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HEPATOSELLULER KARSINOMADA GLUKOZ METABOLIZMASI VE c-MET
YOLAGININ ETKIiLESIMININ IRDELENMESI
Yeliz YILMAZ, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali, Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Yerleskesi Balcova 35340
Izmir/Tiirkiye

yelizyilmaz@outlook.com
OZET

Amag: Bu tez calismasi kapsaminda hepatoselliiler karsinoma (HCC) hticrelerinde
yuksek glukoz ve insllin uyarimi sonucu c-Met ve insllin reseptdri karsilikli
etkilesiminin HCC hticrelerinin biyolojik yanitlarina etkisinin arastiriimasi amaclanmistir.

Yontem: Bu arastirmada imminblotlama ve imminfloresans, birlikte-
immuingdkeltme, kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu, gergek zamanl hiicre adezyon
ve proliferasyon testi, motilite ve invazyon analizi, Seahorse hiicre metabolizmasi
analizi ve zebrabaligi zenograft modelinde metastaz testi yontemleri kullaniimistir.

Bulgular: Yiksek glukoz ve yliksek instilin ile uyarilan HCC hiicrelerinde c-Met'in
ekspresyonunda ve aktivasyonunda artis oldugu belirlenmistir. Bu uyarimlar ile c-Met
altinda yer alan proteinlerin aktive oldugu gosterilmistir. HCC hiicre metabolizmasinin
c-Met inhibisyonundan etkilendigi gorilmistir. c-Met'in insiilin reseptori ile karsilikli
etkilesimi incelenmis, ylksek glukoz ve instlin uyarimi sonucu iki reseptoériin daha
ylksek oranda etkilestigi saptanmistir. HCC hiicrelerinin proliferasyon, adezyon,
migrasyon ve invazyon yeteneklerinin yiiksek glukoz ve insilin varliginda arttigi, c-Met
inhibisyonu ile baskilandigi goriilirken, ilaveten insilin reseptorii inhibisyonu ile bu
ozelliklerin daha da baskilandigi belirlenmistir.

Sonug: Bu calisma ile ilk kez yiiksek glukoz ve insiilin varliginda insiilin reseptor
ve c-Met'in etkilestigi, bu etkilesimin daha metastatik HCC hiicrelerinin olusumunu
sagladi§i belirlenmistir. 1ki reseptériin inhibisyonu ise HCC hiicrelerinin bu
kabiliyetlerini sinirlamaktadir ve &zellikle obezite temelinde gelisen HCC'de iyi birer
tedavi adayi olarak dnerilmektedir.

Anahtar kelimeler: insiilin, glukoz, c-Met, insiilin reseptorii, HCC
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ABSTRACT

Objective: In the context of this study, investigating the crosstalk of c-Met and
insulin receptor under high glucose and insulin induction and the effect of this
interaction on HCC cell biology is aimed.

Methods: Immunoblotting and immunoflourescence, co-immunoprecipitation,
quantitative polymerase chain reaction, real time cell adhesion and proliferation,
motility and invasion analysis, Seahorse cell metabolism assay and metastasis analysis
in zebrafish xenograft model were used in this study.

Results: c-Met expression and activation are elevated under high glucose and
insulin conditions. Besides downstream molecules are also activated as a result. HCC
cell metabolism is affected when c-Met is inhibited. The interaction of c-Met with insulin
receptor is increased when cells are treated with high glucose and insulin. Cell
adhesion, proliferation, motility and invasion are increased with high glucose and
insulin induction. The effects are reversed with c-Met inhibition and even more
together with insulin receptor inhibition.

Conclusion: It has been shown for the first time that c-Met and insulin receptor
are interacting as a result of high glucose and insulin induction, which helps HCC cells
to gain more metastatic abilities. However these effects are suppressed when both
receptors are inhibited, and both receptors are suggested as valuable therapeutic
targets especially in HCC developed in the background of obesity.

Keywords: Insulin, glucose, c-Met, insulin receptor, HCC



1. GIRIS VE AMAC

Karaciger kanseri oldukca hizl bir yilikselis ivmesine sahip bir kanser tiirli olup, diinya
genelinde 1990-2015 vyillani arasinda karaciger kanseri tanisi alan kisi sayisi %75
artmistir (1). Her 100.000 kisiden yaklasik 10'u karaciger kanseri tanisi almakta olup,
karaciger kanseri diinyada en sik tani alan altinci kanser tipidir ve kanserden kaynakli
olimlerin erkeklerde ikinci, totalde dérdinci sebebidir (2). Uzun sireli inflamasyon,
oksidatif stres ve fibrogenez sonucu alkolik olmayan yagh karaciger hastaligi (ron-
alcoholic fatty liver disease: NAFLD)'den gelisen alkolik olmayan steatohepatit (non-
alcoholic steatohepatitis. NASH), karacigerde fibrozis, siroz ve  HCC siireci

gerceklesmektedir.

Klinik caligmalar 6zellikle obezite, diyabet ve yiiksek kan glukozu ve yiiksek kan insilin
seviyesinin HCC gelisimi igin risk faktorleri oldugunu ve HCC'de kétli prognostik
belirtecler oldugunu gostermektedir (3,4). Obezite, diyabet, yiiksek kan glukozu ve
instilin seviyesi ile invaziv ve agresif HCC fenotipi korrelasyon galigmalar epidemiyolojik
olarak sinirlandiriimig, molekiler mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.
Yiksek glukoz ve insilin varliginin insiiliel seragn reseptoriini aktive ettigi
bilinmektedir. Aktive olan insllin reseptdriiniin HCC'de hangi reseptorler ile etkilesime
sebep oldugu konusundaki calismalar limitlidir. c-Met ise HCC siirecindeki
aktivasyonunun 6nemi iyi tanimlanmig bir reseptdrdir ve hastalarda kétl prognoz ile
iliskilendirilmistir. Yaptigimiz literatiir taramalari, yiksek glukoz ve insiilin varliginda
aktive olan insiilin reseptoriiniin c-Met ile karsilikl etkilesim gosterebilecegini ve c-Met

yolaginin aktive olabilecegini diislindirmustdir.

Bu tez calismasinda yiksek glukoz ve insilin varliinda c-Met aktivasyon
mekanizmalarinin arastiriimasi ve instlin reseptéri ile olasi etkilesiminin incelenmesi

amagclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Hepatoselliiler Karsinoma

Primer karaciger kanserleri, karaciger kanserinin en sik rastlanan tiridir.
Kolanjiokarsinom, karaciger anjiosarkom, hepatoblastom ve hepatoselliiler karsinoma
primer karaciger kanserinin alt tipleridir. Hepatosellller karsinoma en sik rastlanan
primer karaciger kanseri tipi olup, tim primer karaciger kanserlerinin %75 gibi bliyiik
bir ylizdesini ise olusturur (1). HCC genellikle hastaligin ge¢ dénemlerinde tani
almaktadir, bunun sebepleri arasinda mevcut etkin erken tani testlerinin olmamasi,
hastaligin erken donemlerinde semptom vermemesi ve taramalarin yetersiz oranda
yapilmasi sayilabilir (5,6). Hastaligin prognozu oldukca kétidir ve heniiz ileri
asamadaki HCC gelisimini geri ddndlrecek bir tedavi bulunmamaktadir. Tedavi
almayan hastalarin sag kalim stireleri ise ortalama 7 aydir (5). Karacigerin kismi cerrahi
rezeksiyonu ve karaciger nakli en basarili tedavi yontemi olsa da, yalnizca ilerleyen
asamaya gelmemis hastalara uygulanabilmektedir. leri asamadaki HCC hastalarinda
ve cerrahi girisim sonrasinda siklikla gelisen niks durumunda uygulanacak tedavi
girisimleri oldukga kisithdir. Simdiye kadar yalnizca iki multikinaz inhibitdrt, Sorafenib
ve Regorafenib, HCC tedavisinde kullaniimak tizere Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
onay! almistir. Her iki inhibitdr de toplam sagkalim siresini anlamli olarak arttirsalar da
bu siire bir yildan daha uzun degildir (7). HCC'deki koti sagkalim oranlarinin en 6nemli
nedenleri vaskuler invazyon ve metastaz gelisimidir. Lokal yayilim ve 6zellikle portal
damar gibi kan damarlarina invazyon oldukca yaygindir. HCC hicreleri buradan
diyafram ve kolona ve peritonal bosluga yayilabildigi gibi, damar iginden uzak organlara

metastaz yaparak kemige, akcigere, beyne ve adrenal bezlere de yerlesebilmektedir

(8).
2.1.1 Hepatoselliiler Karsinoma Gelisimi ve Ilerlemesi

Karacigerin %380'ini parankimal hiicreler ve hepatositlerden koken alir. Bu

hicreler kani filtreleyerek hepatotoksik ajanlari metabolize ederken onlarin toksik



etkisine maruz kalir. Cevresel ajanlar, ylksek miktarda alkol kullanimi, viral
enfeksiyonlar gibi etmenler ile kronik temas hepatosit 6limiine sebep olarak
karacigerde inflamatuvar bir ortam yaratmaktadir (9). Inflamatuvar yanitta gérevli en
onemli sitokinler interlokin-18 (IL-1 B), interldkin-2 (IL-2), interldkin-6 (IL-6),
interlokin-17 (IL-17) ve Tumdr nekroz faktdri a (tumor necrosis factor a: TNF a)'dir.
Bu slire¢ boyunca karaciger Kipffer hicreleri tarafindan salgilanan bircok
proinflamatuvar sitokin, parenkimal hiicreleri aktive ederek hasari onarma amacli
rejenerasyon sirecini baglatmaktadir. Sitokinler tarafindan uyarilan yara iyilesmesi
durumuna blylime faktorleri de katki saglamakta, tetiklenen sinyallesme yollari sirekli
rejenerasyon sirecini uyarmaktadir. Bu slire¢ uzun vadede pre-malign hepatositlerde
proliferasyon, anjiyogenez, sagkalim gibi hiicre yanitlari kontrol eden mekanizmalarin
deregiilasyonu ve ekstraselliler matriks (ECM) kompozisyonunun bozulmasi ile
sonuclanmaktadir (Sekil 1). Bu da fibrozis gibi karaciger yapisini bozan degisikliklere
neden olmaktadir (10).
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Sekil 1. HCC gelisim slireci (10°dan dizenlenmistir).

Fibrozis, akut karaciger hasarinda karacigerin yapisini korumaya yoénelik yara
iyilesmesini tetikleyen naif bir mekanizmayken, sirekli hasar durumunda kronik ve
fonksiyonel olmayan bir mekanizmaya donugir ve HCC gelisiminde oldukca dnemli
basamaklardan birisi haline gelir. ileri fibrozis durumunda fibrotik yara olusumu gériiliir
ve bunu genellikle siroz gelisimi takip eder. Saglikl karacigerden, alkolik olmayan yagli
karaciger hastaligi evresine kadar olan bozulmalar tedavi edilebilirken, NASHten sonra

gelisen siroz geri dondirilemez bir hasar yaratir (9,10).



Siroz gelisimi cok basamakli ve uzun yillar alan bir stirectir ve hastalarinin %70-
90'inda HCC siroz zemininde gelisir. Hepatit B/Hepatit C (HBV/HCV) enfeksiyonlari siroz
gelisimine dnemli katki saglamaktadir. Kronik hepatitin gelismesi hastalarda ortalama
10 yilda gerceklesirken, siroz gelisimi 20 yil, HCC gelisimi ise 30 yil strmektedir.
Basamakli gelisen siroz silirecinde hastallk inflamasyona bagli kronik hasar,
rejenerasyon ve displazi dogrultusunda seyretmektedir (8). Siroz gelisimi olmadan
alkolik olmayan yagh karaciger ile iliskilendirilen HCC'de en dnemli etiyolojik etken
olarak metabolik sendrom tanimlanmaktadir (Sekil 2) (11,12).
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Sekil 2. Sirotik Zeminde HCC Geligimi

2.1.2 HCCde Risk Faktorleri ve Etki Mekanizmalari

HCC gelisiminde genetik faktdrlerden ziyade gevresel faktorler rol oynamaktadir.
En 6nemli gevresel risk faktorlerini arasinda kronik hepatit B ve C enfeksiyonlari,
aflatoksin maruziyeti, yagh karaciger hastaligi, alkol kullanimina bagh gelisen siroz,
obezite ve diyabet yer almaktadir (3).



2.1.2.1 Hepatit Virdsleri

Hepatit B ve C enfeksiyonlari en sik gdzlenen etiyolojik ajanlardir. Hepatitis B
virlisina tagstyicilarinin hayat boyu HCC gelistirme riski %10-25%ir, HBV bir DNA
virlisudir ve hepatositleri enfekte ederek hiicre genomuna yerlesmekte, bu slirecte
olusan mutasyonlar ise HCC gelisimine zemin hazirlamaktadir (13). Hepatitis virus C
ise genoma entegre olmayan bir RNA virlsudir ve genellikle tlimdorigenez
baslangicinda primer rol oynamamaktadir. Ancak ileri dénemde Ozellikle siroz
gelisiminde dnem kazanmaktadir, kronik HCV enfeksiyonu sonrasinda HCC gelisme
riskinin 10-20 kat artmasina neden olmaktadir (14,15). Son yillarda gelistirilen antiviral
tedaviler ve koruyucu asl programlari sayesinde hepatit enfekte HCC hasta sayisi
oldukga dusmdistir. Tayvan'da gergeklestirilen 30 yillik bir dnleyici agi programinin
raporu, HBV asilamasinin HCC gorilme sikhdgini %80, olim sikhidini ise %92

disirdigini géstermektedir (16).

2.1.2.2 Aflatoksin Maruziyeti

HCC gelisiminde 6nemli genototoksik ajanlarin basinda Aflatoksin B1 maruziyeti gelir.
Aflatoksinler Aspergillus tirleri tarafindan Uretilen mikotoksinlerdir ve genellikle
bugday, kurubaklagiller, misir ve yerfistiginda rastlanir (17). Viicuda girdikten sonra
kan ile karacigere tasinarak hepatositlerin icine alinir ve hiicre icindeki sitokrom P-450
sistemi ile metabolize olurlar. Metabolizasyon sirasinda olusan AFV1-8,9-epoksit
oldukca kararsiz bir reaktiftir ve hiicre icinde DNA’ya ve diger proteinlere saldirabilir

(18). Boylece olusan mutasyonlar timorigenez sirecini baglatir.

2.1.2.3 Alkol Kullanimi

Kronik alkol kullanimi &zellikle geligmis Ulkelerde dnemli gevresel risk etmenleri
arasinda yer alir. Aflatoksin B1 gibi, alkol de karacigerde metabolize oldugu icin, bu
metabolizasyon sirasinda en bliylik zarar karaciger hiicreleri gorir (19). Karaciger

hasari endotoksin maruziyeti, inflamasyon ve oksidatif strese bagh olarak gelisir.



Alkoliin karacigerde oksidatif olarak asetaldehide donismesi sonucu toksik ve
karsinojenik bir molekiil olan asetaldehid dolasima katilir, bagirsak duvarinda incelme
gerceklestirir ve bu incelme endotoksinlerin viicuda gegisini arttirir (20). Endotoksinler
Kuppfer hiicrelerinden reaktif oksijen tirlerinin (ROS) ve inflamatuvar sitokinlerin
salinimini saglayarak karacigerde kronik inflamasyon ortami yaratir. Alkolin uzun siireli
kullanimi 6zellikle diger risk faktorlerinin etkilerini arttirarak gerceklesmektedir; érnegin
endotoksin maruziyetini ve HCV enfeksiyonu riskini yukseltir, ya da alkol tiketimi
sayesinde artan CYP450 aktivasyonu diyetle ve sigara ile alinan karsinojenlerin daha
yliksek metabolizasyonunu saglayarak hepatositlerde daha fazla karsinojenik ajanin
birikmesine sebep olmaktadir (21). Gelisen kronik inflamasyon ve karsinojen birikimi

alkole bagh steatosis, fibrozis, siroz ve HCC gelisimine sebep olur.

2.1.2.4 Obezite

Obezite 1997 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO)
tarafindan global epidemi olarak tanimlanmistir ve viicut kitle endeksi 30 kg/m2 olan
bireyler obez olarak siniflandiriimistir. WHO'nun verilerine gore obez yetiskin sayisi
1975 yilindan beri diinya genelinde lgce katlanmistir, 2016 yilinda yetigkinlerde fazla
kilolu orani %39 iken, obez orani ise %13tlr (22). 2005 yilinda yayinlanan bir
calismada dinya genelinde 937 milyon fazla kilolu, 396 milyon obez yetiskin
bulunurken, ileriye déntk yapilan analizlerde 2030 yilinda bu rakamlarin sirasiyla 1,35
milyara ve 573 milyona ulasacagi tahmin edilmistir (23). Ancak yeni projeksiyon
analizleri simdiden 2030 yiinda diinya genelinde obez oraninin %48,9 olacadi
yonindedir (24).

Yukarida belirtilen risk faktorlerinin HCC gelisimine katkisi ayni kalmakta ya da
azalmaktadir, ancak HCC insidansi global olarak artmaya devam etmektedir. Ttirkiye'de
HCC'ye bagh o6lim orani 2009-2013 yillari arasinda %21,9'a yiikselmistir, bu oran
Amerika'da %20dir (25). Ozellikle gelismis ve gelismekte olan Tiirkiye gibi tlkelerde
karaciger neoplazmlarina bagh o6lim ve obezite iliskisinde paralel bir yiikselis
gozlenmektedir (Sekil 3). Amerika'da HCC gelisimi 1979 ile 2007 vyillan

karsilastirildiginda 3 kat artmistir ve hastalarin Ugte biri hepatit yoniinden negatiftir



(26). Bu artisin kaynaginin obezite ile iligkili diyabet, NAFL ve NASH oldugu
belirtiimektedir. Mayo Clinic'te NASH hastalari ile gerceklestirilen gtincel bir calismada
obezite ile iligkili diyabet zeminine sahip hastalarda HCC gelisim riskinin anlamli oranda

daha yuksek oldugu belirlenmistir (27).
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Sekil 3. Gelismis ve gelismekte olan (llkelerde obezitenin malignan karaciger

neoplazmasiyla iligkili 6limlerle korrelasyonu (25ten diizenlenmistir).
2.2 Obezite ve Kanserlesme Siireci

Organizmanin dizenli calismasinda gorevli bircok sistemde obeziteye bagl
bozukluklar gordlir. Bu sistemlerin basinda insilin, instlin-benzeri biyime faktorleri
(Insulin-like growth factors : IGF) 1 ve 2, leptin, adiponektin, inflamasyon ile iligkili
sitokinler ve steroid hormonlari yer alir. Bozulan sistemlerin etkiledigi en 6nemli organ
ve dokular karaciger, adipoz doku, kolon, bobrek, meme, endometrium ve pankreastir.
Obezitenin risk faktori oldugu tiimorler de genellikle bu dokulardan gelismektedir
(28,29). Obezite ile iliskili olarak gelisen metabolik sendrom, instilin direnci ve NAFLD

HCC icin gittikce 6nem kazanan risk faktorleridir (30).



Obezite ile iliskili degisiklikler, Hanahan ve Weinberg tarafindan tanimlanan
kanserlesme niteliklerini  etkileyerek timodrigenez ve metastaz slreclerini
tetiklemektedir (31). Obezite ile kanda ylikselen basta instlin olmak (zere, IGF1-2,
leptin ve adiponektin, hiicre vyizeyindeki iliskili reseptdrin aktivasyonunu
saglamaktadir. Bunun sonucunda temel olarak proliferatif mitojenle aktive edilmis
protein kinaz (mitogen-activated protein kinase: MAPK) yolagi ve hiicre sagkalimi ile
iliskili protein kinaz B (Protein kinase B (PKB diger adiyla Akt) yolagi acilmaktadir. Ayrica
bu sinyal yollarinin aktivasyonu, peroksizom proliferatéri ile aktive edilmis reseptor
(peroxisome proliferator activated receptor: PPAR) ve AMP ile aktive edile protein kinaz
(AMP-activated protein kinase: AMPK) gibi hiicre metabolizmasinda merkezi rol
oynayan proteinleri reglile ederek timdr metabolizmasinin artan enerji ihtiyacini
saglamaktadir (28). Obezite tarafindan aktive edilen diger sistem ise timor olusumuna
zemin hazirlayan inflamasyondur. Kronik inflamasyonun temel mekanizmalar arasinda
Janus kinaz (Janus kinase/signal transducer and activator of transcription 3:
JAK/STAT3) ve Niikleer faktor kappa B (nuclear factor-kB : NF-kB) sinyal yolaklarinin
aktivasyonu gelir. Adipoz stromal hiicreler gibi visseral yag dokusundan salgilanan
adipo-sitokinler (IL-6, FGF-21, leptin gibi..) STAT3/MAPK/PI3K aktivasyonu ile
proliferasyonu, anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu ile hiicre sagkalimini, pro-

anjiogenik gen ekspresyonu ile de metastazi arttirir (32).

2.2.1 Obezite ve HCC Gelisimi

Obezite ile kanda glukoz, insilin ve serbest yag asidi diizeylerinin artmasi,
karaciger basta olmak (izere metabolizma iligkili bircok sistemin faaliyetlerini etkiler.
Dolasimdaki serbest yagd asitlerindeki artis, karacigerde de novo lipogenez artis ve
mitokondri B oksidasyonundaki diislis hepatositlerde NAFLD ile karakterize hiicre igi
yag birikimine, hepatosit disfonksiyona ve apoptozuna sebep olur (33). Karacigerde
gelisen bu hasari dengeleyebilmek icin hepatosit proliferasyonunu uyaran JAK/STAT3
aktive olurken, NF-kB (zerinden calisan IL-6 ve Tumor nekroz faktoérl (TNF) ve c-Met
sinyal yolagi lizerinden calisan hepatosit bilyliime faktdrii (HGF) gibi bircok faktor salinir

(34,35). Uzun vadede telafi edilemeyen doku hasari, kronik inflamasyon, oksidatif stres
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ve endoplazmik retikulum (ER) stresi sonucu NAFL slireci, NASH ve sonunda HCC
gelisimi gorulir (36).

Obezitenin HCC gelisimindeki bir diger roli mikrobiyota Uzerine olan etkisi
sayesindedir. Obezite ile degisen bagirsak florasi ve gecirgenligi, endotoksinlerin kana
daha fazla karismasina ve portal vende birikmesine sebep olur. Karacigerde biriken
endotoksinler Kuppfer hicrelerinin inflamatuvar sitokinleri salgilamasina ve kronik
inflamasyonu tetiklemesine sebep olurken; badirsak mikrobiyotasinda obezite ile
gerceklesen dedisiklikler hepatik stellat hicrelerini aktive eder ve inflamatuvar
sitokinlerin, kemokinlerin ve proteazlarin salinimini kapsayan senesens ile iligkili ikincil
bir fenotip (Senescence-Associated Secretory Phenotype: SASP) gelismesine sebep
olarak HCCyi tetikler (28).

2.2.2 Tumor Hucrelerinde Glukoz Metabolizmasi

Obezite ve buna bagl ortaya cikan insilin direnci ile diyabet gelisme siirecinde
hiperglisemi ve hiperinsilinemi olusumu kaginilmazdir. Epidemiyolojik c¢alismalar
ozellikle insiline duyarh dokularda (meme, karaciger, pankreas, kolon, endometriyum
gibi) diyabetin kanser gelisimi icin 6nemli bir risk faktori oldugunu gostermistir (37).

Yiiksek kan glukozu, tiimérigenez ile uzun yillardir iliskilendiriimektedir. Insiilin
uyarimi ile eksprese olan glukoz tasiyicilar (glucose transporter: GLUT) araciliiyla
hiicre igine alinan glukoz, sitoplazmada glikoliz ile piruvata metabolize edilir. Normal
hiicreler aerobik kosullarda glikolizden elde edilen piruvati agirlikli olarak mitokondriye
tasir ve piruvat dehidrogenaz (PDH) kompleksi ile asetil koenzim A (Asetil CoA)ya
okside eder. Asetil CoA, trikarboksilik asit (TCA) siklusuna girer ve sonucta oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) yolu ile bir molekil glukozdan yaklasik 36 ATP elde edilir.
Anaerobik kosullarda ise glikoliz sonucu olusan piruvat cogunlukla sitoplazmada laktat
dehidrogenaz (LDH) tarafindan laktata donustlrlir ve timor mikrocevresine birakilir,
bu kosullarda 1 molekil glukozdan 2 ATP elde edilmis olur (38).

Otto Warburg’un 1956 yilinda ortaya koydugu “Warburg etkisi” teorisine gore
timor hicreleri anaerobik ya da aerobik kosullarda glukozu mitokondriyel yolla yakmak

yerine glikolizde kullanmayi ve laktik aside gevirerek hticrenin enerji ihtiyacinin biyik
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kismini karsilamay: tercih etmektedir (39). Enerji Uretimi agisindan ¢ok da karlh
olmayan bu tercih, timoér hicrelerinin proliferasyon ve motilite gibi aktiviteler igin
duyduklar yuksek eneriji ihtiyaclarini karsilamak amaciyla hicre icine oldukca fazla
glukoz alimina sebep olmaktadir. Glnlmizde hastalarda timoér olusumunun
belirlenmesi icin altin standart olarak kullanilan florodeoksiglukoz pozitron emisyon
tomografisi (fluorodeoxyglucose positron emission tomography; FDG-PET) taramasi,
timér  hicrelerindeki  ylksek glukoz metabolizmasindan faydalanmaktadir.
Hipergliseminin  varligi, timoér hicrelerinin - Warburg  slirecine  gegmesini
kolaylastirmakta ve ihtiyagc duyduklar yiliksek enerjiyi saglamaktadir. Hicrelerin
Warburg etkisine gegmesi heksokinazlar gibi glikolitik enzimlerin sentezindeki artis,
glukoz transporterlardaki artis, laktat birikimine bagh asidite artisi ve mitokondriyal
metabolizmada yer alan molekillerin konsantrasyonlarinin azalmasi ile tanimlanir. Bu
tabloyu yaratan erken mekanizmalar, timor dokusunun erken evrede hizli bliylimesi
sonucunda yeterli diizeyde oksijenlenememesinden kaynaklanan hipoksik kosullarda
hipoksi ile uyarilan faktoér (hypoxia-inducible transcription factor: HIF) ve serbest
oksijen radikalleri (reactive oxygen species: ROS) salinimidir. Timor gelisiminde ve
ilag direncinin olusumu sirasinda buytme faktorlerinin aktivasyonu da 6nemli bir yer
tutar (40, 38). Hiucre icinde aktive olan birgok onkogenin ve tiimor baskilayici genin
kanser hicrelerinin metabolizmasi ile iligkisi aydinlatiimistir. Bu genler arasinda 6zellikle
Ras, Akt, Myc ve p53'Un roli oldukca iyi tanimlanmistir. Ras’in aktive edici
mutasyonlarinin  glikolizi arttirdigi, Myc’in ise glikoliz ile iligkili enzimlerin
transkripsiyonunda gorev aldigi, Akt aktivasyonundaki artisin glukozun hiicre igine
alimini arttirdigi, p53 inaktivasyonunun ise TIGAR, SCO2 ve NF-kB gibi molekdiller
tzerinden glikolizi arttirdigi ve glukoneogenezi baskiladigi belirlenmistir (40).

TUimor hicrelerinin - enerjiktik olarak karli olmayan Warburg yonelimini
secmesinin onlara sagladi§i avantajlar vardir. Oncelikle timor hiicreleri yiiksek
proliferasyon dongtileri nedeniyle nikleotidler, yagd asitleri, membran lipidleri, amino
asitler gibi bircok ara molekiile ihtiyac duymaktadir. Mitokondriyal solunum sonunda
karbondiokside kadar donustlrllen ve kaybedilen glukoz karbonlari, Warburg tercihi
yapildidinda diger biyosentez yollarina dahil olarak hiicrenin ihtiyaci olan molekiillere

donisebilmektedir. Warburg etkisinin hiicrelere avantaj saglamadaki bir diger rolii
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sagkalim ve apoptoz lzerindendir. Hicreler mitokondriyal solunumu tercih ettiginde
sitokrom ¢ salinimi artmakta ve apoptoz uyariimaktadir, ayrica oksidatif fosforilasyon
ROS Uretimini arttirmakta ve bodylece hiicrede kaspaz aktivasyonunu tetiklemektedir
(41). Bu durum timor dokusu icindeki heterojen toplulukta Warburg tercihini yapan

kanser hiicrelerine selektif bir avantaj saglamaktadir.

2.2.3 Hiperglisemi ve Hiperinsdiliminin HCC Gelisimindeki Onemi

Karaciger insanda glukoz metabolizmasinin oldukca aktif oldugu ve insiiline en
onemli yanit veren organlarin basinda yer alir. Bu nedenle obeziteye bagl hiperglisemi
ve hiperinsulinemiden yiksek diizeyde etkilenir.

Literatlirde hipergliseminin HCC gelisiminde bagimsiz bir risk faktorii oldugunu
ve tedavi sirecini olumsuz etkiledigini gdsteren birgok calisma yer almaktadir.
Tayvan'da 51705 tip 2 diyabet hastasinda gergeklestirilen bir retrospektif kohortta
glikasyona ugramis hemoglobin A1C (HbA1C) HCC gelisimi igin bagimsiz bir risk faktor
olarak tanimlanmistir (37). HCV pozitif olup karaciger biyopsisi alinan 203 hastada
glukoz toleransi ile HCC gelisimi arasindaki iligki incelendiginde, tokluk durumundaki
hipergliseminin HCV enfekte HCC hastalarinda bagimsiz bir risk faktéri oldugu
belirlenmistir (42). Cesitli diyet tirleri ile olusturulan HCC fare modelleri incelendiginde
ise, ylksek nisasta iceren diyet ile beslenmis/yiiksek yagh diyet ile
beslenmig/streptozotocin (STZ) ile pankreas beta hiicreleri hasara ugratiimis fare
gruplarinin hepsinde hiperglisemi olustugu ancak insilin direnci bulgularinin yalnizca
diyet ile olusturulan farelerde gorildigi belirlenmistir ve STZ ile HCC geligimi
gbdzlenmemistir. Bu bulgu fare modelinde hipergliseminin tek bagina HCC gelisimine

sebep olamadigini distindirmektedir (43).
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Sekil 4. Hiicre enerji metabolizmasi (44'ten diizenlenmistir.)

Hipergliseminin sadece HCC gelisimi igin degil, HCC prognozu icin de 6nemli bir risk
faktori oldugu yapilan restrospektif calismalarda belirlenmistir. Radyofrekans ablasyon
yontemi ile tedavi edilen HCC hastalarinin sagkalim ve rekiirans oranlar yiiksek kan
sekeri seviyeleri degerlendirilerek incelendiginde, yiiksek kan glukozunun HCC
rekirrensini arttirdidini ve 1, 2 ya da 3 yillik sagkalimlari anlaml derecede diistirdigiini
bulunmustur (45). Laparoskopik operasyon uygulanmis HCC hastalari post-operatif

takip edildiginde hiperglisemili hastalarda rekirrensin birinci yildan sonra neredeyse
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iki kat arttigi, ikinci yildan sonra ise yaklasik %70 daha yliksek oldudgu oldugu
gorulmustir (46). Ayrica Khan ve ark. tarafindan yapilan calismada, glukoz toleransi
bozulmus olan hastalarda HCC mortalitesinin 11 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(47).

Hipergliseminin hicre sinyal elemanlari Gizerine etkisi HCC gelisiminde énemli bir
arastirma alanidir. Bu sirecte etkilenen mekanizmalardan birisi ylksek glukoz
varliginda biyomolekiillerin (protein, lipid ya da DNA) herhangi bir enzime ihtiyag
duymadan Maillard reaksiyonu ile glike olmasi sonucunda ileri glikasyon drtnlerini
(advanced glycation end-product: AGEs) olusturmasidir. Glukoz/galaktoz/fruktoz gibi
sekerlerin karbonil gruplar lizin amino asidine spontan olarak eklenerek bir dizi
dizenlenme ile daha stabil hale gelir ve AGE bilegiklerini olusturur. Ancak bu glikasyon
reaksiyonu sirasinda ¢zellikle HCC gelisiminde rol oynayan glioksal tiirevi birgok aktif
ara bilesik olusur (48). Ayrica sirklle olan AGE'ler, hiicre membraninda lokalize ileri
glikasyon son Urinleri reseptori (receptor for advanced glycation end-products: RAGE)
icin ligand gorevi gorir, bu reseptéri ve hicre igi yolaklari aktive eder. RAGE
aktivasyonu ile NF-kB, STAT3 ve IL-6 gibi inflamasyon ile iliskili molekullerde artig
gorultr, hicre ici ROS Uretimi yukselir, MAPK ve PI3K yolaklari Gzerinden hiicre
proliferasyonu ve invazyonu artar. AGE’lerin NAFLD silrecinden itibaren yliksek
diizeyde bulundugu ve HCC gelisimine erken ddnemde katki sagladigi belirlenmis,
ylksek serum diizeylerinin NASH gelisiminde 6nemli bir biyobelirteg olabilecegi
onerilmistir (49). Yiksek glikoz varliginda aktivasyonu artan molekiillerin varligi da HCC
gelisimini tetiklemektedir, Chouhan ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir calismada in
vitro ve in vivo kosullarda yutksek glukoz uygulamasinin Wnt antagonisti DKK4
seviyesini azaltirken, beta-katenin aktivasyonunu ve c-Myc dizeyini arttirdigi, bdylece
HCC hiicrelerini daha proliferatif kildigi belirlenmistir (50).

Uzun streli hipergliseminin karaciger ya da adipoz doku gibi insiline duyarli
dokularin hicrelerinde, FOXO1, Akt ve GLUT4 gibi temel molekiller Uzerinden,
glukoneogenez ve lipogenez mekanizmalarinda bozulmalara sebep oldugu
bilinmektedir. Karaciger gibi viicut glukoz dengesini saglamakta 6nemli organlardaki
bu bozulma sonucu kan glukozu etkin gsekilde dustrilememekte, bu durumu

dengelemek icin pankreatik beta hiicrelerinden daha da ytiksek dlizeyde inslilin salinimi
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gerceklesmektedir. Ayrica karacigerde insilin degredasyonu da bozulmakta,
hiperinsiilinemik bir ortam yaratilmaktadir. Insiilin direncinin ana akimini olusturan bu
gelismeler karacigerde oksidatif stresi, inflamasyonu ve fibroz olusumunu tetikleyerek
NAFL-NASH ve HCC gelisimine sebep olmaktadir (51,52).

Epidemiyolojik calismalar diyabet tanisi koyulmamis hastalarin dolasiminda
yuksek dizeyde insidlin bulunmasinin  meme, kolon ve pankreas gibi metabolizma ile
iligkili kanser tirleri igin bagimsiz risk faktorleri oldugunu ve ayrica hiperinsilineminin
kétli prognoz ve agresif fenotip ile iliskili oldugunu gostermistir (53-56).
Hiperinsiilineminin HCC gelisimine katkisinin NAFLD gelisiminden itibaren devam ettigi
bilinmektedir. Diyabet ya da NAFLD tanisi almayan 4954 kiside yapilan analizlerde
hastalar kan insulin dizeylerine gore 4 gruba ayrilmistir. Kan insilin dizeyi yiksek
hastalarin 5 yil icinde insilin diizeyine paralel bir artis orani ile NAFLD gelistirdigi
yayinlanmistir ve aglik insilin diizeyinin NAFLD gelisimi icin bagimsiz bir risk faktori
oldugu belirlenmistir (57). Bril ve ark. tarafindan gergeklestirilen arastirmada ise
NAFLD, basit steatoz ve NASH hastalarinin insilin salimmi ve karacigerden
temizlenmesi karsilagtinlmigtir. Arastirmanin  bulgularina goére steatoz ve NASH
hastalarinin instilin dizeyleri, NAFLD ile kiyaslandiginda anlamli oranda daha ytiksektir,
buna karsin hepatik insiilin temizlenmesi ise daha disuktir (58). Italya'da
gergeklestirilen bir calismada ise saglikh kisilere gére, HCC hastalarinin insilin plazma
diizeyinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (59). Fransa’da 6237 hastayi
kapsayan bir kohortta gergeklestirilen prospektif calismada ise hiperinsilineminin
karaciger kanseri fatalitesini yaklasik 3 kat arttirdigi belirlenmistir (60). Tayvan'da
hepatit B pozitif hastalarda gergeklestirilen prospektif bir dijer calismada ise aglhk
insdlin diizeylerindeki artisin HCC gelisiminde bagimsiz bir risk faktorii oldugu
aciklanmistir (61). Prospektif EPIC kohortunda gergeklestirilen analizler ise kanda
inslilin diizeyi belirteci olarak kullanilan C-peptid seviyesinin HCC gelisimi icin diger
obezite parametrelerinden bagimsiz olarak da risk faktori oldugunu gostermektedir
(62).

Kanda artan insilin dizeyinin timorigenez ile iliskisi birkag mekanizma ile
aciklanmaktadir. Oncelikle insiilin ile aktive olan insiilin reseptériiniin altinda yer alan

insdlin reseptor substrati (IRS)/phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt ekseni lizerinden
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sinyal iletimi baslar, bunun sonucu memeli rapamisin kompleksi hedefi (mammalian
target of rapamycin complex: mMTORC) aktivasyonu gergeklesir ve bodylece
transkripsiyon, ribozom biyogenezi, protein sentezi, anjiyogenez ve Warburg tercihinde
artis meydana gelir. Evert ve ark. gerceklestirdigi in vivo calismada PI3K/mTOR
inhibitdri kullaniminin hiperglisemik kosullara ragmen glikoliz/ lipogenez/ pentoz fosfat
yolagi aktivasyonunu ve hiicrelerin proliferasyonunu baskiladigi gorilmistir, insdlin
tarafindan olusturulan hepatokarsinogenez surecini baskilamak icin Akt/mTOR
yolaginin hedef alinmasi gerektigi belirtiimistir (63).

Insiilin uyarimi ile aktive olan bir diger yolak ise MEK/Erk’dir. Bu aktivasyon ile
hicrelerde proliferasyon ve motilite kapasitelerinde artis gergeklesir. Tim bunlar timor
olusumunu tetiklerken, adaptif hiicrelere segilim avantaji sadlar (64). Insiilinin
karacigerde dogrudan hepatik stellat hiicrelerini uyararak proliferasyonlarini tetikledigi,
bu hicrelerde HCC gelisiminde rol alan fibrozis/inflamasyon/anjiogenez ile iligkili
molekiillerin Gretimini sagladigi gosterilmistir (65). Ayrica insllinin sintizoidal endotel
hiicrelerini de dogrudan uyararak vaskiler endotelyal biylme faktdrii (vascular
endothelial growth factor: VEGF) salinimini sagladigi, béylece endotel proliferasyonu
ve anjiyogenezi tetikleyerek HCC gelisimini ve metastazini arttirdigi belirlenmistir (66).
Instilinin HCC hiicrelerinin agresif fenotipine katkisi disiiniildiigiinde ortaya ilging bir
hipotez atimistir. Bu hipoteze gb6re, timor dokusunda hicreler (zerinde
inflamasyonun, hipergliseminin, oksidatif stresin ve serbest yag asitlerinin yiiksek bir
seleksiyon baskisi yarattigi ve bu baski ile instlin sinyallesmesini aktif olarak devam
ettiren (ya da hicresel insilin direncini kiran) htcrelerin metabolik/proliferatif ve

sagkalim diizeyinde selektif avantaj kazanarak segildigi savunulmaktadir (66).

2.3 c-Met Sinyal Iletim Yolag:

Reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesi lyelerinden olan HGF reseptéri c-Met, MET
proto-onkogeni tarafindan kodlanir. Kodlanan gen Griinii 170 kDa biiytkltiginde dncil
tek zincir bir polipeptiddir. Bu polipeptid translasyon sirasinda N-glikasyona ugrar ve
golgiden hiicre membranina dogru yol almasi icin salgilanmadan 6énce 50 kDa

blylkligindeki a zincir ve 140 kDa blyikliglindeki B-zincire kesilir. Bu iki zincir
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distilfid baglari ile birbirine baglanarak olgun reseptér monomerini olusturur (Sekil 5)
(67).

Tumorijenik olmayan normal fizyolojik kosullarda HGF/c-Met sinyal yolagi, erken
embriyonik dénemde organizmanin gelisiminde, yetiskinlerde karaciger hasarinin
onarilmasinda ve gebelikte pankreatik hiicrelerin proliferasyonunda gérev alir. c-Met
aktivasyonu erken embriyonik donem hiicrelerinde embriyonik hiicrelerin sagkalmi,
proliferasyonu ve invazyonu icin énemlidir (68). Eriskinde ise karacigerde aktivasyonu,
hasar ve rejenerasyon gerekliligi gibi durumlarla limitlidir. HGF/c-Met yolaginin
aktivasyonunda ve kontrollinde gerceklesen bozukluklar sonucu karacider, kolorektal,
gastirik, yumurtalik, meme, renal karsinomlar gibi birgok kanser tlrindn gelisimi
tetiklenir. c-Met'in sirekli aktivasyonu timor gelisimi, metastaz, ilag direnci ve kétl
prognoz ile iligkilidir. Bu nedenle c-Met aktivasyonunu kontrol eden mekanizmalar
bircok calismaya konu olmustur (69).

Kanser dokularinda yapilan mutasyon taramalarinda MET geni (izerinde disik
siklikta mutasyon gergeklestigi gortilmistir, varolan genetik degisikliklere genellikle
gen amplifikasyonu seklinde rastlanir. Primer solid timoérler arasinda MET
amplifikasyonu sirasiyla en sik renal, adenokortikal, gastro-6zefagal, meme ve
yumurtalik timéorlerinde gorilir (70). Lorenzato ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir
calismada aktive edici somatik MET mutasyonlarinin primer timoérlerde oldukga nadir
olmasina karsin, metastaz yapmis hiicrelerde daha sik rastlandigi bulunmus ve c-Met'in
aktive edici degisikliklerinin hiicrelerin metastatik ozellikler kazandi§i asamada yer
aldigi, bdylece secilim sansi kazanmasinda daha énemli oldugu goésterilmistir (71). Bu
bulgu, sonraki yillarda gerceklestirilen klinik denemelerde ve in vitro kosullarda inhibitdr
uygulanan hiicrelerde c-Met ekspresyon ve aktivasyonundaki artis verileri ile
desteklenmektedir (72,73).

2.3.1 c-Met'in Aktivasyonu ve Hiicre I¢i Sinyal Iletimi

c-Met, hepatositlerin en potent bilyime faktorii olan HGFin bilinen tek
reseptoridir ve HGF uyarimi ile gerceklesen c-Met aktivasyonu, yolagin kanonikal

aktivasyonunu baslatir (74). HGF, kanserle iliskili fibroblastlar (cancer-associated
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fibroblasts: CAF) gibi stromal hiicreler tarafindan salgilanabildigi gibi, otokrin olarak da
salgilanabilir (75,76). RTK ailesinin bir Uyesi olarak, kanonikal iletimde ligand
baglanmasi membran (izerinde reseptdr dimerizasyonunu saglar. Dimerizasyon sonucu
kinaz domainleri Gzerinde yer alan Y1234/35 transfosforile edilir ve kinaz aktivasyonu
gerceklesir. Gab-1, Grb2 gibi adaptdr molekdillerin baglanmasi igin iskele gorevi goren
Y1349 ve 1356 da otofosforile olduktan sonra SHP2, SOS, p85, STAT3 gibi bircok hiicre
ici sinyal iletim moleklllinin src homoloji-2 (src homology-2: SH2) domaini aracilikh
etkilesimi sayesinde intraselller sinyal iletimi gerceklesir (Sekil 6). Kanser hicresi
karakterini kazandiran ozellikler temel olarak ¢ temel kol Gzerinden yurir: MAPK,
PI3K/Akt ve STAT3.

MAPK: Ras’a guanozin trifosfat (guanosine triphosphate: GTP) baglanmasiyla
aktivasyonu Uizerinden ilerler. Ras, c-Met'e dogrudan baglanan Gab1/Grb2-SOS
kompleksi ile direkt olarak etkilesir ya da SHC adaptor proteini araciidiyla indirekt
olarak etkilesir. Bu bliylik komplekse tirozin fosfataz SHP2 da dahil olabilir ve Gab1l
Uzerindeki baskilayici fosforilasyonlari kaldirarak daha stabil kompleks olusumunu
saglar. Aktive olan Ras, hedefi olan Raf kinazinin membrana tasinmasini ve aktive
olmasini saglar. Bir dizi fosforilasyon sonucu Raf-Mek1-Mek2 ve sonunda Erk1/2
kinazlari aktive olur (70).

PI3K/Akt: PI3K lipid kinazinin phosphatidylinositol (4,5)-bifosfat (PIP)-2'yi
fosforile etmesi ve olugan PIP3’lin Akt membrana taginmasi ile baslar. Burada PDK1
tarafindan S473 ve T308 bdlgelerinden fosforlanan ve aktive edilen Akt nikleusa
transloke olur. Aktive olmus Akt, mTOR, glikojen sentaz 3B (GSK3(B) gibi temel
metabolik reglilator proteinlerin sentezini ve aktivasyonunu saglar. Bu aktivasyon hiicre
sagkalimi icin anti-apoptotik BCL2, NF-kB ve p53 degredasyonu gibi gorevleri olan E3
ubiquitin-protein ligaz MDM2 gibi proteinleri hedef alir; ayrica Myc gibi temel
transkripsiyon faktorlerini regile ederek kanserlesme ile iligkili birgok mekanizmayi
aktive eder (70,77).

STAT3: c-Met lizerinde aktive olan baglanma bdlgelerine yerlesen STAT fosforile
edilerek aktive edilir ve fosforile olan STAT3 transkripsiyon faktori niikleusa giderek
mitokondriyal aktivasyon, anjiyogenez olusumu ve invazyon ile iligkili bircok proteinin

kodlanmasini saglar (78).
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Sekil 5. c-Met'in Yapisi (69'dan diizenlenmistir.)

c-Met'in aktivasyon/deaktivasyonunun regilasyonu ¢ok basamaklidir ve detayl
olarak kontrol edilmektedir. Genel regllasyon basamaklar arasinda proteoliz,
internalizasyon ve degredasyon basamaklari, nikleer lokalizasyon, p53 gibi kilit
regulatér molekiiller tarafindan indirekt kontrol ve c-Met'in otoregilasyonu yer alir
(79). Bu basamaklari yénetmek icin post-translasyonel kontrolden faydalaniimaktadir.
Bu kontrol mekanizmalari arasinda c-Met icin simdiye kadar en iyi tanimlananlari
fosforilasyon, Ubikitinasyon ve glikozilasyondur. Yukarida da belirtildigi gibi, c-Met
sinyal iletiminin ana kontroli fosforilasyon (izerinden gergeklesir. Y1230, 1234 ve 1235
anahtar fosforilasyon bdlgeleridir ve c-Met'in kinaz aktivitesi igin bu modifikasyonlar
gereklidir (68). Y1349 ve Y1356 ise sinyal iletiminin devamllidi icin gereklidir, Gab1
gibi sinyal iletim molekiillerinin baglanma bdlgesidir.

Bu tirozinlerin PP2A, PTB-1B gibi fosfatazlarla defosforile edilmesi sinyal
iletiminin durdurulmasi ile sonuglanmaktadir (80). Ayrica Y975 ve Y1003 fosforilasyonu
reseptér downregilasyonu icin gereklidir. Bu fosforilasyonlar sonucu E3 {bik{tin ligaz
c-Cbl c-Met'in jukstamembran (JM) domainine gagrilir ve endozomal yikim igin isaret
dbikdtinlerini c-Met'e ekler (81). Y1003 ile Ubikdtinlenmeyen c-Met mutantlarinin
lizozomal degredasyonunun aksadigi ve hiicre icinde endozomal yolda degredasyon

icin isaretlenmedigi gosterilmistir, bunun sonucunda siirekli Erk aktivasyonu saglanarak
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Sekil 6. c-Met sinyal iletimi (Bradley vd., 2017).

tiimdrigenezin arttigi in vivo olarak belirlenmistir (81). c-Met'in bir diger 6nemli kontrol
basamadi glikozilasyondur. Hem c-Met'in kesilmemis pro-Met formu, hem de
fonksiyonel mature formu glikozile olmaktadir (82). Asparagine amino asidi tGzerinden
N-glikozilasyon; serin ve threonine amino asitleri lizerindense O-glikozilasyon c-Met igin
yaygindir. Chen ve arkadaslari 2013 yilinda yayinladiklari calismada, c-Met'in N-

glikozilasyona ugradigini belirlemistir, Tunicamycin ile bloklanan c-Met glikozilasyonu
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sonucu c-Met'in proteozomal yikimi artmaktadir (83). Tunicamycin kullanimi ile ayrica

c-Met'in dizgin kesilemedigi ve fonksiyonel olmadigi belirlenmistir (84).

2.3.2 HCC'de c-Met’in Onemi

Hastaligin progresyonu ve uygulanacak tedaviye yanit in 6ngorilmesi agisindan HGF
reseptoril c-Met oldukca degerli bir belirtectir. Adenosin trifosfat (ATP)-bagimsiz c-Met
inhibitori olarak gelistiriimis Tivantinib ile gergeklestirilen bir faz 2 klinik denemede,
yuksek c-Met ekspresyonu olan HCC hastalarinin Tivantinib’den daha fazla fayda
gordigi belirlenmistir. Sagkalim, progresyonsuz sagkalim, progresyon baslayincaya
kadar gegen slire ve hastalik kontrol oranlari plasebo gruplarina kiyasla anlamli dlglide
artmistir  (85). Ayni calismada c-Met ekspresyonu ve Sorafenib direnci de
iligkilendirilmistir. Tivantinib uygulamasi 6ncesi Sorafenib ile tedavi edilmis HCC
hastalarinda c-Met ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu calismayi takiben
gerceklestirilen faz 3 MET IV-HCC Kklinik galismasinda ise hastalara Sorafenib
uygulamasi oncesi biyopsi yapildiinda c-Met pozitifliginin %35 oldugu, ancak
Sorafenib uygulamasi sonrasi biyopsi yapildiginda ise c-Met pozitifliginin %69 oldugu
belirlenmistir (72). Daha 6nce laboratuvarimizda gergeklestirilen galismalarda c-Met'in
normal hepatosit-siroz-HCC dokularinda ekspresyonunun kademeli olarak arttigi
gosterilmig, ayrica c-Met'in Sorafenib direncindeki rolli incelenmistir (73,86). Sorafenib
direnci gelistirilen HCC hiicrelerinde c-Met'in daha aktif oldugu ve c-Met aktivasyonu
sonucu hiicrelerin daha invaziv ve metastatik 6zellik kazandigi, c-Met spesifik inhibitor
SU11274 ve HGF ndtralize edici antikor kullanimi ile hilicrelerde bu etkilerin geri
dondurildugi, hiicrelerin tekrar Sorafenib’e duyarli hale geldigi belirlenmistir (73).
c-Met aktivasyonunun HCC olusumu, gelisimi ve tedavi direncindeki rolliniin
arkasinda birgok mekanizma bulunmaktadir. Kanonikal olarak, HGF saliniminin artisi ile
ligand-bagimli c-Met aktivasyonunun daha stirekli hale gelmesi sonucu kanserlesmenin
baslamasi tetiklenir, bu stirecte hiicrelerin adezyon, motilite ve invazyon karakterleri
artar ve daha agresif tumor hicreleri olusur (87). Kanonikal olmayan yollarla c-Met'in
aktive olmasi ise HCC sirecinde sik goérilen bir durumdur ve c-Met'in ligandi HGF

varligindan badimsiz olarak aktive olmasi sonucu gerceklesir (88,89). Bu
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mekanizmalardan en dnemlisi diger reseptorler ile karsilikli etkilesimdir. c-Met'in RTK
ailesinden EGFR ile olan etkilesimi en sik kanit toplanan dimerizasyondur ve bu iki
reseptoriin HCC, kolorektal, akciger gibi bircok dokunun kanser hiicrelerinde etkilestigi
belirlenmistir, karsilikli aktivasyon sonucu motilite, proliferasyon, ilag direnci, sagkalim,
invazyon ve metastaz gibi kanser ozelliklerinin arttigi belirlenmistir; insan epidermal
blytime faktord reseptéri 2 ve 3 (human epidermal growth factor receptor 2 and 3:
HER2/3) ile heterodimerizasyonunun PI3K/Akt sinyallesmesini arttirdigi gorilmistdir.
Ron ile karsilikh etkilesiminin koloni olusumunu arttirdigi bulunmustur, IGFR ve RET ile
etkilesiminin c-Met aktivasyonuna bagl migrasyon ve invazyonu arttirdigi belirlenmistir
(90). Ayrica yakin zamanda yayinlanan bir arastirmada normal hepatositlerde HGF
varliginda etkilesen bir diger RTK yesinin insiilin reseptori oldugu gosterilmistir. HGF
ile aktive olan c-Met'in insilin reseptori ile heterodimer olusturdugu ve onu

fosforlayarak insiilinin hiicre ici sinyal iletimini aktive ettigi gortlmustir (91).

2.3.3. Obezite, c-Met ve Tiimdr Metabolizmasi Iliskisi

c-Met sinyal iletimi altinda bircok molekiil aktive olmakta ve degisik biyolojik yanitlara
sebep olmaktadir. c-Met altinda gorev alan molekiillerin etkiledidi yanitlardan birisinin
de hiicre metabolizmasinda gerceklesen degisiklikler oldugu bilinmektedir. c-Met alt
iletim yolunda yer alan molekdillerin hiicre metabolizmasi ile ilgileri asagidaki tabloda
Ozetlenmigtir (Tablo 1) (70,92).

Tablo 1. c-Met sinyal iletiminde gorevli anahtar molekdllerin hicre

metabolizmasindaki dizenleyici rolleri

c-Met Sinyal Etkiledigi Etkiledigi Metabolik
Efektor Metabolik Molekiiller Faaliyetler
Elemani
Akt GLUT, mTOR, Myc, Glukozun hiticre icine yuksek

heksokinaz II  (HKII), | diizeyde alinmasini saglamak, glikolizi

ve Warburg etkisini arttirmak
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phosphofructokinase

(PFK) ve GSK3p
FOXO OXPHOS'u arttirarak ~ ATP
Uretimini yukseltmek
HIF-1 PDK1 artigi ve piruvatin TCA

siklusuna girmesini baskilamak, HK ve

GLUT ekspresyonunu arttirmak

PI3K

Pyruvate kinase

Piruvatin mitokondriye taginarak
TCA siklusuna girmesini baskilamak,

glikolizi ve Warburg etkisini saglamak

mTOR

G6PD, RPIA, PGD

Pentoz fosfat yolaginin
aktivasyonu, NADPH olusumu,

nikleotid sentezi

Glutaminase

Esansiyel olmayan  amino

asitlerin sentezi

SREBP-1/2

Sterol biyosentezi, yag asidi
olusumunda  goérevli  enzimlerin

Uretilmesi

GLUT, HK, LDH

Glukozun htcre icine yuksek
diizeyde alinmasini saglamak, glikolizi

ve Warburg etkisini arttirmak

STAT3

HK, PFK, LDH

Glukozun htcre igine yuksek

diizeyde alinmasini saglamak, glikolizi

ve Warburg etkisini arttirmak
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c-Met’in dogrudan hiicre glukoz metabolizmasi ile iligkisini inceleyen yayinlarin
sayisi kisithdir. Mevcut vyayinlar genellikle kanser hiicrelerinde c-Met spesifik
inhibitorlerin kullaniminin metabolik enzimler Uzerine etkisinin belirlenmesini temel
almaktadir ve c-Met aktivasyonu ile Warburg etkisi arasinda parallelik kurmaktadir. Guo
vd., 2010 yilinda yayinladigi calismada c-Met inhibitdrii PHA-665752 kullaniminin kiiglik
hiicreli-disi akciger kanserinde (NSCLC) HK-II ve PKM2 gibi glikolitik enzimlerin
ekspresyonunu arttirirken, adenine nucleotide translocase 2 (ANT2) ve voltage-
dependent anion selective channel protein I (VDAC1) gibi mitokondriyal enzimlerin
ekspresyonunu azalttigini gostermistir (93). Tang ve ark. 2008 yilinda yayinladiklar bir
baska calismada akciger kanserinde c-Met spesifik inhibitori SU11274'G fare
xenograftlarina uygulamis ve uygulamadan sonra timor metabolik faaliyetini PET
taramasi ile izlemistir. TUmor hcrelerinin  glukoz metabolizmasinin, inhibitor
uygulamasindan 24 saat sonra gibi erken bir stirede bile, %45 daha dislk aktiviteye
sebep oldugunu goéstermislerdir (94). Ayrica Crizotinib ile c-Met inhibisyonunun, boyun
ve bas skuamdz hicre karsinomasinda HKII dizeyini ve Uretilen laktat dizeyini
disirdigl bulunmustur (95). Karaciger kanseri ile iliskili yayinlanan giincel bir
calismada HGF uyarimi ile aktive olan c-Met'in glutaminase aktivasyonunu saglayarak
pyruvate dehydrogenase complex (PDHC)’i baskiladigi, bdylece glutaminoliz ve
Warburg etkisini yarattigi belirlenmistir (96).

Obezitenin HGF ile iliskilendirildigi calismalar da literatiirde yer almaktadir.
Obezite ile tetiklenen bazal-benzeri meme kanserini fare modelinde, obezitenin HGF
sekresyonunu ve c-Met aktivasyonunu arttigi, HGF'in nétralizasyonu sonucu timaor
agresif karakterinin baskilandigi gosterilmistir (97). Yine ayni arastirma grubunun ayni
modeli kullanarak yayinladiklari bir baska calismada obezite tarafindan artan HGF/c-
Met aktivasyonunun kilo kaybi ile geri dondirildiglu ve timor progresyonunun
baskilandi§i gorilmistir (98). Bu modelde c-Met aktivasyonuna paralel olarak obezite
bagimh kan glukoz seviyesi, hiperinsiilinemi ve leptin:adiponektin oranlarinda artis
gorulmustir. Kilo kaybi ile, c-Met aktivasyonu ve tiimor gelisimine paralel olarak, bu

ozellikler de azalmigstir.
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2.4 Insiilin Reseptorii Sinyal Iletim Yolag:

Insiilin reseptérii (IR), c-Met gibi reseptdr tirozin kinaz ailesinin bir (iyesidir ve
ylksek afiniteli ligandi insilinin baglanmasi ile aktive olarak, hiicrelerin glukoz alimini
ve glukozun hiicre icinde metabolize olmasini diizenleyen bir dizi sinyal yolaginin
aktivasyonunu baslatir. Insiilin reseptorii yaygin olarak bircok dokuda INSR geni
Uzerinden eksprese olur (karaciger, beyin, bobrek, pankreas, monositler, plasenta,
granilositler, adipoz doku, kas dokusu). Ancak pankreasin beta hicrelerinden
salgilanan instlinin hedef dokulari karaciger, adipoz doku, iskelet kasi ve beyindir (99).
Normal fizyolojik kosullarda en yliksek IR ekspresyonu adipoz dokuda gorilir, beyin
ve pankreasta ise ¢ok daha disuktir ve bu dokularda metabolik aktiviteden farkli
gorevleri de vardir (100). Karaciger gibi inslline duyarl dokularda yiiksek insdlin
reseptoriinii gen ekspresyonunu saglamak icin promotor aktivitesini pozitif yonde
arttiran faktorler eksprese edilir. Bunlar arasinda, yiksek mobilite grup proteini A2
(high-mobility group protein Al: HMGA1), FOXO1, 6zglnlik proteini 1 (specificity
protein 1: SP1), IR niikleer faktor I ve II (IRNF-I/II) ve karacigere 6zel karacigere-
0zgu insdlin reseptdr geni transkripsiyon faktori (hepatocyte-specific transcription
factor of the insulin receptor gene: HT-FIR) bulunur (101,102). Negatif regtilasyon igin
p53’ln insilin reseptdriiniin transkripsiyonunda goérev aldigi ve SP1 ile etkileserek
baskilayici roli oldugu bulunmustur. p53 mutantlarinin ise dogrudan INSR
promotoruna baglanabildigi ve IR overekspresyonu yarattigi gosterilmistir (103). Ayrica
INSR promotor bodlgesinde dstrojen yanit elemanlarinin bulundugu ve 6strojene bagli
olarak Ostrojen reseptoriiniin JNVSR transkripsiyonundaki baskilayici rolii nedeniyle
insiilin direncinde rol alabildigi belirlenmistir (104).

Insiilin reseptorii (IR) 22 exon iceren INSR geninden eksprese edilir, bu
transkript insiilin reseptdriiniin a ve B alt tinitelerini icerir. Onciil transkript yaklasik 150
kDa biiytikligiinde bir amino asit zinciriyken, fiirin tarafindan kesilmesi sonucu olusan
a ve B zincirleri yliksek miktarda (ve dokudan dokuya degisen oranlarda) glike olur ve
disiilfid baglar ile birbirine baglanir. a alt tinitesi ektodomaini olusturur, ekstraselliiler
bélgede yer alir ve insilinin baglanmasindan sorumludur. B alt Unitesi ise tek bir

transmembran (TM) helikse bagh JM kisim, intraselliiler bolgede kinaz aktivitesinden
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sorumlu tirozin kinaz (TK) domaini ve hiicre ici sinyal iletim elemanlarinin baglandig
iskele bélgesinden olusur. Klasik glukoz homeostazini diizenleyen modelde IRl (a)2
homodimerinden olusur (101). Kristalografi calismalari membranda inaktif homodimer
halinde bulunan IR'nlin bir monomerine insilin baglanmasinin yapisal diizenlemelere
neden oldugunu gostermistir. Tek monomerin aktivasyonu ile baglayan diizenlemelerin
transmembran domainlerini yakinlastirdigi ve dimeri aktif hale getirerek sinyallesmeyi
baslatan otofosforilasyonu gerceklestirebildigini gostermistir. Insilinin  olmadigi

durumda transmembran domainleri birbirinden ayri ve inaktif halde bulunur (105).

2.4.1 IR Aktivasyonu ve Hiicre Ici Sinyal Iletimi

Insiilinin IR a domainine bagdlanmasi ile gerceklesen yapisal degisiklikler, kinaz
domain aktivitesi ve IR'nlin oto/transfosforilasyon slirecini baglatan ilk adimdir.
Fosfopeptid haritalama teknikleri ile IR Uzerinde fosforile olan bircok amino asit
bulunmustur: juxtamembran kisminda yer alan Y953, Y960, Y972; katalitik domainde
yer alan 1146, 1151 ve 1152; karboksiterminal bélgede yer alan Y1316 ve Y1322, ve
1345. Transfosforilasyon igin en onemli kisim katalitik domainde yer alan Y1146,
Y1151/1152'dir. JM kisminda gergeklesen fosforilasyonlar insilin sinyal iletiminin en
onemli adaptor molekiilii olan IRS'in baglanmasini ve bdylece IR tarafindan fosforile
edilmesini saglarken Y953 ve Y960 fosforilasyonlari reseptdr endositozundan
sorumludur (106).

Aktive olan IR'Undn hedefleri arasinda IRS ailesinin yaninda Gabl ve Shc gibi
intrasellller substratlar da vardir. Bu adapt6r proteinler Gzerindeki fosfat gruplari farkl
SH2 domain iceren molekillerin (Grb2, PI3K'in p85 alt Unitesi, SHP2, Src, Ras)
baglanmasini saglar. Bu protein kompleksleri ile saglanan sinyal iletimi Akt ve MAPK
yollarini aktive eder. Akt yoladi daha cok hiicrede glikoneogenez baskilanmasi, glikoliz,
lipogenez, ve protein ekspresyonu ve sentezi gibi metabolizma iligkili faaliyetleri
koordine eder. Bu amagla; SREBP1, mTORC1, GSK3, FOXO, CREB ve GLUT
ekspresyonlari ve aktivasyonlarini saglar (Sekil 7) (107). Diger yandan MAPK sinyal

iletimi iki koldan aktive edilir:
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1. Grb2 fosforlanan IRS adaptor proteinlerine baglanirken SH3 domaini ile SOS

niikleotid degisim faktdriind cagirir. SOS ise GDP bagh inaktif formda olan Ras’a GTP

yukleyerek Ras'l aktive eder ve Ras/Raf/MEK/Erk fosforlanma zincirini bagslatir.

2. IR {izerinde fosforlanan Y972'ye dogrudan baglanan Shc, Grb2-SOS-Ras

kompleksini cagirir (106). Her iki kolun birarada aktive olmasiyla hem Shc hem de IRS,

Grb2 adaptoriine birlikte baglanir. Daha stabil ve devamliigi yiiksek sinyal iletimi

gerceklesir. Aktive olan Erk 1/2 hiicre cekirdegine gegerek bir dizi transkripsiyon
faktorliini fosforlayarak aktive eder; c-Myc, STAT3, c-Fos, Elk-1, MEF-2. MAPK yolagi

instilinin mitojenik aktivitesini kontrol eder, dzellikle tiimdr olusumu ve progresyonunda

instlinin roliintin 6nemli bir kismini yonetir (107).
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Sekil 7. IR sinyallesme mekanizmasi (107’den dizenlenmistir.).
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2.4.2 Insiilin Sinyal Iletiminin Hepatokarsinogenezdeki Rolli

Yukarida detayh olarak bahsedildigi gibi, obezite kaynakli hiperinstilinemi birgok
kanser tlranun gelisiminde 6nemli bir role sahiptir ve bircok epidemiyolojik calismada
kanser gelisiminde bagimsiz risk faktorii olarak belirlenmistir. Erken donemde alinan
onlemler degerlidir, drnedin Isvec'te gerceklestirilen carpici bir calismada, katilimcilar
arasinda bariyatrik cerrahi sonrasinda viicut agirhginin %30’undan fazlasi azalan
kadinlarda kanser geligtirme riskinde %41 oraninda azalma goérilmusttr (108). Ancak
girisimsel miidahaleler her zaman mimkiin degildir ve zamanlama &nemlidir. Bu
nedenle yalnizca diyet kontrolii ve yasam tarzi degisikligi 6nerilerinin disina gikabilmek,
yenilikgi tedavi yaklagimlari gelistirebilmek amaciyla hiperinsilinemi ve kanser
surecindeki  mekanizmalarinin  aydinlatiimasini  amaglayan  birgok  ¢alisma
gergeklestirilmektedir.

Hiperinsilinemi hem sirotik hastalarda hem de genel poptlasyonda HCC riski ve
gelisim siireci icin énemli bir prognostik faktérdiir (109-111). Insiilin sinyal yolaginin
HCC gelisimine hangi mekanizmalar ile katki sagladigi asagidaki gibi gruplandiriimistir:
1. IRS1/2 ekspresyonunda artis: Hepatokarsinogenezin erken doénemindeki
neoplastik lezyonlarda IRS1/2 ekspresyonundaki artis ile instilin sinyal yolaginin ligand
bagimsiz aktive oldugu gosterilmis, ileri dénem HCC hastalarinda IRS-1
ekspresyonundaki artis ile timor buylkliglu ve hastaligin seyri arasindaki pozitif
korelasyon saptanmistir (56,112),

2. Negatif regiilatérlerin kaybi: Insiilin sinyal yolaginin regiilasyonunu saglayan
saglayan PP2A, PKC, PTEN gibi negatif regiilatorlerin kaybi ile insiilin reseptori yolagin
aktivasyon devamliligi saglanmaktadir (113,114),

3. Glikolitik enzimlerdeki artig: Warburg etkisi ile HK2, PKM2 gibi glikolitik
enzimlerdeki artis HCC proliferasyonu ve sagkalimini saglamaktadir (115-117),

4. Insiilin reseptériiniin yiiksek ekspresyonu: En énemli mekanizmalardan biri
olarak kanserlesme siirecinde instilin reseptoriinin yliksek ekspresyonu gorilmektedir,
boylece yolagin aktivasyonundaki artis HCC gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir
(118),
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5. Insiilin reseptdriiniin reseptérler ile karsilikli haberlesme (receptor crosstalk):
Insiilin reseptériiniin kanser hiicrelerinde IGF-II tarafindan aktive edildigi ve IGFR ile
etkilestigi belirlenmistir. Ayrica insdlinin dolayli yollardan IGF-I'in sentezini ve
sirkiilasyonunu arttirdigi gorilmisttr (118),

6. Leptin ile Iliskisi: Yiiksek insiilinin adipoz ve kanser hiicrelerinden leptin sentezini
ve salinimini Erk 1/2 ve Akt yolaklarinin aktivasyonu (izerinden arttirdigi belirlenmistir
(119,120),

7. VEGF ile Iliskisi: Insiilinin kanser hiicrelerinden VEGF ekspresyon ve salinimini
sadlayarak siniizoidal endotel hiicrelerinin proliferasyonunu saglamadigi tanimlanmistir
(121,122),

8. IR izoform secilimi: Ozellikle metabolizma ile iliskili dokularin kanserlesme
suresince IR izoformlarindan IR-A'nin eskpresyonunun yiikseldigi ve bu yiikseligin
kanser kok hiicresi Ozelliklerini arttirdigi ve malignitede artisa sebep oldugu
belirlenmigtir (118).

TUm bu mekanizmalar arasinda insilin reseptdrii izoformunun segilimi son yillarda

onem kazanmaktadir.

2.4.3 Insiilin Reseptdr Izoformlari ve Hepatokarsinogenez Siirecindeki Rolleri

Instilin reseptériiniin kodlandigi genden elde edilen mRNA ekson 11'de alternatif
kesilmeye ugrayarak insilin reseptor izoform A ve izoform B'yi olusturur. Ayni genden
Uretilen bu iki transkript daha sonra translasyona ugrayarak IR-A ve IR-B proteinlerini
olusturur. Bu iki protein arasinda yalnizca 12 amino asitlik bir fark vardir, IR-B a alt
Unitesi daha uzundur. Bu 12 amino asitlik bdlge ligand badlanmasi ve reseptor
dimerizasyonunu etkiler. IR-B yiiksek afinite ile yalnizca insiiline baglanabilirken ve
homodimer olusturmaya yatkinken, IR-A yiiksek afinite ile insiiline baglandigi gibi daha
disik afiniteyle pro-insiline ve IGF-II'ye de baglanabilmektedir. IR-A diger membran
reseptorleri ile heterodimer olusturmaya daha yatkindir (123). Insiilin reseptorii
izoformlari selektif olarak farkli dokularda eksprese olurlar ve hiicre icinde farkli
gorevlerde baskin olarak yer alirlar. IR-B yetiskinde en yiiksek oranda karacigerde

eksprese edilir ve ayrica insiline yanit veren iskelet kasi, adipoz doku gibi dokular da
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oldukca vyuksek dizeyde eksprese olur. IR-B'nin gérevi daha cok hiicre icindeki
metabolik faaliyetleri ylritmektir ve Akt yolagi araciliki metabolik olaylarini kontrol
eder (118,124). IR-A ise ozellikle embriyonik donemde ve vyetiskinde beyin ve
yumurtaliklarda yiksek seviyede eksprese olur. IR-A ekspresyonu 6zellikle malignant
hicrelerde artar ve IR-A:IR-B ekspresyon orani yukselir. Boylece hicrelerdeki IR'leri
IR-A izoformu baskin olan mitojenik IR formuna donisir.

Karaciger, kolon, akciger, meme, prostat, endometriyum, tiroid, testis,
yumurtalik gibi pek ¢ok kanser dokusunda IR-A:IR-B orani anlamh olarak yuksektir
(125). Tip2 diyabeti olan 46 hastanin karaciger dokusuyla gergeklestirilen bir galismada
IR-A:IR-B oraninin diyabetik hastalarda daha yiksek oldugu gosterilmis ve
hiperinsilineminin izoform secilimindeki 6nemine deginilmistir (126). Ayrica bariyatrik
operasyon gegiren ya da dusik kalorili beslenen hastalarda, aglik instlin seviyelerinin
distligu ve paralel olarak IR-B eskpresyonunun arttigi, IR-A:IR-B oraninin azaldigi
belirlenmistir (127). Ayrica obez ve diyabetik rhesus maymunlarinin karaciger
dokularinda yapilan analizlerde, hiperinsilineminin IR-A’'nin ylksek ekspresyonu ile
iliskili oldugu gorulmistiir (96). Fransiz 85 HCC hasta kohortunda gerceklestirilen
analizlerde, hastalarin %40 ndan fazlasinda IR overekspresyonu bulunurken,
%?70'inden fazlasinda selektif izoform ekspresyonu gézlenmistir (118).

Dokularda selektif secilim yapabilmek icin 6zellikle alternatif kesim yapan bazi
kesme-birlestirme (splicing) faktorlerinin kullandigina deginilmektedir. CUG-BP ve
cesitli hnRNPler IR-A olusumunu saglayan kesme-birlestirmesinde rol alirken; RBM4,
Srprot ve MBNL faktdrleri IR-B olusumunda gdrev alir (101). HCC hticre hatlarinda da
CUGBP1, hnRNPH, hnRNPA1l, hnRNPA2B1 ve SF2/ASF splicing faktorlerinin
ekspresyonlarinin normal hepatositlere kiyasla arttigi ve selektif IR-A ekspresyonunu
sagladiklari gosterilmistir (118). Yine ayni arastirma grubunun giincel bir calismasinda
IR izoform segiliminin HCC progresyonu Uzerindeki etkileri incelenmigtir: IR-A ve -B
izoformlarini selektif olarak kalici eksprese eden HCC klonlarinda diferansiyasyon ve
agresif belirteclerin farkli oldugu bulunmustur (128). IR-A eksprese eden klonlarin
kanser kok hicre belirteclerinde artis gerceklestigi ve hicrelerin daha az diferasiye
oldugu, alfa-fetoprotein (AFP) konsdesairasyonlarinin yikseldigi gorilmistir. Ayrica

IR-A klonlarinin daha motil ve invaziv oldugu, mikrovaskiiler invazyonun yiiksek oranda
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gerceklestigi belirlenmistir. IR-A/IR-B orani yiiksek olan ve kiiratif rezeksiyon tedavisi

goren HCC hastalarinda sagkalimin da daha duisiik oldugu saptanmistir (128).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma HCC'de yuksek glukoz ve insulin uyariminin c-Met aktivasyonu ile

iliskisini tanimlamaya yonelik deneysel bir laboratuvar calismasidir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Eylil 2016'da literatir taramasi ve 6n calismalarin gergeklestirilimesi
ile baslamis olup, Agustos 2020 tez savunmasi ile sonlanmistir. arasinda Dokuz Eylil
Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali ve Izmir Biyotip ve Genom Merkezi

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Arastirmada insan Uzerinde bir galisma yapilmamistir. Arastirmada insan
karaciger kanseri hiicre hatlari SK-Hep1, HuH-7, SNU-182, SNU-387, SNU-398, SNU-
423, SNU-449, SNU-475, Hep3B, HepG2, Hep40, Focus ve Mahlavu; ayrica kalici
ekspresyon klonlari HUH-7 pRC, HUH-7 IR-A, HUH7 IR-B, SNU-398 CMV-GFP (Mock)
ve SNU-398 MET-GFP kullanilmistir.

3.4. Calisma Materyali

Bu calisma kapsaminda kullanilan SK-Hep1, HuH-7, SNU-182, SNU-387, SNU-
398, SNU-423, SNU-449, SNU-475, Hep3B, HepG2, Hep40, Focus ve Mahlavu HCC
hiicre hatlari Prof. Dr. Mehmet Oztiirk (IBG, Izmir) tarafindan; instilin reseptérii izoform
klonlart HUH-7 pRC (kontrol), HUH-7 IR-A ve HUH7 IR-B klonlari Dr. Christele Desbois-
Mouthon (INSERM Sorbonne Universitesi, Paris) tarafindan temin edilmistir. Zebrabal§
zenograft modelinde kullanilan SNU-398 CMV-GFP (Mock) ve SNU-398 MET-GFP
klonlar ise laboratuvarimizda gergeklestirilen 6nceki calismalarda elde edilmistir. In-
vivo model olugturmak igin IBG Zebrabaligi Birimi’nde yetistirilen 48 saatlik zebrabali§

larvalari kullanilmistir.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri

SNU-398 CMV-GFP, SNU-398 MET-GFP HUH-7 pRC, HUH-7 IR-A ve HUH7 IR-B

klonlari ve kullanilan tim HCC hiicre hatlari ve yapilan ylksek glukoz/yiksek

inslilin/hepatosit bliylime faktori/inhibitdér uygulamalari bagimsiz degiskendir. Bu

hiicrelerden elde edilen bagimli degiskenler ise elde edilen protein seviyeleri,

fosforlanma seviyeleri, metabolizma dlzeyleri, ribonikleik asit (RNA) dizeyleri,

adezyon, proliferasyon, invazyon ve metastaz degerleridir.

3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1 Malzeme ve Cihazlar

Tablo 2. Arastirmada kullanilan ekipman ve cihazlarlar

Cihaz Marka ve Model
Isi Blogu Stuart, STSBH130D
Inkubatér Memmert, Inco 153
Eppendorf New Brunswick, Galaxy 170-S
Santrifiij Beckman Coulter, Optima L100XL

Eppendorf, 5415R
Beckman Coulter, Allegra X-15R
Thermo Scientific, Micro CL17R
Epppendorf, 5702

Buzdolabi ve Derin

dondurucu

Siemens, KG57 +4 Buzdolabi
Beko, B8459 SMN -20°C Dondurucu

Thermo Scientific, Forma -80°C ULT Dondurucu

Sivi Azot Tanki

Thermo Scientific, Cryo Plus 2

Terazi Sartorius, Quintix 225-1S
Immiinblotlama Bio-Rad, Mini Trans-Blot Cell
Ekipmani
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Jel Gorintileme

Sistemi

Bio-Rad, GelDoc XR

Blot Gorintileme

Sistemi

LICOR, Odyssey CLx 9140-00

Elektroforez Ekipmani

Thermo Scientific, Maxi Horizontal

Mikrohacim

Spektofotometre

Thermo Scientific, Nanodrop ND2000

Biyoguvenlik Kabini

Thermo Scientific, Safe 2020 Class II

Manyetik karigtirici

IKA, C-MAG MS10
VWR, VNS-C4

Mikropipetler

Eppendorf, Research Plus

Gilson, Pipetman

Floresan Mikroskop

Olympus, BX61
Olympus, IX71-F22FL/PH

Konfokal Mikroskop

Zeiss, LSM880

Gercek Zamanli

Hicre Takip Mikroskobu

Incucyte, Essen Bioscience

Gergek Zamanli

Hicre Analiz Sistemi

ACEA, xCELLigence RTCA DP

Hicre Metabolizmasi

Analiz Sistemi

Seahorse XF96, Agilent

Mikrodalga Firin

Bosch, HMT72G420

pH metre

Hanna, HI-2002

Pipetor

Thermo Scientific, S1 Pipet

Gli¢ kaynad

Bio-Rad, PowerPac Basic

Calkalayici

Thermo Scientific, TS-75004061

Sonikator

Diagenode, Bio-ruptor Pico

Mikroplaka Okuyucu

Thermo Scientific, Varioscan Flash ¢oklu plaka

okuyucu

Termal Dongu Cihaz

Applied Biosystems, Simpliamp A24811
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Kantitatif Gergek
Zamanl PCR Cihazi

Applied Biosystems, 7500 Fast

Vortex Thermo Scientific, Eled 88880018

Buz Makinesi Ugur, UBM Buzal 30

Su Banyosu Nive, NB9

Saf Su Sistemi MilliQ Su Aritma Sistemi, Millipore Merck
Otoklav Ge