RAS PROTEINLERI
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Tarihce
1964: Harvey murin sarcoma viriisii (HaSV) rat
tiimorlerinden izole edilmistir

1967: Kirsten murin sarcoma virus (KiSV) rat
tiimorlerinden izole edilmistir

1979: HaSV ve KiSV’in transform genleri normal
genlerle uyum sagladig: tanimlanmis

— Viral ve selliiler ras genleri 21 kDa p21 proteinleri
kodlamaktadir

1980: Viral H-Ras GTP-baglayici proteindir

1982: Mutant ve transtorm H-Ras ve K-Ras genleri,
insan kanserlerinde Ras’in tek a.asit degisimi ile
aktive oldugu bulunmustur.



* 1984: Ras tranformasyon i¢in membranla
birlesmesi gerekir

— Mutant Ras intrinsik GTPaz aktivitesini
sekteye ugratmaktadir

- EGF stimiilasyonu Ras aktivasyonuna neden
olmaktadir

e 1987: Ras GAP aktivitesi bulundu ve mutant Ras
GAP-duyarsizdir

- Ras transgenik farelerde tiimore neden
olmaktadir

* 1988: Ras’in kristal yapisi ve switch I ve 11
konformasyon bolgeleri tamimlandi

e 1992: Memeli Ras GEF'ler tanimlandi
e 1993: Raf, Ras effektori olarak tanimlandi



1994: PI3K Ras transtormasyonunda kritik effektor
olarak tanmimlandi

— Ral GEF’ler Ras efektorleri olarak tanimlandi

1995: Ras transtformasyonu i¢in Rho GTPaz
gerekmektedir

1997: K-Ras fare gelisiminde gereklidir
1999: Ras, timdor gelisiminin siirdiirtilmesi i¢in
gereklidir

2001: Somatik K-Ras aktivasyonu farelerde akciger
kanserine neden olmaktadir

2002: Ral GEF effektorleri insan hiicrelerinde Ras
transformasyonu igin yeterlidir

2005: Bir gen ekspresyon profili, insan ve fare
akciger kanserinde K-Ras aktivasyonu
tanimlanmastir



Onkogen olarak H-Ras geni

* Harvey Sarcoma Viriisiin kuvvetli tiimor indiikleyici

aktivitesi i¢in sorumlu viral genlerin orjini, rat selliiler H-ras
geninden tliremistir

* Harvey ve Kirsten'in tamimladigi Ras genleri H-ras ve K-ras
olarak adlandirilmistir. Bunlarin onkogenik Ozellikleri
sorumlu viral onkogenler ile uyum saglamakta ve intrinsik
guanin niikleotid baglayan enzimleri kodlayan rat genlerini
ve GTPaz aktivitesini degistirmektedir.
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* Viral onkogenlerin en inliisii olan Src ve Ras
onkogenleri ¢cok genis bir aileden olusmakta, normal
selltiler genlerin farkli yonleri retrovirtisler tarafindan
kuvvetli onkogenlere doniistiirtilmektedir. Bu bulus
Bishop ve Varmus’a 1989 yilinda Fizyoloji Nobel
odilunt kazandirmastir.

e Insan mesane karsinoma DNA’sinda tespit edilen
transform mutant gen H-ras genidir



Ras Proteini

* Monomerik GTPazlarin Ras stiperailesi i¢cinde
Ras ailesi biiytime regiilasyonu ve hiicre
Eroliferasyonu ile baglantisindan dolay1 yillarca

tiytik ilg1 cekmistir.

* Ras proteinleri tirozin kinaz aktivitesi ile
birlesmis reseptorler ve tirozin kinaz reseptorleri
ile alinan biiytimeyi tesvik edici sinyalleri
islemekte ve bunlar1 hiicre icine iletmektedir.

* Ayrica Ras aile tiyeleri G-proteinle eslesmis
reseptorlerden ve diger monomerik GTPazlardan
sinyalleri transdiike etmektedir.
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* Simdi, Ras protein sinyali sadece hiicre
biiytimesini degil, hiicre differansiyasyonunu,
hiicre morfolojisini ve apoptozisi etkiledigi
bulunmustur. Bu etkilerin cogu
transkripsiyonda Ras sinyalini indiikleyeci
degisimler boyunca gelismektedir.

* Hiicre regiilasyonunda Ras proteinlerinin 6nemi
1980’11 yillarin basinda anlasilmistir. Insanlarda
biitiin solid tiimorlerin %30'unda , Ras protein
veya p21 olarak isimlendirilen 21 kDa tirtinii
kodlayan Ras geninde bir mutasyon
tanimlandiktan sonra olmustur.
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RAS PROTEINLERI

* Biuiytime

e Farklilasma

* Morfogenezis

* Vezikiiler kontrol

* Sitoskeleton olusumunda 6nemli rol oynar



* Ras siiperailesinin tiyelerinin biyolojik
fonksiyonlarindan ¢ogu spesifik sinyallerin
alindig1 ve daha ileriye aktarildig: hiicre
membranin sitoplazmik kenarina baghdar.

* Bu dogrultuda, Ras stiperailesi tiyeleri lipid
tutucu olarak islev géren ve membranla
birlesmis yapisal 6zellikleri vardair.

* Ras stiperailesi tiyeleri regiilator GTPaz
sikltisunda tek yonde yonlenmektedir



Heterotrimerik G proteinin alfa subunitlerine benzer
olarak Ras ailesi proteinleri, GDP veya GTP nin
baglandig: ikili molekiiler switch olarak sirasiyla
“oft” veya “on” pozisyonunda kontrol edilmektedir.

Bu proteinler GDP ve GTP baglanmasi ve GTPaz
hidrolizi i¢in ytiiksek afiniteye sahiptirler.

Bununla birlikte intrinsik GTP hidrolizi ve
GDP/GTP degisim aktivitesi diisiik, ekstraselliiler
stimtilasyonu takiben hizlidir. Bu nedenle GDP/GTP
siklusu iii temel regtilator protein sinif1 ile kontrol
edilmektedir.

1. Guanin niikleotid exchange faktor (GEF)

2. GTPaz aktive edici proteinler (GAP)

GTP bu proteinlere baglandig1 zaman
konformasyonel degisim olmakta ve hedef
downstream effektorler ile etkilesmesine olanak
vermektedir.
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* GTPaz-aktiviting proteins: GAP

- Aktif GTP-bagli durumun 6mrii GAP proteinleriyle azaltilabilir.
GAP’larin birincil fonksiyonu sinyal yayilimini negatif olarak
regiile etmektir

* Guanin nukleotid exchange factors: GEF

— Inaktif GDP durumundan aktif GTP durumuna gecis,
proteinlerle GDP baglarini kopararak hizlandirabilir. GEF'ler Ras
stiperailesi tiyelerinin fonksiyonunda temel rol oynamaktadir.

e [nhibitors of Guanin nukleotid dissociation: GDI

- Rab ve Rho/Rac ailesi proteinleri GDP'nin baglarinin kopmasini
onleyerek ve GDP baglanmasim saglamaktadir. Bu karakteristeki
proteinler GDI olarak bilinmektedir. GDI'lar sitozolde yerlesmis,
ve Rab ile Rho/Rac proteinleri baglamaktadir. Bu yolda GDI'lar
GDP baginin erken kopmasi ve GTPaz’larin intraselliiler
translokasyonunu esnasinda prematiire niikleotid exchange
onlenebilir.
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* GAP ve GEF Ras stiperailesinde belirli bir altaileye
spesifiklik gostermektedir ve belirgin Ras siiperailesi
tiyelerine etki eden farkh ¢ok sayida GAP ve GEF'ler
bilinmektedir

— Bir 6rnek olarak, memelilerde Rho proteinlerin altailesine
spesifiklik gosteren en az 9 farkli GAP vardir

* Ras siiperailesinin tiyelerinde yapilan bircok calisma
gostermistir ki niikleotid degisiminin temel
mekanizmasi ve GTPaz etkisi farkl stiperaile tiyeleri
arasinda ¢ok iyi korunmustur. Ras switching durumu
sinyal transdiiksiyonu i¢in korunmus bir modiildiir.

* Herbir altaile tiyeleri dogada yiiksek oranda degisken
olan akraba GEF’ler, GAP’lar ve etfektor proteinler ile
spesifik etkilesimleri olan spesifik yapisal insersiyonlar
veya delesyonlar ile ayirt edilir.



Ras ailesi:

* Bu aile tiyeleri Ras ile iligkili veya Ras-benzeri
proteinlerinden (6r, Rap proteinleri ve Ral
proteinleri) olusmaktadir.

* Bu proteinlerin en 6nemli fonksiyonu gen
ekspresyonunda sinyallerin gecisi i¢cin membranin
bir ucundan diger ucuna baglanti kurmaktadr.

* Boylece hiicrelerin proliferasyonu, biiytime ve
differansiyonu saglanmaktadair.

* Ras proteininin biyolojik ve regiilasyon
fonksiyonu yaygin bir sekilde ¢alisilmis ama Ras

ile iliskili proteinlerin fonksiyonu hakkinda
bilinenler azdr.



Rho ailesi:

Bugitine kadar Rho ailesinin en az 14 tiyesi
tanimlanmaistir.

Rho/Rac/CDC42 proteinlerinin major fonksiyonu
memeli hiicrelerde ekstraselliiler sinyallerin (6r, Growth
faktor, stres) yanitina sitoskeletonun regtilasyonunu
saglamaktadir.

Aktin polimerizasyonu gibi etkiler ile Rho ailesi tiyeleri
sinyal olusturarak hiicre motilitesi, hiicre adezyonu,
sitokinler ve hiicre sekil degisikligi gibi temel selliiler
fonksiyonu etkilemekte ve kontrol etmektedir.

Sinyal yayilimi i¢cin Rho proteinlerin aktivasyonu
enellikle buyiik bir kismi1 tanimlanmis olan spesifik
EF ile olmaﬁtadu‘. Sinyaller bunlarin sadece birkagi
tanimlanmis olan PI3-kinaz ve MAP kaskadinin protein
kinazlarini iceren cesitli downstream effektorlere GTP-
bagh proteinler ile ge¢cmektedir.



Rab ailesi:

Bu protein ailesi biitiin hiicrelerde bulunmaktadir.
Ras siiperailesinin en genis dalli proteinleridir.

Rab proteinleri clathrin-kapl vesikiilleri iceren
endositozisi ve ekzositozis gibi vesikiillerin
flizyonunu, hedetleme ve tomurcuklanmay regiile
etmekte ve etkilemektedir.

Bu fonksiyonlari esnasinda Rab proteinleri sitozol
ve hiicre membramni arasinda donmektedir ve bu
dongti bir GDP/GTP dogiisii tizerine oturmaktadir.

Bu nedenle Rab proteinlerinin sitozolik havuzu GDI
proteinlerle GDP-baglh durumu korunmaktadir.
Cesitli effektor proteinleri gibi Rab proteinleri igin
spesifik GAP ve GEF'ler tanmimlanmistir.



Sar/Arf ailesi:

* Sar ve Arf proteinleri Golgi aparati ve ER
arasinda Cop-kapli (Cop, coat protein) vesikiil
olarak adlandirilan spesifik vesikiillerin
transportunda iglev géren homolog
proteinlerdir.

* Rab proteinlerine benzer olarak Sar/ Arf aile
tiyeleri sitozolik ve membranla birlesmis formu
arasinda donmektedir.

e Bu siklus GDP- ve GTP-bagli durumu arasinda

ecis ile kontrol edilmektedir ve bu durum GEF
1le GAP’larin etkileri ile olmaktadair.




Ran ailesi (Ras ile iliskili niikleer protein)

* Ran proteini niikleositoplazmik transportun énemli
bir komponentidir. Insan hiicrelerinde Ran’in
sadece bir geni vardir.

* Niikleositoplazmik transportta Ran proteinleri
cesitli eksport ve import reseptorleri ile dongiisel bir
bicimde etkilesmektedir ve boylece niikleous ici ve
disina kargo proteinlerin transportuna olanak
saglamaktadir.

* Dongiisel transportun énemli bir 6zelligi Ran i¢in
GEF ve GAP’larin asimetrik bir dagiliminin neden
oldugu doniistim, sitoplazma ve niikleous arasinda
Ran'nin GDP- ve GTP-bagli formlarimin asimetrik
dagilimidar.






Ras Proteinin Onemi

* Ras proteini 6zelikle onkonogenik mutasyonlara
sensitiftir.

* Ras proteininde Gly12 herhangi bir a.asit
degisimi (pro haric) Ras proteininde timor-
transforming potansiyelini artirmaktadir.

* Ras proteini en iyi karakterize edilmis sinyal
proteinidir.

* Ras geni ve gen iiriinii ilk kez ratlarda
retroviriislerde sarcoma-tip ttimorleri tetikledigi
(Ras=rat sarcoma) bulunmustur.



* Memelilerde en az ii¢ farkli Ras geni vardir

- H(arvey)-ras, K(irsten)-ras ve N(euroblastoma)-ras
geni

- Major olarak K-ras (k-Ras 4B) ve mindr olarak splice
varyant (K-Ras 4A) bulunmaktadir.

- Bu genlerin herbiri onkogenik mutasyonlar insan
timorlerinde bulunmustur.

- Pankreatik kanserde %70-90 mutasyonu siklikta ve
akciger kanserinde 7%20-50 siklikta mutant K-ras geni
bulunmaktadir.

- Bu {i¢ gen iiriinii yiiksek oranda homolog olmasina
ragmen belirgin fonksiyonlar1 vardir

- Bu proteinler ti¢ farkli gen tarafindan kodlanmaktir,



Ras Proteinin Biyokimyasal Ozelligi

ve Yapisi

* Aktif Ras proteinin 6mrii Ras proteinin sinyal-
trandiiksiyon fonksiyonu i¢in ¢ok dnemlidir

e Sadece GTP durumunda bir sonraki basamaktaki
effektdr molekiile sinyal gecisi olmaktadir. Sinyal
transdiiksiyonu i¢in zaman penceresi GTP
hidrolizinin orani ile belirlenmektedir.

e Diistik oranda GTP’'nin hidrolizi ve bu nedenle
aktif GTP durumunun uzun tutulmas: sinyal
transdiiksiyonunun ytiiksek yogunluguna neden
olmaktadir



* GTPaz stimiilasyonu ile zaman penceresinin
rediiksiyonu zayif sinyal transdiiksiyonuna
neden olmaktadir.

e GTP hidrolizinin intrinsik oran ¢ok diistiktiir;
- Ras protein kompleksi ile GDP ¢ok stabildir

* Bununla birlikte her iki reaksiyon sinyal
transdiiksiyon prosessinde Ras-spesifik GEF ve
GAPlar ile hizlanabilir ve bu nedenle bu
proteinler Ras proteinlerin switch
fonksiyonunun temel elementleridir



Ras’in P-Ilmegi




GTPaz'in Aktivasyonu

* Ras-spesifik GTPaz-aktive edici proteinlerin
etkisi altinda, Ras proteinin GTP hidroliz oranin
10°-kat artirabilir

* GTPaz-aktive edici proteinler (GAP’lar), aktif
GTP durumunun 6mrint 6nemli 6lctide
azaltarak Ras proteinin aktif durumunu kontrol
etmektedir

* Bu 6zelliginden dolay1 bunlar Ras proteinin
negatif regiilatorii olarak islev gormektedir.



Niikleotid degisiminin hizlanmasa

* GDP ayrilma orani, bagli GDP'nin ayrilmasini
saglayan GEF tarafindan kontrol edilmektedir
ve bu nedenle Ras proteinin pozitif regtilatorii
olarak islev gdrmektedir.

* Bunlar upstream sinyal proteinlerden veya
protein komplekslerinden sinyalleri almakta ve
bunlar1 Ras proteinine aktarmaktadir.

* GDP/GTP degisimi meydana gelmesiyle, Ras
proteinin aktif GTP durumu olusmakta ve
sinyalin daha uzaktaki downstream effektorlere
yayilimi miimkiin olmaktadir



Ras Proteinin GTP- ve GDP-bagh

Formunun Yapisi

* Regitilator GTPaz'in karakteristik motif dizisi Mg?* ve
guanin niikleotidini baglamaktadr.

* Ras proteinin switch fonksiyonu i¢in ti¢ 6nemli yapi
vardir;
- P-ilmegi:  ve y-fosfatlar1 sarmakta
- Switch I bolgesi: Ras proteinin biyolojik aktivitesi i¢in gereklidir.
Temel fonksiyonu Mg?* ile y-fosfat arasinda H bag1
olusturulmasinda L2 ilmeginin Thr35 rol oynamaktadar.

- Switch I bolgesi: korunmus DXXG motifi icermektedir. Bu
motifin Gly60'1 y-fosfat ile bir H-bag1 olusturmaktadir. Ayrica
GTPaz aktive edici proteinlerle etkilesmektedir.

* Bu ii¢ yapisal element GTP'nin y-fosfati ile baglanti
kurmaktadir.

* GTP'nin hidrolizi ile switch I ve switch II bolgesi
konformasyonel degisime ugramaktadir










GTP
hidrolizi



Mutant Ras Proteinin Yapisal ve

Biyokimyasal Ozellikleri

Insan kanserlerinde Ras geninde mutant onkogenler
siklikla tespit edilmektedir.

Wild-tip Ras proteinleri ile mutant Ras
proteinlerinin biyokimyasal 6zelligi
karsilastirildiginda GTP formunun siiresinin
uzamastyla iliskili olarak onkogenik aktivitenin arttig
gOsterilmistir.

Ras proteinleri 12., 13. ve 61. pozisyondaki
mutasyonlar ile transforming form, onkogenik
olmasina yol agmaktadir.

Gly12 P-ilmeginde bulunmakta ve amino asit
degisimlerine sensivitiftir ve bu pozisyonda insan
tiimorlerinde en sik rastlanan Ras mutasyonudur.






KRAS-mutations in colorectal cancer
COSMIC database Sanger Centre

codon | 12 13 DNA protein aminoacid
WT GGT|GGC Glycine
AGT |GGC | ¢.34G>A | p.G12S Serine
CGT|GGC | ¢.34G>C | p.G12R Arginine
TGT |GGC | ¢.34G>T | p.G12C Cysteine
GAT |GGC | ¢.35G>A | p.G12D Aspartate
GCT|GGC | ¢.35G>C | p.G12A Alanine
GTT |GGC | ¢.35G>T | p.Gl2v Valine
GGT|GAC | ¢.38G>A | p.G13D Aspartate

08 % of the mutations occur in codon 12 and 13
of the exon 2 of the KRAS-proto-oncogene



KRAS-mutation spectrum in colorectal

cancer
COSMIC database Sanger-Centre
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Mutant Ras Proteinin Yapisal ve
Biyokimyasal Ozellikleri

* Onkogenik mutantlarin GTP hidroliz orani wild-
tipe gore ~%90 azalmistir.

e GTP hidrolizinin diisiik oranda olmasinin 6nemi,
wild-tip proteinlere gére GTPaz aktive edici
proteinleri (GAP lar1) artiramamasidir.

* Bu nedenle aktive olmus GTP durumunun uzun stirmesi
wild-tip Ras proteini ve onkogenik mutant Ras proteini
arasinda biiytik farklilik olusturmaktadr.

* Bunun sonucunda timor tranformasyonunu destekleyen
hiicre proliferasyonu yontinde DOMINANT sinyal
olusturabilmektedir



KRAS is THE Biomarker for EGFR-
signaling in colon cancer

Autonome (ligand-independent) signaling downstream of
EGFR after KRAS-mutation



Kanser tedavisindeki rol

* Bu nedenle EGFR blokajinda kullanilan
ilaclar K-Ras mutant olanlarda etkin
olmamaktadar.

e Sonuc olarak bu ilaclarin kullaniminda
prediktif biomarker olarak
kullamilmaktadar.



