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. Proje Ozeti (Proje Tanimi) (5 puan)

Diinya saglik orgiitiiniin 2020 y1li i¢in yaymladig: verilere gére Diinya’da 684.996 kisi meme
kanserinden dolayr hayatin1 kaybetmistir. Geleneksel tedavi yontemlerine ek olarak son
zamanlarda meme kanserinin ila¢ tasinim uygulamalart gibi doku miihendisligi yaklasim ile
tedavisi var olan yontemlerinin olumsuz etkilerini minimuma indirebilmek amaci ile hiz
kazanmistir (Senapati, Mahanta, Kumar, Maiti, & therapy, 2018). Doku miihendisliginde
siklikla kullanilan hidrojeller, yiiksek miktarda su tutan ve suda ¢dziiniir polimerlerin ¢apraz
baglanmasiyla olusan ii¢ boyutlu aglardan meydana gelmektedir (Calé & Khutoryanskiy,
2015; Hoare & Kohane, 2008). Hidrojeller yiiksek biyouyumluluk 6zelliklerinden dolayi ilgili
ilaci hiicre hattina iletebilmek igin uygun platformu saglarlar (Senapati et al., 2018).
Poli(etilen glikol) diakrilat (PEGDA) hidrojeli PEG hidrojelinin  diakrilit ile
islevsellestirilmesi sonucunda olusur ve kontrollii ilag tasinim uygulamalarinda siklikla tercih
edilmektedir (Ramanan, Chellamuthu, Tang, & Nguyen, 2006). Ila¢ tasmim ile tedavi
yontemlerinde timor bolgesine spesifik ilacin lokal olarak iletilebilmesi i¢in ilgili hedefin
taninmasi1 gerekir. Bu nedenle peptidin ilgili hiicreyi taniyabilmesi ve baglandigi ilact hedef
hiicre igerisine iletebilmesi igin hiicre gecirgen Ozellige sahip olmasi gerekir (Stewart,
Horton, Kelley, & chemistry, 2008). TAT peptidi baz1 tiimor hiicrelerinde var olan spesifik



reseptore baglanarak anti timor etki yaratir (Fogal, Zhang, Krajewski, & Ruoslahti, 2008).
Ornegin, MDA-MB-231 meme kanseri hiicresinin membraninda bulunan spesifik p32
reseptorii. TAT peptidi tarafindan taninir. Son zamanlarda fotodinamik terapinin enjekte
edilebilir hidrojelleri ile entegre edilmesi ila¢ tasinim uygulamalarinda kullanilmaya
baglanmistir (Zhang, Xia, Chen, Chen, & Wu, 2017). Fotodinamik terapide 1s1ga duyarh
ajanlar (fotosensitizanlar) belirli dalga boylarindaki lazer i1sinlarina maruz birakilarak 1sina
maruz kalan dokularda etkinlik gosterir ve ilgili bolgede bulunan tiimor hiicresini oldiiriir
(Agostinis et al., 2011). Bu sensitizanlardan klorin €6, 650-670nm dalgaboyu araligindaki
isinlart yiliksek boyutta absorbe edebilme 6zelliginden dolayir siklikla tercih edilmektedir
(Juzeniene & therapy, 2009; Kumari, Rompicharla, Bhatt, Ghosh, & Biswas, 2019). Klorin
e6’nin kanser hiicresine spesifik biyoaktif molekiillerle kullaniminin sadece ilgili tlimor
hiicrelerinde etki gostermesi ile kullanilan dozu azaltilip anti tiimor etkinin arttirilmasima dair
calismalar mevcuttur (Josefsen & Boyle, 2008). Bu projenin amaci fotodinamik terapi ile
TAT peptidi konjuge klorin e6 ile fonksiyonellestirilmis enjekte edilebilir PEGDA
hidrojelinin meme kanseri hedefli antitiimor etkisinin incelenmesidir. Projede ilk olarak TAT
peptidi sentezlenecek ardindan Klorin €6 ile konjuge edilecektir. TAT peptid konjuge Klorin
e6 PEGDA hidrojeli ile birlestirilerek ve icerisine MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi
enkapsiile edilecektir. Ardindan 660 nm dalgaboyundaki lazer ile fotodinamik terapi
uygulamasi yapilacaktir. Tedavinin etkinligini 6lgmek i¢in MTT testi ile hiicre canlilik tayini
yapilacaktir.

Problem/Sorun (5 puan)

Kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirii olan meme kanserinin tedavisi i¢in ¢esitli tedavi
yaklagimlart mevcuttur (Fahad Ullah & Resistance, 2019). Meme kanserinin tedavisine
yonelik yapilan cerrahi operasyonlar esnasinda lenf diigiimlerinin ¢ikarilmasi ve radyasyon
tedavisi gibi yontemlerin hasta tizerinde bir¢cok yan etkisi vardir (Waks & Winer, 2019). Yine
siklikla tercih edilen geleneksel kemoterapi yontemi ise kanser hiicresinin DNA sentezine ve
hiicre boliinmesine miidahale ederek hiicreyi oldiirir ancak bu siiregte saglikli dokunun
timorli dokudan ayirt edilmesi miimkiin olmadigindan islem sirasinda saglikli doku da
fazlasiyla zarar gortir.
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Sekil 1. Meme Kanseri Olusum Asamalar1 (Al-Hagery & Research, 2016)

Giliniimilizde var olan klasik tedavi yontemlerine ek olarak ilag tasinim uygulamalar1 tercih
edilmeye baslamigtir. Hidrojeller igerdikleri biiyiikk gézenekli yapilari ve jel matrisindeki
capraz baglarinin fazlaligi gibi barindirdiklar1 fiziksel o6zellikleri ile ilag tasima
uygulamalarinda biiyiikk Onem tasimaktadirlar (Hoare & Kohane, 2008). Yerinde



fotopolimerizasyon ile olusan PEGDA hidrojeli peritiiméral enjekte edilebilirligi sayesinde
ila¢ iletimini minimal invaziv yolla gergeklestirilmesine olanak saglar (Chang et al., 2019).
Ancak PEGDA hidrojelinin biyolojik olarak aktif bir molekiil icermemesinden dolay1 hiicre
tizerinde etkinligi yoktur (Lensen, Schulte, Diez, & InTech, 2011). PEGDA hidrojeline kiigiik
bioaktif peptid molekiillerinin dahil edilmesi, bu peptitlerin pH veya sicaklik degisikliklerine
kars1 yiiksek diren¢ ve kimyasal bilesim {lizerinde hassas kontrol kabiliyetleri gibi avantajlari
nedeniyle ila¢ tasinim yaklasiklarinda siklikla tercih edilmektedir (Kurrikoff, Aphkhazava, &
Langel, 2019; Laakkonen et al., 2004). Peptidler kanser tedavisinde belirli kanser hiicrelerini
hedef almada ve ilgili ilacin biyolojik bariyerleri asarak hedeflenen bolgeye iletiminde dogal
proteinleri taklit etmek i¢in bir ara¢ olarak kullanilmasi sebebi ile kanser tedavisinde biiyiik
potansiyele sahiptirler. TAT peptidi MDA-MB-231 kanser hiicresi hattina spesifik olarak
baglanabilme yetenegi sayesinde kanser tedavilerine yonelik ilag salinim tedavilerinde son
zamanlarda tercih edilmektedir. MDA-MB-231 kanser hattinin hiicre zarinda var olan p32
reseptoriine baglanarak etkilesim gergeklesir ve ila¢ tasinimi i¢in hiicre zarina niifuz ederek
cekirdek ve sitoplazmaya girebilir (Laakkonen et al., 2004; Timur, Bhattarai, Giirsoy, Vural,
& Khaw, 2017). Fotodinamik terapi, Klorin e6 gibi fotosensitizanlarin belirli dalga
boylarindaki aktivasyonu ile kanser tedavisinde kullanilir (Lamberti, Vittar, & Rivarola,
2014). Klorin 6, 1siktan aldig1 enerjiyi molekiiler oksijene tasiyarak reaktif oksijen tiirlerini
olusturur ve bunun sonucunda kanser hiicreleri reaktif oksijen tiirleri tarafindan direkt olarak
oldiiriilebilir (Agostinis et al., 2011). Gilinimiizde meme kanserinde kullanilan g¢esitli
tedavilerin basinda gelen kemoterapinin baslica yan etkisi, icerdigi ajanlar nedeniyle kanser
hiicresiyle birlikte yanindaki saglikli hiicreleri de 6ldiirmesidir (Tanaka et al., 2009). ilag
dagitimi tedavisindeki en temel amag ilacin saglikli dokular tizerindeki olumsuz etkisini en
aza indirirken ayni zamanda ilact direkt olarak hedef bolgeye tasimaktir (Wang et al., 2017).
Enjekte edilebilir hidrojel ile ilaglar1 lokal olarak diger bir deyisle tiimor hiicrelerinin
yanindaki saglikli dokuyu etkilemeden direkt olarak tiimor hiicresine serbest birakarak var
olan tedavi yontemlerindeki problemleri minimuma indirmek hedeflenmektedir (Fan, Tian, &
Liu, 2019).

Coziim (20 puan)

Bu projede TAT peptidi ile Klorin e6 konjugasyonunun PEGDA hidrojeli ile birlestirilmesi
sonucunda olusan jellesme ile MDA-MB-231 hiicre hattinin tedavisinde saglikli dokulara
zarar vermeden lokal olarak kanser hiicresini hedef alarak minimal invaziv yontem ile tedavi
amaclanmaktadir. Meme kanseri tedavisinde var olan dezavantajli tedavilere alternatif olarak
enjekte edilebilir TAT konjuge Klorin e6/PEGDA hidrojelinin fotodinamik tedavi ile
entegresi ile kanser tedavisinde onemli bir basar1 saglayacagi diisiiniilmektedir. PEGDA
hidrojelin spesifik hiicre tanimadaki eksikligi TAT ile entegre edilerek giderilebilir ve ilgili
hiicre hattina ila¢ tasiniminda etkinligi arttirabilir. Hiicreyi 6ldiirme mekanizmasi ise belirli
dalga boylarindaki lazer ile aktif hale getirilen Klorin e6 fotosensitizaninin i¢erdigi oksijen ile
reaktif oksijen iiretmesi prensibine dayanir (Josefsen & Boyle, 2008). Klorin e6’nin tiimor
hiicresine spesifik bir molekiile entegre edilmesi sonucunda uygulama esnasinda saglikli
dokulara verilen zarar1 azaltilabilir. ilag dagitimi tedavisindeki en temel amag ilacin saglikli
dokular tizerindeki olumsuz etkisini en aza indirirken ayn1 zamanda ilaci direkt olarak hedef



bolgeye tasimaktir (Wang et al., 2017). Bu projede enjekte edilebilir hidrojel tiretimi ile
ilaglart lokal olarak diger bir deyisle tiimor hiicrelerinin yanindaki saglikli dokuyu
etkilemeden direkt olarak tiimdr hiicresine serbest birakarak var olan tedavi yontemlerindeki
problemleri minimuma indirmek hedeflenmektedir.
Proje ¢6ziimii dogrultusunda ulasilmasi planlanan hedefler;
1-Ilgili hiicreyi tanmyarak PEGDA hidrojelinin hiicre tutunma 6zelligini arttiran TAT
peptidinin sentezlenmesi
2-Kanser hiicresi 6ldiirmede etkili Klorin e6 ‘nin TAT ile konjugasyonu
3-MDA-MB-231 hiicre hattim1 tanimada etkili TAT konjuge Klorin e6’nin PEGDA ile
konjugasyonu
4-TAT konjuge Klorin e6 bagli PEGDA hidrojelinin i¢erisine MDA-MB-231 hiicre hatt
enkapsiilasyonu ve in vitro kiiltlivasyonun gerceklestirilmesi
5-Urelilen TAT konjuge Klorin e6 bagli PEGDA hidrojelinin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattinin tizerindeki etkisinin MTT analizi yardimiyla hiicre canliligi
tayini yapilarak belirlenmesi
6-Urelilen TAT konjuge Klorin e6 baghh PEGDA hidrojeli ile fotodinamik terapi
uygulamasinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin tizerindeki etkisinin MTT
analizi yardimiyla hiicre canlilig1 tayini yapilarak belirlenmesi

PEGDA Hydrogel
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Sekil 2. TAT-PEGDA-Ce6’nin birlesimi sonucunda fotodinamik terapi uygulamasi ardindan
meme kanseri bolgesine entegrasyonu sonucunda beklenen etkinin temsili sekli.

Yontem (20 puan)

Projemizin Teknolojik hazirlik seviyesi baslangi¢c olarak THS 1 olarak belirlenmistir. THS 1
asamsinda Meme kanseri sorunu, var olan tedaviler ve bu tedavilerin ¢oziimleri ve bunlara ek
olarak var olan ¢oziimlerin eksikleri gosterilmistir. Projenin faaliyet asamasinda THS 6
seviyesine ulagmasi hedeflenmektedir. Ardindan THS 7 asamasinda prototip olusturularak
uygun ortam igerisinde test etmeyi planlamaktay1z.

4.1.1P1. Peptid Sentezi

TAT peptidi  (Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg) Izmir Katip Celebi
Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Béliimii Doku Miihendisligi ve Rejeneratif Tip
Laboratuvarinda, Fmoc ve Boc korumali amino asitler ve Rink Amide AAPPTec
rezin(siibstitiisyon=0.67 mol/g) kullanilarak sentezlenecektir. 4 mililitrelik Dimetilformamit



(DMF) soliisyonu igerisinde, 200 mg recine 30 dakika boyunca bekletilip sisirilecektir. Daha
sonra regine, %20’lik piperidin-DMF soliisyonu i¢inde 15 dakika bekletilecek ve teker teker
dizilimdeki aminoasitler eklenecektir. Reaksiyona girmeyen aminlerin varligini kontrol etmek
icin belirli agsamalarda kaiser testi yapilacaktir. Pozitif ¢ikmasi durumunda %20’lik piperidine
inkiibasyondan pozitif sonu¢ alincaya kadar devam edecektir. Bu islem Fmoc koruma
grubunun uzaklastirildigindan emin olmak icin yapilacaktir. Ardindan regine %95 TFA/ %2.5
TIPS/ %2.5 H20 karisiminda peptid ¢apraz baglayicisinin regineden ayrilmasi icin iki saat
boyunca bekletilecektir. Cozelti li¢ kez soguk eter icerisine dokiilecek ve santrifiij edilecek.
Kalan sivilarin ugarak uzaklasmasindan sonra -20°C’de 24 saat birakilacak ve katr kisim
liyofilizasyon yapilarak kurutulacaktir (Luo et al., 2010).

Sekil 3. Sentezi Tamamlanan Kat: Madde Asamali Cys-TAT Peptidi.

4.2.1P2. TAT Peptid ile Klorin e6 Konjugasyonu

Maleimid grubu iceren klorin e6 ticari olarak temin edilecektir. Tiim reaksiyonlar, oda
sicakhiginda ve karanlikta gerceklestirilecektir. Klorin e6, peptid, ve EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide) sirasiyla molce 1:3:3 esdeger olacak seklide
hesaplanacaktir. 1 mol EDC igin 2.5 mol NHS kullanilacaktir. Klorin e6 MES buffer (2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid) i¢inde ¢ozdiiriilecek ve Klorin e6'nin NHS esteri MES buffer
icerisinde NHS ve EDC ile 1 saat tepkimeye sokulacaktir. Ardindan TetraF2-RR peptidi MES
bufferda ¢ozdiiriilecek ve 1 saat bekletilen Klorin e6-NHS ester ¢ozeltisine ilave edilecektir.
24 saat manyetik karistiricida tepkimeye sokulacaktir. Ham konjugat soliisyonu daha sonra
konjuge olmayan Klorin e6 ve peptidi uzaklastirmak i¢in distile su igerisinde 24 saat boyunca
diyaliz edilecektir. Ardindan liyofilize edilecek ve toz forma getirilecektir. Konjugatlar, PBS
icinde uygun seyreltme sonrasinda absorpsiyon spektroskopisi ile karakterize edilecektir.

* MES Buffer

form NMS + EOC Cys-TAT

Sekil 4. TAT peptidi ile Klorine6 konjugasyonunun temsili sekli.



4.3.1P3. TAT Peptid-Klorin e6 ile PEGDA Hidrojelinin Konjugasyonu

ik olarak PEGDA, 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 8.0) icinde ¢ozdiiriilecektir. PEGDA
soliisyonu, sodyum fosfat tamponu i¢inde Cys-TAT peptidi ile 1.1 molar oraninda reaksiyona
girecek sekilde yapilacaktir. Peptidlerin C-terminal ucundaki sistin (Cys) , PEGDA ile
Michael tipi ekleme reaksiyonuna izin vermektedir. Ardindan ¢6zelti 1s1ktan korunarak ve 24
saat karistirilacaktir. Cozelti daha sonra 24 saat boyunca diyaliz ortaminin diizenli olarak
degistirilmesiyle diyaliz hortumu kullanilarak Milli-Q suya kars1 diyaliz edilecektir. Daha
sonra ¢ozelti -80 derecede dondurularak, liyofilize edilecektir ve bir sonraki kullanima kadar
20°C'de saklanacaktir (Peter & Tayalia, 2016).

4.4.1P4. TAT-Klorin e6-PEGDA Hidrojelin Karakterizasyonu

Peptid konjiige edilmis PEGDA hidrojel reaksiyonunu sonrasinda peptid'in ii¢c boyutlu (3B)
hidrojel ylizeyine kovalent baglanmasinin dogrulamasi proje danismaninin daha once
kullandig1 protokole bagl kalinarak (Onak et al., 2018). Ozetle, sentezlenen peptidler resin
molekiilinden koparilmadan once fluoresin izotiyosiyanat (FITC) molekiilii ile
isaretlenecektir. Isaretleme (labeling) reaksiyonu peptid'in amino grubunda bulunan amin
gruplar1 ile FITC molekiiliindeki siiksinimidil ester fonksiyonel grubu arasinda
gerceklesecektir. Daha sonra FITC ile isaretlenen peptid kullanilarak hidrojel konjligasyonu
yapilacaktir ve iretilen FITC-peptid-hidrojellerin yiizeyi inverted floresan mikroskop
(Olympus, CKX41) ile goriintiilenecektir. Kisaca, FITC ile isaretlenmis peptidin PEGDA ile
konjiigasyonu gerceklestirilecektir. Konjligasyon sonucunda elde edilen hidrojeller PBS
icerisinde ¢oziilerek floresan yogunlugu 520 nm emisyon ve 495 nm eksitasyon dalga
boylarinda mikroplaka okuyucusu kullanilarak belirlenecektir. Elde edilen degerler FITC ile
isaretlenmis peptidin PBS igerisindeki belirli konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanan
kalibrasyon egrisi ile karsilastirilarak peptid-hidrojel konjligasyonu reaksiyon verimliligi
degerlendirilecektir.

4.5.1P5. PEGDA Hidrojel Uretimi

Projede kullanilacak PEGDA jellerinin tretimi PEGDA soliisyonarina 2-hidroksi-4’-(2-
hidroksietoksi)-2-metilpropiofenon (Irgacure 2959) soliisyonlar1 karistirilacaktir. Mekanik
dayanim testlerinin sonuglar1 dahilinde 0.25um filtreden gegirilecektir. Peptid-hidrojel
konjiigasyonuna hiicre enkapsiilasyonu gergeklemis hidrojeller aseptik sartlarda kesilip 8 mm
capindaki enjektore istenilen kalinlikta bir tabaka olusturacak sekilde yerlestirilecektir. Daha
sonra UV cihazi ile ¢apraz baglama islemi gerceklestirilecektir.
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Irgacure and pegda will dissolved in PBS.
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Sekil 5. PEGDA hidrojel tiretiminin temsili sematik gosterimi.



Sekil 6. Uretimi tamamlanan PEGDA hidrojeli.

4.6.1P6. Peptid Hidrojellerin I¢ine Hiicre Enkapsiilasyonu

[zmir Katip Celebi Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Béliimii Doku Miihendisligi ve
Rejeneratif Tip Laboratuvari’nda bulunana MDA-MB-237 hatt1 kullanilacaktir. Meme kanseri
hiicre besi yeri; DMEM besi ortami, %10 fetal sigir serumu (FBS), 100 U/ml penisilin ve 100
mg/ml streptomisinden olusmaktadir. Hiicreler bu besi yeri icerisinde standart polistren hiicre
kaplarina ekilip ve daha sonra %5 CO2 ve 37°C’de inkiibe edilecek ve iki giinde bir besi
ortami  degistirilecektir. Hiicre yogunlugu 9%90’a ulastiginda pasajlama islemi
gerceklestirilecektir. Pasajlama islemi %0,25 tripsin/EDTA soliisyonu ile uygun pasaj
oraninda pasajlanacaktir. Yeterli miktarda stok olusturabilmek i¢in, meme kanseri hiicreleri
dondurma prosediirii uygulanarak dondurulacak ve sivi azot tankinda (ThermoScientific, Bio-
cane 47) -196 °C’de stoklanacaktir (Karaman et al., 2016; Onak et al., 2018; Sendemir-
Urkmez & Jamison, 2007). Hiicreler steril PBS ile yikanip tripsinize edilecektir. 5x10"6
hiicre/mL hiicre Irgacure 2959 igeren PEGDA soliisyonlari i¢erisinde homojenize edilecektir.
Hidrojel olusumu igin steril PTFE kalip igerisine soliisyon dokiilecek, UV ile jellesme
saglandiktan sonra corkborer kullanilarak ¢apt 8 mm olan Ornekler kesilecek ve 24 saat
boyunca 37° C’de %5 CO2 inkiibatorde DMEM besiyeri varliginda kiiltive edilecektir. Vasat
degisimi diizenli olarak yapilacak ve MDA-MB-231 hiicreler dort hafta belirtilen besi yeri
icerisinde kiiltive edileceklerdir.

Peptide Hydroge! Mixture Mixture Encapsulating of cells into PEGDA hydrogel

Sekil 7. Peptid Hidrojellerin Igine Hiicre Enkapsiilasyonunun temsili gdsterimi.



4.7.1P7. Fotodinamik Terapi Uygulamasi

Klorin e6’nin 655 nm'de dalgaboyundaki dalgaboyunu absorbe edebildiginden oldugundan
dolay1, 655 nm dalgaboyundaki diyot lazer sistemi (PS4 III.LED; Changchun New Industries
Optoelectronics Co. Ltd., Changchun, China) kullanilacaktir. Lazer cihazinin optik fiberi,
iizerinde MDA-MB-237 hiicresi enkapsiile edilmis hidrojelleri barindiran 96 kuyulu
plakalarin yerlestirildigi optik masaya dik olarak sabitlenecek ve optik masa iizerinde
aydinlatma alan1 belirlenecektir. Cikis giicti, bir gii¢ 6lger (Thorlabs, Almanya) ile 200 mW'a
ayarlanacak ve hiicreleri i¢eren tiim kuyucuklarin ayni miktarda lazer 15181 almasini1 saglamak
icin her deneyden oOnce sistem kontrol edilecektir. Optimize edilecek giic yogunlugu
sabitlenip ardindan 1518a maruz kalma siiresi degistirilerek farkli enerji yogunlugunda
uygulamalar yapilacaktir. Fotodinamik terapi uygulamalarinda optimum enerji yogunlugunu
bulmak i¢in belirlenen enerji yogunluklarmin etkisi MDA-MB-237 hiicreleri iizerinde
incelenecektir.

4.8.iP8. MTT Uygulanmasi

UV caprazlama sonrasinda elde edilen hidrojel yapilarinin igerisine enkapsiile edilen
hiicrelerin hiicre canlilif1 analizini yapmak i¢in MTT (Vybrant ® MTT Cell Proliferation
Assay Kit (Invitrogen) testi yapilacaktir (Liu vd., 1997). Bunun i¢in 3-(4,5-dimetilazol-2-yl)-
2,5-difenoltetrazol bromit) MTT 5 mg/mL lik fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi igerisinde
cozdiiriilecek ve 0.22 mm’lik siringa kullanilarak filtre edilecektir. Her kuyucuga MTT
eklenecektir (her 450 uL besi ortami i¢in 50uL MTT). Plakalar 3720C’de 2 saat boyunca
inkiibe edilecek ardindan besi ortami kuyuculardan uzaklastirilacaktir. Her kuyucuga DMSO
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) ekledikten sonra mikro plaka okuyucu kullanarak
570 nanometrede optik yogunluk olgiilecektir. (Synergy™ HTX- BioTek, Winooski, VT,
USA).

4.9.1P9. Elde Edilen Verilerin istatiksel Analizi

Deney gruplarindan minimum ticer 6rnek olmak iizere test edilecek ardindan deneyler ii¢
tekrarlt olacak sekilde yapilacaktir. Elde edilen sonuglarin ortalama degerleri ve standart
sapmalar1 alinacaktir. Standart hata degerleri rapora yazilacaktir. Gruplar arasindaki ikili
iligskiler Student t-test metodu kullanilarak yapilacak ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli1 kabul edilecektir.

Yenilikci (Inovatif) Yénii (15 puan)

Meme kanseri tedavisinde uygulanan baslica tedavilerden olan kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalarinin kanseri tedavi etmesinin yani sira uygulanan bdlgede onemli yan etkilere
neden olur (Akram & Siddiqui, 2012; Nounou et al., 2015). Kemoterapide kullanilan ilacin
yan etkisinin en biiylik gdstergesi sa¢ dokiilmesidir ve bu yan etki yasam kalitesini biiytlik
dl¢iide olumsuz ydnde etkilemektedir (Lemieux, Maunsell, Provencher, & Cancer, 2008). ileri
teknoloji ile birlikte geleneksel radyoterapinin yan etkilerini minimuma indiren teknolojiler
gelismektedir. Bu teknolojilerden biri CyberKnife adli teknolojidir, her ne kadar geleneksel
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yontemin dezavantajlarin1 minimuma indirgemek i¢in tasarlanmis olsa da bas agrisi, katarak
gibi saglik sorunlarina sebep olabilir. Bunlara ek olarak yiiksek maliyete ve 6zel egitilmis
personele ihtiyag duyulmasi en biiyilk dezavantajlarindan biridir (Agarwal, Raghavan,
Rathnadevi, & Rishi, 2019). Geleneksel ilag¢ tasima tedavilerindeki var olan en 6nemli
eksiklik ilacin tiimdr hiicresine ulagimindaki temel etken olan hiicre tanima segiciliginin az
olmasidir. Gelisen yontemlerle birlikte hiicre tamima segiciliginin Fistenilen spesifik
hedefleme boyutuna tasinmasi ile var olan eksikligin giderilmesi beklenmektedir. Implant
bazli meme kanseri tedavisi yaklasimlarindaki meme rekonstriiksiyon tekniklerinin, hedef
organin fiziksel olarak dogal halini yansitmasi gibi avantajlarina ragmen kas dokusunda
zedelenme, agri, implantin yerinden kaynakli kas altinda olusan istenmeyen yan etkenler
mevcuttur (Dhankhar et al., 2010). Enjekte edilebilir hidrojellerin kullanimi doku
uygulamalarinda minimal invaziv bir yontem olarak hiicre ve ilaglarin istenilen boyuttaki
homojenize olarak kapsiillenmesine olanak saglar. Onkoloji uygulamalarinda hiicre ve ilag
yukli ¢esitli hidrojeller kullanilmaktadir (Elias et al., 2015; Li, Rodrigues, & Tomas, 2012).
Peptid bazli hidrojeller biyouyumluluk, minimum toksisite ve biyoaktivite gibi 6nemli
ozellikleri sayesinde doku uygulamalarinda yiiksek potansiyele sahiptir (Liu, Zhang, Zhu,
Liu, & Chen, 2019). Kanser tedavisi uygulamalarinin olumsuz etkilerini iyilestirmeye yonelik
1518 kullanildig1 fotodinamik terapi uygulamalari hiz kazanmistir. Fotodinamik terapi
spesifik dalga boylarindaki 11k ile aktiflesen fotosensitizanlarin kullanimi ile fotokimyasal
tepkime sonucu hayati biyomolekiillerle etkilesime girerek kanser hiicresinin 6ldiiriilmesine
neden olur ancak fotokimyasal tepkime sonucu olusan reaktif oksijenin yasam stiresinin kisa
ve difiizyon yarigapinin kiiciilk olmasindan dolayr sinirli uygulama alanina sahiptir. Bu
sinirlamalardan dolay1 bu projede Klorin e6 fotosentizanin hedeflenen bdlgeye yerlestirilmesi
ve istenilen sonucun alinmasi i¢in tek basina uygulanmasi yeterli degildir. Bu noktada
hidrojeller fotosensitizanlarin hedeflenen bdlgeye teslimi i¢in uygun platformu saglayarak
fotodinamik terapinin verimliligini artirir (Zhang et al., 2017). Projenin yenilik¢i yonil igin,
TAT peptidinin PEGDA hidrojeline entegre edilmesi ile MDA-MB-231 hiicre hattinda
bulunan p32 reseptoriinii spesifik olarak taniyarak baglanmasi sonucunda PEGDA hidrojeli
ile, peptidin tanidig1 kanser hiicresine ila¢ tasimiminin lokal olarak kontrollii bir sekilde
yapilmasina olanak saglanmayan minimal invaziv bir yontem olarak ilag tasiniminda PEGDA
hidrojelin etkinliginin arttirilmasi1 saglanacaktir (Ulijn et al., 2007).

Uygulanabilirlik (10 puan)

Projede elde edilecek sonuglar doku miihendisligi ve biyomedikal miihendisligi gibi bilim
dallar1 i¢in degerli olup tip biliminde Onemli sorunlara ¢oziim niteligi tasimaktadir. Bu
sonuglar dogrultusunda “Meme Kanserine Yonelik Fotodinamik Terapi Uygulamalarinda
Kullanilmak Uzere Peptid Tabanli Enjekte Edilebilir Hidrojelerin Gelistirilmesi” baslikli
makalenin SCI kapsaminda dergilerde yayinlanmasi beklenmektedir. Diger bir yandan klinik

denemeler icin 6nemli bir alt yap1 olusturacaktir. Proje kapsaminda elde edilecek sonuglar
Biyomedikal Miihendisligi Toplulugu Toplantisi’nda (2022 BMES), her yil diizenlenen
Uluslaras1 Biyomedikal Bilim ve Teknoloji Konferansi’'nda (BIOMED 2022) ve Medikal
Teknolojileri Konferansi’nda (TIPTEKNO’22) sunulmasi beklenmektedir. Ozellikle
kadinlarda goriilen meme kanserinin geleneksel tedavilerinin olusturdugu dezavantajlar
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onlemek i¢in gelistirilen enjekte edilebilir hidrojellerle ilag tasinimi uygulamalar1 glinden
giine Oonem kazanmaktadir. Diinya saglik orgiitiine gore Oniimiizdeki 20 yil igerisinde
kadinlarda meme kanserinin %50.6 oraninda artist beklenmektedir. Bu oran g6z Oniinde
bulunduruldugunda meme kanseri tedavisinde hidrojel ile minimal invasif yolla ilag taginimi
uygulamasi énemli klinik etkiye sahiptir. Ulkemizde kullanilan implante edilebilir hidrojeller
diger bir¢ok medikal iiriin gibi biiyiilk oranda ithal edilmektedir. Son zamanlarda disa
bagimlilig1 minimuma indirgemek i¢in yerli {iretime verilen gesitli tesvik paketleri sonucu Ar-
Ge tabanli iirlinlerin gelistirilmesi saglanmaktadir. Bu konuda artan tesvik ve destekler goz
iintinde bulunduruldugunda proje kapsaminda gelistirilecek olan peptit ile etkisi arttirilmis
ilag ylikli hidrojelin meme kanseri tedavisinde medikal alanda onemli bir {iriin olacagi
kanaatindeyiz. Projenin sonuglarina bagli olarak peptid konjuge ilagli hidrojel iiretimi ve
kullanimina yonelik patent bagvurusu yapilacaktir. Calisma kapsaminda yapilacak in vitro ve
in vivo denemelerin basarili sonuglar vermesi durumunda klinik denemeler ile iiriiniin ticari
bir model haline getirilmesine yonelik caligmalar Bonegraft tarafindan gergeklestirilecektir.
Proje kapsaminda gelistirilecek enjekte edilebilir hidrojeller kullanilarak in vitro ve in vivo
caligmalarinin ardindan klinik ¢alismalarina yonelik yeni projelerin hazirlanmasi proje ekibi
tarafindan planlanmaktadir. Ek olarak oniimiizdeki donemde agilacak olan COST proje
cagirilarinda meme kanseri tedavisinde ilagl doku iskelelerinin iiretilmesine yonelik proje
duyurusuna basvurulmasi planlanmaktadir.

Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi (5 puan)

Tablo 1. Proje Zaman Planlamas.

No | is Paketi Kimler Tarafindan Gergeklesecegi | Zaman Arahg
1 | Peptid Sentezi Serife OZCAN 1-3
2 | TAT Peptid ile Clorine6 Serife OZCAN 1-2
Konjugasyonu
3 | TAT  Peptid-Klorine6 ile | Serife OZCAN 1-2
PEGDA
Konjugasyonu
4 TAT-Klorine6-PEGDA Serife OZCAN 1-3
Hidrojelin
Karakterizasyonu
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5 | PEGDA Hidrojel Uretimi Serife OZCAN 1-2

6 Peptid Hidrojellerin I¢ine Hiicre | Serife OZCAN 1-3
Enkapsiilasyonu

7 | Fotodinamik Terapi Uygulamas: | Serife OZCAN 1-3

8 | MTT Uygulanmas1 Serife OZCAN 3-4

9 | Elde Edilen Verilerin Istatiksel | Serife OZCAN 1-2
Analizi

Tablo 2. Tahmini Maliyet Tablosu.

Malzeme Listesi Maliyet Kullanilacag Is Paketi
Pipet ucu, 1-10 ul hacimli, 1000 | 220 t P 1-2
adet/poset

Pipet ucu, 20-200 ul hacimli, 1000 | 240 b P 1-2
adet/poset

Pipet ucu, 100-1000 ul hacimli, | 300 b P 1-2

1000 adet/poset

Eppendorf tiipleri 2 ml lik 500 | 250 b P 1-2-3
adet/poset

Eppendorf tiipleri 1,5 ml lik 1000 | 250 b P 1-2-3
adet/poset

Pudrasiz Eldiven (kiiclik boy), 100 | 175 b Tiim is paketlerinde
cift

HATU (25 g) 2500 b P 1

50 mL Santriftij Tiipt (200adet) 740 b IP 1-2-3-4-5
15 mL Santrifiij Tiipii (200adet) 740 b IP 1-2-3-4-5
96 kuyucuklu plaka (50 adet) 1480 b P 6

24 kuyucuklu plaka (50 adet) 1500 b IP 6
2-Hydroxy-4'-(2-hydroxyethoxy)-2- | 1800 b IP5
methylpropiophenone (Irgacure

2959) 10 g

Seliilloz Membran Diyaliz Tiipii (6- | 4520 b P 3

8 kD)

Klorin e6 (250 mg) 5000 B P 2-3-4
EDC (N-Ethyldiisopropylamine)5 | 2540 1 P 2-3-4

g
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N-Hidroksisukkinimid(N- 1800 b iP2-3-4
Hydroxysuccinimide) (NHS) 5 ¢
Diklorometan (DCM) 2 L 4000 b P 1
N,N-Dimetilformamid (DMF) 2L | 4000 1 IP 1
Triethanolamine Buffer (120 mL) 2500 b P 3
MES 1-hydrate (100 g) 5500 b P 3
MTT Kit 7400 b P8
Rink Amide MBHA Resin (25 g) 12800 b P 1
Fmoc-GIn(Trt)-OH 2400 1 IP 1
Fmoc-Tyr(tBu)-OH (259) 2750 b IP 1
Fmoc-Lys(Boc)-OH (25g) 2000 b IP 1
Fmoc-Arg(Pbf)-OH (25 g) 3500 b iP1
Fmoc-Gly-OH 2100 b iP 1
Poly(ethylene glycol) diacrylate 200 b IP5
Serological Pipet (5 ml/50 adet) 1250 b IP 6
Trypsin-EDTA solution (100ml) 850 b IP 6
Penicillin-Streptomycin (100 ml) 750 b iP6
Diethyl ether (1L) 450 b iP1
Flask (75 cm?/18 adet) 3050 b IP 6
Flask (25 cm?/25 adet) 5200 b P 6
5 mL Serological Pipet (50 adet) | 1250 % IP 2-3
10 mL Serological Pipet (50 adet) | 1150 b IP 2-3
25 mL Serological Pipet (50 adet) | 1710 % IP 2-3
N,N-Diisopropylethylamine (100 | 925t P 1
mL)
Cyclohexylamine (2,5 L) 1200 IP1
Dulbecco’'s  Modified Eagle's | 3201 IP 6
Medium(DMEM) (500 mL/2 adet)
FBS 4600 b P 6
Toplam Birim Fiyati Toplam Tutar+ KDV(%18)
95910 % 113.173.8 &

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

Tiirkiye’de 7.161 kisi meme kanserinden dolayr hayatim1 kaybetmistir Giintimiizde oldukga
yaygin olarak goriilen meme kanseri Ozellikleri kadinlarin hayatlarint 6nemli derecede

olumsuz yonden etkilemektedir. Var olan geleneksel tedavi yontemleri meme kanserinin
tedavisi yaninda bir ¢cok yan etkiyi beraberinde getirmektedir. Ozellikle kadinlar1 etkilendigi
meme kanseri tedavisine yenilik¢i bakis agisiyla gelistirilecek olan peptid-hidrojel-chlorine6
ile minimal invazif yontem kullanilarak ilgili bolgeye enjeksiyonu ile var olan tiim tedavilerin
olumsuz etkilerini minimuma indirgeyerek kadinlarin saglikli yasantilarina en kisa siirede

ulasmalar1 hedeflenmektedir.




9. Riskler (10 puan)

Tablo 1. Olasi risk analiz tablosu.

*.Asagida belirtilen risklerin puani risk skoru belirleme matrisinden yaralanilarak degerlendirilmistir.
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No

En Biiyiik Riskler

Risk Yonetimi (B Plam)

Risk
Skoru

Kat1 madde asamali peptid
sentezi ile  dretilecek
peptid dizileri, saflagtirma
ve karakterizasyon
islemlerinde
belirlenebilecek
dizisinde sekans hatasi
olmasi halinde peptidin
etkinligini
etkileyebileceginden
potansiyel bir
olusturmaktadir.

peptid

risk

Sekans sentez
sirasinda amino asitlerin yan reaktif gruplariyla bir
onceki aminoasitin reaksiyona girmesi veya dizide
eklenmesi diger amino asitlere goére daha zor olan
¢oklu arjinin, sistin ve metionin gibi amino asitlerin
varligindan kaynaklanmaktadir. Spesifik bir amino
asitin  peptid  zincirine eklenmesinde  zorluk
¢ekilmesi  durumunda  N-ethyl-diisopropylamine
(DIEA) ve HBTU (O-benzotriazole-N,N,N,N'-
tetramethyl uronium- hexafluoro-phosphate) gibi
etkin ekleme ajanlarinin  (coupling agents)
literatiirde  belirtilen farkli  konsantrasyonlarda
birlikte kullanimi ile reaksiyon tekrarlanacaktir.

hatalarinin  olusumu  genellikle

PEGDA hidrojeli
olustururken UV 1smnina
maruz birakildiginda jel
haline gelmemesi
problemi yasanabilir.

UV parametreleri, mesafe, siire
PEGDA’nin  jellesme probleminin

saglanacaktir.

degistirilerek
diizelmesi

Peptidlerin  hidrojellerin
yiizeyine konjugasyon
reaksiyonundan  verimin
yeterli olmamasi ve peptid
yiizey  konsantrasyonun
diisik  olmasi  hidrojel
tabakalarmin immobilize
etkinliklerinin  etkilemesi
Oonemli bir risk olusturur.

Onerilen yontemlerin peptid konjugasyonunda etkin
konjugasyon saglanamamasi durumunda EDC/NHS
(3-Glycidyloxypropyl) trimethoxysilane veya (3-
Aminopropytriethoxysilane ile alternatif
reaksiyonlar denenecektir.
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PEGDA hidrojeli igerinde | TAT 1 peptidine Klorin e6 conjugasyonu esnasinda

Klorin e6 | Klorin e6 konsantrayonun arttirilmasi denenecektir.

konsantrasyonun  yeterli | ilgili konsantrasyon bu durumda da saglanmazsa

gelmemesi  ilgili  anti | reaksiyon verimini arttimak icin Klorin e6’ da 9
. kanser yanitinin | bulunan maleimid grublarinin arttirilmasina yonelik

olugmasini engelleyebilir | calismalar gergeklestirilecektir.

RISK SKORU BELIRLEME MATRISI

OLASILIK

1 2 3 4 5
GCOK HAFIF HAFIF ORTA cibDi GOK cibDi

5
GOK YUKSEK

Tablo2. Risk skoru belirleme matrisi.
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