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1. Proje Ozeti

Hepatoseliiler karsinom (HCC, ayrica birincil karaciger kanseri olarak da adlandirilir)
diinyadaki en yaygin kanser tiirlerindendir. HCC insidans1 840.000 vaka olup Diinya’da yillik
mortalite orani1 yaklasik 780.000 kisidir (Cancer Today, 2022). Cerrahi rezeksiyon, radyoterapi
veya kemoterapi, karaciger transplantasyonu ve konkomitan tedaviler, temel HCC tedavi
semalaridir. Bununla birlikte, HCC baglangict sinsidir ve spesifik erken evre belirteclerinin
olmamasi nedeniyle ¢ogu hastaya genellikle cerrahi i¢in uygun olmayan, HCC'nin ileri
evrelerinde teshis koyulur ve hayatta kalma siireleri genellikle 6 aydir.

Bu proje kapsaminda, HCC hastalar1 i¢in erken evrede teshisin ve kanser taramasinin
saglanmas1 amaciyla eksozom tabanli tarama kiti tasarlanmustir. Eksozomlar, ekstraselliiler
vezikiillerin bir alt kiimesidir ve hiicre iletisiminde gorev alirlar. Genel olarak tiim viicut
stvilarinda bulunurlar ve kendilerine spesifik kanser tiiriiniin 6n taramasi i¢in 6nemli igaretciler
olarak arastirllmaktadirlar. Bu yapilarin 6zellikle onkojenik sinyallesmeyi yansitan
biyomolekiilleri i¢ermeleri ve viicut sivilarindan kolayca izole edilebilmeleri 6zellikleri
nedeniyle HCC hastalarinin viicut sivilarinda bulunan ve proje onerisinin tasarlanmasi sirasinda
belirlenen, ayrintilari bu dokiimanin ilgili kisimlarinda anlatilan eksozomlarin tespitinin ve
karakterizasyonunun, bu proje fikri kapsaminda HCC’nin erken teshisinde paha bi¢ilmez bir
ara¢ olacagi diisiiniilmektedir.

Tasarlanan kanser tarama kitinin egitime veya 6zel ekipmana gerek duyulmadan, kolay bir
sekilde uygulanip hizli sonug vermesi planlanmaktadir. Bu projenin ¢iktisi; erken teshis, tarama ve

etkili tedavide rol alacak, bireysel kullanima uygun, ucuz ve kolay erisimi olan, yerli ve milli bir tarama
kitidir.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg, eksozom, erken tarama, karaciger kanseri, tarama Kiti.



2. Problem/Sorun

HCC, Diinya’da en sik goriilen besinci kanser tiirlidiir ve kanser mortaliteleri arasinda 3.sirada
yer almaktadir (Vatansever & Karasu, n.d.) ve obezite, Hepatit B ve C viriisii enfeksiyonlari,
sigara ve alkol kullanimi, hemokromatozis, siroz veya aflatoksin igeren yiyeceklerin tiikketimi
karaciger kanserine yol agabilmektedir (Liver Cancer | CDC, n.d.). Her iki cinsiyette de goriilen
HCC ¢ogunlukla hem insidans hem de mortalite oranlari olarak erkekler arasinda kadinlara gore
2-3 kat daha yiiksektir. Iki bin yirmi yilinda 906 bin kisiye HCC teshisi konmustur ve bu
hastalarin yaklasik 830 bininin hayatini kaybettigi rapor edilmistir (Sung et al., 2021). Yiiksek
oliim oraninin sebebi ise bilylik dl¢lide, hastaligin ancak son evrelerinde semptomlarinin fark
edilmesi ve HCC tanisinin konulmasinda ge¢ kalinmasidir (Liu et al., 2015). Tiirkiye’de HCC
2020 itibariyle insidansi 11,5/100.000’dir ve tiim kanserler arasinda yedinci sirada yer
almaktadir, mortalitesi ise 10,6/100.000°dir ve tiim kanser tiirleri arasinda sekizinci sirada yer
almaktadir (Cancer Today, 2022).

HCC genellikle sessiz bir seyir izleyerek klinik taniy1 zorlastirir. Sarilik gibi klinik belirtiler ve
karaciger fonksiyon bozuklugunun diger kanitlari, organin biiyiik bir kisminda tiiméor olusana
kadar ortaya c¢ikmaz. Ayrica, HCC'ye atfedilebilecek higbir patognomonik semptom veya
belirti yoktur ve tiimorler genellikle hastaligin ge¢ donemlerinde uzak bolgelere yayilir. Basta
bu sebepler nedeniyle HCC'nin prognozu, tanisal gecikme ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir ve
bugiine kadar ideal bir tarama yontemi gelistirilmemistir (Attwa & El-Etreby, 2015). HCC i¢in
yiiksek riskli bireylerin siirveyansi, genellikle ultrasonografi ile birlikte serum belirteci alfa-
fetoprotein (AFP) kullanilarak gergeklestirilir. Teshis icin genellikle ¢ok fazli kontrast
gelistirme yeteneklerine sahip bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme
(MRG) gibi daha karmagik goriintiileme yontemleri kullanilir. Seviyeler belirgin sekilde
yiikselmigse, tek basina serum AFP de yardimci olmaktadir. Karaciger biyopsisi ile dogrulama,
HCC tanisinin belirsiz kaldigi durumlarda tercih edilmektedir (Bialecki & Di Bisceglie, 2005).

Mevcut tarama yontemlerindeki basarisizlik esasen tarama testlerinin tedavi edilebilir bir
asamada HCC'yi tespit edememesinden veya tarama testi sonuglarinin uygun sekilde
yorumlanamamasindan kaynaklanir. Yapilan c¢alismalar, HCC c¢apinin 2-2,5 cm arasina
ulastiginda kiir olasilifinin azaldigin1 gostermektedir, bu nedenle taramanin tespit etmesi
gereken hedef lezyon boyutu 2,5 cm'nin altinda olmalidir. Bir tarama testi bu kiiciik lezyonlarin
cogunu bulabilmelidir fakat mevcut testlerin yetersiz duyarliligi, testler arasindaki araligin ¢ok
uzun olmasi, mikrovaskiiler invazyon ve/veya metastaz sergileyen agresif kanser gelisimi veya
acikca tanimlanabilir bir lezyon olusturmayan infiltratif bir timoriin olusumu gibi sebepler
testlerin yetersiz kalmasina sebep olmaktadir (Sherman, 2014). HCC tanisinda yararlanilan
serolojik tarama testleri; AFP konsantrasyonu, des-y-karboksi protrombin ve AFP'nin L3
fraksiyonudurs. Birgok c¢alisma, bunlarin kii¢iik HCC'lerin yaklasik %60'inda Slgiilebilir bir
tepki vermedigini, yeterince duyarl testler olmadigini gostermistir. Ayrica, bu testlerin {igii de
kotii prognozlu ileri HCC'yi tanimlar; ilerlemis hastalig1 gosteren bir test ayn1 zamanda erken
evre hastaligin bir belirteci olarak kullanilamaz (Sherman, 2014). En sik Onerilen tarama
yontemi ultrasondur fakat ultrasonun da duyarlilig1 kii¢iik HCC’ler i¢in diisiiktiir. Ayrica yagh
karaciger bu testin duyarliligini sinirlamaktadir; yagin varligi ultrason 1sininin niifusunu azaltir,



karacigerin probdan en uzak kisimlari - arka ve tist kisim - iyi goriilemez ek olarak birden fazla
nodiiliin varlig: ile siroz da, nodiillerden herhangi birinin HCC igin siipheli olup olmadiginm
belirlemeyi zorlastirir (Sherman, 2014). Ayrica, erken tani icin BT ve MRG de yeterli degildir.
Kontrastsiz BT taramasi ultrasondan daha hassas degildir; en iyi duyarlilik i¢in en az yilda iki
kez yapilmalidir ve uzun yillar boyunca ise dort fazli bir BT taramasi gereklidir. HCC'si olan
hastalarda BT nin radyasyon dozu daha az 6nemli olmakla birlikte HCC'si oldugu bilinmeyen
hastalarda bu miktarda radyasyon dozu tartismalidir. MRG radyasyon igermez fakat hem BT
hem de MRG ¢ok maliyetlidir ve maliyet-etkililik oranlar1 bu teshis yontemlerini ekonomik
olarak olanaksiz kilar (Sherman, 2014). Taramanin basarisiz olmasmin bir baska nedeni de
saptanan lezyonlarin doktorlar tarafindan hemen arastirilmamasi ve ilerleme durumlarinin
izlenmesinin tercih edilmesidir, bu durum tahmin edilenden daha sik yasanmakta ve hastaligin
ilerlemesine sebep olup tedavi sansinin kagmasina sebep olabilmektedir (Sherman, 2014).

Ulkemizde HCC’nin rutin taramalar1 yalnizca hastanelerde yapilmaktadir. Hastaliktan
sliphelenen bireylerin, hastanelere bagvurup gerekli testleri yaptirmasi gerekmektedir ancak
bireyler cesitli sebeplerle hastaneye gitmeyi ertelemektedir veya erken evrede semptomlarin
goriilmemesi sebebi ile rutin bir tarama yaptirmasi gerektigini diisiinmemektedir. Bu yiizden de
erken evrelerde teshis edilemeyen HCC, 6liimciil sonuglara yol agmaktadir (Liu et al., 2015).
Karaciger kanseri hakkinda farkindaligin artiritlmasinin ve kontrol merkezine gidilmesine gerek
duyulmayan bir tarama kitinin varliginin, hastaligin erken teshisinde biiyiik yarar saglayacagi
distintilmektedir. Ayrica, HCC’nin erken tanisini siipheye yol agmadan, kesin bir sekilde ortaya
koyan bir tan1 kitinin varliginin bu hastaligin sagkalim oranini 6nemli derecede artiracak bir
arag olacagi goriilmektedir; kansere spesifik eksozomlar kesin taninin konmasini saglayacak
onemli kaynaklardir. Bu proje ¢iktisinda; cinsiyet ayrimi gozetmeksizin bireysel kullanicinin
hastalig1 erken sathada fark edip bir an Once hastaneye gitmesini tesvik etmek, tedaviye
baglanmasiyla birlikte tedavi basart oranmi yiikseltmek, doktora ve hastaya zaman
kazandirmak, hastanelerdeki hasta yiikiinii azaltmak ve farkindalik saglamak amaglanmaktadir.

3. Coziim

Gilinlimiizde idrar ve kandan alinan eksozomlar, karaciger hastaliklar1 da dahil olmak iizere
cesitli hastaliklarin erken tespiti ve prognozu igin molekiiler biyobelirteglerin non-invaziv
(idrar) ve minimal invaziv (kan) kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir (Vlassov et al., 2012).
Son yillarda, hem in vivo hem de in vitro deneyler eksozomlarin, HCC'nin baslangici, prognozu,
teshisi ve tedavisinde anahtar rol oynayabilecegini gostermistir (Abudoureyimu et al., 2019).

Bu projedeki amacimiz, erken evrede teshisin saglanabilmesi igin eksozomlar1 biyobelirteg
olarak kullanarak istenilen ortamda, kisiye kolay bir sekilde HCC igin test yapilabilmesini
saglamaktir. Erken teshisin saglanabilmesi i¢in hastadan alinan 6rneklerden kanser hiicrelerinin
tiretmis oldugu eksozomal igeriklerin tespiti yapilacaktir. Kanser hiicrelerinin, kanser hiicresi
olmayan esdegerlerine gore daha fazla sayida eksozom {irettigi bilinmektedir. Bu nedenle
gelistirilecek olan tarama Kkitinde son zamanlarda biiyiik ilgi uyandiran eksozomlarin
biyobelirte¢ olarak kullanilmasi amaglanmaktadir. Eksozomlar igeriklerinde canliya 6zgi
genetik materyal bulundurur, hiicre kdkenlerinin dogasin1 ve durumunu yansitir ve kanser



gelisimiyle ilerlemesinde onemli bir rol oynarlar. Eksozomlar periferik kanda stabil, tiimor
davranigini karakterize eden ve kanser teshisi yapmak i¢in umut verici, timdrden tiiretilmis
materyallerdir bu nedenle izlenebilirler ve erken teshis i¢in kullanilabilirler. HCC’nin erken
teshisi icin baz1 6zel eksozom membran belirtegleri biyolojik belirte¢ olarak kullanilmaktadir.
Arbelaiz vd., HCC hastalarmin ve saglikli insanlarin kanindaki eksozomal proteinlerin
ekspresyonunu analiz etmis ve galektin-3 baglayici protein (G3BP) ve polimerik
immiinoglobulin reseptoriiniin (PIGR) eksozomlarda 6nemli dlgiide yiikseldigini bulmustur; bu
iki proteinin HCC i¢in tahmin etkinligi, yaygin kullanilan AFP'den ustiindiir (Arbelaiz et al.,
2017).

Coziim onerimizde HCC tespiti igin G3BP belirteg olarak belirlenmistir. Saglikli kisiler ile
primer sklerozan kolanjit ve kolanjiokarsinom hastalar1 karsilagtirildiginda HCC hastalarinin
eksozomlarinda G3BP’nin anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (Ferrin et al., 2014).
Bu nedenle G3BP, HCC'nin gelisimini daha erken gosterebilir ve HCC karaciger ile ilgili diger
hastaliklardan ayirt edilebilmektedir (Ferrin et al., 2014). Tarama kitimizde kandan alinan
numunedeki eksozom oranma da kontrol grubu olarak bakilacaktir. Kandaki eksozom
varliginin tespiti i¢in ise spesifik biyobelirtegler olan CD9, CD63 ve CD81 biyobelirtegleri,
aralarindan sec¢im yapilarak kullanilacaktir (Ferrin et al., 2014).

Giincel literatiir ve bilimsel veri tabanlar taranarak hem geriye doniik hem de giincel veriler
aragtirilmis olup literatiir taramasi vasitasiyla gerekli ekipmanlar ve malzemeler belirlenmistir.
Tarama kitimizin tasarimi Sekil 1’de goriilmektedir.

Sekil 1. Test aracinin tasarimi

HCC tespiti i¢in kullanilacak olan biyobelirtegler, kati1 faz iizerine immobilize edilecek ve
isaretlenecektir. Sonrasinda, yapilan asamalar ELISA ve presipitasyon yontemleri ile renk
degisimi kontroliinde dogrulanacaktir. Dogrulama basamaginin ilk asamasinda, isaretlenmis
biyobelirteglerin dogru bir sekilde isaretlenip isaretlenmedigi ve immobilizasyonlari, ELISA ve
presipitasyon yontemleri ile test edilecektir. Dogrulamalar sonucunda elde edilen verilerin
analiziyle prototip elde edilecektir.

Tarama Kitinin kutu iceriginde; kanin damlatilacagi serit seklinde emici bir ped, kanin
aliabilmesi igin steril bir kesici/delici alet (lanset), kullanim talimatina gore kullanilacak
kiigiik soliisyon siseleri, malzemelerin kullanildiktan sonra atilmasi i¢in geri doniisiim poseti,
soliisyonlar1 siseden alabilmek i¢in bir pipet ve kullanicilar1 yonlendirebilmek igin kullanim



kilavuzu yer alacaktir. Kullanim senaryosu ise test araci lizerine gerekli miktarda numune ve
sollisyonlar damlatilmasindan bir siire gegtikten sonra renk degisimi kilavuz renk modeline
gore yorumlanmasi seklindedir. Coziim Onerisi olarak sunulan tarama kitinin uygulama
adimlart Sekil 2°de gosterilmistir.

Hizli tarama kitindeki renk degisimi, viicuttaki tiimor varhigindan kaynakli eksozomlarin
biyobelirtegler ile etkilesimi sonucu olusan farkli renkteki iirtinlere baglhidir. Bu renk degisimi
ELISA yonteminin ¢alisma prensibine gore ¢aligmaktadir. Test kitinin lizerine lanset ile alinmis
kan 6rnegi damlatilir ve kat1 bir faza immobilize edilmis biyobelirteglere spesifik molekiiller,
kan 6rneginde bulunan biyobelirtegler ile etkilesime girerek bir kompleks olusturur. Ortamda
bulunan isaretli enzim, kompleks ile etkilesime girer ve bu enzime ait substrat, renkli tiriinler
olusturur. Farkli biyobelirtecler i¢in farkli enzimle ya da molekiille isaretlenmis
biyobelirteglerin kullanimi farkli renk degisimlerini ortaya ¢ikartir (Altinisik, 2004). Tarama
kitimizde kontrol ve test ¢izgisi bulunacaktir; kontrol ¢izgisi uygulanan numunedeki eksozom
tespit yeterliligini, test ¢izgisi ise HCC’nin tespiti icin eksozom yogunlugunu 6lcecektir.

Kanin kitte belirlenen
ylizeye damlatlmasi

Lanset ile parmak
ucundan kan alinmasi e Kontrol Gizgisi

a¥
Eksozomlar "o
s

Sekil 2. Test aracinin uygulama adimlari
4. Yontem

Projemiz 18 aylik bir siirede, 4 is paketinin gerceklestirilmesiyle evde ya da her tiirlii bireysel
kullanimda karaciger kanseri ve diger farkli timorlerin varhi@ini saptamak igin bir tarama Kiti
olusturulacaktir. s paketleri, ciktilar1 ve basari kriterleri asagida siralandig1 gibidir.

4.1. Is Paketi — On Hazirliklar:

Cikt1: On Hazirliklar asamasinin tamamlanmast.
Basar1 Kriterleri:
o Literatiir taramasi,
o Malzeme ve ekipmanlarin temini,
o Etik kurul izin bagvurularinin gergeklestirilmesi,
o Patent/faydali model bagvurulariin gergeklestirilmesi.

On hazirliklar asamasinda giincel literatiir ve bilimsel veri tabanlari taranarak hem geriye déniik
hem de giincel veriler arastirilacak bu sayede is fikrinin ve hazirlanan is paketlerinin
dogrulugunun saglamasi yapilacak, literatiir taramasi vasitasiyla gerekli ekipmanlar ve



malzemeler belirlenip temin edilecek, en uygun deney ve kalite kontrol protokolleri segilerek
on fizibilite calismalar1 gerceklestirilecektir. Sektoriin nabzini yoklayacak nitelikte anketler
hazirlanarak KOBI’lerle, arastirma merkezleriyle ve hastanelerle paylasilacaktir. Anket
sonuclart degerlendirilerek miisteri istekleri géz Oniinde bulundurulacak ve iriin fikrinin
gelistirilmesi saglanacaktir. Hastalardan kan alinmasi ve kullanilmasi kapsaminda Etik Kurul
basvurusu yapilacak, izin alinacaktir. Bu is paketinde, deneysel asama bulunmamaktadir ancak
anket sonuclarinin analizi yapilarak hedef kullanici profilleri elde edilecektir.

On hazirhiklar tamamlanmis olup en giincel literatiir, bilimsel veri tabanlari taranmus,
kullanilacak malzeme ve ekipmanlar tespit edilmis, sektdr ziyaretleri yapilmis, projenin
yapilabilirligini onaylamak ve muhtemel ihlalleri 6nlemek adina etik kurul izni i¢in gerekli
planlamalar yapilmis bulunmaktadir.

4.2. s Paketi — Tasarim, Gelistirme ve immobilizasyon Cahsmalar:

Cikti: Tasarmm, Gelistirme ve Immobilizasyon Calismalarinin basarili  bir  sekilde
tamamlanmasi.
Basar Kriterleri:

o Uriin tasariminin 10 gramin altinda olacak sekilde gerceklestirilmesi,

o Kati faz lizerine biyobelirteglere spesifik molekiillerin immobilize edilmesi,

o Biyobelirteglere spesifik molekiillerin enzimler ile isaretlenmesi.

Bu is paketinde hem arastirma hem de laboratuvar calismalar1 bulunmaktadir. Sekil 1°de
gorildiigt gibi ikinci is paketinde; projemizin temel adimlart olan biyobelirteglerin, kati faz
lizerine immobilizasyon g¢aligmalarinda polimer matrikste tutuklama metodu ile immobilize
edilecektir (Herrmann, 1986; Hirrem & Tiikel, 2012; Tagi, 2017). Biyobelirteglerin
isaretleyiciler ile immobilizasyon c¢alismalarinda ise alkalen fosfotaz, horseradish peroksidaz
(HRP), glukoz oksidaz, galaktosidaz gibi enzimler ve fluorokromlar kullanilacaktir (Deveci,
n.d.; Onalan et al., 2016).

4.3. Is Paketi: Dogrulama:

Cikt1: Prototip olusturulmasi.
Basar1 Kriterleri:
o Kati faz ilizerine immobilize edilmis biyobelirteclere spesifik molekiiller ve isaretli
biyobelirteglerin ELISA ve Presipitasyon yontemleriyle test edilmesi,
o Verilerin analiz edilmesiyle prototipin tiretilmesi,
CE belgesi bagvurusunun ve ruhsatlandirma ¢alismalarinin yapilmasi.

Bu is paketinde hem arastirma hem de laboratuvar ¢alismalar1 bulunmaktadir. Dogrulama is
paketinin ilk asamasinda bu isaretlenmis biyobelirteglerin dogru bir sekilde isaretlenip
isaretlenmedigi ve immobilizasyonlar1t ELISA ve Presipitasyon yontemleri ile test edilecektir
(Onalan et al., 2016). ELISA yonteminde enzimlerle dogru sekilde isaretlenmis biyobelirtecler
Ozgilil substratlart varliginda renkli kompleksler olusturacak ve bunun sonucunda hem
kolorimetrik olarak kalitatif hem de kantitatif olarak tespit edilecektir. Presipitasyon



yonteminde ise biyobelirteglerin varligi ¢okeltme yontemi esas alinarak tespit edilecek ve
optimum biyobelirte¢ orani belirlenecektir. Biyobelirteclerin kati faz iizerine immobilizasyonu
ELISA yontemindeki renk degisimiyle test edilecektir. Test sonucunda biyobelirteglerin yliksek
kararlilikta, saflikta, yiiksek konsantrasyonlarda ve giiclii baglanma ile kati faz {izerinde
bulunmas1 beklenmektedir. Testler sonucunda elde edilen verilerin analiziyle prototip elde
edilecektir.

Uriiniimiiziin topluluk igerisinde giivenilirlik, saglik ve cevre koruma kosullarina uygun
oldugunun kanitlanmasi i¢in CE belgesi bagvurusu ve Saglik Bakanligi’na yapilan bagvurularla
ulusal tibbi cihaz kayit ¢aligsmalart sinif 2B olarak gergeklestirilecektir.

4.4. Ts Paketi — Beta Versiyon ve Uriin Gelistirme

Ciktr: Nihai iirlinlin olusturulmasi.
Basari Kriterleri:
o Kullanic1 kabul ¢alismalar1 ve saha denemelerinin gergeklestirilmesi.

Projemizin nihai {irlin haline geldigi beta versiyon ve {irlin gelistirme baslikli son is paketinde
prototip hastalardan alinmis numunelerle denenecek, miisteri denemeleri gergeklestirilecek, bu
denemeler sonucu ¢ikan veriler analiz edilecek ve prototipin gelistirilmesiyle kontrol ve
tyilestirme ¢alismalar1 gerceklestirilecektir.

Son is paketimizde tarama Kitimizin gosterdikleri dogruluk yiizdesi, uygunluk, 6l¢iim araligi ve
renk degisimi bakimindan kalitatif ve kantitatif degerlendirmeler ELISA ve presipitasyon
yontemleriyle yapilacak (B plani olarak yukarida onerilen testlere bagvurulacak) ve performans
sonuglarmin analiziyle birlikte nihai iiriiniin iiretimi gergeklestirilecektir (Onalan et al., 2016).
Sonrasinda, kit plastik materyali belirlenecek ve kullanim kilavuzunun testi uygulayan herkesin
anlayacagi sekilde renk skalalar1 ve dogruluk analizleri yapilarak kalite caligmalari
gergeklestirilecek, prototip ve kurumlarla iletisime gegilerek saha denemeleri yapilacaktir. Elde
edilen verilere gore performans sonuglart degerlendirilecektir. Analizlerin sonucunda yapilan
iyilestirmelerle nihai iiriin iiretilecektir. Uriiniimiiziin kutu igeriginin son tasarimi yapilacaktir.
Kullanilacak olan bu yontemler uzun zamandir ¢alisilan ve bilinen yontemler olmakla birlikte
yiiksek dogruluk ve hassasiyetle istenilen sonuca ulagilmasini saglayacaktir.

5. Yenilikci (Inovatif) Yonii

Saglikli bir toplum igin hastaliklarin teshisi, takibi ve tedavisine yonelik tarama Kitlerinin
gelistirilmesi kritik 6oneme sahip olmakla birlikte teshis; ¢ok asamali, zorlu ve yorucu bir
stirectir. Yukaridaki tabloda goriildiigli lizere kanserin 6n teshisi amaciyla gesitli iriinler
tiretilmis olup bu iriinlerin higbiri bireysel, kolay kullanim ve erisime yonelmemistir. Bu
iirlinler laboratuvar ortaminda, gen diizeyinde kanser taramasina odaklanmislardir ya da
yurtdist menseilidirler. Yurt disinda ve tilkemizde HCC’yi erken teshis etmek i¢in yiiriitiilen kit
caligmalarinin ¢iktilar1 laboratuvar ortamini kolaylastiracak olup bireysel kullanima hentiiz
sunulmamaislardir.



Gilinlimiizde mevcut iiriinler ve yontemler kanser 6n teshisinin hastane disinda yapilmasinin
imkanin1 sunmamis, kanser olan ya da kanser olma olasilig1 olan kisilerin bireysel olarak bu
iiriinleri veya yontemleri kullanmalarina olanak saglamamistir. Boyle bir olanagin olmamasi da
erken teshiste zaman kaybma neden olmaktadir. Ilk kez bu projede HCC’yi odak alan,
laboratuvar ortamina gereksinim duymayan, kisilerin bireysel olarak basit bir sekilde yardim
almadan her yerde uygulayabilecekleri bir iiriin ortaya ¢ikacaktir. Olusturulacak nihai {liriiniin
bireysel kullanima uygun, ucuz, yerli, basit uygulamali olmasiyla tiim tiiketici Kitlesine
ulagmasi, dolayisiyla 6nceki tekniklerde karsilasilan sorunlar1 gidermesi planlanmaistir.

Gelistirilecek olan tarama kiti bireysel kullanimda dahil olmak iizere herkes tarafindan her
yerde kullanilabilecektir. Ek olarak, tarama ve tedavi i¢in gerekli olan ilaglar, kitler, tibbi cihaz
ve malzemelerin yaklasik %85°1 ithal edilmektedir ve bu durum da yiiksek fiyatlar1 nedeniyle
biliylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu durum, Tirkiye’deki tibbi cihazlarin
iiretiminin halen istenen diizeyde olmadigini, ithalat oraninin oldukga diisiik oldugunu ve biiyiik
Olciide disa bagiml oldugunu gostermektedir. Bu disa bagimlihigi azaltacak, dogrulugu ve
giivenirliligi kanitlanmis, az maliyetli ve kisa zaman igerisinde sonug¢ verebilecek kitlerin
gelistirilmesi ve sertifikalandirilmast lilkemiz ekonomisi bakimindan da biiyiik 6nem arz
etmektedir (Tubitak, 2017, 2013). Bu noktada; tasarlanan kit, bireysel ve eczane gibi dagitim
kanallarindan kolay ulasilabilir olmasiyla diger {rtinlerden farklihk gostermekte ve
olusturulacak nihai tiriin bireysel kullanima uygun, kolay ve ucuz erisim imkéni olan, yerli,
basit uygulamali olup son tiiketiciye ulasan tek kanser 6n tarama Kiti olma 6zelligi tasimaktadir.

Proje ¢iktisi ile bireysel kullanimin sonucunda; yaygin dnyargi olan hastaneye gitme korkusu,
hastaligin kabullenilememesi, alinmas1 zor olan randevular, hastaligin bireysel olarak teshisinin
zor olmasinin Oniine gegilerek kanserin on teshisi yapilip erken ve etkili tedavi baglangicinin
saglanmasi, belirtilen zorluklara bagli olarak doktor ve hastane calisanlarmin is yiikiiniin
azaltilmas1 yoniinde gelismeler, ayrica yerli liretim sayesinde devlete ekonomik gider ve ihracat
olanagi saglanacaktir.

Ulkemizde ve diinyada, biyobelirte¢ olarak mutlak potansiyel tasiyan eksozomlarin yiizey
belirteclerinden yararlanilarak gelistirilmis tarama kiti mevcut degildir. Eksozomlarin
kullanimi ile elde edilen sonuglarin 6zgiilliigii artacak ve boylece dogru tedavi i¢in gerekli olan
sonuglarin giivenirliligi saglanacaktir. Boylelikle ytliksek ozgiilliige, duyarliliga, dogruluga
sahip, maliyet bakimindan uygun ve katma degeri yiliksek sonuglarin elde edilmesi
hedeflenmektedir.

Bunun yani sira kullanilan biyobelirteclerin degistirilmesi sonucunda ayni kit ¢esitli kanser
tirleri ve farkli hastaliklar i¢in de kullanilabilecektir. Bu da siirdiiriilebilirlik agisindan bizi
rakiplerimiz arasinda bizi bir adim 6ne gegirmektedir.

6. Uygulanabilirlik

Hastalarin alisageldigi rutin kan istemi gibi tetkikler sik¢a kullanilmaktadir. Projemizde



10

iiretmeyi hedefledigimiz tarama kiti ile bu tetkikler yapilirken hastadan alinan kanla kanser testi
yapilacaktir. Hasta bu sayede hasta olma korkusu yasamadan veya kanser teshisi i¢in hastaneye
gelmeyi ertelemeden basit bir sekilde kanser testimize tabi tutulup erken teshisin konulmasina
yardimc1 olacaktir.

Proje fikrinde sunulan kullanim kolaylig1 hem doktor hem de hasta a¢isindan 6nem tasimaktadir.
Kullanim kolaylig: ile hasta ve doktor standart tetkik prosediirlerinin stresinden ve siirecinden
kurtulacaktir, boylece en kiiciik siiphede Onerilen test kiti kullanilarak Oncesinde semptom
gostermedigi icin tetkik yaptirmayan hastalarda bile erken teshisin miimkiin kilinmasi
saglanacaktir. Hastaneye geldiginde yapilan bu isleme ek olarak toplum sagligi merkezlerinde
kanser testi yapilabilecektir. Amacimiz diisiik maliyetle hizli ve dogru sekilde kanser teshisi
koyabilmektir. Bdylece bircok potansiyel kanser hastasina daha kisa siirede daha gilivenilir
sonuglar sunabilmeyi miimkiin kilacagiz.

Bu tarz kanser ile ilgili son tiiketiciye ulasacak ve hastanelerde kolay kullanilabilecek sekilde
iretilmis kitlerin yerel ve ulusal piyasada az bulunmasi sebebiyle yerli tiretimle pazarlanacak
bir tarama kitinin i¢ ve dis pazarda kolaylikla yer bulabilecegi 6ngoriilmektedir. Bu sayede hem
hasta ytikiiniin azaltilmas1 hem saglik alaninda ihracatin arttirilmasi hem de kanserin farkindalig:
yoniinde olumlu gelismeler saglanacaktir.

Ayrica {iriin paketinin tizerinde bir QR kod olmas1 ve bu kod ile kullanicilara yardimer kullanim
videosu sunulmasi planlanmistir. Olugturulmasi planlanan web sitesi sayesinde HCC takibi olan
insanlar i¢in siire¢ takibi yapilmasi ve kullanicilart siire¢ hakkinda bilgilendirerek kontrol
zamanlarin1 hatirlatma hizmeti sunulmasi1 saglanacaktir. Bu hizmet sayesinde mevcut
miisterilerin memnuniyetlerini artiracak ve geri bildirimleri sayesinde iirliniin gelismesine katk1
saglayacaklari, karsilikli etkilesim halinde bulunulan bir platform olusacaktir. Ilerleyen
zamanlarda farkli eklentiler ile bu hizmet uygulama haline getirilebilir.

Proje fikrimizin uygulamaya ge¢mesi sonrasinda piyasa beklentilerinin karsilanmasi ile patenti
alinarak tarama kitimizin ticarilestirilmesi hedeflenmektedir. Proje fikrimizin 6n ¢alismalar1 ve
pazar arastirmalar1 yapilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda proje fikrinin gerceklesmesinin
olumlu sonuglar getirecegi gézlemlenmistir.

Proje siireci Tablo 2’ de goriildiigii gibi 4 siirece ayrilmistir. Proje fikri i¢in 0. Teknoloji Hazirlik
Seviyesinden (THS) baslanmis olup, 1. is paketinin tamamlanmasiyla 2. THS ye, 2. is paketinin
tamamlanmasiyla 4. THSye, 3. is paketinin tamamlanmasiyla 6. THS ye ve son is paketinin
tamamlanmasiyla 9. THS ye ¢ikilmas1 planlanmaktadir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Tablo 1’de projemiz ile benzer amagclara veya altyapilara sahip, ayn1 kategorideki teknolojilerin
giincel durumu ve proje ¢iktimiz goriilmektedir. Tablo 2’de ise proje siirecinin takvimi
verilmistir.



Tablo 1. Proje fikrine es tiriin kategorisindeki {irlinler
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Sirket/ Ulke Calisma Kullanim Donor | Hastahk | Kullamim
Firma/Uriin | Mensei | Prensibi Alani Tipi Tiiri Amaci
Onkogen Tirkiye | Gentemelli | Laboratuvar | Timdér ~ Meme Triple-negatif
Diagnostik ortami/Klinik | dokusu | Kanseri meme kanseri
Ltd. kullanim gruplarini
belirlemek
Multigen Tirkiye | Gentemelli = Laboratuvar | * Meme Meme
Saghk ortam1/Klinik Kanseri kanserine
(Ege kullanim yatkinlik
Teknopark) taramasi
Genovan Tirkiye | Gentemelli = Laboratuvar | * Kanser Tedavi
(Van ortami/Klinik yonlendirici
Teknopark) kullanim ilag se¢imi
Ankara Tirkiye | Gentemelli = Laboratuvar | * Akciger Molekiiler
Universitesi ortam1/Klinik Kanseri tedavi
kullanim hedeflerinin
saptanmasi
Tsinghua Cin Protein Klinik Kan Kanser Kanser teshisi
Universitesi (Hsp90a,) kullanim
temelli
The Blue | ABD Metabolit Evde Idrar Meme Meme Kkanseri
Box Kanseri kontrolii
23andMe ABD Gen temelli = Evde uygula- | Tikiiri = Meme BRCA1 ve
Gonder Kk Kanseri BRCA2
mutasyonlarini
belirlemek
Home UK Tek bir | Bireysel Kan Meme Timor belirteci
Health UK timor kullanim Kanseri seviyesini
belirteci belirlemek
temelli
CellMax Life | ABD Gen temelli = Evde uygula- | Tikiri = Meme Kanser riskini
Gonder Kk Kanseri belirlemek
Glycanostics | Slovakya | Protein * Kan Meme Erken asama
Sweet Spot temelli Kanseri tarama testi
for
Diagnostics
Proje Ciktis1 | Tiirkiye | Tiimor Her tiirlii | Kan Karaciger | On kanser
belirtecleri | ortam ve kanseri ve | teshisi
temelli bireysel diger
kullanim kanser

tiirleri
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Belirtildigi iizere eksozomlar, HCC kanserinin erken teshisi amaciyla daha 6nce kullanilmamaisg
olup bireysel ve kolay kullanimli hem iilkemizde hem de diinya ¢apinda bir kit yapilmamistir.

Tablo 2. Is paketleri siiregleri ve siireleri
Ay 123 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Is Paketleri

1. On
Hazirliklar

Literatiir
Taramast

Sektor
Ziyaretleri

Etik kurul izin
basvurusu

On fizibilite
X X X X
calismalart
2. Tasarim,
Gelistirme ve
Immobilizasyon
Calismalart

Uriin
tasariminin X
kesinlesmesi

Patent/Faydali
model basvuru X | X
arastirmalari

Biyobelirteglerin
kat1 faz iizerine
immobilizasyon
calismalart



Biyobelirteglerin
isaretleyiciler

ile
immobilizasyon
calismalart

3. Dogrulama

ELISA ve
presipitasyon
yontemleri ile
test edilmesi

Verilerin analizi
Prototip

CE belgesi

basvurusu

Ruhsatlandirma
calismalart

4. Beta
Versiyon ve
Uriin Gelistirme

Kontrol ve
iyilestirme
calismalart

al. Kan
ornekleriyle
denenme

a2. Miisteri
(saha)
denemeleri

a3. Veri analizi
& prototip
gelistirme

13



Karsilastirma
bl. ELISA ve
Presipitasyon ile
test edilmesi

b2. Performans

sonuclarinin
analizi

Nihai tirtin

Kullanilacak Malzemeler

14

Projemizde kullanilacak olan cihazlar; ELISA dedektori, Inkiibator, Termostatli 1sitict,

Vakumlu etiiv ve Liyofilizatordiir. Kullanilacak olan malzemeler ise Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Gider kalemleri

Malzemeler Fiyatlar (TL)
CD63 4.000
CD44 4.000
CDA47 4.000
Karbonat / bikarbonat tamponu 865
PBS (Fosfat Tamponlu Salin) 1.050
BSA 825
TMB (tetrametilbenzidin) ¢ozeltisi 950
Polistiren plastik plaka 70
Buccutite ™ Peroksidaz (HRP) Antikor Konjugasyon Kiti | 3.130
B-siklodekstrin (CD) 1.000
Kuru DMF 770
Hekzametlendiizosiyanat (HMDI) 700
N-hekzan 700
Aseton 50
Fosfat tamponu 2.000
Polivinil alkol 1.200
NaF c¢ozeltisi 303
Isopropil alkol 500
Tetraetoksisilan (TEOS) 600

Proje ¢iktis1 i¢in tahmini ciro ve kazang oranlari sirasiyla Tablo 4 ve Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 4. Proje ¢iktis1 tahmini ciro

1.Y1l 2.Y1l 3. Y1l 4. Y1l
Tahmini Miisteri Sayisi - 6.000 8.000 10.000
Tahmini Uriin Miktar1 - 5.400 7.200 9.000
Tahmini Ortalama Uriin Fiyat1 | - 75 TL 75 TL 85TL
Tahmini Ciro - 405.000 TL | 540.000 TL | 765.000 TL

Tablo 5. Proje ¢iktisi kazang orani
Uriin/Hizmet Maliyet Satis Fiyati Kazan¢ Oram
Proje Ciktis1 25 75 3X

ELISA dedektorii, inkiibator, termostatli 1sitici, vakumlu etiiv, liyofilizator cihazlari sabit
maliyettir. Geri kalan gider kalemleri tiiketildikce yeniden alinacak degisken maliyet
giderleridir. Alinan malzemelerin 2 yil yeterli olacagi hesaba katilarak basabas noktast hesabina
gidilmistir ve 3820 adet iirlin satildiginda basabas noktasina ulasilacaktir. Bu da 2. yilimizda
sabit maliyetimizi ¢ikarip kara gecebilecegimiz anlamina gelmektedir.

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gdre kanserin diinyaya yillik maliyeti 1 trilyon dolar
olurken Saglik Bakanligi'na gore ise Tiirkiye'ye maliyeti 2.3 milyar Euro’dur (Gida Giivenligi
Hareketi, n.d.). Kanserin biiyiik bir oranini olusturdugu tiim hastaliklarin tarama ve tedavisi igin
gerekli olan ilaglar, kitler, tibbi cihaz ve malzemelerin yaklasik %85°1 ithal edilmektedir.

Tiirkiye tibbi cihaz pazarma bakildiginda pazar biiytikliigli yaklasik 2 milyon dolar olurken
bunun ithalat ile karsilanma oran1 %85, Diinya pazarina orani %0,8 ve biiyiime oran1 %7,4’tiir.
Bu disa bagimlilig1 azaltacak, dogrulugu ve giivenirliligi kanitlanmis, az maliyetli ve kisa
zaman igerisinde sonu¢ verebilecek kitlerin gelistirilmesi ve sertifikalandirilmasi, lilkemiz
ekonomisi bakimindan da biiyiik 6nem arz etmektedir (Tiibitak, 2017, 2013).

Olusturulacak nihai {iriin bireysel kullanima uygun, kolay ve ucuz erisim imkani olan, yerli,
basit uygulamali olup son tiiketiciye ulagan tek kanser 6n tarama kiti olma 6zelligi tagimaktadir.
Bu sayede yapilacak olan kitin hedef kitlesi sinirlandirilmamais olup dncelikli nihai kullanicilar,
1) Kanser siiphesi olan bireyler ve karaciger kanseri riskini diizenli olarak kontrol etmesi
gereken bireyler.

2) Aile dykiisiinde karaciger kanseri ya da kanser vakasi olan kisiler: Ozellikle 1. derece
akrabasinda (anne, baba, ¢cocuk, kardes, kiz1) karaciger kanseri hikayesi olan bireyler bu miisteri
grubuna girmektedir.

3) Hastaneler ve sigorta sirketleri: Kanser teshisi i¢in hastane ve sigorta sirketlerine basvuran
yas ve cinsiyet fark etmeksizin tiim hastalar bu miisteri grubuna girmektedir.

Ilag firmalari, eczaneler, saglik kurum ve kuruluslari ana satis kanallarini olusturmaktadir.
Bilimsel toplanti, seminer, kongre ve fuarlara katilarak iiriin misterilere sunulacaktir. Ayrica
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sosyal medya, yiiz yiize ve telefonla goriismeler saglanarak ve web sitesi veya e-posta yoluyla
miisterilerle iletisime gegilerek {irlin tanitim1 yapilacaktir.

9. Riskler
Proje fikrimizde olusabilecek riskler ve karsilasilmasi durumunda siirece dahil edilecek B
planlar1 Tablo 6’da verilmistir. Tasarlanan B planlar1 ile basar1 kriterlerinden 6diin

verilmeyecektir.

Tablo 6. Proje siirecindeki riskler ve B planlari

No En Biiyiik Riskler Risk Yonetimi (B Plam)
1 | Kandan test i¢in yeteri miktarda | Daha fazla hacimde alimi daha kolay
eksozom elde edilememesi oldugu i¢in kan yerine tiikiiriik ya da idrar

stvilarinin kullanilmasi

2 | 2. Is paketinde immobilizasyon | Kovalent baglama ve selat olusturma
caligmalar1 sirasinda immobilizasyon | yontemi  kullanilarak  immobilizasyon
istenen diizeyde saglanamamasi islemi gerceklestirilmesi

3 | 3.0s paketinde prototip olusturma | RIA, FIA ve agliitinasyon ydntemlerinin
sirasinda  testlerde istenen basari | kullanilmasi
saglanamamasi

Proje fikrimiz maliyetli bir ¢aligma gerektirdigi i¢in ileriki zamanlarda proje sonucundan 6diin
vermemek ve yeterince destek alinabilmesi adina TUBITAK, KOSGEB gibi kuruluslara
basvurulmasi planlanmaktadir.

Proje fikrimizin pazar payma baktigimizda, kullanimi proje fikrimiz kadar kolay ve herkes
tarafindan uzmanlik gerektirmeden kullanilan es deger bir teknoloji bulunmamaktadir. Ayrica,
tarama kitimizde biyobelirte¢ olarak kullanacagimiz eksozomlarin kullanildigt bir es deger
teknoloji de bulunmamaktadir. Az maliyetli ve dogru sonug veren bir tarama kiti olarak pazara
girmeyi planlamaktayiz boylelikle rakipler arasinda bir adim 6nde yer alabilecegiz.
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