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1. Uvod
Od objavenia aktivatnej mutacie ras génu

v nadorovych bunkach l'udi, ktoré odstartovalo intenzivny
vyskum zamerany na pochopenie Struktury, kinetiky
a signalizacie Ras proteinov, ubehlo viac ako 30 rokov.
Pocas tohto obdobia bolo uverejnenych viac ako 40 000
odbornych publikacii popisujucich objavy stvisiace
s ras génmi alebo Ras proteinmi. A hoci by sa zdalo, ze
dana téma je vyCerpana, mesacne sa objavi 200-300 d’al-
Sich prac popisujucich skutocnosti v danej oblasti uplne
nové alebo aspon v novych suvislostiach. V tomto prehla-
dovom ¢lanku prindSame stru¢ny suhrn objavov ostatnych
troch dekad stavajlcich ras gény a Ras proteiny do tlohy
diagnostickych biomarkerov, ato nielen vo vztahu
k nddorovym ochoreniam, ale aj k menej referovanym
vrodenym chybam, ktoré si manifestované ako syndrom.
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2. Struktiira Ras proteinov a ich
posttranslacna modifikacia

Tri ras gény (K-ras, N-ras a H-ras) koduju styri Ras
proteiny (H-Ras, N-Ras, K-Ras4A a K-Ras4B), nizkomo-
lekulové guanozintrifosfatazy (GTPazy), ktoré reguluju

bunkovy rast, diferenciciu, proliferdciu, prezivanie
a bunkovii smrt”.

Okrem K-Ras4B, ktory pozostava Z0
188 aminokyselin, vSetky Ras proteiny su tvorené

zo0 189 aminokyselin®. Ras proteiny maju mimoriadne
podobntl sekvenciu v oblasti domén viazucich efektory,
vymenné faktory a guaninnukleotidy. Jedind oblast’ Ras
izoforiem, ktord vykazuje vyznamné rozdiely v sekvencii
baz, je tzv. hypervariabilny region (HVR) na C-konci pro-
teinov pozostavajuci z 24 aminokyselin. Ten obsahuje dve
signalne sekvencie spolupracujice na cieleni Ras proteinov
k plazmatickej membrane (PM). Prvou z nich je CAAX mo-
tiv (C — cystein, A — alifatickd aminokyselina, X — serin
alebo metionin)**, druhu tvori polybazicky usek Siestich
lyzinovych zvyskov (175-180) v K-Ras4B, alebo cystein
180 v K-Ras4A, 181 vN-Ras, a 181 a 184 v H-Ras™’

(obr. 1A).
Ras proteiny st syntetizované v cytoplazme
na volnych ribozomoch ako prekurzorové proteiny

s molekulovou hmotnost'ou 21 kDa. Prekurzory podstupu-
ju sériu posttranslacnych modifikacii na C-konci, ktorymi
sa zvySuje ich hydrofébnost’, ¢o umoziiuje naslednu aso-
cidciou s vnitornou stranou PM. PM je jedno z miest, kde
Ras proteiny interaguji sich aktivatormi a interakénymi
partnermi, a preto posttranslacné procesovanie Ras protei-
nov (obr. 1B) predstavuje jeden z dvoch klI'icovych dejov,
potrebnych pre ich biologickt aktivitu. Novosyntetizované
prekurzory Ras proteinov su najskor farnezylované
v cytoplazme farnezyltransferazou (FTaza), ktora pridava
farnezylovll skupinu k cysteinovému zvysku (Cys186)
v aminokyselinovom motive CAAX. Prenylacna reakcia je
nasledovana proteolytickym odstrdnenim AAX motivu
pomocou Ras meniaceho enzymu (Rcel — Ras converting
enzyme 1)’. Vzniknuta karboxylova skupina na Cys186 je
metylovana  izoprenylcysteinkarboxylmetyltransferazou
(Iemt)®. Zodpovedajuce kroky posttranslaénych modifika-
cii Ras proteinov prebichaji na cytoplazmovej strane
membrany endoplazmatického retikula (ER), kde su oba
vyss§ie zmienené enzymy lokalizované. Po metylacii st
cysteinové zvysky (Cys184 a Cys181 v H-Ras, Cysl81
v N-Ras a Cys180 v K-Ras4A) reverzibilne palmitoylova-
né pomocou palmitoyltransferazy lokalizovanej na ER’
alebo na Golgiho aparate (GA)®. K-Ras4B, ktory mé na-
miesto cysteinovych zvyskov polylyzinova sekvenciu, nie
je palmitoylovany.
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Obr. 1. A. Struktira Ras izoforiem a Ras hypervariabilnej oblasti. B. Posttranslaéna modifikicia a konvenény vniitrobunkovy

transport Ras proteinov. = — GEF interakéna oblast’,

1 — efektor/GAP interakcia, § — oblast’ viazuca efektory,

— oblast’ zodpo-

vedna za vizbu s guaninnukleotidom, GEF — guaninnukleotid vymenny faktor (guanine nucleotide-exchange factor), GAP — guanozintri-
fosfat aktivujuci protein (guanosinetriphosphatases-activating protein), C — cystein, A — alifatickd aminokyselina, X — serin alebo metio-
nin, FT4za - farnezyltransferaza, ER — endoplazmatické retikulum, GA — Golgiho aparat, Icmt — izoprenylcysteinkarboxylmetyltransfera-
za, Rcel - Ras meniaci enzym, Palm-CoA — palmitoyl koenzym A, SAM — S-adenozylmetionin, RPT — ER-lokalizovana palmitoyltran-

sferaza, PM — plazmatickd membréna (upravené podla® ")

3. Vnitrobunkovy transport

3.1. Transport Ras proteinov k plazmatickej

membrane

Farnezylacia Ras proteinov je nevyhnutna pre ich
transport k PM a ukotvenie v nej. Novosyntetizované pre-
kurzory Ras proteinov po farnezylacii v cytoplazme sme-
ruju k ER. Zatial' ¢o H-Ras, N-Ras a K-Ras4A vyzaduju
palmitoylaciu pre transport na ER a Golgiho aparat
a nasledny vezikularny transport k PM, nepalmitoylovany
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K-Ras4B nepodstupuje konvencnii sekrecntt dréhu, ale
smeruje z ER priamo na PM doteraz presne neopisanym,
GA nezavislym spdsobom’ (obr. 1B).

Usek siestich susediacich lyzinov a pét’ dal3ich lyzi-
novych zvyskov v HVR spéjaji K-Ras4B prostrednictvom
i6novych interakcii s negativaym nébojom hlav fosfolipi-
dovych skupin v PM. Palmitat palmitoylovanych Ras pro-
teinov tiez prispieva k membranovej interakcii jeho schop-
nostou vlozit sa hlboko do lipidovej dvojvrstvy'’.
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3.2. Transport K-Ras4B z plazmatickej membréany

Za istych okolnosti je K-Ras4B transportovany z PM
k vnitrobunkovym §truktaram'"'> (obr. 2A). Interakcia
K-Ras4B s kalmodulinom (CaM - calcium modulated
protein-CaM — je maly protein viazuci vapenaté idny, kto-
ry reguluje rad klucovych procesov, vratane apoptozy,
zapalovych procesov, kontrakcie hladkého svalstva alebo
pamidt) vedie k destabilizacii interakcie K-Ras4B
s membranou, v dosledku narusenia elektrostatickej inter-
akcie medzi polybazickym regionom a negativne nabitymi
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Obr. 2. Uloha modifikacii proteinu K-Ras4B (A) a palmitoylo-
vanych proteinov Ras (B) vretrogradnom transporte
z plazmatickej membrany. | — farnezylova skupina, P — fosfato-
vé skupiny, PKC — proteinkinaza C,  — dve skupiny palmitoylu,
Ub — ubikvitin, PE — palmitoylesteraza, PDES — 8-podjednotka
fosfodiesterazy (upravené podla'®)
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fosfolipidmi v PM alebo priamou hydrofébnou interakciou
kalmodulinu s farnezylovou skupinou K-Ras4B. Disocia-
cia K-Ras4B umoZni transport ku GA alebo skorym
endozémom'*",

Serin v pozicii 181 v polybazickej doméne K-Ras4B
je cielom pre fosforylaciu proteinkinazou C, ktora podpo-
ruje rapidnu disocidciu K-Ras4B z PM a jeho asociaciu
s vnatrobunkovymi membranami vratane vonkajSej mem-
brany mitochondrii, kde indukuje bunkovu smrt’ prostred-
nictvom interakcie s mitochondridlnym proapoptickym
faktorom Bcl-XL'"'?. K-Ras4B predstavuje izoformu naj-
CastejSie spajant s l'udskymi nadormi. Preto latka podporu-
juca fosforylaciu K-Ras4B v pozicii S181 by mala byt
schopna indukovat’ apoptézu K-Ras4B transformovanych
buniek a tak slizit' ako novy protinadorovy liek'.

3.3. Transport palmitoylovanych Ras izoforiem
z plazmatickej membrany

Palmitoylované H-Ras a N-Ras proteiny viazané na
PM podstupuju depalmitoylaciu prostrednictvom palmito-
ylesterazy (PE), uvolnia sa zPM a presivaju sa ku GA
zatial' neznamym mechanizmom, ktory mdze zahinat roz-
ne proteiny vratane 6-podjednotky fosfodiesterdzy alebo
galektinu-1 (obr. 2B). Tento sposob transportu a signaliza-
cie je odlisny od endozomalneho spdsobu a je nezavisly od
endocytozy .

H-Ras podstupuje mono- a diubikvitinaciu. HVR pro-
teinu H-Ras obsahuje tri lyziny, ktoré mézu byt ubikviti-
nované. Ubikvitinacia cieli H-Ras k endozomom, stabili-
zuje asociaciu s nimi a brani jeho recirkulacii'.

Dal$im popisanym nekonvenénym transportom pal-
mitoylovanych Ras proteinov je transport pomocou mem-
branovych castic nanometrovych rozmerov (cca 80 az
100 nm; angl. rasosomes)'’, ktoré nesi viacero kopii
H-Ras alebo N-Ras, ale nie K-Ras (Co stvisi s potrebou
palmitoylovej skupiny pre interakciu s RASozomami'’),
Siria sa rychlo v cytoplazme ndhodnym pohybom nezavis-
lym od ATP. RASozomy nesi Ras proteiny v aktivnej
a neaktivnej forme'®, nekolokalizuju s endocytickymi ale-
bo exocytickymi markermi a st nezavislé od syntézy pro-
teinov a GA" (obr. 2B).

4. Signalne drahy zahrnajice Ras proteiny
a ich regulacia

Ras proteiny spustaju cely rad signalnych drah
(obr. 3A). NajintenzivnejSie z nich je Studovana mitogé-
nom aktivovana protein-kinazova signalna draha (MAPK —
mitogen-activated protein kinase) a to najma v suvislosti
s onkogenézou, nakol’ko jej deregulacia predstavuje jednu
z priméarnych pri¢in vzniku nadoru®.

V nenadorovych bunkach Ras proteiny cirkuluji me-
dzi neaktivnym GDP — viazanym stavom a aktivnym GTP
— viazanym stavom'. Pretoze GTP je v bunkéch pritomné
za fyziologickych podmienok vo vy$Sej koncentracii ako
GDP, Ras proteiny prednostne viazu GTP a tvoria aktivne
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Percentualny vyskyt mutacii

Typ nadorového tkaniva Kras Nras Hras
krvotvorné a lymfatické tkaniva 3,2 9,6 0,3
hrubé ¢revo 34,6 3,8 0,5
pankreas 57,5 0,8 0,0
koza 2,0 15,6 6,9
mocovy systém 4.4 1,1 9,6

Obr. 3. Signalne drahy zahriiujice proteiny Ras (A), regulacia aktivity proteinov Ras (B) a nadorové 'udské tkaniva s najvyssim
percentudlnym vyskytom mutacii v onkogénnoch ras (C). PLCe — fosfolipaza C, DAG — diacylglycerol, PKC — proteinkinaza C, PLD
— fosfolipaza D, IP3 — inozitol trifosfat, PIP3 — fosfatidylinozitol trifosfat, MEKK — MEK kinaza, SEK — SAPK (stresom aktivovana
protein kinaza)/JNK (Jun N-terminalna kindza) kinaza, ERK — extrabunkové signalregulujuce kinazy, p190 — GAP pre ¢lenov rodiny
Rho, p120GAP — RasGTPazy aktivujici protein, Sos — RasGEF, RalGDS — rodina GEF pre Ral, GEF — guaninnukleotid vymenny faktor,
Akt = PKB — protein kindza B, GDP — guanozin difostat, GTP — guanozin trifosfat, GAP — GTPazy aktivujuci protein, GEF — guaninnuk-

leotid vymenny faktor (upravené podla*' 24042

Ras-GTP. Rychlost’ prirodzenej hydrolyzy viazaného GTP
samotnymi Ras proteinmi (maju GTPazovu aktivitu) je
vel'mi nizka. Ukoncenie aktivneho stavu je za fyziologic-
kych podmienok urychlované GTPazy aktivujucim protei-
nom (GAP). Onkogénne Ras proteiny si rezistentné
k aktivite GAP, ¢oho vysledkom je ich nepretrzita aktivita.
Aby mohli byt’ Ras proteiny opédtovne aktivované, guanin-
nukleotid vymenné faktory (GEFs — guanine nucleotide-
exchange factors) viazu Ras-GDP, pricom spdsobuju diso-
ciaciu viazaného GDP. Ras proteiny su tak zase pristupné
pre vizbu s GTP a cyklus sa uzatvara (obr. 3B).
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Ras izoformy su najastejSie mutovanymi génmi
v nadorovych tkanivach. Frekvencia vyskytu K-ras muta-
cie je najvyssia v nadoroch pankreasu a hrubého creva,
mutovany H-ras gén bol identifikovany predovsetkym
vmocovom  systéme aN-ras muticie  dominuju
v melanémoch  a v nadoroch  lymfatického  systému
(COSMIC, Wellcome trust Sanger Institute, Cambridge,
UK)* % (obr. 3C).

Mutécie, ktoré sa vyskytuju s najvyssou frekvenciou
v géne K-ras nadorovych buniek, su lokalizované
v kodénoch 12 a 13, menej Casto v kodonoch 61, 63, 117,
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Tabul'ka I

Genetické syndromy spriahnuté s Ras/MAPK signalnou drahou

Referat

Nazov syndromu

Noonanovej syndrom

Leopard syndrom

Dedi¢né gingivalna fibromatéza

Noonaanovej neurofibromatoza typ 1

Costellov syndrém

Autoiminny lymfoproliferacny syndrom

Kardio-facio-kutanny syndrom

Legius syndrom

Syndrém kapilarnej malformacie - artériovendznej RASALI

malformacie

Geneticka podstata Kodovany protein Funkcia proteinu

PTPNI11 SHP2 fosfataza

SOS1 SOS1 RasGEF

RAF1 CRAF kinaza

KRAS KRAS GTPaza

PTPNI11 SHP2 fosfataza

RAF1 RAF1/CRAF kinaza

SOS1 SOS1 RasGEF

NF1 Neurofibromin RasGAP

HRAS HRAS GTPaza

NRAS NRAS GTPaza

BRAF BRAF kinaza

MAP2K1 MEK1 kinaza

MAP2K2 MEK2 kinaza

KRAS KRAS GTPaza

SPRED1 SPRED1 inhibitor kinaz
p120Gap RasGAP

119 al46 (cit’*?). Tieto muticie sa nachadzaju
v blizkosti miesta viazuceho GTP. Somatické zmysel me-
niace mutacie v pozicidch 12, 13, 61 a 63 sposobuji kon-
formacné zmeny proteinu K-Ras a tym aj narusenie jeho
prirodzenej GTPazovej aktivity, ¢o ma za nasledok reduk-
ciu GTP hydrolyzaénej kapacity”’. Mutacie v poziciach
116, 117, 119 a 146 redukuji nukleotidovu afinitu proteinu
K-Ras atym ovplyviiuji rychlost vymeny GDP/GTP.
Onkogénne formy Ras proteinu st zodpovedné za ovela
vys§iu prolifera¢nu aktivitu nadorovych buniek. Transfor-
macnd schopnost’ onkogénu K-ras moze byt vysledkom
nadexpresie mutovanych K-ras aliel alebo vysledkom de-
lécie divého typu K-ras alely™. Divy typ K-ras alely moze
zéroveii potladit onkogénnu funkciu mutovanej alely®.
Existuje skupina Tudskych genetickych syndromov
suhrnne zndmych ako RASopatie, ktoré st spdsobené za-
rodo¢nou mutaciou (mutdcia na urovni pohlavnych bu-
niek) v génoch kodujucich zlozky MAPK signalnej drahy.
Kazda z tychto RASopatii na jednej strane vykazuje uni-
katne fenotypové rysy, na druhej strane mnohé tieto syn-
dromy zdielaju charakteristické prekryvajuce sa rysy vra-
tane kraniofacialnej dysmorfologie, malformacie srdca
akoze, svalovokostenné aocné abnormality, sréznym
stupiiom neurokognitivnych zhorSeni, v pripade niektorych
syndromov dokonca zvySené riziko vzniku nadorového
ochorenia®. Diagnostiku jednotlivich RASopatii stazuji
prekryvajice sa klinické znaky a Siroké spektrum fenoty-
povych prejavov®'. Preto sa molekularna analyza stala
dolezitym kIaiCom k potvrdeniu klinickej diagnozy
u jednotlivych pacientov. Zoznam RASopatii spolu s ich
molekularnou charakteristikou je uvedeny v tab. I.
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5. Zaver

Enzymy katalyzujlice jednotlivé kroky posttranslacne;j
upravy Ras proteinov sa dostali na vrchol zaujmu pri vyvo-
ji novych liekov pouzitel'nych ¢i uz pri lie€be nadorovych
ochoreni s vyskytom mutovanych Ras proteinov alebo pri
eliminacii priznakov RASopatii*>. Dalsie usilie je venova-
né testovaniu latok, ktoré inhibuju jednotlivé zlozky Ras/
MAPK signélnej drihy’***. V neposlednej rade treba spo-
menut’ vyvoj inhibicie mutovanych foriem Ras proteinov
zaloZenych na elimindcii expresie Ras proteinov pouZitim
anti-sense RNA*®, anti-Ras ribozymov'**" alebo aplikova-
nim anti-Ras reoviralnej terapie®®.

Publikacia bola pripravena vdaka podpore grantovej
komisie VEGA pre lekdrske a farmaceutické vedy — cislo
projektu  1/0407/13 a za podpory projektu MSMT
CZ.1.07/2.3.00/30.0060 podporovaného Evropskymi so-
cialnimi fondy.

Zoznam skratiek

CAAX C — cystein, A — alifaticka aminokyselina, X —
serin alebo metionin

ER endoplazmatické retikulum

ERK extrabunkové signalregulujtce kinazy
FTéaza farnezyltransferaza

GA Golgiho aparat, Golgiho komplex
GAP GTP4azy aktivujuici protein

GDP guanozin difosfat
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GEFs guaninnukleotid vymenné faktory
GTP guanozin trifosfat

GTPaza guanozintrifosfatdza

HVR hypervariabilny region

Icmt izoprenylcysteinkarboxylmetyltransferaza
MAPK mitogénom aktivovana protein kinaza
MEK MAP a ERK kinaza

PE palmitoylesteraza

PM plazmatickd membrana

pl120GAP RasGTPazy aktivujuci protein

Rcel Ras meniaci enzym

Sos RasGEF
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H. Gbelcova™, S. Rimpelova®, Z. Knejzlik®
V. Repiska®, T. Ruml®, and D. Bohmer” (“ Department of
Biochemistry and Microbiology, University of Chemistry
and Technology, Prague, " Institute of Medical Biology,
Genetics and Clinical Genetics, Faculty of Medicine, Co-
menius University, Bratislava): RAS Proteins — Key Re-
gulators of Cell Cycle

RAS proteins are small guanosine triphosphatases
controlling the cell growth, differentiation, proliferation,
survival, and death. They are encoded by ras proto-
oncogenes, frequently mutated, in many cancer tissues and
in the whole group of congenital defects. Understanding
the structure, kinetics and signaling of RAS proteins allow
the use of ras genes and RAS proteins as diagnostic bio-
markers.
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