Tyrosinkinasereseptor-ras-ERK-signalveilen
som terapeutisk mal ved kreft

Eksperimentelle bevis indikerer at in-
tracellulzere signalkaskader er endret i
tumorceller. Blant disse er tyrosinkina-
sereseptor-ras-ERK-signalveien funnet
4 veere Konstitutivt aktiv i en signifi-
kant andel humane tumorer. Det er
blitt lagt mye arbeid i 4 finne forbindel-
ser som hemmer denne signalveien.
Denne oversiktsartikkelen tar for seg
utviklingen av nye forbindelser for a
hemme den konstitutive aktiveringen
av tyrosinkinasereseptor-ras-ERK-sig-
nalveien ved kreft. Blokkering av akti-
veringen av tyrosinkinasereseptor-ras-
ERK-signalveien ved hjelp av nye tera-
peutika (f.eks. tyrosinkinase-hemmere,
antistoffer, FTase-hemmere, terapeuti-
ka rettet mot SH2/SH3, antisens, ribo-
zymer), hemmet tumorvekst. Noen av
disse stoffene er blitt testet i kliniske for-
sok, og lovende resultater er blitt opp-
nadd. Inaktivering av tyrosinkinasere-
septor-ras-ERK-signalveien ved bruk
av sma molekyleere hemmere, har be-
kreftet signalveiens deltakelse i tumor-
vekst. Molekyler og/eller farmakolo-
gisk modulering av komponentene som
er kritisk involvert i aktiveringen av ty-
rosinkinasereseptor-ras-ERK-signalvei-
en, forventes i forbedre behandlingen
av kreft.

Kreft kan oppstd gjennom akkumulering av
genetiske endringer, som resulterer i deregu-
lering av mekanismene for kontroll av celle-
vekst og celledad. En rekke genetiske end-
ringer er blitt identifisert i humane kreftty-
per som potensielt er knyttet til malign
transformasjon og progrediering. Det er eks-
perimentelle bevis for at intracellulere sig-
nalkaskader er endret i maligne celler (1). In-
tracellulere signalkaskader krysskommuni-
serer med hverandre i komplekse nettverk
og har en viktig rolle i flere fysiologiske pro-
sesser som differensiering, proliferasjon og
apoptose (2, 3).

Endringer i signalveiene som kontrollerer
apoptose kan fore til flere forskjellige syk-
dommer, deriblant kreft. Apoptose korres-
ponderer til en rekke endringer som cellene
gér gjennom ved programmert eller indusert
celleded. De apoptotiske signalene aktiveres
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Background. Experimental evidence indicates
that various intracellular signalling cascades are
altered in tumour cells. Among these, the receptor
tyrosine kinase ras-ERK signalling pathway was
found to be constitutively active in a significant
percentage of human tumours; hence, consider-
able effort has been directed at finding com-
pounds that inhibit its activation.

Material and methods. We review the recent
progress in establishing novel approaches to in-
terference with the constitutive activation of the
receptor tyrosine kinase ras-ERK signalling path-
way in cancer.

Results. Inhibition of the receptor tyrosine ki-
nase ras-ERK signalling pathway activation by
various novel agents (e.g. small molecule tyrosine
kinase inhibitors, antibodies, FTase inhibitors,
SH2/SH3 directed agents, antisense, ribozymes)
impaired tumour growth. Some of the developed
agents have been tested in clinical trials; promis-
ing results were obtained.

Interpretation. Inactivation of the receptor
tyrosine kinase ras-ERK signalling pathway by
small molecular inhibitors has confirmed its in-
volvement in tumour growth. Thus, molecular
and/or pharmacological modulation of the com-
ponents that are critically involved in the consti-
tutive activation of this pathway are expected to
improve the treatment of human malignancies.

av forskjellige stimuli som konvergerer mot
en felles dedsvei. Bcl-2-familien, som bestar
av bade antiapoptotiske medlemmer (f.eks.
Bcl-2, Bcel-x;) og proapoptotiske medlem-
mer (f.eks. Bik, Bax), fungerer som regula-
torer i den apoptotiske prosessen (4, 5). Den
apoptotiske prosessen kan deles inn i minst
tre forskjellige faser: initierings-, effektor-
og degraderingsfase (fig 1). Resistens til cel-
leded ved apoptose spiller en fundamental
rolle i tumorigenese.

Kreftterapi sikter pa & oppna en mest mu-
lig selektiv effekt pa maligne celler og mini-
mal innvirkning pa normale celler. Hoy spe-
sifisitet forutsetter en terapeutisk strategi
som skiller mellom kreftceller og normale
celler, og som kun angriper sitt molekylare
mal. De forskjellige hemmerne som denne
oversiktsartikkelen tar for seg, er mer spesi-
fikke enn dagens kjemoterapi nar det gjelder
molekylert mal. Disse hemmernes mal er
derimot ikke spesifikke for kreftceller og
man vil derfor kunne fa uenskede effekter pa
normale celler. Denne oversiktsartikkelen
tar for seg tyrosinkinasereseptor-ras-ERK-
signalveien (tab 1) som et mulig terapeutisk
mal ved kreftsykdommer.

Tyrosinkinasereseptor-ras-ERK-
signalveien som terapeutisk mal
Tyrosinkinasereseptoren er det forste leddet
i en signalvei som starter i cellemembranen
og gar inn til kjernen. Denne signalveien har
en viktig rolle i kontrollen av fundamentale
cellulere prosesser, slik som cellesyklus,
migrasjon, metabolisme og overlevelse, pro-
liferasjon og differensiering (6). Tyrosin-
kinasereseptor-ras-ERK-signalveien kobler
signaleringen fra membranreseptorer til
transkripsjonsfaktorer som kontrollerer gen-
ekspresjon (fig 2). Det finnes flere forskjel-
lige tyrosinkinasereseptorer, blant disse er
epidermal vekstfaktor-reseptor (EGFR) og
platederivert vekstfaktor-reseptor (PDGFR).
Peptidhormonet insulin gjenkjenner og bin-
der seg til et medlem av tyrosinkinasresep-
torfamilien.

Alle tyrosinkinasereseptorer bestar av et
ekstracellulaert ligandbindende domene som
er forbundet til det cytoplasmatiske domenet
via en enkelt transmembran heliks (6). Li-
gandbinding ferer til aktivering av et stort
antall forskjellige signalveier. En av de
antatt viktigste signalveiene nar det gjelder
malign transformasjon er ras-ERK-signal-
veien. | forbindelse med kreft er denne
signalveien ofte konstitutivt aktiv som folge
av mutasjoner og overekspresjon (7). En
oppsummering av hvordan de ulike elemen-
tene 1 tyrosinkinasereseptor-ras-ERK-sig-
nalveien kan hemmes, vil bli gitt nedenfor.

Tyrosinkinasereseptoren
Tyrosinkinasereseptorer er underlagt kom-
plekse reguleringsmekanismer blant annet
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for attenuering og terminering av aktivitet
indusert av stimulerende ligander (6). Pro-
tein-tyrosinfosfataser spiller en viktig rolle i
denne kontrollen ved & defosforylere fosfo-
tyrosinresiduer og dermed hemme aktiviten
til tyrosinkinasereseptoren. I forbindelse
med kreft er tyrosinkinasereseptorer ofte
konstitutivt aktive som folge av mutasjoner
(8). De normale mekanismene for termine-
ring av signalet fungerer da ikke. I flere
krefttyper er tyrosinkinasereseptorer overut-
trykt (8). I en slik situasjon vil liganduav-
hengig signalering kunne oppsta.

En mate & hemme signaloverferingen fra
tyrosinkinasereseptorer pé er & utvikle syn-
tetiske vekstfaktorantagonister. Syntetiske
vekstfaktorantagonister kan gjenkjenne
overflaten til vekstfaktoren og binde seg til
denne. Vekstfaktoren blir dermed forhindret
fra 4 binde seg til sin tyrosinkinasereseptor
og signaloverforingen blokkeres (9).
GFB-111 er et eksempel pa en syntetisk
vekstfaktorantagonist som binder seg til pla-
tederivert vekstfaktor (PDGF) og dermed
forhindrer den fra & binde til sin reseptor.
GFB-111 er vist a hemme glioblastoma
(US7MG)-tumorvekst i mus opptil 80 % (9).
Antagonister for bestemte vekstfaktorer kan
til en viss grad interagere med beslektede
vekstfaktorer.

Det er ogsa blitt utviklet anti-EGFR-mo-
noklonale antistoffer som konkurrerer med
ligandbinding og dermed blokkerer aktivite-
ten til tyrosinkinasereseptoren (10). IMC-
C225 er det eneste anti-EGFR-monoklonale
antistoff som er kommet til fase II/III-stu-
dier (tab 2) (10). I en fase I/II-studie ble
IMC-C225 gitt i kombinasjon med konven-
sjonell straleterapi til pasienter med kreft i
hode/nakke (10). Det ble observert 100 % re-
spons, og 13 av 15 pasienter oppnadde kom-
plett remisjon. Forventet responsrate i denne
pasientpopulasjonen med strileterapi alene
er 60% (10). Kliniske fase IlI-studier med
konvensjonell ~ straleterapi  pluss/minus
IMC-C225 er né i gang. I en annen klinisk
fase I/I1-studie, ble IMC-C225 gitt i kombi-
nasjon med cisplatin til pasienter med langt
fremskreden kreft i hode/nakke. Av ni eva-
luerbare pasienter hadde seks pasienter
komplett eller delvis respons (10). To av de
tre resterende pasientene hadde stabilisering
av sykdommen.

Her-2 er et annet medlem av EGFR-fami-
lien, som bestar av fire homologe reseptorer.
Monoklonale antistoffer er ogsé blitt utvik-
let mot Her-2. Ett av disse er Herceptin, som
allerede er registrert som legemiddel og ute
pa markedet. Monoklonale antistoffer mot
EGFR og Her-2 viser god effekt i kombina-
sjon med diverse kjemoterapeutiske stoffer
og stralebehandling (10).

Den katalytiske funksjonen til tyrosinki-
nasereseptoren involverer overfering av en
fosfatgruppe fra ATP til en hydroksylgruppe
pa en tyrosinresidu (6). Bade tyrosinhyd-
roksylgruppen og ATP representerer ut-
gangspunkter for konstruksjon av substrat-
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Figur 1 Skjematisk oversikt som viser rollen til proteinene Bcl-x;/Bcl-2 i apoptose.
Overlevelsesproteinene Bcl-x;/Bcl-2 hemmer kaspaseaktivering ved d binde seg til apo-
ptoseaktiverende faktor-1 (Apaf-1), og forhindre frigjoringen av cytokrom c fra mitokon-
driene. Bik er et apoptosefremmende protein i Bcl-2-familien som heterodimeriserer med
Bcl-x;/Bcl-2 og tar plassen til Apaf-1. Frigjort cytokrom c fra mitokondriene aktiverer
Apaf-1 som igjen aktiverer prokaspase-9. Aktivert kaspase-9 aktiverer nedstroms kaspa-

ser og resultatet blir celledod ved apoptose

analoger og kompetitive hemmere av tyro-
sinkinasen. Quinazolinbaserte forbindelser
representerer en klasse kompetitive hemme-
re av ATP-bindingssetet (11). Noen av disse

Tabell 1 Forkortinger

Apaf-1  Apoptoseaktiverende faktor-1

ATP Adenosintrifosfat

bFGF  Basisk fibroblastisk vekst-
faktor

DAG Diasylglyserol

EGF Epidermal vekstfaktor

EGFR  Epidermal vekstfaktor-
reseptor

ER Endoplasmatisk retikulum

ERK Ekstracellulaer signalregulert
proteinkinase

FTase  Farnesyltransferase

GDP Guanindifosfat

Grb2 Vekstfaktorreseptorbindende
protein-2

GTP Guanintrifosfat

1P, Inositoltrifosfat

MAPK Mitogenaktivert proteinkinase

MEK ERK-kinase

PDGF  Platederivert vekstfaktor

PDGFR Platederivert vekstfaktor-
reseptor

PIP2 Fosfoinositoldifosfat

PKCa  Proteinkinase Ca

PLC Fosfolipase C

SH2 Src homologi-2

SH3 Src homologi-3

Sos Son of sevenless

er svaert selektive for EGFR, som er overut-
trykt i et stort antall krefttyper (10). To qui-
nazoliner, Iressa og OSI-774, er blitt/blir
evaluert i kliniske fase II/IlI-studier (tab 1)
(10, 11). I en klinisk fase II-studie ble Iressa
testet ut pa 16 pasienter med ikke-smacellet
lungekreft. I denne studien ble det observert
seks pasienter med respons (10, 11). Flere
storre kliniske fase II-studier er underveis.
OSI-774 ble i en klinisk fase II-studie testet
ut pa 71 pasienter med kreft i hode/nakke
hvor det ble observert 31 pasienter med re-
spons (11). Basert pa likheter i ATP-bin-
dingssetet til Her-2 og EGFR er det blitt ut-
viklet en tyrosinkinasehemmer, CI-1033,
som er vist & hemme bade Her-2 og EGFR i
tumorceller (11). CI-1033 er ogsa vist & vaere
selektiv nar det gjelder tyrosinkinaser som
ikke herer til EGFR-familien. Kliniske fase
I-studier er nylig blitt startet (tab 2) (11).
Spesifisiteten til tyrosinkinasehemmere
er kun relativ og disse molekylene vil kunne
ha en viss effekt ogsa pé andre kinaser i cel-
len. For & oppnd bedre spesifisitet vil det
vere viktig & identifisere alle kinaser. Ved &
sammenlikne den primare sekvensen til
ATP-bindingssetet i de forskjellige kinase-
ne, vil man kunne utvikle mer spesifikke
tyrosinkinasechemmere.

Vekstfaktorreseptorbindende
protein-2 (Grb2)

Til den aktive tyrosinkinasereseptoren re-
krutteres sdkalte adaptermolekyler (fig 2).
Slike adaptermolekyler kobler tyrosinkina-
sereseptorer til intracelluleere signalveier
blant annet ved & fungere som en adapter
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Figur 2 Skjematisk oversikt over tyrosinkinasereseptor-ras-ERK-signalveien. Signal-
veien starter ved at en vekstfaktor (VF) binder seg til tyrosinkinasereseptoren, noe som
resulterer i autofosforylering og stimulering av tyrosinkinaseaktivitet. Src-homologi 2
(SH2)-domenet pd adaptermolekylet vekstfaktorreseptorbindende protein-2 (Grb2) bin-
der seg til fosforylerte tyrosinresiduer pd reseptoren. Src-homologi 3 (SH3)-domenene til
Grb2 binder seg til Sos (Son of sevenless). Sos translokerer til plasmamembranen og
binder seg til ras som aktiveres ved utbytting av GDP med GTP. Ras md gjennom flere
posttranslasjonelle modifiseringer, deriblant farnesylering for d kunne lokaliseres til
plasmamembranen. Farnesyleringen skjer ved at enzymet farnesyltransferase (FTase)
overforer en farnesylgruppe (F) fra farnesyldifosfat (FPP) til ras. Aktivert ras rekrutterer
raf til plasmamembranen og raf aktiveres. Aktivert raf fosforylerer og aktiverer ERK-
kinase (MEK) som igjen fosforylerer og aktiverer ekstracellulcer signalregulert protein-
kinase (ERK). ERK translokerer til nukleus hvor den kan regulere genekspresjon ved
fosforylering av transkripsjonsfaktorer. Proteinkinase C (PKC) aktiveres blant annet av
diasylglyserol (DAG) og Ca?*. Fosfolipase C (PLC) hydrolyserer fosfoinositoldifosfat
(PIP2) til DAG og inositoltrifosfat (IP3). IP; gdr ut i cytosol og pavirker endoplasmatisk
retikulum (ER) til d slippe ut Ca’*. PKCQ kan aktivere raf direkte ved fosforylering eller
muligens indirekte gjennom en ukjent komponent (X). PKCa kan ogsd translokere til
nukleus

Tabell 2 Ulike hemmere av tyrosinkinasereseptor-Ras-ERK-signalveien i kliniske
studier

Navn pa

medikament Type medikament Mal Krefttyper Niva

ITressa Tyrosinkinase- Epidermal vekst- Lunge, prostata, Fase II/I1T
hemmer faktorreseptor hode/nakke

OSI-774 Tyrosinkinase- Epidermal vekst-  Lunge, bryst, egg-  Fase /Il
hemmer faktorreseptor stokk hode/nakke

CI-1033 Tyrosinkinase- Epidermal vekst-  Bryst, lunge, Fase |
hemmer faktorreseptor +  eggstokk

Her-2

IMC-C225  Monoklonalt Epidermal vekst-  Bryst, eggstokk, Fase II/111

antistoff faktorreseptor tykktarm, hode/
nakke

SCH66336  Farnesyltrans- Farnesyltrans- Bukspyttkjertel/ Fase II

ferasehemmer ferase blaere
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mellom fosfotyrosinresiduer pé tyrosinkina-
sereseptoren og et prolinrikt omrade pa Sos
(Son of sevenless). Grb2 er et slikt adapter-
molekyl som gjennom sitt Src-homologi 2
(SH2)-domene gjenkjenner fosfotyrosinre-
siduer pé tyrosinkinasereseptoren, og gjen-
nom sine Src-homologi 3 (SH3)-domener
gjenkjenner Sos (12). Sos translokerer der-
med til cellemembranen og binder til Ras
som aktiveres ved utbytting av GDP med
GTP (12) (fig 2). Forbindelser som effektivt
kan edelegge Grb2-SH2-reseptor-interak-
sjoner eller Grb2-SH3-Sos-interaksjoner
kan potensielt tenkes & blokkere veksten av
maligne celler som er avhengige av aktiverte
ras-proteiner.

Fosfotyrosinpeptidet CGP78850 er vist
4 blokkere EGFR-SH2-Grb2-interaksjonen
og hemme proliferasjonen til brystkreftcel-
ler med overekspresjon av EGFR (13). Pep-
tiddimerer bestdende av to prolinrike se-
kvenser fra Sos linket sammen med en lysin-
kjede er vist & hemme Grb2-Sos-interak-
sjonen og ha en antiproliferativ effekt pa
fibroblaster transfektert med onkogen Her-2
(14, 15). Grb2-SH3-Sos-peptiddimeren ble
funnet & veere spesifikk i forhold til andre
proteiner med SH3-domener (14).

Ved onkogen aktivering av tyrosinkinase-
reseptoren er overferingen av det transfor-
merende signal avhengig av den normale ak-
tiviteten til ras (8). Derimot i celler hvor ras
er mutert og konstitutivt aktiv og ikke lenger
avhengig av aktiviteten til Sos og Grb2, vil
det ikke ha noen hensikt & angripe signal-
veien ovenfor ras.

Ras

Ras-familien bestar av H-ras, N-ras og K-
ras. Ras er hyppig mutert i forskjellige kreft-
typer og finnes da last i en aktiv GTP-bundet
konformasjon (12). Denne konstitutive akti-
veringen antas & representere en viktig fak-
tor i malign vekst. De vanligst observerte
ras-mutasjoner befinner seg pa steder som er
kritiske for ras-regulering, nemlig kodon 12,
13 og 61 (12). I tillegg dereguleres ras ved
konstitutiv aktivering av andre protoonko-
gener og ved inaktivering av tumorsuppres-
sorgener.

Ras ma gjennom flere posttranslasjonelle
modifikasjoner for & oppna full biologisk
aktivitet. Disse modifikasjonene inkluderer
farnesylering som det forste steg i prosessen
(fig 2) (16). Farnesyleringen foregér ved at
farnesyltransferase (FTase) overferer en far-
nesylgruppe fra farnesyldifosfat (FPP) til ras
(16). Selv om ras gar gjennom flere post-
translasjonelle steg er kun farnesyleringen
nedvendig for lokalisering til plasmamem-
branen og transformerende aktivitet (16).
Derfor har det blitt foreslatt at aktiviteten til
onkogent ras skal kunne blokkeres ved &
hemme FTasen som katalyserer denne mo-
difikasjonen. Béde kjemiske og naturlige
hemmere er tilgjengelige. FTase-hemmere
er blitt vist & gke livslengden til mus som har
fatt human glioblastoma implantert intrakra-
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nialt (17). Ras-transgene mus som utvikler
aggressiv brystkreft er blitt behandlet med
FTase-hemmere, hvor resultatet ble regre-
sjon av tumor til udetekterbare nivéer (17).
Forskjellige FTase-hemmere (R115777,
L-778,123, SCH66336) blir testet ut i klinis-
ke fase I/II-studier (tab 2) (17). R115777 ble
evaluert i en klinisk fase I-studie som gikk
over 21 dager hvor det ble observert klinisk
aktivitet i seks av 20 pasienter med akutt
leukemi (17).

Andre proteiner enn ras kan ogsa veare
mal for FTase-hemmere og spersmalet er
hvilke av disse som kan vere avgjerende for
tumoroverlevelse og onkogenese. FTase-
hemmere har vist seg & ikke ha noen serlig
effekt pa proliferasjonen av normale celler,
noe som ikke er fullt ut forstatt (16).

Raf

Aktivert ras rekrutterer raf til plasmamem-
branen og leder til aktivering av raf (fig 2).
Mutert raf er konstitutivt aktiv og har trans-
formerende potensial in vitro (18). I tillegg
er raf-mutasjoner blitt identifisert i et stort
antall tumorformer i dyremodeller (19). Raf
aktiveres ogsd uavhengig av mutasjoner i tu-
morceller med konstitutivt aktive tyrosinki-
nasereseptorer eller ras (7). I lys av dette ber
kinasen raf veere et potensielt verdifullt tera-
peutisk mal i behandlingen av kreft.

En potent og spesifikk hemmer av raf in
vitro er ZM336372, som er kompetitiv i for-
hold til ATP (20). In vivo ble ZM336372 pa-
radoksalt nok funnet & gi en signifikant akti-
vering av raf uten & indusere aktivering av
MEK og ERK. Dette forklares ved at cellen
inneholder hey raf-kinaseaktivitet som pa
grunn av hemmeren forhindres fra & aktivere
sitt nedstrems substrat MEK. Det spekuleres
i om raf ved hjelp av en negativ tilbakekob-
lingssleyfe muligens undertrykker sin egen
aktivering. Hvis dette er tilfelle, sa vil hem-
ming av raf-aktiviteten fore til at denne ne-
gative tilbakekoblingssleyfen brytes og re-
sultatet blir reaktivering. Hemming av kina-
seaktiviteten til raf er muligens ikke noen
god fremgangsmate for utviklingen av tera-
peutika mot kreft (20). Klinisk testing av raf-
hemmere vil muligens kunne fore til en opp-
klaring i dette.

Det er ogsa vist at proteinkinase Ca
(PKCa), som er en av 12 isoformer i PKC-
familien, aktiverer raf direkte ved fosforyle-
ring (fig 2) (21). Hemming av kinaseaktivi-
teten til PKCa vil da kunne bidra til inhibe-
ring av raf-MEK-ERK-signalveien.

ERK-kinase (MEK)/ekstracellulaer

signalregulert proteinkinase (ERK)

Aktivert raf fosforylerer og aktiverer MEK
(fig 2). Konstitutiv aktivering av MEK er
vist & resultere i celluleer transformasjon (7).
MEK er ikke blitt identifisert som et onko-
gent produkt men er et samlingspunkt for
mange mitogene signalveier aktivert av on-
kogener (7). Sm& molekylere forbindelser
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head-ribozymet. Den katalytiske syklu-
sen starter ved at ribozymet binder seg
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som hemmer aktiviteten til MEK er blitt
identifisert (7). PD098059 er en syntetisk
hemmer som blokkerer aktiveringen av
MEKI1 og i mindre grad MEK2 (22).
PD184352 er ogsa en hemmer av MEK og er
vist 8 hemme tumorvekst hos mus med tykk-
tarmskreft 1 opptil 80% av tilfellene (23).
Kliniske fase I-studier med denne hemme-
ren er startet (7). Begge disse MEK-hemme-
rene er ikke-kompetitive med respekt pé
begge MEK-substratene ERK og ATP. Det-
te er konsistent med en allosterisk hem-
mingsmekanisme. Celleforssk med MEK-
hemmere i kombinasjon med kjemoterapi
har vist god effekt (7).

Aktivert MEK fosforylerer og aktiverer
ERK (fig 2). Det er sa langt ikke blitt beskre-
vet noen selektiv hemmer for ERK i littera-
turen. Men ERK- og MEK-hemmere kan
forventes 4 ha samme virkning siden ERK
kun kan aktiveres av MEK (7).

Nukleinsyrer som en potensiell

ny generasjon terapi

I tillegg til de ulike hemmerene som til n er
blitt beskrevet, vil ogsa nukleinsyrer kunne
utgjere en potensiell ny generasjon terapi.
Med nukleinsyrer menes antisensoligonu-

kleotider, ribozymer og DNA-enzymer, som
binder seg komplementert til sitt mal-
mRNA via Watson-Crick baseparing. Pa
grunn av spesifisiteten til Watson-Crick ba-
separing er denne teknologien forventet & in-
terferere kun med malgenene. Nukleinsyre-
sekvensen for ett bestemt gen er unik og man
vil derfor forvente hoy spesifisitet og mindre
sideeffekter. Det vil veere mulig & spesifikt
hemme ett enkelt medlem i en familie av be-
slektede gener, som for eksempel isoenzy-
mer.

Et antisensoligonukleotid rettet mot raf,
ISIS 5132, er funnet 8 hemme tumorvekst in
vitro og in vivo (24, 25). Pasienter med langt
fremskreden kreft ble behandlet med ISIS
5132 i et klinisk forsek. Det ble observert
signifikant reduksjon av genekspresjonen til
raf i perifere mononukleere celler fra blod
etter tre dager i 13 av 14 pasienter. Kliniske
forbedringer ble observert i to pasienter
(24).

Hammerhead-ribozymer er RNA-mole-
kyler som konstrueres til & klippe av ett be-
stemt mRNA. Ribozymet disossierer fra sitt
mal etter avklipping og det samme moleky-
let kan angripe et nytt mRNA (katalytisk
syklus) (fig 3).

Ribozymer kan leveres til cellene béade
endogent og eksogent. Eksogen levering
skjer ved at presyntetiserte molekyler kom-
pleksert med kationiske lipider leveres til
cellene. Fordelen med eksogen levering er at
man kan fa lokal eller systemisk levering.
Endogen levering skjer ved kloning av ribo-
zymgenet inn i en ekspresjonsvektor som
deretter leveres inn i cellene (genterapi).
Fordelen med endogen levering er at man far
kontinuerlig ekspresjon av ribozymet.

Et ribozym rettet mot aktivt H-ras kodon
12 er blitt vist & skille mellom konstitutivt
aktivt onkogent og normalt H-ras bade in vi-
tro og i transformerte celler (26). En punkt-
mutasjon i H-ras-kodon 12 forandrer se-
kvensen fra GGC til GUC, som er malse-
kvens for hammerhead ribozymer. Denne
punktmutasjonen gjor H-ras Konstitutivt
aktiv og onkogen (26).

1 vér forskning har vi benyttet oss av ribo-
zymer og DNA-enzymer for 4 underseke de
biologiske rollene til spesielt proteinet
PKCa i forbindelse med tumorcellers vekst.
Ved spesifikk hemming av PKCa ved bruk
av enten nukleaseresistente ribozymer eller
DNA-enzymer ble det indusert apoptose i
sensitive celler (27, 28). I tillegg til at pro-
teinnivaet til PKCa ble nedregulert ble ogsa
celleoverlevelsesproteinet Bel-x; funnet &
vaere nedregulert. Resultatene indikerer at
ekspresjonen og/eller aktiviteten til Bel-xp
er under kontroll av PKCa-signalveien
(27, 28). Aktiveringen av MAP-kinasene
ERK1/2 ble ogséd hemmet. | maligne gliom-
celler ser det ut til at ERK1/2 blir aktivert
gjennom PKCa signalveien (29). En signifi-
kant nedregulering av basisk fibroblastisk
vekstfaktor (bFGF) ble ogsa observert etter
spesifikk hemming av PKCa ved DNA-en-
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zymer. For & underseoke om ERK1/2 er ned-
vendig for ekspresjonen av bFGF i humane
maligne gliomaceller benyttet vi oss av
PD098059, som er en spesifikk hemmer av
MEK. Det ble da som forventet observert en
hemming av ERK1/2-aktivitet, og i tillegg
ble ekspresjonen av Bel-x; og bFGF funnet
a veere nedregulert (29). Disse resultatene
tyder pa at det er MEK som binder PKCa til
ERK1/2-signalveien i humane maligne glio-
maceller. I disse cellene er ERK-signalveien
mest sannsynlig en overlevelsessignalvei
som kontrollerer ekspresjonen av Bcl-x; og
bFGF (29). Observasjonene demonstrerer at
PKCa-ERKI1/2-signalveien er viktig for ma-
lign glioma-celleproliferasjon. Spesifikk
blokkering av denne signalveien ved bruk av
nukleinsyreenzymer induserte celleded.
Denne signalveien kan derfor utgjere et vik-
tig terapeutisk mal.

Ribozymer mot PKCa ble funnet & hem-
me malign glioma-tumorvekst i en rottemo-
dell. Det ble gjort en enkelt injeksjon av
PKCa-ribozymer inn i tumor. 20 dager etter
ble vekten av de ubehandlede tumorene fun-
netd vare 14 = 3 g, mens vekten av tumorer
behandlet med PKCa-ribozym ble funnet a
vaere 0,25 * 0,15 g, noe som er en signifi-
kant hemming av tumorveksten (30).

Vi har ogsd undersekt om paklitaxel
(Taxol)-resistente humane brystkreftceller,
SKBR3, kan sensitiseres for behandling
med paklitaxel, ved forbehandling med
PKCa-ribozymer. Konsentrasjonen av
PKCa-ribozymer som ble benyttet, induser-
te ikke apoptose. Ved behandling av bryst-
kreftcellene med paklitaxel alene fant vi
ICsy = 2,08 = 1,52 pmol/l, mens kombina-
sjonen PKCa-ribozymer pluss paklitaxel
gav ICsy = 41,7 = 29,5 nmol/l. Dette er en
50 ganger reduksjon av ICs, og indikerer en
synergistisk effekt (upubliserte data). Det er
blitt vist at PKCa sin fosforylering av celle-
overlevelsesproteinet Bcl-2 pa Ser70, er vik-
tig for den antiapoptotiske aktiviteten til
Bcl-2. I denne forbindelse er overekspresjon
av PKCa blitt vist & fere til gkt fosforylering
av Bcl-2, og okt resistens til apoptose indu-
sert av kjemoterapeutiske stoffer (31).

Konklusjon

Signalkomponenter i tyrosinkinasereseptor-
ras-ERK-signalveien synes & spille en sent-
ral rolle i tumorvekst og muligens metasta-
sering. Dette kan legge grunnlag for utvik-
ling av nye terapeutika mot kreft som er mer
spesifikke enn dagens kjemoterapi. Bade de
ulike hemmere og nukleinsyrer (antisens og
ribozymer) utgjor en potensiell ny genera-
sjon medikamenter i behandling av kreft.
Siden endring av flere intracellulere signal-
kaskader er vanlig i kreftceller, kan effektiv
behandling kreve hemming av mer enn en
signalvei. Ved & kombinere forskjellige
hemmere som virker pa flere steder i signal-
veien, kan det tenkes at de potenserer hver-
andre og slik kan gi bedre effekt.
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