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RAS是人类癌症中最常出现突变的致癌基因之一。KRAS是最常见的突变亚型，约占RAS突变的85%。KRAS作为最常见的
RAS突变亚型，近年来得到了广泛的研究。

在KRAS研究项目计划的制定中，美迪西与客户进行了深入的沟通。科研骨干结合每个案例的特点，结合多年的实践经验和
技术积累，向客户提交了高质量的实验方案和数据结果。美迪西可提供KRAS靶向药物发现、CMC研究(API+制剂)、药效学
研究、PK研究、安全性评价等服务。

靶向不可成药靶点KRAS[1]



KRAS 简介
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KRAS 结构
KRAS蛋白包含四个结构域。在三种RAS亚型中，N端的第一个结构域是相同的，第二个结构域的序列相似性相对较低。这两
个区域对KRAS蛋白的信号功能都很重要，并共同形成了G-结构域。KRAS蛋白分子量为21 kDa，由6条β-折叠链(形成蛋白
核心)和5条α螺旋结构组成，形成两个主要结构域：G结构域和C端结构域。KRAS的G结构域由残基1-166组成，包括GTP结
合口袋，该区域对于下游效应物和GTPase激活蛋白(GAPs)之间的相互作用至关重要。G结构域是高度保守的，包含负责
GDP-GTP交换的switch I和switch II区域。C端是一个包含CAAX (C=半胱氨酸，A=任意脂肪氨基酸，X=任意氨基酸)基序的
高变区，引导翻译后修饰并决定细胞膜锚定。该区域在RAS蛋白的生物活性调控中起着重要作用。

KRAS GTPase循环[1]

RAS是GTPase原癌基因家族成员，包括三个密切相关的
RAS亚型：HRAS、KRAS和NRAS。在所有RAS亚型中，
KRAS突变频率最高，其次是NRAS和HRAS。KRAS突变在胰
腺癌、肺癌和结直肠癌中尤为常见。在癌症中最常发生突变的
残基是G12、G13和Q61。KRAS蛋白存在两种剪接变体
KRAS4A和KRAS4B，其中KRAS4B在人类细胞中占主导地
位。

KRAS(Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog，
Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源物)基因是编码GTP/GDP结
合蛋白的原癌基因，属于GTPase RAS家族。

KRAS蛋白作为分子开关，在GDP结合的无活性状态和GTP
结合的活性状态之间循环。KRAS蛋白分别通过与GTP和
GDP结合，在无活性形式和活性形式之间转换。

虽然KRAS蛋白具有内在的核苷酸交换和GTP水解，但其细
胞信号传导状态是由鸟嘌呤核苷酸交换因子(GEFs)激活引
起的，如催化GTP结合的SOS(son of sevenless)和Ras鸟嘌呤核苷酸释放蛋白，以及GTPase激活蛋白(GAPs)催化的去激
活作用，如刺激GTP水解的p120GAP和神经纤维蛋白(NF1)。

KRAS的晶体结构[2] KRAS二级结构的二维示意图[2]
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主要的KRAS效应通路[1]

KRAS 信号通路
KRAS是激活一系列信号分子的上游信号传感器之一，能够转导信号从细胞表面传递到细胞核，并调控一系列基本的细胞过
程，如细胞分化、生长、趋化和凋亡。除了上述GTP/GDP结合外，KRAS信号的激活现在被认为是一个多步骤的过程，需要适
当的KRAS翻译后修饰、细胞膜定位和与效应蛋白的相互作用。

KRAS蛋白的信号转导并不只发生在细胞膜上。KRAS对下游信号通路的激活也可以由亚细胞区域(如内质网和高尔基体)的
信号触发。

在细胞外刺激作用下，从失活的RAS-GDP到激活的RAS-GTP的转化进一步促进了多种信号通路的激活，包括MAPK通路、
PI3K通路和Ral-GEFs通路，其中以MAPK通路的特征最为明显。已知RAS-GTP直接与RAF蛋白结合，将RAF激酶家族从细
胞质招募到膜上，在细胞膜上二聚化并活化。激活的RAF随后对其下游底物，即MEK和ERK进行一系列磷酸化反应，并传导
生长信号。
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KRAS 蛋白的结晶研究

Hampton research HT Kits

QIAGEN HT Classics Suite Mosquito

高通量结晶筛选
1000+筛选条件

上海同步辐射光源 (Shanghai Synchrotron Radiation Facility; SSRF)

美迪西参与了上海光源的设计、建设和管理，这是一个用于大分子晶体学的工业光束线站，大分子光束线于2009年7月开
通。

卓越的光束线和服务

更低的成本

3.5 GeV存储环

全年运营

紧邻张江高科技园区和浦东机场

工业用大分子晶体学线站
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研究案例

0.17 M 醋酸铵
15% (v/v) 甘油
25.5% (w/v) PEG 4000

共晶的筛选

KRAS-G12D with MRTX1133

0.2 M 醋酸铵
0.1 M 醋酸钠 pH 4.6
25 % (w/v) PEG 4000   

共晶的X射线衍射数据

KRAS-G12D

0.17 M 醋酸铵
0.085 M 醋酸钠 pH 4.6
15% (v/v) 甘油
25.5% (w/v) PEG 4000

0.2 M 硫酸锂
0.1 M Tris·HCl pH 8.5
30% (w/v) PEG 4000 

KRASG12D的X射线衍射数据KRASG12D的筛选

GDP

KRAS-G12D with MRTX1133

GDP

MTRX1133

KRAS-G12D

KRASG12D与7RPZ
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KRAS-G12D with MRTX1133

switch II switch I

MTRX1133 GDP

与GDP结合的KRASG12D与MRTX1133的共晶结构

KRAS 靶向药物的体外研究
在研究和开发的初始阶段，体外功能分析对候选KRAS靶向药物的实际评估至关重要。这些分析为验证KRAS靶向药物活性
提供了科学依据，并提供了支持治疗效果的初步证据。因此，它们在KRAS靶向候选药物选择的决策过程中起着关键作用。

KRAS细胞试验
美迪西已经验证了KRAS突变细胞系的细胞毒性测试方法，2D和3D试验均可用于KRAS抑制剂的评估。

通过CellTiter-Glo检测2D细胞增殖试验

Cell lines
AsPC-1

Capan-1

Capan-2

CFPAC-1

HPAF-II

MIAPaCa-2

Panc 10.05

SU.86.86

HCT116

HCT15

LoVo

T84

Calu-1

NCI-H2122

NCI-H23

NCI-H358

NCI-H441

SW1463

SW480

SW620

SW837

Tissue
pancreas

pancreas

pancreas

pancreas

pancreas

pancreas

pancreas

pancreas

large_intestine

large_intestine

large_intestine

large_intestine

lung

lung

lung

lung

lung

large_intestine

large_intestine

large_intestine

large_intestine

KRAS Mutant
G12D

G12V

G12V

G12V

G12D

G12C

G12D

G12D

G13D

G13D

G13D

G13D

G12C

G12C

G12C

G12C

G12V

G12C

G12V

G12V

G12C

IC50 screening of test compounds against NCI-H358

IC50 screening of test compounds against MIA PACA-2

IC50 2.139
MRTX-1257AMG-510

12.10

IC50 0.8440
MRTX-1257AMG-510

6.298
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细胞毒性试验(3D)

NCI-H358 (Lung, KRASG12C) Cell Cytotoxity Assay (3D)

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

Group
Concentration (nM)

C2C1 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

1000 333.3 111.1 37.04 12.35 4.115 1.372 0.457 0.152 0

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

Dilution fold
NCI-H358

Compound
BI3406

Cell line Start conc
1 μM 3-fold diluted

Incubation time (Day)
12

Dilution fold
NCI-H358

Compound
AMG510

Cell line Start conc
1 μM 3-fold diluted

Incubation time (Day)
12

以1 μM起始浓度、1:3连续稀释的药物处理NCI-H358细胞288 h后，显微镜测定细胞毒性。

Start conc

1 μM
1 μM

3-fold diluted
3-fold diluted

Dilution fold

BI3406

Top Inhibition(%)

AMG510 1.386
48.23

99.52
71.53

CTG-IC50s on 
NCI-H358 cells (nM)

Compound

NCI-H358 (Lung, KRASG12C) Cell Cytotoxity CTG Assay (3D;12 days)
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鸟嘌呤核苷酸交换试验

EC50 61.03

AMG510 (GTP 10 μM)

AMG510, Log[nM]
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EC50 245.4

MRTX1133 (GTP 10 μM)
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基于蛋白的生化活性试验

Kras G12C-SOS1结合的IC50活性测试筛选试验化合物

Concentration (nM)
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0.1 1 10 100 1000 10000
-20

IC50 16.68

BI3406

BI-3406

KRAS在含有1mM BODIPY FL-GDP, 20 mM HEPES pH 7.6, 10 mM EDTA, 20 mM硫酸铵和1 mM DTT的溶液中，
在4°C下孵育48小时。

用20 mM MgCl2溶液停止反应。

将含有KRAS蛋白的BODIPY-FL-GDP浓缩去除BODIPY-FL-GDP。

图A：试验方法的MoA

B

C

A



KRAS靶向药物的药理药效学研究
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KRAS突变-CDX模型

Cancer Type Cell Lines 

MIA PaCa-2, NCI-H358, UM-UC-3, Calu-1

GP2D, SW1990, AsPC-1

KRAS G12C

KRAS G12D

Cancer Type Cell Lines 

SW480, CAPAN-1, NCI-H727

LoVo, HCT-116, HT15

KRAS G12V

KRAS G13D

Medicilon Case: CDX - KRAS Mutation (G12C)

Animals: 
Female BALB/c Nude mice 

Cells: 
NCI-H358

Model Establishment: 
Right flank, SC

Animals: 
Female BALB/c Nude mice 

Tissue: 
PDX Colon Cancer

Model Establishment: 
Right flank SC Trocar

Medicilon Case: PDX -- KRAS Mutation (G12D)

PDX重要突变/过表达/耐药模型

GENE PDX ID 

PDXM-060C (p.G12V), PDXM-069C (p.G12V), 

PDXM-075C (p.G12D), PDXM-076C (p.G13D),  

PDXM-212Li (p.G12D) 

PDXM-060C (p.R273H), PDXM-072C(p.Y234H)

PDXM-075C (p.H1047L), PDXM-092Ga (p.E545G)

KRAS Mutation

TP53 Mutation

PIK3CA Mutation

PDXM-242Le

PDXM-069C, PDXM-016C, PDXM-060C, 

PDXM-087C, PDXM-104C…

…

BCR-ABL Fusion

ERBB2 

Overexpression

…

GENE PDX ID 

Resistance* PDX ID 

PDXM-271O (Ovarian cancer)

PDXM-293Le (Leukemia)

Docetaxel + Cisplatin

VDLP + MA + CVAD
* note: these resistance models are not related to KRAS mutation

Resistance* PDX ID 

PDXM-311(H&N)

…

Radiation

…
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