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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

KANSEROGENESİS'DE RAS VE P53 PROTEiNLERİNİN ROLÜ 

ÜZERİNE BİR ÇALIŞMA 

Volkan KILIÇ 

Anadolu Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Ana Bilim Dalı 

Danışman: Yard. Doç. Dr. Hülya ZEYTİNOGLU 

2001, 53 Sayfa 

Tümör baskılayıcı p53 geni insan tümör oluşumundaki en yaygın 

mutasyona uğramış gendir ve transkripsiyonel faktörü kodlar. İyonize 

radyasyon ve onkogenik aktivasyonla aktive edilir. 

p53 proteini çeşitli insan kanserlerinde ortaya çıkan mdm2 proteini ile 

bir komplekS oluşturur. Bu nedenle ras onkogeninin p53 üzerine etkisi ve UV 

ışınıyla aktive edilen onun düzenleyicisi mdm2'nin ekspresyonu, normal ve 

ras transform rat embriyo fibroblast hücre batlarında araştırılmıştır. 

Western-Blot analizi hücrelerin ras tranformasyonunun UV ile uyarılan p53 

geninin ekspresyonu ile inhibe edildiğini göstermiştir. Bu bulgu ras 

transformasyonunun p53 ve onun etki yolunu tam baskılamasına neden 

olduğu fikrini akla getirmektedir. 

Anahtar Kelimeler: p53, mdm2, H-Ras, DNA hasarı, Hücre Kültürü 
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The tumor suppressor p53 gene encoding a transcriptional factor is 

the most widely mutated gene in human tumarigenesis and activated by 

ionizing radiation or oncogenic activations. P53 protein forms a complex with 

Mdm2 protein which is overexpre:;;s~d in a variety of human cancers. p53 

inactivation is also involved in the ability of ras oncogene to cause cell 

transformation. Therefore, effects of ras oncogene on p53 and its regulator 

Mdm2 expressian activated by UV light were investigated in both normal 

and ras transform rat embryonal fibroblast celllines. Western Blot analyses 

showed that ras transformatian of the cells inhibited the expression of p53 

gene induced by UV. This finding suggest that ras transformation cause 

complete suppresion of p53 and its pathway. 

Key words: p53, mdm2, H-Ras, DNA damaging, Cell Culture 
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ı. GİRİŞ 

Hücre çoğalması, büyümesi ,·dklılaşması ve yaşlanması belirli sayıdaki 

hormon büyüme faktörleri ve sitokinler tarafından kontrol edilmektedir. Söz 

konusu moleküller hücrelerdeki reseptörlerin ligandları olarak görev görürler ve 

hücre içi sinyal yollarını harekete geçirerek çekirdek ile haberleşmeyi 

sağlamaktadırlar. Ligandlada harekete geçirdikleri hücre içi sinyal yolları 

arasındaki ilişki farklı hücre sistemlerinde değişiklik gösterir ve farklı bir gelişimi 

sağlamaktadır. Kanser hücrelerinde ise hücre içi sinyal yollarının kontrolünde 

bozulmalar meydana gelmektedir. Söz konusu kontrolün bozulması 

protoonkogenlerin mutasyonu yada normalin üzerinde ifade edilmeleri sonucu 

olmaktadır [1-3]. Diğer önemli bir mutasyon ise p53 ve Rb (retinoblastoma) gibi 

antionkogen yada tümör-baskılayıcı genlerde meydana gelmekte ve yukarıda söz 

edilen onkogenlerin hücre çoğalmasındaki etkilerini gösterebilmelerine olanak 

sağlamaktadır [3-7). 

ras protoonkogeni sinyal yollarının büyük bir kısmında moleküler bir 

anahtar olarak rol qynamakta ve hücrelerin farklılaşması yada çoğalmasını kontrol 

etmektedir. İnsan kanserlerinin yaklaşık %30'unda ras geninin mutasyona 

uğradığı tespit edilmiştir [1,8-9]. p53 geni ise tümör baskılayıcı genler içinde en 

çok çalışılam olup insan kanserlerinde yaklaşık %50 sinde fonksiyonunu 

kaybettiği bulunmuştur [1 0]. Bundan dolayı ras onkogeni ile p53 geninin rol 

aldığı sinyal yolları arasındaki etkileşimin aydıntatılması oldukça önemlidir. 

1. ı. ras Genleri ve Proteinleri 

Onkogenik potansiyele sahip 3 tane ras geni bulunmaktadır. H-ras, N-ras 

ve K-ras olan bu genler yüksek oranda birbirine benzeyen ve 21 kd moleküler 

ağırlığında olan 4 tane protein kodlamaktadır. Harvey (H) ve Kirsten (K) murine 

sarkoma virüslerinin transforme edici proteinleri sırasıyla v-H-ras ve v-K-ras 

olarak isimlendirilmektedir ve normal hücresel Ras'ların (c-H-ras ve c-K-ras) 

onkogenik formlarıdır. N-ras olarak belirtilen nöroblastoma-ras ise hiçbir 
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retrovirüsde bulunamamıştır. K-ras geni ise alternatif olarak splayzinge uğradığı 

için K-rasA ve K-rasB olarak iki protein izoformu kodlamaktadır [1, 11-13]. 

Ras.'ailesinde, H-ras, K-ras ve N-ras'a ek olarak onkogenik potansiyeli 

daha düşük olan iki gen daha keşfedilmiştir. Bunlar R-ras ve M-ras olup ras 

proteinlerine yaklaşık olarak %5 5 oranında benzerlik göstermektedirler [ 14- ı 5]. 

21 kd moleküler ağırlığında ve 188-189 aminoasit içeren ras proteini 

plazma zarının iç yüzeyinde lokalize olmaktadır ve burada hücre reseptöründen 

gelen bir sinyalİn sitopltq;ma içerisindeki diğer moleküllere aktarılmasını 

sağlamaktadır. Bu işlevini yerine getirebilmesi için sentez edildikten sonra çeşitli 

modifıkasyonlar geçirdiği bilinmektedir. Bunun için ilk olarak isoprenilizasyon, 

daha sonra metilasyon ve prenilasyon geçirmektedir [ı,ı6-ı8] 

1.1.1. Ras Aktivasyonu 

Ras proteini G-proteinleri ailesinin küçük bir üyesi olup sitoplazma 

içerisinde inaktif formu olan GDP-bağımlı ve aktif formu olan GTP-bağımlı 

formları arasında bir döngü içerisinde{ ir [1, ll- ı2, ı 9-22]. 

Bir büyüme faktörünün hü(;re yüzeyindeki reseptörüne bağlanmasından 

sonra reseptörün dimerizasyonu meydana gelmektedir ve böylece tirozin kinaz 

reseptörü otofosforilasyon sonucu aktive olmaktadır. Bu aktİvasyon Şekil 1 'de de 

şematize edildiği gibi inaktifras-GDP 'den GDP'nin ayrılmasını sağlayan Guanin 

Nükleotid Değiştirme Faktörleri (GNDF) için bir aktİvasyon sinyalİ oluşturur ve 

daha sonra ras proteinine GTP'nin bağlanmasını sağlar. Böylece aktif ras-GTP bir 

serin-tironin kinazlar olan raf-1 ve MEKK1, fosfoinositide3-kinaz (PB-K), 

RalGDS ve Rac-Rho gibi çeşitli efektör molekülleri aktive ederek farklı sinyal 

yollarını harekete geçirir [1,23-26]. Bu sinyal yollarının sonucu olarak örneğinfos 

ve jun gibi belirli genlerin aktivasyonu yada aktin gibi hücre iskeleti 

elemanlarında değişiklik meydana gelebilmektedir [27-29]. Ras sinyal yolu geçici 

olarak aktive olmaktadır. Çünkü ras'ın kendine özgü olan guanin trifosfataz 

(GTPaz) aktivitesi ile bağlı GTP molekülünü hidroliz ederek yavaş yavaş 

kendisini inaktif forma yani GDP-bağımlı forma dönüştürür. Ras'ın bu GTPaz 

aktivitesini arttıran çeşitli GTPaz-aktive edici proteinler (GAP) bulunmaktadır 



[1,8-9,11-12,30]. Sonuç olarak normal ras proteinleri GNDF ve GAP 

moleh.iillerinin kontrolü altında ah."tif ve inaktif formlan arasında bir döngü 

içersindedir. 

SİNYAL 

Rasoor 
(İnaktif Form) 

(Aktif Form) 
RasoTP 

EFEKTÖRLER 
(RAF1, MEKK, PI3K, RalGDS, Rac/Rho) 

HÜCRESELCEVAP 

/ll\ 
' 

Çoğalma Farklılaşma Hücre İntegrin Anjiogenesis 
Döngüsü Sinyal Yolu 

Şekil 1. 1. p2I .... 'ın aktivasyonunun kontrol mekanizması ve a1..1ifp2lras'ın oluşturduğu 

hücresel cevap 
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Normal ras'ın aksine onkogenik ras proteinleri devamlı olarak aktif GTP 

bağımlı formlarında kalırlar ve devamlı olarak efektör molekülleri aktive ederek 

çoğalma sinyalini iletirler [ 1 ,9 ,31]. Çeşitli çalışmalarla mutant ras proteininin 

GAP proteinlerinden etkilenmediği gösterilmiştir [8, 12,32-33]. Doğal yada 

uyarılmış kanserlerde ras geninin analizi sonucu genellikle 12, 13, 59, 61 ve 63. 

aminoasitlerde nokta mutasyonu olduğu görülmüştür [1, 13,30,34-35]. Bu 

bölgelerin p21 'in GTP'ye bağlandığı yerlerde bulunduğu ve bundan dolayı GAP 

aktivitesine dayanıkit olduğu bulunı1;uştur [9, ll ,32,36]. İnsan tümörleri nde, 

mutant ras genlerinin analiz çalışmaları çeşitli kimyasal kanserojenler tarafından 

ras'ın etkilendiğini ileri sürmektedir [9]. Ayrıca deneysel olarakta 

dimetilbenzantrasen (DMBA), 12-0-tetrat kanosil-forbol-13asetat (TPA) gibi 

çeşitli kimyasal ajanların ras genlerinde mutasyona ve tümöre neden oldukları 

gösterilmiştir [37]. 

Yukarıda söz edilen mutasyonların yanı sıra normal ras geninin yüksek 

oranlarda ekspresyonunun çeşitli kültür hücrelerinin transformasyonuna neden 

olduğu bildirilmiştir [38]. 

1.1.2. Ras'm Fonksiyonları 

Ras proteinlerinin fonksiyonları hakkında çeşitli hücre tiplerinden elde 

edilen oldukça farklı bulgular bulunmaktadır. Fakat yinede bu farklı hücre 

tiplerinde ras proteininin uyardığı farklı sinyal yollarının mekanizmasının 

araştırılması geniş olarak çahştlmaktadır. Yukarıda da bahsedildiği gibi normal 

ras proteinleri hücre dışından gelen bir uyanyla aktive olmakta ve hücrenin farklı 

metabolik yollarını etkilemektedir. Ras proteinlerinin fonksiyonlarını Şekil 1 'de 

de belirtildiği gibi aşağıdaki başlıklar altında açıklamak mümkündür: 

1.1.2.1. Hücre Çoğalması ve Farklılaşmasındaki Rolü 

Ras proteinlerinin tirozin kinaz reseptörleri ve diğer tirozin kinaziarın 

başlattığı sinyal yolunda aktif p21-GTP formuna dönüşerek hücreyi mitoza 
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sevkettiği bilinmektedir [39-40]. Hücrelerin ras onkogeni ile transformasyonu ise 

dinlenme fazında olan hücreleri büyüme faktörlerine gerek duymadan çoğalmaya 

sevkettiği çeşitli çalışmalarla rapor edilmiştir [41-42]. ras geninin normalin 

üzerinde ekspressiyonu hücrelerde anormal mitoza, aktin organizasyonunun 

bozulmasına, hücrelerin birbirine olan bağımlılığının kaybına ve hücre zarında 

yoğun mikrovilli oluşumuna neden olduğu gösterilmiştir [ 43-45]. 

Çeşitli çalışmalardan elde edilen sonuçlar ras proteininin sinyal 

iletimindeki ikincil mesaj sistemlerind~ de anahtar bir rol oynadığını 

belirtmektedir. Örneğin ras'ın aktif olduğu hücrelerde bradykinin, bombesin, EGF 

gibi büyüme faktör reseptörleri aracılığıyla fosfoJipaz-C aktivitesinde artış olduğu 

[ 46] hücrelerin PDGF uyarısına cevap vermediği ve hücre içi depolardan 

kalsiyum iyonlarını sitoplazmaya bırakınayı durdurduğu gözlenmiştir [47]. Ras'ın 

uyardığı sinyalİn iletilmesini takiben çeşitli hücresel genlerin aktive olarak 

proteinlerinin sentezi çeşitli çalışmalarda rapor edilmiştir. Glikoz taşıyıcı genleri, 

transin, c-mye, jun. ve fos proteinlerinin ras transfekte olmuş hücrelerde arttığı 

bulunmuştur [ 48-49]. 

Ras proteininin hücre çoğalmasındaki ve miyoblast gibi çeşitli hücrelerin 

farklılaşmasını engelleme [45,47,50-51] rolünün yanı sıra ilk kez Bar-Sagi ve 

Feramisco [52] tarafından PC12 fökromositoma hücre hattında sinir hücresi 

farklılaşmasım uyardığı gösterilmiştir. Daha sonra normal H-ras geninin 

ekspressiyonu sonucu mutant ras genleri içeren hücrelerin türnörojenik 

fenatiplerini baskıladığı ve böylece bir tümör baskılayıcı gen olarak rol oynadığı 

ileri sürülmüştür [53]. 

1.1.2.2. Hücre Döngüsündeki Rolü 

Ras 'ın rol aldığı MEK kinaz yolunun ve PB-K'nın aktivasyonu ile siklin 

D1 artışı hücrelerin Gl kontrol noktasından S fazına geçişinde oldukça önemli 

olduğu belirtilmiştir [ 1,54]. 
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1. 1.2.3. İntegrin Sinyal Yolu 

İntegrinler ekstraselluler matriks proteinleri için adhezyon reseptörleri 

olup aynı zamanda göç, çoğalma ve apoptosisi de içine alan çeşitli hücresel 

fonksiyontarla ilgili sinyalleri meydana getirirler [55]. Söz konusu sinyalleri bir 

sitoplazmik tirozin kinaz olan fokal adhezyon kinazi ar (FAK) aracılığı ile mitojen 

aktive edici protei~ kinaziarı (MAP) aktive ederek iletir. Yapılan bazı çalışmaların 

sonuçları integrin bağımlı MAP kinaz yolunun aktivasyonunun ras-bağımlı 

olduğunu ileri sürmektedir [56,57]. 

1.1.2.4. Anjiogenesisteki Rolü 

Onkogenik ras mutasyonlarının tümör metastası ve angiogenesisdeki rolü 

hakkında elde edil'en bulgular ras'ın direkt bir etkisi olduğunu göstermektedir. Su 

ve arkadaşları [58] tarafından yapılan bir çalışmada onkogenik ras geninin 

aktivasyonu sonucu tümör metastasına neden olan önemli metalle proteinaziarın 

sentezinin arttığını göstermişlerdir. Yine Zabranesky ve arkadaşları [59] 

tarafından yapılan bir çalışmada melanoma, akciğer ve meme karsinoma 

hücrelerinde, ras aktivasyonundan sonra metastatic tümörlerde de azaldığı 

gözlenen trombospondin sentez seviyesinin düştüğü rapor edilmiştir. Ayrıca bir 

anjiogenik büyüme faktörü olan VEGF sentezinin K-ras ve H-ras ile transforme 

edilmiş epitelyal hücrelerde arttığı bulunmuştur [60]. 

1.2. p53 Antionkogeni ve Proteini 

p53 geni omurgasızlar hariç bir çok hayvanda keşfedilmiş olan bir tümör 

baskılayıcı gen olup hücrelerde yabani tipinin kaybı veya inaktif duruma düşmesi 

halinde kanser meydana gelme olasılığı artmaktadır. İnsan tümörlerinin yaklaşık 

%50' sinde p53 geninin nonnal fonksiyonunu kaybettiği bilinmeh.1:edir [61-63]. 

Normal p53 geninin kodladığı protein zincire özgül bir transkripsiyon faktör olup 

bazı özgül genleri aktife edebilmektedir [64]. 
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p53 proteini .5 altüniteden meydana gelen bir homo-oligomerlerdir [65]. İn 

vivo koşullarda p53 proteini, multible serin ve threonin amino asitlerinden birden 

fazla kinaz enzimi ile fosforile edilmektedir. İn vitro çalışmalarda, insan ve fare 

p53' ünün DNA-protein kinaz (DNA-PK), kazain kinaz ve MAP kinazlar 

tarfından fosforile edildiği rapor edilmiştir [66-69]. 

Normal p53 proteini içerdiği üç tane loop-plaka-sarmal motif elementleri 

ile DNA çift ipliğine major oluktaki genellikle GGGCGG bölgelerinden 

bağlanarak bazı genleri transaktif eder yada ~askı lar [70]. Kansere neden olan p53 

mutasyonları genellikle bu bölgelerde gerçekleştiği için p53 DNA'ya 

bağlanamamakta ve böylece p53 baskılama fonksiyonunu yitirmektedir. Bir 

allelde meydana gelen bir mutasyon kısa bir zaman sonra ikinci allelin kaybına da 

neden olduğundanp53 ekspresyonu tümüyle kaybolmaktadır [71]. 

Kolorektal, servikal, hepatosellüler, prostat kanseri, astrositoma, 

melanoma, Non-hoçkin limfoma, multible miyeloma ve kronik miyelojen lösemi 

gibi kanserlerinde tesbit edilen p53 mutasyonunun diğer bazı genlerin 

mutasyonunu takiben geç bir safhada meydana geldiği ve bundan sonra tümör 

oluştuğu görülmüştür. Bununla birlikte akciğer, meme ve boyun kanserlerinde 

olduğu gibi ilk safhalarda oluşan p53 mutasyonu sonucu gelişen tümörler de 

bulunmaktadır [72]. Farelerde yapılan çalışmalarda, normal p53 genlerini 

bulunduran hayvanlar normal gelişimlerini sürdürmüşler, fakat p53' ü heterozigot 

olarak taşıyan hayvanlar 3-5 hafta sonra tümör geliştirmişlerdir. p53 allelerini hiç 

taşımayan hayvanlar ise daha erken tümör gelişimi göstermişlerdir [73-74]. 

p53 fonksiyonu kaybına yol açan mekanizmaların başında, 175, 245, 248, 
1 

249, 273 ve 282 kodonlarında meydana gelen n?kta mutasyonlan olmak üzere 

delesyonlar, gen tekrar düzenlenmesi ve sıplayzİng mutasyonları bulunmaktadır 

[75-77]. Söz konusu mutasyonların belli bir oranının dominant negatif 

mutasyonlar olduğu, yani fonksiyonel olarak inaktif olan p53' ün, transfer edildiği 

hücrelerdeki normal p53' ü de inaktif edebildiği gösterilmiştir [71, 78]. Benzer 

şekilde, mutant p53 ve aktif ras genlerinin birlikte transfer edildiği primer kültür 

hücrelerinde, normal p53 proteinleri ile oligomer oluşturmak yoluyla onları da 

inaktif hale getirdikleri ve böylece transformasyona neden oldukları ileri 

sürülmektedir [7 1]. 
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1.2. ı. p53' ün fonksiyonları 

p53 proteininin hücre döngüsünün durdurulması ve programlanmış hücre 

ölümü (apoptosis) için oldukça önemli roBere sahip olduğu bilinmektedir. Söz 

konusu aktiviteler kanser gibi genetik hasara uğramış hücrelerin replikasyondan 

elemine edilmesine olanak sağlamal1:adır [79]. p53 geni, özellikle hücre 

döngüsünü kontrol etmesi bakımından kanser araştırmalarının ilgi odağı olmuştur. 

Çalışmalann bir çoğu GufGı fazlarında hücrenin çoğalmaya gitmesi veya 

engellenmesinin kontrolünü [80-82] yada p53 ile apoptosis ve farklılaşma 

arasındaki ilişkiyi açıklamayı amaçlamaktadır [83-84]. 

1.2.2. p53'ü aktif eden sinyaller 

Normal koşullar altındaki hücrelerde, p53 daha çok inaktif olarak 

bulunurken DNA hasarı hücresel genetik materyalin çoğalması ve aktanlmasında 

gerekli olan elemanların hasarı, ribonükleotidlerin ve oksijenin azalması, sıcak 

şoku ve nitrik okside maruz kalma gibi çeşitli stres koşullarının oluşmasıyla hızlı 

bir şekilde aktivite kazanmaktadır [85-87]. Bunların dışında myc, ras ve 

adenevirus EIA gibi onkogenik proteinler p53 aktivasyonunaneden olan faktörler 

içerisinde yer almaktadır [87 -88]. 

UV ışığı yada benzer kanserojen ajanlara maruz bırakılan çeşitli 

hücrelerde p53 proteininin biriktiği, GADD45 geninin (growth arrest and DNA 

damage-inducible) transkripsiyonunun artığı ve DNA replikasyonunun 

engellendiği rapor edilmiştir [88-89]. p53 geni taşımayan fareler üzerinde yapılan 

in vivo çalışmalar; hücrelerin radyasyon ve kimyasal uyancılara daha hassas 

olduklarını göstermiştir [90]. 

1.2.3. p53'ün apoptosistek.i rolü 

p53 geni olmayan hücrelerin radyasyona maruz kaldıkları zaman 

apoptosise gittikleri gözlenirken, normal hücrelerin radyasyondan sonra kısa bir 

süre için yaşadıkları tespit edilmiştir [91]. Ayrıca, myc, EIA ve H-ras gibi 
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onkogenler ile serumdan mahrum kalmanın p53' e bağlı olarak apoptosise neden 

olduğu ileri sürülmektedir[92-95]. 

insanda bax geni p53 ile direk bağlantılı olan bir pro-apoptotik protein 

olup p53-bağırnlı apoptosisi bloke eden bcl2 genini inhibe etrnek'"tedir. Yüksek 

seviyede normal p53 sentezleyen hücrelerde, Bax. seviyesi artarken Bcl2 

seviyesinde azalma olmakta ve dolayısı ile hücre apoptosise gitmektedir [96]. 

p53' ün uyardığı apoptosis ile G1 fazı durdurma mekanizmalarının farklı 

olduğu sıcaklığa duyarlı olan p53 alleli i~e transenfekte edilen eritrolösernik 

hücrelerde çalışılmıştır. Hücrelerin seçici sıcaklıklarda, G1, apoptosis yada 

farklılaşmaya gittikleri, fakat besi ortamlarıma sitekin eklendiği zaman, hücrelerin 

apoptosis ve farklılaşmalarının bloke edildiği halde Gı 'de durma mekanizmasının 

normal olarak devarn ettiği rapor edilmiştir [97]. p53' ün transkripsiyon fak'"törü 

olma özelliği nin, p53' e bağlı apoptosis için gerekli olduğu [98] ve p53 'ün 

rnitokondriyal enzimlerle apoptosise yol açan ve elektron taşınımı için çok önemli 

olan sitokrom C den bağımsız olarak apoptosisi gerçekleştirdiği ileri sürülmüştür 

[99]. 

1.2.4. p53 ve farklılaşma 

p53 geninden tamamen yoksun olan fare embriyolarının gelişme 

göstermeleri p53' ün, embriyogenesis mekanizmasında gerekli olmadığını 

düşündürmektedir [ 1 00]. 

Abelson virüsü ile transenfekte edilmiş p53 negatif hücrelerde, normal p53 

proteininin sentezlenmesiyle hücrelerin farklılaşmalarının birer işareti olan B220 

antijeninin ve sitoplazmik immünoglobin J.l ağır zincirinin sentezinin arttığı 

görülmüştür [78]. Ayrıca Friend virüsü ile transforma edilen eritrolösemik 

hücrelerde, p53 aileli ekspresse edildiğinde, eritroid farklılaşmasının işareti 

sayılan globin RNA ve proteinin sentezlendiği bildirilmiştir [101]. 

p53' ün SV 40 orijinli replikasyon için gerekli olan helikaz enzımının 

aktivitesine, içerdiği son 27 aminoasit ile bir şekilde karıştığı ve replikasyonu 

engellediği ileri sürülmektedir. Buna ilaveten p53 proteininin, DNA polimeraz o 
enzimi ile rekabet içinde olduğu ve protein A'ya bağlandığı bildirilmektedir 
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[71, 102-1 04]. Buna ilaveten, p53' ün tek iplikli DNA uçlarına bağlandığı ve 

h"Uvvetli DNA-DNA ve RNA-RNA çift iplik oluşumunda rol aldığı gösterilmiştir 

[26]. p53' ün kontrol ettiği diğer bir gen de p21 CIPJIWAFI olup ürünü G1-S 

geçişinde önemli olan cdk (Cyclin dependent kinase) aktivitesini engellemektedir. 

"'J1CIPl!WAFJ ·ı 5" d k. k·ı . . h.. . V 1 k ı·· d P- ı e p -' arasın a ·ı et ·ı eşırnın ucrenın çoga masının ·ontro un e 

önemli rol oynadığı düşünülmektedir [105]. 

1.3. Mtlnı2 Geni ve Proteini 

Murine double minute 2 (Jvfdnı2) geni double minute kromozomda yer 

alan, arnplifıkasyona uğramış bir gen olup Balb/c3T3 hücrelerinin transforrne tipi 

olan 3T3DM'lerde görülen kromozom çeşitidir. Çeşitli insan tümörlerinde ifade 

edilen mdm2, diğer tümör-baskılayıcı proteinlerin aktivitelerini nötra11eştirdiği 

için yeni bir proto-onkogen çeşidi olarak ele alınmaktadır [106]. Mdm2'nin, 

tümör baskılayıcı proteinler içindeki ana hedefinin p53 proteini olduğu 

gösterilmiştir [107]. Mdm2 proteinin sentezi p53-Mdm2 etkileşimine neden 

olmakta ve böylece p53 'ün G1 'deki aktivasyonu kaybedilmektedir [1 08]. 

Mdrn2 90 kDa moleküler ağırlıkta, p53 ile bağlanabilme özelliği taşıyan 

bir proteindir. Birinci promotör, genin yukan bölgesinde ve ikinci ise promotör 

birinci intronda yer almaktadır. Farede Mdm2 proteini 489 aminoasitten ibaret 

olup 14-130 bölgesi p53 bağlanma bölgesidir. Bunun insanda 19-102 bölgeler 

olduğu tesbit edilmiştir [ 109-11 O]. 

Bu etkileşim üzerine ileri sürülen diğer bir modelde, DNA' da meydana 

gelen bir hasar, Mdm2 ile p53 arasında oluşacak kompleksi engellemekte veya en 

azından geciktirmektedir. Bu dururnda p53 etkisi ile, çoğalma inhibitör genleri 

(cipl gibi) harekete geçip hücre döngüsünü engeliernektedir ve bu şekilde hasarlı 

DNA' nın replikasiyonunu engeliernektedir [111]. 

Mdm2' nin promotörleri, p53 proteini tarafından baskılanmaktadır. 

lvfdm2'nin prornotörleri alternatif olarak transkripte edilmelerinden dolayı farklı 

kodonların içinde başlayan translasyon, Mdm2 proteininin de farklı oluşmasına 

neden olmakta ve sonuçta p53 ile bağlanmasını etkilemektedir [1 06]. p53 ve 

Mdm2 arasında ki sıkı kontrolün kaybolduğu transforme ve kanserli hücrelerde 
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mdm2 genının transkripsiyonunun alternatif sıplayzİng ile olduğu ve Mdm2 

proteininin p53 ile bağlanma özelliğinin kaybolduğu rapor edilmiştir [112-114]. 

1.3.1. Mdm2-p53 kontrol mekanizması 

Mdm2 p53' ü negatif olarak kontrol eden bir proteindir [107-122]. Mdm2 

olmayan ve p53 içeren fare embriyolarının öldüğü tespit edilirken, p53 geni 

alındıktan sonra, söz konusu embriyoların normal yaşlarında öldükleri tespit 

edilmiştir [123]. Bu negatif kontrol için iki model ileri sürülmektedir. Birincisi, 

Mdm2 sitoplazmik proteozomlarda p53' ün parçalamasını sağlar ve böylece her 

hangi bir stressle karşılaşmayan hücrelerde p53 seviyesi düşük tutulmaktadır 

[124]. Mdm2 E3 ubiquitin-protein ligaz ile birleşerek kazandığıligaz aktivitesi ile 

p53' ün ubiquitinasyonuna neden olur ve bu da p53' ün proteozomal 

degradasyonu ile sonuçlanmaktadır l'iü, 125-126]. 

İkinci mekanizma ise p53 'ün transkripsiyonal aktİvasiyonunun negatif 

olarak kontrol edilmesidir. Mdm2, p53 'e koaktivatörlarinin bağlanmasını yada 

yenı bir p53-bağırnlt gen ekspresiyonunu engelleyerek p53 'ün 

transaktivasiyonunu ve böylece apoptosis yeteneğini engeliernektedir [124]. Aynı 

zamanda Mdrn2'nin p53'ün transrepressyon fonksiyonunu engelleyebileceği 

düşünülmek.iedir. Diğer yandan p53 özgül olarak mdm2 genine bağlanır ve 

transkripsiyonunu uyanr ve bir negatif feed..:back mekanizmasına yol açmaktadır 

[1 06]. 

Mdm2 ve p53 arasındaki etkileşimi özellikle genetoksik bir faktöre maruz 

bırakılan hücrelerde yapılan çalışmalar göstermektedir. UV ışınlarına maruz 

bırakılan C127 hücrelerinde, p53 stabilizasyonu ve Mdm2 indüksiyonu arasında 

oldukça belirgin bir gecikme olduğu gözlenmiştir [1 11]. Dolayısıyla, p53 

proteininin transkripsiyonal aktİvasyon hedefi olan diğer proteinlerin aynı 

koşullardan etkilenmiş olma olasılığı bulunduğu öne sürülmüştür. Gamma 

radyasyonunun bazı hücrelerde Mdm2 rnRNA'sının hızlı artışına neden olduğu ve 

G 1 fazında durdurulan hücreleri bölünmeye sevk ettiği rapor edilmiştir [1 08]. 

Mdm2'nin indüklenmesine bağlt olarak p53 genindeki upiquitinasyonun arttığı ve 

dolayısıyla p53 ürünün azalmasına yol açtığı bildirilmiştir [125]. 
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İyonize radyasyona maruz kalma sonucu, hücrelerdeki p53 proteininin 

stabilize olmasının, Mdm:!'nin bir fosforilizasyon-fosforilizasyon mekanizması 

tarafından baskılanmasıyla olduğu bulunmuştur. DNA hasarı ile aktif olan p53 

önce ser15 ve thr18 de fosforile olmakta ve böylece Mdm2 'nin etkisinden 

kurtularak stabilize hale gelmektedir [126-127]. insanda, DNA-fosfokinaz veya 

ona bağlı kinazlar p53 'ün fosforilizasyonuna neden olmak'ta ve böylece Mdm2 ile 

p53' ün birleşmesinde rol oynamaktadır [1 06, 128] 

Mdm2'nin p53 üzerine bu şekilde negatif kontrolü olmasma rağmen, 

nöroblastoma dahil bazı insan tümörlerinde, p53' ün Mdm2'nin neden olduğu 

degradasyona dayanıklı olduğu ve sonuç olarak söz konusu hücrelerde anormal 

seviyede devamlı olarak birikim gösterdiği gözlenmiştir. Bu dayanıklılığının ise 

aynen fosforilizasyon-fosforilizasyon mekanizmasında olduğu gibi p53 'ün 

geçirdiği kovalent modifıkasyonlarla ilgili olduğu rapor edilmiştir [124]. 

Mdm2' nin apoptosis için bir negatifregülatör olarak iş gördüğü diğer bazı 

çalışmalarda gösterilmiştir. Örneğin; insan glioblastoma hücrelerinde, yüksek 

seviyelerde Mdm2 sentezinin bu hücrelerde cisplatin ile sağlanan apoptosisi 

azalttığı görülmüştür [129]. 

Haupt ve ark. [125] c-mye onkogeninin aktivasyonundan sonra aktifleşen 

p53 ve ona bağlı apoptosisin Mdm2 lle inhibe edildiğini rapor etmiştir. mdm2 bir 

onkogen olarak kabul edilmekte ve hücrelerde normalin üzerinde sentezi 

transformasyona neden olmaktadır.Jvidm2 ile transforme olmuş Nlli3T3 ve Rat 2 

hücrelerinde, Mdm2'nin yüksek seviyede sentez edildiği ve insanda Mdm2 

geninin lokalize olduğu 12ql3-14 bölgesinin, insan sarkomalarının bir çoğunda 

amplifıke olduğu anlaşılmıştır [130-131]. Mdm2 proteinin yüksek seviyede 

olması genin amplifikasyonuna bağlı olduğu gibi bazı kanserli hücrelerde, mdm2 

geninin amplifıkasyonuna bağlı olmadan da protein seviyesinin yüksek olduğu 

tespit edilmiştir [ 13 2-13 3]. 

Mdm2' nin onkogenik aktivasyonlar sonucu kontrol edildiği yapılan yeni 

çalışmalarla gösterilmiştir. Ries ve ark. [134] Ras onkoproteininin başlattığı Rafi' 

M ek/ MAP kinaz yolunun Mdm2' nin aktivitesini p 19 adında bir protein varlığı 

ile kontrol ettiğini ileri sürmüşlerdir. Burada, p19 Mdm2' yi inhibe ederek p53' ü 

parçalanmaktan koruyarak hücre döngüsünü durdurmakta ve apoptosise neden 
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olmaktadır. Fakat pl9 dan yoksun hücrelerde Raf/ Mek yoluyla Mdm2 artarak 

p53 parçalanmakta ve böylece tümör gelişimi gözlenmektedir. 

Burada p19, Mdm2-E3 kompleksine bağlanarak ligaz aktivitesini bloke 

eder ve proteozomal parçalanma meydana gelmemektedir [79, 135]. Ras/ Raf/ 

Mek yolu p19 ve p53' ün yanı sıra E2F-1 aktİvasiyonunun artması yoluyla p16 ve 

p21 cıP proteinlerinin artışına neden olmaktadır. Bunların kontrolü ile p 19-Mdm2-

p53 döngüsünü içeren fare hücrelerinde prematüre ölümler görülmektedir [135-

137]. 

p19' un bir transkripsiyon faktörü olan Dmpl tarafindan uyarıldığı ve fare 

fıbroblast hücrelerinin p53-bağımlı hücre döngüsünü durdurarak ile cevap verdiği 

Honda ve. ark. [126] tarafından rapor edilmiştir. Fakat Dmpl-yoksun hücreler 

pasajlandığı zaman p19, Mdm2 ve p53 seviyeleri normal hücrelere göre düşüş 

göstermiş ve ölüm gözlenmiştir. Yine bu Dmpl' ın yoksun hücreler onkogenik H­

ras ile morfolojik olarak transforme olabilmişlerdir [126]. 

p53 mutasyonu ile birlikte Mdm2 nin yüksek seviyede sentezlendiği 

durumlar cla bulunmaktadır [ 1 06]. Araştırılan 1 04 insan kanser vakasından 12 

tanesinin yalnızca p53 mutasyonu, 1 O tanesinin yüksek seviyelerde Mdm2 sentezi 

veya amplifikasyonu ve 1 tanesinin hem yüksek seviyede Mdm2 sentezi ve hem 

de p53 mutasyonunu rapor edilmiş 1r [138]. Yumuşak doku kanseri üzerine 

yapılan başka bir çalışmada ise p53 mutasyonu ve Mdm2 yüksek seviyede 

sentezinin prognosis ile bağlantılı olduğu tespit edilmiştir [139]. Sezary sendrom 

üzerine yapılan bir başka çalışmada, p53 mutasyonu ve yüksek seviyede Mdm2 

sentezlenmesi malignansiye hücresine yol açtığı ileri sürülmüştür [140]. 

Elde edilen .tüm bu bulguların aksine, yapılan bazı çalışmalarda p53 ile 

nıdm2 arasmda benzer bir ilişki bulunmadığı ve mdnı2'nin tek başına, hücreleri 

transforme edebildiği bulunmuştur. Mdm2'nin transforme edebilme yeteneğinin 

N-terminal t.:uyruğunda meydana gelen delesyon sonucu ortaya çıktığı gereksidik 

kesesi gerekse yumurtalık kanserlerinde yakın bir zamanda gösterilmiştir [ 141]. 

İlk önceleri, nıdm2'nin tek başına hücreleri transforme edebilme yeteneği, p53 

normal tipini sentezleyen hücrelerde ortaya konmuş [1 06] ve takibeden 

çalışmalarla, bu onkogenik özelliğin çoğalmayı baskılayan p53 'ü inhibe etme 

yoluyla gerçekleştiği ileri sürülmüştür [142]. Yüksek seviyelerde sentez edilen 
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Mdm2 proteininin, p53 proteinine sahip olan ve olmayan meme bez hücrelerinde 

S fazına girmeleri sonucu poliploidi ve kanserleşme belirtilerinin ortaya 

çıkmasına neden olduğu belirtilmiştir [143]. 

Mdm2 proteininin gerek ribozom biyosentezinde gerekse translasyonal 

regülasyondayeraldığı düşünülmektedir. Bunun genellikle Mdm2 proteininin SS 

rRNA' ya bağlanan LS proteini ile etkileşimine bağlı olduğu ileri sürülmektedir. 

Mdm2 proteinini yüksek seviyede sentez eden hücrelerde, Mdm2, LS ve 5SrRNA 

üçlü kompleksinin yanısıra, Mdm2, pS3, LS ve SSrRNA dörtlü kompleksinin 

bulunduğu gösterilmiştir. SSrRNA-LS protein kamplesinin memeli hücreleri 

nukleoplazrnasında saklanması ribozorn sentezi için kaynak oluşturmaktadır ve 

ayrıca 5SrRNA, çekirdek ile siteplazma arasındaki geçişini sağlamaktır. Böylece, 

ribozorn biyosentezinin kontrolünde, Mdrn2'nin sözkonusu LS fonksiyonlarını 

kontrol etme yoluyla rol aldığı düşünülmektedir [144-145]. 

1.3.2. Mdm2 ve terminal farklılaşma 

Mdm2 geninin beyin, kas veya testis gibi dokularda yüksek seviyelerde 

transkripte edildiği ve [1 06] miyoblast hücreleri nde, MyoD I geninin 

transkripsiyonunu baskılama yoluyla farklılaşmayı engellediği tesbit edilmiştir 

[146]. Ayrıca C2C12 rniyoblast hücrelerinin farklılaşması sırasında Mdm2'nin, 

pS3 proteininden bağımsız olarak arttığı tespit edilmiştir [147]. 

Alkhlaf ve ark. [148] tarafından yayınlanan bir makalede Mdm2 epiderrnal 

hücrelerde ekspres se edildiği zaman p53 'e bağımlı kalmadan farklılaşmaya yol 

açabildiğini ve türnörleşrneye neden olmadığını savunulmuştur. Keratinosit 

hücrelerinin farklılaşması sırasındaki Mdm2'nin artışı ve p53'ün azalışı söz 

konusu hücrelerin farklılaşma prograrnında bir rolü olabileceğini göstermektedir 

[149]. 

1.4 Çalışmanın Amacı 

Yukarıda verilen literatür bilgileri, bir hücrenin onkogenik aktivasyonu 

dahil anormal stres koşullarından özellikle p53 geninin ve onun kontrolünü 
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sağlayan m dm 2 gibi bazı genleri aktive ederek kurtulduğunu yada apoptosis 

mekanizmasını salındırdığını göstermektedir. 

Söz konusu mekanizmaların ras onkogeninin aktivasyonu ile nasıl 

etkileşim gösterdiği hakkında henüz çok az bilgi bulunmaktadır bundan dolayı bu 

çalışmada, ras'ın neden olduğu kanserogenezin engellenebilrnesi bakırnından H­

ras ile transformasyona uğratılmış kanserli hücreler ile onlann normal karşılığı 

olan hücrelerde, UV ve DMSO gibi hücreye ve DNA'ya hasar veren ajanıara 

maruz kalındıkian sonra p53 ve mdm2 genlerinin ekspresyonunun Westem Blot 

yöntemi ilc araştırılması amaçlanmıştır. 
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2. MATERYAL ve METOD 

2.1. Kullanılan Materyaller 

2. 1. 1. Antikorlar 

Fare 13-a.k.'-tin antikoru (Sigma), fare lgG antikoru (Santa Cruz sc -2008), 

fare "MDM2 antikoru (Santa Cruz sc -965), p53 antikoru (Santa Cruz sc -99), H­

ras antikoru (Santa Cruz sc-032) kullanılmıştır. 

2.1.2. Kimyasal maddeler 

Akrilamid karışımı (%30) (Sigma), Aprotinin (Sigma), Dulbecco's 

Modifıcation of Eagles Medium (DMEM) (Sigma), ECL (Enhanced 

Chemiluminicance) solüsyonları (A, B) (Amersham), Fetal Bovine Serumu 

(Sigma), Protein Marker (Sigma), Penisilin/Streptomisin solüsyonu (Sigma), Puks 

saline A (PSA) (Sigma), Tripsin-EDTA solüsyonu (Sigma), Dimetilsulfoksid 

(DMSO) (Sigma) kullanılmtşttr. 

2.2. Hücre Kültürü 

Deneyde kullanılan 5RP7 ve F2408 rat embryo fibroblast hücreleri, Osaka 

Fermentasyon Enstitüsü 'den hediye edilmiştir. Hücreler flasklara bir milyon 

hücre olacak şekilde, thoma lamında sayılarak ekilmiştir. Rat embriyo fibroblast 

hücreleri normal büyüme ortamt olan %1 O FBS (Foetal Bovine Serum), %1 L­

glutamin ve 100 ünite/ml penisilin/streptomisin içeren Dulbecco' s Modified Eagle 

Medium (DMEM) içinde, 37 °C ve %5'1ik C02 içeren C02 inkübatöründe 

(Hearouse) büyütülmüşlerdir. Pasajlama için tripsin ile muamele edilen hücreler 

yeni flasklarına aktarılmıştır. 
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2.3. Hücre Büyüme Eğrisi 

5RP7 ve F2408 hücreleri, yukarıda belirtilen besi ortamlarını her flaska bir 

milyon hücre olacak şekilde ekilerek 24, 48, 72, 96 saat periyottarla inkübe 

edilmişlerdir. Hücrelerin besi ortamı her gün yenisi ile değiştirilmiştir. Her periyot 

sonunda sayım yapılması için 1 ml Tripsin-EDTA ile 37 °C de inkübe 

edilmişlerdir. Hücreler bu aşamada hücre sayım aleti (Coulter Counter) ile 

sayılmıştır. Bu işlem üç kez tekrarlandıktan sonra, üç ayrı sayımın ortalaması 

alınmıştır. 

2.4. Hücrelerin May-grünwald-Giemsa ile Boyanınası 

Hücreler bulundukları besi ortamından uzaklaştınldıktan sonra soğuk PBS 

ile üç kez yıkanmıştır. Soğuk metanelle 3 dakika fikse edildikten sonra hücrelerin 

üstüne May-grünwald boyası ilave edilmiş ve 4-5 dakika bekletilmiştir. Sonra 

boyanın yarısı alınarak geri kalan boya kısmına eşit miktarda distile su ilave 

edilmiş ve 1 dakika bekletilmiştir. Daha sonra bir kez distile su ile yıkadıktan 

sonra hücrelerin üstüne Giemsa boyası eklenerek ve 7-8 dakika bekletildikten 

sonra distile su ile yıkanmıştır [150]. 

Boyanan hücre preparatları 01ympus BX50 fotomikroskobu altında, 

değişik büyütmelerde incelenerek Oly mpus PM-30 otomatik fotomikrografı aracı 

ile fotoğraflanmıştır. 

2.5. Hücrelerin UV Işını ve DMSO ile Muamelesi 

F2408 hücreleri %10'luk FBS besiyerinde fınal konsantrasyonu %1, %2, 

%3 ve %4'lük olacak şekilde dimetilsülfoksit (DMSO) içeren besi ortamında yada 

3,6,9, 15 dakika 240 nm dalga boyundaki UV ışınma maruz bırakıldıktan sonra 12 

saat süreyle büyütülmüşlerdir. 

UV ışınma maruz bırakılacak hücrelerden ilk önce besiyeri uzaklaştırılmış 

ve ardından hücreler 1x PBS (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 15 mM KHıP04, 8 

mM NaıHP04) ile yıkanmıştır. Hücreler 3, 6, 9 ve 15 er dakika olmak üzere UV 
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ışığında bırakıl dıktan sonra %1 O'luk FBS eklenerek 12 saat inkübasyona bırakıldı 

[151] 

5RP7 hücreleride yukarıda belirtildiği gibi UV ışınma maruz bırakıldıktan 

12 ve 24 saat sonra protein ekstraksiyonu için lizis edildi. 

2.6. Western Blot Analizi 

2.6.1 Toplam protein ekstraksiyonu 

Toplam protein ekstraksiyonu Sambrook [152] göre yapılmıştır. 

Hücrelerden soğuk bir ortamda besi ortamı uzaklaştırılmıştır. Flask yüzeyine 

yapışık olarak bulunan hücreler soğuk PBS tamponu (137 mM NaCl, 2.7mM KCl, 

15 mM KHıP04, 8 mM Na2HP04) ile yıkandıktan sonra üzerine lizis solüsyonu 

(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, % 0.02 sodyum azid, % 1 NP-40, 100 J..lg/ml 

fenilmetilsülfonilflorid (PMSF), 1 J..lg/ml aprotonin) eklenip buz üzerinde, her 5 

dakikada bir çalkalanarak toplam 20 dakika bekletilmiştir. Daha sonra lizize 

uğramış hücreler, hücre sıyırıcı ile flasklardan sıyrılarak dikkatli bir şekilde 

toplanarak ependorftüpüne aktarılmış ve 13000 g' de +4°C'de 10 dakika santrifiij 

(Heraouse) edilmiştir. Süpernatant kısmı alınarak -20°C'de saklanır. 

Protein konsantrasyonu Bradford yöntemi kullanılarak spektrofotometre 

(Schimadzu) ile tespit edilmiştir [152]. 

2.6.2. Jel elektroforezi (SDS PAGE) 

Herbir örnekten alınan 40 J..lg protein, 1 O J..ll 2X jel yükleme tamponu (% 4 

SDS, %20 gliserol, 100 mM Tris-Cl (pH 6.8), 200mM DTT, % 0.2 Bromfenol 

blue) ile karıştırılmıştır. Protein ve jel yükleme tamponu karışımı 100°C'de 4-5 

dakika kaynatılarak denatüre edilir. Protein örnekleri % 12'1ik bir SDS 

poliakrilamid mini jel de (OWL) yürütülür. Elektroforez, önce toplayıcı jel için 80 

V sonra ayıncı jel için 120 V elektrik akımı uygulanarak, Tris-Glisin elektroforez 

tamponu (0.25 M Tris, 1.92 M glisin) içinde gerçekleştirilmiştir. Moleküler ağırlık 

standardı aynı jelde, protein örneklerinin hazırlandığı gibi hazırlanarak ayrı bir 
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sütunda yürütülür. Bromfenol blue boyası, jelin sonuna gelene kadar akım 

uygulanmıştır. Western blott için kullanılmayacak jeller ya da western blottan 

sonraki jeller, Coomasie brilliant blue boyası ile en az 2 saat boyanarak, daha 

sonra Destain tamponu (% 20 metanol, % 13.3 glasiyal asetik asit) ile yıkanarak 

% 7 glasiyal asetik asit içinde saklanmıştır [153]. 

2.6.3. Western blot 

Nitrosellüloz (0,45 ı-ım) fıltreden jelle aynı boyutta bir parça kesilmiştir ve 

distile su ile hava kabarcıklan kalmayacak şekilde ıslatılmıştır. Yine jelle aynı 

boyutlarda altı adet 3MM Whatman kağıdı kesilmiştir ve transfer tampon (39ınM 

glisin, 48mM Tris-base, %0.037 SDS, %20 metanol) içersine alınmıştır. 

Elektroblotterin alt ünitesine, transfer tampon ile ısıatılmış üç tane JMM: 

Whatman kağıdı yerleştirilmiştir ve bunun üstüne nitrosellüloz filtre aynı şekilde 

yerleştirilir. Daha önce hazırlanan jel distile su ile yıkanarak nitrosellüloz filtrenin 

üstüne yerleştirilmiştir. Daha sonra geriye kalan üç Whatman kağıdıda jelin 

üstüne yerleştirilmiştir ve üstüne elektro blotterin üst ünitesi kapatılmıştır. Protein 

transferi için' gerekli 0.65 mNcm2 elektrik akımı 2 saat boyunca uygulanmıştır. 

Proteinlerin transferinden emin olmak için bir gece boyunca kurutulan 

nitrosellüloz fıltre, Ponceu S boyasında, 2-5 dakika bekletildikten sonra distile su 

ile bolca yıkanarak fotoğrafı çekilmiştir [153]. 

2.6.4. Antikor ile işaretierne . 

Kuru filtre, yıkama tamponunda (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 

7.4), %0.02 Tween 20), 5-1 O dakika ısıatıldıktan sonra bloklama tamponunda (%5 

yağsız süt tozu) 1 saat hafifçe çalkalanarak bloklanır. Bloklama solüsyonu 

uzaklaştırılarak fıltrenin üstüne yıkama solüsyonuna birinci antikor eklenerek (ras, 

MDM2, p53 ve ~-aktin için 1:500) 2 saat hafifçe çalkalayarak inkübe edilmiştir. 

Filtre, dört defa 5' er dakika yıkandıktan sonra % 5 yağsız süt tozu içinde 1 O 

dakika tekrar bloklanmıştır. Filtre, HRP (Horse redish peroksidaz) işaretli ikinci 

antikor olan IgG ile (anti-mouse için 1: 1000) % 0.2 yağsız süt tozu içine 
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eklenerek 1 ,saat inkübe edilmiştir. Daha sonra fıltre, altı defa 10' ar dakika 

Tween-20'li yıkama solüsyonunda ve iki defa 1 O' ar dakikalık Tween-20' siz 

yıkama tampononda yıkanmıştır [153]. 

2.6.5. Dot blotting 

Test edilmesi istenilen protein örneği filtreye damlatılmış ve kuruması 

beklenmiştir. Kuruyan filtre daha önce anlatılan bloklama ve antibody ile işlem 

yapıldıktan sonra bir seri yıkama işleminden geçirilmiştir (Western blotting 

işleminde olduğu gibi). Daha sonra 2. antibody ile muamele edildikten sonra ECL 

solüsyonları ile aranan proteinin olup olmadığı ve 1. antibodi'ye bağlanıp 

bağlanmadığı tespit edilmiştir. 

2.6.6. ECL ile belirleme 

Karanlık odada, filtrenin solüsyonu iyice uzaklaştırılmıştır. Arnersham 

yöntemine göre ECL A ve B solüsyonları karıştırıldıktan sonra solüsyon filtrenin 

üstüne eklenmiştir ve 1-2 dakika bekletilmiştir. ECL solüsyonları iyice 

uzaklaştınldıktan sonra filtre streç filmiyle sarıldıktan sonra kasetteki camın 

üstüne yerleştirilmiştir ve üstüne X-ray filmi (Sigma Z37,037-1) konulduktan 

sonra 5 saniye ile 15 dakika arasında bekletilmiştir. Süre dolduktan sonra X-ray 

filmi kasetten alınmış ve banyo edilmiştir. 
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3.BULGULAR 

3.1. Hücrelerin Büyüme Özellikleri 

F2408 ve 5RP7 hücreleri sayıları lx106 olarak materyal metodda 

belirtildiği gibi 4 flask olarak kültür edilmiş ve 24-96 saatleri arasında sayımları 

yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar Şekil 3 .ı de grafikle gösterilmektedir. Buna göre 

normal rat embriyo fibroblast hücresi olan F2408 hücreleri flaskın yüzeyini 

kaplayana kadar yani kontakt inhibisyon etkisini gösterdiği zaman olan 48 saat 

sonunda büyürneyi durdurmuşlar ve 96 saattete yaklaşık 4x1 06 olan hücre 

sayısında kalmışlardır. Bunun aksine, H-ras transforme rat embriyo fibroblast 

hücreleri olan 5RP7'ler devamlı olarak iki kat çoğalma gösterip, 96 saatin 

sonunda yaklaşık 8x106 sayısına ulaşmıştır. 

D F2408: 

48 72 96 c ...... a .... t· .. :.ac 

Şekil3.1. %IO'luk FBS besiyerinde büyütülen 5RP7 ve F2408 hücrelerinin zamana göre büyüme 

oranlan 
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3.2. Hücrelerin Morfolojik Özellikleri 

Hücrelerin inkübasyonundan sonra onların morfolojik özelliklerinin 

incelenmesi amacıyla May-grüwald-Giemsa boyasıyla boyanmıştır. Buna göre: 

F2408 hücrelerinin tek tabakalı düzen gösterdikleri, hücrelerin büyük 

çoğunluğunun poligonal şekilli, liiçük bir bölümünün ise iğsi ve üçgen şekilli 

olduğu belirlenmiştir. Ayrıca mitoz geçirmekte olan küresel şekilli hücrelerede 

rastlanmıştır (Şekil 3.2.A ve B). 

Hücrelerinin tek çekirdekli oldukları, çekirdeğin hücrenin merkezine 

yerleşmiş bir konumda ve oval biçimli olduğu tespit edilmiştir. Çekirdekçiğin 

görülmediği hücre çekirdeklerinde kromatin taneciklerinin hücrelerin bir 

bölümünde homojen olarak dağıhrken bir bölümünde bir bütün olarak yer aldığı 

gözlenmiştir (Şekil 3.2.A ve B). 

İğsi şekilli hücrelerin hücrenin karşılıklı kutuplarında yaklaşık olarak 

uzunlukları birbirine benzeyen uzantılara sahip oldukları görülmüştür. Poligonal 

şekilli hücrelerin etratlanndaki hücrelede bağlantı kurabilmek için hücrelerin her 

yönünden uzantıların çıktığı belirlenmiştir. May-grüwald-Giemsa boyama tekniği 

uygulanan F2408 hücrelerinde çekirdeğin sitoplazmaya göre daha açık renkte 

boyandığı görülmüştür (Şekil3.2.A ve B). 

5RP7 hücreleri ile aynı büyüme tekniği uygulanan F2408 hücrelerinin 

çekirdek ve sitoplazmalarının 5RP7 hücrelerinin çekirdek ve sitoplazmalarına 

göre daha açık renkte boyandığı saptanmıştır (Şekil 3.2.A ve Şekil 3.3.A). 
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Şekil 3.2.A May-grünwald-Giemsa ile boyanmış normal mt embriyo fibroblast hücresi olan F2408 

hücrelerinin ışık mikroskobunda 20Xbüyütmede görüntüsü (1 günlük) 

B. May-grünwald-Giemsa ile boyanmış normal mt embriyo fibroblast hücresi olan F2408 

hücrelerinin ışık mikroskobunda 40X büyülmede görünlüsü (1 günlük) 
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H-ras transforme olmuş rat embriyo fıbroblast hücreleri olan 5RP7 

hücreleri flasklara ekildiklerinin 1. gününde tek tabakalı düzen göstermekte 

ekimlerinden 24 saat sonra ise çok tabakalı düzen gösterme eğiliminde oldukları 

tespit edilmiştir. Hücrelerin iğsi ve yuvarlak, az sayıda hücrenin ise poligonal 

şekle sahip oldukları saptanmıştır. Pdigonal şekilli hücrelerin tek ve yuvarlak 

biçimli çekirdeğe sahip oldukla;. bu çekirdeğin hücrenin merkezinde 

konumlandığı gözlenmiştir. Poligonal hücrelerde de çekirdekçiğin görülmediği 

kromatinin ise bir bütün olarak çekirdeğin merkezinde yer aldığı gözlenmiştir 

(Şekil.3.3.A ve B). 

İğsi hücrelerin karşılıklı iki kutupta uzantıya sahip oldukları görülürken 

poligonal hücrelerin uzantılarının diğer hücrelerle kaynaşmış biçimde olduğu 

belirlenmiştir. Yuvarlak şekilli hücrelerin çekirdek ve siteplazmaları mitoz 

geçirmedikleri için ayırt edilememiştir. Hücre çekirdeklerinin koyu pembe renkte 

boyandığı görülürken siteplazmanın çekirdeğe göre daha açık renkte boyandığı 

görülmüştür. 

Sayıları hızla artan 5RP7 hücrelerinin çok tabakalı hale gelerek bir koloni 

oluşturdukları tespit edilmiştir. Koloniyi oluşturan hücrelerin hepsinin yuvarlak 

şekilli oldukları saptanmıştır. Sitoplazma oranının büyük oranda azaldığı tespit 

edilmiştir (Şekil3.3.A. ve B). 

3.3. Antikorların Dot-Blot Yöntemiyle Test Edilmesi 

Deneylerde kullanılacak olan 4 özgül antikor ile onların HRP işaretli ikinci 

antikarlarının birbirlerine bağlanmaları ve ECL sisteminin çalışıp çalışmadığı 

materyal metotda belirtildiği gibi dot-blot yöntemiyle test edilmiştir. Şekil 3.4.'de 

gösterildiği gibi p53, MDM2, ~-aktin ve ras antikorları kendilerine özgül olan fare 

immunoglobini ile reaksiyon vermiştir. 
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Şekil 3.3.A. H-ras transforıne olmuş rat embriyo fibroblast 5RP7 hücrelerinin ışık mikroskobunda 

20X büyütmedeki görünümü ( 1 günlük) 

Şekil 3.3.B. Koloiji oluşturmuş H-ras transforıne olmuş rat embriyo fibroblast 5RP7 hücrelerinin 

ışık mikroskobunda 40X büyütınedcki görünümü (2 günlük) 
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Şekil 3.3. Dot-blot yöntemi ile ras, :MDM2 ve p53 antikorlan kendılerine özgül olan fare 

iınınunoglobini ile reaksiyonun gösterilmesi 

3.4. F2408 hücrelerinde UV ve DMSO muamelesinden sonra p53, MDM2 ve 

f}-aktin proteinlerinin seviyesi 

Normal hücreler olan F2408 hücreleri DNA hasarı meydana getirebilmek 

için Materyal Metotda belirtildiği gibi UV ışınlarına maruz bırakılmışlardır. Daha 

sonra bu hücrelerde, olası DNA hasarı sonucu p53 ve MDM2 genlerinin 

ekspressiyonu Westem Blot yöntemiyle araştırılmıştır. Şeki1.3.5.A'da gösterildiği 

gibi MDM2 proteini için hiçbir sinyal alınamazken p53 proteini 3,6 ve 9 dakika 

UV ışınma maruz bırakılan hücrelerde artan bir şekilde tespit edilmiştir: 15 dakika 

UV ışınma maruz bırakılan hücrelerde hiçbir sinyal alınamamıştır. Jeldeki herbir 

kuyucuğa yüklenen toplam protein miktannı kontrol etmek için aynı örnekler 

paralel bir jelde yürütüldükten sonra 13-aktin proteinin miktarı tespit edilerek p53 

ile karşılaştırılmıştır. Şeki1.3.5.A.da görüldüğü gibi 9 dakika UV ile muamele 

edilyn hücrelerin protein örneğinde 13-aktin tespit edilemezken çok azda olsa p53 

proteini için band görülmek1:edir. 13-aktin (48 kD)ve p53 (53 kD) için elde edilen 

protein bandları moleküler ağırlık standartı (Marker) ile karşılaştırılarak uygun 

molek"iiler ağırlıkta olduğu tespit edilmiştir. 
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Şekil 3.5. Nonnal rat embriyo fibroblast hücrelerinde farklı sürelerdeki UV ışını muamelesi ve 

farklı konsantrasyonlarda uygulanmış DMSO' nun 12. saat sonunda MDM2, ~-aktin ve 

p53.protein seviyelerinin western-hlot ile gösterilmesi (A). 

Nitroselüloz membrana transferden sonra toplam proteinin Ponceao S boyama ile 

gösterilmesi (B). 

N: UV ışını ve DMSO etkisinde bırakılmamış nonnal rat embriyo fibroblast 

lıücrclcrindcn izole edilen toplam protein seviyesinin göslcrilınesi 
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Hücrelerde DNA hasarına neden olan bir faktör olarak UV'nin etkisini 

hem kontrol etmek hem de olası kendi etkisini araştırmak için hücreler 

DMSO'nun farklı konsantrasyonları ile muamele edilmiştir. Şekil 3.5.A'da 

görüldüğü gibi %1, %2, %3 ve %4'lük DMSO ile hücrelerin muamelesi p53 ve 

MDM2 proteinlerinin sentezlenmesine neden olmamıştır. Fakat buna karşın şekil 

3.4.B'de verilen, her bir örnekteki toplam protein miktarını gösteren nitroseluloz 

filtreye baktığımızda %3'lük ve %4'lük DMSO ile muamele edilmiş örneklerde 1. 

örnekle aynı miktarda protein olmasına rağmen J3-aktin seviyesi %3 'lük de 

azalmış ve %4'lükde tamamen kaybolduğu görülmüştür. 

Hiçbir ajana maruz bırakılmamış normal hücrelerden elde edilen toplam 

proteinlerde p53 ve MDM2 proteinine bakıldığında beklenildİğİ gibi herhangi bir 

bant tespit edilemezken J3-ahin seviyesi normal bir şekilde tespit edilmiştir. 

3.5. 5RP7 hücrelerinde UV ve DMSO muamelesinden sonra p53, MDM2 ve 

J3-aktin proteinlerinin seviyesi 

H-ras transforme olmuş rat embriyo fibroblast hücreleri olan 5RP7 

hücreleri de DNA hasarı meydana getirebilmek için Materyal Metotda belirtildiği 

gibi UV ışınlarına maruz bırakılmışlardır. Daha sonra bu hücrelerde DNA hasarı 

sonucu p53 ve MDM2 genlerinin ekspressiyonu Western Blot yöntemiyle 

araştırılmıştır. Ancak Şekil 3.6.A'da görüldüğü gibi aynı blot üzerinde beta-aktin 

tespit edilirken p53 ve MDM2 proteinleri için hiçbir sinyal tesbit edilememiştir. 

Bu hücreler F2408 'den farklı olarak yukarıda belirtilen süreler le UV ışınma 

maruz bırakıldıktan 24 saat sonra lizis edilerek proteinleri analiz edildiğinde yine 

p53 ve MDM2 için bir sinyal alınamamıştır. 

Kontrol amacıyla yapılan beta-aktin için elde edilen bantların şekil 

3.6.B'de verilen herbir örnekteki toplam protein miktarı ile karşılaştırıldığında 

paralel olmadığı gözlenmiştir. UV ışını ile muamele edildikten 12 saat sonra elde 

edilen örneklerde 9. ve 15. dakika UV ışınma maruz bırakılmış J3-aktinin tamamen 

yok olduğu görülmeh.1:edir. Bunun aksine benzer sure ile muamele edilmiş 

hücrelerden 24 saat sonra elde edilen protein örneklerinde bu yok olma 

gözlenmemektedir. 
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Ayrıca H-ras ile transformasyona uğratılmış 5RP7 hücrelerinde H-ras 

proteinin varlığı Western Blot ile araştırıldığında Şekil 3.6.C'de görüldüğü gibi 

hiç sinyal alınamamıştır. 
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Şekil 3.5. H-ras transform rat embriyo fibroblast (5RP7) hücrelerinde, farldı sürelerde UV ışını 

muamelesinden sonra 12. ve 24. saatlerde MDM2, p53 ve ~-aktin .protein seviyelerinin 

western-hlot ile gösterilmesi (A). 

Nitroselüloz membrana transferden sonra toplam proteinin Ponceao S boyama ile 

gösterilmesi (B). 

Ras protein seviyesinin westem-blot ile gösterilmesi (C). 

N: UV ışınma maruz ~ılmamış H-ras transfekte edilmiş rat embriyo fibroblast 

hücrelerinden izole edilen toplam prolcin seviyesinin gösterilmesi 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

p53 tümör baskılayıcı ger~ (Cmör oluşumundaki en yaygın mutasyona 

uğratılmış gendir. İnsan tümörlerü ;ı yaklaşık %50'sinde p53 geninin normal 

fonksiyonunu kaybettiği görülmektedir [126]. ras protoonkogen ise sinyal 

yollarının büyük bir kısmında moleküler bir anahtar olarak rol oynamakta ve 

hücrelerin farklılaşması ya da çoğalmasını kontrol etmektedir. İnsan kanserlerinin 

yaklaşık %30'unda ras geninin mutasyona uğradığı tespit edilmiştir [154-155]. Bu 

kadar öneme sahip p53 ve ras genlerinin ürünlerini incelemek amacıyla F2408 ve 

5RP7 hücrelerinden yararlanılmıştır. Çalışmamızda kullandığımız F2408 hücreleri 

rat embriyo fıbroblast hücresidir. Bu hücreler flaska ekildiklerinde 2. günden 

sonra kontakt inhibisyondan dolayı büyümelerinin durması nedeniyle normal 

hücrelerle benzerlik gösterir. H-ras transforme edilmiş rat embriyo fıbroblast 

hücresi olan 5RPTler ise sürekli mitoz halindedir ve normal hücrelerde görülen 

kontakt inhibisyondan etkilenmemesi ve yığın oluşturması kanserli hücrelerde 

olduğu gibi bu hücrelerde de görülen tipik belirtilerdir [44.-45, 156]. 

Flask üzerinde fıkse edilerek boyanan normal ve transform hücreler 

mikroskop altında incelendiğinde morfolojik olarak farklılıklar göstermiştir. 

F2408 hücreleri flask yüzeyine yayılmış olarak daha çok poligonal şekil 

gösterirken 5RP7 hücreleri tipik transform hücre morfolojisi olan daha 

yuvarlağımsı ve iğsi görünümündedider [44-45]. Morfolojik özelliğin dışında 

May-Grünwald-Giemsa boyanınası açısından da F2408 ve 5RP7 hücreleri 

arasında farklılıklar gözlenmiştir. Bu boyama ile 5RP7 hücrelerinin F2408 

hücrelerine göre daha koyu boyaııması transform hücrelerin asidik içeriklerinin 

arttığını doğrulamaktadır [150]. 

Bu çalışmada p53, mdm2, ras ve 13-aktin proteinlerinin UV ışını ve DMSO 

muamelesi sonucu hücrelerdeki düzeyleri Western Blot yöntemiyle incelenmiştir. 

Çalışmamız da, F2408 hücrelerinin farklı sürelerle UV ışınma maruz 

bırakılmasıyla bu hücrelerin DNA'tannda hasar meydana getirilerek p53'ün aktif 

hale gelebileceği düşünülmüştür. Sonuçta UV muamelesinden sonra 3, 6 ve 9. 

dakikalardaki periyotlarda 12 saatE. ·nkübasyon süresinden sonra p53 proteinin 

düzeylerinde periyodik olarak ; .rtışın gözlenmesi sözkonusu normal 
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fıbroblastlarda p53 'ün başlattığı yolun nonnal olarak çalıştığını göstennektedir. 

Buna benzer sonuçlar çeşitli hücre tiplerinde de elde edilmiştir [157-158]. Ancak 

UV ışınma 15 dakika bırakılmış olan F2408 hücelerinde p53 gözlenememiştir. Bu 

durum uygulanan 15 dakikalık sürenin UV'nin hücre üzerine çok kuvvetli zararlı 

olduğu ve p53 de dahil birçok molekülü parçalarlığını düşündürmektedir. Nonnal 

olarak p53 'ün çok kısa ömürlü olduğu ve protein seviyesinin hiçbir strese maruz 

kalmayan hücrelerde çok düşük olduğu bilinmektedir [126, 157-158, 159]. Bizim 

yaptığımız çalışmada bunlara benzer .olarak nonnal F2408'lerde p53 tesbit 

edilememiştir. Buda çalışılan sistemin beklenilene uygun olduğunu 

göstennektedir. 

Aynı hücreler hem UV'nin etkisini hemde çok sık kullanılan bir çözücü 

olan DMSO'nun olası etkisini kontrol etmek amacıyla DMSO'nun %1, %2, %3 

ve %4'lük konsantrasyonlarında muamele edildiklerin de p53 proteini 

gözlenememiştir. Bu sonuçta en azından DMSO'nun UV'nin meydana getirdiği 

zarar gibi DNA'ya herhangi bir zarar vennediğini yada p53'ün başlattığı yolu 

aktive etmediğini göstennektedir [157, 160-161]. 

mdm2, p53 proteini tarafından aktif edilen bir gen olduğu için hücre 

içerisinde p53 protein konsantrasyonu arttıkça mdm2 proteininin artarak p53'ü 

parçaladığı çeşitli çalışmalarla ileri sürülmüştür [107, 157, 162]. Burada, UV ve 

DMSO'ya maruz bırakılan F2408 hücrelerinden elde edilen proteinlerde 12 saat 

sonra Mdm2 proteini tesbit edilememiştir. Aynı şekilde 5RP7 hücrelerinde de 

görülememiştir. DMSO'ya maruz bırakılmış hücrelerde p53 'ün 

gözlenememesinin yanısıra mdm2'ninde gözlenememesinin nedeni, mdm2'nin 

p53 ile aktif edildiğinden onun bulunmadığı ortamda Mdm2'nin 

bulunamayacağıdır [106]. 

Mdın2 ve p53 arasındaki etkileşirnde UV ışınlarına maruz bırakılan C127 

hücrelerinde, p53 stabilizasyonu ve mdm2 indüksiyonu arasında oldukça bir 

gecikme olduğu gözlenmiştir [lll]. Gamma radyasyonunun bazı hücrelerde 

mdm2 ınRNA'sının hızlı artışına neden olduğu ve G 1 fazında durdurulan 

hücreleri bölümneye sevk ettiği rapor edilmiştir[ (I 08]. UV ışınına maruz bırakılan 

F2408 hücrelerinde gözlenen p53 dolayısıyla bu proteinlerin mdm2'yi aktif hale 

getinnesi ve böylece Mdm2 proteininin gözlenmesi gereki:ken p53 düzeyinin çok 
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düşük olması henüz mdm2 'yi aktif hale getirecek düzeye gelmediğini 

düşündürmektedir. 

UV ışınının F2408 hücrelerine etkisinde f3-aktin protein sevıyesıne 

bakıldığında tüm etki sürelerindeki protein seviyeleri eşittir. Ancak DMSO'nun 

f3-aktine etkisinde ise artan konsa::: .. L-asyonlara bağlı olarak f3-aktin seviyesi 

düştüğü gözlenmiştir. Buda bize uv- nin SÖZ konusu süreler içerisinde ancak 

DNA'ya zarar verebildiğini ama bunun aksine DMSO'nun yüksek 

konsantrasyonlarda bir hücre iskeleti elemanı olan f3-aktine zarar verdiğini 

göstermektedir. Yapılan çeşitli çalışmalarla DMSO'nun bir çozücü kontrolü 

olarak test edilmesi onun %1 'lik dozlarının genotoksik olmadığını yada p53 

ekspressiyonunun uyarmadığı rapor edilmiştir [161]. 

F2408'lerinde, UV'den sonra 12 saatlik inkübasyonda tespit edilen p53 

protein bantları 5RP7 hücrelerinde gözlenememiştir. Aynı sonuç inkübasyon 

süresi 24 saate kadar uzatılınasına rağmen 5RP7 hücrelerinde hiçbir şekilde p53 

ve mdm2 tespit edilememiştir. Mdm2'nin yüksek seviyede sentez edildiği ve 

insanda mdm2 geninin lokalize olduğu 12q13-14 bölgesinin, insan sarkomalarının 

bir çoğunda amplifike olduğu anlaşılmıştır [ 130-131]. Mdm2 proteinin yüksek 

seviyede olması genin amplifikasyonuna bağlı olduğu gibi bazı kanserli 

hücrelerde, mdm2 geninin amplifikasyonuna bağlı olmadan da protein seviyesinin 

yüksek olduğu tespit edilmiştir [132-133]. mdm2' nin onkogenik aktivasyonlar 

sonucu kontrol edildiği yapılan yeni çalışmalarla gösterilmiştir [134]. Ancak 

5RP7 hücrelerinde mdm2 gözlenememiştir. 

UV'ye maruz bırakılan 5RP7 hücrelerinde f3-aktin protein ::.e•riyesi 

incelenmiş ve doz sürelerine bağlı olarak 12 saat inkübasyona bırakıld1~) da J3-

aktin seviyelerinde 9 ve 15. dakikalarda düşüş göstermiş ancak 24 saat 

inkübasyona bırakılan hücrelerde ise 9. dakikada f3-aktin seviyesi diğerleri 'ile aynı 

seviyeye gelmiş, 15. dakikada ise f3-aktin gözlenememiştir. Bu sonuçlar DMSO ya 

:<· .• _;::ımz bırakılmış hücrelerdeki J3-aktin sonuçlanyla paralellik göstermektedir. 

UV'ye maruz bırakılan 5RP7 hücrelerinde ras protein seviyesine bakılmış 

v·:; hiçbir bant gözlenememiştir. 5RP7 hücrelerindeki H-ras onkogeninin daha iyi 

s:· .. ,.ştınlması için yeni bir H-ras antikoru ile çalışılması gerekmektedir. Hiç sinyal 

alınamayan mdm2, ras proteininden L.nlann spesifik antikorlannın kontrolü dot 
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blot yöntemiyle yapılmıştır ve bu antikodardan sinyal alınmıştır. Bu da 

çalışmamızda kullanılan antikodann aktivitesi verimliliğinden kaynaklanan 

şüpheleri ortadan kaldırmıştır. 

Sonuç olarak, bu çalışma ile aktif ras proteininin embriyonal fibroblast 

hücrelerinde UV tarafından uyanlan p53 geninin ekspressiyonunu 

baskılayabileceği ve bu yolla transformasyona neden olabileceği ileri 

sürülmektedir. Ras aktivasyonunun hangi mekanizma yada moleküller aracılığı ile 

yada direkt mi bu baskılamaya neden olduğu aynca araştıniması gereken bir konu 

olup kanserogenesisde ras proteinlerine karşı tedavi geliştirme için çok yararlı 

olacaktır. 
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