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I. Oturum ICERIK

Basvuru Formu

Oneri Degerlendirme
Kriterleri




Programin AMACI

» Universitelerde, arastirma hastanelerinde
ve arastirma enstitulerinde/istasyonlarinda
yurutulecek acil, kisa sureli, kucuk butceli

arastirma ve gelistirme projelerine destek
saglamaktir




Proje Suresi

» 12 ay




Proje Butcesi

» Hizl1 Destek projeleri destek ust limiti (Burs

dahil) y1llik 45.000 TL’ dir. Bu program

kapsaminda yurutiicl ve arastirmacilara PTI
odemesi yapilmamaktadir. Burslar ile ilgili

ust sinirlar asagida verilmistir

Burs Miktari Ust Sirirlan

Arastirmaci

(BIDEB bursiyeri olmasi halinde 1.500 TL ilave edilir)

Niteligi Ucret Karsihign Calismiyor ise Ucretli Calisiyor Ise
Lisans Ogrencisi 750 -Tl/ay
Yiksek Lisans 3.000.-TL/ay
Ogrencisi (BIDEB bursiyeri olmasi halinde 500 TL ilave edilir 200.-Tl/ay
Doktora 3.000.-Tl/ay
Ogrencisi (BIDEB bursiyeri olmasi halinde 1.000 TL ilave edilin 650.-Tl/ay
Doktora Sonrasi 4 500 -TL/ay




Basvuruda Dikkat edilecek
hususlar

>

Elektronik Basvuru Sistemine yuklenmesi gereken basvuru formunun
istenilen formatta hazirlanmasi,

Tiirkce doldurulmus olmasi (Ingilizce 6zet ve referans olarak verilen
uluslararasi yayinlar harig) ve

formun EK-1 Kaynaklar ve

EK-2 Butce ve Gerekcesi hari¢ 12 sayfayr asmamasi

Ayni proje onerisi ile daha once TUBITAK’a basvuru yapildi ve panel
degerlendirmesi sonucunda projenin desteklenmesi uygun bulunmads
ise, Elektronik Basvuru Sistemine girilen bilgiler dogrultusunda sistem
tarafindan otomatik olarak olusturulan “Proje Onerisi Degisiklik
Bildirim Formu” panel raporunda belirtilen degisiklik ve dlizeltmeler
dikkate alinarak doldurulmasi,



» Proje onerisinde yer alan metinsel ifadelerin, daha ¢
sunulmus olan (sonuclanan/yururlukte olan projeler
dahil) projelerde yer alan ifadelerle buyuk olcude
benzerlik icermemesi,

» Proje ekibinde yer alan kisilerin TUBITAK’a ya da farkli
bir kurum/kurulusa sunulmus ayni/benzer icerikli
projelerinin yururlukte/sonuclanmis ya da oneri
durumunda olmamasi,

» Projenin yurt dis1 saha calismasi icermemesi,

» Onerilen makine-techizat ve hizmet alir giderlerine ait
proforma faturalarin mutlaka olmasi, sarf malzemeleri
icin projede gerekliliginin degerlendirilmesine imkan
veren ayrintida liste verilmesi (Sarf malzemeler icin
proforma faturaya gerek yoktur)



» TUBITAK’tan talep edilen destek miktarinin "1002
Programi” icin belirlenen destek ust limitini asmamasi
(Basvuru formunun eki olan “EK-2 Butce ve Gerekcesi”
béliimiinde yer alan “Genel Biitce Tablosu”nda belirtilen
destek miktari ile cevrimici basvuru sirasinda talep edilen
miktarlan birbirinden farkli olmamalidir.)

» Proje kapsaminda yapilacak arazi calismasi icin arazi
planinin sunulmasi,

» Elektronik Basvuru Sistemindeki basvuru adimlarinin
eksiksiz olarak tamamlanmasi, sisteme yiiklenen
dosyalarin acildigindan ve dogru belge oldugundan emin
olunmasi,




» E-imza surecinin tamamlanmis olmasi (Proje ekibind
yer alan kisilerin -yurutucu, arastirmaci, danisman-,
proje ekibi disindaki hak sahiplerinin ve tum
yurutucu/katilimcr kurum/kurulus yetkililerinin
nitelikli elektronik sertifika sahibi olmasi
gerekmektedir),

» Kurulus yetkilisi olarak; universitelerde ve
universitelere bagli enstitiilerde/hastanelerde Rektor
veya yetki verdigi Rektor Yardimcisinin, Universitelere
bagli olmayan hastanelerde Hastane Yoneticisi,
Bashekim veya yetki verdigi Bashekim Yardimcisinin,
diger kuruluslarda Genel Mudur veya yetki verdigi
Genel Mudur Yardimcisi/Baskan veya yetki verdigi
Baskan Yardimcisinin imzasinin olmasi,




» Projenin arastirma projesi kriterlerine uygun olmasi, d
tespitine/veri toplamaya yonelik rutin bir calisma niteli
olmamasi,

» Projenin altyap1 olusturmaya yonelik olmamasi,

» Sunulan kaynak listesinin metin ile iliskilendirilmesi, proje
onerisinde atif yapilan tum calismalara kaynakcada yer veri

» Projenin Etik Kurul Onay Belgesi ve Yasal/Ozel Izin Belgesi ge
gerektirmediginin belirlenmesi, gerektirmesi halinde alinacak
belgenin istenilen kriterlere uygun olmasi, (Basvuruda gerekli
olmadigi beyan edilen ancak ilgili Grup tarafindan belgenin
gerekliligine karar verilen projeler bilimsel degerlendirmeye
alinmadan iade edildiginden soz konusu belgelerin gerekli
olmadigina iliskin kararin alinmasinda titizlik gosterilmeli




» Ayni proje Onerisi ile daha 6nce TUBITAK’a
basvuru yapildi ve degerlendirme sonucunda iki
kez 6zgun deger kriterinden yetersiz puan alindi
ise ayn1 proje onerisi ile 3. kez basvuruda
bulunulmamasi,

» TUBITAK Merkez/Enstitulerinde calisan kisilerin
yurutucu/arastirmaci olarak proje ekibinde yer
almamasi.




Kimler Basvurabilir?

Proje Yurutucusu

» Proje yurutucusunun (emekliler haric);

» Universite/Egitim ve Arastirma Hastanesi personeli olmasi
durumunda, projeyi oneren kurulusun kadrolu personeli olmasi ve
doktora/sanatta yeterlik/tipta uzmanlik derecesine sahip olmasi

» Arastirma Enstitusiinde/Istasyonunda calismasi durumunda, projeyi
oneren kurulusun kadrolu personeli olmasi ve en az dort yillik
universite lisans egitimi almis olmasi

» Doktora/sanatta yeterlik/tipta uzmanlik 6grencisi olmas1 durumunda,
doktora yeterligini almis olmasi ve ilgili Enstiti tarafindan kabul
edilmis doktora tezleri ile basvuru yapmasi gerekmektedir.

» Doktora/tipta uzmanlik/sanatta yeterlik ogrencileri icin projeni
yurutulecegi kurum/kurulusta kadrolu personel olma sart1 ar



Arastirmaci

» Arastirmacilarin; universitelerde, kamu kuruluslarinda veya oze
kuruluslarda calisiyor olmalari,

» Universite/Egitim ve Arastirma Hastanesi personeli olmalarn
durumunda doktora/sanatta yeterlik/tipta uzmanlik derecesine
sahip olmalan veya doktora/sanatta yeterlik/tipta uzmanlik
ogrenimine devam ediyor olmalar (Doktora/tipta
uzmanlik/sanatta yeterlik ogrencilerinin projelerde arastirmaci
olarak gorev alabilmeleri icin ogretim elemani olarak calisma
sart1 aranir.),

» Kamu kuruluslan veya ozel kuruluslarda calismalarn durumunda,
en az dort yillik Universite lisans egitimi almis olmalar
gerekmektedir.




Danisman

» Projedeki katki oran1 %10’un altinda olan kisiler arastirmaci
olarak gorev alamazlar, ancak danisman olabilirler. Bir
projede danisman (*) yer alabilmesi icin projenin ozel
uzmanlik gerektiren konu ya da konularinin olmasi ve bu
hususun proje onerisinde gerekceli olarak belirtilmesi gerekir.
Bir projede gorev alacak danisman sayisi o projedeki ozel
uzmanlik gerektiren konu sayisi ile sinirtidir.

» Proje basvurusunda bulunan doktora/sanatta yeterlik/tipta
uzmanlik 6grencilerinin tez danismanlari proje ekibinde
danisman olarak yer alabilir.




BURSIYER

» Turkiye’deki yuksek ogretlm kurumlarinda lisans ve lisansusti (Yiksek Lisans ve Doktora) egiti
devam etmekte olan’ ogrenCIler (6zel ogrenciler ve hazirlik dgrencileri haric) veya 6grenci sta
"Arastirma Gorevlileri” ile doktora sonrasi arastirmacilar bursiyer olarak proje ekibinde yer alab

» BIDEB bursu veya kamu kurum/kuruluslarindan aylik burs alanlara, projeden de burs odemesi yap
Ancak, BIDEB’ten veya kamu kurum/kuruluslarindan alinan aylik burs miktari dikkate alinarak
hesaplanacak toplam burs miktari o yil icin 'Yonetim Kurulu tarafindan belirlenen prog)e aylik burs U
limitlerini asamaz. TUBITAK 1n destekledigi herhangi bir projeden burs alanlar, ikinci bir projede bu
olarak gorev alamazlar.

Lisans bursiyerlerinde aranan kosullar:
» Herhangi bir kurum/kurulusta calismama,
» Tiurkiye’de kurulu bir yliksekogretim kurumunun lisans programinda 3. sinif ve lizeri 6grencisi olmak,

» Universitenin not sistemi esas olmak iizere, hazirlik haric 6nceki yillarin agirlikli genel not ortalamasinin
en az 4 uzerinden 2,5 veya 100 uzerinden 65 olmast veya béliimiinde hazirlik siifi haric 6nceki yillara
ait agirikli genel not ortalamasinda ilk %20’lik dilime girilmis olmas.

> (Ogrencmm sinifta kalmas1 durumunda bursu kesilir. Bir projede ayn1 anda en fazla 4 (dort) lisans
ogrencisi bursiyer olarak yer alabilir.)

Doktora Sonrasi Arastirmaci bursiyerlerinde aranan kosullar:
» Doktorali olup herhangi bir kurum/kurulusta calismama,
» Docent ve Ustu akademik unvana sahip olmama,

» Doktora/tipta uzmanlik derecesinin alindigi tarih ile ilgili programin son basvuru tarihi arasinda kal
surenin 7 yildan fazla olmamasi.

Yabanci Uyruklu Yuksek Lisans/Doktora bursiyerlerinde aranan kosullar:
» Yuksek lisans bursiyerlerinin 30 yasin altinda olmasi (*¥)

» Doktora bursiyerlerinin 35 yasin altinda olmasi (*¥)



Basvuru Adresi

@ Givenli dedil | ardeb-pbs.tubitak.gov.tr

ARDEB PBS

TiBITAK Basvuru Sistemi

Dénemsel Basvuru Programlan | Surekli Basvuruya Agik Programlar | Cagnlb Basvuru Programlan

Program Kodu . ||Program Adh & Bilgi Notu
1002 1002 - HIZLI DESTEK PROGRAMI Bilgi Motu
1005 1005 - ULUSAL YENI FIKIRLER VE URUNLER ARASTIRMA DESTEK PROGRAMI Bilgi Motu

3501 3501 - KARIYER GELISTIRME PROGRAMI Bilgi Motu

Basvuru Programina Giris

Proje basvurunuza baslamadan Gnce, AREIS bilgilerinizin glincel oldugundan emin oclunuz, bilgileriniz giincel dedilse Witfen gincelleyiniz.

AREBIS kaydimza erismek veya ARBIS'e iiye clmak icin tiklayimz.,



ARBIS Uyeligi

» TUBITAK ARDEB tarafindan yuritiilen tum destek
programlarina basvuru yapabilmek veya
arastirmaci/danisman olabilmek icin basta Turkiye
olmak uzere tum dunyadaki arastirmacilarin kisisel,
deneyim, egitim, iletisim ve bilimsel yetkinlik
bilgilerinin tutuldugu bir veri tabani olan Arastirmaci
Bilgi Sistemi’ne (ARBIS) kayit olunmasi, tum bilgilerin
eksiksiz doldurulmasi ve guncel tutulmasi zorunludur.




Proje Kotas

» ARDEB projelerinde gorev alabilme limitleri
icerisinde sayilan projelerinin bilgileri yer
almaktadir. Toplam Kota Puani ust limiti 6 olup;
proje yurutuculugu 2 puan, arastirmacilik (yurt
dis1 arastirmacilik haric) gorevleri ise 1 puan
olarak kabul edilmektedir

» 1002 - Hizli Destek Programi kapsamindaki
projeler, toplam proje kotasina dahil degildir.
Hizl1 Destek programi kapsaminda; ayni anda en
fazla iki projede yurutucu veya dort projede
arastirmaci olunabilir




Basvuruda Gerekli Belgeler

» Basvuru Formu (Elektronik basvuru sistemine
yuklenmesi gereken belge)

» Basvuru Formu EK-1 Kaynaklar (Elektronik basvuru
sistemine yuklenmesi gereken belge)

» Basvuru Formu EK-2 Butce ve Gerekcesi (Elektronik
basvuru sistemine yuklenmesi gereken belge)

» Proje Onerisi Degisiklik Bildirim Formu (Tekrar sunulan
proje onerileri icin elektronik basvuru sistemine
girilen bilgiler dogrultusunda sistem tarafindan
olusturulan belge)



https://tubitak.gov.tr/sites/default/files/20689/1002_basvuru_formu.doc
https://tubitak.gov.tr/sites/default/files/281/1002_basvuru_formu_ek1_kaynaklar_31.07.2018.doc
https://tubitak.gov.tr/sites/default/files/20689/ek-2_butce_ve_gerekcesi_tablosu_1002.docx

» Fikri Mulkiyet Hak Sahipligi Protokolii

» Etik Kurul Onay Belgesi (Eger gerekli ise)
» Yasal/Ozel izin Belgesi (ESer gerekli ise)
» Destek Mektuplan (Eger gerekli ise)

» Feragat Formu (Eger gerekli ise)



https://www.tubitak.gov.tr/sites/default/files/20689/fikri_mulkiyet_hak_sahipligi_protokolu.docx
http://tubitak.gov.tr/sites/default/files/feragat_formu.doc

Yurutucu/arastirmacinin doktora/sanatta yeterlik/tip
uzmanlik ogrenimine devam etmesi durumunda asagi
belgelerin elektronik basvuru sistemine yiiklenmesi
gerekmektedir.

» Yiiriitilicui olunmasi durumunda;

» Ogrenci Belgesi

» Doktora Tezine Ait Enstitu Onayli Belge
» Doktora Tezine Iliskin Gerekce

» Tez Danismani Onay Belgesi
Arastirmaci olunmasi1 durumunda;

» Ogrenci Belgesi

» Kadrolu Calisildigina Dair Belge



http://tubitak.gov.tr/sites/default/files/18842/2019-13_ek-2_doktora_tez_danismani.doc

Il. OTURUM BASVURU FORMU
HAZIRLIGI




Basvuru formu

Basvuru formunun Arial 9 yaz tipinde, her bir konu bashin altinda verilen aciklamalar goz oniinde bulundurularak
hazirlanmasi ve ekler harig toplam 12 sayfayl gegmemesi beklenir. Degerlendirme; onem ve dzgin deger, amag ve
hedefler, yontem, proje yonetimi ve yaygmn etki bashklan altinda yapilacaktir. Aragtirma proje dnerisi degerlendirme

formuna ulagmak igin tiklayiniz.
+
Proje Baghd:
Proje Yuruticdsd:

Projenin Yiritilecedi Kurum/Kurulus:

Sistemde bilgileri girerken Ingilizce baslikta yazilmalidir. Formda istenmemektedir.
Formda OZET ve INGILIZCE OZET kisimlarn bulunmamaktadir. Ancak sistemden proje yiikleni
bu kisimlar sorulmaktadir.




» Sistemden Proje bilgileri girildiginde proje turi de
sorulmaktadir.

» Temel Arastirma: Gorunurde herhangi bir 0zel uygulamasi ve
kullanim1 bulunmayan ve oncelikle olgu ve gozlemlenebilir
gerceklerin temellerine ait yeni bilgiler edinmek icin yurutule
deneysel veya teorik calismadir.

» Uygulamali Arastirma: Yeni bilgi edinme amaciyla yurutulen
ozgun arastirmadir. Bununla birlikte uygulamali arastirma,
oncelikle belirli bir pratik amac veya hedefe yoneliktir.

elde edilen mevcut bilgiden yararlanarak yeni malzemeler, ye
urunler ya da cihazlar uretmeye; yeni surecler, sistemler ve
hizmetler tesis etmeye ya da halen uretilmis veya kurulmus
olanlarn onemli olcude gelistirmeye yonelmis sistemli
calismadir.

» Deneysel Gelistirme: Arastirma ve/veya pratik deneyimden \
n




Proje Ozeti
URG-4/URGCP (Up-requlation gene-4/Up-Requlation Gene Cell Proliferation) geni ik olarak cDNA cikarimi

yontemiyle Hepatit B virisi enfekte olmus karacider karsinomlu dokularda tespit edilmistir. Kanserli hiicre ve dokularda genin
ifadesinin normal hicre ve dokulara kKiyasla daha fazla oldugu bulunmustur. URG-4/URGCP geninin dzellikle hicre cogalmasi
ve timor olusumunu inddkledigi yapilan calismalar dofrultusunda gdsterilmistir. Dinya genelinde erkeklerde Gcinci kadinlarda
ikinci sirada olan kolon kanserinin, dnlenmesi ve tedavi stratejilerinin gelismesi icin genetik temeli olan calismalar yapiimasi ve
burada gdrev alan yolaklann irdelenmesi gerekmekiedir. Kanserle dogrudan iliskili olan URG-4/URGCP bircok kanser

hiicresinde ki rolid calisiimasina ragmen kolon kanseri hiicreleri ve dokularinda yapiimis herhangi bir calisma mevcut dedildir.

Bu amacla calismalanmiz hiicre calismalarn ve hasta calismalarn olarak iki ana bashga bélinmustir. HOcre calismalar
kapsaminda, kKolon kanseri hiicreleri (HT-29) kullanilacaktir. Ik olarak, 6n calismalarla mRMNA (gPCR) ve protein (Western
blotting) dizeyinde gdsterdigimiz URG-4/URGCP geninin ifadesi, siRNA uygulama calismalanyla kolon kanseri hiicrelerinde
susturulacaktir. mENA ve protein dizeyinde genin susturuldugu gdsterilecektir. URG-4/URGCP geni susturulmus olan ve
normal kolon kanseri hicreleri kullanilarak, URG-4/URGCP geninin metastatik ve proliferatif marker genlerle (osteopontin,
vimentin, E-kaderin, N-kaderin, TSPAN-8, twist,p27 ve siklin D1) iliskisi mRNA (gQPCR) ve protein (western veya IFC)
seviyesinde analiz edilecektir. Ayni zamanda URG-4/URGCP geninin meiasiatlk/ invaziy kabiliyetinin belirenmesi amaciyla
susturulmus ve normal kolon kanseri hidcrelerinde matri-jel invazyon, koloni formasyon wve varalanma deneyler
gerceklestirilecektir. Proliferatif kabilivetinin belirenmesi amaciyla MTT deneyleri ve Annexin-V/propidvum iyodir boyama
calismalan yapilacaktir. Hasta calismalan kapsaminda ise, 15 adet taze kolon kanserli ve normal kolon dokulanndan RNA
izolasyonu gerceklestirilecek ve gRT-PCR stratejisivle hem URG-4/URGCP geninin hem de hicre calismalannda yapilan

proliferatif ve metastatik marker aenlerin ifadesi mRENA dizevinde ve immunohistokimvasal olarak protein dizevinde de




arastinlacakur. Aynca, URG-4/URGCP geninin daha kapsamli olarak kKolon kanserli doku orneklerinde protein dozeyinde

ifadeleri de 85 adet kolon kanserli ve 50 adet normal kolon doku preparatlaninda immunohistokimyasal yontemle arastinlacaktir.

iFel Olararx. Dy proeds kKl ana. negdeflerlm Ao Adel DAaralin. hlokiakl Kolon Kansern. aoEuia ) Eanser olmayan ook

da URG-4/URGCE geninin_ifadesinin_ belirlenmesi (i) URG-4/URGCE geni _susturulmus kolon kanserli hdcrelerde (HT-259),

inde avdinlatimas) (i} URG-4/URGCFE geni
susturuimus_kolon kanseri _hdcrelerinde genin_metastatik_ve proliferatif kabiliyetinin_hlcresel dizeyde arastinimasi_(iv) Taze

doku orneklerinde (15 1aze kanserli -kKanserl olmayan doku) nem URG-4/URGCP hemde hedeflenen metastatik ve proliferatif
marker genleri ifadesinin mMENA (aRBT-PCRY ve protein dizevinde (IHC-immunohistokimyal avdinlatmasidic. . Bu anlamda Kolon

kanseri hicre ve dokularinda URG-4/URGCP geninin metastazi indikleyici ve proliferasyonu arttinici Kilit role sahip oldugu
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TUBITAK

tespit edilebilirse, cesitli inhibitdrlerin sentezi saglanarak ya da genin regulasyonunun detayh analizi gibi ilave calismalarla kolon
kanseri hastahdinin ilerlemesi ya da metastazi engellenebilecektir,




Project Title . Deferminafion of relationship befween URG-4/URGCF gene and proliferative and mefastatic marker genes in
Colon Carcinoma tissue and cells.

D i Rt N e e ]

Project Summary.

URG-4/URGCP was firstly found in Hepatitis B infected Hepatocellular Carcinoma tissues with cDNA substruction method.
It was found that, the expression of this gene was higher in cancer cells and tissues than normal cells and tissues. URG-4 |
IURGCP gene has been shown to induce cell proliferation and tumor formation in particular. The prevention of colon carcinomas
and the development of treatment strategies require genetic-based and pathway studies. Although, URG-4/URGCP, which is
directly linked to cancer, has been clarified in many cancer cell lines and pathways, there is no studies about colon cancer cells

and tissues. Simultaneously, siRNA mediated silencing of URG-4/URGCP gene will also be performed for the first time in colon

cancer cells under this project.

For this purpose, our studies have been divided into two main headings as cell studies and patient studies. Colon cancer
cells will be used within the scope of cell studies. With pre-studies, it was shown that URG-4 / URGCP expression was
upregulated at mRNA level (gPCR) and protein level (Western Blotting or Flow cytometry analysis), the expression of this gene
will be silenced in colon cancer cells and blocked expression will be showed at mRNA and protein level. The relation between

proliferative and metastatic marker genes (osteopontin, vimentin, E-kaderin, N-kKaderin, TSPAN-8, twist,p27 ve siklin D1) and

URG-4/URGCP gene will be analyzed using silenced and normal colon cancer cells at mRNA (gPCR) and protein (western
blotting or flow cytometer) level. At the same time colony formation, matrix-gel invasion and wound healing experiments will be
performed in silenced and normal colon cancer cells to determine the mechanical invasive ability of the URG-4 / URGCP gene.




1. KONUNUN ONEMI VE OZGUN DEGERI

Proje dnerisinde ele alinan konunun énemi, literatirin elestirel bir degerlendirmesinin yani sira nitel veya nicel verilerle aciklanir.
Konunun arka plani, ginumizde gelinen durum ve guncellidi yorumlanarak |iteraturin projeyle iliskisi ortaya konur.

Ozgin deger yazilirken proje onensinin bilimsel niteligi, farkhligi ve yeniligi, alandaki hangi eksigi nasil giderecegi veya hangi
soruna nasil bir cozim getirecedi vurgulanir. llgili bilim ve teknoloji alanlanna kavramsal, kuramsal veya metodolojik olarak ne gibi
6zgin katkilarda bulunacad kaynak gosterilerek aciklanir.

kKaynaklar http/ferarw fubitak gov.ir'ardeb-kaynakca sayfasindaki aciklamalara uygun olarak EK-1'de verilir.

Kolon kanseri dinyada bOyik bir saghk problemi olarak karsimiza cikmaktadir. Danya genelinde erkeklerde Ocinci
kadinlarda ikinci sirada olan kolon kanserinin, yilda 1.2 milyon vakanin hastalda yvakalanmasi ile her yil ortalama 600.000 insanin
dlomiyle dunyada ikinci en yiksek 4l0m oranina sahip oldudu tespit edilmistir (Tarig ve Ghias, 2016) . Kolon kanserinin altinda

yatan sebepler oldukca kompleks ve kisiden Kisive farklihk gostermektedir. Bazi cevresel ve genetik faktdrler bu kanserin

olusumuna neden olmaktadir. Beslenme ile ilgili olan cevresel faktdrlerin arasinda doymus yad, fazla kirmizi et, fazla alkol
tiketimi gibi sebepler bulunmaktadir. Kolon karsinomanin énlenmesi ve tedavi stratejilerinin gelismesi icin genetik temeli olan
calismalar yapiimasi ve burada gdrev alan yolaklann irdelenmesi gerekmektedir (Roper ve Hung, 2013).

Kolon kanseri vakalarninda en fazla olim sebeplerinden birisi tomdr metastazidir. Kolon kanseri hiicrelerinde tamor
metastaz icin cesitlh molekller mekanizmalar tespit edilmistir. CD44vs, CCATZ2, Galektin-3 wve nlklear Beta katenin ve VEGF-A
gibi genlerin molekiler markir olarak kullanilabilecedi tespit edilmistir (Chu vd_, 2013). Ancak, kolon kanserinin tedavisine yonelik
yveni yaklasimlar bulabilmek amaciyla metastaz ve proliferasyona katkisi olabilecek yeni genlerin kesfine thtivac vardir.

URG-4/URGCP geni 2002 yilinda hepatokarsinogeneze katkisi oldugu kanitiyla tespit edilmistir. Hepatit B virdsi jnfekis
olmus karacider karsinoma dokularninda cDNA cikanmi teknigi kullanilarak bulunmus ve Hepatit B virdsdanan kodladigr HBxAQ
proteininin dogal efekidra olabilecedi dne sldrdlmistir. Normal dokulara nazaran karaciger karsinomada ekspresyonu arthigi tespit
edilen bu gen, 922aa uzunlujgunda 103,876 Da biylkliginde protein kodladid tespit edilmistir. URG-4/URGCP polipeptid kismm
incelendiginde 690-697 aa aralifinda ATP/GTP badlanma motiflerinin oldugu ancak fonksiyonel analizlerde bu bdlgelerin aktif
olmadidn bulunmustur. Genin asin ifadesinin sadlandidr hepatokarsinoma, hidcrelerinde hicre yasayabilifliginin ve canhhgimn
arttifj1 tespit edilmistir (Satiroglu Tufan vd_, 2002). URG-4/URGCP ile ilgili yapilan baska bir calismada. genin siRNA aracihifiiyla




olmadidi bulunmustur. Genin asin ifadesinin saglandidi hepatokarsinema. hicrelerinde hiicre yasayabilirliginin ve canhh@inin
arttig) tespit edilmistir (Satiroglu Tufan vd_, 2002). URG-4/URGCP ile ilgili yapilan baska bir caismada, genin siRNA araciidiyla
susturuldugu gastrik kanser (GES-1) hicrelerinde hicre cegalmasi, canhiidi ve Siklin D1 geni ekspresyonunun ve koloni
olusturma kabiliyetlerinin azaldidi tespit edilmis ve bu baglamda genin GES-1 hiicrelerinde gnkogen olabilecedi vurgulanmistir
(Song vd,, 2006). Yine benzer bir calisma 2010 yihinda Hepatokarsinomlu hicrelerde yapiimis, URG-4/URGCP geni siRNA ile
susturuimus ve asin ifadesi saglanmistir. Genin ifadesinin susturuldugu hepatokarsinomiu hicrelerde siklinD1  geninin
ekspresyonu mRNA seviyesinde azalirken, asin ifade edildidi durumlarda siklin D1 ekspresyonu artmistir. Bu hicrelerde de URG-
4/URGCP hicrelerin cogalmasini arttirdidi tespit edilmistir (Satiroglu-Tufan vd_, 2010). HepG2 hicrelerinde URG-4/URGCP
geninin miRNA’larla iliskisinin aydinlatiimasi 0zerine yapilan calismada, URG-4/URGCP asin ifade olan hicrelerde 1,034 miRNA
tespit edilmis bunlardan 77 tanesinin daha fazla ifade oldugu bulunmustur. Bunlardan en cok miR-1274b, miR-4271, miR-4286,
miR3926, miR-4267 ifadelerinin asin artmis oldugu, miR-3664, mMiR-3663-5p, miR-3134 ifadelerinin ise asin azalmis oldugu
bulunmustur (Dodurga vd,_2012). Antifungal bir ilac olan Rapamisin uygulanan cesitli prostat kanseri hicrelerinde (PC3,
DU145 LNCAP) URG-4/URGCP ekspresyon seviyesi analiz edilmis, bu genin ekspresyonunun Rapamisin uygulanmis DU145 ve
PC3 hicrelerinde ifadesinin azaldidr buna karsin LNCAP hicrelerinde ise ifadesinin arttidi gézlenmistir. G1°'den sentez fazina

gecisi inhibe eden bu ilacin bitiin prostat kanseri hiicrelerinde sitotoksik etki olusturdu§u bulunmustur (Dodurga vd_, 2012). Buna
benzer bir calisma ndroblastoma hiicreleri icin yapimistir. llag endistrisi ve gidalarda korucu olarak kullanilan siilfit adinda bir

maddenin, néroblastoma hilcreleri lizerine sitotoksik etkisi ve invazyon koloni olusturma kabiliyetleri , hiicre siklusu ve apoptozis
genleri ile iliskisi calisimistir. Calisma sonucunda, apoptoz iliskili genlerin arthigi, URG-4/URGCP ekspresyonu distigi tespit
edilmistir (Dodurga vd_, 2015). Valpronik asit ve temozomolit kimyasallar icin de ayni sekilde calismalar yapimistir (Dodurga vd_,

2014:Citish vd.,2015). Hepatokarsingma hicre hatlannda ve 278 tane hepatokarsinomlu parafine emdirilmis ve taze doku




umernennde URG-4/URGCP ekspresyonu taranmistir. % 48 oraninda bu dokularda URG-4/URGCP ekspresyonu arttigi tespit
edilmistir. Bu hicre hatlannda URG-4/URGCP geni susturulmus ve MTT analiziyle hiicre canhiiina etkisi belirlenmistir. Ayni
zamanda Foxo3a transkripsiyon fakiord de susturularak cesitli genlerin p21, p27 ve siklin D1} ifadeleri arastinimistir. Bu
arastirmayla, URG-4/URGCP geni azaldiinda Foxo3a transkripsiyon faktdranin fosforillenmedidi ve dolayisiyla G1'den S fazina
gecisin inhibe oldugu, ayn zamanda p21 ve p27 tumaor supresdr genlerinin ifadeleri artarak buna karsin siklinD1 ekspresyonunun
azaldigi tespit edilmistir (Xie vd_2012). Hepatokarsincma hdcreleriyle yapilan calismalarda URG-4/URGCP ekspresyonu cesitli
hepatoma hicrelerinde gosteriimis ve geni gverekspre eden hiicrelerin anjivogenik aktiviyeti arttirdidi bulunmustur. Bu aktiviteyi
MNFKE transkripsiyon faktdri Gzerinden regile ettigi yapilan cahsmalar sonucu tespit edilmistir (Xing vd_2015). Bu genin gyaryum
Kanseri dokulan, 10semi, servikal kanser dokulan, kiclk hdcreli kanser hicreleri ve dokulan, nazofarenks kanser dokulannda
asin ifade oldugu immunchistokimya calismalan ile bulunmustur (Li ve Zhou,2012; Dodurga vd.,2013; Zhang vd., 2014;Cai vd.,
2015; Yu vd., 2016)

Baska bir calismada URG-4/URGCP ekspresyonunun mesane kanseri hiicrelerinde ve dokulannda arthidi, cisplatin
uygulanmis mesane kKanseri hicrelerinde apoptoza direng gosterdidi ve bunu NEKB'vI aktive ederek yaptidi bulunmustur (\WWu
vd_2015).

Divetle alinan fenolik bilesiklerden olan Ferulik asit, tiroid kanseri hucrelerine uygulanmis ve bu hocrelerde hem
metastiatik ozellikleri hem de URG4/URGCP ekpresyon seviyesi belirlenmistir (Dodurga vd_2016).

Yaptigimiz dnceki calismalarda, genin TGF-B sitokini uygulanmis hepaioma ve prostat hiicrelerinde ifadesinin arthigi ve
bu artisin MAPK/ERK yolad Gizerinden gerceklestidi tespit edilmistir (Tokay ve Kockar,2016a).

URG-4/URGCP geni ile yapiimis olan susturulma calismalan tablo 1de dzetlenmistir. Ozellikle gastrik kanseri, karaciger




bu artisin MAPK/ERK yolagi Gzerinden gerceklestigi tespit edilmistir (Tokay ve Kockar,2016a).

URG-4/URGCP geni ile yapiimis olan susturuima calismalari tablo 1de 6zetlenmistir. Ozellikle gastrik kanseri, karaciger
kanseri, kucuk hacreli olmayan akciger kanseri ve mesane Kanserleri Gzerine calismalar gerceklestiriimistir. Ancak kolon kanseri
ile ilgili yapilan herhangi bir calisma literatirde mevcut degildir.

Tablo 1: URG-4/URGCP geni ile yapilan susturulma calismalarinin 6zeti

Hicre Hatt tipi Hasta Cahsmasi Uygulanan metotiar m Kaynakca

GES-1 Gastrik kanser siRNA uygulamas, soft agar siklinD1,URG-4 Song vd.,
SGC7901 dokulan ve tumor formasyon 2006
MKN28 parafilme

MKNAaS emdirilmis (100

AGS hasta)

BGC823

(Gastrik karsinoma
hicreleri)

HepG2 (Karaciger
Karsinoma)hiGcreleri

siRNA uygulamasi, Hlicre
cogalmas.,
Flow sitometre (Pl boyama)

SiklinD1, URG-4

Tufan vd.,
2010

HCC hicre hatlan (15 Parafirme SIRNA uygulamas:, IHC, P27, p21, SiklinD1, Xie vd.,
tip) QGY-7703, emdirilmis 278 Lusiferaz assay, Fare URG-4, Akt, 2012
QGY7701, SMMC7721, karaciger kanseri cahsmasi, koloni FOXO3a
HepG2, Hep38B, dokusu,10 taze formasyon, MTT, BrduU
PLC/PRF/S, HuH7Z, HCC tamaorla boyama ve hicre dongusia
HepG2215, HCCC9S810, doku analizleri,
Bel-7402, Bel-7404,
HCCL-M3, HCCL-MG6,
MHCC-97L ve MHCC-
O7H
HCC hucre hatlan Normal karaciger Over ekspresyon, siRNA URG-4, VEGFC, Xing vd.,
dokularn uygulamas:, HUVEC tup TNF-«, IL-6,I1L-8, v- 2015
olusumu, CAM assay, myc
Migrasyon denevyleri,
Lusiferaz aktivitesi,
NCI-H292, NCI-H596, 212 doku (kuguk Over ekspresyon, sirNA ile URG-4, MMP ailesi Cai vd.,




Literatliirde URG-4/JURGCP geninin birgok Kanser tipi ile iliskisi aydinlatilmis olmasina ragmen kolon timor dokusu v
kolon kanseri hucrelerinde Ki ifadesi konusunda herhangi bir galisma bulunmamaktadir. Ayni zamanda, URG-4/URGC
geni susturulmus kolon Kanseri hucrelerin metastaz, invazyon ve koloni olusturma yetenekleri de aydinlatiimamigtir. B
galisma ile, kolon timorid ve tumorld olmayan dokularda URG-4 geninin proliferasyon ve metastatik genler ile iliskisini
arastiriimasi ayn onem kazanmaktadir. Galigma sonucunda elde edilen bulgular, kolon kanserini molekiler galismalar
dayanarak onleme ve tedavide yeni bir yol karsimiza gikarabilir.

URG-4/URGCP geni ilk olarak hepatoselliler kanserli hicrelerde tespit edilmis ve genin onkogen olabilecedi dusunalmuostar.
Ozellikle proliferasyonu arttirdiji ve timar olusumunu arthirdidi cesitli calismalarda tespit edilmistir. Normal dokulara kiyasla
cesitli kanserli hicre ve dokularda ekspresyonunda asin artis olmasi ile dikkat cekmistir. Genin hakkinda sinirh sayida arastirma
mevcuttur. Ancak Jiteratirde dzellikle kolon karsinoma hicreleri ve dokulan ile ilgili cahsma bulunmamaktadir. Literatirde ki bu
bosluktan yola cikarak genin bu hicre ve dokularda ki roldnin arastinimasi kolon kanserinin tedavisine yonelik calismalara katkl
saglayabilmesi agisindan dnemlidir. Calismanin 6zgan yonleri asagida siralandigi gibidir:

1- Ik defa kolon kanseri hicrelerinde URG-4/URGCP geni susturularak metastatik ve proliferatif marker genlerle
(osteopontin, vimentin, E-kaderin, N-kaderin, TSPAN-8, twist, p27 ve siklin D1) iliskisi mRNA ve protein dizeyinde
aydinlatilacaktir.

2- Ik defa kolon kanseri hiicrelerinde URG-4/URGCP geni susturularak metastaz ve invazyon Kkabiliyeti hiicresel
yontemlerle tespit edilmis olacaktir.

3- Ik defa kolon kanseri hucrelerinde URG-4/URGCP geni susturularak proliferatif kabiliyeti gosterilmis olacaktir.

4-  Genin kolon kanser dokularninda ve normal kKolon dokularninda ki (hasta ormeklerinden) ifadesi ilk olarak tespit edilmis
olacaktir. Daha kapsamh olarak parafin bloklardaki 85 adet kolon kanseri dokulannda URG-4/URGCP ekspresyonun
protein diizeyinde taranmis olacaktir.

5- 15 adet taze kolon tamorld dokularda, ifadesi mRENA dizeyinde arthin yada azaldigr anlamh bulunmus proliferatif ve

metastatik genlerin ifadesi protein duzeyinde immunohiztokimyasal olarak analiz edilecektir.




2. ARASTIRMA SORUSU VEYA HIPOTEZI ILE AMACI ve HEDEFI

Froje onerisinin arastirma sorusu veya hipotezi belirtilir. Amaci ve hedefi acik, olculebilir, gercekci ve proje suresince ulasilabilir
nitelikie olacak sekilde yazilir.

Kolon kanseri dinyada biy0k bir sadlik problemi olarak karsimiza cikmaktadir. Kolon karsinomanin énlenmesi ve
tedavi stratejilerinin gelismesi icin genetik temeli olan calismalar yapiimasi ve burada gorev alan yolaklann irdelenmesi

gerekmektedir. Kolon kanseri vakalarinda en fazla 6lim sebeplerinden birisi tUmor metastazidir. Kolon kanseri hicrelerinde

tamor metastazi icin cesitli molekidler mekanizmalar tespit edilmistir. Bu kapsamda, CD44ve, CCATZ, Galektin-3 ve nlklear
Beta-katenin ve VEGF-A gibi genlerin metastas ile iligkileri ortaya konmustur. (Chu vd,, 2013). Ancak, kolon kanserinin
tedavisine yonelik yeni yaklasimlar bulabilmek amaciyla metastaz ve proliferasyona katkisi olabilecek yeni genlerin

kesfine ihtiyag vardir.

Hepatit-B virlistiniin  kodladifi X antijeni (HBxAQ) cesitli genlerin ekspresyonunu arttirarak veya azaltarak
hepatoselliler karsinomanin gelisiminde Gnemli bir rol oynar. HBxAG pozitif ve negatif olan Hepatoselliler karsinomlu
hilicrelerle (HepG2) yapilan cDNA cikarma calismalanyla URG-4/URGCP geni ilk olarak 2002 yilinda bulunmustur. Bu
calismayla bu genin HBxAG'pin dodal efektori olabilecedi vurgulanmistir (Satirofjlu-Tufan vd_2002). URG-4/URGCP geninin
bircok kanser hicresi tipi (Hepatoma, Gastrik kanseri, Prostat kanseri, néroblastoma, IGsemi, glioma, serviks, kicik hicreli

olmayan akcijer kanseri, mesane kKanseri, tiroid kanseri, nazofarinks kanseri) ve dokularda (gastrik, ovayum kanseri, glioma,
I6semi hastalanndan alinan kemik ilidi 6rneklerinde) asin ekspre oldugu cesiti calismalarda gdsterilmistir (Song vd,, 2006;
Satiroglu-Tufan vd., 2010;Li ve Zhou,2012;Dodurga vd. 2013; Zhang vd., 2014;Cai vd., 2015; Yu vd., 2016). Grubumuz
tarafindan yapilan calismalarda, URG-4/URGCP geninin TGF-1 sifokini ile regillasyonu aydinlatimistir. Bu calismada TGF-B
sitokininin genin ifadesini MRNA ve protein dizeyinde arthrdidi tespit edilmistir. Ayni zamanda genin promotor aktivitesini

arttirdifji ve TGF-B sitokininin URG-4/URGCP geninin regilasycnuny MAPK/ERK yoladini kullanarak gerceklestirdigi analiz

edilmiztir Tonkavy wve KAckar 201630 Renillazvnn cahsmalanmi? dahilinde vine nenin. SP1 transkrinzivon faktar aracih




M e e e onroemmy e wonone B I it

olmayan akciger kanseri, mesane kanseri, tiroid kanseri, nazofarinks kanseri) ve dokularda (gastrik, ovayum kanseri, glioma,
Idsemi hastalanndan alinan kemik iligi érneklerinde) asin ekspre oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir (Song vd_, 2006;
Satiroglu-Tufan vd., 2010;Li ve Zhou,2012;Dodurga vd.,2013; Zhang vd., 2014;Cai vd., 2015 Yu vd., 2016). Grubumuz
tarafindan vapilan calismalarda, URG-4/URGCP geninin TGF-B1 sitokini ile reqilasyonuy, avdinlatiimistir. Bu calismada TGF-p
sitokininin genin ifadesini mMRNA ve protein dizeyinde arthirdidi tespit edilmistir. Ayni zamanda genin promotor aktivitesini
arttirdidy ve TGF-B sitokininin URG-4/URGCP geninin regilasyonunu MAPK/ERK yoladini kullanarak gerceklestirdigi analiz
edilmistir (Tokay ve Kdckar, 2016a). Regilasyon calismalanmiz dahilinde yine genin SP1 franskripsiyon faktdri aracil
ifadesinin artmis oldudu ve bu transkripsiyon faktdranan fonksiyonel olarak URG-4/URGCP promotoruna baglandii EMSA ve
yonlendirilmis mutagenez calismalan ile tespit edilmistir (Tokay ve Kdckar, 2016b). Yapmus.oldufiumuz én_calismalarda, URG-
A/URGCP _geninin_ifadesi itli_hdcre hatlannda i -(Insan ' kanseri) MG-63- (Insan_ Kemik I
Saos-2-(Insan _Kemik ' PC-3-(Iinsan_prostat kanseri)., DU-145 (Iinsan prostat kanseri), Hela_(Insan serviks_kanseri),
Panc_ (Insan_Pankreas kanseri) ve MCF-7 (Insan_meme kanseri ve protein sevivesinde gosterilmistir. HT-29 (Insan
Kolon Kanseri Hiicreleri) hiicrelerinde URG-4/URGCP mRNA’sinin ekspresyonunun PC-3 (Prostat kanseri) ve DU-145 (Prostat
Kanseri) hiicrelerinden daha fazla oldugu tespit edilmistir (Tokay ve Kdckar, 2015). Protein dizeyinde ise HL-60 (insan Losemi

Hiicre hatt) hicrelerinden sonra ikinci sirada oldufju tespit edilmistir. Bu galismada, HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde URG-4/URGCP ekspresyonu hem mMRNA (RT-PCR) hem de protein seviyesinde (western blot)
gosterilmistir ($ekil 1). Ancak literatirde URG-4/URGCP geni ve kolon kanseri hlicreleri ve kolon tumoriu doku

sistemlerinde rolinin aydinlatiimasiyla ilgili bir galisma mevcut degildir.




>
Isckawa
MG-63
Saos-2
DU-145
PC-3
MCF-7
Hela
HT-29
Panc
Hep3B

016 A T  URG | [~ w———

|

Sekil 1. A- URG-4/URGCP ekspresyonunun cesitli hiicre hatlaninda gosteriimesi, B: Western blotting yontemi kullanilarak

I
b
r
by
T
Ly
=,
=

=

O ko = U Oy =] 0D WD O
Pt
-
iy

Pt

=
o
= o

=
bl |

=

mRMNA level of URG-4 expression
protein level of URG-4 expression

IIIlIl-_
A

é" & #@F *@d-

Cell lines

1 Qﬁq& qﬁqﬁ?

EEII lines

URG-4/URGCP ifadesinin protein seviyesinde gosteriimesi




Bu kapsamda hedeflerimiz asagida siralandidi gibidir: Proje is paketlerine ait akis diyagrami Sekil 2'de gosterildigi gibidir.

Birinci is paketi (iP1) kapsaminda;
URG-4/URGCP geninin HT-29 hiuicrelerinde susturulmasi amaciyla,
URG-4/URGCF genine spesifik olan siRNA, HT-29 hdcrelerine uygulanacaktir. siENA uygulanmis ve uygulanmamis HT-29

hdcrelerinden izole edilen cDNA'|lar kullanilarak yine gRT-PCR metoduyla mRENA ve wesiern plotting veya immun floresans
(IFC) metodu kullanilarak protein seviyesinde gosterilecektir.
Hedefimiz URG-4/URGCP ifadesinin HT-29 hicrelerinde susturulmasidir.

URG-4/URGCP’'nin metastatik ve proliferatif marker genlerie iliskisinin aydinlatilmasi amaciyla,
URG-4/URGCP seviyesini normal olarak ifade eden ve ifadesinin susturuldugu HT-29 hicre cDNA'lan kullanilarak metastatik

ve proliferatif marker genlerine ait primerler kullanillarak gRI-PCR calismalan yapilacakiir. Ifadesinde anlamli arliz ve azalis
gosteren genler icin western blot veya IFC analizleri yapilarak protein seviyesindeki ifadesi de incelenecektir. Calismamizda

kKullanilacak genler osteopontin, vimentin, E-kaderin, N-kaderin, TSPAN-8, twist,p27 ve siklin D1 genleridir.

Hedefimiz URG-4/URGCF geninin kolon kanseri hicrelerinde metastaz ve proliferasyonda gorevli olan genlerle iliskisinin
aydinlatiimasidir.

URG-4/URGCP susturulmus kolon karsinoma hicrelerinin proliferatif kabiliyetinin belirlenmesi amaciyla; URG-
4/URGCP seviyesini normal olarak ifade eden ve ifadesinin susturuldugu HT-29 hicreleri kullanilarak, MTT analizi hiicre
canhhidi tespiti icin yapilacaktir. Hicre ddngusa analizleri icin Annexin V/propidyum iyodir boyama calismalan yapilacak ve

sonuclar flow sitometre ile analiz edilecektir.




Hiicre ¢calismalari Hasta calismalari

URG-4/URGCF'nin Mormal we URG-4/URGCP
metastatik we prolif erstif geni su=turulmus HT-25
marker genlerle iligkisinin hidcrelerinde mekani=tik

URG-4/URGCF geninin HT-
23 hdcre halannda

susturulmas
aydinl=til m=s caligmalar

HT-29 hicrelerinin
biititilmesi,pasajlanmasi we
deneylerin kurulmas re prolifer atif
- ifadelerinin

Fraolifer atif hetatati
k abilietinin kabiliy etinin
belirlenmesi belirlenmesi
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MTT analizi
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YONTEM

» Projede uygulanacak yontem ve arastirma teknikleri (veri
toplama araclan ve analiz yontemleri dahil) ilgili
literature atif yapilarak aciklanir. Yontem ve tekniklerin
projede ongorulen amac ve hedeflere ulasmaya elverisli
oldugu ortaya konulur.

» Yontem bolumunin arastirmanin tasarimini, bagimli ve
bagimsiz degiskenleri ve istatistiksel yontemleri kapsamas:
gerekir. Proje onerisinde herhangi bir on calisma veya
fizibilite yapildiysa bunlarin sunulmasi beklenir.
Yontemlerin is paketleri ile iliskilendirilmesi gerekir.




+

FProjede uygulanacak yontem{ler)le ilerleme kaydedilememesi durumunda devreye sokulacak alternatif yontem(ler) de belirlenerek
acik bir sekilde ifade edilmelidir.

IP1 kapsaminda HT-29 hiicrelerinin agilmasi, biyitimesi ve dondurulmasi, SiRNA ile susturulma calismalari,

hiicrelerden RNA izolasyonu, hiicrelerden ¢cDNA sentezi, gPCR calismalar, western blotting, IFC, flow sitometre ve
hiucresel yontemler olan MTT, Annexin V /Propidyum iyodlr boyama, koloni formasyon, matrigel invazyon, yaralanma

metotlan uygulanacaktir. Asagida bashiklar halinde kullanacagimiz yontemler detaylandinimistir.

Hiicre stoklarinin agilmasi, buayutlilmesi ve dondurulmasi
Hacreler flask yuzeyini kapladiktan sonra ortam (medyum) icerigi dokilerek 10 mL PBS ile yikanacaktir. 2-3 mL Tripsin-

EDTA eklenerek 5 dk boyunca bekletilecektir. Hlcrelerin yluzeyden kalktiklar gozlendikten sonra balon icerisine 6 mL %10
FCS'li DMEM eklenerek Tripsin-EDTA inakitive edilecektir. 13 mL falkona icerik alindi ve 1000 devir/dk.da 5 dk boyunca
cokturalecektir. Hicre pelleti ic adet 75 cm¥likbalona paylastirmak Gzere tekrar ortam ile ¢cozilecektir. Balon hacmi 15 mL'ye

ortam ile tamamlanacaktir. Bu pasajlama isleminden sonra hiicrelerin pasaj numarasi ‘pasaj 1° olarak degistirilecektir. Deneyler
genellikle pasaj sayisi 3'e gelmis hicre grubuyla yapilacaktir. HT-29 hiicre hatlan -80 derin dondurucudan alindikian sonra 37°C

sU banyosunda iitilarak eritilecektir. %10 FCS iceren DMEM (high glucose, pyruvate 500ml )+ %1 L-Glutamin eklenerek 15
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belirlenerek invazyon kabiliyeti dlcllecektir.
IP2 igerisinde, taze kolon tiimérlii doku ve normal dokulardan RNA jzolasyonu, cDNA sentezi ve q-PCR yontemini
icermektedir. Kolon tiimorli dokulardan RNA jzolasyenu asagida detaylandiriimigtir. Diger teknikler is paketi 1'de de
oldufu igin yukanda anlatiimistir.

Kolon tiimor doku ve normal dokularin tiplendirilmesi

50 yas lzeri hastalarda tarama amach yapilan veya karnin agrisi nedeniyle Gastroenteroloji Klinidi ile Genel Cerrahi Klinigi
tarafindan yapilan kolonoskopi sonrasinda kolonda kitle saptanan hastalardan islem esnasinda biyopsi alinacaktir. Biyopsi
spesmenin histopatolojik olarak incelenmesi sonrasinda Kolon in-situ kKarsinom veya invaziv kanser tanisi konulan hastalar
calismaya dahil edilecektir. Malignite tanisi alan bu hastalann operasyon oncesi tiumor markerlar ile birlikte gerekli biyokimyasal
parametreleri analiz edilerek hastalann kontrastll tim batin tomografileri cekilecektir. Hastalar cerrahi agidan degerlendirildikten
tedavi protokolleri planlanacakiir. Bazi hastalara dzellikle rektum kanseri tanisi konulmus hastalara ameliyat dncesi Radyoterapi
velveya kemoterapl (Neoadjuvan tedavi ) almasi Qnkologlarla hasta dederlendirildikten sonra karar verilmisken bazi hastalar
direkt ameliyata alinacaktir. Neoadjuvan kemo-radyoterapisi biten hastalarla birlikte her iki hasta grubuna da palyatif veya karatif
cerrahi karar verilerek preoperatif anestezi yapilacaktir. Anestezisi onaylanan hastalara cerrahi kolon rezeksiyonu yapilacaktir.

Kolon rezeksiyonu yapildiktan sonra patolojik tani gerceklestirilecektir.




immunohistokimya Yéntemi
IP2 ve IP3 igerisinde, immunohistokimya yéntemi uygulanmaktadir. Bu yéntem asafida detaylhica anlatiimistir.

Imminhistokimyasal inceleme icin kolorektal karsinomlu 85 ayn olgunun parafin bloklanna asadida belittilen islemler sirasi ile
uygulanacaktir. “Poly-l-lysine” ile kaplanmis lam dzerinde 3 mikron kalinhinda kesitler alinacaktir. Fiziksel deparafinizasyon icin
kKesitler bir gece 37 ° C'de etlvde bekletilecektir. Kimyasal deparafinizasyon icin 3x10 dk. ksilen + 3x10 dk. % 96’k alkol
uygulanacaktir. Lamiar deivonize distile su icinde 5 dk bekletilecektir. Endojen enzim blokajl: lamiar % 3'ik H202 solusyonunda
20 dk. bekletilecektir, Lamlar deivonize distile su icinde 5 dk. bekletilecektir. Antijen retrnieval:sitrat buffer(ph:6) mikrodalga finnda
kaynatilacaktir. Sicak distile su icinde bekletilen lamilar sitrat buffer (ph:6) solusyonuna alinacaktir . Mikrodalga finnda 800
Watt'a soklanacaktir. Ik kaynama oldugu anda enerji 150-200 watt'a disirillerek 15 dk. kademeli soklama yapilacaktir. Sire
sonunda enerji kesilecek ve lamlar 30 dk. sogumaya birakilacaktr. Yikama (2x5 dk. PBS ile) yapilacak Lamlardaki dokulann
etrafi Pap-pen ile cizilecektir. Protein blokajl: 5 dk. Blocking Reagent-ultra v blok ile yapilacaktir.

Primer antikor ile inkiibasyon: solusyon lam yOzeyinden uzaklastinhir. Lamlar primer antikorlar (URG-4/URGCP, vimentin,
osteopontin, E-kaderin, N-kaderin, Twist, TSPANG, p27 ve siklinD1) 37° C'de etivde, lamin kurumasi engellenecek sekilde

inkube edilecek ye_Yikama( 2x5 dk. PBS ile) yapilacaktir. Sekonder antikor (linking) ile inkibasyon (20 dk. Biotinylated goat

anti-polyvalentlabvision ile). Yikama( 2x5> dk. PBS ile] gerceklestirilecektir. Sireptavidin peroksidaz ile inkubasyon 20 dk.

yaplacaklr. Yikama( 2x5 dk. PBS ile) yapilacaktir. Kromojen ile inkilbasyon: DAB(Diaminobenzen)kromojen ile 10 dk. Musluk
suyundan gecirilecek olan kesitler Mayer's hemotoksilen ile boyanacaktir. | 4 dk) Alkolden gecirilen kesitlere Agues Medium ile

kapama yapilacaktir,
immiinreaktivitenin degerlendiriimesi

Bu calismada pozitif kontrol icin tOmére komsu benign kolon mukozasi dikkate alinacaktir. imminhistokimyasal olarak URG4,

vimantin netennnntin F_kadarin Twigst TRPAKE n27 wa ciklin Md akenracwynnn iz mikrnckohonda fiimAar hicralarinds




PROJE YONETIMI

_ Kim(ler)
iP Is Paketlerinin Tarafindan Zaman Araligi
No Adi ve Hedefleri Gergeklestirilece (..-.. Ay)

gi

Basar Olgiitii ve Projenin Basarisina Katkisi

Kolon kanser hucrelerinde ve siRNA ile URG-4
geni susturulmus HT-29 hucrelerinde URG-4 geni

ifadesinin mRNA ve protein seviyesinde ET’ FK’ NH
gosterilmesi

Normal kolon kanseri hucreleri ve URG-4 geni
susturulmus HT-29 hiicrelerinde metastatik ve
proliferatif marker genleri (izerine etkisinin mRNA
ve protein seviyesinde incelenmesi

Normal kolon kanseri hucreleri ve URG-4 geni
susturulmus HT-29 hiicrelerinde URG-4/URGCP
geninin metastatik potansiyeli Gizerine etkisinin
belirlenmesi

Normal kolon kanseri hiicreleri ve URG-4 geni
susturulmus HT-29 hiicrelerinde URG-4/URGCP
geninin proliferatif potansiyeli Uzerine etkisinin
belirlenmesi

Tdmorli ve timorli olmayan taze kolon
dokularinda URG-4/URGCP ve proliferatif ve
metastatik ekspresyonunun mRNA seviyesinde
gosterilmesi

Tdmorli ve timorli olmayan dokularda ve parafin
dokularinda, kolon kanseri preparatlarinda Hasta dokularindan URG-4/URGCP proteinin ekspresyo
Immunohistokimyaiile protein seviyesinde URG-
4/URGCP ifadesinin incelenmesi

jede yer alacak baslica is paketleri ve hedefleri,

bir is paketinin kimler tarafindan hangi siirede gerceklestirilecegi,

an olciitii ve projenin basarisina katkist “is-Zaman Cizelgesi” doldurularak verilir.

bir is paketinde gorev alacak yuruticu, arastirmaci ve personel ayrintili olarak belirtilir.

atur taramasi, sonuc¢ raporu hazirlama asamasi, proje sonuclarinin paylasimi, makale yazimi ve malzeme alimi ayn birer
keti olarak gosterilmemelidir. Basan olciitli olarak her bir is paketinin hangi kriterleri sagladiginda basarli sayilacagi aciklanir.
1 Olcuitl, olculebilir ve izlenebilir nitelikte olacak sekilde nicel veya nitel olcutlerle (ifade, say1, ylizde, vb.) belirtilir.

URG-4 geni susmasinin mRNA ve protein dize

MRNA ve protein dizeyinde korele sonuglarin el

Genin susturulmasinin hiicrelerin metastatik potansiyeline etkile

Genin susturulmasinin hiicrelerin proliferatif potansiyeline etkilerini

MRNA ve protein diizeyinde kérele sonuglarin elde edi




Risk Yonetimi

Projenin basarisin1 olumsuz yonde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle
karsilasildiginda projenin basariyla yurutilmesini saglamak icin alinacak tedbirler (B Plan
paketleri
belirtilerek ana hatlariyla asagidaki Risk Yonetimi Tablosu’nda ifade edilir. B planlarinin uyg
projenin

temel hedeflerinden sapmaya yol acmamalidir.

iP No En Onemli Riskler Risk Yonetimi (B Plani)




Kolon kanseri hucre modelinin
buyutulememesi, olmesi
siRNA ile URG-4 geninin susturulamamasi

Metastatik ve proliferatif marker genleri
uzerine etkisi mRNA seviyesinde
gosterilememesi

Protein seviyesinde gosterilememesi

Dokulardan RNA izolasyonu
gerceklestirilememesi
immunohistokimya ile dokularda URG-4
ifadesinin protein seviyesinde
gosterilememesi

pho, o Snemi Rkt

ATCC yeni hucre temini

Farkli bir firmadan yeni bir siRNA temin edilmesi
Farkl bir transfeksiyon kiti kullanilmasi

Yeni primerlerin tasarlanmasi, farkli PCR
optimizasyonlan

Farkli marka antikorlarin temin edilmesi, IFC gibi
farkli bir protokol uygulanmas

Farkl Kit kullanilmas1 ya da yontemin optimize
edilip degistirilmesi

Fakli bir firmadan antikor temin edilmesi



Yaygin Etki

» Proje basariyla gerceklestirildigi takdirde projeden elde
edilmesi ongorulen ¢ikti(lar) ve etki(ler kisa ve net
cumlelerle ilgili bolumde belirtilmelidir.

» Bu bolumde, projeden elde edilmesi ongorulen ciktilara
yer verilmelidir. S0z konusu ¢iktilar, amaclarina gore
belirlenen kategorilere ayrilarak belirtilmeli, nicel
gosterge ve hedeflere dayandirilmali ve varsa bu ciktilan
kullanacak kurum/kurulus(lar)a iliskin bilgi verilmelidir.
Her bir ciktinin elde edilmesinin ongoruldugu zaman
araligi belirtilmelidir.




Cikti Turu

Cikti

Ciktinin Elde Edilmesi
Ongériilen Zaman Aralig

(*)

Bilimsel/Akademik Ciktilar
(Bildiri, Makale, Kitap Bolimu,
Kitap vb.):

Projelerden elde edilecek verilerden SCI
kapsamindaki dergilerde makale
hedeflenmektedir. Ayrica, konuyla ilgili
kongre ve sempozyumlarda bildiler
sunulacaktir.

Ekonomik/Ticari/Sosyal
Ciktilar (Uriin, Prototip, Patent,
Faydali Model, Uretim izni,
Tescil,  Gorsellisitsel  Arsiv,
Envanter/Veri Tabani/Belgeleme
Uretimi, Telife Konu Olan Eser,
Spin-off/Start- up Sirket vb.):

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda
Kolon kanseri hucreleri ve kolon timorlt
dokularda URG-4 geninin marker olma
olasihgi cesitli terapotik uygulamalarda
kullanilarak tedavide umut verici olabilir.

Arasgtirmaci Yetisgtirilmesine
Yonelik Ciktilar (YUksek Lisans/
Doktora/Tipta Uzmanlik Tezleri):

Bir bursiyer talebi ile proje bilim insani
yetistirme potansiyeline sahiptir.




Proje basariyla gerceklestirildigi takdirde projeden elde edilmesi ongoriilen
» Toplumsal/kulturel etki,

Akademik etki,

Ekonomik etki,

Ulusal Guvenlik etkisi

vV v v Vv

Proje Basvuru Sistemi (PBS)’nde secilen 11. Kalkinma Plan1 hedefleri ve
politikalarn cercevesinde hedef kitle/alan belirtilerek aciklanmalidir. Beklenen
etkiler dogrulanabilir ve olciilebilir olmalidir. Etkilerin elde edilme zamanina
iliskin ongoruler belirtilmelidir.




Etki Tura

Etki

Etkinin Elde Edilmesi
Ongoriilen Zaman

Toplumsal/Kilturel Etki:

Yasam Kalitesine Katki,

Surdurdlebilir Cevre ve Enerjiye Katki,
Refah veya Egitim Seviyesinin
iyilestiriimesine Katki,

Ulke ya da Diinya Dizeyinde Onemli Bir
Sosyal Soruna Getirilecek Cozumler vb.

Akademik Etki:

Yeni Ar-Ge Kararlari,
Ulusal/Uluslararasi Ar-Ge Isbirlikleri,
Arastirmaci Sayisindaki ve Niteligindeki
Degisim,

Universite- Sanayi isbirliklerine Katki vb.

Ulusal-Uluslararasi Arge
igbirlikleri

Universite Sanayi isbirliklerine
katki

Ekonomik Etki:

Potansiyel Sektérel Uygulama Alanlari,
Kiresel Pazar Ongoriileri,

istihdam Katkisi,

Rekabetcilik (ihracata Etkisi, ithal ikamesi,
Yeni Firmalarin Olusumu, Yabanci
Sermaye Yatiriminin Tetiklenmesi vb.)

Ulusal Gilivenlik Etkisi:

Siber guvenlik,

Enerji glvenligi,

Sinir guvenligi,
Ekonomik guvenlik vb.




Belirtmek istediginiz diger Konular

» Sadece proje onerisinin degerlendirilmesine katki saglayabilecek bilgi/veri
(grafik, tablo, vb.) eklenebilir.




Proje Onerisi
Degerlendirme Kriteri




Proje onerileri asagida belirtilen bes boyut
altinda degerlendirilir:

» Onem ve Ozgiin Deger
» Amac ve Hedefler

» Yontem

» Proje Yonetimi

» Yaygin Etki




ONEM VE OZGUN DEGER

» Proje konusunun onemi, literaturdeki nitel veya nicel verilerle
desteklenerek ayrintili bir sekilde aciklanmis midir?

» Proje onerisinin ozgunligu; bilimsel niteligi, farkliigi ve
yeniligi, alandaki hangi eksigi nasil giderecegi veya hangi soruna
nasil bir cozim getirecegi, ilgili bilim ve teknoloji alanlarina
kavramsal, kuramsal veya metodolojik olarak ne gibi 6zgun
katkilarda bulunacagi yeterince aciklanmis midir?




AMAC VE HEDEFLER

» Proje onerisinin arastirma sorusu veya hipotezi verilmis
midir? Amaci ve hedefi acik, olculebilir, gercekci ve proje
suresince ulasilabilir nitelikte olacak sekilde tanimlanmis
midir?




Yontem

» Projede uygulanacak yontem ve arastirma teknikleri (veri
toplama araclan ve analiz yontemleri dahil) ilgili
literature atif yapilarak aciklanmis midir? Sunulan
yontem(ler) ongorulen amaclara ve hedeflere ulasmaya ne
kadar uygundur? Yontem bolumu; arastirmanin tasarimini,
bagimli ve bagimsiz degiskenleri ile istatistiksel
yontemlerini kapsayacak sekilde acik ve tutarli bir sekilde
sunulmus mudur?




4.PROJE YONETIMI

Yonetim Diizeni: Is-zaman cizelgesinde belirtilen; is paketleri ve
hedefleri, her bir is paketmm kim(ler) tarafindan ve hangi surede
gerceklestlrllecegl proje amac ve hedeflerine ulasmak icin uygun mudur?

» Proje ekibi, projenin kapsadigi faaliyet ve disiplin(ler) dikkate
lmdlgmda nitelik ve nicelik yonunden ne olcude yeterli ve uygundur?
Gorev dagilimi ve is paketleri ile kisilerin yetkinlikleri uyumlu mudur?

» Basari ol¢utleri ne duzeyde olculebilir ve izlenebilirdir?

Risk Yonetimi: Projenin basarisin1 olumsuz yonde etkileyebilecek
risklerle karsilasildiginda prOJemn basariyla yurutilmesini saglamak icin
alinacak tedbirler (B Plam) ilgili is paketieri belirtilerek verilmis midir?




YAYGIN ETKI

» Projeden beklenen yaygin etkilerin neler olabilecegi net
olarak belirtilmis midir? Ifade edilen yaygin etkiye
ulasilabilme potansiyeli ne duzeydedir?




Kriteri
Karsilama
Duzeyi

Puan Degeri

Tanim

Proje onerisi ilgili kriteri tim boyutl
karsilamaktadir. Eksiklik yok denec
kadar azdir.

Proje Onerisi ilgili kriteri iyi derecede
karsilamaktadir. Onerinin kabul edilebil
seviyede eksiklikleri bulunmaktadir.

Geligtirilebilir

Proje onerisi ilgili kriteri genel hatlariyla
kargilamakla birlikte, onerinin iyilestirme
ve gelistirmeye acik noktalari
bulunmaktadir.

Proje Onerisi, ilgili kriteri orta derecede
karsilamaktadir. Oneride iyilestiriimesi ve
gelistiriimesi gereken 6nemli hususlar
bulunmaktadir.

Yetersiz

Proje onerisi ilgili kriteri yeterli derecede\
karsilamamaktadir. Oneride 6nemli
eksiklikler bulunmaktadir.

Proje onerisi ilgili kriteri
karsilamamaktadir. Proje Onerisi
ciddi eksiklikler/zayifliklar s6z




Elektronik Imza

» Arastirma Destek Programlar Baskanligi tarafindan yurutilmekte olan
programlar kapsaminda 07.01.2019 tarihi itibariyla elektronik imza (e-imza)
uygulamasina gecilmis oldugundan ve bundan boyle yapilacak proje
basvurularinda basili belge gonderilmesi sureci tamamen yururlukten
kaldirnldigindan projelerin; proje ekibindeki tiim kisiler (yuritlicu,
arastirmacilar ve damsmanlar), proje ekibi disindaki hak sahipleri ve projeyi
oneren/katiimci kurum/kurulus yetkililer tarafindan e-imza dosya imzalama
servisi (e-imza.tubitak.gov.tr) Uzerinden nitelikli elektronik sertifika ile
imzalanmasi1 gerekmektedir.




» Basvruyu onayladiktan sonra Elektronik imza surecini baslat butonundan bu
surec baslatilir.
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