TiBiTAK
UYARI: Proje 6rnekleri; btiinliik arzeden ideal bir proje anlamina gelmemekle birlikte, aragtirmacilara proje yaziminda yardimer olmak
ve fikir vermek amaci ile daha 6nce TUBITAK’a sunulan cgesitli projelerin Ozet/Abstract, Amac ve Hedefler, Konu, Kapsam ve Literatiir
Ozeti, Ozgiin Deger, Yontem, Proje Yonetimi, Ekip ve Arastirma Olanaklari ile Yaygin Etki boliimlerinden alintilar yapilarak

olusturulmustur.

1001 — BILIMSEL VE TEKNOLOJIK ARASTIRMA PROJELERINi DESTEKLEME PROGRAMI

Basvurunun bilimsel degerlendirmeye alinabilmesi igin, Arial 9 yazi tipinde hazirlanmasi ve
toplamda 20 sayfay1 gegmemesi gerekmektedir. (EK-1 ve EK-2 harig) (*)

Arastirma proje onerisi degerlendirme formuna
http://www.tubitak.gov.tr/tubitak content filessARDEB/destek prog/danisman panelist/ DA Panelist Proje Onerisi Degerlendirme Formu.doc
adresinden ulasabilirsiniz.

1. PROJE OZETIi

Proje basligi, ézeti ve anahtar kelimeler Tiirkge ve Ingilizce yazilmalidir. Proje 6zetleri birer sayfayi gegmemelidir. Ozet
(summary) projenin soyut bir tanitimi degil, ana hatlari ile dnerilen projenin:

i. Amaci,
ii. Konunun kisa bir tanitimi, neden bu konunun segildigi ve 6zgiin degeri,
iii. Kuramsal yaklagsim ve kullanilacak yontemin ana hatlari,
iv. Ulasiimak istenen hedefler ve beklenen giktilarin bilimsel, teknolojik ve sosyo-ekonomik ne tiir katkilarda bulunabilecegi

hususlarinda ayri paragraflar halinde kisa ve net cimlelerle bilgi verici nitelikte olmalidir.
Anahtar Kelimeler ve Ingilizce karsiliklari (keywords) uluslararasi literatire uygun bir sekilde secilerek 6zet sayfasinin sonundaki
ilgili bélimde ayrica belirtiimelidir.

Proje Bashgi : xxx

Proje Ozeti

5-Lipoksijenaz (5-LO), arasidonik asitten (AA) I6kotrien (LT) biyosentezinde ilk basamagi katalizleyen enzimdir. Bu basamak
AA’in 5-LO enzimi tarafindan kullanilabilmesine yardimci bir protein, “5-LO aktive edici protein (FLAP)” varliginda gerceklesir.
LT’ler enflamatuvar ve alerjik hastaliklarin patofizyolojisinde énemli rol oynayan mediyatdrler olup, 5-LO yolagi ile sentezlenen
LT’lerin ateroskleroz, kanser ve osteoporozda da énemli rol oynadigi gdsterilmistir. Bu sebeple, 5-LO enzimi ve/veya FLAP
yardimci proteinin inhibisyonu sonucu erken basamakta LT biyosentezinin engellenmesi gergeklestirilerek dzellikle astim gibi
antilokotrien tedavi gerektiren hastaliklar icin bu proteinler 6nemli birer ila¢g hedefi haline gelmistir. FLAP ve 5-LO proteinin
kristal yapilarinin 2011 ve 2007 yillarinda agiklanmis olmasi nedeniyle her iki protein igin ¢ok kisith sayida yapi aktivite
calismasi mevcuttur.

Bu bilgiler 1siginda 5-LO ve FLAP proteinlerinin aktif bolgelerinin yapisal 6zelliklerinin anlasilmasi ve etkin inhibitorlerin
geligtiriimesi Gzerine calismalarimiz sirasinda bu proje 6nerisi icin temel arastirma safhasinin tamamlandigi 6én sonuglara
ulasiimigtir. On calismalarimizda benzimidazol ana yapisini tasiyan bir seri bilesik sentezi gergeklestiriimis ve FLAP inhibitér
aktivite gosteren BRP-7 kodlu bilesik bu projedeki ileri calismalarin temelini olusturmak lzere 6ncl bilesik olarak segilmistir.
BRP-7 bilesigi ile yapilan farmakolojik galismalarimiz sonucunda bu bilesigin saflastiriimis 5-LO enzimini inhibe etmedigi ancak
bu enzimi barindiran insan l6kositlerinde LT biyosentezini 0.31 uM IC50 degeri ile inhibe ettigi tespit edilmistir (bu test
sisteminde ticari olarak mevcut tek LT biyosentez inhibitori olan Zileuton igin IC50 degeri 0.8 uM olarak bulunmustur). FLAP
inhibitorlerinin karakteristik 6zelliklerinden birisi 5-LO enziminin sitozolden nétrofilin periniikleer bdlgesine translokasyonunu
bloke etmesidir. Calismalarimiz sonucu BRP-7’'nin artan konsantrasyonlarda 5-LO enziminin nikleer membrana
translokasyonunu inhibe ettidi tespit edilmistir ve translokasyonun inhibisyonu 1 pM konsantrasyonda basglamistir.

Bunun yaninda FLAP inhibitoérleri icin bir diger karakteristik 6zellik artan AA konsantrasyonlarinda inhibitor aktivitenin
bozulmasidir ki ortama ilave edilen 40 yM AA BRP-7'nin inhibitor aktivitesini engellemistir. BRP-7 bilesiginin AA metabolik
yolaginda ki diger enzimler tzerinde inhibitor etkileri de arastiriimig, COX-1, COX-2 ve mPGES-1 enzimleri lizerinde 10-50 pM
konsantrasyonlarda inhibitor etkisi gézlenmemistir. BRP-7'nin in vivo olarak siganlarda akciger zari iltahabini Onleyici etkisi
“karragenan-ile-indiklenmis pleurisy yontemi” ile test edilmis ve pleural kavitedeki eksuda volimini % 33 oraninda azalttigi
tespit edilmistir. Ayrica pelural kavitedeki enflamatuvar hicre sayisini % 20 ve LTB4 miktarini ise % 29 inhibe ettigi
belirlenmistir. Her ne kadar BRP-7'nin in vivo aktivitesi ylksek bulunmadiysa da, LTB4 olusumu igin spesifik etkisi dikkat
cekicidir. Ayrica BRP-7 icin kardiyak toksisite biyomarker’t olan hERG inhibisyonu test edilmis ve 10 yM konsantrasyonda
hERG inhibisyonu % 1'den az bulunmustur. Bunun yaninda ila¢ etkilesimleri ve toksisite agisindan 6énemli bir enzim olan
CYP3A4 (zerindeki inhibitor etkisi 1-25 yM konsantrasyon araliginda test edilmis ve BRP-7’nin bu enzimi inhibe etmedigi
gOsterilmistir. Bbylece calismalarimiz sonucu, selektif FLAP inhibitori olarak temel arastirma asamasi ve kesif fazini
tamamlanmis olan BRP-7 &6nci bilesidi 6n klinik galismalar icin daha potent ilag adayi gelistirmek amaciyla bu projenin
baslangi¢ noktasini olugturmak lizere segilmistir.

Bu proje kapsaminda BRP-7 bilesiginin daha potent tirevlerinin gelistiriimesi amaciyla kimyasal sentez, molekuler modelleme
ve biyolojik aktivite test calismalar yuratilecek olup kurulacak yapi-etki iliskileri sonucu FLAP inhibitor aktivitesi gelistiriimis ila¢
aday! olabilecek vyeni tlrevlere ulasiimasi planlanmaktadir. Ayrica BRP-7'nin molekiiler seviyede etki mekanizmasinin
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aydinlatiimasi i¢in farmakolojik galismalar yuruatilecektir. En aktif segilen molekillerde karragenan ile indiiklenmis pleurisy test
ile siganlarda bilesiklerin in vivo aktiviteleri de test edilerek in vitro aktif bilesiklerin in vivo aktiviteleri de belirlenecektir. Bir
molekilin ilag adayi olarak degerlendiriimesi icin sadece hedeflenen aktivitesinin artmasi yeterli olmayip, ayrica yan etki
profilinin iyilestiriimesi ¢calismalari da gerekmektedir. Bu bakimdan giunimizde aktif bir molekilin ilag adayi olarak 6n klinik
calismalara alinmadan 6nce Ozellikle kardiyak toksisite icin hERG (human Ether-a-go-go Related Gene) ve ilag etkilesimleri igin
CYP450 enzim inhibisyonu galismalarinin da yapilmasi dngértlmektedir. Bu sebeplerle 6ncu bilesigin daha ileri gelistiriimesi ve
daha potent turevlerin elde edilmesi icin gerekli sentez g¢alismalari ile yapi ile aktivite arasindaki iliskinin anlasiimasi, aktif
turevlerin ilag etkilesimleri agisindan énemli sitokrom P450 (CYP3A4, 2C9, 2D6, 2C19, 1A2) izoformlar Uzerindeki inhibitor
etkileri galigmalarinin tamamlanarak 6n klinik ¢calismalar dncesi gerekli verilerin belirlenerek 6n klinik caligmalara alinmak lGzere
ilag aday1 olabilecek bilesiklerin saptanmasi bu proje kapsaminda planlanan faaliyetlerle gerceklestirilecektir. Proje sonunda
ulasilacak aktif ve optimize edilmis molekuller ileri 6n klinik ¢calismalar igin dederlendirilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Astim, Antienflamatuvar, Lokotrien, FLAP, 5-Lipoksijenaz

Project Title : xxx

Project Summary

5-Lipoxygenase (5-LO) catalyzes the early step in the biosynthesis of leukotrienes (LT) from arachidonic acid (AA). The efficient
utilization of AA by 5-LO for LT synthesis also requires a helper protein termed “5-LO activating protein (FLAP)”. LTs are the
mediators of various pathological conditions including inflammation and allergic reactions, and it has recently been
demonstrated that 5-LO pathway also associates with atherosclerosis, cancer and osteoporosis. Hence, 5-LO and FLAP have
become an important drug target where its inhibition may lead to development of new therapeutic treatments for pathologies
that require anti-LT therapy.

With the aim of understanding the structural properties and differences of 5-LO and FLAP active sites, and to develop potent
inhibitors for both enzymes, we previously intiated a project and obtained preliminary results which constitutes the basis of this
project proposal. In our preliminary work, a series of compounds bearing benzimidazole structure were synthesized and one of
the compounds (BRP-7) which showed FLAP inhibitory activity was chosen for further development. Pharmacological studies
indicated that BRP-7 resulted in inhibition of LT biosynthesis in human leukocytes with an IC50 value of 0.31 uyM without
interfering with purified 5-LO (zileuton, the only commercially available 5-LO inhibitor has the IC50 of 0.8 uM in the same assay
system). One of the characteristics of FLAP inhibitors is that they inhibit the translocation of 5-LO from cytosol to pronuclear
region of nuclear membrane and BRP-7 inhibited this translocation starting at 1 uM concentration.

In addition, increasing concentrations of AA impairs the inhibitory potential of FLAP inhibitors and addition of 40 yM AA
prevented the inhibitory potential of BRP-7 in human leukocytes. The selectivity of BRP-7 on other enzymes in the AA pathway
was also investigated and found that BRP-7 did not result any inhibition on COX-1, COX-2 and mPGES-1 at 10-50 uM. The in
vivo activity of BRP-7 was also tested in rats using carrageenan-induced pleurisy test resulting a 33% inhibition of exudate
volume, 20% inhibition of inflammatory cells and also 29% inhibition of LTB4 amount in the pleural exudate. These results
indicate that we successfully completed the discovery phase in our studies and chose the BRP-7 as a candidate for further
development for preclinical studies.

In this project, we aim to develop more potent derivatives of BRP-7 with improved metabolic and pharmacokinetic properties.
Therefore, we plan to carry out synthetic, molecular modelling and pharmacological studies to develop structureactivity
relationships for compounds with improved FLAP inhibitory potential. Additional pharmacological studies will also be carried out
to elucidate the mechanism of action at the molecular level. The selected active compounds will also be tested in rats using
carrageenan-induced pleurisy test. We will also test the selected active compounds for hERG inhibiton (human Ether-a-go-go
Related Gene) as well as for inhibition of certain CYP isoforms (CYP3A4, 2C9, 2D6, 2C19, 1A2) which are important in drug
metabolism. Based on the SAR data relating the pharmacological, metabolic and pharmacokinetic studies, the optimized
molecules will be evaluated for further preclinical studies.

Keywords: Asthma, Anti-inflammatory, Leukotriene, FLAP, 5-Lipoxygenase

2. AMAC VE HEDEFLER

Projenin amaci ve hedefleri ayri bolimler halinde kisa ve net cumlelerle ortaya konulmalidir. Amag¢ ve hedeflerin belirgin,
olculebilir, gercekgi ve proje siresinde ulagilabilir nitelikte olmasina dikkat edilmelidir.

Bu projede ‘self-etching’ adezivlerin raf émdurlerini ve bdylece dise baglanma guvenliligini iyilestirmek amaciyla, s6zkonusu
adezivlerden istenilen Ozellikleri [ i) mine ve dentini asindirma; ii) dis dokusu ile bag yapabilme; iii) su, etanol ve adeziv
bilesiminde ¢6zlinebilme; iv) yliksek homo- ve kopolimerlesme hizi; v) diisiik hacimce biziisme (amid monomerleri igin); vi)
ylksek mekanik 6zellikler (amid monomerleri igin); vii) agiz ve hiicrede disiik toksisite] saglayan, ancak hidroliz olabilecek ester
gruplari icermeyen yeni monomerlerin sentezi ve 8zelliklerinin arastiriimasi amaclanmaktadir. Dolayisiyla, bu monomerlerin
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ticari adezivlerden daha Ustiin kabul edilmesi beklenmektedir. Yeni monomerlerin sentez yontemleri ve gesiti 6zellikleri
bulunmus olacaktir. Bu sonuglar bilimsel dergilerde makale olarak yayinlanacaktir.

3. KONU, KAPSAM ve LITERATUR OZETi

Proje 6nerisinde ele alinan konunun kapsami ve sinirlari, projenin arastirma sorusu veya problemi agik bir sekilde ortaya
konulmali ve llgili bilim/teknoloji alan(lar)indaki literatiir taramasi ve degerlendiriimesi yapilarak proje konusunun literatiirdeki
6nemi, arka plani, buglin gelinen durum, yagsanan sorunlar, eksiklikler, doldurulmasi gereken bosluklar vb. hususlar agik ve net bir
sekilde ortaya konulmalidir.

Literatir degerlendirmesi yapilirken ham bir literatir listesi dedil, ilgili literatliriin 6zet halinde bir analizi sunulmalidir. Referanslar
http://www.tubitak.gov.tr/ardeb-kaynakca sayfasindaki acgiklamalara uygun olarak EK-1'de verilmelidir.

insanlarda cocukluktan eriskinlige gecisi saglayan piiberte siirecinin nasil basladigi bilinmemektedir. Piibertenin baslangicini
belirleyen temel olay hipotalamustaki GNRH néronlarinin pulsatil olarak GNRH salgilamaya baslamasidir. Giinimiizdeki anlayisa
gbre cocukluk cadr boyunca “GNRH pulse generator’” frenlenmistir. Pubertenin baslamasini belirleyen bu inhibisyonun
kalkmasidir ancak bunun nasil oldugu bilinmemektedir (Plant et al. 2008, Ojeda et al. 2010).

Hipogonadotropik hipogonadizm (HH) cesitli nedenlerle gonadotropinlerin salgilanmasindaki bir yetersizlik sonucu, adolesan
dénemde ikincil cinsiyet karakterleri ve Greme iglevlerinin gelisememesini tanimlar (Crowley 2008, Topaloglu ve Kotan 2010). HH
siklikla hipotalamohipofizer bolgeyi etkileyen yapisal bir lezyon (timor, infiltrasyon vb.) ya da islevsel bir bozukluk (asin zayiflik,
kronik hastalik vb.) sonucu olusur. IHH tanimi bdyle bir yapisal ya da islevsel bozuklugun olmadigi heterojen bir grubu kapsar. Bu
gruptaki olgularin yaklasik yarisinda neden Kallmann sendromudur. Bu sendromda olfaktor aksonlar boyunca GnRH néronlarinin
embriyonik migrasyonunda da bir bozukluk oldudu i¢in, Kallmann sendromlu olgularda, IHH yaninda koku alma islevi de yoktur
(anosmi).

IHH'li olgularda eger koku alma iglevi normalse bu durum normosmik IHH (nIHH) olarak adlandirilir. Mutasyona ugradiklarinda
insanda nlHH hastalik fenotipine yol agan genlerin plUberte mekanizmasinda esansiyel rollere sahip olduklari defalarca
gosterilmistir. Bu genler ilk tanimlanislarina dayali kronolojik siraya gére; GNRHR (De Roux et al. 1997), GPR54 [KISS1R] (de
Roux et al 2003, Seminara et al. 2003), GNRH1 (Bouligand et al. 2009)'dir. Kisspeptin reseptoriini kodlayan GPR54 (KISS1R)
genindeki inaktive edici mutasyonlara bagh nIHH az sayida nIHH olgusunda rapor edilmistir (De Roux et al. 2003, Seminara et al.
2003). iki énceki projemiz gergevesinde yaptigimiz galismalar sonucu Neurokinin B sinyal yolaginin insan piibertesindeki roliinii
tanimladik. Neurokinin B sinyal yolaginda yer alan genler TAC3 ve TACRS sirasiyla neurokinin B (NKB) adl bir néropeptidi ve
onun reseptdrinu (NK3R) kodlamaktadirlar. Bu iki genden biri mutasyona ugradiginda hipotalamustaki GnRH salgilayan
noronlardan bu hormonun salgisi yapilamamakta ve nlHH fenotipi olugsmaktadir. Bu bulgularin tetikledigi c¢esitli hayvan
modellerindeki galismalar ritmik GNRH sinyal ureticisinin (GnRH pulse generator) intrinsik yapi ve isleyisini agiklamak Uzere
KNDy (Kisspeptin, Nérokinin B, Dynorphin) olarak adlandirilan bir modelin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Lehman et al. 2010).
Buna gore hipotalamustaki arcuate (insanda infindubular) nikleustaki KNDy noéronlarinda 3 néropeptit (Kisspeptin, NKB ve
Dynorphin) birlikte eksprese olmaktadir. Bunlardan NKB stimilator, Dynorphin (Dyn) ise inhibitdr olarak ¢ok kisa zaman aralikh
olarak reseptorleri (sirasiyla NK3R ve KOR) araciligiyla karsilikli etkilesmektedir. Bu etkilesimin sonucunda intermittent aksiyon
potansiyelleri olusmaktadir. Her bir aksiyon potansiyeli KNDy néronlarindan bir kisspeptin (Kp) molekiliniin intermittent olarak
aksonlari vasitasi ile median eminense dogru salinmasi sonucunu dogurmaktadir. Kisspeptin median eminensteki GnRH ndéron
aksonlarinda bulunan reseptorleri [GPR54 (KISS1R)] Uzerinden hipotalamo-hipofizer portal dolagima dogru intermittent GnRH
salgilanmasina yol agmaktadir. Bu da 6n hipofizdeki gonadotroplardan pulsatil olarak FSH ve LH salgilanmasi sonucunu
dogurmaktadir (Lehman et al. 2010). Bu mekanizmanin 6teden beri soyut bir kavram olarak bilinen “GnRH pulse generator”
oldugu dusunilmektedir. KNDy modeline gére “GnRH pulse generator’” Fig.1 de hipotalamo-hipofizer-gonadal eksen icinde
gOsterilmektedir (Pinilla et al. 2012’den modifiye edildi).
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Son projemiz gergevesinde yaptigimiz ¢alismalar sonucunda, insanda KISS1 genindeki bir mutasyon sonucunda nlHH fenotipinin
gelistigi ilk kez ortaya koyuldu.. Boylelikle yeni karakterize edilen “GnRH pulse generator” yapisinda gérev alan toplam alti genden
(TAC3, TACRS3, KISS1, KISS1R [GPR54], DYN ve KOR) utgunin (TAC3, TACR3 ve KISS1) insandaki mutasyonlari ve bunun
klinik sonuglari yiksek etki de@erlerine sahip dergilerde (Tirkiye adresli olarak) ilk kez yayinlanmis oldu. Yukarida
ayrintilandinildigi gibi piberte fizyolojisinde merkezi bir 6neme sahip olan “GNRH pulse generator’ yapisi somutlastirilarak
karakterize edilmis oldu.

Ancak “GnRH pulse generator”in ¢alismasinin ekstrinsik faktérler tarafindan nasil tetiklendigi simdi daha énemli bir soru olarak
karsimizda durmaktadir. Yaygin gorise gdre puberte aktivitesi cok sayida genin ortaklasa bir faaliyetiyle yonetiimektedir. Bu
sistemin ortaya cikariimayi bekleyen daha c¢ok sayida 6gesi bulunmaktadir. Dolayisiyla bu yeni projemiz c¢ergevesinde
yapacagimiz ¢alismalar sonucunda “GnRH pulse generator’in ¢alismasini tetikleyen ekstrinsik mekanizmayi da karakterize etmis
olmayi umuyoruz. Halihazirda tanimlanmis mutasyonlar tim nlHH olgularinin ancak bir bélimiini agiklamaktadir (Crowley et al.
2008, Gurbuz et al. 2012). Dolayisiyla bozuklugunda IHH’e yol agan heniiz tanimlanmamis gen veya genlerin varhgi gicli bir
olasilik olarak kabul edilmektedir (Topaloglu ve Kotan 2010). Su anda puberteyle ilgili bilinen iki sinyal sisteminin de (Kisspeptin
ve Neurokinin B) kesfinde otozigosite haritalamasi (autozygosity mapping) yaklagiminin kullaniimis olmasi énerdigimiz yéntemin
verimliliginin guglu bir kanitidir.

Piberte sirecinin baglamamasi sonucunu doguran monogenik bir hastaligin arandigi bu ¢alismada bulunacak hastaligin kalitim
seklinin buyik bir olasilikla otozomal resesif olacagi varsayllmaktadir. Bilindigi gibi, ender goriilen ve otozomal resesif olarak
kalitilan hastaliklar, akraba evliliklerinden dodan bireylerde genel toplum ortalamasina gore ¢ok daha yiksek bir siklikla
gorilmektedir. Bati toplumlarinda %1’den az olan akraba evlilikleri orani Ulkemizde %Z20-25 gibi ¢ok yUksek oranlardadir
(Tuncbilek ve Koc 1994). Dogu Akdeniz bdlgesindeki bir calismada bu oran %30.6 olarak bulunmustur (Donbak 2004). Bu da
%0.0153 ortalama inbreeding katsayisina denk dismektedir. SNP genotiplemesi ve ylksek dansiteli genomik haritalardaki
gelismelerin olanakli kildigi etkili gen haritalama stratejilerinden en énemlisi Otozigosite Haritalamasi'dir (Lander ve Botstein
1987). Bu kavrama gore, akraba evliliklerinden dogan kisilerde goriilen otozomal resesif hastaliklarda, anne ve babadan kalitilan
her iki mutant allelin de kdkeni tek bir ortak atadir (otozigosite). Bu kavrama gére; hasta kisi yalnizca hastalik geni igin degil onun
birkag¢ centimorgan komsulugundaki SNP’ler gibi polimorfik belirleyiciler agisindan da homozigottur (otozigot bélge).

Son yillarda genomik tekniklerde gok 6nemli gelismeler olmustur. Bunlardan en énde geleni bu projede kullanimi énerilen sekans
analizi teknigidir. “Gelecek nesil sekans analizi” adi verilen bu teknikte ¢ok buyik miktardaki DNA ayni anda paralel olarak
sekanslanabilmekte, ¢ok kisa zamanda ylksek guvenilirlikte DNA sekans sonuglari elde edilebilmektedir. Bu projede 6zel bir
“gelecek nesil sekans analizi” teknigi olan “eksom sekanslamasi” (exome sequencing) kullanilacaktir (Okou et al. 2007). Hizmet
alimi seklinde yaptirmayi dustindigimuiz bu yoéntem bir bireyin genomundaki butin kodlayan bdlgelerin sekansini ortaya
koymaktadir. (http://www.nimblegen.com/products/seqcap/ez/v3/index.html) Boylelikle olasi bélgedeki genleri islev ve ekspresyon
karakterlerine gore Oncelleyerek incelemeye dayali geleneksel yonteme gore bu yeni yaklagim objektif ve dnkabulsuz sekans
verisi elde etmeyi saglamaktadir. Bu ¢ok énemlidir, zira, 6rnegin 2003 yilinda plbertedeki roli kesfedilen Kisspeptin o doneme
kadar yalnizca bir kanser metastaz inhibitdrii olarak biliniyordu ve GnRH ile iliskisine dair hicbir bilgi yoktu. Bu galismayla
bulunacak olan yeni genlerin de puberte sureciyle iliskisiz gérinmeleri timuyle mumkindir. Bu yéntem ile bizim projemizde
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oldugu gibi otozomal resesif kalitilan hastalik genlerinin kolay bir sekilde bulunabilecedi ifade edilmistir (Ng et al 2009, Bamshad
et al. 2011). Bununla uyumlu olarak insan nlHH olgularinda ilk kez KISS1 mutasyonunu gdsteren galismamizda eksom
sekanslamasi, sorumlu mutasyonu badimsiz olarak ortaya gikarmistir (Topaloglu et al. 2012). Eksom sekanlamasi kullanilarak
son 2-3 yilda otozomal resesif kalitima sahip onlarca hastaligin genetik temeli ortaya konmustur (Ng et al. 2009, Reversade et al.
2009, Bamshad et al. 2011). Eksom sekanslamasinin maliyetinde ucuzlamayla birlikte ayni ailede iki veya daha fazla kisinin
(hasta-hasta veya hasta-anne gibi) test edilmesiyle sorumlu genin bulunmasi daha da kolaylastirabilir (Bamshad et al. 2011).

Eksom sekanslamasi sonucu bir insanda ortalama olarak 20-24 bin varyantin saptandigi gézlenmigtir. Bunlarin %95’inden fazlasi
bilinen zararsiz SNP’lerdir. Otozigosite haritalamasi modeline gére hastaliktan sorumlu alel homozigot olarak bulunmalidir. Yeni
gelistirilen bir yontemle bilinen SNP’ler ve heterozigot mutasyonlar online olarak siiziilebilmektedir (Chang et al. 2012). Yine
otozigosite haritalamasi modeline gére mutasyon otozigot bolgede bulunmalidir. Buna yonelik olarak Carr et al. tarafindan
gelistirilen bir biyoinformatik yontemle (Agile Variant Mapper) genom boyu SNP mikroarray genotiplemesine gereksinim
kalmaksizin otozigot bdlgeler saptanabilmektedir (Carr et al. 2012). Zira, yukarida belirtildigi gibi eksom sekanslamasi SNP’ler
dahil genomdaki butlin varyantlari ortaya koymaktadir. Bu strecin sonunda bulunan mutasyonlar PCR ile amplifikasyonu takiben
direkt otomatik DNA sekans analizi yontemi ile teyit edilecektir. Bulunan mutasyonun otozomal resesif kalitim ilkelerine gore aile
icerisinde fenotiple birlikte dogru ayrisma gdstermesi ve kontrol populasyonunda bulunmamasi basarili sonucu dogrulayacaktir.

Bu cercevede yeni saptanmis olan mutant genlerin plberteyi baslatan mekanizmadaki yerlerini ve rollerini aydinlatabilmek en
6nemli meydan okuma olarak 6ngdrulmektedir. Buna ydnelik olarak yeni belirlenen mutant genler laboratuvarimizda LbetaT2
(hipofizer) ve GT1-7 (hipotalamik) hiicre dizilerinde ¢esitli molekdler hiicre biyolojisi teknikleri kullanilarak incelenecektir. Bilimsel
calismalarda en yodun sekilde kullanilan bu iki hiicre dizisi pUbertenin merkezi kontroliinde en yliksek éneme sahip iki dokuyu
temsil etmek Uzere fare hipotalamik hicreleri (GT1-7) ve fare hipofizer gonodotroplarindan (LbetaT2) gelistirilmistir (Liposits et al.
1991, Thomas et al. 1996). Bu hiicre dizilerinin sahibi Kaliforniya Universitesi'nden Prof. Dr. Pamela Mellon, bu hiicre dizilerini
projemiz igin Ucretsiz olarak saglama s6zi vermistir. Bu hiicre dizilerinde ilk olarak yeni saptanmis genin ekspresyonu real-time
PCR yontemiyle mRNA diuzeyinde, western blot yontemi ile de protein dizeyinde degderlendirilecektir. Ayrica yeni gen
immunohistokimya yontemi ile organel/subseliiler diizeyde incelenecektir. Yeni saptanmis genin ekspresyonunun veya fiziksel
konumunun bilinen sitimilator (6rnegin; LbetaT2 hiicre dizisinde GnRH ile GnRH reseptériinin uyarilmasi LHB geninin
ekspresyonunu arttirir) veya inhibitérlerle (6rnegdin; GT1-7 hiicre dizisinde estrojen reseptoriiniin 6strojen ile uyariimasi KISS1
geninin ekpresyonunu baskilar) degisip degismedigi, bu genin siRNA yontemi ile yaklasik olarak %80 oraninda susturulmasinin
(mRNA ve protein dizeyinin azaltiimasinin) puberte ile ilgili bilinen proteinleri (GnRH, LHbeta, kisspeptin, Neurokinin B vb.) ne
yonde etkiledidi izlenecektir. Bu gdzlemlerden yola ¢ikarak yeni saptanmis genin plberte strecindeki yeri ve islevi konusunda fikir
edinilecek gerekirse daha ileri arastirmalar (6rnegin; knock-out fare modeli olusturma) igin bir sonraki proje planlanabilecektir.

Bu projedeki c¢alismalar sonucunda buldugumuz mutasyonlarin fonksiyonel analizleri ve mutant genlerin puUberte
mekanizmasindaki yer ve islevlerinin belirlenmesine yonelik calismalar kendi laboratuvarimizda yapilacaktir. Onemli derecede
kendi laboratuvarimizda, Fakiiltemizdeki diger laboratuvarlarda ve Universitemizin ortak kullanimli Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezinde mevcut olan altyapi kullanilarak bunun mimkin olabilecegini disinmekteyiz. Proje yuraticusu bir yila
yakin bir stireyle ABD Oregon National Primate Research Centre’da Profesér Ojeda’nin laboratuarinda konuk bilim insani sifatiyla
bilimsel arastirmalarda bulunmustur. Bu projede s6zi edilen deneylerin tamami konusunda deneyim kazanmigstir. Ek olarak, bu
projede yurutilmesi 6ngorilen deneyler konusunda asagidaki uygulamali egitimleri almistir: EMBO Kursu: “Advanced techniques
in Molecular Medicine” Uppsala University, isve¢ ve TUBITAK MAM Kursu: “illeri molekiiler hiicre biyolojisi teknikleri”. Ayrica
calisma ekibimizin énemli bir elemani olan doktora égrencisi, Cambridge Universitesi, Metabolik Bilimler Enstitiisi'nde cesitli
molekdler hiicre biyolojisi teknikleri (site-directed mutagenesis, RT-PCR, Western blotting, hlicre dizileri yonetimi) ve Sanger
Enstitisi’nde eksom verisinin analizi konularinda 3 ay slreyle uygulamali egitim almistir. Fonksiyonel analizler ve molekuler
hiicre biyolojisi ¢calismalari konusunda gerektiginde yurtici ve yurtdisi igbirligi aranacak, zorunlu durumlarda yurtici veya yurtdisi
hizmet alimina gidilecektir.

Sonug olarak, bu yeni yaklagim ve olanaklarla insanda plberte sirecini baglamasini tetikleyen faktorleri aydinlatma konusunda bu
proje sayesinde basarili olacagimizi umut ediyoruz.

4. 0zGUN DEGER

Proje 6nerisinin, 6zglin degeri (bilimsel kalitesi, farkliligi ve yeniligi, hangi eksikligi nasil giderecegi veya hangi soruna nasil bir
¢6zim gelistirecegdi vel/veya ilgili bilim/teknoloji alan(lar)ina metodolojik/kavramsal/kuramsal olarak ne gibi ézgin katkilarda
bulunacagi vb.) ayrintili olarak agiklanmalidir.

DNA aptamerleri, kokain gibi kiigik molekiillerden (Liu J. ve ark., 2006) trombin (Pavlov V. ve ark. 2005) gibi proteinlere ve bakteri
(Qin L. ve ark. 2009 ve Chen F. ve ark. 2007) gibi canli organizmalara kadar genis bir yelpazedeki hedefleri tanimada
kullaniimaktadirlar (Li T. ve ark., 2007). Hatta, kuramsal olarak, aptamer kitlphaneleri kullanilarak, hemen her molekdili
tanimlayabilecek aptamerlerin secilmesi olasilik dahilindedir (Feigon J. ve ark., 1996, Uphoff KW.,ve ark., 1996, Tombelli S. ve
ark., 2007). Bu o6zellikleri nedeniyle, giinimizde, belirli hedeflere 6zgli aptamer se¢imi ve secilmis bu aptamerlerle olusturulmus
biyosensorlerin gelistiriimesi bir ilgi uyandirmaktadir. Sadece 6zglin, duyarli tanima o6zellikleri degil ayni zamanda dayanikh
yapilari, kolayca Uretilebilmeleri-6zellikle de antikorlar gibi Uretilmeleri igin canliya gereksinim duyulmamasi- ve rahatlikla
degistirilebilmeleri (biyotin veya tiyol gruplarinin eklenmesi veya farkli floresan 6zellikli kimyasallarin takilmasi gibi) aptamerleri,
biyosensorler igin vazgegilmez hale getirmektedir (Chen F. ve ark. 2007). Aptamerler yeni bir alandir ve M.tuberculosis’ i
taniyabilecek sekilde bazi aptamer molekilleri secilmistir (Qin L. ve ark. 2009, Chen F. ve ark. 2007). Yapilan bu ¢alismalarin
birinde (Chen F. ve ark. 2007) M.tuberculosis bakterisinin kendisi kullanilarak aptamer segimi yapilmis ve bu aptamerlerin
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bakterinin etkinligini azalttigi ve boylece denenen hayvanlarin édmurlerini uzattiyi gortlmuistir. Gelistirilen bu strateji, karmagsik
protein kompozisyonuna sahip M.tuberculosis igin yeni ve farkli aptamerlerin de segilebilecegini gostermesi bakimindan énci
olmustur. Bu calismada geligtirilen aptamerin dizilimi gizli tutuldugundan bir sonraki basamakta Uretilmesi planlanan tani kitinde
kullaniimasi mimkun olmayacaktir.

Bu projede, tani amacli olarak kullanilmak tzere, bitin bir bakteri hicresini ve farkli tasarimli 6zglin bir aptamer kitliphanesini
kullanarak secilecek algilayici molekdiller, Glkemize kazandirlacak yeni bir bulug hakki anlamina gelmekte ve bu da galismanin
6zglnligu olarak degerlendiriimektedir. Ayrica, ileride, tasarlanacak bir biyosensérde, segilmis bu aptamerlerin —bagka bir tlkeye
bulus hakki bedeli 6demek zorunda kalmadan- kullanilabiime olanaginin elde edilebilecek olmasi da son derece Gnem
tasimaktadir.

M.tuberculosis ile ilgili gerceklestirilen bir diger galismada (Qin L. ve ark. 2009) M.tuberculosis’ e 6zgli olan MPT64 proteinine
karsi aptamerler segilmis ve bununla ilgili bulus hakki alinmigtir. Bu protein, bakteri tarafindan, disariya salgilanmakta ve
dolayisiyla galismada da kiltir ortamina salinan protein molekili hedef olarak segilmektedir. Yayinda da vurgulandigi gibi,
M.tuberculosis digindaki bazi mikobakteri tirlerinden de (M.aurum, M.neoaurum, M.gilvum) MPT64 proteinin gérevdesi (analog)
salgilanmakta ve bunun sonucu olarak da yanlis (+) sonuglar alinabilmektedir. Bu nedenle, M.tuberculosis’ e 6zglu ve fakat
salgilanmayip bakteri ylizeyinde sergilenen 6zgln proteinlere kargi (ESAT6, CFP-10 gibi) yapilacak aptamer secgiminin, yanhs (+)
oranini azaltabilecegi yonindeki dislincemizin de yayinlanan bu galismadan farkl oldugunu ve bu haliyle 6zgiin oldugunu
soyleyebiliriz.

Sonug olarak, aptamerlere dayali biyosensédrlerde ilk ve en énemli agamayi, belirli bir hedefe 6zgl ve yuksek duyarlihda sahip
aptamerlerin segilmesi olusturdugundan ve kullanilacak aptamer kutlphanesi tarafimizca tasarlanilacagindan bu aptamerler
6zgin olacaktir. Dolayisiyla segilecek bu aptamer igin bulug hakki (patent) alinmasi da olanakli olabilecektir.

5. YONTEM

Projede uygulanacak yontem ve arastirma teknikleri (veri toplama araclari ve analiz yontemleri dahil) ilgili literatiire atif yapilarak
(gerekirse 6n c¢alisma yapilarak) belirgin ve tutarli bir sekilde ayrintili olarak agiklanmali ve bu yéntem ve tekniklerin projede
oéngorulen amag ve hedeflere ulasmaya elverigli oldugu ortaya konulmaldir.

Projede uygulanacak yontem(ler)le ilerleme kaydedilememesi durumunda devreye sokulacak alternatif yontem(ler) de belirlenerek
aclk bir sekilde ifade edilmelidir.

1) Temel Yontemler
1.1) Hiicre Kiltiirii ve Transfekte Klon Segimi

Calismada, kalici olarak sican P2X7 reseptori transfekte edilen HEK hucreleri (HEK-rP2X7), fare P2X7 reseptorii transfekte
edilen HEK hucreleri (HEK-mP2X7) ve endojen olarak fare P2X7 reseptéru tasiyan RAW 264.7 hicreleri kullanilacaktir. Daha
onceki yayinimizda goésterdigimiz gibi RAW 264.7 hicreleri fare P2X7 reseptori tagimakta ve pozitif ve negatif yikli molekullere
gecirgenken, sican P2X7 reseptoru tagiyan HEK hicreleri (HEK-rP2X7) sadece pozitif yukli molekiillere gegirgendir. Bu noktada
akla, gegcirgenligin segiciliginde reseptér veya hicre tipi farkindan hangisinin etkili oldugu sorusu gelmektedir. Fare P2X7
reseptorinin HEK hiicrelerinde transfekte edilmesiyle elde edilecek hiicrelerde (HEK-mP2X7) RAW 264.7 ‘nin benzeri bir
davranis gorilmesi gecirgenligin seciciliginde reseptor tipinin belirleyici oldugunu disundurirken, sigcan P2X7 reseptori tasiyan
HEK hicrelerine (HEK-rP2X7) benzer segicilik géstermesi hiicre tipinin belirleyici oldugunu, reseptériin gegirgenlik aktive etmek
icin yeterli olmadigini, bulundugu hiicrede yardimci protein veya proteinlere (tasiyici vb) ihtiya¢ duydugunu dusindurecektir.
Grubumuz o6nceki calismalarinda RAW 264.7 hicrelerinde sadece pozitif yUkli molekillere gecgirgen bir alt populasyon
g6zlemlemigsti. Dolayisiyla P2X7 reseptdrinun gecirgenlik aktivasyonunda yardimci bazi proteinler kullaniyor olabilecegi, bu
proteinin olmadigi hicrelerde reseptoriin bir tip gegirgenligi aktive edemedigi duslincesi temelsiz degildir. Hatirlanacagi lGzere
tasiyici bazi proteinlerin bu gecirgenlik aktivasyonundaki roliintin arastirilmasi projenin amaglari arasindadir. Sézkonusu iki hiicre
tipi de literatirde yaygin olarak kullaniimaktadir. HEK hicreleri endojen olarak P2X7 reseptori bulundurmamasi, yiksek
transfeksiyon verimi ve kullanim kolayligi nedeniyle yaygin olarak kullaniimakta oldugundan grubumuz tarafindan tercih
edilmektedir. RAW 264.7 hiicreleri ise makrofaj (fare) kdkenli bir hiicre serisi olmasi nedeniyle P2X7 reseptoriini ifade etmesiyle
bilinmektedir

Sican P2X7 reseptort Onceki galismalarimiz icin HEK hiicrelerine genetisin direng geni tasiyan plazmid iginde Lipofectamine
2000 (Invitrogen) kullanilarak, uretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda transfekte edilmis ve genetisin (G418, ROCHE) iceren
DMEM’de bulyutilmek suretiyle klonlar elde edilmistir. P2X7 reseptérinin kendisi segici olmayan bir katyon kanali olmasi ve
desensitize olmamasi dolayisiyla, hiicrei¢i Ca2+ konsantrasyonunun kalici artigi bu reseptoriin ifade miktarini yansitmaktadir.
Ca2+ baglayan ve floresan bir boya olan Fura 2 AM (Invitrogen) ile oda sicaklijinda 45-50 dakika bekletilerek Fura 2 ylklenen
hiicrelerin dis ortami Fura-2’'den yikandiktan sonra 1 mM ATP (Sigma) uygulanmistir. Spektroflorimetre veya foton cogaltici
(PMT) kullanilarak Fura-2’nin Ca2+ bagli formu 340 nm, serbest formu 380 nm igikla uyarilip, 510 nm’de emisyon alinmisgtir. 340
nm uyarilmaya karsl alinan emisyon isik siddetinin, 380 nm uyarilmaya karsilik 1sik siddetine orani hiicrei¢i Ca2+ konsantrasyon
artisini ifade etmektedir. Uzun ve kalici hlcrei¢i Ca2+ artisi gosteren klon deneylerde kullaniimak lzere secilmistir. Agiklanan
yontemle elde edilen klonlarin hiicreigi Ca2+ artisi Olgiimleri, bu reseptdri tasimayan HEK-293 hiicreleriyle ayni giin ve ayni
deney ortaminda yapilmistir. Sigan P2X7 reseptori tasimayan HEK-293 hicreleri ATP (1 mM) uygulamasina gegici bir hiicreigi
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Caz2+ artigi seklinde yanit vermektedir. Bu bakimdan negatif kontrol olarak kullaniimislardir. Yukarida ayrintilari agiklanan
yontem fare P2X7 reseptorl transfeksiyonu, klon elde edilmesi ve reseptorii en yiiksek miktarda ifade eden klonun segilmesinde
kullanilacaktir. Ca2+ artisina dayali bu segim hizli bir 6n tarama olarak rol oynamaktadir. Deneylerde kullandigimiz klonun P2X7
tasidigi, ATP uygulanmasindan sonra normalde hiicre membranindan gegemeyen Yopro-1'in hiicre igine girisinin floresan
mikroskopisiyle gézlenmesiyle dogrulanacaktir. P2X7 reseptdrt tagimayan HEK-293 hicreleri ATP varliginda blyuUk molekdllere
gecirgen hale gelmediginden negatif kontrol olarak kullanilacaktir. HEK-293 hucrelerinde ATP uygulamasina bagl olarak
gorilmeyen kalici hicreigi Ca2+ artisi ve floresan boya girisinin, transfekte klonda agikga gézlemlenmesi pozitif kontrole ihtiyag
duyurmamaktadir.

HEK-rP2X7 ve HEK-mP2X7 hiicreleri %10 fetal calf serum (FCS, GIBCO) iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium,
GIBCO) sollisyonu iginde 37°C’de, pH dengesinin korunmasi igin %5 CO2 igeren ortamda 75 cm2’lik kiltir flasklar iginde
buyuttlecektir. RAW 264.7 hicreleri ise ayni fiziksel kosullar altinda %10 fetal calf serum (FCS, GIBCO) iceren RPMI 1640
(Biological Industries) sollsyonu iginde blyutilecektir. HEK ve RAW 264.7 hucreleri %70-80 konfluense ulastiklarinda PBS
(phosphate buffered saline)-EDTA (1 mM) ile 5 dakika 37° C’ de bekletiimek suretiyle (HEK) veya kirek ile flask tabanindan
kazinarak (RAW 264.7) kaldirilacak, 2,4 cm ¢apli cam lamellere veya 96 kuyuluk plastik plakalara ekilip, 2-4 giin sonra deneye
alinacaklardir.

1.2) Floresan Boya Girigi Olgiimleri

Calismanin gegirgenlik 6lgimU kisminda pozitif yukli floresan boya (YO-PRO-1) ve negatif ylikli floresan boya (Lucifer Yellow)
girisi 6lcllecektir. Bu amagla spektroflorimetre ve konfokal mikroskop kullanilacaktir.

YOPRO-1 kendiliginden floresan olmayan, DNA’'ya baglandiginda floresans veren bir boyadir. 96 kuyuluk plakalara ekilmis olan
HEK-rP2X7, HEK-mP2X7 ve RAW 264.7 hiicreleri deneyden 6nce banyo solisyonu (125 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM HEPES, 1
mM MgCI2, 1,5 mM Ca2+ ,pH:7,4 ) ile iki defa yikandiktan sonra YO-PRO-1(5 veya 2,5 uyM) iceren KCI soliisyonuna (5 mM NaCl,
150 mM KCI, 10 mM HEPES pH:7,8 ) alinacaklardir. Amaca y6nelik olarak ajan uygulamasi yapildiktan sonra (inhibitér varliginda
agonist uygulanmasi vb) spektroflorimetrede (EnVision) uygun dalgaboyunda aydinlatilip yine uygun dalgaboyunda emisyon
olcilecektir. Zaman boyunca bu islemin tekrarlanacak ve boyanin hiicre i¢ine girisi zamansal olarak incelenecektir. YO-PRO-1
hiicreiginde DNA’ya baglandiginda floresans veren bir boya oldugu igin élglilen emisyon siddeti boya girisini dolayisiyla da
hicrenin bu boyaya gegirgenligini yansitmaktadir. Hem hicrelerin cam lamel tabanindan kalkmalari ve o6lgimde zorluk
ctkarmalari hem de konfokal mikroskobunun sart olmamasi dolayisiyla YO-PRO-1 girisi 6l¢timleri spektroflorimetrede yapilmakla
beraber, dnceki galismalarimizda bu dlglimler konfokal mikroskobunda da tekrarlanmis ve bu iki farkli yontemle ayni gézlemler
elde edilmistir. Bu projede YO-PRO-1 girisi spektroflorimetrenin yaninda imkanlar dahilinde konfokal mikroskobunda da
tekrarlanacaktir. YO-PRO-1 varliginda RAW 264.7 hicrelerinin ATP uygulamasindan 6nceki ve sonraki durumlarinin konfokal
mikroskobuyla elde edilmis érnek goéruntileri, yontemle ilgili fikir vermesi agisindan sekil-1’de gorilmektedir. Deneyler 37°C’de
yapilacaktir.

YO-PRO-1
ATP (1mM)
dncesi

YO PRO-1
ATP (ImM)
sonrasi

Sekil-1:RAW 264.7 hucrelerinde ATP uygulamasiyla olusan YO-PRO-1 girisinin konfokal mikroskobunda géruntilenmesi. YO-
PRO-1 hucreicinde DNA’ya baglandiginda floresans veren bir boya oldugundan hiicredisindan, boya hicreicine girip DNA'ya
baglanmadigi zaman floresans gelmemektedir. Sol st kése: ATP uygulamasindan énce hiicrelerin i1sik goruntlsi, sag Ust kdse
ise ayni durumda floresan gérintisidir. Sol alt kdse: ATP uygulamasindan sonra hiicrelerin 1sik goriintisl, sag alt kdse: ATP
ugulamasindan sonra hiicrelerin floresan goriintiisidir. Basit floresan mikroskobunun aksine, konfokal mikroskobuyla érnekten
optik kesitler alinabilmekte ve hiicreici ile disi bu sekilde ayri gortintilenebilmektedir. Sag alt késede hiicrelerden kesit goriilimekte
ve YOPRO-1’In hiicreigine girdigi gézlenebilmektedir.

Lucifer Yellow negatif yuklidir ve hiicre iginde de disinda da floresan bir boyadir. Bu 6zelligi nedeniyle hiicre igine girisi, siradan
floresan mikroskoplar veya spektroflorimetrelerle gézlenememektedir. Hiicre ici ile disini ayiran bir goriinti sistemine bu kisimda
ihtiyag diuyulmaktadir. Konfokal mikroskobu bu nedenle uygun bir gézlem ve 8lgim sistemidir. Konfokal mikroskobunun galisma
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prensibi kisaca sOyledir: lazerle elde edilen tek bir dalgaboyundaki 1gik hlcrede belli derinliklere odaklanarak floresan boyayi
uyarmaktadir. Emisyon 1s1d1 bir “pinhole”dan gegiriimek suretiyle siiziildiiginden hiicrede belli bir kesitten isik toplanmaktadir.
Hicrenin farkli derinliklerine 1s1§in odaklanabilmesi ve odak disindan gelen 1si§in “pinhole” dan gegerek suzilmesi, hlicreden
optik kesitler alinabilmesi anlamina gelmektedir ve hucre ici ile digini ayirabilme imkani sunmaktadir. Bu islemin zaman boyunca
yapilmasi, hiicre disindan hiicre igine girislerin zaman boyunca degisimini gézlemlenmesi anlamina gelmektedir. Calismanin bu
kisminda, cam lamellerde biyutiimus hlcrelere yukarida ayrintilari anlatilan protokol uygulandiktan sonra bu hiicreler konfokal
mikroskoba (Leica) alinacak ve Lucifer Yellow'un uyarilabildigi dalgaboyundaki lazer ile (458 nm) aydinlatilan hicrelerde
belirlenen bir derinlikte, x-y dizleminde tarama yapilacaktir. Emitte edilen 1sik bir “pinhole”dan gegirilerek yalniz taramanin
yapildigi odak diizleminden isik toplanmasi saglanacaktir. Bu yolla dar bir konfokal kesite ait bir gériintl olusturulacaktir. Zaman
icinde sabit araliklarla bu islem tekrar edilecek ve bu sekilde zamanla hiicreye giren Lucifer Yellow'un olusturdugu floresans artisi
gercek zamanl olarak izlenecek ve Olgulecektir. Elde edilen bu optik kesit gorintileri degerlendirilirken, hicrelerin
sitoplazmalarini igine alacak sekilde ROI (Region Of Interest) 'ler gizilecek ve bu ROl'lerin icinden gelen ortalama floresans,
hiicredisina cizilmis ROl'lerin iginden gelen ortalama floresansa oranlanacaktir. Konfokal mikroskop kullanilarak elde edilen hiicre
gorintuleri ve bunlardan yapilan degerlendirme islemine bir drnek sekil-2 ve sekil-3’ te gérulmektedir.

Lucifer Yellow
ATP (1mM)

ncesi

Lucifer Yellow
ATP (1mM)
SONrasi

Sekil-2:RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uygulamasiyla olusan Lucifer giriginin konfokal mikroskobunda goruntilenmesi. tst : ATP
uygulamasindan 6énce hicrelerin floresan goéruntlstdir. alt: ATP uygulamasindan sonra hicrelerin floresan gorintisidur.
Konfokal mikroskobunun bir avantaji olarak hiicreigi ve disi ortam ayrilabilmektedir. Ust késede hiicrelere heniiz Lucifer Yellow
girisi olmamuistir, bu nedenle hiicredisindan floresans gelirken hiicreici bos goriinmektedir. Alt kdsede ise hiicrelere Lucifer Yellow
girisi oldugu icin hicreicinden gelen floresans hiicre digina yaklasmaktadir.
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Sekil-3: Ust sol: ATP (1mM) uygulamasi 6ncesi,ust orta: ATP (1mM) uygulamasindan 6 dakika sonra ve ust sag: ATP (1mM)
uygulamasindan 20 dakika sonra huicrelerin goértinimleri. Alt: Konfokal mikroskobuyla elde edilen ve ATP uygulamasina bagl
olarak gorilen Lucifer Yellow giris 6lgimi 6rnegi. Konfokal mikroskobuyla negatif yiikli boyalarin hiicre igine girisleri dlgiltrken
her bir hiicreyi icine alacak sekilde ROl'ler ve hiicre disi ortamda “background” ROI'si ¢izilmis ve bu ROl'lerden gelen sinyal
zamanla izlenmigtir. Hicre disina cizilen ROlI'den gelen sinyal sekilde yatay ve stabil olarak goérultrken, farkli hicrelere gizilen
ROl’lerden gelen sinyal zamanla artmakta yani Lucifer Yellow ATP uygulamasina bagl olarak hicre igine zamanla girmektedir.
Sekilde her bir nokta bir lgim zamanini gostermektedir ve ATP (1 mM) 5. zaman noktasinda uygulanmistir.

2) Ozel Amagh Deneyler
2.1) Agonist Potens Siralamasi Deneyleri

Calismanin bu kisminda ATP, ADP ve BzATP agonistleri uygulanarak floresan boya girisi incelenecektir. Bu agonistler P2X7
reseptorini farkli potenslerle uyarmaktadirlar. P2X7 icin potens siralamasi BzATP — ATP — ADP seklindedir. Birden fazla
gecirgenligin gozlemlenmesi akla, agonist potensinin gegirgenlikler arasinda da farkliik gosterip géstermeyece@i sorusu
gelmektedir. Eger P2X7 reseptori birbirinden farkli gegirgenlik yolaklarina kenetli ise bu yolaklari aktive etmek icin gerekli olan
agonist konsantrasyonlari arasinda fark bulunma olasiliyi vardir. Boyle bir durumun ortaya konabilmesi igin agonist
konsantrasyon yanit egrilerinin elde edilmesi herekmektedir. Agonist potens siralamasi deneyleri bu amaca yonelik olarak farkh
yukte floresan molekillerle (YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow) ve farkli agonistlerle yapilacaktir.

2.1) Fare ve Sigan P2X7 Reseptorii Karsilastiriimasi

Fare P2X7 geni tasiyan plazmid ile transfekte edilmis HEK hucreleri uygun antibiyotikte 1 hafta kadar bekletilecektir. Elde edilen
klonlardan en yiksek ve kalici hiicre i¢i Ca2+artisi gostereni reseptdriin ekspresyonunun bir 6lglisi kabul edilip devam edecek
deneylerde kullanilacaktir. Fare P2X7 reseptori tasiyan HEK hicreleri ve RAW 264.7 hiicreleri lamellere ekildikten 2-4 giin sonra,
mediumlari gekilecek, pozitif yikli floresan molekil olan YOPRO-1 veya negatif yikli molekil olan Lucifer Yellow igeren
solisyona alinacaktir. Konfokal mikroskobu altinda birka¢ dakika bazal giris tespit edildikten sonra ayni solisyona ATP
uygulanacak ve olusan floresans artigi Olgllecektir. Her iki tip hiicrede gdzlenen gegirgenligin karakteri karsilastirilarak
yorumlanacaktir. Fare ve sican P2X7 reseptori literatirde yaygin olarak kullaniimakta ve bitin yanit 6zelliklerinin ayni oldugu
dustnulmekte ve birbirleri yerine kullaniimaktadir. Biz de sigan P2X7 reseptéri transfekte edilen HEK hicreleri (HEK-rP2X7) ve
endojen olarak fare P2X7 reseptori tagsiyan RAW 264.7 hucrelerini birbiriyle kargilastirarak elde ettigimiz sonuclari “Molecular
Pharmacology” dergisinde yayinlamayi basardik. Ancak disuk de olsa bir artefakt olasiligini ortadan kaldirmak i¢in bu projede
RAW 264.7 hcreleri ile birlikte fare P2X7’si transfekte edilmis HEK hiicrelerini kullanacagdiz. Daha 6nce sigan P2X7’si ile elde
ettigimizin verilerin bu sistemde de gegerli oldugu karsilastirma deneyler ile test edilecektir.

2.2) Gedik-Kavsak ve Tastyicilarin Roliiniin incelenmesi

Lamellerde biyutilen HEK-rP2X7 ve RAW 264.7 hicrelerinin mediumlar _cekilerek YOPRO-1 veya Lucifer Yellow igeren
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solisyona alinacaktir. YOPRO-1 ve Lucifer Yellow igeren sollisyona alinan hiicreler de iki gruba ayrilarak, inhibitérli veya
inhibitorsiiz olarak inkiibe edilecektir. Konfokal mikroskobu altinda birkag dakika bazal giris tespit edildikten sonra ayni soliisyona
ATP uygulanacak ve olusan floresans artigi lgllecektir. Her tip hiicre ve floresan boya igin inhibitdrli ve inhibitdrsiiz durumda
elde edilecek floresans artiglari karsilastinlacaktir. Bu sekilde farkh bulyik molekil giris yolaklari birbirinden ayriimaya
calisilacaktir.

Kullanilacak inhibitorler ve konsantrasyonlari literatlirden secilecektir. Biylk molekillerin gegmesi mimkin olan kanal ve
tastyicilarin inhibitorleri blylk bir segicilik gdstermemektedir. Bu nedenle ancak bir inhibitér paneli kullanilarak elde edilen
sonuglardan proteinin dodasi hakkinda bir c¢ikarsama yapilabilmektedir. Kullanmayi planladigimiz inhibitérler sunlardir:
Karbenoksolon; Probenesid; NPPB (5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid); DIDS (disodium 4,44 -diisothiocyanatostilbene-
2,2, -disulfonate); IAA-94 (indanyloxyacetic acid 94); FFA (flufenamic acid); NFA (niflumic acid); 9-AC (anthracene-9-carboxylic
acid); MFQ (mefloquine); DPC (diphenylamine-2-carboxylate); SITS, disodium 4-acetamido-4; -isothiocyanato-stilben-2,27 -
disulfonate; glycerrhetinic acid; oktanol; heptanol.

Bunlardan elde edilen sonuglara gore gerekirse panelin genisletiimesine gidilecektir.
Bu ajanlari segmekte kullandigimiz literaturler sunlardir:

Andrew L. Harris. Connexin channel permeability to cytoplasmic molecules. Progress in Biophysics and Molecular Biology 94
(2007) 120-143

Weihong Ma, Hui Hui, Pablo Pelegrin, and Annmarie Surprenant. Pharmacological Characterization of Pannexin-1 Currents
Expressed in Mammalian Cells. T JPET 328:409-418, 2009.

6. PROJE YONETIMI, EKIP VE ARASTIRMA OLANAKLARI
6.1 PROJE YONETIMI
6.1.1. YONETIM DUZENI (is Paketleri (iP), Gérev Dagilimi ve Siireleri)
Projede yer alacak baslica is paketleri, her bir is paketinin kim/kimler tarafindan ne kadarlik bir zaman diliminde gerceklestirilecegi
hakkindaki bilgiler asagida yer alan lgs-Zaman Cizelgesi doldurularak verilmelidir. Her bir is paketinde goérev alacak personelin

niteligi (yUrGticu, arastirmaci, danisman, bursiyer, yardimci personel) belirtiimelidir. Gelisme ve sonug¢ raporu hazirlama
asamalari proje galismalarina paralel olarak yiritilmeli ve ayri bir is paketi olarak gésterilmemelidir.
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iS-ZAMAN CiZELGESI (¥)

: iP i AYLAR
No AdiTanimi Tarafindan

Yapilacagi

112 |3|(4|5]|6]|7 (89 ]|10|11(|12|13|14]|15|16|17 18|19 20
Hasta ve kontrol | Arastirmaci XIXIX|IXIXIX]IX]X|X|IX]IX]X
orneklerinin Dr. XXX ve
1 | toplanmasi ve | Arastirmaci
arsivlenmesi Dr. XXX
tarafindan
Pre-analitik Arastirmaci XX XX
analizlerin Dr. XXX
2 | yapilmasi go6zetiminde
Bursiyer
tarafindan
Plazmada Arastirmaci XXX XXX X]|IX]|X]|X
nikleozom ve Dr. XXX
3 histon gOzetiminde
metillenmelerinin Bursiyer
olcimu tarafindan
Sonuglarin Yurtticd XXX
degerlendiriimesi tarafindan
4 |ve istatistiksel
analizler

(*) Cizelgedeki satirlar ve sutunlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogdaltilabilir.
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6.1.2. BASARI OLCUTLERI VE RiSK YONETIMI
Projenin tam anlamiyla basariya ulasmis sayilabilmesi igin is-Zaman Gizelgesinde yer alan her bir ana is paketinin hedefi, basari
olcutu (ne olgude gergeklesmesi gerektigi) ve projenin basarisindaki 6nem derecesi asagidaki Basan Olgiitleri Tablosu’nda

belirtiimelidir.

BASARI OLCUTLERI TABLOSU (*)

; ; Basan Olgiitii e
IP No Is Paketi Hedefi (%, say), ifade, vb.) Basarisindaki
o, Sayl, s Onemi (%)**
4,5 | Bortezomib ile néropati tetiklenmesi en temel basari 6lgttimuizddir. %100 %40
Deney hayvanlarinin analjezi 6lgiim sistemine adapte edilmesi ve standart
2,4,5 | hatasi blyiik olmayan kontrol verilerinin elde edilebilmesi bir baska basari %100 %20
olgutadar.
9. Spontan agri degerlendirme sisteminden de isiyla tetiklenen agriya benzer
1516 bazal ve test ajani verileri elde edebilme basari élgltleri arasinda yer %70 %15
' almaktadir.
Deney protokoll boyunca istatistik analizleri riske etmemek lizere, modele
2,4-15 | ait deney hayvani dlimlerinin en az olarak gergeklesmesi ve protokol %80 %15
sonunda verilerin elde edilmesi daha ileri bir agama basari 6lgltimuzidur.
in vivo protokoller sonunda gruptan temsili hayvanlardan (yetigkin ratlar)
primer hicre kulturt gergeklestiriimesi ve bu hiicrelerden uyariimis kalsiyum
215 cevaplarinin elde edilebilmesi (kapsaisin ve KCl ile) ardindan hedeflenen bir %70 %10
basari 6lgutidur. Proje ekibi, yeni dodan farelerden gergeklestirebildigimiz
primer DKG hicre kilturd hazirlanma iglemlerini, literatirde benzeyen
protokole goére yetiskin farelerden de izole edebilme kapasitesindedir.

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogdaltilabilir.
(**) Sttun toplami 100 olmalidir.

Projenin basarisini olumsuz yénde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle karsilasildiginda projenin basariyla yuritiimesini
saglamak icin alinacak tedbirler (B Plami) ilgili is paketleri belirtilerek ana hatlariyla agadidaki Risk Yoénetimi Tablosu’'nda ifade
edilmelidir.

RiSK YONETIMI TABLOSU (%)

iP No En Onemli Risk(ler) B Plani
Bu durumun engellenebilmesi icin ilk ay hicrelerin yetistiriimesi
ve temiz bir sekilde stoklanmasi, laboratuvara giris ¢ikislarin
kontrolli bir sekilde olmasi saglanacaktir. Hiicre stoklari -86°C
ve sivi azot gibi farkli saklama kosullarinda tutulacaktir.
Denemeler sliresince en az ayda bir olmak (zere
Projemiz  gergevesinde hiicre kdltlri  temelli | kontaminasyon kontrolleri (bakteri ve mikoplazma kontroll gibi)
2 caligmalar yurGtilecektir; givenilir ve kaliteli sonuglar | yapilacaktir. Herhangi bir kontaminasyon durumunda ortamin
elde edebilmek igin kontaminasyonsuz, orijinal hiicre | ve kabinin temizlenmesi saglanacak, temiz olan hiicre stoklari
hattinda  calismak gerekmektedir.  Dolayisiyla | ile galismalara devam edilecektir. Butiin gayretlere ragmen
kontaminasyon en o6nemli sorun olarak kargimiza | kontaminasyon probleminin asilamadi§i durumda proje
cikabilir. danigmanimizin  bélimindeki hilcre kiltird laboratuvar
olanaklarindan da ¢ok acil durumlarda faydalaniimasi
konusunda mutabik kalinmigtir.
Projemizin ilk alti ayinda ticari olarak satin alinan antikorlarin
Westernlerde ve immunofléresanda kullanilacak olan | bu metodolojilerde galisiyor oldugunun gésterilmesi igin
8-9 | antikorlarin son derece iyi c¢alisiyor olmalari | optimizasyonlar gerceklestirilecek, kullanacagimiz antikorlarda
gerekmektedir. sorun ¢ikmasi durumunda farkli markadaki antikorlarin
kullanimi saglanacaktir.
Projemizde 9a||§|lm§3| ongorulgn sinyal yolla.gmdfcl rol Bu durumda mikroarray analizleri sonucu ekspresyonu degisen
6-7-9 | oynayan molekullerin seviyelerinde ve aktivitelerinde hedef ler il | lara d dilecekti
beklenilen degisiklikler gbzlenemeyebilir. edef genler ile calismalara devam edilecektir.
g1$ g Y
immiinopresipitasyon denemelerinde, bor ve tiirevleri | Bu durumda ekspresyon plazmidleri araciidiyla gegici
10 varliginda ve/veya yoklugunda protein | transfeksiyonlar yapilarak ilgilenilen proteinin miktari artinlacak
komplekslerindeki degisikliklerin gosteriimesi | ve bu sekilde daha ylksek miktarda proteinlerin ¢okmesi
asamasinda dogal protein miktarlari yetersiz kalabilir. | saglanacaktir

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.
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6.2. PROJE EKIBI
6.2.1. PROJE YURUTUCUSUNUN DIGER PROJELERI VE GUNCEL YAYINLARI

Proje yiritiiciisiinin TUBITAK, (niversite ya da diger kurum/kuruluslarin destegi ile tamamlamis oldugu projeler ile su sirada
yuritmekte oldugu veya destek almak i¢in basvurdugu projeler hakkinda asagidaki tablolarda yer alan bilgiler verilmelidir. Proje
degerlendirme siireci sirasinda destek karari gikmasi ve/veya yeni bir bagvuru daha yapilmasi durumunda derhal TUBITAK'a
yazil olarak bildirilmelidir.

PROJE YURUTUCUSUNUN TUBITAK DESTEKLI PROJELERI (*)
Proje No Projedeki Gorevi Proje Adi Baslama-Bitis Tarihi Destek Miktari (TL)

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

PROJE YURUTUCUSUNUN DIGER PROJELERI (DPT, BAP, FP6-7 vb.) ()
Proje No Projedeki Gorevi Proje Adi Baslama-Bitis Tarihi Destek Miktar (TL)

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

PROJE YURUTUCUSUNUN SON 5 YILDA YAPTIGI YAYINLAR (*)
Yazar(lar) Makale Bashgi Dergi Cilt/Sayi/Sayfa Tarih

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

6.2.2. PROJE EKIBINiN ONERILEN PROJE KONUSU iLE iLGIiLi PROJELERI

Proje ekibinin (proje yiiriitiiciisii, arastirmaci, danisman) TUBITAK’a, herhangi bir kamu kurum ve kurulusuna veya Tirkiye'nin
taraf oldugu uluslararasi anlagmalara dayal olarak saglanan fonlara sunulmus olup oneri durumunda olan, ylriiyen veya
sonuglanmis benzer konudaki projeleri varsa bu projeler hakkindaki bilgiler ve dnerilen projeden ne gibi farklari oldugu asagidaki
tabloda belirtilmelidir.

PROJE EKIBININ ONERILEN PROJE KONUSU iLE iLGILI PROJELERI (*)
Adi ve Soyadi Projedeki Gorevi Proje Adi Baslama-Bitis Tarihi Onerilen Projeden Farki

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.
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Bu bdélimde projenin yurutilecegdi kurum/kurulus(lar)da var olup da projede kullanilacak olan altyapi/ekipman (laboratuvar, arag,
makine-techizat vb.) olanaklar asagidaki tabloda belirtiimelidir.

MEVCUT ARASTIRMA OLANAKLARI TABLOSU (*)

Mevcut Altyapi/Ekipman Tiirii, Modeli
(Laboratuvar, Arac, Makine-Techizat vb.)

Mevcut Oldugu Kurum/Kurulus

Projede Kullanim Amaci

AFM (Nanomagnetics)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdiltesi
Farmasotik Teknoloji ABD

Karakterizasyon caligmalari

Calkalayici (Firlabo V3000F)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasotik Teknoloji ABD

in vitro calismalar

Bidistile su cihazi (Barnstead D11901)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasoétik Teknoloji ABD

HPLC analizi

Cozinme hizi test cihazi (Pharmatest PTW
S3C)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdiltesi
Farmasoétik Teknoloji ABD

Cozinme hizi calismalari

Cozinme hizi test cihazi (Varian VK-7000)

XXX Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji ABD

Cozinme hizi galismalari

Derin Dondurucu

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasoétik Teknoloji ABD

Kan orneklerinin saklanmasi

DSC (Shimadzu DSC 60)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasoétik Teknoloji ABD

Karakterizasyon c¢alismalari

Distile su cihazi (Nuve NS112)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdiltesi
Farmasotik Teknoloji ABD

in vitro calismalar

Etlv (Heraeus KT-500)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasotik Teknoloji ABD

Malzeme kurutma islemleri

HPLC (Thermo Finnigan Surveyor)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasétik Teknoloji ABD

Miktar tayini

HPLC (Hawlett Packard 1050 Series)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdiltesi
Farmasotik Teknoloji ABD

Miktar tayini

iklimlendirme dolabi (Sanyo)

XXX Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji ABD

Stabilite galismalari

Karistirici (Heidolph R7R1)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasoétik Teknoloji ABD

in vitro calismalar

Partikll buyUkligu cihazi (Sympatec
HELOS)

XXX Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasoétik Teknoloji ABD

Ritonavir kaba toz partikil bayUkligua tayini

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

7. YAYGIN ETKIi

7.1. PROJEDEN BEKLENEN YAYGIN ETKIi

Proje basariyla gerceklestirildigi takdirde projeden elde edilmesi ongoriilen/beklenen yaygin etkilerin (bilimsel/akademik,
ekonomik/ticari/sosyal, arastirmaci yetistiriimesi ve yeni projeler olusturulmasi) neler olabilecegi diger bir ifadeyle projeden ne
gibi ¢cikti, sonug ve etkilerin elde edilecedi kisa ve net cimlelerle asagidaki tabloda belirtiimelidir.

PROJEDEN BEKLENEN YAYGIN ETKi TABLOSU

Yaygin Etki Tiirleri

Projede Ongériilen/Beklenen Gikti, Sonug ve Etkiler

Bilimsel/Akademik
(Makale, Bildiri, Kitap)

1. Insan biyolojik materyallerine erisimdeki zorluk ve etk

kisitlamalardan dolayr bu arastirmadaki gibi biyolojik 6rneklerin
yuksek c¢ikti verebilecek kapasitedeki arastirmalarda verimli
kullanimi 6nem arzetmektedir. Omiks teknolojilerinin kullanilacagi
bu calisma ile insan biyolojik 6rneklerinin verimli kullanimi
mimkiin olacaktir. Ozellikle metabolomiks minimum &rnekle
maksimum veri elde edilen bir analiz yontemidir. Bilhassa saglikh
dondrlerden elde edilen insan kemik iligi materyallerinin etik kurul
izni gergevesinde kullanim imkani olmasi, essiz dneme sahiptir.
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Son derece degerli insan biyolojik materyalinden bu teknolojiler
kullanilarak elde edilen veriler tim arastiricilarin kullanimi igin
referans teskil edecektir.

2. Kemik iligi- MKH transkriptom ve metabolom analizi igin ilk
olma 6zelligini tasiyan bir galismadir.

3. Saglikh nis o6zelliklerinin detayli tanimlanmasi hastalk
patofizyolojisinin anlasilmasinda da karsilastirmali analizler igin
temel teskil edecektir.

1. Insan kemik iligi nakli donérlerinden kemik iligi toplanmasi
sirasinda hangi anatomik bdlge/nisin hematopoez potansiyeli
acisindan daha verimli sonuglar verebilecegine dair ilk verilerin
elde edilmesi saglanacaktir.

2. Farkh niglerin detayh karakterizasyonu sayesinde kemik iligi
toplama tekniklerinde yeni uygulamalara gidilerek kemik iligi
transplantasyonunda engrafmanin artiriimasina katki saglanabilir.
Boylelikle, hastalarda daha az biyolojik érnekten yola gikarak ¢ok
daha iyi sonuclar elde edilmesine yol agabilir.
Ekonomik/Ticari/Sosyal ) ; 3. Bu calismada literatiirdeki diger nis calismalarindan farkl
(Urtin, Prototip Uriin, Patent, Faydali Model, Uretim Izni, Cesit olarak insan drnekleri arastirilacaktir. Bu da klinik uygulamalar icin

Tescili, Spin-off/Start- up Sirket, Gérsel/isitsel Arsiv, ha ; ;
. mS ; yvan modellerinde yapilan c¢alismalara nispeten ¢ok daha
Envanter/Veri Tabani/Belgeleme Uretimi, Telife Konu Olan Eser, dogru ve givenilir bilgiler elde edilmesine katki saglar.

medyada Yer Alma, Fuar, Proje Pazari, Calistay, Egitim vb. . . i I
Bilimsel Etkinlik, Proje Sonuglarini Kullanacak Kurum/Kurulus, 4. Rejeperatlf tip agisindan KI'MKH Ierln" .ayr!.ntlll
vb. diger yaygin etkiler) karakterizasyonlari tamamlanmig olacak ve ihtiyaca yonelik hicre

populasyonlarindan zengin kemik iligi bolgelerinin secilmesinde
yol gosterici olabilecektir.

5. Metabolit belilenmesi biyomarker belirlenmesinde en dnemli
aractir. O nedenle tespit edilecek yeni biyomarkerlarin ileride
ticarilesme potansiyeli mevcuttur.

6. Bu hipotezimiz halen klinikte rutin olarak kullanilan, rastgele,
yuksek hacimde kemik iligi toplamayi amaglayan ticari aspirasyon
ignelerini de degistirir niteliktedir. Bu da hem dondr/hasta refahi
hem de klinik agidan oldukga énemlidir.

1. Proje sonunda elde edilecek verilerden saglanacak yeni

Arastirmaci Yetistirilmesi ve Yeni Proje(ler) bilgiler yeni projeler igin domino etkisi yaratacak niteliktedir.
Olusturma 2. Doktora ve doktora sonrasi arastiricilarin projedeki istihdami
(Yiksek Lisans/Doktora Tezi, Ulusal/Uluslararasi Yeni Proje) ile toplumda yetismis insan giliciine katkida bulunulacaktir.

7.2. PROJE CIKTILARININ PAYLASIMI VE YAYILIMI
Proje faaliyetleri boyunca elde edilecek cgiktilarin ve ulasilacak sonuglarin ilgili paydaslar ve potansiyel kullanicilara ulastiriimasi
ve yayllmasina yonelik yapilacak toplanti, calistay, egitim, web sitesi, vb. ne tur faaliyetler yapilacadl asagidaki tabloda
belirtiimelidir.

PROJE CIKTILARININ PAYLASIMI VE YAYILIMI TABLOSU (*)

Faaliyet Turii

(Toplanti, Calistay, Egitim, Web sayfasi vb.) Paydas / Potansiyel Kullanicilar Faaliyetin Zamani ve Siiresi

Arastirma sonuglari 6zellikle sinir bilimleri | Projenin 20-24. Aylarina tekabdl

Calistay (neuroscience) alanindaki bilim insanlari eden en uygun tarihte, en az 1
ile paylagilacaktir. gunlik calistay

Web sayfasi Sinir bilimleri ve diger alandaki Projenin 6. Ay itibariyle proje
arastirmacilar sonuna kadar

Egitim ilgi duyan arastirmacilar 18. ayi takiben, 1 gln.

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

BASVURU FORMU EKLERI

EK-1: KAYNAKLAR _
EK-2: BUTGE VE GEREKGESI

(*) EK-1 ve EK-2 hari¢ toplam 20 sayfayi gegen proje onerileri degerlendirmeye alinmadan iade edilir.
(Sayfa kontrolii sistem tarafindan yapilmayip, proje yiriitiiciisiiniin sorumlulugundadir.)
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