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1001 – BİLİMSEL VE TEKNOLOJİK ARAŞTIRMA PROJELERİNİ DESTEKLEME PROGRAMI
PROJE BAŞVURU FORMU

Başvuru formunun Arial 9 yazı tipinde, her bir konu başlığı altında verilen açıklamalar göz önünde bulundurularak hazırlanması ve ekler hariç toplam 20 sayfayı geçmemesi beklenir. Değerlendirme projenin özgün değeri, yöntemi, yönetimi ve yaygın etkisi başlıkları altında yapılacaktır. Araştırma proje önerisi değerlendirme formuna ulaşmak için tıklayınız.
	Proje Başlığı: 

	Proje Yürütücüsü:

	Projenin Yürütüleceği Kurum/Kuruluş:


ÖZET 
Türkçe ve İngilizce özetlerin projenin (a) özgün değeri, (b) yöntemi, (c) yönetimi ve (d) yaygın etkisinin ana hatlarını kapsaması beklenir. Her bir özet 450 kelime veya bir sayfa ile sınırlandırılmalıdır. Bu bölümün en son yazılması önerilir. 
	Proje Özeti
Psödoeksfoliasyon sendromu (PES) yaşa bağlı olarak gelişen, hücredışı matrikse ait elastik doku mikrofibrillerinin hem oküler dokularda hem de çeşitli iç organlarda birikmesi ile karakterize sistemik bir bozukluktur. Psödoeksfoliasyon materyali gözün ön kamarasında lens üzerinde ve pupil kenarında beyaz-gri renkli birikimler şeklinde görülür ve bu materyalin aköz hümor sıvısının drenajını sağlayan kanalları tıkaması sonucunda göz içi basıncının artması ile birlikte glokom ortaya çıkar. Psödoeksfoliasyon tüm dünyada glokomun en sık görülen nedenlerinden biridir ve bu tip glokoma psödoeksfoliyatif glokom (PEG) adı verilir. Glokom tüm dünyada kalıcı görme kaybı nedenleri arasında ilk sırada gelmektedir. Ancak glokom ileri aşamaya gelip görme kaybına yol açana kadar hasta durumunun farkına varmaz; bu nedenle glokom sinsi bir hastalıktır. Görme kaybı meydana geldikten sonra ise bunun geri dönüşü yoktur. PES glokom için risk faktörüdür ancak tüm PES hastaları glokom geliştirmemektedir. Hangi PES hastasının ileride glokom olacağını gösteren bir parametre şu anda mevcut değildir. Bu nedenle, glokom riski olan PES hastalarının erken teşhisi için objektif bir kriterin bulunması büyük önem taşımaktadır. 

PES patofizyolojisinin büyüme faktörlerinin fazla salgılanması, oksidatif stresin artması ve hücresel stres yanıtının bozulması gibi birçok faktörle ilişkili olduğu düşünülmektedir. Bu projede süre ve yapılabilirlik de göz önüne alınarak bu faktörlerden 2 tanesinin, bağ dokusu büyüme faktörü (Connective Tissue Growth Factor; CTGF) ve Clusterin üzerine yoğunlaşılması amaçlanmıştır. CTGF, çeşitli hücre tiplerinde ifade edilen bir proteindir. Mitozu, kolajen sentezini ve hücre dışı matriks sentezini düzenlediği düşünülmektedir. PES ve PEG hastalarında aközde CTGF seviyelerine bakılmış, PES hastaları ile karşılaştırıldığında PEG hastalarında, kayda değer seviyede yüksek olduğu bulunmuştur. Clusterin hemen hemen tüm hücre tiplerinde sentezlenen, hücre dışına salgılanan ve tüm vücut sıvılarında bulunan çok fonksiyonlu bir proteindir. En önemli görevlerinden biri hücre dışı moleküler şaperon görevidir; Clusterin, yanlış katlanmış proteinlerin stresle tetiklenen çökelmesi ve yığışmasını önlemektedir. Clusterin seviyeleri daha önce PEG ve PES hastalarının aköz örneklerinde incelenmiş ve PEG hastalarında kontrollere göre yüksek, PES hastalarında ise düşük olduğu görülmüştür. PES patogenezinin fazla CTGF nedeniyle yüksek miktarda salgılanan hücre dışı matriks proteinlerinin oksidatif stres nedeniyle üçüncül yapılarını kaybetmesi ve hücre dışı şaperon olan Clusterin ifadesinin az olmasından dolayı yanlış katlanmış proteinlerin yığışıp karakteristik psödoeksfoliyatif birikimleri meydana getirmesi ile geliştiği düşünülebilir. 
Bu iki proteinin PEG riski taşıyan PES hastalarının teşhisinde kullanılabilme potansiyeli vardır. Ancak bu parametrelerin aköz yerine daha kolay ulaşılabilir ve herkese uygulanabilir bir yöntemle alınan bir biyolojik örnekte bakılmasına ihtiyaç vardır. Bu nedenle bu projedeki amaçlarımızdan birincisi, gözdeki durumu yansıtan ve invaziv olmayan bir yöntemle alınan bir biyolojik örnek olan gözyaşındaki Clusterin ve CTGF seviyelerininin PES ve PEG’in erken tanısında kullanılabilme potansiyelinin incelenmesidir. PES ve PEG hastalıklarında Clusterin ve CTGF seviyeleri gözyaşı örneklerinde ilk kez bu çalışmada incelenecektir. Çalışmamız bu yönüyle oldukça özgündür. Gözyaşı örneklerinin alınması için oftalmolojide rutin olarak göz kuruluğu tanısında kullanılan ve hem hastalar hem de uygulayıcı hekim için diğer yöntemlerle karşılaştırıldığında avantajları bulunan Schirmer stripleri kullanılacaktır. Striplerden proteinlerin geri alınması ile ilgili literatürde bazı yöntemler tarif edilmiş olsa da laboratuvarımızda Clusterin ve CTGF proteinleri için optimizasyon çalışmaları yapılarak yöntem geliştirilecektir. Ayrıca, tıbbi olarak gereklilik olduğundan dolayı katarakt cerrahisi planlanan PES ve PEG hastalarından alınacak aköz örneklerinde de bu iki proteinin seviyeleri belirlenecek ve gözyaşındaki seviyeleri ile korelasyonu incelenecektir. Genetik polimorfizmler ifade edilen fonksiyonel proteinin seviyesini etkileyebildiği için, bu çalışmanın ikinci amacı Clusterin ve CTGF genlerindeki polimorfizmlerin PES ve/veya PEG ile ve gözyaşı ve aközdeki protein seviyeleri ile ilişkisini incelemektir. Daha önce CTGF genetik polimorfizmleri ile PES ve PEG ilişkisi hiç incelenmemiştir. Clusterin genetik polimorfizmlerinden bazıları ile PES ve PEG hastalıklarının ilişkisini diğer toplumlarda inceleyen kısıtlı sayıda çalışma literatüre yansımış; ancak bu polimorfizmlere bizim toplumumuzda hiç bakılmamıştır. Sonuç olarak, bu projede Clusterin ve CTGF’nin PES ve PEG’deki rolü hem fenotip hem de genotip seviyesinde incelenecektir. Böylece PES ve/veya PEG ile daha güçlü istatistiksel ilişkisi olan bir parametre elde edilebilir ve bu sayede PEG nedeniyle görme kaybı oluşmadan önce bu kişiler tespit edilerek rutin kontrolleri sıklaştırılabilir ve glokom tedavilerine daha erken başlanarak görme kayıplarının önüne geçilebilir. Şu anda piyasada bulunan göz tansiyonunu ölçen lensler bu tip hastalarda öncelikli olarak uygulamaya geçirilebilir. 
Kontrollü tek kör randomize olarak planlanan bu çalışma kapsamında 2 yıllık süre içerisinde X kurumu Göz Hastalıkları Kliniği tarafından takip edilen ve yeni tanı konulan en az 200 PES hastası, en az 200 PEG hastası ve en az 200 kontrol bireyden tam kan ve gözyaşı örnekleri alınacaktır. Ayrıca, bu çalışmadan bağımsız olarak, tıbbi olarak gereklilik olduğundan dolayı katarakt cerrahisi planlanan toplamda 60 civarı PES ve PEG hastasından ameliyat sırasında zaten dışarı akacak olan aköz örneği toplanacaktır. Gözyaşı örnekleri, oftalmolojide rutin olarak kullanılan Schirmer stripleri ile alınacak, gözyaşı ve aköz örneklerinde Clusterin ve CTGF protein seviyeleri ELISA yöntemi ile belirlenecektir. Genetik polimorfizmlerin belirlenmesi için tam kandan genomik DNA izole edilecek, PCR-RFLP ve real-time PCR yöntemleri kullanılarak genotipler belirlenecektir. 
Bu çalışmanın sonuçları, uluslararası literatüre, Ülkemizin ve Üniversitemizin bilimsel gelişimine birçok yönden önemli katkılar yapacaktır. PEG riski olan PES hastalarının teşhisi sayesinde, yaşla birlikte ortaya çıkan PEG kaynaklı görme kayıplarının önüne geçilebilmesi ve bu sayede bu bireylerin toplumdan kopmaması ve topluma yük oluşturmaması mümkün olabilecektir. İleride, PES veya PEG’e yatkınlığı olanların hızlıca tespit edilmesinde kullanılmak üzere strip benzeri kağıt tabanlı biosensörler geliştirilmesi ve uzun vadede yapılacak çalışmalar ile PES oluşumunu durdurmak üzere bu proteinlerin seviyelerini veya genlerini değiştirmeye yönelik hücresel tedavilerin tasarlanabilmesinin yolunu açabilecektir.
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	Title : X

	Summary
Pseudoexfoliation syndrome (PEX) is an age related systemic disorder which is characterized by the accumulation of fibrillary material both in ocular tissues and in some internal organs. Pseudoexfoliation material is seen as white-grey accumulations in the anterior chamber on the lens and pupil margin and when this material occludes the drainage channels of the aqueous humor liquid, intraocular pressure rises causing glaucoma. Pseudoexfoliation is one of the most frequent reasons of glaucoma all over the world and  this type of glaucoma is called pseudoexfoliative glaucoma (PEG). Glaucoma is the most frequent reason of permanent and irreversable vision loss all over the world. However, the patients do not often realize their condition until glaucoma advances and leads to loss of vision; therefore glaucoma is an insidious disease. When vision loss occurs, it is permanent. PEX is a risk factor for glaucoma, but all PEX patients are not going to develop glaucoma. For this reason, finding an objective criterion for early diagnosis of PEX patients with glaucoma risk is of paramount importance.

PEX pathophysiology is thought to be related with many factors such as excess secretion of growth factors, increased oxidative stress and impairment of cellular stress response. In this project, when feasibility and duration of the project are also considered, we aimed to concentrate on two of these factors, connective tissue growth factor (CTGF) and Clusterin. CTGF is a protein expressed in various cell types. It is thought to regulate mitosis, collagen synthesis and extracellular matrix synthesis. CTGF was analyzed in aqueous humor samples of PEX and PEG patients, and it was found to be significantly elevated in PEG patients compared with PEX patients. Clusterin is a multifunctional protein that is synthesized from almost all cell types, secreted out of the cell and is found in all body fluids. One of the most important functions of Clusterin is as an extracellular chaperone; it inhibits stress-induced precipitation and aggregation of misfolded proteins. Clusterin levels were determined before in PEX and PEG patients’ aqueous humor samples and found to be higher in PEG patients and lower in PEX patients compared with controls. PEX pathogenesis could be considered to develop due to the high amounts of secreted extracellular proteins in response to excess CTGF, which lose their tertiary structure due to oxidative stress and accumulate as misfolded proteins because of the lack of extracellular chaperone Clusterin and bring abut the characteristic pseudoexfoliation accumulations.

These two proteins have the potential to be used in the diagnosis of PES patients with PEG risk. However, these parameters need to be determined in a biological sample which is more accessible and taken with a method applicable to all, instead of the aqueous humour. Therefore, our first aim in this project is, to examine the potential of Clusterin and CTGF levels in early diagnosis of PEG using tears, which reflect the state of the eye and is a biological sample obtained with a non-invasive method. Clusterin and CTGF levels in tear samples in PEX and PEG disease will be analyzed for the first time in this study. Our study is quite unique in this respect. For taking the tear samples, Schirmer strips, which are routinely used in ophthalmology for the diagnosis of dry eye and which have advantages, compared with other methods, for both the patients and the administering physician, will be used. Some methods have been described in the literature regarding the recovery of the proteins from the strips, however, optimization studies for Clusterin and CTGF protein will be performed in our laboratory and methods will be developed. Also, levels of these two proteins will also be determined in aqueous humour samples from PEX and PEG patients during cataract surgery when it is a medical necessity and their correlation with levels in tears will be analyzed. As genetic polymorphisms can influence the level of the expressed functional protein, the second goal of this study is to examine the relationship between the genetic polymorphisms in the Clusterin and CTGF genes and PEX/PEG and also their relation to protein levels in the aqueous humour and tears. The relationship of CTGF genetic polymorphisms with PEX and PEG has not been studied before. Limited number of studies examining the relationship of some of the genetic polymorphisms of Clusterin with PEX and PEG disease is found in the literature; but these polymorphisms were not evaluated in our society. As a result, the role of Clusterin and CTGF in PEX and PEG will be examined at the level of both phenotype and genotype. Thus, a parameter, which has a more robust statistical relationship with PEX and / or PEG can be obtained and by this way, PEX patients who have the risk of PEG can be identified, routine controls for these individuals may be suggested more often, glaucoma treatment can begin early on, and vision loss can be prevented. The currently commercially available lenses measuring the intraocular pressure may be implemented as a priority in these patients.
In the scope of this research which is planned to be a controlled, single-blind, randomized one, in 2 years period, whole blood and tear samples will be collected from at least 200 PEX patients, at least 200 PEG patients and at least 200 control individuals who are followed by X Ophthalmology Clinic. Also, the aqueous humour samples, which will already flow out during cataract surgery, will be collected from a total of about 60 PEX and PEG patients during the operation, for whom cataract surgery is planned independently of this study, but because it is medically required. Tear samples will be collected by Schirmer strips, which are used routinely in ophthalmology and Clusterin and CTGF protein levels in tears and aqueous samples will be determined by ELISA. Genomic DNA will be isolated from whole blood for determination of genetic polymorphisms and genotypes will be determined using PCR-RFLP and real-time PCR methods.

The results of this study will make significant contributions to the international literature and to the scientific development of our country and our university, in many aspects. Thanks to the diagnosis of PEX patients with PEG risk, PEG-induced vision loss, which develops with age, can be prevented and thus it might be possible that these individuals are not seperated from the society and do not create a burden on society. The results of this study, in the future, may pave the way to the development of strip-like paper-based biosensors and non-invasive and fast techniques for detection of genetic polymorphisms to be used in the diagnosis of PEX and PEG and in the long run, cellular therapies aimed at changing protein levels or their genes may be designed to stop the formation of PEX.
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1. ÖZGÜN DEĞER 
 1.1. Konunun Önemi, Projenin Özgün Değeri ve Araştırma Sorusu veya Hipotezi
Proje önerisinde ele alınan konunun kapsamı ve sınırları ile önemi literatürün eleştirel bir değerlendirmesinin yanı sıra nitel veya nicel verilerle açıklanır.
Özgün değer yazılırken projenin bilimsel kalitesi, farklılığı ve yeniliği, hangi eksikliği nasıl gidereceği veya hangi soruna nasıl bir çözüm geliştireceği ve/veya ilgili bilim veya teknoloji alan(lar)ına kavramsal, kuramsal ve/veya metodolojik olarak ne gibi özgün katkılarda bulunacağı literatüre atıf yapılarak açıklanır. Kaynaklar http://www.tubitak.gov.tr/ardeb-kaynakca sayfasındaki açıklamalara uygun olarak EK-1’de verilir.
Projenin araştırma sorusu ve varsa hipotezi veya ele aldığı problem(ler)i açık bir şekilde ortaya konulur.
	Duyu sinirlerinin kapsaisine duyarlı alt grubu vücutta yaygın olarak bulunmakta özellikle akciğer gibi meme kanserinin metastaz yaptığı organları inerve etmektedir. Dokularda bulunan kapsaisine duyarlı duyu sinir sonlanmaları Substans P (SP), calcitonin geni ilişkili peptit gibi nöropeptitler içermekte ve bu nöropeptitler hem lokal kan akımını hem de immün sistemi etkilemektedir (Szolcsanyi J 2004). Yakın dönemde yaptığımız çalışmalarda kapsaisine duyarlı duyu sinirlerinin inaktivasyonunun fare meme kanseri modelinde akciğer ve kalp metastazını anlamlı derecede arttırdığını gösterdik (Erin N, 2004). Bu bulgular duyu sinirlerinden salgılanan faktörlerin kanser gelişimini engelleyici olduğunu düşündürmektedir. Gen mikroarray teknolojisini kullanarak 12,000 genin eksprasyonunu, duyu sinileri kapsaisinle inaktive edilmiş farelerde oluşturulan meme kanser dokusunda inceledik. Bu çalışmaların sonunda duyu sinirlerinin, primer tümörde gen eksprasyonunu kontrol ettiği ve duyu sinirlerinden salınan mediatörlerin kaybının, kanser oluşumunu dizginleyen genlerde ve bu genlerin kodladığı proteinlerde azalmaya neden olduğu bulundu.  Bu proteinlerden biri matriks metaloproteaz ailesine ait, nöropeptitlerin fragmantasyonundan (özellikle SP) sorumlu olan ADAM 10’du (Erin N, 2006). Yapı olarak fizyolojik fragmanlarına çok yakın olan sentetik SP fragmantlarının akciğer kanser modellerinde anti-tümör etki gösterdiği gözlemlenmiştir (Heasley LE, 2001). Dolayısıyla fizyolojik SP fragmanlarının anti-tümör etki göstermesi oldukça olası görünmektedir. Bir avrupa birliği projesi çerçevesinde  (Marie-Curie Reintegration grant) ADAM 10 hidrolizinden sonra ortaya çıkan SP fragmanlarının meme kanseri hücreleri üzerinde etkileri incelenmiş ve hücre büyümesini özellikle SP 9-11’in azalttığı bulunmuştur (Henüz yayınlanmadı). Bu ön bulgular duyu sinirlerinden salınan nöropeptitlerin ve bu peptitlerin peptidazlarla hidrolizi sonucu çıkan fragmanlarının kanser gelişimi ve dağılımına karşı koruyucu olduğunu düşündürmektedir.

Tachykinin ailesinden olan SP, hem nöronlarda hem de nöron dışı hücrelerde bulunmakta, nörojenik inflamasyonda, ağrının duyumsanmasında,ve immün sistemin regülasyonunda rol oynamaktadır. SP invasif melanomda, atipik nevide, epiteloid nevide eksprese edildiği göstelmiş ve kanser gelişimini indüklediği öne sürülmüştür (Esteban F, 2006). Bizim çalışmalarımızda ise SP’nin melanom hücrelerinin çoğalmasını in-vitro azalttığı bulundu (Korcum A, 2009).  Benzer şekilde SP geninin susturulmasının kolon kanseri gelişimine neden olduğu düşünülmektedir  (Mori Y, 2006.). Bu çelişkili sonuçlar, SP’nin kanser gelişimi üzerindeki etkisinin in-vitro ve in-vivo ayrıntılı incelenmesi gerektiğini göstermektedir. Bu çalışmada SP’nin metastatik meme kanseri hücreleri üzerindeki etkisi ilk defa in-vitro ve in-vivo araştırılacaktır. 

Radyoterapi (RT) pek çok kanserin tedavisinde kullanılmakta ve kanser hastalarının % 50 sinden fazlası hastalıklarının bir döneminde RT almaktadır (Owen JB, 1992). Kanserler heterojen hücre gruplarından oluşmakta ve hücrelerin bazıları RT’ye duyarlı iken bazıları direnç göstermektedir (Rofstad EK, 1992; Debeb BG, 2009). Tümör hücrelerinin RT’ye duyarlılığını  belirleyen faktörler yeterince bilinmemektedir. RT’in mikroçevreyi etkilediği, kronik inflamatuar yanıt oluşturduğu ve büyüme faktörleri ile proteazların salınımını arttırdığı bulunmuştur. Bu faktörler hem tedavi direncine neden olmakta hem de fibrotik doku oluşumu gibi çok ciddi yan etkilere yol açmaktadır. RT’ye direnci oluşturan faktörler tam olarak bilinmemekle birlikte hipoksinin direnci arttırdığı bulunmuştur. Hipoksi ayrıca tümör hücrelerinin kök hücre özelliği kazanmasına ve daha agresif davranmalarına yol açmaktadır (Brown JM, 2000;Vaupel P, 2001). RT’nin yan etkileri ve RT’ye direnç çok önemli bir problemdir ve bu direncin kırılması ile yan etkilerin önlenmesi etkili tedavi için çok gereklidir. 

Kanser hücreleriyle ilişkili fibroblastlar (CAF)’ların kanser gelişimindeki rolleri yakın dönemde yapılan çalışmalarda anlaşılmıştır. Daha önceleri pek üzerinde durulmayan fibroblastların, kanser hücreleriyle etkileştiği ve bu etkileşme sonucu ortaya çıkan faktörlerin hem kanser hücrelerinin çoğalmasına hem de metastaz yapmasına neden olduğu anlaşılmıştır (Kalluri R, 2006). Örneğin insan meme kanserlerinde izole edilen CAF’ların anjiogenezi ve kanser hücrelerinin çoğalmasını, normal fibroblastlara göre çok daha fazla arttırdığı bulunmuştur (Orimo A, 2005). Fibroblastlar aynı zamanda RT’ye bağlı yan etkilerin oluşmasında ve RT’ye dirençte önemli rol oynamaktadır. İonize radyasyon, TGF-β salgılatarak fibroblastları myofibroblastlara dönüşmesine, invasif hale gelmelerine, hızlı proliferasyonuna ve ekstrasellüler matriks oluşturarak fibrosize neden olmaktadır (Barcellos-Hoff MH, 2005;Ohuchida K, 2004;Trott KR, 2004). Diğer taraftan RT fibroblastların büyüme faktörleri salgılamalarına ve bu yolla tümör gelişimine katkıda bulunmalarına neden olmaktadır (Li M,. 2006). Nöropeptitlerden SP’nin fibroblastları etkileyerek yara iyileşmesine katkıda bulunduğu daha önce gösterilmiştir (Ramos C, 2007; Felderbauer P, 2007) ama kanser hücrelerinin varlığında SP’nin fibroblast fonksiyonunu nasıl etkilediği bilinmemektedir ve bu projede çalışılacaktır.  

Tümör kan akımı heterojenite gösterip, tumör dokusu içinde kanlanmanın çok azaldığı hipoksik alanlar yer almaktadır. Kan akımı zaman içinde de değişiklik göstermektedir. Bu durum anormal mikroçevre oluşumuna ve tedaviye dirence neden olmaktadır (Fukumura D, 2007). Duyusal sinirlerden salınan nöropeptitler lokal kan akımını ve inflamasyonu kontrol etmede önemli rol oynamaktadırlar. Örneğin duyusal sinirlerden salınan SP lokal kan akımını arttırmakta ve kronik inflamasyonu baskılamakta ve yara iyileşmesini hızlandırmaktadır (Felderbauer P, 2007; D'Orleans-Juste S., 1986 P; Harris DT, 2003). SP, özellikle mikrovasküler dolaşımın düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır  (Piedimonte G. 1992). Ayrıca SP’nin fibrotik doku oluşumunu da engelleyebileceği gösterilmiştir (Ramos C. 2007). Bu çalışmada SP’nin RT’ye duyarlılığı in-vivo da arttıracağı ve yan etkileri azaltacağı öne sürülmektedir. SP’nin radyoterapiye direnci ve yan etkileri nasıl değiştirdiği ve bunun mekanizması şimdiye kadar çalışılmamıştır. Bu projede bu konu fare metastatik meme kanser hücreleri kullanılarak in-vitro ve in-vivo ilk defa incelenecektir. 

Hipoksi sırasında vasküler-endotelyal büyüme faktörü (VEGF), Platelet kaynaklı büyüme faktörü, hipoksi ile indüklenen faktor 1α (HIF1α) ve interlökin 8 (IL-8) gibi hem inflamatuar hem anjiojenik faktörler salınmaktadır (Harris AL, 2002; Semenza GL 2003). VEGF, tümör gelişiminde çok önemli olan yeni damar oluşumunun (anjiogenez) temel mediyatörlerinden biridir. VEGF, endotel hücrelerinin çoğalmasına, vasküler geçirgenliğin artmasına neden olmakta ve apopitozu engellemektedir. Bu etkilerinin anjiogeneze neden olduğu düşünülmektedir (Ferrara N, 1997). Benzer şekilde pek çok kanser tipinde VEGF düzeyinin arttığı gösterilmiştir (Roskoski R, 2007). İnsan meme tümöründen elde edilen fibroblastların anjiogenezi indüklediği ve aktive edilmiş fibroblastların inflamatuar sitokinlerle karşılaştığında VEGF salgıladıkları gösterilmiştir (Orimo A, 2005; Kommineni VK, 2008;Shao J,. 2006). Benzer şekilde VEGF eksprasyonunda artışın hem insan malign melanom hücrelerinde hem de etraftaki fibroblastlarda ve endotelde olduğu bildirilmiştir (Brychtova S, 2008). SP’nin CAF’lardan ya da aktive fibroblastlardan VEGF salınımını etkileyip etkilemediği bilinmemektedir ve bu çalışmada ilk defa bu olasılık araştırılacaktır. 

Kemotaktik kemokinler ailesinden olan IL-8, küçük peptit yapısındadır. Kemokinler lökosit migrasyonunu, inflamasyonu, tümör hücresinin çoğalmasını, anjiogenezi ve metastazı arttırmaktadırlar (Strieter RM, 2001). IL-8 düzeyi akut ve kronik inflamasyonda artmaktadır ve epitelden ve fibroblastlardan salgılanan IL-8 nötrofil infiltrasyonuna neden olmaktadır (Matsushima K et al. 1989), (Dobreva I et al. 2006). Ayrıca IL-8 fibroblastlara karşı da kemotaktik etki göstermekte, fibroblast migrasyonunu ve fibroblastlardan tenascin, fibronektin, kolojen 1 sekresyonuna neden olmaktadır (Feugate JE et al. 2002). IL-8 düzeyindeki artış, bronkojenik kanserlerde tümörogenezle bağlantılı bulunmuştur (Arenberg DA et al. 1996). IL-8’i nötralize eden antikorların tümör gelişimini ve anjiogenezi baskıladığı gösterilmiştir (Smith DR et al. 1994). IL-8 eksprasyonunun meme kanseri metastazı ile korele olduğu da gösterilmiştir (Green AR. 1997; Xie K 2001). Dolayısıyla IL-8`in düzeyini kontrol eden faktörlerin belirlenmesi, yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilebilmesini sağlayacaktır. Bildiğimiz kadarıyla SP’nin CAF’lardan IL-8 salınımını etkileyip etkilemediğini gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. Bu projede bu olasılık ilk defa araştırılacaktır.  

Pek çok çalışma proteazların anjiogenezde ve metastazda çok önemli rol oynadığını ve metastazı kolaylaştırdığını göstermektedir. Bütün bu çalışmalara rağmen, spesifik olmayan proteaz inhibitörleri klinik denemelerde başarısız bulunmuştur (Zucker S, 2006; Heath EI et al. 2006; Kruger A, 2001). Bu tutarsızlık, farklı proteazların farklı etkileri olmasına bağlı olabilir. Örneğin biz bir önceki çalışmamızda daha agresif davranan meme kanser hücrelerinde bir disintegrin ve matriks metaloproteaz olan ADAM10’un azaldığını gözlemledik. Bu durumun ADAM10’un azalmasına bağlı SP fragmanlarındaki azalmaya bağlı olacağı öne sürüldü (Erin N 2006). Benzer şekilde SP hidrolizinden sorumlu olan ve bu açıdan ADAM10’a benzeyen Neprilysin aktivitesindeki kayıp akciğer kanserinde kötü prognozla ilişkilendirilirken (Tokuhara T, 2001), Neprilysindeki artışın akciğer kanser hücrelerinin çoğalmasını yavaşlattığı bulunmuştur (Tokuhara T, 2001). Son olarak bir peptidaz olan ve SP’yi de hidroliz eden dipeptidyl peptidase IV düzeyinin melanomda azaldığı gösterilmiştir (Mentlein R. 1999; Wesley U. 1999). Bu bulgular, hücre yüzeyinde bulunan ve peptit hidrolizinde rol oynayan proteazların tümör süpresor olarak etki ettiğini göstermektedir. ADAM10 ve Neprilysin’in SP’yi hidrolize ettiği düşünüldüğünde substratın ya da hidroliz ürünlerinin kendi enzimi üzerinde etkisi olması oldukça olası görünmektedir. Bu çalışmada SP’nin ADAM 10 ve Neprilysin üzerine etkisi ilk defa araştırılacaktır.

Bu çalışma bizim daha önce litaratürde ilk defa yayınladığımız ve duyusal sinirlerden salınan nöropeptitlerin kanser gelişimini engelleyici yönde etki ettiğini gösteren çalışmalardan temel almıştır (Erin N 2004 ve 2006). Burada öne sürdüğümüz hipotezler ve amaçlar bildiğimiz kadarıyla daha önce çalışılmamıştır. Bu çalışmanın sonuçları, yeni bir tedavi yaklaşımını gündeme getirebileceği gibi (SP gibi nöropeptitlerin tedavi amaçlı kullanımı) yeni yeni anlamaya başladığımız tümörü çevreleyen fibroblastların bu tedavi yöntemlerinden nasıl etkilendiğini de ortaya koyacaktır. Çalışmanın 2. kısmında önemli bir tedavi yöntemi olan radyoterapinin etkinliğinin SP ile arttırılıp arttırılmayacağı ilk defa çalışılacaktır. Fibroblastlardan salınan, anjiogenez ve inflamasyonu indükleyerek kanser gelişimine ve radyoterapiye dirence neden olduğu düşünülen VEGF ile IL-8 düzeyindeki değişiklikler de fare metastatik meme kanseri modelinde ilk defa araştırılacaktır. Çalışmanın sonuçları bu faktörlerin ve fibroblastların metastatik meme kanserindeki önemini ortaya koyacak ve yeni tedavi yöntemleri için hedef belirlenmesini sağlayacaktır.  Son olarak SP’yi parçalayan ve kanser gelişimi engellediği düşünülen ADAM10 ile Neprilysinin kanser gelişiminde ve radyoterapiye duyarlılıktaki rolleri ilk defa araştırılacaktır.

SP'nin kanser gelişimi sırasında fibroblast fonksiyonunu etkileyerek anti-kanser etki göstereceği ve radyoterapinin terapötik etkilerini arttırıp yan etkilerini azaltacağı öne sürülmektedir.


1.2. Amaç ve Hedefler
Proje önerisinin amacı ve hedefleri açık, ölçülebilir, gerçekçi ve proje süresince ulaşılabilir nitelikte olacak şekilde yazılır.
	Bu çalışmada, Helicobacter 'in immün sistem hücreleri arasındaki fonksiyonel etkileşimlere tesir ederek yol açtığı kanser uyarıcı değişimlerin moleküler immünolojik mekanizmalarının aydınlatılması amaçlanmıştır. Midede kolonize olan Helicobacter suşlarından H.pylori ve H.felis, immün sistem hücreleri ile etkileşir. Helicobacter'in immün sistem hücreleri ile

olan etkileşimi, immün cevabı uyarıcı ve/veya baskılayıcı etki gösterebilir. Yakın zaman önce yayınladığımız çalışmamız, Helicobacter-TLR-2 ligandı tarafından aktive olan regülatör B hücrelerinin, naif T hücrelerini immün baskılayıcı rol oynayan T

regülatör-1 (Tr1) hücrelerine farklılaştırdığını göstermiştir. Helicobacter-aktive-B-hücre aracılığı ile farklılaşan Tr1 hücreleri bakteriye karşı oluşan immün cevabı in vivo ve in vitro’da baskılayabilmektedir. H.pylori 'nin immün cevabı baskılaması mide mukozasındaki kronik inflamasyona rağmen bakterinin konakta uzun süre varlığını sürdürmesine ve sonuç olarak da ileri yaşlarda mide kanserine yol açan değişimlerin uyarılmasına neden olur. Helicobacter ‘in immün cevabı regüle etme yollarının anlaşılması birçok farklı hastalıkta görülen kronik inflamasyonun etkisinin açıklanmasına önemli katkıda bulunacaktır.

Helicobacter aktive regülatör B hücrelerini daha detaylı tanımlama ile ilgili bir süredir Tübitak desteğinde devam ettirdiğimiz ve bir kısmı yayınlanma düzeyindeki çalışmalarımız, B hücrelerinin H.felis sonikatı ile muamelesi ile IL-10+ Breg hücreleri ile TGF-ß üreten IL-10- B hücrelerine farklılaştığını göstermiştir. Helicobacter aktive B hücrelerinin alt gruplarının tanımlanmasına katkıda bulunan çalışmalarımız fonksiyonlarını hangi immün sistem hücreleriyle etkileşimleri sonucu gösterdikleri hakkında bilgi vermemektedir. Önerilen çalışmada ise çalışmalarımızı bir adım ileri götürerek, Helicobacter-aktive B hücrelerinin (Hakt- B), özellikle IL-10+ regülatör B hücrelerinin (Hsps- Breg) diğer immün sistem hücreleriyle aralarındaki fonksiyonel etkileşimlerin incelenmesini amaçlamaktayız.

Bu çalışmada hedeflenen sonuç, Helicobacter'in immün sistem hücrelerini aktive ederek mide kanserinin patogenezi

üzerinde yarattığı indirekt etkileriyle ilgili önemli bilgiler elde etmektir. Bu bilgiler, mide kanserinin daha efektif tedavisinde

kullanılabilecek potansiyel B hücre aracılı terapötik hedeflerin tanımlanmasına yardımcı olacaktır.



2. YÖNTEM
Projede uygulanacak yöntem ve araştırma teknikleri (veri toplama araçları ve analiz yöntemleri dahil) ilgili literatüre atıf yapılarak açıklanır. Yöntem ve tekniklerin projede öngörülen amaç ve hedeflere ulaşmaya elverişli olduğu ortaya konulur. 

Yöntem bölümünün araştırmanın tasarımını, bağımlı ve bağımsız değişkenleri ve istatistiksel yöntemleri kapsaması gerekir. Proje önerisinde herhangi bir ön çalışma veya fizibilite yapıldıysa bunların sunulması beklenir. Yöntemlerin iş paketleri ile ilişkilendirilmesi gerekir.
	Fare EKH Hücre Kültürü

Proje kapsamında E14 fare EKH hattı kullanılacaktır fakat sorun olması durumunda bu hücre hattının yanı sıra AB2.2 (ATCC® SCRC-1023™) ve ESF 158 (ATCC® SCRC-1016™) hücre hatları da kullanılacaklardır. Hücre kültürü için x hücre kültür yöntemi kullanılacaktır (Referans). Feeder hücrelerinin satın alınması planlanmaktadır. Fakat sorun olması durumunda matrigel kullanılarak feeder free hücre kültür metodu da kullanılacaktır. 
Embriyonik Kürecik Oluşturma 

Embriyonik kürecik oluşturmak için aşağıda belirtilen medium hazırlanacaktır. Küreciklerin oluşumu için öncelikli tercih serbest kürecik oluşturma metodu olacaktır. Bu metoda göre hücre kültür pleytlerine 20 ml besiyeri içine 200.000 hücre konulacak ve çalkalamalı inkübatörde kültüre edilecek ve gün aşırı besiyeri değişimi yapılacaktır.

Oluşturulacak küreciklerde problem olması durumunda damlacık küre (Hanging Drop) metodu kullanılacaktır. Bu metot çok kanallı pipet yoluyla 1 hücre/10uL besiyeri hücre kültür pleytinin kapağına bırakılacak ve bu halde inkübatör içerisinde 48 saat kültüre edildikten sonra küreler yeni bir hücre kültür pleytine aktarılacaktır (Referans).
Besiyeri içeriği:

IMDM+, 15% ES qualified serum, 1% Pen/strept, 1% Glutamax, Holotransferrin. Ascorbic acid, IPT

FACS analizi ve hücre ayrımı

Kültüre edilen kürecikler tripsin ile tek hücreli süspansiyon haline getirildikten sonra uygun antikorlarla işaretlenerek BD firmasının protokolüne göre FACS cihazı kullanılarak hücre analizi ve beraberinde hücre ayrımı yapılacaktır. Bu aşamada FLK1 ve PDGFαR antikorları kullanılacaktır. 

4 alt grup hücre ayrıştırılması planlanmaktadır. Her bir alt gruptan en az 600.000 hücre ayrıştırılması düşünülmektedir.

1.) FLK1- PDGFαR-, 

2.) FLK1+ PDGFαR+, 

3.) FLK1+ PDGFαR- 

4.) FLK1- PDGFαR+

Ayrıştırılan hücreler pelletler halinde RNA izolasyonuna kadar sıvı azot içinde saklanacaktır.
Total RNA İzolasyonu

Ayrıştırılan hücrelerden TRİZOL ile firma protokolüne bağlı kalınarak RNA izolasyonu yapılacaktır.  İzole edilen RNA’lara 1ul/50ul RNA inhibitörü eklenerek -80°C saklanacaktır.

miRNA Ekspresyon Analizi

miRNA ekspresyon analizi için X marka X tarayıcı kullanılacaktır. miRNA ekspresyon profili için deneyin yapılacağı tarihte geçerli olan en son versiyon çip kullanılması planlanmaktadır. miRNA veri analizleri konusunda X1 ve X2 yazılımlarından faydalanacaktır. 

Biyoinformatik analizlerin ardından; miRNA bilgi bankaları taraması yapılarak mezodermal gelişimde önemli rol oynayan, çeşitli biyokimyasal yolaklardaki (Şekil 1) genleri hedefleyen miRNA’lar tespit edilecektir. Bu analizlerde X Pathway Analysis, X, X gibi analiz programları ve veritabanlarından faydalanılacaktır (Referans).   
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Şekil1: Mesodermal farklılaşmada önemli olduğu bilinen moleküler yolaklar. Proje yürütücüsü tarafından Ingenuity programı kullanılarak hazırlanmıştır.
miRNA analizlerinin ardından tespit edilen bütün miRNA’ların bir arada çalışması mümkün olmadığından en kritik olduğu düşünülen 5 miRNA ve/veya onları baskılama amaçlı anti-miRNA’lar transfeksiyon deneylerinde kullanılacaktır (Olumlu sonuç alınamaması durumunda bu 5 miRNA’nın sayısı deney sonuçlarına bağlı olarak artırılabilecektir). miRNA transfeksiyonlarında yeni nesil oligonükleotitler kullanıldığı için bu moleküller nükleazlara daha dirençlidirler. Bu şekilde transfeksiyon stabilitesi artmaktadır. Bu da yapılacak geçici transfeksiyonun etkinlik süresini uzatacaktır. Bu çalışmada geçici transfeksiyon yöntemi kullanılması ileri planda hücresel tedavi amacına da hizmet edeceğinden özellikle seçilmiştir. Değinilmesi gereken bir başka nokta ise, transfeksiyon deneylerinde etkin ve hızlı yanıtlar almak için olgun miRNA ve/veya anti-miRNA’lar kullanılmasıdır.

Belirlenen miRNA’ların ekspresyon seviyelerine; 4 alt grup hücrede mikroarray sonuçlarının doğrulanması için, real-time PCR vasıtasıyla ayrıca kontrol edilecektir. Bu amaçla X marka kitler kullanılacak ve üretici protokolleri üzerinden deneyler gerçekleştirilecektir.

Transfeksiyon Deneyleri

Fare EKH’lerini transfekte etmek için daha önce literatürde başarıyla uygulanan lipozomal taşıyıcılar, üretici protokollerine göre kullanılacaktır. Transfeksiyonda miRNA ve/veya anti-miRNA kontrol oligonükleotitlerle birlikte kullanılacaktır.

Transfeksiyon sonrasında, transfeksiyon işleminin başarısını değerlendirmek için real-time PCR’la hedef miRNA ekspresyon seviyeleri kontrol edilecektir. Ayrıca transfeksiyon stabilitesinin anlaşılması için de transfeksiyondan sonraki 24-48-72-96 saatlerde hedef miRNA’ların ekspresyon seviyeleri de kontrol edilecektir. 

Transfeksiyon sonrası fare EKH örneklerinden embriyonik kürecik oluşturulacak ve FACS analizi ve hücre ayrımı  başlığında izah edildiği gibi FACS yapılacaktır.  
miRNA’ların Hedef Genlerinin Ekspresyon Analizleri

Belirlenen miRNA’lar için yapılan literatür araştırmalarında ve miRNA analiz veritabanalarında incelenmesi sonucu önemli olduğu belirlenen hedef genlerin ekspresyon analizleri miRNA transfeksiyonları gerçekleştirildikten sonra real-time PCR ile yapılacaktır. Bu sayede transfekte miRNA’ların hedef genler üzerindeki etkileri araştırılacaktır (Referans).
Çizgili kas farklılaştırması

Embriyonik küreciklerin 5. gününde bu kürecikler tripsinize edilerek FLK1- PDGFαR+ hücreler FACS ile ayrıştırılıp, jelatinli flasklara monolayer olarak kültüre edilecektir. Besiyeri olarak ilk 5 gün embriyonik kürecik besiyeri ardından aşağıda verilen vasat hazırlanarak miyofibrillerin oluşması gözlemlenecektir. Burada kontrol olarak, kontrol oligo transfeksiyonu yapılan hücreler ile tamamen yabanıl tip E14 hücre hattı da ayrıca kullanılacaktır.
DMEM (Gibco), 2% Horse Serum (Hyclone), penicillin/streptomycin, 2 mM Glutamax

Kan öncü hücrelerin farklılaşması

İzole edilmiş FLK1+ PDGFαR- gruplar yarı-katı ortamda kan öncü hücreleri bakımından kontrol edilecektir. Genel itibarıyla; 102 izole edilmiş hücre gelecek şekilde %1.1 methilsellüloz içeren 1 mL IMDM, %30 FBS, 5 × 10−5 mol/L 2-merkaptoetanol, 100 ng/mL SCF, 100 ng/mL thrombopoietin, 100 ng/mL IL-3, 100 ng/mL IL-6, 100 ng/mL granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), ve 5 units/mL erythropoietin ile birlikte inkübatörde kültür edilir. 14 günün ardından oluşan koloni sayısı ve çeşidi ile birlikte ekilen hücre sayısı analiz edilecektir. Bu aşamada hematopoietik kök hücre potansiyeli ve oluşan koloni fenotipine göre de koloni çeşidi kantitatif olarak değerlendirilecektir. Ayrıca bu deneylerde kontrol olarak, kontrol oligo transfeksiyonu yapılan hücreler ile tamamen yabanıl tip E14 hücreleri de kullanılacaktır (Referans).
Şekil 2’de projenin yöntem basamakları özetlenmiştir.

[image: image2.png]


Şekil 2. Projenin yöntemsel aşamaları



3. PROJE YÖNETİMİ     

3.1. Yönetim Düzeni: İş Paketleri (İP), Görev Dağılımı ve Süreleri

Projede yer alacak başlıca iş paketleri, her bir iş paketinin kimler tarafından hangi sürede gerçekleştirileceği “İş-Zaman Çizelgesi” doldurularak verilir. Her bir iş paketinde görev alacak yürütücü, araştırmacı ve personel ayrıntılı olarak belirtilir. Literatür taraması, gelişme ve sonuç raporu hazırlama aşamaları, proje sonuçlarının paylaşımı, makale yazımı ve malzeme alımı ayrı birer iş paketi olarak gösterilmemelidir. 
İŞ-ZAMAN ÇİZELGESİ (*)
	İP No
	İş Paketlerinin

 Adı ve Tanımı
	Kim(ler) Tarafından Gerçekleştirileceği
	AYLAR

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30
	31
	32
	33
	34
	35
	36

	1 
	Bakteri suşlarının  hazırlanması, yüksek miktarda RNA izolasyonları ve karakterizasyon çalışmaları
	 Yürütücü,  Araştırmacı 1, bursiyerler
	
	
	
	
	  
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	

	2
	 RNA’ların  immün stimülan aktivitelerinin in vitro deneylerde test edilmesi (hücre hatları)
	Yürütücü,  Araştırmacı 2,  bursiyerler
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	

	 3
	  RNA’ların  immün stimülan aktivitelerinin in vitro deneylerde test edilmesi (insan kanı)
	 Yürütücü,  Araştırmacı 1, Araştırmacı 2, bursiyerler
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	

	4 
	 RNA’ların floresan boyayla işaretlenerek hücre içi alımlarının belirlenmesi
	 Yürütücü,  Araştırmacı 1, bursiyerler
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	

	 5
	 RNA’ların in vivo adjuvant etkilerinin belirlenmesi
	Yürütücü,  Araştırmacı 2, bursiyerler,  danışman
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	


 (*) Çizelgedeki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.
3.2. Başarı Ölçütleri 

Projenin tam anlamıyla başarıya ulaşmış sayılabilmesi için İş-Zaman Çizelgesinde yer alan her bir ana iş paketinin hedefi, başarı ölçütü ve projenin başarısındaki önem derecesi aşağıdaki Başarı Ölçütleri Tablosu’nda belirtilir.

Başarı ölçütü olarak her bir iş paketinin hangi kriterleri sağladığında başarılı sayılacağı açıklanır. Başarı ölçütü, ölçülebilir ve izlenebilir nitelikte olacak şekilde nicel veya nitel ölçütlerle (ifade, sayı, yüzde, vb.) belirtilir.
BAŞARI ÖLÇÜTLERİ TABLOSU (*)
	İP No
	İş Paketi Hedefi
	Başarı Ölçütü
	Projenin Başarısındaki Önemi (%)**

	
	
	
	

	1
	Bakteri suşlarının  hazırlanması, yüksek miktarda RNA izolasyonları ve karakterizasyon çalışmaları
	Projede bahsedilen bakteri suşlarından yüksek saflıkta ve miktarda RNA eldesi
	15

	2
	RNA’ların  immün stimülan aktivitelerinin in vitro deneylerde test edilmesi (hücre hatları)
	Stabil hücre hatlarında aktivite tayini
	25

	3
	RNA’ların  immün stimülan aktivitelerinin in vitro deneylerde test edilmesi (insan kanı)
	Primer kan hücrelerinde aktivite tayini
	25

	4
	RNA’ların floresan boyayla işaretlenerek hücre içi alımlarının belirlenmesi
	Akış sitometre ile içeriye alınan RNA miktarlarının katitatif olarak belirlenmesi
	15

	5
	RNA’ların in vivo adjuvant etkilerinin belirlenmesi
	İmmün stimülan etkilerin model organizmada sınanması
	20


 (*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.
 (**) Sütun toplamı 100 olmalıdır.
3.3. Risk Yönetimi
Projenin başarısını olumsuz yönde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle karşılaşıldığında projenin başarıyla yürütülmesini sağlamak için alınacak tedbirler (B Planı) ilgili iş paketleri belirtilerek ana hatlarıyla aşağıdaki Risk Yönetimi Tablosu’nda ifade edilir. B planlarının uygulanması projenin temel hedeflerinden sapmaya yol açmamalıdır.

                                                       RİSK YÖNETİMİ TABLOSU (*)
	İP No
	En Önemli Riskler
	Risk Yönetimi (B Planı)

	1
	RNA’ların yeterli saflıkta izole edilememesi
	İzolasyon protokolleri modifiye edilip farklı yöntemlerle optimizasyon yapılacaktır

	2
	RNA’ların immün stimulan aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmaması
	İnsan popülasyonu içerisinde yanıtlar büyük farklılıklar gösterebildiği için kullanılan örnek sayısı arttırılacaktır.

	3
	Kommensal patojen ayrımının yeterince net olmaması
	rRNA’lardaki 23S, 16S ve 5S fraksiyonları birbirlerinden ayrılacak ve en çok fark gösteren fraksiyonla deneylere devam edilecektir.


   (*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.

3.4. Araştırma Olanakları

Projenin yürütüleceği kurum ve kuruluşlarda var olan ve projede kullanılacak olan altyapı/ekipman (laboratuvar, araç, makine-teçhizat, vb.) olanakları belirtilir.

ARAŞTIRMA OLANAKLARI TABLOSU (*)
	Kuruluşta Bulunan Altyapı/Ekipman Türü, Modeli

(Laboratuvar, Araç, Makine-Teçhizat, vb.)
	Projede Kullanım Amacı

	NanoDrop spektrofotometre
	RNA miktarlarının tayininde kullanılacaktır.

	ELISA Okuyucusu
	Hücre sıvılarında bulunan sitokinlerin tayininde kullanılacaktır.

	Accuri marka Akış sitometresi
	Hücre içi sitokin boyaması ve diğer akış sitometrik analizler 

	Floid marka hücre görüntüleme istasyonu
	Nötrofillerden atılan DNA NET’lerinin görüntülenmesi


(*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.
4. YAYGIN ETKİ
4.1. Projeden Beklenen Yaygın Etki 

Proje başarıyla gerçekleştirildiği takdirde projeden elde edilmesi öngörülen ve beklenen yaygın etkilerin neler olabileceği, diğer bir ifadeyle projeden ne gibi çıktı, sonuç ve etkilerin elde edileceği aşağıdaki tabloda verilir.

PROJEDEN BEKLENEN YAYGIN ETKİ TABLOSU

	Yaygın Etki Türleri
	Projede Öngörülen ve Beklenen Çıktı, Sonuç ve Etkiler

	Bilimsel/Akademik 

(Makale, Bildiri, Kitap Bölümü, Kitap) 
	Makale: Proje sonuçlarının kas kök hücrelerinin hücre fizyolojisi etkilerinin ortaya konacağı en az iki uluslararası yayına aracılık edeceğini ön görüyoruz:

1. Klf5’İn genom hedeflerinin doğrulanması. Bu çalışma alanında X numaralı TÜBİTAK 1001 projesinde çok yol alınmıştır. Ancak yüksek ölçekli genombilim araçları ile saptanan genom hedeflerinin doğrulamalarının yapılabilmesi gerekmektedir. Bu proje çıktıları bu konuda büyük imkanlar sunacaktır.

2. Klf5’in kas kök hücrelerinin çoğalma ve farklılaşma sürecinde etkileştiği diğer proteinler ve yolakların tanımlanması, kas hastalıklarında gözlenen farklılaşma kusurlarının açıklanabilmesine yönelik yeni mekanizma ve yolakların tanımlanacağı bir yayın planlanmaktadır.

	Ekonomik/Ticari/Sosyal

(Ürün, Prototip, Patent, Faydalı Model, Üretim İzni, Çeşit Tescili, Spin-off/Start- up Şirket, Görsel/İşitsel Arşiv, Envanter/Veri Tabanı/Belgeleme Üretimi, Telife Konu Olan Eser, Medyada Yer Alma, Fuar, Proje Pazarı, Çalıştay, Eğitim vb. Bilimsel Etkinlik, Proje Sonuçlarını Kullanacak Kurum/Kuruluş, vb. diğer yaygın etkiler)
	Faydalı model: Bu proje genom mühendisliği ürünü, genetiği değiştirilmiş hücre hatları geliştirilerek yürütülmektedir. Kas hastalıklarının moleküler temellerinin aydınlatılması, kas kök hücrelerinin temel hücresel işlevlerinin anlaşılabilmesi amacıyla geliştirilen bu hücre modelleri kullanıma sunulmaktadır. 

Yeni teknik: CrispR/CAS genom düzenlenme araçları aracılığı ile geliştirilen model hücreler protein analiz çalışmalarında kullanıma sunularak genom mühendisliği ve hedeflenmiş mutasyon oluşturma uygulamaları ürüne aracılık etmektedir. Bu yaklaşım ülkemizin önemli bir halk sağlığı sorunu olarak görülmesi gereken tek gen hastalıklarında mutasyon – fenotip ilişkisinin modellenmesinde uygulama kazanımları sağlayacaktır.



	Araştırmacı Yetiştirilmesi ve Yeni Proje(ler) Oluşturma 

(Yüksek Lisans/Doktora Tezi, Ulusal/Uluslararası Yeni Proje)
	Araştırmacı ve bilgi birikimi: Bu projenin, genom düzenlenme araçları alanında tecrübe, bilgi birkimi ve uygulama pratiğine sahip yeni araştırıcılar yetişmesine katkısı olacaktır. Proje kapsamında bir yüksek lisans ve bir doktora öğrencisinin bursiyer olarak çalışması önerilmiştir. 

Yeni proje ve İşbirlikleri: Bu proje, ülkemizde disiplinler arası araştırma işbirliklerini içermektedir. Temel sağlık sorunlarına temel bilimler çerçevesinden yaklaşım ve problem çözümlerine yönelik tanımlayıcı bir araştırma çalışmasıdır. Ayrıca, bu proje kapsamında Kas hastalıklarının tedavisine yönelik Treat-MD Avrupa Birliği projesi ve Phenomin fare modelleri geliştirme


4.2. Proje Çıktılarının Paylaşımı ve Yayılımı 

Proje faaliyetleri boyunca elde edilecek çıktıların ve ulaşılacak sonuçların ilgili paydaşlar ve olası kullanıcılara ulaştırılması ve yayılmasına yönelik yapılacak olan toplantı, çalıştay, eğitim, web sitesi ve benzeri etkinliklerin aşağıdaki tabloda verilmesi beklenir.

PROJE ÇIKTILARININ PAYLAŞIMI VE YAYILIMI TABLOSU (*)

	Etkinlik Türü (Toplantı, Çalıştay, Eğitim, Web sayfası, vb.)
	Paydaş / Olası Kullanıcılar
	Etkinliğin Zamanı ve Süresi

	Ulusal ve uluslar arası Toksikoloji, Endokrinoloji, Pediatri ve Kadın Doğum kongre, sempozyum ve çalıştayları 
	Toksikologlar, kadın doğum, pediatri ve endokrin uzmanları, ulusal ve uluslar arası düzenleyici kuruluşlar (Örn, Sağlık Bakanlığı, Çevre ve Şehircilik Bakanlığı, EMA, FDA, WHO, EPA gibi)
	Projenin 20. Ayında yapılması planlanmaktadır.

	Web sayfası tasarımı ve uygulaması
	Ülkemiz HSP hastaları ve aileleri
	Projenin ikinci yılında kullanıma açılacaktır.


  (*) Tablodaki satırlar gerektiği kadar genişletilebilir ve çoğaltılabilir.

BELİRTMEK İSTEDİĞİNİZ DİĞER KONULAR

     Sadece proje önerisinin değerlendirilmesine katkı sağlayabilecek bilgi veya veri (grafik, tablo, vb.) eklenebilir. 
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