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Icindekiler

. Proje Ozeti (Proje Tanim) (5 puan)

Glinlimiizde bir¢ok gelismis teshis ve tedavi yontemi olmasina ragmen, kanser en dnemli saglik
sorunlarindan birisidir ve bu sorunun ¢oziimii i¢in milyarlarca dolar arastirma yatirimi
yapilmaktadir. Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz boliinmesi, farkli doku veya bolgelerde farkli
davraniglar sergilemesi, komsu dokulari istila etmesi veya kan/lenfatik sistem yoluyla metastaz
yapabilmesi, heterojen bir yapiya sahip olmalar1 gibi 6zelliklerinden dolay1 kanser teshis ve
tedavi yontemleri yetersiz kalmaktadir. Geleneksel yontemlerdeki olumsuzluklarin Oniine
gecebilmek i¢in sadece hedeflenen bdlgedeki tiimdrlii bolgedeki ilag salinimini saglayan tedavi
yontemleri son yillarda nanoteknoloji uygulamalarinin da gelismesiyle birlikte artis
gostermektedir. Bu yontem ile kanserle savasta oldukca 6nemli bir noktaya gelmesine ragmen
kullanilan kimyasal ilaglarin viicut igerisindeki zararlari hala ¢6ziilmesi gereken bir problemdir.
Bu acidan diisiintildiiglinde baz1 bitki ve mikroorganizma tiirleri tarafindan sentezlenen
antikanser etkili sekonder metabolitler bu sorunun ¢6ziimii i¢in olduk¢a 6nemli yapilardir. Bu
nanoteknolojik uygulamalardan birisi de diinyada bulunan en ¢ok yonlii element olan
karbondan olusan, kanser tedavisine yonelik ila¢ salim sistemlerinde, molekiiler algilama ve
biyomiihendislik gibi biyoteknolojinin pek ¢ok alaninda kullanilan karbon nanotiipler
(CNT)’dir. Karbon nanotiipleri sentezlemek icin kimyasal islemler (CVD) ve fiziksel (arc
discharge, laser ablation) basta olmak iizere c¢esitli teknikler de mevcuttur. Caligsmada
kullanilacak olan CNT’ler iletkenlikleri, yiiksek ila¢ yiikleme kapasiteleri saglayan yiizey
alanlari, yapisal boyutlari, mukavemetleri, diisiik yogunluk, adsorpsiyon Ozellikleri,
biyouyumluluklari, hedefe yonelik tedavilerde kullanimlart ve maliyet etkinligi gibi
ozelliklerinden dolayt icerlerine kanser ilaglar1 veya bazi biyolojik malzemelerin yiiklenmesi
sonucu kanser tedavisine yonelik ila¢ salim sistemlerinde kullanildiklari i¢in tercih edilmistir.
Kanser tedavisi ila¢ salim sistemlerinde ilaglara ek olarak proteinler, peptitler ve niikleik asitler
de CNT'lere baglanarak verilebilir. Yine ¢alismada kullanilacak olan ve son yillarda birgok
alanda kullanim1 yayginlasan mikroalgler bir¢ok tiir barindaran ve fotosentez ile giines enerjisi
kullanarak CO; sabit diizeyde tutarak sera gazi etkilerinin azaltilmasina ve su,toprak, hava
kirliligini 6nlenmesine yardimci olan Okaryotik canlilardir. Mikroalgler igeriklerindeki
biyoaktif maddeler sayesinde antioksidan, anti-inflamatuar, anti-viral ve anti-kanser dahil
olmak tizere genis biyoaktivite gostermekte olup, 6zellikle yiiksek antikanserojen aktivite
gosterdikleri bilinmektedir. Onerilen projede kutup mikroalgleri kullanilacaktir; ¢iinkii kutup
mikroalgleri bulunduklar1 zorlu g¢evre sartlarina adaptasyonlar1 geregi diger bolgelerdeki
mikroalglere kiyasla daha farkli biyokimyasal icerige sahip olan ekstremofilik
mikroorganizmalardir. Arastirmacilar, bu bolgede bulunan mikroalglerin ¢evre kosullarmni
tolere etmek amaciyla metabolik adaptasyon mekanizmasi olarak degerli biyoaktif bilesenleri
ve daha etkili antioksidanlarin biyosentezini gergeklestirdigi diisiincesindelerdir.
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Sekil 1. Mikroalglerden iiretilen {iriinler ve baslica kullanim alanlar1. (referans)

Onerilen projenin amaci kutupta ekstrem kosullarmna uyum saglamis mikroalg ekstrakt bazli
nanofiberlerin adsorbe edildigi CNT’lerin kanser tani ve tedavisindeki kullaniminin
incelenmesidir. Bu kapsamda ilag salim performansini artirmak ve CNT’lerin toksik
ozelliklerini azaltmak amaciyla elektrospinning yontemi ile Antarktika bolgesindeki Horse
Shoe Adas1 Skua Lake’den, iilkemiz imkanlariyla gerceklestirilen ulusal bilim seferi sirasinda
alinan oOrneklerden “Algal Biyoteknoloji ve Biyoproses Laboratuvari”nda izole edilip,
tanimlanan, yetistirilen ve ¢ogaltilan kutup mikroalglerin antikanser 6zellikli biyoaktiflerce
zengin ekstraktlariyla yiiklii nanofiberler elde edilecek ve bu nanofiberler; mikroalglerin
ekstraksiyon sonrasi kalan posalarindan sifir atik yaklagimiyla tiretilecek olan CNT’ler igerisine
yliklenecektir. Elde edilen nanofiber yiiklii CNT’ler ise kanser tani ve tedavisinde kullanilarak
bu yapilarin kanser ¢alismalarinin kullanim potansiyelleri belirlenecektir. Boylece hem kanser
tedavisinde kullanilmak iizere mikroalg kaynakli alternatif siirdiiriilebilir yontem gelistirilecek
hem de patent, yayin, proje ve ticari liriin gibi ¢iktilarin 6nii agilmig olacaktir.



2. Problem/Sorun (5 puan)
2.1 Geleneksel Kanser Tedavisine Yonelik Problemler

Kanser; hiicrelerin kontrolsiiz boliinme, farkli doku veya bolgelerde farkli davranislar
sergileme, komsu dokular istila etme veya kan/lenfatik sistem yoluyla metastaz yapabilme,
heterojen yapida olmalar1 gibi 6zelliklerinden dolay: tip alanindaki tiim gelismelere ragmen,
oliim oraninin yiiksek oldugu, diinyadaki en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Dolayistyla
kanser tedavisine yonelik yillardir ¢esitli aragtirmalar ve yatirimlar yapilmaktadir. Ancak
kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi gibi geleneksel
yontemlerdeki diisiik hedefleme etkinligi, normal ve saglikli hiicrelerde meydana getirdikleri
toksisite ve ilag direnci gibi problemlerden dolay: alternatif ¢6ziim arayislart aranmaktadir. Bu
kapsamda projede geleneksel yontemlere alternatif olarak biyoteknoloji ve biyomiihendislik
alanlarmni i¢ine alan bir ara¢ olan ila¢ salim sistemleri kullanilacaktir.

2.2 Tla¢c Hedefleme Sistemlerine Yonelik Problemler

Glinlimiizde var olan ve ilag hedefleme sistemlerinde kullanilan ilag tastyicilarin diisiik ilag
yiikleme kapasitesi, diisiik ylizey alanlari, stabilite sorunlari, diigiik salim etkinligi ya da uygun
olmayan bolgede salim yapilmasi, yanlis bolge hedeflemesi ve potansiyel toksik ajan ya da
degrade lirtin igerme gibi ¢esitli kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bu sinirlamalart minimize etmek
icin farkli tastyici arayisglariyla birlikte mevcut tasiyicilarin iglevsellestirilmesi i¢in ¢esitli
caligmalar bulunmakta ve bu alandaki arastirmalar hizla artmaktadir. Bu proje fikrinde kanser
tedavisine yonelik kullanilmasi planlanan, gelecek i¢in umut vaat eden CNT’ler, ilaglarin veya
diger molekiiler maddelerin hedefe yonelik olarak verilmesi i¢in tasiyici olarak kullanilacaktir.

2.3 Kanser Tedavisinde Kimyasal Bilesik Kullanimina Yonelik Problemler

Kanser tedavisine yonelik gergeklestirilen hedefli ilag salim sistemlerinde yaygin olarak
kullanilan ikinci, ti¢iincii ve son yillarda dordiincii nesil kimyasal yapili farkli kanser ilaglarinin
yant sira ¢esitli biyoaktif bilesiklerin (6rnegin; curcumin, hiperisin) salimi gerceklestirilmesi
hedeflenmektedir. Cesitli arastirmalar, ilag/biyoaktif bilesik tipi, ilag/biyoaktif bilesik
konsantrasyonu, kanser hiicre hatt1 tipi ve sitotoksisite analizinin maruz kalma siiresinin
antikanser etkisinin degerlendirilmesinde farkli sonuglara neden oldugunu gostermektedir.
Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kanser ilaglarinin etkinligi yliksek olmasina
ragmen sa¢ dokiilmesi, kemik iligi baskilanmasi, kusma ve kizariklik gibi 6nemli yan etkileri
bulunmaktadir. Bu nedenle saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in
kimyasal icerikli kanser ilaglar1 gibi ilaglarin ikamesine ihtiyag vardir. Biyoaktif bir bilesik
kaynagi olarak algler, antikanser ¢aligmalari i¢in genis ¢apta arastirilmaktadir. Alglerin iirettigi
bilesiklerin farkli kanser tiirlerinde etkinligi bilimsel caligmalarla kanitlanmigtir. Bu proje
fikrinde ekstrem kosullardan izole edilmis kutup mikroalglerinden ekstrakte edilen, antikanser
ozellikli biyoaktiflerce zengin ekstraktlari ile yiiklii nanofiberler elde edilerek CNT’ler igerisine
tutturulacaktir.



3. Coziim (20 puan)

Kanser Hastasi

Kemoterapi, Radyoterapi Gibi
Tedavi Yontemleri

Geleneksel Kanser Tedavisine
Yonelik Problemler

ilag Hedefleme Sistemlerine
Yonelik Problemler
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Kanser Tedavisinde ilag Salim
Sistemlerinin Kullanilmasi

Nanotasiyici Olarak
CNT’lerin Kullanimi

Kargo Olarak Kutup Mikroalg
Ekstreleriyle Yuklu
Nanofiberlerin Kullanimi

l

Kimyasal Bilesik/ila¢ Kullanimina
Yonelik Problemler

\ /

Kanser Tedavisinde Kullaniimak Uzere
inovatif Nanofiber Yiiklii CNT’lerin
Uretimi

Sekil 2. Onerilen projemize yonelik sorun ve ¢dziim asamalari.

Bu proje fikrinde kanser hastalari icin agir yan etkileri ve disiik hedefleme etkinligi bulunan
kemoterapi, radyoterapi ve immunoterapi gibi geleneksel tedavi yontemlerine alternatif olarak
ilag salim sistemlerinin kullanilmas1 amaglanmstir. ilag salim sistemlerinin tasiyict ve bu
tastyicilarin igerdikleri kimyasal bilesikler gibi limitasyonlar1 azaltmak icin ise projede
nanotastyici olarak CNT, kargo olarak ise biyoaktifce zengin kutup mikroalgi ekstraktlarryla
yliklii nanofiberlerin kullanilmasi tercih edilmistir.

Geleneksel yontemlerdeki ila¢ direnci, etkinlik ve sitotoksisite gibi sorunlar, hedeflenen ilag
salimi ile c¢oziilmektedir. Hedefe yonelik ila¢ dagitiminin bir avantaji, ilaglarin yalnizca
tiimorde salinmasi1 ve bdylece normal ve saglikli hiicrelere yonelik toksisitenin en aza
indirilmesidir. Ilacin, hedef bélgesinde istenen hizda etkinligi bakimindan en uygun etkilesmeyi
saglamasi, etken maddenin dozunun azaltilmasi, etken maddenin sadece hedef organa salinimu,
hastaya daha yiiksek uyum ve yiiksek se¢icilik, biyouyumluluk ve stabilite kullanilan yontemi
geleneksel yontemlere gore oldukca avantajli hale getirmektedir. Boylece olusabilecek yan
etkiler biiyilk oranda minimuma indirilebilecek ve bdylece bolgeye 6zgii ilacin/kargonun
taginmastyla da terap6tik indeks iyilestirebilecektir.



Ekibimiz mikroalgler konusunda tecriibeye sahip olmakla birlikte laboratuvarimizda kutup
mikroalgleriyle ilgili caligmalar hizla devam etmektedir. Bu kapsamda ilk olarak Horseshoe
Adasi, Skua Golii, Antarktika’dan izole edilmis Chlorella sp. (Egemen.001) tiiri kutup
mikroalgi laboratuvar ortaminda yetistirilip ekstraksiyon islemine ugratilmigtir. Ekstraksiyon
prosesi sonucunda antikanser etkisi olan ve sekonder metabolitlerce zengin ekstraktlar ve atik
biyokiitle olarak mikroalg posasi elde edilmistir. Onerilen projede kutup mikroalgleri
bulunduklar1 zorlu ¢evre sartlarina adaptasyonlar1 geregi diger bolgelerdeki mikroalglere
kiyasla daha farkli biyokimyasal igerige sahip olan ekstremofilik mikroorganizma oluslarindan
dolay1 ¢evre kosullarini tolere etmeleri amaciyla metabolik adaptasyon mekanizmasi olarak
degerli biyoaktif bilesenleri ve daha etkili antioksidanlarin biyosentezini ger¢eklestirdigi
diistincesi ile kullanilacaktir. Bu nedenle diger mikroalg tiirlerine kiyasla daha yiiksek anti-
kanserojen aktivite gostermesi amaciyla kutup mikroalglerinin kullanilmasi tercih edilmistir.

[k olarak ilag hedefleme sisteminde nanotasiyict olarak kullanilmak iizere atik mikroalg
posasindan piroliz islemi sonucu biyochar iiretimi yapilmig ve sonrasinda elde edilen
biyocharlardan mikrodalga irradyasyonu teknigi ile CNT yapist iiretilmistir. Ilaglar, genler,
hedef molekiiller ve ¢ok degerlik ozellikleri uygulayan hiicreleri gibi terapdtiklerin hedef
bolgelere tasinmasinda kullanildig: bilinen ve sitotoksik bir etki yapmadan hiicrelere etkili ve
rahat bir sekilde niifuz etme, penetre olma ve ila¢ hedefleme etkinliklerini iyilestirmek amaciyla
cesitli biyomolekiiller ile iglevsellestirilebilme kabiliyetleri nedeniyle kanser tedavisine yonelik
caligmalarda CNT’lerin ilag tasiyici olarak kullanilmasi istenmistir. Bir nanomalzeme olan
CNT’ler aktif ve pasif hedefleme elde etmek i¢in manipiile edilebilen igne benzeri yapida kiiciik
partikiil boyutuna ve artan yiizey alanina sahiptirler. Dolayisiyla ilag¢ yiiklii nanotastyici olan
CNT’ler gelismis gegirgenlik ve tutma etkisi olarak adlandirilan tiimdr yerlerinde hizla birikme
ozelliklerine de sahiptir. Karbon nanotiiplerin tasiyici olarak kullanilmasi ayni zamanda
CNT’lerin kargo ile esnek etkilesim, yiiksek ila¢ ylikleme kapasitesi, olaganiistii mukavemet,
optik ve elektriksel ozellikler, yiliksek stabilite, biyouyumluluk ve hedeflenen bolgelerde
terapotik ajanlar1 salma gibi yetenekleri sayesinde ilag hedefleme sistemlerindeki bir¢ok
sorunun lstesinden gelmektedir. Karbon nanotiip bazli hedefe yonelik ila¢ dagitimmnin en
onemli avantajlarindan biri olarak bir ilacin/kargonun ayni etkinlikte ancak daha diisiik bir
dozda kullanilabilmesini saglayarak maliyet ve malzeme konusunda tasarruf saglayarak, kargo
olarak toksik bir ilag kullanilacagi zaman da bunlarin yan etkilerinin azaltilmasi
saglanmaktadir. Tlim bu avantajlarin yani sira CNT’lerin projemizde siirdiiriilebilirlik ve sifir
atik prensibine bagli olarak kutup mikroalg posasindan elde edilmesiyle biyouyumluluk ve
biyobozunabilirligin arttirilmasi, kargoyu korurken miikemmel izole edilmis bir ortam
saglamasi, minimum yan etki ile hedef bolgeye ulasmasi ve salim yapmasi istenirken gevreye
verilen zarar da minimize edilmistir.

Diger asamada ise kutup mikroalg ekstrakti yiiklii nanofiber tiretimi i¢in elektrospinning teknigi
kullanilmis ve bu nanofiberlerin CNT’lere tutturulmasiyla kanser tani ve tedavisinde
kullanilmas1 hedeflenmistir. Kimyasal bilesikler yerine dogada bulunan ve esansiyel/esansiyel
olmayan bilesiklerden olusan biyoaktif bilesikler yan etki olmaksizin kanser hiicrelerinin
canliligini azaltarak umut verici sonuglar vermekte ve bu projede kimyasal ila¢ ikamesi olarak
zengin bir biyoaktif bir bilesik kaynagi olarak kutup mikroalglerinin kullanilmasina karar



verilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu birgok kanser tlirlinde mikroalglerin anti-kanser
ozelligi sergiledigi ve kanser hiicrelerinde dogal oldiiriicti hiicre aktivitesi gosterirken ayni
zamanda bagisiklik sisteminin aktivasyonu sagladigi goriilmustiir. Bu sayede viicuttaki kanser
hiicresi biiylimesini inhibe ederken ayni1 zamanda viicudun savunmasini da gelistirmektedirler.
Mikroalglerdeki son gelismeler, ilag yiikleme, hedeflenen dagitim ve floresan goriintiileme i¢in
onemli biyomedikal potansiyel sergilemistir. Son zamanlarda, baz1 alg tiirevli kaynaklarin
antikanser 6zelliklerinin, hiicresel sitotoksisite, tiimdr hiicrelerinin invazyonunu regiile etme ve
kanser hiicrelerinin apoptozunu artirma gibi gesitli hiicresel mekanizmalar1 modiile ettigi
bulunmustur, birgok hiicresel ve molekiiler arastirma sonucunda da alg tiirevli bilesiklerin dogal
giiclii anti-malign aktivitesi One siiriilmiistiir. Bu kisimda nanofiberlerin kimyasal bilesik yerine
mikroalg ekstraktiyla ytiklii olmasi ve CNT’lerin nanofiberler ile etkinliginin arttirilmasiyla da
birgok limitasyonun {iistesinden gelinmektedir. Mikroalg ekstraktlarinin antioksidan, anti-
inflamatuar, anti-viral ve anti-kanser gibi biyoaktif etkilerini kaybetmemesi icin bir
enkapsiilasyon yolu olan elektrospinning yontemi alglerin biyoaktif bilesiklerini kapsiillemek
ve Uretilen nanofiberlerin boyutunu kii¢iiltmek amaciyla kullanilmstir.

. Yontem (20 puan)
Onerilen proje calismasinin 4 is paketinde gergeklestirilmesi planlanmaktadir. Bunlar:

- Kutup mikroalglerinin yetistirilmesi ve ekstraksiyonu

- Ekstraklardan elektrospinning yontemiyle nanofiber yapilarin liretimi

- Ekstraksiyon sonrasi kalan mikroalg posasindan karbon nanotiip tiretimi

- Nanofiber-nanotiip yapilarinin olusturulmasi ve antikanser aktivite analizleri

IP1. Kutup mikroalglerinin yetistirilmesi ve Ekstraksiyonu

Bu is paketinde kutup mikroalglerinin yetistirilmesi gerceklestirilecektir. Bu baglamda
Cumhurbagkanlig1 himayesinde, Sanayi ve Teknoloji Bakanligi uhdesinde gergeklestirilen 3.
Ulusal Antarktika Bilim Seferi (2019) kapsaminda getirilen 6rneklerden izole edilmis ve gen
bilgisi NCBI Gen Bankasi’nda yayinlanmis olan Chlorella variabilis tiirii mikroalg (Genbank
Erisim Numarasi: MN372092) laboratuvar ortaminda farkli boyutlardaki fotobiyoreaktorlerde
yetistirilecektir. Bu kapsamda ilk olarak kutup mikroalglerinin biyoaktif iceriginin yiliksek
olmas i¢in kiiciik dlgcekte optimizasyon islemi gerceklestirilecektir. Bunun i¢in azot miktari,
fosfor miktari, 151k yogunlugu ve aydinlatma dongiisii, sicaklik ve pH gibi parametrelerin
mikroalgin toplam fenolik ve karotenoid igerigine olan etkileri Box-Behnken Deneysel Tasarim
yontemi kullanilarak istatistiksel olarak incelenecektir. Bu deneyler sonucunda belirlenen
optimum mikroalg yetistirme ve besiyeri kosullar1 kullanilarak daha biiyiik 6l¢ekli mikroalg
iiretimine gecilecektir. Bu kosullarda iiretilen mikroalgler yetistirme sonrasinda 3000 RPM
hizda 15 dakika boyunca santrifiijleme islemi ile hasatlanacaktir. Elde edilen algal posa
ekstraksiyon iglemi i¢in +4 C sicaklikta buzdolabinda saklanacaktir.



Sekil 3. Kutup mikroalgleri ve bunlarin yetistirilmesinde kullanilan fotobiyoreaktor sistemleri

Hasatlanan mikroalgler ekstraksiyon dncesinde liyofilizatérde kurutulacaktir. Daha sonra en
etkili ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi i¢in farkli ¢oziicli ve kosullarda ekstraksiyon
denemeleri gerceklestirilecektir. Bu kapsamda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilecek ve optimum ekstraksiyon yontemi belirlenecektir. Belirlenen kosullarda
ekstraksiyon islemi gerceklestirildikten sonra elde edilen ekstraktlar ve aciga c¢ikan posa
ayrilarak iki tirlin de +4 C sicaklikta nanofiber ve karbon nanotiip tiretiminde kullanilmak tizere
saklanacaktir.

IP2. Elektrospinning yontemiyle nanofiber yapilarin iiretimi

Bu is paketinde mikroalgal ekstraktlarin elektrospreying yontemi kullanilarak nanofiber tiretimi
gergeklestirilecektir. PVA ve sodyum aljinat, mikroalgal yag ekstraktlar1 ile yiikli
nanopartikiillerin iiretimi icin kullanilacaktir. Oncelikle PVA ¢ozeltileri distile suda ¢oziilerek
90°C sicaklikta farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde isitilmis manyetik karistiricida
tamamen eriyene kadar karigtirilarak hazirlanacaktir. Aljinat ¢ozeltisi, %2 (w/v) damitilmis su
icinde karistirillarak hazirlanacaktir. Cozeltiler sogutulduktan sonra, aljinat ¢ozeltisine 80:20
(v/v %) nihai konsantrasyon olacak sekilde PVA ¢ozeltisi ilave edilip ardindan, %1 (w/v)
mikroalg yagi ve %1 (w/v) Tween 20 soliisyonu ilave edilerek homojen bir ¢ozelti elde etmek
icin manyetik karistiricida karigtirilacaktir. Daha sonra elde edilen karigin siringa igerisine
yliklenecektir. Siringa igerisindeki soliisyon elektrospin (Inovenso, StarterKit) cihazi igerisine
pompanin iizerine yerlestirilecek ve elektrodun diger ucu metal sirmga ucuna takilacaktir. islem
oda sicakliginda ve uygun voltajda gerceklestirilecektir. Elektrospreyleme ydntemiyle
nanopargacik tiretimi i¢cin PVA konsantrasyonu, akis hizi ve siringa ile toplayici plaka
arasindaki mesafe gibi parcacik boyutunu etkileyen parametreler incelenecektir.



Sekil 4. Kutup Mikroalglerinin elektrosprey yontemi ile enkapsiilasyon iglemi.
IP3. Karbon nanotiip iiretimi

Bu asamada mikroalg ekstraksiyonu sonrasi agiga ¢ikan mikroalg posalar1 kullanilarak karbon
nanotiip liretimi gergeklestirilecektir. Bu kapsamda ilk olarak mikroalg posalarinda pirolizle
biyochar {iretimi gerceklestirilecektir. Piroliz deneyleri Protherm marka karbonizasyon
firminda gergeklestirilecek olup karbonizasyon kosullar1 olarak 500 C sicaklik, 20 C/dakika
1sitma hizi, 300 mL/dakika azot gazi debisi ve 30 dakika final sicaklifinda bekleme siiresi
belirlenmistir. Piroliz reaksiyonu sonucu elde edilen biyocharlar firindan ¢ikarilarak karbon
nanotiip liretiminde kullanilmak tizere desikatorde saklanacaktir.

Elde edilen biyocharlardan karbon nanotiiplerin {iretimi i¢cin mikrodalga irradyasyon metodu
kullanilacaktir. 1k olarak elde edilen biyocharlar elekten gegirilerek 75 mikrometreden daha
kiigiik olan parcaciklar toplanacaktir. Daha sonra 75 mikrometrelik biyocharlar ve ferrosen
(Sigma Aldrich’ten temin edilmig) 1’¢ 1 oraninda karigtirilarak mikrodalga firini
yerlestirilecektir. Mikrodalga firim1 2.45 GHz, 80°C sicaklik, 200 W giic and 17 psi
kosullarinda 5 dakika boyunca calistirilacak ve reaksiyon sonucunda karbon nanotiipler elde
edilecektir.

IP4. Nanofiber-nanotiip yapilarinin olusturulmas: ve antikanser aktivite analizleri

Bu is paketinde daha onceki is paketlerinde elde edilen yapilardan adsorpsiyon yontemiyle
nanofiber-nanotiip yapilar elde edilecektir. Bu kapsamda adsorpsiyon deneyleri NUVE marka
calkalamali su banyosunda gerceklestirilecektir. 11k olarak etkili adsorpsiyon igin sicaklik, siire
ve calkalama hiz1 parametrelerinin optimizasyonu gergeklestirilecektir. Belirlenen optimum
kosullarda nanofiber — nanotiip yapilari iiretilip antikanser aktivite analizleri yapilacaktir.

Antikanser ¢alismalari i¢in ilk olarak kanser hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi ve canlilik analizinin
yapilmasi gerceklestirilecektir. Bu is paketinde ‘Hiicre Kiiltiiri Laboratuvar’inda bulunan L.929
fare fibroblast (ATCC; CCL-1), MCF-7 insan meme kanseri (ATCC; HTB-22) ve A549 insan
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akciger kanseri (ATCC; CCL-185), A375 insan cilt kanseri (ATCC; CRL-1619) hiicre hatlar1
oncelikle kriyobanktan ¢ikarilacak ve ¢6zdiirme prosediirii uygulanacaktir. Bunun igin 37°C*‘lik
su banyosunda bekletilen kriyotiip i¢cerisindeki hiicreler %10 (v/v) Fetal Bovin Serum (FBS) ve
%1 (v/v) penisilin-streptomisin igeren DMEM/F12 besiyerine aktarilacak ve 1000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edilecektir. Santrifiij sonras1 hiicrelere taze besiyeri eklenerek T25
flasklara ekimi yapilacak ve hiicreler flask igerisinde %70-80 yogunluga eristiginde pasajlama
islemi yapilmistir. Pasajlama iglemi sirasinda hiicreler 2 mL steril Fosfat Tamponlu Tuz (PBS)
cozeltisi ile yikanip ve ardindan %0.25’lik Tripsin/EDTA soliisyonu ile muamele edilecek ve
yiizeyden kaldirilacaktir. Flasklar 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibator icerisinde 5 dakika
bekletilecek ve bu sayede yiizeyden kaldirilan hiicreler daha sonrasinda steril falkonlara
aktarilacak ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifilij edilecektir. Santrifiij sonrasi slipernatant atilacak
ve hiicre sayim iglemi i¢in pelletten alman 1 pl hiicre ile 49 pl tripan blue ile boyanacaktir.
Hiicreler Thoma lam1 kullanilarak invert mikroskop altinda sayilacaktir. Ardindan her flaskta
1,5%105 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilacaktir. Ekimi yapilan hiicreler 37°C‘de %5
CO2 igeren inkiibatorde kullanilincaya kadar kiiltiire edilecektir. Yetistirilen ve besi ortaminda
bekletilen akciger, meme ve cilt kanseri hiicre hatlar1 ve fibroblast hiicre %70-80 yogunluga
ulagtiklarinda  hiicre proliferasyonu, apoptoz ve protein toplanmasi gibi deneyler
gerceklestirilecektir hiicreler inkiibasyona birakilacaktir. Daha sonrasinda hiicrelere gesitli
konsantrasyonlarda kutup mikroalg ekstraktlariin 0ziitii ilave edilerek etkiye maruz
birakilacaktir.

Hiicre canlhilik testi analizi: Kutup mikroalgal ekstraktlarin normal hiicrelerin canlilig1
iizerindeki etkisi ve uygun c¢alisma konsantrasyonlarinin belirlenmesi 10993-5 standardina
uygun olarak XTT [2,3-Bis(2-metoksi4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum] sitotoksisite
testleri ile yapilacaktir (ISO 10993-1:2018 ve ISO 10993-5:2009). Sitotoksite testleri i¢in hizli
cogalan ve toksisite ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan L929 fare fibroblast (ATCC; CCL-
1) hiicre hatti kullanilacaktir. Kutup mikroalgal ekstraktlarinin antikanser etkilerinin
incelenmesi sirasinda MCF-7 insan meme kanseri (ATCC; HTB-22), A549 insan akciger
kanseri (ATCC; CCL-185) ve A375 insan cilt kanseri (ATCC; CRL-1619) hiicre hatlar
kullanilacaktir. Her kuyucukta 1x104 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakaya hiicre
ekimi yapilacaktir. Mikroplaka, 37°C‘de %5 CO?2 igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edilerek
hiicrelerin plaka ylizeyine tutunmalari ve %70-80 yogunluga ulasmalar1 saglanacaktir.
Konfluent yap1 olusturan hiicreler iizerine farkli konsantrasyonlardaki kutup mikroalglerinden
hazirlanan ekstraktlarinin eklenecektir. Mikroalgal yag ekstraktlari hiicrelere eklenmeden 6nce
0,45 pm’lik filtreden siiziilerek steril edilip ve diliisyonlar DMEM-F12 besiyeri igerisinde
hazirlanacaktir. Kontrol olarak ekstrakt igermeyen besiyeri kullanilacaktir. Mikroplaka 37°C
‘de %5 CO2 igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edilecek ve inkiibasyonun ardindan
kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilerek her kuyucuga 100ul XTT soliisyonu eklenecektir.
Mikroplaka, %5 CO2 igeren 37°C*de inkiibatdrde 4 saat boyunca inkiibe edilecek ve absorbans
degerleri ¢oklu mikroplaka okuyucu yardimiyla 450 nm dalga boyunda Olciilecek ve not
edilecektir. Yiizde hiicre canlilig1 degerleri 6rnegin absorbans degerinin kontroliin absorbans
degerine boliinmesi ile bulunacak. Yar1 maksimum inhibitdr konsantrasyon (IC50) degerleri
hesaplanacak ve deney gruplarinin kontrol grubuna gore istatiksel analizi yapilacaktir.
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Hiicre canlilig1 asagidaki formiille hesaplanacaktir ,

Optical density (OD)

of treatedcells

%Viability = x100

OD of control cells

Sekil 5. Insan meme kanseri (MCF-7) hiicre hattinda XTT analizi

5. Yenilik¢i (Inovatif) Yonii (15 puan)

Mikroalglerin kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etki yaptigi daha onceki calismalarda
kanitlanmigtir. Mikroalgler electrospin cihazi kullanilarak elektro-spreyleme yontemi sonucu
nano boyutta enkapsiile edilmistir. “Algal Biyoteknoloji ve Biyoproses Laboratuvari”’mizda
nanofiber iiretimi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Bunun disinda laboratuvarimizda
gergeklestirilen deneyler sonucunda biyochar {iretimi ve karbon nanotiip iiretimi
gergeklestirilmisti. Bizim yaptigimiz ¢alismada karbon nanotiipler farkli bir yontemle ve
yontem bdliimiinde de degindigimiz {iizere diger is paketlerimizden ¢ikan posanin
degerlendirilmesi seklinde yani daha siirdiiriilebilir sekilde elde edilecektir. Sonug olarak
projemiz literatiire birgok acidan katki saglayacaktir. Onerilen projenin yenilik¢i yonleri
asagida maddeler halinde siralanmistir.

e Bu proje ile ilk kez kutuplardan izole edilen Chlorella sp. (Egemen.001) tiiri
mikroalg  ekstrakti  ylklii nanofiber {iretimi elektrospinning yontemiyle
gergeklestirilecektir.

e Yine bu proje ¢aligmasi kapsaminda ilk kez kutup mikroalglerinin ekstraksiyonu
sonucu ac¢iga cikan atiklar sifir atik yaklagimiyla karbon nanotiip iiretiminde
degerlendirilecektir.

e Kutuplardan izole edilen mikroalgal ekstrakt yiiklii nanofiberlerin, yine mikroalgal
posa atiklarindan iiretilen karbon nanotiiplere yiiklenerek elde edilecek olan yapilarin
antikanserojen aktivitesinin arastirtlmasi projenin yenilik¢i yonlerindendir.
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6. Uygulanabilirlik (10 puan)

Onerilen projede temel olarak kutuplardan izole edilen mikroalglerin yetistirilerek bunlardan
iiretilen nanofiber-nanotiip yapilarin antikanser etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
kapsamda halihazirda Yildiz Teknik Universitesi Algal Biyoteknoloji ve Biyoproses
Laboratuvarinda kutup mikroalglerinin izolasyonu, yetistirilmesi ve ekstraksiyonu
yapilmaktadir. Proje ekibindeki Yiiksek Biyomiihendis Anil Tevfik Koger’in de arasinda
bulundugu bir ¢alisma grubu tarafindan kutup mikroalglerinin izolasyonu, yetistirilmesi ve
farkli alanlarda kullanimiyla alakali bir¢ok bildiri yaymlanmis olup, bu konularla ilgili bir
makale de SCI indexli bir dergide hakem degerlendirme siirecindedir. Proje ekibinde bulunan
Aras. GoOr. Beyza Karacaoglu da karbon nanotliip iiretimiyle alakali calismalarda bulunmus ve
on denemelerde basarili sonuglar elde etmistir. Proje ekibinde bulunan Aras. Gor. Giilcan Aysin
Karaca ise mikroalgal ekstraktlardan elde edilen malzemelerin antikanser aktivitelerinin
belirlenmesiyle alakali tez caligmasi siirdiirmekte olup antikanser aktivite analizleriyle alakali
yaptig1 ¢aligmalar basariyla devam etmektedir. Bu kapsamda proje ekibimiz ve danigmanimiz
Prof. Dr. Didem Ozgimen’in ¢aligmalari incelendiginde bu projenin gerceklestirilmesi
hususunda yeterli tecriibe ve imkana sahip oldugu goriilmektedir.

Sekil 6. Proje fikri kapsaminda gerceklestirilecek olan ¢alismalar
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7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi (5 puan)

Onerilen proje ¢aligmasinin  saglikli ve verimli bir sekilde yiiriitiilebilmesi ve
sonlandirilabilmesi i¢in gerekli biitceler ve gerekgeler Tablo 1°de 6zetlenmistir. Proje ¢alismasi
kapsaminda gerceklestirilecek olan is paketlerinin zaman planlamasi ise Tablo 2’te verilmistir.

Tablo 1. Biitce Gerekgesi

Harcama
Adi Gerekce Fiyat
Zamani
Bu malzemeler 1.,
., ve 4.
Cam ve Plastik Sarflar Mikroalg Yetistirme, 21(’6:166 rirfle
(petri kabi, erlen, beher, = Ekstraksiyon, CNT {iretimi ve P . ..
. . .. 20000 kullanilacagi igin
biiret, balon, kruse, baget antikanser aktivite .
. IP1 esnasinda
vb.)f analizlerinde kullanilacaktir.
harcama
yapilacaktir.
B 1 1
Kimyasal Sarflar Mikroalg Yetistirme, . u matzemetet
) . L. ) biitlin asamalarda
(Mikroalg yetistirme Ekstraksiyon, Nanofiber tullanddis icin
kimyasallari, etanol, tretimi, CNT {iretimi ve 100000 iP1 esn gln((l;
DMSO, hiicre sitotoksisite antikanser aktivite hZ:c;r?la 4
besiyerleri, CO; gaz1 vb.)  analizlerinde kullanilacaktir.
yapilacaktir.

Bu analizler, ekstraktlarin . o
Bu analizler biitiin

igerigi, nano boyuttaki

Analizler (HPLC, GC-MS, malzemelerin 1$ pakevt le.rlhnde
SEM, DLS, FTIR ve XTT karakterizasyonlar1 ve 10000 yap‘llacagl %Qm her
) antikanser aktivitelerin . lf aketinde
belirlenmesinde arcama
kullanilacaktir. yapilacaktrr.
Bu malzemeler
biitiin i
Biyogiivenlik malzemeleri Giivenli analiz ve tiretim paketlerinde
(eldiven, maske, onliik, kosullarinin saglanmasinda 5000 kullanilacagi igin
gozlik vb.) kullanilacaktir. her i paketinde
harcama

yapilacaktir.



Tablo 2. Proje Zaman Planlama Cizelgesi

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar) (5 puan)

14

Kanser lizerine yapilan bir¢ok arastirmaya ragmen, kanser halen diinya ¢apinda hem erkek hem
de kadinlarda tiim 6liimlerin %2 1'inden sorumludur ve kalp hastaliklarindan sonra ikinci 6nde

gelen 6liim nedenidir. Kanser 6zellikle 40-79 yas arasi kadinlarda ve 60-79 yas aras1 erkeklerde
goriilmektedir. Onde gelen kanser tiirleri arasinda asagidaki Grafik 1 dikkate alinarak en sik
gbzlenen kanser tiirlerinin akciger ve meme kanseri oldugu sdylenilmektedir. Bunun yani sira
giderek artan kiiresel 1sinmanin da yan etkilerinin ¢ogalmasiyla, cilt lizerindeki hasarlar
artmakta ve bununla birlikte cilt kanserinin goriilme sikligi da giderek artmaktadir. Bu
istatistiksel veriler iilkemiz i¢in de gecerlidir.

Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Other cancers
8879 843 (46%)

Cervix uteri
604 127(3.1%)

- Breast
261 419(11.7%)

Lung
2206771 (11.4%)

Colorectum
1931590 (10%)

Prostate
1414259 (7.3%)
Stomach

1069 103 (5.6%)

L Liver
905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

It Agercyfor

Notdtiestn
s

Ressarch o

o

— N L
! \( e
{ o N/ P
Numbers at a glance

Total population

84339067

Number of new cases

233834

Number of deaths

126335

Number of prevalent cases (5-year)

581636

Sekil 7. Diinya genelinde ve Tiirkiye’de ¢esitli kanser tiirlerinin istatistiksel verileri.
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(Calismamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda elde edecegimiz bu {iriin i¢in hedef kitlemiz
kanser hastalaridir. Ancak hastalara iiriiniin temini basta Ila¢ Firmalar1 olmak iizere Eczaneler,

Onkoloji doktorlardir.
in ! | e &
~‘\- - - aa” ‘:‘ Q -

|

|

1 el i
I 1

Y

N

Hasta _—» Eczane

Onkoloji Doktoru (Regete) Ecza Deposu

AlgalTech Ekibi

llag Firmasi

Sekil 8. Proje fikri hedef kitlesinin sematik olarak gdsterimi.

9. Riskler (10 puan)

Onerilen proje c¢aligmasindaki risklerden birisi - yeterli miktarda kutup mikroalginin
yetistirilememesidir. Clinkii bu mikroalgler kutup kosullarina uyum saglayabilseler de biiyiime
ve ¢ogalma hizlar1 normal mikroalglere oranla daha diisiik olabilmektedir. Bu durumda Yildiz
Teknik Universitesi Biyomiihendislik Boliimii biinyesinde bulunan mikroalg yetistirme
serasindaki pilot dl¢ekli fotobiyoreaktdrler kullanima alinacaktir.

Onerilen projedeki diger bir risk de iiretilecek olan nanofiber ve karbon nanotiiplerin yeterli
miktarda ve istenilen boyutta iiretilememesidir. Gergeklestirilen deneme calismalarinda iki
malzemenin de nanoboyutta iiretimi gerceklestirilmistir. Ancak bu denemelerde tiretim miktari
oldukca azdir. Istenilen miktarda ve boyutta nanoyapili malzeme iiretilememesi durumunda
optimizasyon parametreleri degistirilip tekrar istatistiksel analiz yapilacaktir.

Onerilen projedeki baska bir risk de istenilen verimde nanofiber-nanotiip yapilarin
olusturulamamasidir. Bu durumda tekrar proses kosullar1 degistirilerek tekrar optimizasyon
yapilacaktir. Ayrica bu yapilarin olusturulmasi i¢in planlanan yontemin de degistirilmesi B
planlarimiz arasindadir.
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