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OZET

Ras protein ailesine dahil olan kiigiik GTPaz’lar hiicre biyolojisinin her alaninda son derece
kritik roller tistlenerek, hiicrelerin béliinmesini, farklilagmasini, hiicre i¢i protein taginmast
ve lokalizasyonunu, hiicre iskeletinin organizasyonunu, biiyiime faktorii sinyal iletimini, ve
gen ifadesini diizenlemektedirler. Hiicre disindan gelen sinyallere bagli olarak, Ras ailesi
proteinleri GTP ve GDP bagli formlar ile iki konformasyon arasi gidip gelirken, GTP bagh
aktif Ras proteinleri hiicre icerisindeki ¢esitli Ras efektorii proteinleri etkiler, ve bunlari
konformasyonel degisiklige ugratirlar. Bunun sonucu olarak, hiicre digindan gelen sinyal
hiicre icerisinde bir fosforillenme selalesinin baslamasina yol agar ve hiicre i¢i sinyal iletimi
tetiklenir. Ras ailesi proteinlerinin iglevsel dongiileri incelendiginde, bu kii¢iikk GTPaz’larin,
GTPaz Aktive eden Proteinler (GAP) ve Guanin Niikleotid Degisim Faktérleri (Guanine Nuc-
leotide Exchange Factors, veya GEF) tarafindan diizenlendikleri goriilmektedir. GAP’lar, bu
GTPaz’larin aktivitelerini baslatarak veya artirarak aktif Ras-GTP’leri inaktif Ras-GDP’lere
cevirirken, GEF proteinleri Ras-GDP ile etkilesir ve GDP’nin proteinden uzaklastirilarak,
Ras’m hiicre i¢i derisimi yiiksek olan GTP’yi baglamasina, ve yeniden aktive edici islev
kazanmasina olanak saglarlar. Ras proteinlerini aktive eden bazi mutasyonlarin GTP hidro-
lizini engelleyerek anormal Ras-GTP formlarinin hiicre igerisinde birikmesine yol agtigi ve
bu yolla kontrol dis1 hiicre cogalmasini tetikledigi bilinmektedir. Ras genlerinde aktivasyona
yol agan bu tiir mutasyonlar insanlarda tiim kanserlerin %30’unda goriilmekte, ve Ras aile-
si genlerinde olusan mutasyonlarin siradisi proliferasyon ve tiimorlesmedeki dnemli roliine
dikkat ¢ekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ras ailesi, kiiciik G-proteinler, RasGEF, RasGAP, onkogenez

ABSTRACT

Small GTPases belonging to Ras family of proteins have key roles in regulating nearly every
aspect of cell biology, such as cell division, cellular differentiation, vesicular transport and
localization of cargo proteins, cell morphology, and gene expression. Depending on the extra-
cellular signals, Ras family members oscillate between GTP-bound (active) and GDP-bound
(inactive) conformations, and in the active form they interact with downstream effector mole-
cules, leading to conformational changes in those effectors. As a result, extracellular signals
trigger cellular responses, by means of initiation of a phosphorylation cascade. Functional
cycles of Ras family of proteins include interactions with GTPase Activating Proteins (GAPs),
and with Guanine Nucleotide Exchange Factors (GEFs) that regulate these small GTPases.
GAP proteins activate intrinsic GTP hydrolysis activities of these small G-proteins, and con-
vert active Ras-GTP to inactive Ras-GTP. On the other hand, GEF proteins interact with
inactivated Ras-GDP molecules, and convert those inactivated molecules back to activated
Ras-GTP, by triggering dissociation of GDP, and reassociation of Ras with GTP which is
found at higher concentrations as compared to GDP in the cell cytoplasm. It is well known
that mutations in Ras that block these molecules in GTP-bound forms by impairing GTP
hydrolysis activity could trigger an uncontrolled and aberrant cellular proliferation. This
type of mutations in Ras genes causing uncontrolled activation of the protein, are found in
approximately 30% of human cancers overall, and they indicate the significance of mutations
in genes encoding Ras family members in cellular proliferation related to de novo oncoge-
nesis in human.

Key Words: Ras family, small G-proteins, RasGEF, RasGAP, oncogenesis

367 ISSN 1303-829X (electronic) 0250—4685 (printed)



Giris

Sarkoma viriisii, 1916 yilinda tavuklardan elde edilen
tiimor ekstrelerinin saglikli tavuklardaki ¢esitli dokula-
ra enjekte edildiklerinde kanser olusumuna yol agtikla-
rin1 gosteren Peyton Rous tarafindan bulunmus, ve bu
viriis arastirmacinin adi ile, yani Rous Sarkoma Virti-
sii (RSV) olarak adlandirilmistir. Bundan yillar sonra,
1970 ve 1980’lerde yapilan arastirmalar sican kaynakli
Harvey ve Kirsten kemirgen sarkoma retroviriislerinin
Ras (rat sarkoma viriisii) olarak adlandirilan ortak bazi
genlerin aktivasyonu sonucunda kanser patojenezine yol
actiklarini gostermistir. Bu ¢aligmalar1 takiben, bazi vi-
ral genlerin homologlarinin fare ve insan hiicrelerinde
de bulundugu anlasilmig, ve homologlar H-Ras (Har-
vey virlisii Ras) ve K-Ras (Kirsten viriisii Ras) olarak
adlandirilmiglardir [1]. Bu ¢aligmalardan kisa siire son-
ra, Ras genlerinin mutasyona ugramis alelleri mesane,
kolon ve akciger kanseri hiicre hatlarinda tespit edilmis,
ve Ras’in onkogenik aktivitesine dair ilk ipuclar1 elde
edilmistir [2-4]. Ilk olarak akciger kanseri 6rneklerinde
de aktif Ras mutant alellerine rastlanmasi, Ras aktivas-
yonunun sadece hiicre hatlarinda in vitro olusmadiginin
ilk kanit1 olmustur [5,6]. Bu ¢alismalari takiben, Ras on-
kogenleri ve kanser gesitleri arasinda 6zgiin baglantilar
bulunmus, ve K-Ras mutasyonlarinin pankreas ve kolon
kanserlerinde yaygin oldugu [7,8], buna karsilik H-Ras
mutasyonlarinin mesane kanserlerinde [9], N-Ras mu-
tasyonlarinin da lenf kanserleri ve melanomalarda
siklikla goriildiigt belirlenmistir [10-13]. Genel olarak
bahsetmek gerekirse, Ras genlerindeki aktivasyona yol
acan mutasyonlar insanlarda tiim kanserlerin %30’ unda
goriilmektedir [14]. K-Ras mutasyonlarinin kolon ve saf-
ra yolu kanserlerinin %32’sinde, pankreas kanserlerinin

Tablo 1. insan Kanserlerinde H-Ras, N-Ras ve K-Ras Gen Miitasyonlari

ise yaklasik %60’inda goriilmesi son derece g¢arpcidir,
ve bu bulgular Ras onkogenlerindeki mutasyonlarin
kanserlesmenin erken safhalarindaki énemli roliine isa-
ret etmektedir (bkz. Tablo 1).

Ras proteinlerinin GTP molekiiliinii bagladiklar1 ve ig-
sel GTPaz aktiviteleri oldugu 1980°li yillarda ortaya ¢i1-
karilmigtir [15]. Ras onkoproteinlerini aktive eden mu-
tasyonlarin, proteinin GTPaz aktivitesini bozarak GTP
hidrolizini engelleyen mutasyonlar olduklari, ve bu-
nun sonucunda normal dis1 aktivitelere sahip Ras-GTP
formlarinin birikerek hiicre ¢ogalmasini tetikledikleri
yine bu yillarda elde edilen bulgularla ortaya konulmus-
tur [16-18]. Yine 1984°de yayinlanan bir ¢aligma, Ras’in
GTP hidrolizi aktivitesinin EGF’e baglh olarak arttigi-
n1 gostermis ve Ras aktivitesinin bu proteinle etkilesen
baska proteinler tarafindan kontrol edilebildigi ile ilgi-
li 6nemli veriler sunmustur [19]. Ras aktivitesinin, bu
proteine 0zgii antikorlarla bloke edildigi ¢alismalarda,
Ras’in hiicre dis1 mitojenler tarafindan aktive edilen sin-
yal iletimindeki 6nemli rolii agik¢a ortaya konulmustur.
Bu calismalar ilk defa, NIH 3T3 fibroblast hiicrelerinin
serum varliginda ¢ogalmasinin, ve PCI12 hiicrelerinin
bliylime faktorleri varliginda farklilasmalarinin Ras’in
aktivasyonu yolu ile oldugunu gostermistir [20,21].

Bu derlemede, oncelikle Ras aktivasyonunun molekiiler
mekanizmasi lizerinde durarak, Ras G-proteinlerinin is-
levlerini bu proteinleri etkinlestirerek ve etkisizlestire-
rek diizenleyen temel faktorleri anlatacagiz. Daha sonra,
Ras’in efektorleri ve aktive ettigi sinyal iletim yolaklari-
na deginerek, bunlara detayli 6rnekler vermeyi amagli-
yoruz. Son olarak, Ras proteinlerinin onkogenezdeki ro-
line deginerek, mutasyona ugramis Ras proteinlerinin
kanserlegsmedeki etkilerini inceleyecegiz.

Kansegl;gao:: uveya H-Ras miitasyon % K-Ras miitasyon % N-Ras miitasyon %
Safra yolu % 0 % 33 % 1
idrar kesesi % 11 % 4 % 3
Meme % 0 % 4 % 0
Serviks % 9 % 9 % 1
Kolon % 0 % 32 % 3
Endometriyum % 1 % 15 % 0
Bobrek % 0 % 1 % 0
Karaciger % 0 % 8 % 10
Akciger % 1 % 19 % 1
Melanoma % 6 % 2 % 18
Miyeloid 16semi % 0 % 5 % 14
Over % 0 % 17 % 4
Pankreas % 0 % 60 % 2
Tiroid % 5 % 4 % 7

Veriler Sanger Enstitiisii Kanser Somatik Miitasyonlar1 web sitesinde bulunmaktadir (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/; ayrica

bkz. [14]).
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Ras Aktivasyonunun Molekiiler Mekaniz-
masi

Ras protein ailesine dahil olan kiigiik GTPaz’lar hiicre
biyolojisinin her alaninda son derece kritik roller {ist-
lenerek, hiicrelerin boliinmesini, farklilagsmasini, hiicre
ici protein trafigini (tasinmasini), hiicre iskeletinin or-
ganizasyonunu, biiylime faktorii sinyal iletimini, ve gen
ifadesini diizenlemektedirler [22,23]. Ras ailesi protein-
leri GTP bagli veya GDP bagli formlar ile, iki konfor-
masyon arasinda gidip gelerek hiicre igerisindeki gesitli
proteinleri etkiler ve onlarin da konformasyonlarinin
degismesine ve fosforilenmelerine yol agarak hiicre igi
sinyal iletimini tetiklerler (Sekil 1) [24;]. ayrica bkz.
Sek. 1Ras’in baglanan GTP’yi hidrolizinden sonra, pro-
teine bagli kalan GDP’nin uzaklastirilmasi i¢in Guanin
Degisim Faktorlerine (GEF; Guanine Exchange Factor)
ihtiyag¢ vardir. GEF proteinleri Ras-GDP ile etkilesir ve
GDP’nin proteinden uzaklasarak, Ras’in hiicre i¢i deri-
simi daha fazla olan GTP’yi baglayabilmesine olanak
tanirlar [25]. Baglanan GTP Ras’in igsel GTPaz aktivi-
tesi ile ve bunun yani sira, Ras’a baglanan GTPaz Ak-
tive edici Proteinler’in (GAP) etkisi ile hidrolize ugrar
[26,27]. Ras’in GTP baglh konformasyonu, bu proteinin
baglandig1 sinyal iletiminin daha alt basamaginda bulu-
nan molekiillerin (efektdrlerin) de konformasyonel degi-
siklik gegirmelerine ve fosforillenerek sinyal iletimine
katilmalarina yol agar [24]. Bu durum, Sek.il 1’de “htic-

“KAPALI" GDP
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re ici etki” olarak gdsterilmektedir. Efektor proteinlerin
aktivasyonu ile ilgili bulgular bir alt boliimde ayrintili
olarak sunulmaktadir (bkz. Ras’in efektérleri ve Ras
sinyal iletim yolagn).

Hiicre zarinda bulunan ve i¢sel tirozin kinaz aktivitele-
ri olan, veya diger tirozin kinazlarla etkilesimleri olan
reseptorlerden gelen sinyaller Ras proteinlerinin akti-
vasyonuna yol acarlar [28]. Bu modellerde, Ras’in akti-
vasyonunu saglayacak ve iglerinde Ras’a 6zgiin GEF (en
iyi bilinen 6rnegi SOS-1), adaptor protein Grb2, ve Ras
bulunan komplekslerin tutunmasi i¢in fosfotirozinlerin
gorev yaptig1 kabul edilmektedir. Tirozin kinazlarla
dogrudan etkilesimleri olmayan Serpentin reseptorleri
ise, src-benzeri kinazlari, veya ligandlardan bagimsiz
olarak reseptor kinazlari aktive etmek sureti ile Ras ak-
tivasyonuna yol agarlar [29,30]. Kalsiyum iyonlari (Ca*")
ve diasilgliserol (DAG) molekiilleri ise Ras’i, dogrudan
Ras’a 6zgiin GEF’leri aktive etmek sureti ile etkin hale
getirmektedirler. Buna bir 6rnek olarak, 6zellikle beyin
dokusunda ifadesi goriilen ve Ca®" bagh kalmodiilin
molekiilleri tarafindan dogrudan aktive edilen RasGRP
(Ras-Guanine Release Protein) ile etkilesmek sureti ile
ortaya ¢ikan Ras aktivitesi verilebilir [31]. RasGRP ayni1
zamanda DAG molekiilleri ile arasindaki dogrudan etki-
lesimlerle de etkin hale gelir, ve ifade edildigi dokularda
Ras aktivitesine yol acar [32].

GDP
“_A(;I Kﬂ'

Sekil 1. Ras ailesi G-proteinlerin islevsel dongiileri. Semada mor renk ile isaretlenmis G-proteinler GTP (kirmizi elips) bagli olduklart durumda
etkindirler ve bu hallerde hiicre i¢i etkileri ortaya ¢ikar. Sekilde mavi tiggen ile gosterilmekte olan GAP’lar GTP-bagli Ras ailesi G-proteinleri
ile etkileserek GTP hidrolizini tetiklerler ve gamma fosfatin (sar1 yuvarlak) uzaklasarak GTP’nin GDP’ye (turuncu elips) doniisiimiinii saglarlar.
Bu hallerde, GDP-bagli G-protein etkisini kaybeder ve sinyal iletim sistemi “kapali” konuma gelir. Semada yesil renkli altigen ile gozterilen
GEF’ler ise G-proteine bagli kalmis olan GDP’nin uzaklasarak yerine GTP baglanmasini saglayarak sistemi yeniden etkin konuma getirirler ve

sinyal iletiminin yeniden “a¢ik” hale gelmesini saglarlar.
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Ras’in Efektorleri ve Ras Sinyal iletim Yo-
lag1

GTP bagli konformasyondaki Ras ailesi proteinleri, sin-
yal yolaginin alt basamaklarinda bulunan efektor prote-
inlere dogrudan baglanarak bu proteinleri (efektorleri)
aktif hale gegirirler. Cok sayida proteinin aktif GTP-
Ras’a baglandig1 literatiirde belirtilmektedir. Ancak
bunlarin igerisinden sadece belirli bir sayida protein igin
Ras efektorii olduklarina dair biyokimyasal ve genetik
bulgular ortaya konulabilmis ve efektor olduklar: kesin
sekilde bilimsel verilerle ortaya konulmustur [24,33].
Bilinen Ras efektorlerini su ii¢ gruba ayirmak dogru
olur: 1) RAF (“Ras Associated Factor”) ve MAPK/ERK
(“Mitogen Activated Protein Kinase” ve “Extracellu-
lar Signal Regulated Kinase) kaskadindaki efektorler;
2) Fosfoinozitid-3-kinaz (Phosphoinositide-3-kinase;
PI3-K) ve Ral (“Ras-like”; Ras benzeri protein) kaska-
dindaki efektorler; 3) Cesitli farkli fonksiyonlara sahip
Ras efektorleri.

Rafl, Ras efektorii olarak tanimlanan ilk proteindir [34].
Memelilerde A-Raf, B-Raf ve Raf-1 olarak adlandiril-
mis ¢ tane Raf izoformu vardir. Aktif haldeki GTP-Ras,
bir serin/treonin kinaz olan Rafl’in fosforillenmesine
yol acar, ve MAPK/ERK (MEK) ile baslayarak ERK1/2
ile devam eden ve E26-transkripsiyon faktoriiniin (ETS)
aktivasyonuna yol acan sinyal yolaginin fosforillenme
selalesi ile aktive olmasini tetikler [35]. Kontrolsiiz ola-
rak aktif hale gelen Raf-MEK-ERK sinyal iletiminin
kemirgen hiicre hatlarinin onkogenik transformasyonu
icin yeterli oldugu, ve benzer bir bozulmanin insanda
kanserlesmeye yol agtig1 gosterilmistir [36,37].

Ras’in efektdrii olarak tanimlanabilen bir diger protein
PI-3 kinazdir. Bu enzim, diizenleyici rol oynayan p85 ve
katalitik aktiviteye sahip olan pl10 proteinlerinden olu-
san bir heterodimer olarak gorev yapar. GTP-Ras, dog-
rudan pl110°a baglanarak heterodimeri etkinlestirir [38].
Ayni Raf1 6rneginde oldugu gibi, PI3-K aktivitesinin de
Ras’a bagli onkogenik transformasyon i¢in gerekli ol-
dugu tamimlanmstir [38]. Ote yandan, Ras’in apoptozu
engelleyici etkilerinin de PI3-K proteininin AKT (ser/
tir kinaz)/Protein Kinaz B ve bir transkripsiyon faktorii
olan NF-xB proteinleri iizerinden ¢alisan kontrollii hiic-
re 6limii (anoikis) karsiti rolii ile agiklanmaktadir [39].
Once maya ikili-hibrid deneyleri, bunun ardindan da ya-
pilan bagisik-¢okeltme deneyleri ile, Ras benzeri (Ras-
like) bir GTPaz olan Ral’in aktivasyonuna yol agan bir
niikleotid degisim faktorii (RalGEF) olan RalGDS pro-
teininin de Ras’in efektdrleri arasinda oldugu ortaya ko-
nulmustur [40,41]. Buna ek olarak, bu proteinin homo-
loglar1 Rgl ve RIf’nin de Ras efektorleri oldugu ve her
ii¢ proteinin de (RalGDS, Rgl ve RIf) Ral {izerinde niik-
leotid degisim etkilerinin oldugu gosterilmistir [42-44].
Ilging bir sekilde, Ral’in insiilin ve epidermal biiyiime
faktorii (“epidermal growth factor; EGF”) varligindaki
aktivasyonu, dominant-negatif Ras proteinleri tarafin-
dan inhibe edilmis ve bu sonug¢ Ral-RalGDS yolaginin
Ras’in altinda ¢aligtigini kanitlamigtir [45].
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Yapilan ¢alismalarda, yukaridaki efektorlere ek ola-
rak FosfolipazC-epsilon (“Phospholipase-Ce”; PLCe),
T-hiicreleri invazyon ve metastaz faktori-1 (“T-Cell
Invasion and Metastasis-1”; TIAM-1), Ras etkilesim/
girisim proteini (“Ras interaction/interference prote-
in-17; RINI1), Afadin Proteini (AF-6), ile Ras etkilesim
bolgesi bulunan proteinler ailesinin de (“Ras association
domain-containing family”; RASSF) Ras efektorleri ol-
dugu belirlenmistir. Kelley ve arkadaslarinin ¢aligmasi
[46], PLCe proteininin Ras’in dogrudan efektorii oldu-
gunu gosteren 6nemli bir ¢aligmadir. PLCe aktivasyonu,
fosfatidil-inozitol(4,5)-fosfat’in  inozitol-1,4,5-trisfosfat
ve DAG’a dontismesine ve bdylece sirasi ile Ca*" sali-
nimina ve PKC’nin aktivasyonuna yol agmaktadir [33].
Ote taraftan, TIAM-1 proteininin de bir Ras efektérii
oldugu Lambert ve arkadagslari [47] tarafindan belirlen-
mistir. TTAM-1 geni delesyona ugratilmis fareler Ras
yolagiin aktivasyonu ile olusan deri kanseri tiiriine
dayanikli hale gelmis, bu sonug¢ da bahsedilen deri kan-
serlerinin Ras aktivasyonu ile ortaya g¢ikabilmesi i¢in
TIAM-1 proteinine ihtiya¢ oldugunu, dolayisi ile TITAM-
I’in Ras yolaginin bir pargasi olarak gorev yaptigini or-
taya ¢ikarmistir [47,48]. Bunlara ek olarak, AF-6, RIN1
ve RASSF proteinleri Ras efektorleri olduklar1 gosteril-
mis olmakla beraber, yukaridakilere kiyasla islevleri ile
ilgili daha az bilimsel veriye erisilmis faktorlerdir. Bu
efektorlerden AF-6, mikrotiibiil ve aktin baglayici pro-
tein motifleri tagimaktadir, ve hiicre iskeleti ile etkile-
serek hiicrenin polaritesini belirlemektedir [49,50]. Bir
baska efektor olan RIN1’in ise Ras’a yiiksek afinite ile
baglanarak Rafl ile bir yarisa girdigi, dolayisi ile Raf-
MEK-ERK yolagina antagonist olacak sekilde calistig1
belirlenmistir [51]. Bu grupta ele aldigimiz {igiincii tiir
efektor olan RASSF proteinlerinin ise memelilerde
MST1 ve MST?2 ile etkileserek siklin E (cyclin-E) akti-
vitesini engelledigi, ve hiicre dongiisiiniin durmasina ve
apoptoza yol agtig1 gosterilmistir [52,53].

GEF ve GAP Proteinlerinin Ras Aktivitesi-
nin Diizenlenmesindeki Rolii

GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factors/Guanin
Niikleotid Degisim Faktorii) ve GAP (GTPase Activating
Proteins/GTPaz Aktive Edici Proteinler) proteinleri Ras
ailesine bagh kiiciik-GTPaz enzimlerinin aktivitelerini
kontrol ederek hiicresel islevleri diizenleyen proteinlerdir.
Genel olarak GEF’ler GTPaz’lara bagli kalan GDP’nin
uzaklasarak yerini GTP’ye birakmasini, GAP’lar ise
G-proteinlerdeki icsel GTP hidroliz aktivitesine ek olarak
GTP hidrolizinin artmasini (bazen tetiklenmesini) sag-
layan proteinlerdir [54]. Onemli bir nokta, GEF’lerin ve
GAP’larin ¢ok bolgeli ("multidomain’) proteinler olus-
lar1 ve bu protein bolgelerinden bazilari sayesinde hiicre
disindan gelen sinyallere bagli olarak aktivitelerinin dii-
zenleniyor olmasidir [55]. GEF ve GAP’larin aktivitele-
rinin bu sinyallere bagli diizenlenmeleri, G-proteinlerin
aktivitelerini de diizenlemekte, ve bir anlamda hiicre
disindan gelen sinyallerin G-proteinlere aktarilmasini
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saglamaktadirlar. Yukaridaki caligmalardan elde edi-
len sonuglara gére GEF/GAP proteinlerinin etkinlikleri
translasyon sonrast modifikasyonlar, ikinci habercilerin
baglanmasi, protein-protein etkilesimleri, protein-lipid
etkilesimleri gibi etkilesimlere bagl olarak degismekte
ve bu da kendi kontrolleri altinda olan G-proteinlerinin
aktivitesine yansimaktadir. Bu etkilesimler sonucunda
GEF/GAP aktiviteleri ii¢ sekilde diizenlenmektedir: 1)
GEF/GAP’larin hiicre igerisinde 6zel bir bolime veya
endoplazmik retikulum veya Golgi gibi organellere
translokasyonu ve buradaki bir G-proteininin aktivasyo-
nu; 2) proteinin bolgesel olarak modifiye olmasi ve oto-
inhibisyona yol agan bir bdlgenin pozisyon degistirerek
GEF/GAP’larin aktive olmasina (ve etkiledigi G-proteini
aktive etmesine) olanak tanimasi; 3) katalitik bolgede
alosterik degisimlerin olusarak GEF/GAP ile G-protein
arasinda etkillesiminin olanakli kilinmasi [55].

Ras Mutasyonlarinin Onkogenezdeki Rolii

Ras genlerinde aktivasyona yol acan mutasyonlarin
tim insan kanserlerinin %30’unda goriildigiini yuka-
rida vurgulamistik [14]. Aslinda nérofibramin-1 (NFI)
ve PTPNII genlerinde olusan ve Ras yolagi aktivitesini
bozan mutasyonlar, bu yolagin aktivitesindeki artisla-
rin sadece kansere degil, gelisimsel bozukluga yol acan
hastaliklarin olusumuna da etki edebildigini gostermek-
tedir [56,57]. Degisik Ras genlerindeki mutasyonlarin
farkli kanserlerde yaygin olarak ortaya ¢iktiklari belir-
lenmistir. Ornegin K-Ras mutasyonlar1 pankreas, kolo-
rektal, endometriyal, safra yolu, akciger, ve serviks kan-
serlerinde daha sik goriilmekteyken, K-Ras ve N-Ras
mutasyonlarina miyelomalarda, N-Ras ve H-Ras mutas-
yonlarina da sirast ile melanomlarda ve idrar kesesi kan-
serlerinde rastlanmaktadir (bkz. Tablo 1; [58,59]). Cogu
durumda, amino asit degisikligine yol agcan somatik mu-
tasyonlar Ras proteininin 12, 13, ve 61’inci amino asit-
lerinde tespit edilmektedir. Bu mutasyonlar, proteinin
GTPaz aktivitelerini bozmakta ve GAP’lara kars1 direng
gelisimine yol agarak GTP-bagl formda kalan mutant
Ras proteinlerinin hiicrede birikimine yol agmaktadirlar
[60]. H-Ras ve ona bagli GAP proteinlerinin (pl20GAP)
lic boyutlu yapilarinin belirlenmesi, onkogenik Ras pro-
teinlerinin aktivasyon mekanizmalar1 ile ilgili 6nemli
bilgiler vermistir [27]. GAP proteinlerinde son derece
korunmus olan bir arjinin (arjinin parmagi olarak da
bilinmektedir) Ras’in fosfat baglayict bolgesi ile etki-
lesmektedir. Bu etkilesim, Ras-GTP hidroliz asamasina
gecisin kararliligini saglayarak hidroliz reaksiyonunun
katalizlenmesine yol agar. Glutamin 61, GTP hidrolizi
icin gerekli oldugundan, bu pozisyondaki bir degisiklik
GTP hidrolizini bloke etmektedir [61]. Benzer bir sonug,
yani Ras’in beklenmedik sekilde aktivasyonu, glisin 12
pozisyonunun prolin disiinda herhangi bir amino aside
doniistiigli mutasyonlarda da goriilmektedir. Ras’in 12.
kodonundaki degisiklikler, katalitik arjinine dokunacak
etkiler yapmakta ve GTP-GDP déniisiimiinii bloke et-
mektedirler [62,63].
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Onkogenik Ras proteinleri, kendi altlarindaki efektor
proteinlerin aktivitelerini etkileyerek yolagin normal dist
calismasina ve kanser hiicrelerinin kontrolsiiz hiicre bi-
ylimesi, kontrolsiiz farklilasma ve apoptoza diren¢ gibi
ozellikler kazanmalarina yol acarlar. Yapilan ¢aligmalar
PI3-K, Raf-MEK-ERK ve RalGDS efektorlerindeki ak-
tivasyonlarin hepsinin Ras tarafindan indiiklenen hiicre
transformasyonuna etki ettigini gostermistir [64]. Ras’taki
12. kodon (glisin) degisikliklerinin tamami hiicre trans-
formasyonuna yol agmakla birlikte, farkli mutasyonlarin
hiicre morfolojileri iizerindeki etkilerinin farkli oldugu be-
lirlenmistir. G12V ve G12R miitanlarinin ¢ok etkili trans-
formasyon fenotipleri varken, G12S ve GI12D mutasyon-
larinin transformasyon etkileri olmakla beraber bu etkiler
daha az belirgindir [65]. Bu noktada ifade edilmesi gere-
ken, Ras ifade diizeyinin, hiicre orijini ve 6zelliklerinin, ve
diger bazi genlerdeki degisikliklerin Ras miitasyonlarinin
sonuglaria 6nemli etkiler ettiklerinin bilinmekte oldugu-
dur. Aslinda primer hiicrelerde ifade ettirilen onkogenik
Ras, hiicrelerdeki pl6™k4, pl9NK4d ve TP53 genlerinde
fonksiyonlarini1 bozan mutasyonlar olmadig1 durumlarda
senesansa yol agmaktadir [66]. Deney fareleri ile yapilan
calismalarda, onkogenik K-Ras®'?P veya K-Ras?V alelle-
rini tam olarak K-Ras lokusundan ifade eden transgenik
hayvanlarin akciger kanseri ve T-hiicre lenfomasina ya-
kalandiklar1 belirlenmistir [59]. Mutan K-Ras alellerinin
doku spesifik olarak ifade edildigi transgenik farelerde,
gelisen pankreastaki ifadelerinin pankreas kanseri oncii
lezyonlarina yol a¢tig1 belirlenmistir [67]. Interferon kont-
roliinde olacak sekilde Mx1 promotoru kontroliine yerles-
tirilen mutant K-Ras alelleri, hematopoetik hiicreler ve
interferona yanit veren diger hiicre tiplerinde ifade edil-
diklerinde, transgenik hayvanlarin tamaminin insan jiive-
nil ve kronik myelomonositik 16semi (MMM ve KMML)
modelleri olusturacak sekilde myeloproliferatif bozukluk-
lar gelistirdikleri belirlenmistir [68,69].

GEF ve GAP proteinlerinde ifade veya protein aktivitesi
diizeylerinde olusabilecek diizenlenme bozukluklar1 da
Ras ailesi G-proteinlerinin aktivitelerini farkli sekilller-
de bozarak farkli dokularda kanser olusumunu ve me-
tastaz1 tetikleyebilir ve/veya hizlandirabilirler [70]. Bu
nedenlerle ¢esitli GEF ve GAP proteinlerinin de ilag he-
defleri olarak ele alinarak, bunlarin aktivitelerini modiile
edici kiiciik molekiiller aranmasi, yeni ilaglarin kesfine
yol agacak deneysel yaklagimlar olarak ele alinmaktadir.

Sonug¢

Ras ve Ras ailesi proteinleri hiicre i¢i sinyal iletimin
anahtarlar1 olarak gorev yapmakta, ve hiicrelerdeki
¢ogalma, farklilagsma, ve hiicre 6liimii fonksiyonlarini
diizenlemektedirler. Ras proteinleri, kiitlelerine (yakla-
sik 21 kD) ve enzimatik aktivitelerine bakilarak kiiglik
GTPaz’lar olarak adlandirilmiglardir. Ras aktivitesi GTP
hidrolizi ile kontrol edilir, ve GDP bagl formu etkisiz-
ken, GTP bagli formu etkin bir enzim olarak gorev yap-
maktadir. Bu aktivitenin diizenlenmesinde GTPaz Akti-
ve edici Proteinler (GAP), ve Guanin Degisim Faktorleri
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(GEF; Guanine Exchange Factors) gorev alirlar. GAP ve
GEF’ler ¢esitli ligandlara bagli olarak farkli hiicre tiple-
rinde aktive olur, ve kontrolleri altindaki G-proteinlerin
etkilerini diizenlerler. Buna bagl olarak ortaya ¢ikan et-
kilesimlerde, efektor proteinler fosforillenerek etkin hale
geger ve sinyal iletim yolaklarinin ¢aligmasini saglarlar.
Bu yolaklar arasinda en bilinenleri MAPK/ERK, ve
PI3-Kinaz sinyal iletim yolaklaridir. Ras genlerinde ak-
tivasyona yol agan mutasyonlar hiicre ¢gogalmasini tetik-
lemekte olup, yapilan tiim caligmalar bir araya getirile-
rek incelendigi zaman bu tiir mutasyonlarin insanlardaki
kanserlerinin %30’unda goriildiigii belirlenmektedir.
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