OZET

KANSER ICIN PROGNOZ BELIRTECI VE SPESIiFiK HEDEF OLARAK
KULLANIM ICIN HEKZOKINAZ 1 iZOFORMU

Mevcut bulus prognoz belirteci ve kanser tedavisinde spefisik hedef olarak kullanima
uygun hekzokinaz 1 (HK1) izoformlarma, dzellikle hekzokinaz 1b (HK1b) izoformuna
iliskindir,
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ISTEMLER

Bir canlida kanserin tespit edilmesi veya teshis edilmesi i¢in bir yontem olup, soz
konusu yontem canlidan alman bir biyolojik numune igerisindeki HK1b izoformu
ifadesinin seviyesinin belirlenmesini igerir, ki burada so6z konusu HK1b izoformunun
normal kontrol seviyesine kiyasla daha yiiksek olmasi sd6z konusu canlinin kanserden

muzdarip oldugunu ifade eder.

Istem 1'e gore bir metot olup, HK1b izoformu ifadesi; immiinoblotlamay: takiben,

olusan bant intensitelerinin dansitometriyle nicellestirilmesiyle belirlenir.

[stem 1-2'ye gore bir metot olup, bir canlidan alinan numunede HK1b izoformunun
ifadesinde en az %10 veya daha fazla artis, normal seviyeye kiyasla yiiksek seviyede

olarak kabul edilir,

Istem 1-3'e gore bir metot olup, canlidan alman numune biyopsi numunesi, tukirik,
balgam, kan, serum, plazma, plevral efuzyon veya idrar igerisinden segilir.

Istem 1-4'e gore bir metot olup kanser, kilgiik hilcreli olmayan akciger kanseridir
(NSCLQ).

Kanserin tedavisinde veya hiicre buiyimesinin durdurulmasinda kullanima uygun bir

aday maddenin taranmasinda kullanilacak bir metot olup (Metot 1), soz konusu

metot;

a. Test edilecek aday maddenin HK 1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8)

veya HK1b izoformunun fonksiyonel bir esdegeriyle temas ettirilmesi;

b. Test edilen aday maddeyle HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8)
veya HKIb izoformunun fonksiyonel bir esdegeri arasindaki baglanma

aktivitesinin belirlenmesi; ve

¢.HK1b 1zoformu ((SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8) veya HK1b izoformunun

fonksiyonel bir esdegerine baglanan aday maddenin se¢ilmesi adimlarini igerir.

7. Kanserin tedavisinde veya hiicre bitylimesinin durdurulmasina kullanima uygun bir

aday maddenin taranmasinda kullanilacak bir metot olup (Metot 2), so6z konusu

metot;
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10.

I1.

12.

13.

14.

a. Test edilecek aday maddenin HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8)

veya HK1b izoformunun fonksiyonel bir esdegeriyle temas ettirilmest;

b. a) adimindan sonra elde edilen HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID
No:8) veya HK1b izoformunun fonksiyonel bir esdegerinin biyolojik aktivitesinin
belirlenmesi; velste!

¢. HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8) veya HK1b izoformunun
fonksiyonel bir esdegerinin biyolojik aktivitesini test maddesinin ortamda

olmadig1 duruma gore azaltan test maddesinin segilmesi adimlarini igerir.
Istem 7'ye gore bir metot olup biyolojik aktivite glikolizdir.

Bir hiicreye konuldugunda HK1b ekspresyonunu inhibe eden, bir yolcu dizi ve bir
rehber dizi igeren ¢ift sarmalli molekiiller olup, yolcu dizi SEQ ID No:l'e karsilik
gelen nikleotit sekansmi ve rehber dizi SEQ ID No:4'e karsilik gelen niikleotit

sekansini igerir,

Bir hiicreye konuldugunda HK1b ekspresyonunu inhibe eden, bir yolcu dizi ve bir
rehber dizi igeren ¢ift sarmalli molekuller olup, yolcu dizi SEQ ID No:2'ye karsilik
gelen niikleotit sekansini ve rehber dizi SEQ ID No:S'e karsilik gelen niikleotit

sekansini igerir.

Bir hiicreye konuldugunda HKI1b ekspresyonunu inhibe eden, bir yolcu dizi ve bir
rehber dizi igeren ¢ift sarmalli molekiiller olup, yolcu dizi SEQ ID No:3'e karsilik
gelen niikleotit sekansmi ve rehber dizi SEQ ID No:6'ya karsilik gelen nukleotit

sekansini igerir..
[lag olarak kullanilmak {izere istem 9-11'e gore ¢ift sarmalli molekiil.

Kanser tedavisi ve/veya profilaksisinde kullanilmak tizere istem 9-11'e gore gift

sarmalli molekil.

Kanser tedavisi ve/veya profilaksisinde cisplatin, karboplatin, oksaliplatinden segilen
bir kemoterapi ajaniyla kombine olarak kullamima uygun istem 9-11'e gore ¢ift

sarmalli molekiil.
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edilebilir eksipiyan i¢eren farmasotik kompozisyon.
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KANSER iCIN PROGNOZ BELIRTECI VE SPESIFiK HEDEF OLARAK
KULLANIM IiCiN HEKZOKINAZ 1 iZOFORMU

TARIFNAME
Teknik Alan

Mevcut bulus prognoz belirteci ve kanser tedavisinde spefisik hedef olarak kullanima
uygun hekzokinaz 1 (HKI1) izoformlarna, dzellikle hekzokinaz 1b (Hklb) izoformuna
iliskindir.

Teknigin Bilinen Durumu

Kanser genel olarak hiicrelerin kontrolsiiz bltylimesi olarak tanimlanir. Kanserin en
onemli belirteglerinden birisi metabolik yeniden programlamadir (1). Kanser hiicreleri bu
yetenekleri sayesinde, normal hiicrelerden farkli olarak, biiyiimek ve yayilmak i¢in artan
glikolitik akistan destek alir ve bu durum onlar1 glikoz metabolizmasimin bozulmasina
daha hassas hale getirir (2). Her ne kadar degisen glikoz metabolizmasini hedefleyen yeni
terapilerin gelistirilmesi on klinik ¢alismalarda basar1 gostermis olsa da, goriilen klinik

basar1 olusan yan etkilerden dolay1 sinirh kalmustir (3).

Glikolizin diizensizlesmesi kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC) yaygin
gorilen bir olgudur (4). p53'in d6nemli diizenleyici gorevlerinden biri glikoz ve oksijen
seviyesine bagl olarak glikolizi arttirmak igin hekzokinazlarn (HK) aktive ederek
hiicresel metabolizma yolagim kontrol etmektir(5, 6). Hekzokinazlar (HK) glikoz
metabolizmasinin temel olarak geri dondiiriilemeyen ilk adimi olan glikozu fosforlayarak

glukoz-6-fosfata (G-6-P) ¢evirme adimini katalize eder.

HK enzimleri HK1, HK2, HK3 ve HK4 olarak adlandirilan dort genle kodlanir. HK1
hemen hemen tim memeli dokularinda yer almaktayken, HK2 normalde adipoz doku,
iskelet doku veya kardiyak kaslar gibi instiline duyarli dokularda ifade edilir. HK3
genelde diisiik miktarlarda ifade edilir ve HK4 ifadesi pankreas ve karacigerle smirhidir
(7). Bunlardan HK1, HK2 ve HK3 glikoz i¢in diisiik Km degerine sahiptir, bu durum
bunlarim HK4'e gore daha yuksek glikoz afinitesi oldugunu ifade etmektedir. Ancak, HK1

inorganik fosfat varhginda kendi trinii olan G6P tarafindan azaltilmis inhibisyon
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gosteren tek izoformdur. Bu nedenle, yiiksek enerji ihtiyaci olan, Pi'nin hiicreler arasi
konsantrasyonunun arttigt ve G6P konsantrasyonunun azaldigi, donemlerde HKI
aktivitesi artarak HK1 tarafindan daha fazla glikozun fosforlanmasi ve enerji tiretimi i¢in
asagl akim metabolizmasmna girmesi saglanmaktadir. HK1 esas olarak mitokondri ile

iligkili iken, HK2 hem mitokondri hem de sitoplazmik bdlmelerle iligkilidir (8, 9 ve 10)

Sadece bir transkripti olan HK2 geninden farkli olarak, HKI1 geninin alternatif
zincirlesme nedeniyle birkag transkripti vardir. Her ne kadar RNA dizileme
teknolojilerinin ortaya ¢ikmasiyla transkript yapilar1 hakkinda daha fazla bilgiye sahip
olsak da, transkriptomun tam kapsamini tanimlamaktan hala uzaktayiz. Bilinen birden
fazla gen ek agiklama veritabani bulunmaktadir ancak bunlarin hepsi birbiriyle tutarli
degildir. Burada transkript tanimlar1 i¢in en bilylik kaynaklardan biri olan RefSeq gen
agiklamalarmi kullaniyoruz. RefSeq gen agiklamalarmma gore, HK1 geninin 10 farkh
izoformu vardir. Bu izoformlarin yarisi testis dokusuna ozgudur ve diger dokularda
goriilmezler (11, 12). HKla, HK1b ve HKlc olmak uizere yiksek sekans ve yapisal
homolojiyi paylasan HK1'in geri kalan izoformlarmin u¢iiniin diferansiyel ekspresyon
kaliplar1 incelenmemistir ve NSCLC ve diger kanserlerde timorigenez, hiicre sag kalimi

ve ilag yanitindaki rolleri hala net olarak bilinmemektedir.

Burada buluscular kanser hiicresinin glikoz metabolizmasinda etkili izoform spesifik
katilimeilar1 tanimlamayr hedeflemektedir. S6z konusu izoform spesifik katilimcilar
normal hiicredeki sistemik homeostaz veya buna karsihik gelen metabolik
fonksiyonlardan taviz vermeden segici olarak kanser hilcrelerini elimine etmeyi
saglayacagindan, bunun kanser tedavisinde ilgi ¢ekici bir yaklasim olacag:

diistiniilmektedir.
Bulusun Ozeti

Mevcut bulus HK1b'ye ve onun timorigenezdeki rolime iligkindir. Ozel olarak, mevcut
bulus kanserin, ozellikle ki¢iilk hilcreli olmayan akciger kanserinin (NSCLC)

tedavisi/onlenmesi i¢in bir yonteme iliskindir.

Mevcut bulus temel olarak HK1'in {i¢ izoformundan, dzellikle HK1b ve HK1¢'den sadece
HKl1b'min agirlikli olarak A549 hiicrelerinde ve NSCLC hastalarinda ifade edildigi

bulusuna dayanmaktadir. Bu durum NSCLC hiicrelerini ¢evre dokudaki normal akciger
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hiticrelerinden ayirmakta ve HKI1b diisiik hasta sag kalimi ile iliskilendirilmektedir.
Ayrica, bulusgular p53 durumuna gore HK1b ifadesinin degistigini p53 igermeyen (p53
null) ve p53 igeren (pS3WT) kiiglik olmayan hiicreli akciger kanseri (NSCLC) hiicreleri
kullanarak gostermiglerdir. HK1bmin p53 ile kontrol edilmesinin mekanizmasinin
belirlenmesinde, CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak insan NSCLC A5549 hiicrelerinde
p53 ve HKIb izoformu silindi ve sonugta p53 pozitif sekilde HK1b'yi kontrol ettigi
gosterildi. HK1b nakavt edilmis insan A549 hiicrelerinde yapilan deneyler (A549 HKI1b
-/-), HKI1b'nin NSCLC hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigini ve in vivo tiimor

butytimesini durdurdugunu gosterdi.

HK1b nakavt hiicreleri hazirlamak i¢in, SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 2 veya SEQ ID No:
3'e karsilik gelen bir yolcu dizi ve sirasiyla SEQ ID No: 4, SEQ ID No:5 veya SEQ 1D
No:6'va karsilik gelen bir rehber dizi igeren ¢ift sarmalli molekiiller hazirlandi. Ayrica, bu
yolcu dizi ve rehber diziler ¢ift sarmalli yapiy1 olusturmak i¢in birbiriyle hibridize edildi.
Ornegin, SEQ ID No:1 igeren yolcu dizi, SEQ ID No: 4 igeren rehber dizi ile hibridize
edildi (¢ift sarmalli molekiil 1); SEQ ID No:2 igeren yolcu dizi, SEQ ID No: 5 igeren
rehber dizi ile hibridize edildi (¢ift sarmalli molekiil 2); SEQ ID No:3 igeren yolcu dizi,
SEQ ID No: 6 igeren rehber dizi ile hibridize edildi (¢ift sarmalli molekiil 3).

Bir agidan, bulusun bir amaci, bir hiicreye girdiginde HK1b'yi nakavt eden ve sonug
olarak glikoliz ve proliferasyon ve kanser hiicrelerinin, ozellikle de NSCLC hiicrelerinin

bilylimesini inhibe eden izole ¢ift sarmalli molekiiller saglamaktir.

Bulusun bir baska amaci ilag olarak, tercihen kanser, 6zellikle NSCLC tedavisi i¢in bir

yontemde kullanilmak tizere izole ¢ift sarmalli molekiiller saglamaktir.

Bulusun bir baska amaci kanser gibi, 6zellikle NSCLC gibi HK1b ilintili hastaliklarmn
engellenmesinde ve/veya tedavisinde kullanim i¢in bilesimler gelistirmek olup, s6z

konusu bilesimler ¢ift sarmallt molekiiller 1, 2 veya 3'ten en az bir tanesini igerir.

Bulusun bir diger amaci, bir canlidaki HK1b izoformu ifadesini indeks olarak kullanarak
kanserin, o0zellikle NSCLC'in teshis edilmesi veya saptanmasi igin bir metot
saglamaktir. Ozelikle, bir canlidan alinan biyolojik numunede test edilen izoformun
kontrol seviyesine kiyasla daha yiksek seviyede HK1b olmasi canlida kanserin varligimi

veya canlinin kanserden muzdarip oldugunu ifade eder.
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Bulusun bir basla amaci, kanser, 6zellikle NSCLC gibi HK1b ilintili hastaliklarmn tedavisi
ve/veya onlenmesinde kullanim i¢in bir aday maddenin taranmasinda kullanim igin bir
tarama yontemi saglamaktir. Bu baglamda, aday madde belirli bir indeks kullanilarak; (i)
HK1b izoformuna baglanma aktivitesine gore veya (ii)) HKIb izoformunun biyolojik
aktivitesine kars1 inhibitor aktivitesine gore veya (iii) HK1b izoformunun ifadesine karsi
baskilayic1 aktivitesine gore secilebilir. Bulusa uygun tarama metodu i¢cin ozellikle ilgi

¢ekici olan HK1b izoformu biyolojik aktivitesi glikolizi igerir.

Yukarida bir dizi ama¢ swralanmistir. Bulusun ilgili alaninda uzman kisi tarafindan
anlasilacagi gibi bulusun bir veya daha fazla uygulamasi bazi amaglar1 tek basina veya

digerleriyle kombine olarak karsilayabilir.
Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1-7 kilinik kiigiik olmayan hiicreli akciger kanserinde (NSCLC) HK 1'in fazla
eksprese edildigini gostermektedir. Sekil 1ve Sekil 2 toplam 13 NSCLC hastast timor
vakasinda ve 10 bitisiginde timodr yer almayan normal akciger dokusunda iki farkl
western blot analizinde HK 1b seviyelerini gosterir. Sekil 3, NSCLC timoriinde (n = 13)
ve normal akciger orneklerinde (n=10) HK 1 diizeylerinin miktarinin belirlenmesini
gostermekte olup HK1 ekspresyonunun anlamli olarak yiikseldigi goriilmektedir (p<
0.0001). Sekil 4, immiinohistokimya testini kullanarak HK1'n in situ ifadesini
gostermektedir. Kanserli olmayan tiim epitel doku zayif HK1 boyamasi verirken, timor
hiicreleri orta derece ile giiglii derecede boyama vermektedir. Sekil 5, p53 gen imza
ekspresyonuna (p53 WT ve p53mutant) dayanan gen seti zenginlestirme analizi (GSEEA)
kullanilarak GSE31210 veri kiimesindeki NSCLC ve normal numuneler arasindaki
karsilastirma analizini gostermekte olup, burada mutant p53'e sahip hastalarin daha
yuksek HK 1 seviyelerini ifade ettigini gorillmektedir. Sekil 6'da, evre I ve 11 hastalariin
gen seti zenginlestirme analizi (GSEEA) kullanilarak GSE31210 veri kiimesindeki
NSCLC ve normal numuneler arasindaki karsilastirma analizini gostermekte olup, evre 11
hastalarmin sadece p53 WT grubunda daha yitksek HK1 ekspresyonuna sahip oldugu
goriilmektedir. Sekil 7'de, daha yiksek HK1 ekspresyonunun azalmis relapssiz/niiks

etmeden sagkalim ile iliskili oldugunu gosteren sag kalim analizini gostermektedir
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(P=0.01), burada daha yuksek HK1 ekspresyonunun hastalik ilerlemesi ile iliskili

oldugunu goriilmektedir. Istatistiksel analiz i¢in 6grenci t-testi (**p < 0.05) yapildi.

Sekil 8-10 RefSeq HKI1 gen transkript varyantlarini, HK2 gen transkriptini ve HK1b
izoformunun yapisal farklarmi gosteren molekiiler dinamik simiilasyonlarimi
gostermektedir. Sekil 8, dokuya dzgi diferansiyel iic HK1 izoformunun; HK1a, HK1b ve
HKlc'nin ve HK2 geninin bir transkriptinin RefSeq gen anotasyonunu gostermektedir.
Hkla transkripti 5' ucunda farkli ekzonlar tasidigindan bu transkripti ayiwrt etmek
mimkiindir. Hem HK1b hem de HKla izoformlar: bir ekstra ekzona, ekzon 8’¢, sahip
olup, bu ekzon HK1c izoformunda eksiktir. Sekil 9, HK1b ve HK1¢c modellerinin kristal
yapilar1 arasindaki yapisal uyumu gostermektedir. Sekilde maviyle gosterilen HK1b'de
yer alan ekstra ekzon, N-ucunun alt alaninin bir parcasi olan 32 aminoasit uzunlugundaki
alfa sarmalin1 kodlamaktadir. Konuyu basitge agiklamak ig¢in sadece bir monomer
gosterilmektedir. Sekil 10 HK1b, HKlc izoformlar1 ve HK2 egrileri kullanilarak
gergeklestirilen kok ortalama kare degisim degerlerini gostermekte olup, burada HK1b

izoformunun N-alanmin stabilitesini saglayan 0zgiin sekanslar icerdigi gorillmektedir.

Sekil 11-14 NSCLC hastalarmda HK1b izoformu upregiilasyonunu gostermektedir. Sekil
11, HK1 izoformlari, HK2 ve p53'in H1299 ve A549 hiicrelerinde temsili semi q-PCR
amplifikasyon sonuglarimni gostermektedir. Sekil 12, HK1 ve HK2'nin A549 ve H1299
hiicrelerindeki immiinoblot analizini gostermektedir. Sekil 13, NSCLC hasta
tumdrlerinde (n=3) HK1 izoformlari, HK2 ve p53'in temsili semi g-PCR amplifikasyon
sonuclarmi gostermektedir. Sekil 14, NSCLC hastalarmin normal akciger dokusu ve
timor numunelerinden ekstrakte edilen RNA'lar1 gostermekte olup, HK1b, HK1c, HK2
(normal n=6, timodr n=6) ve p53 (normal n=7, timodr n=7) seviyeleri qRT-PCR ile
belirlenmistir. mRNA seviyeleri ACTB mRNA'ya gore normalize edilmistir. Veriler iki
veya Ui¢ bagimsiz deneyden Ui¢ tekrarla elde edilmis olup student's t-test kullanilarak

ortalama +/-ortalamanin standart hatasi olarak sunulmustur.

Sekil 15-17 HK1b izoformunun ifade edilmesindeki/ekspresyonundaki artigin kanser

genom atlasi hasta verilerinde kot prognoz ile iliskili oldugunu gostermektedir. Sekil 15,
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kanser genom atlasi toplulugundan hastalarmin TCGA adenokarsinom numuneleri ve
normal numuneler arasindaki HK 1b izoformu yiiksek ekspresyonu iliskisini gdsteren
Kaplan-Meier grafigini gostermektedir. Sekil 16 adenokarsinom (n= 501) i¢gin Kaplan-
Meier sag kalim egrilerini gostermektedir. $ekil 17 skuamdz hiicreli karsinom (n=489)
i¢in Kaplan-Meier sag kalim egrilerini gdostermektedir. Bu testler igin hastalar diisiik veya
yuksek HK1b ifadesine/ekspresyonuna gore gruplandirilmistir. P degerleri, log-siralama
(Mantel-Cox) testini kullanarak sag kalim egrilerinin karsilastirilmasindan elde edilen

anlamlilik seviyelerini gosterir

Sekil 18-20 genetik olarak HK1b izoformunun uzaklastirilmasinin NSCLC hiicrelerinin
metabolizmas:  ve timorigenez Uzerindeki etkilerini  gostermektedir.  Burada
CRISPR/Cas9 sistemi ve ayni CRISPR sekansinin siRNA'yla ifadesinin azaltilmasi
kullanilmustir. Sekil 18, A549 p53 -/- hiicrelerinde HK1b, HK1c, HK2 ve p53'in qRT-
PCR seviyelerini gostermektedir. Hata ¢ubuklar1 ortalama +/- standart dlgiim hatasimm
(n=3) gosterir ve p53 KO imminoblot analizi A549 huicrelerinde yapilmustir.Sekil 19
HK1b, HKlec, HK2 ve p53un AS549 hiicrelerindeki qRT-PCR seviyelerini
gostermektedir. Hata ¢ubuklar1 ortalama +/- standart 6lgtiim hatasimi (n=3) gosterir ve
HKI1b KO immiinoblot analizi A549 hiicrelerinde yapilmistir. Sekil 20, A549 WT ve
A549 HKIb-/- hiicrelerinin HK1 antikoru kullanarak yapilan imminofloresans ve
immilnoblot analizlerini gostermekte olup endojen nHKI1 proteminin tamamen eksik
oldugunu ve endojen p53 proteininin seviyesinde bir degisiklik olmadigini

gostermektedir.

Sekil 21-23'te Seahorse metabolik analiz cihazi kullanilarak NSCLC hiicrelerinin glikoza
bagimli oldugu ve HKIb'nin NSCLC hiicrelerinin glikolitik aktivitesi i¢in elzem
oldugunu gostermektedir. Sekil 21, HK1b nakavt: (Knockout/KQO) sonrast mitokondriyal
solunumun analiz sonuglarint gostermekte olup, burada oksijen tiiketim oraninda (OCR)
ve solunumda kayda deger bir degisiklik olmadig1 goruilmektedir. Sekil 22, XF glikoliz
testiyle hiicre dis1 asidifikasyon oram1 (ECAR) 0l¢iimil sonuglarimi gostermektedir. XF
glikolitik oran analizi kontrol hiicrelerine (A549 WT) kiyasla HK1b izoformunun kaybi
durumunda (A549 HKI1b -/- ) A549 hucrelerinin glikolitik aktivitesinde onemli azalma
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oldugunu gostermektedir. Sekil 23, proliferasyon belirteci olan Ki-67'nin in vitro akis
sitometrisi analizi sonuglarini gostermekte olup burada AS549 -/- hiicrelerinin yaklagik

%35 diisiik Ki-67 seviyesine sahip oldugu goriilmektedir.

Sekil 24 ve 25 HK1b nakavtinin A549 hiicrelerinin timor olusmasi tizerindeki etkisini
gostermektedir. Sekil 24'te AS49 WT veya A549 HK1b-/- hiicreleri immiin yetmezligine
sahip NSG erkek farelere trake igerisinden verilmesiyle alinan veriler bulunmaktadir. Sol
taraftaki grafikler A549 WT (kontrol) ve A549 HKI1Db -/- verilen farelerdeki (her biri i¢in
n=7) tumodr hacmini gostermekte olup, c¢ikarilan timorlerin gorintiileri de solda
verilmektedir. Timor hacimleri ortalama +/- standart ©lgiim hatasi ile gosterilmekte olup
cift kuyruk eslestirilmemis t-testi uygulanmustir. Sekil 25, HK1
ifadesinin/ekspresyonunun immiumnohistokimyasal boyamasmi ve temsili AS49WT
tumodril fare ksenografti (sol) ve A 549 HK1b-/- timdrinde hematoksilin ve eozin(H&E)
boyamasimi gostermektedir. Goriintiler 40X buylutmeyle, kiigik resimler 200X

buylitmeyle hazirlanmistir. Olgit gubuklari, 100 pm boyutundadir.

Sekil 26, A549 WT ve A549 HKIb -/- hilcrelerinin cisplatin tedavisi sonrasi
mitokondriyal solunum oraninin analizini gostermektedir. Analiz sonucunda bazal

solunum oraninda kayda deger degisiklik olmadig1 gorilmektedir.

Sekil 27, A549 WT ve A549 HK1b -/- hiicrelerinin cisplatin tedavisi sonras1 XF glikoliz
stres testiyle hiicre disi asidifikasyon oran1 (ECAR) 6lgiimil sonuglarmi gostermektedir.
Sonuglara bakildiginda kayda deger olmasa da bazal glikoliz ve glikolitik kapasitenin
azaldig1 ve cisplatin tedavisi uygulanan A549 HKI1b -/- hiicrelerinde glikolitik rezervin
tamamen eksik oldugu goriilmektedir. Sonuglar 3 bagimsiz deneyin +/- standart

sapmasidir (SD). P-degerleri Student's t-test kullanilarak hesaplanmustir (***, P < 0.001).

Sekil 28, hiicre canliligi deneyinin sonuglarimi gostermekte olup, A549 WT HKI1b -/-
hiicreleri A549 WT kontrol grubuna (75uM) gore belirgin sekilde daha diisiik (47uM)
1C50 degerine sahiptir.

Sekil 29, propidyum iyodir (PI) boyamayla Olgiilen hiicre olumuniin akis sitometrik
kantifikasyon analizini gostermekte olup, HK1b silinmesinin ve cisplatinin sinerjik etki
gostererek AS549 HKI1b -/- hilcrelerde belirgin sekilde hiicre oliminil arttirdig:

goriilmektedir.
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Sekil 30, apoptotik yolagin ammiinoblot analizini rapamisinin kontrol tedavi yontemi
olarak kullanilmasiyla gostermektedir. Burada, sadece cisplatin tedavisinin PARP ve
Kaspaz 3 kirilmasmi arttirdig1r ancak A549 HKI1b -/- hiicrelerinde bu kirilmanm daha

belirgin oldugu goriilmektedir.

Sekil 31 HK1 ve Bel*'nin immiinoblot analizini gostermektedir. Anti-beta-aktin yiikkleme

kontrolii olarak kullanilmistir.

Sekil 32, HKIb ablasyonu ve cisplatin kullanimmin sinerjik etkisinin p53 -aracili
apoptotik hiicre dlumiinii arttirdigini gostermektedir. Cisplatin (sirasiyla 75uM ve 47
uM) veya rapamisin (sirasiyla 100uM ve 47 puM) ile muamele edilen hiicrelerin
immiunoblot analizleri ve p53 ve H2AXB'min imminoblot analizleri verilmektedir.
Ayrica, apoptosis karakteristiklerini gosteren temsili gegirim elektron mikroskopu (TEM)
mikrograflart verilmis olup, goriintiller bagimsiz iki deneyi gdstermektedir. Burada dl¢it

cubugu solda 1pm (left) ve sagda 400 nm'dir.

Sekil 33, otofajik sinyal yolagmin immumoblot analizini gostermektedir. LC3II
olusumunun A549 HK1b -/- hiicrelerinde belirgin sekilde yiiksek olmasi nedeniyle HK1b
eliminasyonu glukoz yokluguna cevap olarak otofaji olusumunu hafifletmektedir. HK1b
silinmesi ve cisplatin A549 HKI1b -/- hiicrelerinde mTOR fosforilasyonunu belirgin

sekilde inhibe etmektedir. Bu etkinin AMPK araciligiyla olusturulmadigi oldukga agiktur.

Sekil 34'de otofaji karakteristiklerini gosteren temsili gegirim elektron mikroskopu
(TEM) mikrograflar1 verilmis olup, goruntuler bagimsiz iki deneyi gostermektedir.
Burada 0l¢ti cubugu solda 2 pm ve sagda 400 nm'dir. Kirmizi1 oklar otofajik kesecileri,

siyah yildizlar myelinoid cisimcikleri ve n ¢ekirdek parcalarma isaret etmektedir.

Sekil 35, mTOR aktivasyonunun akis sitomerisi analizini gostermekte olup, HKIb
silinmesi ve cisplatinin mTOR fosforilasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigi
gorilmektedir (p=0.001).Sonuglar 3 bagimsiz deneyin +/- standart sapmasidir (SD). P-

degerleri Student's t-test kullanilarak hesaplanmistir (***, P < 0.001).

Sekil 36, Sanger sekanslama analizi sonuglarmi gostermektedir. HK1b izoformuna
spesifik sgRNA'lar sadece insan HKI1 geninin sekizinci eksonunu hedeflemek i¢in

tasarlandi. sgHK1b ifade eden/eksprese eden GFP siralamasi yapilmis tek hiicre
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klonlarmin ifadesi/ekspresyonu HK1b izoform eliminasyonu ve hedef alanlardaki
spesifik indel mutasyonlar igin PCR ile gozden gegirildi ve Sanger siralamasi ve HK1b

hedef DNA'daki 14bp niikleotitlerin silindigini gosterdi.

Bulusun Detayh Aciklamasi

Bulusun bir unsuru bir canlida kanserin tespit edilmesi veya teshis edilmesi i¢in bir
yontem olup, s06z konusu yontem canlidan alinan bir biyolo jik numune igerisindeki HK1b
izoformu ifadesinin seviyesinin belirlenmesini igerir, ki burada s0z konusu HKI1b
izoformunun normal kontrol seviyesine kiyasla daha yiiksek olmasi soz konusu canlinin
kanserden muzdarip oldugunu ifade eder. Burada ifade/ekspresyon seviyesi
immiioblotlama ve arkasindan dansitometriyle bant intensitesinin kantifiye edilmesiyle
belirlenir. Dansitometri metotlar1 teknigin bilinen durumunda uzman kisilerce bilinmekte
olup, 6rnegin dansitomeri i¢in ImagelJ veya Quantity One gibi bir yazilim kullanilabilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, bir canlidan aliman numunede HKI1b

izoformunun ifadesinde en az %10 veya daha fazla artis, normal seviyeye kiyasla yiiksek

seviyede olarak kabul edilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, canlidan alman numune biyopsi numunesi,

tukurik, balgam, kan, serum, plazma, plevral efizyon veya idrar igerisinden segilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda kanser, kiigik hiicreli olmayan akciger

kanseridir (NSCLC).

Bulusun bir diger uygulamasi1 kanserin tedavisinde veya hiicre bllylimesinin
durdurulmasina kullanima uygun bir aday maddenin taranmasinda kullanilacak bir metot

olup (Metot 1), s6z konusu metot;

a. Test edilecek aday maddenin HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8)

veya HK1b izoformunun fonksiyonel bir esdegeriyle temas ettirilmesi;

b.  Test edilen aday maddeyle HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8) veya
HKIb izoformunun fonksiyonel bir esdeSeri arasindaki baglanma aktivitesinin

belirlenmesi; veiste:
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c. HKI1b izoformu ((SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8) veya HKIb izoformunun

fonksiyonel bir esdegerine baglanan aday maddenin segilmesi adimlarm igerir.

Bulusun bir diger uygulamasi, kanserin tedavisinde veya hiicre bliylimesinin
durdurulmasina kullanima uygun bir aday maddenin taranmasinda kullanilacak bir metot

olup (Metot 2), s6z konusu metot;

a. Test edilecek aday maddenin HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8)

veya HK1b izoformunun fonksiyonel bir esdegeriyle temas ettirilmest;

b. a) adimindan sonra elde edilen HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8)

veya HK1b izoformunun fonksiyonel bir esdegerinin biyolojik aktivitesinin belirlenmesi;

C. (c¢) HK1b izoformu (SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No:8) veya HK1b izoformunun
fonksiyonel bir esdegerinin biyolojik aktivitesini test maddesinin ortamda olmadigi

duruma gore azaltan test maddesinin seg¢ilmesi.
Metot 2'de bahsi gegen biyolojik aktivite glikolizdir.

Bulusun bir diger uygulamasinda mevcut bulus bir hiicreye konuldugunda HKIb
ekspresyonunu inhibe eden, bir yolcu dizi ve bir rehber dizi igeren ¢ift sarmalli
molekiillere iligkin olup, yolcu dizi SEQ ID No:1'e karsilik gelen nitkleotit sekansini ve
rehber dizi SEQ ID No:4'e karsilik gelen niikleotit sekansini igerir ve burada bahsi gegen
yolcu dizi ve rehber dizi ¢ift sarmalli bir yap1 olusturmak tizere birbiriyle hibridize olur
ve s6z konusu ¢ift sarmalli yapt HK1b Ifade/eksprese eden bir hilcreye konuldugunda

HK1b izoformunun ifadesini/ekspresyonunu inhibe eder.

Bulusun bir diger uygulamasinda mevcut bulus bir hiicreye konuldugunda HKI1b
ekspresyonunu inhibe eden, bir yolcu dizi ve bir rehber dizi igeren ¢ift sarmalli
molekiillere iliskin olup, yolcu dizi SEQ ID No:2'ye karsilik gelen niikleotit sekansini ve
rehber dizi SEQ ID No:5'e karsilik gelen nitkleotit sekansini igerir ve burada bahsi gegen
yolcu dizi ve rehber dizi ¢ift sarmalli bir yap1 olusturmak izere birbiriyle hibridize olur
ve soz konusu ¢ift sarmalli yapt HK1b Ifade/eksprese eden bir hilcreye konuldugunda

HK1b izoformunun ifadesini/ekspresyonunu inhibe eder.
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Bulusun bir diger uygulamasinda mevcut bulus bir hiicreye konuldugunda HKI1b
ekspresyonunu inhibe eden, bir yolcu dizi ve bir rehber dizi igeren c¢ift sarmalli
molekiillere iliskin olup, yolcu dizi SEQ ID No:3'e karsilik gelen niikleotit sekansini ve
rehber dizi SEQ ID No:6'va karsilik gelen nitkleotit sekansini igerir ve burada bahsi
gegen yolcu dizi ve rehber dizi ¢ift sarmalli bir yap1 olusturmak izere birbiriyle hibridize
olur ve sbz konusu ¢ift sarmalli yapi HKIb Ifade/eksprese eden bir hiicreye

konuldugunda HK1b izoformunun ifadesini/ekspresyonunu inhibe eder.

Bir canlida kanserin dnlenmesi ve/veya tedavi edilmesi i¢in bir metot s6z konusu canliya
HKI1b izoformuna karsi etkili ¢ift sarmalli molekuilin farmasotik olarak etkin bir

miktarmin verilmesini igerir.

Bulusun bir baska unsuru ilag olarak, tercihen kanserin dnlenmesinde ve/veya tedavisinde
kullanim i¢in SEQ ID No: 1 yolcu dizisini ve SEQ ID No: 4 rehber dizisini igeren ¢ift

sarmalli molekiildur.

Bulusun bir baska unsuru ilag¢ olarak, tercihen kanserin dnlenmesinde ve/veya tedavisinde
kullanim i¢in SEQ ID No: 2 yolcu dizisini ve SEQ ID No: 5 rehber dizisini igeren g¢ift

sarmall1 molekiildur.

Bulusun bir bagka unsuru ilag olarak, tercihen kanserin dnlenmesinde ve/veya tedavisinde
kullanim i¢in SEQ ID No: 3 yolcu dizisini ve SEQ ID No: 6 rehber dizisini iceren gift

sarmalli molekuildur.

Bir canlida kanserin dnlenmesi ve/veya tedavi edilmesi i¢in bir metot s6z konusu canliya
HK1b izoformuna kars: etkili ¢ift sarmalli molekiillin farmasotik olarak etkin bir
miktarinin cisplatin, karboplatin okzaliplatinden segilen bir kemoterapi ajaniyla kombine

olarak verilmesini igerir.

Bulusun bir diger unsuru aktif ajan olarak HKI1b ifade eden/ekspresyonu yapan bir
hiicreye verildiginde glikolizi ve HK1b izoformu ifadesini/ekspresyonunu inhibe eden
SEQ ID No:1 yolcu dizisi ve SEQ ID No: 4 rehber dizisi igeren bir ¢ift sarmalli molekiil
veya SEQ ID No:2 yolcu dizisi ve SEQ ID No: 5 rehber dizisi igeren bir ¢ift sarmall
molekill veya SEQ ID No:3 yolcu dizisi ve SEQ ID No: 6 rehber dizisi igeren bir ¢ift
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sarmalli molekiill ve en az bir farmasotik olarak kabul edilebilir eksipiyan igeren

farmasotik bilesimdir.

Tammlar:

Metinde gecen "bir", ifadesi buradaki anlamiyla aksi net sekilde belirtilmedik¢e "en az

bir" anlamina gelmektedir.

"Amino asit" terimi, dogal olarak olusan ve sentetik amino asitlerin yani sira, dogal
olarak olusan amino asitlere benzer sekilde islev goren amino asit analoglar1 ve amino

asit mimetiklerini ifade eder.

Amino asitler, burada yaygm olarak bilinen t¢ harfli sembolleri veya Iupac-IUB
biyokimyasal isimlendirme komisyonu tarafindan onerilen tek harfli sembollerle ifade

edilebilir.

"Gen", "polinikleotidler", "oligoniikleotid", "Niikleik Asitler" ve "niikleik asit
molekiilleri" terimleri, aksi spesifik olarak belirtilmedigi suirece birbirinin yerine
kullanilir ve amino asitlere benzer sekilde, yaygin olarak kabul edilen tek harfli kodlarla
ifade edilir. Amino asitlere benzer sekilde, hem dogal olarak olusan hem de dogal
olmayan nuikleik asit polimerlerini kapsarlar. Polinuikleotid, oligonukleotid, nukleotidler,
nitkleik asitler veya niikleik asit molekiilleri DNA, RNA veya bunlarm bir

kombinasyonundan olusabilir.

Bu bulus baglaminda, “HK1b izoform" ifadesi, insan HK1 izoformunu veya insan HK1b
izoformunun islevsel esdegerlerinden herhangi birini kodlayan poliniikleotidleri kapsar.
Bu bulusta HK1b izoformu veya fonksiyonel bir esdegeri, dogal olarak olusan proteinler
olarak dogadan geleneksel klonlama yontemleri veya segilen nitkleotid dizisine dayanan

kimyasal sentez yoluyla elde edilebilir (6rn. SEQ ID No: 7 ve SEQ ID No: §)

Bir madde (6rnegin, polipeptit, antikor, poliniikleotid, vb.) i¢in kullanilan "izole edilmis"
veya "saflastirilmis" terimleri, maddenin orijinal ortamindan (6rnegin, dogal olarak
meydana gelirse, dogal ortamdan) uzaklastirildigini ve boylece dogal durumundan

degistirildigini belirtir.
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30

"[zole edilmis" veya "saflastirilmis" bir antikor bityiik dlciide hiicresel materyalden,
Ornegin protein (antikorun) elde edildigi kaynak hiicre veya dokudaki karbonhidrat, lipit
veya diger kontamine edici proteinlerden, arindirilmig antikorlara, veya kimyasal olarak
elde edildiyse kimyasal baslangic maddeleri veya diger kimyasallardan armdirilmig

antikorlar1 ifade eder.

Burada kullanildig: sekliyle, "biyolojik drnek" terimi, tim organizmay1 veya dokularinin,
hiicrelerinin veya bilesen parcalarinin bir alt kiimesini (6rnegin, kan, mukus, lenfatik sivi,
sinovyal s1vi, beyin omurilik sivisy, tukirtik, amniyotik sivi, amniyotik kordon kani, idrar,
vajinal sivi ve semen dahil ancak bunlarla smirli olmamak tizere viicut sivilarini) ifade
eder. "Biyolojik ornek" ayrica bir biitin organizmadan veya hiicrelerinin, dokularinin
veya bilesen parcgalarmin bir alt kiimesinden veya bir fraksiyonundan veya bir kismindan
hazirlanan bir homo jenat, lizat, ekstrakt, hitcre kulturi veya doku kultirinii ifade eder.
Son olarak, "biyolojik ornek", Ornegin, proteinler veya poliniikleotitler gibi hiicresel
bilesenleri igeren bir organizmanin yayildigt bir besin suyu veya jel gibi bir ortami ifade
eder. Bu bulus baglaminda, biyolojik bir drnek, tercihen akciger, serviks, mesane, yemek
borusu veya prostat veya osteosarkom veya yumusak doku tiimoriinden gikarilan dokular

veya hiicreleri igerebilir. iske

Aksi belirtilmedikge "kanser" terimi, HK1b izoformunu asir1 ifade eden kanserlere isaret

eder.

Burada “profilaksi " terimi, hastalik kaynakli 6liim veya morbiditeyi azaltan herhangi bir
aktiviteyi ifade eder. Profilaksi, bir hastaligin ilerlemesinin onlenmesi ve hastaligin
ilerlemesinin profilaksisine ve ©nlenmesine ve semptomlarin ortaya c¢ikmasinin
onlenmesine yonelik faaliyetlerin yani sira, fonksiyonu restore ederek ve hastalia bagh
komplikasyonlar1 azaltarak zaten varolan bir hastaligin olumsuz etkisini azaltmaya
yonelik faaliyetleri kapsar. Alternatif olarak, onleme ve profilaksi, belirli bir hastaligin
siddetini hafifletmeyi amacglayan ¢ok c¢esitli profilaktik terapileri igerebilir, Srnegin

timorlerin proliferasyonunu ve metastazini azaltmak

Mevcut bulus bir agidan kanser tedavisi ve/veya profilaksisine ve/veya ameliyat sonrasi
nitksetmenin engellenmesine yonelik metotlara iliskin olup, s6z konusu metot asagidaki

adimlardan herhangi birini igerebilir: hilcrelerin ameliyatla c¢ikarilmasi, kanser
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hiticrelerinin bitylimesinin inhibe edilmesi, timodriin kiigilmesi veya geri ¢ekilmesi,
remisyonun baslamasi1 ve kanserin olusumunun baskilanmasi, timor regresyonu ve
metastazin azaltilmasi veya inhibisyonu. Etkili tedavi ve/veya kanserin profilaksisi
mortaliteyl azaltr ve kanserli bireylerin prognozunu gelistirir, kandaki timor
belirteglerini azaltir ve kansere eslik eden saptanabilir semptomlar1 hafifletir. Bir tedavi,
HKI1b izoformunun ekspresyonunda azalma veya konuyla ilgili kanserin boyutu,
prevalansi veya metastatik potansiyelinde azalma gibi klinik faydaya yol agarsa "etkili"

olarak kabul edilebilir.

Bir agidan ¢ift sarmalli bir molekiillin SEQ ID No:1 olarak adlandirilan yolcu dizisi su
dizilime sahiptir; AAGCGAUUUAAAGCGAGCGGAUU

Bir agidan ¢ift sarmalli bir molekiilin SEQ ID No:2 olarak adlandirilan yolcu dizisi su
dizilime sahiptir; AAAGCGAUUUAAAGCGAGCGGUU.

Bir ag¢idan ¢ift sarmalli bir molekiiliin SEQ ID No:3 olarak adlandirilan yolcu dizisi su
dizilime sahiptir; GCGAUUUAAAGCGAGCGGAGUU.

Bir acidan ¢ift sarmalli bir molekilliin SEQ ID No:4 olarak adlandirilan rehber dizisi su
dizilime sahiptir; UCCGCUCGCUUUAAAUCGCUUUU.

Bir agidan ¢ift sarmalli bir molekiiliin SEQ ID No:5 olarak adlandirilan rehber dizisi su
dizilime sahiptir; CCGCUCGCUUUAAAUCGCUUUUU.

Bir agidan ¢ift sarmalli bir molekiiliin SEQ ID No:6 olarak adlandirilan rehber dizisi su
dizilime sahiptir; AAAGCGAUUUAAAGCGAGCGGUU.

Bir uygulamada, ¢ift sarmalli bir molekiil olan HK1b izoformunun SEQ ID No:7 olarak
adlandirilan yolcu dizisi su amino asit dizilimine sahiptir;

GCGATTTAAAGCGAGCGGAG

Bir uygulamada, ¢ift sarmalli bir molekiil olan HK1b izoformunun SEQ ID No:8 olarak
adlandirilan rehber dizisi su amino asit dizilimine sahiptir;

GCGATTTAAAGCGAGCGGAG

Bulus simdi, mevcut bulusun kapsamini orneklemek i¢in verilen asagidaki orneklerle

aciklanacaktir, bu nedenle mevcut bulusun belirli sekil, boyut, malzeme, metodoloj,
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protokol vb. ile sinirli olmadigr anlagilmalidir. Burada ag¢iklananlar, bu rutin deneme ve

optimizasyona uygun olarak degisebilir.

Ayrica, tanimlamada kullanilan terminolojinin yalmzca belirli versiyonlar1 veya
duzenlemeleri tanimlamak amaciyla oldugu ve yalnizca istemlerle sinirli olacak olan

mevcut bulusun kapsamini sinirlamak i¢in tasarlanmadigi anlagiimalidir.

Bu tarifnamede belirtilen her yayin, patent veya patent bagvurusu ozellikle butinuyle

burada referans yoluyla dahil edilmistir.

Aksi belirtilmedikge, burada kullanilan tiim teknik ve bilimsel terimler, mevcut bulusun
ait oldugu teknik alandaki siradan becerilere sahip biri tarafindan yaygin olarak anlasilan
anlama sahiptir Burada tarif edilenlere benzer veya esdeger olan yontem ve malzemeler,
bu bulusun uygulanmasi veya test edilmesinde kullanilabilir, ancak uygun yontem ve

malzemeler asagida agiklanmigtir,

Buna ek olarak, malzemeler, yontemler ve ornekler sadece agiklayict ve sinirlayict olmasi

amaglanmamugtir.
Ornekler:
1) Malzeme Ve Yontem

A) Hicre Kultur

AS549, H1299 dahil olmak {izere insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)
hiicre hatlar1, Dr. Engin Ulukaya'nin (Istinye Universitesi) laboratuvarindan elde edildi ve
RPMI 1640'da %10 FBS, %1 penisilin—streptomisin ve %1 l-glutamin ile desteklenmis
tek tabakali kiltirde gogaltildi. Tum hiicreler 37C'DE %5 CO2 igeren nemlendirilmis bir
atmosferde muhafaza edildi. Tim hiicre hatlar1 mycoplasma i¢in rutin olarak her 3 ayda
bir mycoprobe Mycoplasma algilama Kiti (Ar-Ge sistemleri) kullanilarak test edildi. Tium

hiicre hatlar1 10 pasajpenceresi arasinda kullanildi.

B) Akciger Kanseri Hitcrelerinde Gen Nakavti ve Gen Cikarimi

A549-HK 1b izoform-nakavt hiicreleri CRISPR/ Cas9 genom diizenleme sistemi
kullanilarak tretildi. Kisaca, HK1b izoformuna ozgii sgRNA'lar sadece insan HKI

geninin sekizinci eksonunu hedeflemek i¢in tasarlandi. Addgene'den GFP se¢im

15



10

15

20

25

isaretleyicili pX458 vektorii daha dnce de agiklandigi gibi [19], Cas9 ve hedef hiicrelere
HK1b (yani sgHK 1b) hedefleyen bir sgRNA iletmek i¢in kullanildi.

HK1b'yi hedef alan CRISPR kilavuz dizileri;
Yolcu: GCGATTTAAAGCGAGCGGAG
Rehber: CTCCGCTCGCTTTAAATCGC

SgHK1b'yi ifade eden GFP siralanmis tek huicreli klonlarin ekspresyonu p53 veya HK1b
izoform eliminasyonu i¢in tarandi ve hedef lokuslarda spesifik indel mutasyonlar1 PCR,

DNA pargalanma analizleri ve Sanger sekanslama ile dogrulandi

SiRNA aracili gen ¢ikarmmu i¢in, HIb'yi hedefleyen Gi¢ farkli siRNA oligosu, insan HK1
geninin sekizinci eksonunu asagidaki gibi hedeflemek igin tasarlandi. S0z konusu

siRNA'lar su sekildedir:

siRNA#1

Yolcu: AAGCGAUUUAAAGCGAGCGGAUU
Rehber: UCCGCUCGCUUUAAAUCGCUUUU
siRNA#2

Yolcu: AAAGCGAUUUAAAGCGAGCGGUU
Rehber: CCGCUCGCUUUAAAUCGCUUUUU

SiCRISPR (siRNA#3)

Yolcu: GCGAUUUAAAGCGAGCGGAGUU
Rehber: CUCCGCUCGCUUUAAAUCGCUU

Fonksiyonel ablasyon deneylerinde, esit sayida hiicre (1x105) kapland1 ve gegici ¢tkarim
icin, Lipofectoamine RNAIMAX (Life Technologies) kullanilarak ters transfeksiyon
yontemi ile hiicreler siRNA dupleksleri ile transfekte edildi. Hiicreler transkripsiyonel

analiz i¢in qRT-PCR igin 48 saat sonra hasat edildi.

() Hastadan Doku Toplama ve immiinohistokimyasal Boyama
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Bu calisma Istanbul Medipol Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir. Istanbul
Medipol Universitesine bagl Hastaneden (Istanbul, Turkiye) klinik ve immiinohistolo jik
olarak dogrulanmis 18 vakadan tiim hastalarin kabulitlyle NSCLC primer tiimodr ve normal
akciger dokusu toplandi. Hastalarin nitelikleri Tablo 1'de gdsterilmistir. Kesitler belirtilen
antikorlarla boyandi ve HK1, p53 ve Ki-67'nin boyanmasi, pozitif hiicrelerin yiizdesine
ve boyama yogunluguna bagli olarak patologlarca 6l¢uildi. Hastalarin klinik 6zellikleri

Tablo 1'de listelenmistir

Hasta Cinsiyet Yas Histolojik Tip Evre | Asama P53 Kullanilan Deney
No (y1l)

1 Erkek 64 ADC 2 pT2aNI Positif (%95) WB

2 Erkek 67 ADC 3 pT3NO Negatif (% 1) WB

3 Kadin 75 ADC 2 pT1bNO Negatif (% 1) WB

4 Erkek 68 ADC 3 pT2bNI Positif (% 90) WB, g-PCT

5 Kadin 53 ADC 1 pT2aNO Negatif (% 1) IHC, WB, g-RT
6 Erkek 54 ADC 3 pT2aN2 Negatif (% 0) HC, WB, g-RT
7 Erkek 54 ADC 3 pT3NO Negatif (% 1) WB, q-RT

8 Erkek 62 Solid ADC 3 ypT2bNO | Positif (% 95) IHC, WB

9 Erkek 66 Enteric type ADC 2 pT1aN1 Negatif (% 0) IHC, WB

10 Erkek 65 Invasive mucinous ADC 1 pT4N1 Negatif (% 0) IHC, WB

11 Erkek 66 Enteric type ADC 2 pT2bNO Positif (% 95) IHC, WB

12 Erkek 72 Acinar dominant type ADC 2 pT2N1 Positif (% 90) WB

13 Erkek 68 Solid ADC 3 pT2N1 Positif (% 90) IHC, WB, qRT
14 Kadin 76 Acinar dominant type ADC 2 pT2aNO Negatif (% 0) WB

15 Erkek 48 Enteric type ADC 2 pT2aN1 Negatif (% 0) IHC, WB, qRT
16 Erkek 62 Basaloid SCC 2 pT3NO Positif (% 100) WB, g-RT

17 Erkek 40 ScC 3 pT2aN2 Negatif (% 1) WB, q-RT

18 Erkek 69 Solid SDC 3 pT2aN1 Negatif (% 0) IHC

Tablo 1

D) Kanser Genomu Atlast NSCLC Kohort Analizleri

Kamuya agik Kanser Genom Atlas1 (TCGA) adenokarsinom (n=511) ve SCC (n=501)
RNA-seq datasi adenokarsinom ve SCC arasindaki DEG'leri dogrulamak i¢in harici
kohort olarak ve normal ve TCGA akciger adenokarsinom numuneleri (RefSeq id
NM 001322366) arasindaki HK1b izoformu ekspresyonu/ifadesini analiz etmek i¢in
kullanildi. Akciger adenokarsinom pro jesi, GTEx Projesinden 602 normal akciger dokusu
ile eslesen 426 RNA akciger timor doku dizilimini igerirHer veritabani igcin RSEM
yazilim paketi kullanilarak olusturulan beklenen transkript okuma sayilar: karsilastirma
icin  kullanilir. Okuma sayilar1 DESeq2 varyans stabilize normallestirme yOntemi

kullanilarak normallestirilir.

E) RNA Izolasyonu ve Kantitatif PCR
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RNA, ftreticinin talimatlarina gore trizol reaktifinde (Invitrogen) homojenizasyon ile
insan NSCLC hiicrelerinden ve msan klinitk NSCLC tiimoriinden ve normal drneklerden
izole edildi ve ardindan bir RNeasy kolonunda (Qiagen) saflastirma yapildi RNA saflig1
Thermo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) tarafindan a260/a280 < 1.8 ve
a260/a230 < 1.5 olarak standart absorbans oranlari ile degerlendirildi.Tamamlayici
DNA'lar, RevertAid First Strand ¢cDNA sentez Kiti (Thermo Fisher Scientific, Inc.)
kullanilarak toplam RNA'nin 2 pg'indan sentezlendi. Gergek Zamanli Kantitatif PCR
(RT-gPCR) sonuglar1 Bio-Rad'in itaq Universal SYBR Green Supermix ile elde
edildi.Bireysel reaksiyonlar igin esik dongiisii (BT) iCycler 1Q dizi analiz yazilimi (Bio-
Rad) kullanilarak tanimlanmistir. Verilerin normallestirilmesi igin B-aktin kullanildi. Tim

deneyler Gi¢ kopya halinde gergeklestirildi.

Bu ¢alismada asagidaki dizilime sahip asagidaki primerler kullanilmigtir:
HKla izoformu:

Fwd., 5' TGCCAAGCCCTGTTCTATGC 3/,
Rev., 5' CTGGGTCTTGAACGCACTG3"

HK1b izoformu:

Fwd., 5' CGCTGAAGACCCAGATTGACA 3',
Rev, 5' GCACCCGCAGAATTCGAAAG 37;
HK1c¢ izoformu:

Fwd, 5' GCTGAGTGCCTGGGAGATTT 3/,
Rev., 5' TGGCATCATAGTCCTCATCTATTT 3',
HK2:

Fwd, 5' CAACTTCCGTGTGCTTTGGG 3,

Rev., 5' TGAGACCAGGAAACTCTCGT 3/,

p53

Fwd, 5' GGAGCACTAAGCGAGCACTG 3°,

Rev., 5' TCTCGGAACATCTCGAAGCG 3°,
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H_pB-aktin
Fwd, 5' AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 3'
Rev., 5' AGCACTGTGTTGGCGTACAG 3.

F) Reaktifler ve Antikorlar

HK1 (C35C4), HK2 (C64GS), Phospho-Akt (Ser 473), total Akt, Phospho-
STAT3(Tyr705), total STAT3, Kirilmis PARP (Asp214) (D64E10), PARP (46D11),
Kirdmig Kaspaz-3 (Aspl75) (SAI1E), Kaspaz-3 (D3R6Y), Fosfo-GSK-3p (Ser9)
(D85E12), Toplam GSK-3B (D5C5Z), Fosfo-p53 (Serl5), Fosfo-mTOR (Ser2448)
(D9C2), Fosfo-AMPKa. (Thr172) (D4D6D), toplam AMPKa (D63G4), Atgl3 (E1Y9V),
B-Aktin (13ES), and yaban turpu peroksidaz (HRP)-konjuge tavsan and fare sekonder
antikorlarina karsi tavsan monoklonal primer antikorlar1 Cell Signaling Technologies
(USA) firmasmdan satin alindi. p53 (DO-1), Bel-2 (C-2), MAP LC3 (G-2), and BECN1
antikorlarina (G-11) kars: fare monoklonal antikorlar1 Santa Cruz Biotechnologies (USA)

firmasindan satin alindi. Cisplatin (50 mg/100mL) Kogak Farma'dan satin alind1.

G) Hitcre Canlhilig1 Testi

Hiicrelerin 96 kuyulu plakaya ekiminden (15.000 hiicre/kuyu) 24 saat sonra AS549 ve
A549 HKI1b -/- hiicreleri (%70-%80 birbirine karigmis olarak/konflilent) tasiyiciyla
(PBS/Salin) veya 0—100 pM/ml arasinda degisen konsantrasyona sahip cisplatinle 48 saat
daha inkiibe edildi.Hiicre canliligi, Gireticinin talimatlarma ve 595 nm'de bir mikroplaka
okuyucu (model 3550, Bio-Rad Laboratories, CA, USA) ile dl¢lilen absorbansa gore
CellTiter-Blue assay kit (Promega) kullanilarak belirlendi. 1C50, negatif kontrole gore
absorbansta %50 azalmaya neden olan konsantrasyon olarak tanimlandi. 1C50, Graphpad
Prism V8 (Graphpad Software, CA, USA) kullanilarak dogrusal olmayan regresyon

analizi ile belirlendi.

AS549 (75uM) ve A549 HKI1b-/- (47uM) cisplatin IC50 konsatrasyonlart kullanildi ve 48
saatlik uygulamanin ardindan hiicreler triprinizasyon ile hasat edildi, santrifiij ile topland1
ve bir kez 1 ml PBS ile yikand1 ve propidyum iyodur ile (BD Biosciences) Uireticinin
prosediiriine gore boyandi ve florasant aktif hiicre siralayiciyla olt hiicrelerin sayisi

belirlendi.
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H) FACS Analizivle Hiicre Proliferasyonu Analizi

A549 ve A549 HK 1b -/- huicreleri tripsinize edildi ve %50 - %70 konflians ile hasat
edildi. Hucreler, vorteks yaparken damla damla buz soguklugunda %70'lik etanol ile
sabitlendi ve en az 24 saat igcin eksi 20 derecede inkilbe edildi Sabitlenen hiicreler
pelletlendi ve PBS ile iki kez yikandi. Anti-insan Ki-67, FITC kiti, Gireticinin protokoliine
(BD Biosciences) gore hilcreleri boyamak igin kullanildi, hiicreler bir FACS Ariall akis

sitometresi ile analiz edildi ve FlowJo yazilimi kullanilarak islendi.

1) Western Blot Analizi

Hiicreler hasat edildi ve PBS ¢ozeltisi i¢inde yikandi, toplandi ve daha sonra proteinaz
inhibitdori kokteyli ve fosfataz mhibitorii kokteyli (Roche) igeren RIPA tamponunda
lizise tabi tutuldu. Lizatlar, 20 dakika boyunca 4c'de 10.000 g santrifij islemine tabi
tutuldu ve stipernatanlar uzaklastirildi. Toplam protein (50 pg) %10 SDS-PAGE ile
fraksiyone edildi ve elektroforetik olarak Immobilon-FL PVDF membranlarina aktarildu.
Membran, oda sicakliginda | saat boyunca bloklama tamponu (Li-Cor) ile bloke edildi ve
daha sonra gece boyunca 4 °C'de uygun primer antikor ile inkitbe edildi. % 0.05 Tween 2
iceren PBS (PBST) ile yikandiktan sonra, membran oda sicakliginda 2 saat boyunca
1:2500 seyreltmeyle uygun sekonder antikor ile inkitbe edildi. Membran tekrar PBST ile
yikand1 ve immimoreaktif bantlarm gelisimi i¢in Pierce ECL Western Blotting substrat
(Thermo Scientific) kullanildi. Doku drneklerinin immiinoblotlanmas: i¢in, proteinler,
insan NSCLC hastalarindan toplanan tiimor ve komsu timor disi1 akciger orneklerinden
ekstre edildi, sivi azot iginde donduruldu ve -80 °C'de saklandi. Daha sonra protein lizis
tamponu (yukarida tarif edilen) drneklere eklendi. Numuneler vortekslendi, homo jenize
edildi ve kuru buzda ¢ donma / ¢oziilme dongusime tabi tutuldu, santrifijlendi ve

siipernatant toplandi ve daha sonraki immuinoblotlama ig¢in -80 °C'de saklandi.

J) Oksijen Tuketim Orani ve Hucre Dis1 Asitlenme Oranlarinin Olctilmesi

Seahorse Xfe96 deneyleri i¢in, seahorse XF-96-well plakalarina onceden optimize
edilmis 1.5 x 10* hiicre/kuyu son konsantrasyonunda hiicreler ekildi ve glikolitik hiz,
glikoliz stresi ve mito stres testleri Uireticinin spesifikasyonuna gore yapildi (Seahorse
Bioscience, North Billerica, MA). Her veri ii¢ kopya halinde minimal olarak belirlendi.

OCR ve ECAR mutlak oranlar (OCR i¢in pmoles/dak ve ECAR i¢in mpH/dak) olarak
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rapor edildi veya hiicre sayimina karst normallestirildi veya temel oksijen tiketiminin bir

yuzdesi olarak ifade edildi.

K) In Vivo Ortotopik Xenograft Tumorigenez Testi

NSG fareleri Jackson Laboratuvarindan satin alindi ve deneyler Istanbul Medipol
Universitesinde yapildi. Tum fareler belirli bir patojensiz tesiste muhafaza edildi ve tim
hayvan deneyleri Istanbul Medipol Universitesi kurumsal hayvan bakim ve kullanim
komiteleri tarafindan onaylanan protokollere uygun olarak gerceklestirildi. A549 WT ve
A549 HK 1b-/- hiicreleri, ortotopik NSCLC timdr modelini indilkklemek igin immin
yetersiz NSG erkek farelere ortotopik olarak enjekte edildi. Goreceli/Rolatif timor
hacmi, implantasyondan sonraki 8 hafta i¢inde olgiildii ve asagidaki gibi hesaplandi:
(uzunluk x genislik x yikseklik) x m / 6. Son noktalara ulasildi ve timdr boyutu 2 cm
Olciildiigiinde fareler dldurildix.

L) Immiinofloresans ve Mikroskopi

Hiucreler 8-kuyu odasi kiltur slaytlarinda (Lab-tek II, Thermo Fisher Scientific) ekildi.
Uygun uygulama veya transfeksiyondan sonra, huicreler oda sicakliginda 20 dakika
boyunca %4 paraformaldehit (Wako) ile sabitlendi ve 15 dakika boyunca PBS
tamponunda %0.5 Triton-X100 ile permeabilize edildi. Hiicreler, 4 °C'de, HK1, %3 BSA
ile PBS'te seyreltilmis p53 i¢in primer antikorlarla gece boyunca inkiibe edildi. PBS'de fi¢
adet 10 dakikalik yikamadan sonra, hiicreler oda sicakliginda florokrom konjuge
sekonder antikorlarla 60 dakika inkiibe edildi. Kultur slaytlar1 PBS'de 10 dakika boyunca
U¢ kez yikandi. Gorintilleme igin, hiicreler DAPI (H1500, vektor Laboratuvarlari) ile
Vectashield katilasmig gomme ortaminda saklandi. Hucre goriintileme FV-1000

konfokal mikroskop (Olympus) ile ger¢eklestirildi.

M) Yapi Hazirlama

HK1b (PDB ID: 1QHA) ve HK2 (PDB ID: 2nzt) kristal yapilar1 kullanildi, HKl1c ise
Isvigre-homoloji-modelleme-yazilimn ~ kullamlarak  modellendi.  Kristal  yapilarin
¢coziilmemis kisimlar1 Swiss-Modeller'la modellendi ve dongii bolgelerinin ince ayari

ModLoop ile yapildi. Kalntilarm protonasyon durumlar1 PROPKA kullanilarak
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belirlendi. Beta konformasyonunda glikoz kullanildi. ATP ve Mg?", her bir sisteme

Glukokinazm kristal yapisindan (PDB ID: 3FGU) ¢evrildi.

N) Molekiiler Dinamik Simiilasyonlari

MD simiilasyonlart GROMACS 5.1.4 ile CHARMM36 kuvvet alani kullanilarak
gerceklestirildi. Sistemler, konjugat gradyan algoritmasi kullanilarak en aza indirildi.
Tim sistemlerde, bi tiir optimizasyon algoritmasi olan dik inis (steepest-descent)
yontemiyle 1000 adimda enerji azaltilmasi saglandi. Sistemler Berendsen algoritmasi ile
NVT grubu kullanilarak dengelendi. Son yapilar 1 atm basing ve 310 K sicaklikta NPT
grubunda islendi. MD simiilasyonlar1 300-ns stiresince ¢alistirildi. Tim koordinatlar
analiz igin 2-ps araliklarla kaydedildi. Uzun menzilli elektrostatik kuvvetler PME
kullanilarak ele alind1 ve Van der Waals kuvvetleri 0.9 nm esik degeriyle muamele edildi.

Su molekiilleri TIP3P modeli ile modellenmistir.

Q) istatistiksel Analiz

Aksi belirtilmedikge, veriler ortalama £ SEM (standart 0lgiim hatasi) olarak ifade edilir.
Grafik ve istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism 8 yaziliim kullanildi. Normalite
Shapiro-Wilk testi ile hesapladiktan sonra iki 6rnegi karsilastirmak igin Student t veya
Mann-Whitney testi kullanildi.Coklu grup karsilastirmalar1 igin tek yonli ANOVA
analizi ve ardindan Tukey'in ¢oklu karsilastirma testleri kullanildiN'nin kesin degeri de
dahil olmak tizere istatistik parametreler istatistiksel test ve anlamlilik dsekil ve sekil

lejandlarinda bildirilmistir. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml kabul edildi
2) Sonuclar

A) HKI1 Ekspresyonu insan NSCLC'de Upregilledir ve Hastalarda Zayif Klinik
Sonuglarla Iliskilidir

Insan NSCLC'DE HK!'in spesifik upregiilasyonunu dogrulamak igin, insan NSCLC
tumor dokularint ve timore komsu olmayan akciger dokulart HK2 ve p53 ile birlikte
HK1 ekspresyonu i¢in analiz edildi. Hastalarin kiigik bir kohortunda immiinoblotlama ile
yapilan analizlerde, HK1, HK2 ve p53in NSCLC tumdr dokularinda ayni hastalardan
gelen normal akciger dokusuna kiyasla upregiile edildigini bulduk (Sekil 1 ve 2). Bununla

birlikte, HK 1 ve HK2 bant yogunluklarmin nicellestirilmesi, insan NSCLC tiimorlerinin
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HK1 ekspresyonunun HK2'den dnemli dlgiide daha yiitksek oldugunu ortaya koymustur
(Sekil 3), bu durum HK1'in kiigiik drneklem boyutuna ragmen NSCLC'de HK2'den daha
fazla ifade edildigini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada NSCLC hiicrelerindeki HK1 in
situ ekspresyonu immiinohistokimya ile degerlendirildi. Tim kanserli olmayan epitel
doku HKI i¢in zayif boyama gosterirken, timdr hiicreleri HK1 igin orta-gigli boyama
gostermektedir (Sekil 4). Verileri genisletmek igin TCGA RNA-Seq verilerinde NSCLC
ve normal drnekler arasinda karsilastirma yapildi. Hastalar daha once tarif edildigi gibi
p53 gen imzasmin ekspresyonuna dayanarak p53 WT ve mutant olarak ayrildi. Analizde
mutant p53 olan hastalarin daha yiiksek seviyede HK1 eksprese ettigi/ifade ettigi saptandi
(Sekil 5). Ayrica evre Il hastalarinda sadece p53 WT grubunda HK1 ekspresyonunun
daha yuksek oldugu gorilmekte olup (Sekil 6), bu durum HKI ekspresyonunun
NSCLC'deki timor derecesi ve hastalik evresi ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Son olarak; sagkalim analizi, HK1'in daha yuiksek ekspresyonunun azalmis relapssiz
(hastaligin niiksetmedigi) sagkalim ile iliskili oldugunu gosterdi (p = 0.01; sek. 7), bu
durum daha yuksek HKI ekspresyonunun hastalik ilerlemesi ile iligkili oldugunu

diisiindiirmektedir,

B) insan NSCLC Hiicreleri Agirlikli Olarak HK1 Izoformlarmdan Sadece Birini Ifade
Eder - Zayif Bir Prognostik Faktor Olarak Heksokinaz1b (HK 1b)

HKI1 geni yaklasik 131 kb'ye kadar uzanir ve 25 ekzondan olusur. RefSeq gen ek
aciklamalarma gore, HK1 geninin 5 ' ucunda alternatif sekilde zincirlesmesi, farkl hiicre
tiplerinde farkli transkriptler Uretir. Testis spesifik ekzonlar, eritroid spesifik ekzon R'nin
yaklasik 15 kb yukarisinda bulunur. HK-I geninin ilk 5 ekzonu testise 0zgu dizileri
kodlar. 6. ekson, eritroid spesifik ekson R'dir [10]. Bu dokuya 0zgi transkriptleri harig
tuttugumuzda, odaklandigimiz 3 adet transkriptimiz bulunmaktadir bunlar: HK1a, HK1b
ve HKlc. Ote yandan HK2 geninin RefSeq gen ek agiklamalarinda bir adet transkripti
vardir (Sekil 8). Testis spesifik transkriptler [11] Gzerinde birka¢ ¢aliyma olmasma
ragmen, farkli dokularda (kanser dokulari1 dahil) HKI1 geninin bu {i¢ izoformunun
diferansiyel ifadesi ve islevleri gosterilmemistir. HK1 transkriptlerini analiz ettigimizde,

bunlar1 diferansiyel olarak kullanilan ekzonlar sayesinde ayurt etmek mumkiindur. HK1a
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transkripti 5° ucunda farkli eksonlar igerir ve bu nedenle bu transkripti ayirt etmek
mimkiindiir. HK1b ve HK1c¢ izoformlarint ayirt etmek, aralarindaki yiksek oranda ortak
olan ekzonlar nedeniyle daha zordur. Hem HKI1b hem de HKla izoformlari, HKlc
izoformunda eksik olan bir ekstra ekzon olan, ekzon 8'e sahiptir. Ekzon 8 etrafindaki bu
ekzon-ekzon baglant1 noktalarini kullanarak, HK1b ve HKlc izoformlarmi ayut etmek
icin 6zel genomik problar tasarlayabildik. Bu nedenle, bu ekzonlar1 hedeflemek, bu

transkriptlerin farkhh dokulardaki ifadesini 6lgmemizi saglayacaktir.

NSCLC'NIN tedavisi i¢in yeni, HK1 izoform spesifik metabolik hedef tanimlamak igin,
once NSCLC adenokarsinom hiicre hatlarinda (p53 WT-A549 ve pS53 null-H1299) HK2
ve p53 ile birlikte HK1 izoformlari (HK1a, Hk1b ve HK1c) analiz edildi. Hem A549 hem
de H1299 hucrelerinin yar1 qPCR verileri, HK1a izoformunun ifadesinin/ekspresyonunun
olmamasi nedeniyle bu izoformun NSCLC'ye 6zgli olmadigini gosterdi. HK1b izoformu
agrrlikli  olarak p5S3WTAS49 hiicrelerinde ifade edilmekte olup, p53-/-H1299
hticrelerinde ifade edilmemektedir. Bununla birlikte, A549 ve H1299 hiicreleri arasindaki
HK1 ve HK2 ifadelerinin diizeylerinde higbir fark gozlemlenmedi (Sekil 11). HKI1
izoformlarmi tespit etmek igin mevcut izoform spesifik antikor olmadigindan, hem A549
hem de HI1299 hucrelerindeki ekspresyon seviyesini tespit etmek igin HK1 antikoru
kullanildi. Bu nedenle, immiinoblot analizi ile HKI protein ekspresyonunun A549
hitcrelerinde H1299 hiicrelerinden daha yiiksek oldugunu ve her iki hitcrede de HK2
ekspresyon diizeylerinin degismedigini gostererek (Sekil 12) PCR sonuglarimi dogruladik
bu durum, HK 1b ifadesinin a549 hiicrelerine 6zgii oldugunu gostermektedir. Insan NSCL
kanserinde HKI1b upregiilasyonunun klinik iligkisini degerlendirmek igin NSCLC
hastalarindan timorler ve komsu timor dis1 drnekler tizerinde yar1 q-PCR ve qRT-PCR
analizleri yaptik. Ozellikle HK1b'nin, NSCLC timorinde, timore bitisik normal dokuya
kiyasla HK2 transkriptinden (p=0.03) daha fazla upregiile (p = 0.005) oldugu goruldi
(Sekil 13 ve Sekil 14). HK1¢ izoformunun ekspresyonu/ifadesi anlamli degildi, bu durum
da HKIlbmin HKlc izoformu ve HK2 ile karsilastirildiginda benzersiz bir sekilde
upregille oldugu goriisiinii desteklemektedir. Ilging sekilde, p53 gen ekspresyonu da
HKl1b'ye benzer sekilde artmustir (p=0.005). A549 NSCLC hiicrelerine benzer sekilde,
NSCLC hasta timdr hicrelerinde de HKla izoformunun ekspresyonu/ifadesi

gorilmemektedir (Sekil 13 ve Sekil 14). NSCL adenokarsinom ve normal akcifer
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dokular1 arasindaki HK1b izoformlarmin artan ekspresyonunu bir kez daha dogrulamak
icin, en kapsamli kamu veri tabanlar1 olan TCGA (Kanser Genom Atlasi) Projesi ve
GTEx (genotip-doku ekspresyonu) projesini birlestirdik. TCGA akciger adenokarsinomu
projesi, akciger timor dokularmm 426 RNA dizilimini igerir. Bu timor ornekleri GTEx
Projesinden 602 normal akciger dokusu ile eslestirildi. Her veritabani igin RSEM yazilim
paketi kullanilarak olusturulan beklenen transkript okuma sayilari karsilagtirma i¢in
kullanildi. Okuma sayilar1 DESeq2 varyans stabilize normallestirme yontemi kullanilarak
normallestirildi. RT-PCR analizleri ile uyumlu olarak, normal ve TCGA akciger
adenokarsinom ©Ornekleri (RefSeq 1d NM_001322366) arasinda HKI1b izoformunun
(transkript varyanti-8) ekspresyonu karsilastrildigimmda, NSCLC tumor dokularinda
HK1b'nin normal akciger dokularmma kiyasla onemli derecede upregiile oldugu goruldin
(P=1.85 ¢"7). Bir arada degerlendirildiginde bu veriler, normal akciger dokulariyla
kiyaslandiginda ¢ok c¢esitli akciger kanseri hastast olmasma ragmen yiuksek HKIb
ekspresyonunun NSCLC'yve 0zgit oldugunu ortaya koymaktadwr. Ayrica, HKIb
izoformunun daha yiuksek ekspresyonu, her ne kadar ikincisindeki sag kalim orami ¢ok
kaydedeger olmasa da (srasiyla p= 2.69 ¢, p=9.5 ¢°?), NSCLC'in tiirlerinden hem
adenokarsinomun (Sekil 16) hem de skuamdz hiicreli karsinomun (Sekil 17) sagkahm
olasihginin azalmas: ile iligkilidir. Toplu olarak, verilerimiz, NSCLC'de ¢ekici bir
metabolik hedef olarak kullanilabilecek HK1b izoformunun 6zgiilliigii i¢in ikna edici

kamtlar sunmaktadur.

C) HK1b Eksikliginin NSCLC Hiicrelerinde Metabolizma, Proliferasyon ve Tiimorigenez

Uzerine Etkisi.

HKI1 ve HK2'min N-terminalinin genel olarak enzime stabilite saglamaktan ve dis
mitokondriyal membrana baglanmadan sorumlu oldugu bilinmektedir. HK1a, b, ¢ ve
HK2 vyapisal benzerliklere sahip olsa da, N-terminal dizisindeki farkliliklar onlar:
benzersiz kilar ve bu da metabolizmada degisime ve dolayisiyla timorigeneze onemli
Olgide yansir. Burada HK1b izoformunun N-bolgesinin stabilitesini saglayan kendine
0zgil sekanslar icerdigini destekleyen yapisal farkliliklar oldugunu bulduk, bu durum kok
ortalama kare degisim analizi ile gosterilmektedir (Sekil 10). Bu yapisal farkliliklar

mitokondri ile HK1b arasindaki etkilesimin giiciinii arttirmaktadir.
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Hep birlikte degerlendirildiginde bu veriler, HK1b'nin glikolizde ve dolayisiyla NSCLC
timorgenezinde onemli bir role sahip olabilecegini gostermektedir. Proliferasyon,
sagkalim ve timorigenezde HKI1b izoformunun fonksiyonel roliinii ve mekanizmasini
anlamak i¢cin HK1b izoform eksikliginin metabolik sonuglari analiz edildi. Seahorse
metabolik analizorli kullanilarak HK1b'nin silinmesinden sonra glikoliz ve solunumdaki
degisiklikler ol¢uldi. HK1b nakavti (KO) sonrasi mitokondriyal solunum hizi analiz
edildiginde, oksijen tiketim oram1 (OCR) ve solunumda oOnemli bir degisiklik
goriilmemesi (Sekil 21), HK1b ablasyonunun mitokondri kaynaklit OXPHOS bakimini
baslattig1 diisiindlirmektedir. Bununla birlikte, XF glikoliz stres testi ve XF glikolitik hiz
testi kullanilarak huicre dis1 asitlenme orami (ECAR) odlgiildiiglinde, HK1b izoform
kaybinin (a549 HKI1B-/-) A549 huicrelerindeki glikolitik aktivitede kontrol hiicrelerine
(A549 WT) kiyasla dnemli azalmalar goriilmesine neden oldugu goruldi (swrasiyla
p=0.0001 ve p=0.002) (Sekil 22). Ayrica, daha sonra A549 WT ve A549 HK Ib-/-
hitcrelerinin metabolik yakit bagimliliklar1 ve kapasiteleri belirlendi. A549 HKI1b-/-
hiicrelerinin onemli derecede diisiik glikoz bagimliliklarina (p=0.006) sahip oldugu ve
AS549 WT hiicrelerine kiyasla glikoz kapasitelerinde veya glutamin bagimliliklarinda ve
kapasitelerinde onemli bir degisiklik olmadig: goriildi. Bu bulgular, A549'un glutamin
yerine glikozu tercih ettigini ve HK1b'nin bir glikolitik regiilator olarak islev gérdiigiini
ve glikoz metabolizmasmda genis bir rol oynadigmi gostermektedir. Ilging sekilde,
HKl1b'min silinmesi, yag asidi bagimliliklarm (p< 0.0001) ve yag asidi kapasitelerini
onemli olgiide artwrmustir (p=0.03). Gergekten de, oOnceki calismalardan kanser
hitcrelerinin besin tilkenmis kosullarda mitokondriyal yag asidi oksidasyonuna giderek

daha fazla bagimli hale geldigi gorulmektedir.

Azaltilmig glikolizin in vitro proliferasyon uzerindeki etkisini degerlendirmek igin
proliferasyon i¢in bir isaret olan Ki67'nin akis sitometri analizleri yapildi ve A549 HKIb
- / - hitcreleri Ki-67 seviyesinde yaklasik %35 azalma gosterdi (Sekil 23). Onemli olarak,
HKI1b'nin in vivo potansiyel timorijenik rolini test etmek igcin, A549 WT ve AS549
HK1b -/- hiicreleri ortotopik olarak, ortotopik NSCLC timor modelini indiiklemek i¢in
immiin yetersiz NSG erkek farelere enjekte edildi. Implantasyon sonrasi 8 hafta i¢inde
relatif timor hacmi ol¢iildii. A549 HK 1b -/- hiicreleri tasiyan farelerde timor boyutu

%35 oraninda belirgin sekilde azaldi (p = 0.01) (Sekil 24). Histopatoloji ksenograftlarin
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A549 WT veya A5S49HKIb -/- hiicrelerinden karakterizasyonu, her ikisinin de NSCLC
akciger adenokarsinomu oldugunu gosterdi. Timor dokusunun HK1 ile boyanmasi, A549
HK1b-/- verilen farelerden gelen timorde, A549 WT verilen farelerinden gelen timorlere
kiyasla HK1 ekspresyonunun gozlenmedigini dogrulad: (Sekil 24). Timor dokularindaki
Ki67'nin imminohistokimyasal analizi, HKIb-/- olan tiimdrlerin WT tumbrlerle
karsilastirildiginda Ki67 boyamalarinin anlamli derecede diisiik oldugunu gdstermistir
(p=0.001) (Sekil 25), bu durum HKI1b nakavt (KO) hiicrelerinin daha az g¢ogalma
kabiliyetine sahip oldugunu gostermektedir. Tim bu veriler, HK1b'nin inhibisyonunun,
NSCLC'de glikolizi hafifleterek hiicre proliferasyonunu ve timor bilylimesini azalttigini

gostermektedir.

D) NSCLC Hiicrelerinde HK1b KO ve Cisplatin Tedavisinin Metabolizma, Ilag Etkisi ve
Sagkalim Yolu Uzerine Etkisi

NSCLC i¢in tedavi segenekleri esas olarak gesitli faktorlere dayanir, ancak genel olarak
kemoterapi NSCLC hastalar1 i¢in ilk uygulanan tedavilerinden biridir. Cisplatin,
NSCLC'nin tedavisinde yaygin olarak kullanilan biraz daha etkili bir platindir. Ancak,
cisplatinin daha fazla yan etki ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ayrica, metabolik
degisiklikleri hedefleyen inhibitorler potansiyel bir terapotik olarak gelistirilmistir ve
birka¢ tanesi erken evre klinik ¢alismalarda bulunmaktadir, ancak ilaglarin olumsuz yan
etkisi nedeniyle simdiye kadar yapilan ¢aligmalar basarili olamamistir. Bu nedenle,
NSCLC hastalarinda sagkalimi iyilestirmek ve hastaliga bagl advers olaylar1 azaltmak
i¢in kanser hiicrelerinde kesin ve etkili metabolik terapotik hedef i¢in klinik olarak heniiz
karsilanmayan bir ihtiya¢ vardir. Biz ilk olarak HKI1b eliminasyonunun glikolizde
azalmaya neden olmasi nedeniyle, HKI1b eliminasyonu ve cisplatinin sinerjik etki
gostererek glikolizi daha da azaltarak NSCLC igin terapotik ozellik gosterebilecegi
hipotezini gelistirdik. Bazal glikoliz ve glikolitik kapasitenin énemli olmasa da daha fazla
azaldigmi ve cisplatin ile tedavi edilen A549 HKI1b-/- hiicreleri tizerinde glikolitik
rezervin toplam yoklugunu gozlemledik (Sekil 21). Cisplatin ile tedavi edilen A549 WT
ve A549 HKI1b -/- hiicreleri arasinda bazal solunum hizinda belirgin bir degisiklik
gozlenmedi. Bununla birlikte, cisplatin ile tedavi edilen A549 WT hiicrelerinde sadece

yedek solunum kapasitesi azalmigtir (P = 0.02) (Sekil 26-27).
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Daha sonra HK1b delesyonunun NSCLC hiicrelerini cisplatin tedavisine duyarli hale
getirip getiremeyecegini arastirdik ve cisplatinin HK1b ablasyonu ile veya HKIb
ablasyonu olmadan ilag etkisini degerlendirdik. Huicre canlihigi testi yapildi ve AS549
HKI1b -/- hiicrelerinin 1C50 degeri (47uM), A549 WT kontrol grubuna (75uM) gore
anlamh olarak diisiik bulundu (Sekil 28). Hucre dluminiin akis sitometrisi dl¢iimil
propidyum iyodiir (PI) ile yapildi. HK1b'nin silinmesi ve cisplatinin siner jik etkisi, A549
HKIb -/- hitcrelerinde hiicre dolimiinii onemli dl¢iide artirmaktadir (Sekil 29). Ayrica,
sadece cisplatin tedavisinin PARP ve Caspase 3'lin kirilmasina neden oldugunu, ancak
A549 HK1b-/- hiicrelerinde kirilma inditksiyonunun anlamli olarak daha yiiksek oldugu
goruldu (Sekil 30). Rapamisin tedavisini kontrol olarak kullanarak rapamisinin degil
cisplartinin apoptozu baglattigmu gordik (Sekil 30) ve HK1b eliminasyonuyla beraber
cisplatin kullaniminm, daha fazla cisplatin kaynakh hiicresel apoptozunu tesvik ettigi
tespit edildi. Ilgingtir ki, HK1b silme islemi, ilag uygulanmayan A549 HK 1 B-/-
hitcrelerinde Bcl-2 ekspresyonunun asagi regiilasyonunu hafifce baslatir ve Bcl-2
ekspresyonunun asag1 regillasyonunun cisplatin tedavisi ile belirgin oldugu goriilmustiir
(Sekil 31). Gergekten de, HK 1 veya HK2, mitokondri ile dogrudan etkilesim yoluyla
mitokondriyal diizenlenmis apoptozise karsi korunmada acik bir rol oynar. Sasirtict bir
sekilde, HK2 degil ancak HK1'in ekspresyonunun/ifadesinin, cisplatin ile tedavi edilen
A549 WT hiicrelerinde onemli 6l¢iide upregiile oldugu goriilmektedir (Sekil 31), bu da
HKI1'n (temel olarak HKI1b izoformunun) NSCLC'ye dzgii oldugunu gostermektedir.
Ayrica cisplatin ile tedavi edilen A549 HKIb -/- huicrelerinde HK2 ekspresyonunun
azaldig1 godzlemlendi (Sekil 31). Bu sonuglar, HK1b kaybinin NSCLC hucrelerinde
apoptozu induklemek i¢cin NSCLC hiicrelerini cisplatine duyarli hale getirdigini

gostermektedir.

HK1b delesyonunun ve cisplatin tedavisinin apoptozun sinerjik indiiksiyonu tizerindeki
etkilerinin altinda yatan mekanizmay1 belirlemek igin proliferasyon ve sagkalim sinyal
yollarmi incelendi. HK1b'nin susturulmasi izerine, AKT aktivasyonunun ve asagi akim
hedefi GSK3B'min aktive edildigini godzlemlendi, ancak HKI1bnin susturulmasi ile
cisplatin tedavisi kombinasyon halinde oldugunda bunun tamemn inhibe edildigi goruldi.
HKIb'nin silinmesi ve cisplatinle birlikte mTOR'un fosforilasyonunu (Sekil. 33) ve

STAT3 transkripsiyon faktoriinii (Sekil 32) onemli Ol¢iide inhibe etti. Bir arada

28



10

15

20

25

30

degerlendirildiginde bu sonuglar HK1b ablasyonunun ve cisplatinin P13-kinaz ve NSCLC
hiticrelerindeki STAT yollar1 gibi ¢esitli onkojenik kaskadlar1 asagi dogru diizenledigini
gostermekte olup, kanser hiicresi ¢ogalmasi, sagkalim ve timor biiyiime yollarinin

inhibisyonunun arkasindaki altta yatan mekanizmayi ortaya koymaktadir.

E) HKIb CikarimvAblasyonu ve Cisplatin Kombinasyonu Sinerjik Olarak hem
Apoptotik hem de Otofajik Hiicre Oliimiinil Arttirir

HKI1b cikariminm/silinmesinin cisplatine duyarlilastirdigini ve bununla birlikte daha
fazla sayida apoptotik hiicre indiikledigi tespit edildi. Hiicre dlumiiniin altinda yatan
mekanizmay1 arastirmak i¢cin A549 WT ve A549 HKI1b -/- hiicrelerinin cisplatin veya
rapamisin tedavisi ile farkli hiicre 0lum yollar1 incelendi. Ayrica, HK1b ablasyonu ve
cisplatinin apoptozu p53'in hem aktivasyonu hem de yiksek ekspresyonu ile arttirdigi
gosterildi. Son galismalar otofaji ve apoptoz arasinda karmasik ve g¢ok yonli bir iligki
oldugunu ortaya koymaktadir. Dahasi, glikoz yoksunlugu tipik olarak enerji homeostazini
korumak i¢in otofaji indiksiyonuna neden olur. HKI1b ¢ikarimi ve cisplatin
kombinasyonunun A549 hiicrelerinde otofajinin aktivasyonuna neden olup olmadigimi
belirlemek i¢in, rapamisin tedavisini kontrol olarak kullanarak otofajik sinyalizasyon
yolu incelendi. Beklendigi gibi, HKIb eliminasyonu, glikoz yoksunluguna yanit olarak
otofaji inditkksiyonunu azaltr bu A549 HKI1b-/- hiicrelerinde LC3II olusumu onemli
Olciide yukselmesinden anlasilmaktadir. Ayrica, cisplatin veya rapamisin tedavisi ile
HK1b eliminasyonu/silinmesi, A549 HK1b - / - hiicrelerinde daha fazla otofajiye neden
olur. HK 1b silinmesi ve cisplatin, A549 HKIb -/- hiicrelerinde mTOR'un
fosforilasyonunu onemli 0l¢iide inhibe eder (Sekil 33). Bu noktada dikkati ¢eken bir
unsur da bu etkilere AMPK tarafindan aracilik edilmemesidir, bu enzimin aktivitesi
HKI1b seviyelerinin eliminasyonundan etkilenmediginden, AMPK fosforilasyonunda
degisiklik olmamistir. Ayrica, cisplatin veya rapamisin tedavisi Uzerine, AMPK
fosforilasyonunun A549 WT hiicrelerinde azaldigi, ancak fosforilasyonun A549 HK1b -/-
hiicrelerinde tamamen inhibe oldugu goriildii (Sekil 33). Her ne kadar cisplatin veya
rapamisin ile tedavi edilen A549 HK1b-/- hiicrelerinde daha yiksek LC3I1 ekspresyon
seviyesi gozlense de, hem A549 WT, hem de A549 HKI1Db -/ - hiicrelerinde diger otofaji
indikatorleri olan beclin-1 ve ATG13 ekspresyon/ifade duzeylerinin asag: regile oldugu

gozlendi. Bununla birlikte, rapamisin tedavisi ile birlikte beclin-1 ve ATGI13 seviyeleri
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degismedi. Ayrica, HK1b silinmesi ve cisplatinin, elektron mikroskobuyla (EM) da
gosterildigi gibi Onemli sayida otofajik vezikill ve miyelinoid cismi indiikledigi
gosterilmektedir. Tum veriler ele alindiginda; otofajinin temel olarak glikoliz
azaltilmasiyla ve apoptotik hilcre olimuniin biiylk oranda cisplatinle baglatildigin:
gosterildi. Bu veriler, HK1b silme isleminin cisplatin ile kombinasyonunun, apoptotik ve
otofajik yolaklarin aktivitesini arttirarak daha fazla hiicre dlimiine neden oldugunu

gostermektedir.
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2.25% 3.19% 11.45% 20.75%
Tedavisiz ~ 50nM Rapamycin  100nM Rapamycin 47 uM Cisplatin
Q32 Q3-2 Q3-2 Q3-2
08 6o%|| 1 9330% 91.90% 50.97%
1 1 <
1.31% 6.70% 8.10% 49.03%
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