kovetkezokben bemutatésra.

Osszehasonlitani egy ujonnan kifejlesztett lipofil biszfoszfondt
molekuldat a klinikumban is haszndlt zoledronsavval kiilonbozo
kolorektalis in vitro és in vivo modelleken.

Kolorektalis tumorsejtvonalaink preklinikai modelljeinek vizsgalata
soran a lipofil BPH1222 erdsebb tumorellenes hatast fejtett ki a
klinikai alkalmazasban 1év6 zoledronsavhoz képest 3D és in vivo

kisérleteink soran. Kiemelendd, hogy a hagyomanyos N-
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biszfoszfonatokkal ellentétben a lipofil N-biszfoszfonatok alkalmasak

lehetnek nem csonthoz kotddo tumorok kezelésére is.

Megvizsgalni a biszfoszfonatok mutans KRAS fiiggé hatasait.
Osszevetni a  kiilonbozé  prenilacié  gatlé  vegyiiletcsoportok
tumorellenes hatasait kiilonbozé eredetii human tumorsejtvonalakon
a KRAS mutans statusz fiiggvényében.

Az izogenikus, KRAS knockout kolorektalis eredeti sejtvonalaink
vizsgalata alapjan az N-biszfoszfonatok hatasa részben a KRAS
mutans allél jelenlététdl fiigg. Ezen feliil az ,,in silico” vizsgalatokbol
szdrmazo6 alapjan a KRAS muticids statusz, illetve a tumoreredet
befolyasolta a kiillonb6z6 prenilacid gatld szerekre vald érzékenységet
(sztatin, N-biszfoszfonat, FTi). A KRAS mutans tiidé adenokarcinoma
sejtvonalak érzékenyebbek voltak a farnezil-transzferaz inhibitorokra
a vad tipusu sejtvonalakhoz képest. Osszességében az eredményeink
alapjan a prenilacio gatlasa jelentds tumorellenes hatéast képes kifejteni
KRAS mutaciét hordozo6 sejtvonalakon is, valamint képes a KRAS
biologiai funkcidjaban is valtozasokat okozni. Ezek a hatdsok azonban
nagy valoszinliséggel indirekt modon miikddnek és nem érintik

kozvetleniil a KRAS fehérjét.

Megvizsgalni a prenildacio gatlo szerek KRAS GI12C inhibitorokkal
valo kombinacios alkalmazhatosagat.

Eredményeink alapjan az egyik ujonnan kifejlesztett, potens KRAS
G12C inhibitor (AMG510) a farnezil-transzferaz inhibitor
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Tipifarnibbal kombinacioban jelentds szinergizmust mutatott a KRAS
G12C mutaciot hordozé tiid6 adenokarcindma  sejtvonalak
mindegyikén in vitro 2D és 3D rendszereken, valamint in vivo is.
Megjegyzendd, hogy a farnezil-transzferaz inhibitorok (Tipifarnib,
lonafarnib) a klinikai tesztek alapjan toleralhatd, ismert biztonsagi
profillal rendelkezik. Az FTi és KRAS GI12C allél-specifikus
inhibitorok kombinacidjanak szinergista tumorellenes hatasainak igy

jelent6s klinikai relevanciaja lehet.
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