
Proje Önerisi Oluşturma 
 ve  

Yazım Kuralları 

Prof. Dr. Füsun Can 

 

İstanbul 
6.10.2018 





Bilimsel Projeler 

Bilimsel Makaleler 



İyi bir bilimsel proje Toplumsal talep veya ihtiyaçlara 
uygun 

  
  Multidisipliner  
  İnterdisipliner 

Hakemleri ikna edebilecek 
Destek  bulma 
potansiyeli olan 

PROJE 



En uygun destek 
NASIL BULUNUR 

• Amacımız nedir 
- Altyapı 
- Araştırma desteği 
- İletişim ve bilgi paylaşımı 

• Potansiyel destek kaynağı? 

• Proje önerileri nasıl değerlendiriliyor? 

• Kabul edilme şansı nedir? 

• Ulusal veya uluslararsı işbirliği isteniyor 
mu? 
 



Kimler destek veriyor 

TR içinde en büyük 
fon sağlayıcımız 

TÜBİTAK 
Istanbul için ISTKA 

Avrupa Komisyonu 
H2020 fonları 

altında “Societal 
Challenges” 

ERA-NET Calls 

Innovative 
Medicines Initiative 

2 (IMI 2) 
Newton Funds 

Wellcome Trust 
funds 

NIH Funds (bazıları) 



Hangi projeler 
kabul olur? 

 

Hakemleri ikna eden projeler kabul olur 

 

 Nasıl ikna ederiz: 
• İyi bir hipotez 
• Basit bir dil 
• Net anlatım 

Güzel Bir Hikaye 



Hikayemizi yazmak…… 

 
Şarkımız yeni açılan bir proje destek çağrısı ile ilgili: 
               The Grant that Got Away 

 

 

 

A good story cannot be devised; it has to be distilled. 
    Raymond Chandler 

 
 
 

Öyle bir hikaye olmalı ki 
Hakem öneriyi okuyup  bitirince düşünmleli 



Gerçekçi 
olmalı…… 

Projenin hipotezi 

• Güncel sağlık sorunu  

• Destek istenen kuruluşun öncelikli alanı 

• Proje yöneticisinin uzmanlık alanı 

• Proje yöneticisinin deneyimi olduğu konu 

 



Hakemin 
beynine ve 

ruhuna 
ulaşmak  

 

S: Simple  

U: Unexpected  

C: Concentrate  

C: Credible 

E: Emotional 

S: Stories 

 

 



simple 

• Yazım dili basit ve net 
• Hakem mesajımızı anlamalı 

- Şemalar ve grafikler 

 
 
 
 

SIMPLE 



Basit 1: Projenin temel unsurları 

Bu çalışmada önerilen proje önerisi oluşturulurken dikkate alınmış olan 
başlıca öğeler projenin yola çıktığı bilimsel sorunun değerlendirildiği 

içerik ile ilgili olan bölüm, proje önerisinin gerçekleştirilmesi için 
yapılacak olan deneyler ve bu deneylerin tasarımı ve proje başarı ile 

gerçekleştiği takdirde elde edilecek verilerin proje çıktısı olarak bugüne 
kadar bu konuda yapılmış çalışmalardan elde edilen bilgiye katkısı 

olarak sayılabilir 



Basit 2: Projenin temel unsurları 

• Konu 
• Araştırmanın hedefi 

• Tasarım 
• Hedefe ulaşmak için yapılacak çalışmalar ve tasarım 

• Çıktı 
• Araştırmanın bugüne kadar var olan bilgiye katkısı 
 

olarak özetlenebilir 

 



Basit 3: Proje önerisinin temel unsurları nelerdir 

Konu 

Araştırmanın 
hedefi 

 

Çıktı 

Araştırmanın 
var olan bilgiye 

katkısı 

 

Tasarım 

Araştırma 
hedefine 

ulaşma yolu 

PROJE 



Beklenmeyen…… 

• Yeni ve şaşırtıcı bir şeyler söyleyin 

• Okuyan merak etsin 

• Büyük problemler değil, basit 
olanlar ilgi çeker ve anlaşılır 

• Özgün değer iyi anlaşılır olmalı 
 

 



Konsantre olmak……. 



Credibility….. 

 

• Kaynak bilgi 
• Yöntemler,  
• İstatiksel  
• Çıkarımlar 
• Ekip 

 



Emotional…..  
 
 
Bilimin duygusallığı: 
merak…… 
 
 

 

• Merakınızı hissettirin ve bulaştırın 

• Soru sorun, 

• Merak uyandırın 



Proje Yazım Koşulları 

• Başlık 

• Özet 

• Amaç(lar) 

• Literatür bilgisi ve araştırmanın önemi 

• Yöntemler 

• Çıktılar 

• Kaynaklar 

 

 



Proje Başlığı mini Özettir 
Projenin ana elementlerinin ilgi çekici bir resmi çizilmelidir  

Projedeki ana tema 

Tüm içeriği kapsayacak şekilde 

İlgi çeken bir stilde   



Proje başlığında ana hedef öne çıkartılmalı 

 

• Başlık #1 – Solid organ transplantasyonu olan hastalarda organ 
rejeksiyonu ve fecal mikrobiyota 

• Başlık 2#-  Solid organ transplantasyonu olan hastalarda fekal 
mikrobiyotanın organ rejeksiyonuna etkisi 

 
• Başlık 1. Solid organ transplantasyonu olan hastalarda organ rejeksiyonu  

• Başlık 2: Fekal mikrobiyotanın organ rejeksiyonundaki rolü 



       Proje başlığı En son Yazılmalıdır 

 

          Neden? 



Amaç (lar) 

Amaç, 

• Başarmak istediklerimizin sözcükler ile ifadesi 
• Her amaç için birden fazla hedef olabilir 

• Her hedef için birden fazla deney yapmak gerekebilir 

• Amaçlar yazılırken yapılacak deneyler bilinmelidir 

 



Literatür Bilgisi ve Konunun Önemi 

• Şu anda var olan bilgiye KATKI sağlayacak  

• Daha önceki yanlışlıklar/hataları ÖNLEYECEK  

• Daha önceki çalışmalardan farklı stratejisi ile ÖZGÜN olacağını 

 

KANITLAMASI gereklidir.  

 



Literatür bilgisi nasıl yazılmalı….. 

• ÖZETLE: Şu anda ne biliyoruz 

• TANIMLA: İhtiyacımız olan bilgi nedir? 

• AÇIKLA: Şu anda neden bilmiyoruz 

• YANITLA: Cevabı bulmak için neler yapacağız 

 

• Çarpıcı Bir Giriş 



Çalışma Tasarımı ve Metodoloji 

 

• Her AMAÇ için özgün bir DENEY tasarlanmalıdır. Sıralı 
olması zorunlu değil 

• Örneklem büyüklüğü hesaplanmalıdır 

• Çalışmanın TASARIMI ayrıntılı olarak verilmeli 

• Metodoloji PROTOKOL değildir 

• İŞ-ZAMAN çizelgesi gerçekçi olmalıdır 
 



İş Akışının grafiksel sunumu 

Çalışma tasarımı ve Metodoloji 

PhD tezi, Nazlı Ataç 

E.coli ST131 enfeksiyonlarının tedavisinde yeni bir yaklaşım: 
Nano taşıyıcı ile hedefe yönlendirilmiş antimikrobiyal ajanlar  



Çalışmanın iş akışı: Aşağıdaki şekilde özetlenebilir: İş akış şeması şekil 5 te gösterilmiştir 

Şekil 5. Çalışmanın iş akış şeması 

  

1. Çalışmada kullanılacak izolatların seçimi: 

Merkezimi zde önceden y aptığımı z bir ça lışmada  sekans  tipleri (ST) MLST ile a naliz e dilmiş üropatoj en E.col i izolatl arı bu çalışmada kulla nılacakt ır. (Can vd., 20 15). Yine merk ezimizde daha önce ya pılan ça lışmala rda fimH geninin ampl ikasyonu ile be lirlenmiş H30 alt klonu, alla ntoin k odlayan ybbW geni ndeki tekli  nükle otid pol imorfizmi (G72 3A) ile belirle nmiş H3 0-Rx gr ubu da  çalışmaya dahil edile cektir (Can vd. , 2016 a). Bu izolatlar  arasından 2  

E.coli ST131 H30-Rx, 2 ST131 H30 ve 2 ST131 non-H30 izolatı olmak üzere toplam 6 üropatojen ST131 E.coli seçilecektir. Kontrol grubu olarak 3 ST131 olamayan üropatojen E.coli izolatı alınacaktır.  

  

2. Çalışmada kullanılacak antimikrobiyaller ve minimium inhibitör konsantrasyon testleri 

Çalışmada  kull anılacak  ant ibakter iyel ajanlar  fimbrial bağlanmayı  engell eyecek  anal oglar  (mannozid türevle ri), efluks  pompası i nhibitör ü (PAβN ve 2 ,3-dibr omo maleimid), kinolon grubu a ntibiyotikler  (siprofloksasi n v e norfloksas in) v e ki nolon türev i gir amid  olaca ktır.  Bu ajanları n te kli, i kili kombinasyonlarda  ve  en son olara k S PIONlar  ile  birli kte bakteril erin  (plankt onik  seviye de ve bi yofilm sonr ası) etkisine ba kılacakt ır. E fluks  pompası  

inhibitörü,  FimH inhibitör anal ogları, kinolon grubu antibiy otikler  ve kinolon t ürevleri  MİK çalışmal arı sıvı  mikrodilüsyon tekni ği ile y apılaca ktır. Se çilen E .coli ST 131 izolatları n -80oC de tut ulan st oklarından tri ptik soy agar a pasaj ları alı nacak ve 37oC’de 1 günlük inküba syon sonrası t ek kol oni seçi ler ek sıvı kültüre (t riptik soy bes iyeri) aktarıla caktır.  Antimi krobiy al ajanl ar kat yon ay arlı M ueller Hinton Broth içinde  seri di lüsyon yapıla cak ve  

bakterilerin eklenmesinden sonra polistren 96-kuyulu plakta 1 gün inkübe edileceklerdir. MİK değerleri gözle ve spektrofotometrede 540 nm’de ölçülecektir. 

3. Biyofilm oluşturulması ve Antibakteriyellerin biyofilmdeki etkinliğiniin gösterilmesi 

3.1. Biol im oluşturuşması:  E.coli  ST1 31 i zolatlar da biyofilm oluşumu için optimum be siyeri  belirl enecek  ve  bütün biy ofilm testle rinde  aynı  besiy eri il e de vam edilece ktir.  Aynı  zama nda kullanıl acak  polistr en pl akların  düz  vey a yuvarlak  taba nlı ol ması  ve inkübasyonlar  sıras ındaki  çalk alama  hızla rı gi bi faktöler de e n uy gun biyofil m ol uşumu için  opti mize  edilece k di ğer parame treler  olacaktır.  Seçile n izolatlar  -80o C stoktan pasajl anacak tır.   

Sonrasında  inok ulum,  glikoz lu TS B ile  1:50  oranı nda seyrelti lerek  96-kuy ulu plaklara  100  µl olacak  şekil de da ğıtılaca ktır. Bir g ecelik  inkübasyon sonras ı biy ofilm oluşma sı kri stal v iyole  testi  ile belirlenecektir  (Mer itt v d., 20 05). Kristal  violet  testi  için  plakl ar iki  ker e dist ile su  ile  yıkandıktan  sonra  1 5 dakika  boy unca %0.1’li k kris tal vi olet ile boyanaca k, sonrasında 1  defalı k yık amayı  ve  15 dakika  kurut mayı  takibe n % 95 et anol ile i nkübe  

edilecektir. Daha sonra BioTek cihazı ile kısa zamanli orbital çalkalamayı takiben 570 nm’de kuyulardaki optik densite belirlenecektir. Böylece en güçlü biyofilm görülen test düzeneği çalışmalarda kullanılacaktır.  

3.2. Antibakte riyeller in b iyofilmdeki  etkinli ğiniin  göste rilmesi:  İzolatlarla  oluşturula n 24  sa atlik  biyofil m sonrası  kont rol grubu için  100  µl  taze  besi yeri,  ilaç dene meleri  için  ise  seçil ecek  ilaçlar  İP1  de  beli rlenen  dozl arla  yine  100  µl  olarak  kuyulara  ekle necekti r. Oluşan biyofi lm yoğunluğu hem kris tal viol et t esti  hem de  koloni  say ımı ile belirlenecektir.  Kol oni sayımı  için  pla ğın alt yüzeyine tutunmuş  biy ofilm, kazı ma yöntemi ile plaktan 

ayırılacak,  sonra sında  sonika syon ve vorteks  ile homojeni ze edilecekti r. Se ri dilüsyonlar  yapı lacak  ve belirlene n dilüsyonlar da 1 00 µl  örnek  alınarak TSA plağa ekilece ktir. P lağa ekilen  örnek , aga r üzer ine öze ile  yayıl acak ve 1  gün süre  ile 3 7oC’de  bekle tilecekt ir (St andar  vd., 2010).  Ertesi  gün koloni sayısı  belirl enecek tir. T üm de neyler  üçlü  çalışıl acak ve üç kez  tekrar lanaca ktır. Merkezi mizde  4 fa rklı S T131 izolatı  (234,  285,  294,  304) ile  

yaptığımız ön çalışmalarda mannozid analoğu ve SPIONların farklı konsantrasyonlarının tek başına bakteri biyofilmlerinin oluşumuna etkilerinin olmadığı görülmüştür (Şekil 6). 

  
Şekil 6: Mannozid analoğu VE SPİONların ST131 biyofilmlerinn oluşumuna etkisi. Biyofilm OD değerlerinde anlamlı bir azalma görülmemiştir.  

Mannozid analoğu siprofloksasin ile kombine kullanıldığında siprofloksasin dirençli ST131 biyofilmleri üzerinde sinerjik etki gösterdiği görülmüştür (Tablo1). 

  

Tablo 1: Siprofloksasin ve mannozid analğunun bakteri inhibisyonu ve biyofilme etkisi 

  Sipro + Mannozid biyofilm sonrası etki (CFU/ml) 

Kontrol 192 

8 ug/ml Sipro >300 

4 uM Mannozid >300 

4 uM Mannozid + 8 ug/ml Sipro 

26 

  Statik deneylerde başarılı bulunan antimikrobiyallerin antibiyofilm aktiviteleri zamana bağlı da değerlendirilecektir (Time kill analizi). Biyofilm oluşturulduktan sonra 
antibakteriyeller seçilen dozlar ve kombinasyonlarla kuyulara eklenecek ve süreye bağlı (örneğin 3, 8, 24 saat) biyofilm miktarı koloni sayımı yöntemi ile değerlendirilecektir. 
Belirlenen zaman aralıklarında kuyulardaki biyofilm kazınarak tüpe aktarılacak ve sonrasında sonikasyon-vorteks ile homojenize edilerek plaklara ekilecektir. 3.3. Biyofilmlerin 
görüntülenmesi: Buna ek olarak biyofilmler konfokal mikroskopu ve scanning elektron mikroskobunda görüntülenecektir. Böylece birofilmdeki kalınlık değişimleri, canlı hücre 
oranları değerlendirilecektir. Konfokal mikroskopu için, kristal violet ve koloni sayımı testlerinde belirli log düşüşü elde edilen ilaç dozları ve kombinasyonları baz alınarak cam 

lameller üzerinde veya 96-kuyulu plaklarda biyofilm oluşturulacak ve sonrasında biyofilm yüzeyleri %3.5’luk formaldehitte bekletilerek fikse edilecektir. Birkaç defalık PBS 
yıkamasını takiben biyofilm tabakası Ölü-Canlı hücre boyaması (BacLight, Invitrogen) yapılacak ve boyama sonrasında konfokal mikroskobunda görüntülenecektir (Leicca TCS 
SP8). Elektron mikroskop için de yüzeyinde biyofilm oluşturulmuş cam lameller önce %2.5’luk glutaraldehitte 1 gün süre ile bekletilerek fikse edilecek, sonrasında kademeli 
olarak alkol dehidratasyonu ve vakumda bekletilmesi ardından altın kaplama yapılarak elektron mikroskobuna alınacaktır (Zeiss EVO LS15). Görüntüler 5x , 20x ve 30X  olmak 
üzere üçi farklı büyütmede  kaydedilecektir.   3.4. Sinerji Çalışmaları : Antibakteriyel kombinasyonların planktonik hücreler ve biyofilm  etkisinin gösterilmesi Sinerji 

çalışmalarında checkerboard metodu kullanılacaktır. Potansiyel etki gösterebilecek ikili ilaç kombinasyonları seçilecek ve yine seri dilüsyon yapılarak, chekerboard formatında 
dağıtımı yapılacaktır (Timurkaynak vd., 2006). Kombinasyonların FİK indeksi belirlenecek ve sinerji gösteren ilaç kombinasyonları ve dozları kaydedilecektir.   4. 
Superparamanyetik Demir Oksit Nanoparçacıkların Sentezi,  Modifikasyonu ve Karakterizasyonu. Çalışmaya dahil edilen analog ilaçlar merkezimizin Polimer ve Nanomalzeme 
Araştırma Laboratuvarı’nda sentezlenen SPION l̀ara balğanacak ve hedefe yönelik taşıyıcı kargo sistemleri olarak yeniden dizayn edilecektir. Model olarak Siprofloksasin 
antibiyotik ajan olarak SPIONlara bağlanacak ve aynı parçacıklara mannosid türevleri bağlanarak bu nanotaşıyıcı sistemin bakteri hücre duvarıyla etkileşimi hedeflenecek ve 

dolayısı ile antibakteriyel ilacın bakteri ve biofilme daha yüksek dozlarda penetrasyonu hedeflenecektir. Bunlara ek olarak, manyetik yönlendirme ile de etkinin atırılması 
potansiyeli incelenecektir.   4.1.Fonksiyonel SPIONların sentezi: Bu çalışma için iki tür SPION sentezi önermekteyiz. Yüzeyi karboksilik asit fonksiyonel, poliakrilik asit kaplı 
SPIONlar (PAA/SPION) ve yüzeyi amin fonksiyonel aminopropiltrimetoksisilan (APTMS) kaplı SPIONlar (APTMS/SPION). Bu sayede hem anyonik hem katyonik SPIONlar ile 
çalışılmış olacak ve yüzey kimyasının etkisi kendi laboratuarlarımızda belirlenmiş olacaktır. Danışmanımız Dr. Yağcı Acar 18 yıldır SPION sentezi ve teranostik uygulamaları 
üzerine çalışmaktadır. 104M401 no lu Tubitak 1001 projesinde, ufak, kolloidal olarak kararlı, APTMS ve PAA kaplı SPION sentezini çalışmış ve bu kompozisyonları başarı ile 

üretebileceklerini göstermiştir. Bu çalışma için önerilen SPIONlar da kendisinin danışmanlığında bir PhD öğrencisi tarafından sentezlenecektir. Grup bu nanoparçacıkları farklı 

amaçlarla sürekli sentezlemektedir. Temel olarak de-oksijene edilen suda FeCl2 ve FeCl3 tuzları (Fe+3/Fe+2 mol/mol=2) argon altında çözülecek ve 85-90 ◦C ye ısıtılacaktır. Bu 
sıcaklıkta da amonyum hidroksit eklenerek 60 dakika kristal büyümesine fırsat verilecektir. PAA kaplı olanlar için PAA demir tuzlarına oda sıcaklığında eklenecektir. APTMS 
kaplı olanlar için ise ısıtıldıktan sonra eklenecektir. Oda sıcaklığına soğutulan SPIONlar 10kDa ultrafiltrasyon tüpleriyle minimum 4 kez saf suyla yıkanarak fazla öncül 
malzemelerden temizlenerek oda sıcaklığında saklanabilir. Nanoparçacıkların Karakterizasyonu: Parçacıkların hidrodinamik büyüklüğü ve büyüklük dağılımı dinamik ışık saçılımı 
(DLS) yüzey yükü zeta potansiyel, kristal büyüklüğü TEM, kristal yapış XRD ile belirlenecektir. Nanoparçacıkları saf su, PBS çözeltisi ve tuz çözeltisindeki kararlılığı hem görsel 

hem de DLS ile belirli zaman aralıklarında (6-12-24-48-78 saat)  ölçüm yapılarak belirlenecektir. Manyetik özelliklerin belirlenmesi (doyum manyetizasyonu ve histeri)  için 
titreşimli Numune magnetometrisi (VSM) kullanılacaktır. UV-Vis ile parçacıkların soğurduğu bölge belirlenecektir. Nanoparçacıkların içerdiği organik miktarı dolayısı ile –COOH 
ve –NH2 miktarı nanoparçacıklar TGA (termal gravimetrik analiz) ile yakılarak belirlenecektir.   4.2.Mannosid türevlerinin SPIONlara bağlanması: Hem PAA/SPION hem de 
APTMS/SPION mannosid türeviyle dekore edilecektir. İlk önce yüzey fonksiyonel grupların 1-5% (mol)̀ I mannoz türevi ile bağlanacak ancak bakteri deneylerinde istenilen 
aktivite görülmez ise bu miktar 50 mol% e kadar artırılabilir. Tüm fonksiyonel grupların derivatize edilmesi de düşünülebilir ancak bu durumda nanoparçacığa başka bir malzeme 

konjüge edilmeden çalışılması gerekir. Bu da FTT kombinosyonu ve/veya antibiyotik ajanlarla kombine muhtemel bir yöntem olarak düşünülebilir.  Nanoparçacıklara bağlanan 
mannozid türevi miktarı bağlanmayan kısmın belirlenmesi ve/veya nanoparçacıklar TGA ile yakılıp organik miktarındaki değişim ile belirlenebilir. Öte yandan şeker türevlerinin 
kantitatif belirlenmesinde fenol/sülfürik asit muamalesi etkin bir kalorimetrik yöntemdir ve bu nanoparçacıklar üstündeki mannosid miktarının tayini için denenecektir. Özetle 
5% fenol (suda) ve konsantre H2SO4 (0.5 ml ve 2.5 ml, sırasıyla) hızlıca 0.5 ml nanoparçacık solüsyonuna eklenir. 10 dakika oda sıcaklığında, sonra hızla karıştırılıp su banyosunda 
20 dakika reaksiyona sokulur (Freichels vd., 2013). Daha sonra 486 nm de absorbans okunur. Aynı dalgaboyunda mannoz türevinin farklı konsantrasyonlardaki absorbansı 

okunup bir kalibrasyon eğrisi hazırlanır. Numenedeki mannoz türevi miktarı bu kalibrasyon eğrisi yardımıyla bulunur. Nanoparçacığa bağlı mannoz konsantrasyonu 
hesaplanırken, mannoz türevi bağlanmamış nanoparçacık da aynı şekilde muamele edilir ve 486 nm deki absorbansı numuneninkinden çıkartılır. Bu metot sorun cıkartır ise 
(SPIONların bu dalgaboyundaki absorbansı nedeniyle, o zaman olçüm bağlanmayan mannoz türevi için yapılır ve kullanılan mannoz türebi miktarından çıkartılarak bağlanan 
miktar bulunur.Mannosit türevi bağlı nanoparçacıklar FTIR ile analiz edilerek fonksiyonel grup tayini ile konjügasyonun başarılı olup olmadığı belirlenecektir. Bu aşamada da 
nanoparçacıkların hidrodinamik büyüklüğü, yüzey yükü ve kararlılığı yukarıda anlatıldığı şekilde yapılacaktır.   a. PAA/SPIONların yüzeyindeki –COOH grupları EDC /NHS kimyası 

ile standart protokoller takip edilerek aktif hale getirilip 4-aminofenil-alfa-D-mannopranosit molekülünün amin grubuyla reaksiyona sokulacak ve mannosit türevi nanoparçacığa 
kovalent olarak bağlanmış olacaktır (Şekil 7). Reaksiyonda ultrasaf su ve PBS tampon çözelti kullanılır (pH 8). Benzer kimya düz yüzeylerde literatürde detaylandırılmıştır 
(Costello vd., 2012).  Ürün ultrafiltrasyon tüplerinden PBS ya da saf su ile yıkanarak temizlenir.   Şekil 7. (a) PAA/SPION ve (b) APTMS/SPIOnların mannozid türeveleriyle 
konjügasyonun şematik gösterimi   b. APTMS/SPIONların mannosit türevleriyle dekore edilmesi için ise amin reaktif izosiyanat türevi bir molekül, alfa-D-mannopiranosilfenil 
izosiyant, kullanılacaktır. Bunun için literatürde de örneği görülen bir prosedür takip edielecektir (Freichels vd., 2013). Özetle, nanoparçacıklar ultrafiltrasyon tüpleri kullanılarak 

sudan, pH 9 tampon çözeltiye alınacak, daha sonra DMSO da çözülen mannoz türeviyle oda sıcaklığında 24 saat reaksiyona sokulacaktır (Şekil 7b). Reaksiyon da DMSO miktraı 
5%-hacimce geçmeyecek şekilde planlanacaktır. Ürün 3-10kDa ultrafiltrasyon tüplerinden PBS ya da saf su ile yıkanarak temizlenir.   4.3. Antibakteriyel ajanların SPIONlara 
bağlanması: Şekil 8. (a) PAA/SPIONların (b) APTMS/SPIONların Sipro ile konjügasyonu.   Çalışmamızda öncelikle Siprofloksasin (Sipro) çalışılacaktır. Sipro farklı kimyasal bağlar ile 
SPION yüzeyindeki fonksiyonel gruplara bağlanması mümkündür. Çalışmada öncelikli olarak fonkisyonel grupların 10, 20 ve 30 mol% i Sipro ile konjüge edilecek, in vitro 
testlerde bakteri ölümü görülmez ise bu oran artırılacaktır. Örnek olarak ilk aşamada denenmesi düşünülen metotlar şunlardır: a. PAA/SPION-Sipro: Şekil 8a da gösterilen 

yaklaşım Parwe ve ark yayınlarından adapte edilmiştir. Molekülün piperazin kısmındaki ikincil aminin kloroasetilklorur (1.5 ekivalan) ile trietilamin varlığında ve kuru 
dikolormetanda, asit klorur eklenirken buzda daha sonra oda sıcaklığında reaksiyona sokulur (Parwe vd., 2014). Çökeltiler filtrelendikten sonra, organik faz su ile ekstre edilir ve 
diklorometan rotevap ile uçurulur.  Elde edilen birincil klor grubuna sahip türev, PAA/SPION ile DMF içerisinde ve K2CO3 kullanılarak reaksiyona sokulur. Ürün PBS veya su ile 
seyreltilip dializ edilir veya ultrafiltrasyon tüplerinden yıkanır (3-10kDa). Tüpler genellikle saf DMF e dayanıklı olmadığı için su yada PBS ile seyreltilmesi gerekir. b. 
APTMS/SPION-Sipro: Şekil 8b de gösterilen yaklaşım Patra ve ark ların yayınından adapte edilmiştir. Özetle Sipro nun –COOH grubu EDC ve NHS ile Su/DMSO (1/1 hacimce) 

aktive edilip sonrasında APTMS/SPION ile oda sıcaklığında 24 saat reaksiyona sokulur (Patra vd. 2014). Daha sonra parçacıklar  dializ veya ultrafiltrasyon ile PBS veya saf sui le 
temmizlenir. c. Sipro bağlı SPIONların karakterizasyonu: Bağlanan Sipro miiktarı karakteristik 332 ve 412 nm absorbans bandlarından bulunabilir. Bunun için ilk önce serbest 
Sipro ile bir kalibrasyon eğrisi oluşturulur. Daha sonra Sipro bağlı SPIONlar ın bu dalgaboylarındaki absorbansı belirlenir. Sipro bağlanmamış SPIONların bu dalgaboyundaki 
absorbansı da SPION-Sipro dan çıkartılır. Sipro ya ait absorbans miktraına denk geşen konsnatrasyon kalibrasyon eğrisinden bulunur. Eğer SPIONların absorbansı başarılı sonuç 
alınmasını engeller ise, dializ solusyonunda ki bağlanmamış Sipro miktarı bu dalgaboyundaki absorbans değeri ve kalibrasyon eğrisi kullanılarak hesaplanır. Reaksiyona konulan 

miktardan çıkartılarak, bağlanan Sipro miktarı tayin edilir. Sipro bağlı parçacıkların hidrodinamik büyüklüğü, agregasyon olup olmadığı ve yüzey yükü sırasıyla DLS ve Zeta 
potansiyel ölçümleriyle belirlenir. Nanoparçacıkların kararlılığı aynı yöntemle yukarıda belirtilen ortamlarda takip edilerek belirlenir. Sipro konjugasyonu FTIR daki fonksiyonel 
grup analizi ile de belirlenir.   4.4. Mannosit türevi ve antibakteriyel ajan bağlı SPIONların sentezi ve karakterizasyonu. Bu amaçla önce Mannosit türevi SPIONlara bağlanacak 
daha sonra da antibiyotik ajan bağlanacaktır. 4.2 ve 4.3 de anlatılan şekilde sentez ve karakterizasyon yapılacaktır. 4.5. Efluks pompa inhibitörlerinin SPIONlara bağlanması: 
Öncelikli olarak projede PAN kullanılması planlanmıştır. Bu fenil arjinin- beta-naftilamide yapısındadır ve antibiyotiklerle birlikte kullanılan başarılı bir efluks pompa 

inhibitörüdür.  Yan grubun pKa değeri 12.48 olduğu için fizyolojik pH da katyonik yapıdadır ve bu pH da anyonik olacak PAA bazlı SPIOn türevlerimize elektrostatik olarak 
bağlanacağını düşünüyoruz. Yanyana arjinin ünetisi bulunan protein yapıların RNA bağladığı (Bayer vd., 2005) veya arjininin fosfat gruplarına çok güçlü bağlandığı (Woods vd., 
2005)  bilinmektedir. Fizyolojik pH da katyonik olacağı için PAA/SPION, PAA/SPION-Man ve PAA/SPION-Sipro, PAA/SPION-Man-Sipro l̀ara elektrostatik olarak PBS de yüklenmesi 
planlanmıştır. Ayrıca hem APTMS hem de PAA kaplı SPIONlar ve onların yukarıda bahsedilen türevleri ile EPI olan PAβN birlikte kullanılacaktır. 4.6Floresan Boya Konjugasyonu: 
SPIONLarın bakteri ve biofilmlerde floresan ve konfokal mikroskop ile takibi için bir floresan boya ile etiketlenmesi planlanmıştır. Bunun için –COOH reaktif Alexa Fluor™ 647 

Cadaverine ve amin reaktif Alexa Fluor™ 680 NHS Ester kullanılması planlanmıştır. İlki PAA/SPION a EDC/NHS kimyası ile tampon çözeltide, ikincisi ise APTMS/SPIONa tampon 
çözeltide üreticinin yönergesine göre bağlanacaktır. Bu işlemde tüm fonksiyonel grupların 0.5-1mol% nin boya ile konjügasyonu hedeflenmiştir. 4.7. SPION türevlerinin 
planktonik hücre ve biofilm üzerindeki etkilerinin incelenmesi: Yukarıda sentezi anlatılan SPION türevlerinin planktonik hücreler için MİK değeri yukarıda açıklandığı gibi ama 
bazı modifikasyonlar ile belirlenecektir.   SPION türevleri ile yapılacak deneylerde optik densitenin belirlenmesi: SPION kullanılan çalışmalarda aynı prosedür takip edilecek 
ancak 540 nm deki absorpsiyon miktarı okunmadan önce kuyucuklardaki, hücreler tarafından alınmamış SPION türevleri dışarı pipet ile alınıp yerine taze besi yeri konulacaktır. 

Ayrıca, SPION aynı şekilde bakterisiz çalışılıp,  540 nm deki absorpsiyonu MİK değeri için alınan ölçüm değerinden çıkartılacaktır.   Manyetik yönlendirme etkisi: SPION kullanılan 
çalışmalarda bir de manyetik yönlendirme etkisinin görülmesi için 96-kuyulu plaka manyetik yönlendirme için kullanılan ve 96-kuyucuklu plağın üstüne oturtulabileceği bir 
tutucuya yerleştirilecektir. SPION türevlerinin biofilm etksisi: 96-kuyulu plaklarda yukarıda anlatılan yöntemle biyofilm oluşturulduktan sonra filmler farklı dozlarda SPION 
türevleriyle inkübe edilecek ve sistemin biyofilm ektisi yukarıda açıklanan yöntemler ile statik ve zamana bağlı olarak araştırılacaktır. SPION alımının belirlenmesi: SPIONların 
biyofilm içine penetrasyonu ve biyofilmdeki lokasyonu, SPIONlara floresan boya bağlanması ile konfokal mikroskopta görüntülenecektir. Alternatif olarak SPIONlar ile muamele 

edilmiş hicreler veya biofilm asit ile muamele edilip, hücrelerdeki demir miktarı ICP-MS (indüklenmiş çift plazma-kütle spektroskopisi) yöntemi de belirlenebilir. ICP-standarı 
demir ile kalibrasyon eğrisi hazırlanır ve SPION verilmemiş hücreler de kontrol olarak kullanılır. Sonuçlar 3 tekrar deneyden alınacak en az 3’er ölçümün ortalaması olarak rapor 
edilir.   5. Fototermal ısınma ölçümleri ve fototermal yöntemin planktonik hücreler ve biofilmlerdeki etkinliğinin incelenmesi: “antibiyotik dışı tedavi” 5.1. SPION ve türevlerinin 
FTT potansiyelinin belirlenmesi: Suda veya PBS tampon çözeltide bulunanve sentezi yukarıda anlatılan SPION türevlerinin her biri, sabit SPION konsantrasyonunda, ilk önce 
polistiren küvetlerde (1cm x 1cm) ve yaklaşık 0.75 mL hacimde lazer ile uyarılacak (1-5-10-dakika) ve termo çift ile solüsyınlardaki sıcaklık artışı belirlenecektir. Bunun için nm 

lazer kullanılacaktır.  808 nm için Ti3+:safir lazeri kullanılacaktır. Bu düzenkte lazerden gönderilen ışık güç kontrolü yapabilmek için sırasıyla yarım dalga plakası ve polarize edici 
demet bölücüden (PBS) geçerek küvete ulaşacaktır. Deneylerde hüzme yarıçapı ölçümleri bıçak sırtı (knife edge) yöntemiyle yapılacaktır. Bu yöntemde hüzme bir bıçak 
yardımıyla kesilir ve kalan güç bıçak pozisyonuna göre kaydedilir. Hüzmenin farklı kısımlarının taşıdığı güç aşağıdaki denklem ile ifade edilir. wx hüzme yarıçapını, Ptoplam 
toplam hüzme gücünü, x hüzme içinde gücün ölçüldüğü pozisyonu göstermektedir. Bu denkleme göre bıçağın kenarından geçen gücün, toplam gücün %84 ve %16 sına düştüğü 
mesafeler arasındaki fark, hüzme yarıçapını (wx) verir. Bu ölçüm eliptik hüzmeler için yatay ve dikey eksenlerde tekrarlanarak her iki yöndeki hüzme yarıçapı (wx ve wy) 

belirlenecektir. Bu ölçülen parametreler kullanılarak örnek üzerine düşen optik akı (I), hüzme çapları ve hüzme gücü (P) cinsinden I=P/(πwxwy) formülünden belirlenecektir.nBu 
deneylerde fototermal ısınma miktarının uyarma gücü (200-800 mW), süresi (1-5-10 dakika) ve dalgaboyuna bağımlılığı sabit SPION konsantrasyonunda belirlenerek, optimum 
prosedür belirlenmiş olacaktır. Çalışmada saf su kontrol olarak kullanılacaktır. Daha sonra optimize edilen protokolde farklı  SPION miktarının etkisi de belirlenecektir. Çalışmada 
ayrıca literatürde bahsedilen Özgül Güç kaybı (specific loss power (SLP) veya heat dissipation per unit mass of magnetic material) değerinin hesaplanması da planlanmıştır.  
Bunun için zamana bağlı ısı değişimi grafiğinin yaklaşık ilk 30 saniyedeki kısmının eğimi (slope) aşağıdaki formüle oturtulacaktır: c suyun ısı sığasını, mörnek örneğin kütlesini, 

mdemir oksit örnek içindeki demir oksit kütlesini ve dT/dt ısınma eğrisinin eğimini göstermektedir (Gonzales-Weimuller vd., 2009).   5.2. SPION`a bağlı FTT`nin biofilm ve 
planktonik hücrelerde etkisinin belirlenmesi: PAA/SPION ve APTMS SPION ve yukarıda sentezi anlatılan SPION türevlerinin planktonik hücreler için FTT sonrası antimikrobiyal 
etkisi 4.7’de açıklandığı gibi ama bazı modifikasyonlar ile belirlenecektir:   FTT etkisi: Fototermal uygulamanın etkisini görmek için yukarıdaki 4.7’deki prosedür izlenecek ancak 
96-kuyulu plağa alınan planktonik hücerlere SPION türevleri eklenip hücre alımı için 30 dakika-1 saat-3 saat-6 saat -12 saat inkübe edilip, hücre içine alınmamış SPIONların 
bulunduğu orijinal besi yeri taze besi yeriyle değiştirildikten sonra 808 nm lazer ile (kolloidal solüsyonda belirlenilen optimum güç ve sürede) her kuyucuk uyarılacak, ve canlı 

hücre oranı yukarıda anlatıldığı şekilde belirlenecektir. 540nm deki okuma lazer uygulamasından hemen sonra, 6 saat, 12 saat,  24 saat inkübasyondan sonra ayrı ayrı deneyler 
olarak yapılacaktır. FTT-Manyetik yönlendirme kombine etkinin belirlenmesi: SPION türevleri kullanıldığında MİK ölçümlerinde SPIONlar kuyucuklara planktonik hücrelerle 
eklenip, manyetik plaka tutucu üzerinde inkübe edilecek ve 12 saat sonra yukarıda anlatıldığı şekilde FTT çalışması yapılacaktır.   6. Hedefli Kombine tedavinin test edilmesi: EPI 

–SPION türevleri ve FTT “kombine etkisinin” belirlenmesi: SPION türevlerinin çalışıldığı deneylerde, EPI (PAbN ve 2,3-dibromomaleimid) ajanlar SPIONlar ile birlikte kuyucuklara 
alınacaktır. SPİON ve EPI dozları sinerji çalışmalarından belirlenen dozlar olacaktır. Ve yukarıda FFT deneyi prosedürü ve FF T-manyetik yönlendirme deneyi ayrı ayrı 

yapılacaktır. SPION türevlerinin FFT uygulaması ile biofilm etksinin belirlenmesi: 96-kuyulu plaklarda yukarıda anlatılan yöntemle biyofilm oluşturulduktan sonra filmler farklı 
dozlarda SPION türevleriyle inkübe edilecek, lazer ile uyarılacak (yukarıda detaylandırıldığı şekilde) ve sistemin biyofilm ektisi yine yukarıda açıklanan yöntemler ile statik ve 
zamana bağlı olarak araştırılacaktır. Sıcaklık tespiti termal kamera ile yapılacaktır. SPION alımının belirlenmesi: SPIONların biyofilm içine penetrasyonu ve biyofilmdeki 
lokasyonu, SPIONlara floresan boya bağlanması ile konfokal mikroskopta görüntülenecektir.   7. Hücre Sitotoksisitesi Çalışmaları Biyofilm inhibisyonu gözlenen tüm 
kompozisyonların sağlıklı hücrelerdeki sitotoksik etki ve morfolojik değişiklikler 7-Amino-Aktinomisin-D (7AAD) canlılık boyası kullanılarak BD Accuri C6 Akım Sitometre ile 

ölçülecektir. Çalışmada ATCC-CRL3216 293T İnsan Embriyonik Böbrek Hücresi kullanılacaktır. İlaçlar 6 kuyucuklu plaklara eklenecek ve üzerlerine 500000 293T hücresi eklenerek 
370C’de %5 CO2 ortamında 24 saat inkübe edilecektir. İlacın sitotoksik etkisini normalize edebilmek için boş kalan kuyucuklar negatif kontrol olarak değerlendirilecektir. Tüm 
hücreler 24 ve 48 saat inkübasyon sonrasında morfolojik olarak incelenecek ve daha sonra %0.25 Tripsin-EDTA ile kaldırılacaktır. Hücrelerin tamamı süspansiyon haline 
geldiğinde tripsin inhibe edilecek, hücreler 500 x g de 5 dakika santrifüj edilecek ve 500 µl PBS ile sulandırılacaktır. Bu hücrelerden 100’er µl olacak şekilde 15x75 mm 5ml Falcon 
tüplere alınacak ve tüpler kontrol ve 7AAD ile işaretli olarak ikiye ayrılacaktır. 7AAD boyama için hücrelerin üzerine 5 µl 7AAD boyası eklenecek ve 10 dakika karanlıkta 

inkübe edilecektir. 7AAD, hücre membranından geçemeyen bir DNA boyası olduğundan yalnızca hücre ölümü gerçekleştiği ve hücre membranı açıldığı takdirde hücrenin içerisine 
girerek DNA’ya bağlanabilir. Akım Sitometri kullanılarak hücreler FSCxSSC ile belirlendikten sonra 3. Floresans kanalında sinyal veren 7AAD boyasını dedekte edebilmek için 
7AADxSSC grafiği açılacaktır. Negatif kontrolün 7AAD pozitifliği minimum ölü hücre olarak belirlenecektir. İlaçlarla muamele edilen hücrelerin 7AAD pozitiflikleri yüzde olarak 
her ilacın ne kadar hücre öldürdüğünü gösterecektir.  

Şekil 7. (a) PAA/SPION ve (b) APTMS/SPIOnların mannozid türeveleriyle konjügasyonun şematik gösterimi 

Şekil 8. (a) PAA/SPIONların (b) APTMS/SPIONların Sipro ile konjügasyonu. 

  

Sipro + Mannozid biyofilm sonrası etki 

(CFU/ml) 

Kontrol 192 

8 ug/ml Sipro >300 

4 uM Mannozid >300 

4 uM Mannozid + 8 ug/ml 

Sipro 26 

Şekil 6: Mannozid analoğu VE SPİONların ST131 biyofilmlerinn oluşumuna etkisi. Biyofilm OD değerlerinde anlamlı bir azalma 

görülmemiştir.  

Mannozid analoğu siprofloksasin ile kombine kullanıldığında siprofloksasin dirençli ST131 biyofilmleri 

üzerinde sinerjik etki gösterdiği görülmüştür (Tablo1). 

Preliminary data verilmesi önerilir 



Çıktılar…… 

• Gerçekçi çıktılar sunulmalı 

• Bütün projelerden patent alınma zorunluluğu yoktur 

• Öğrenci eğitimi iyi bir çıktıdır 

• Bilimsel projelerin etki değeri yüksek dergilerde yayınlanması en 
önemli çıktıdır 



Proje önerisinin kalite kontrolü  

• Öneri hipotezi iyi midir 

• Çalışmanın tasarımı uygun mudur 

• Yöntemler uygun mudur 

• Başlık çalışmayı yansıtıyor mu? 

• Literatür özeti güncel mi? 

• İş zaman planı uygun mudur? 

 

 



Kaçınılacak Muhtemel eleştiriler 

• Orijinal değil 

• Uygulanabilir olma olasılığı zayıf 

• Çıktılar belirsiz 

• Problem önemli değil 

• Öneri probleme odaklanmamış 



YİNE YENİ YENİDEN YAZMAK….. 




