AZORBAYCAN RESPUBLIKASININ PREZIDENTI YANINDA

ELMIN INKISAFI FONDU

MUQAVILOYO SLAVO

Azarbaycan Respublikasinin Prezidenti yaninda Elmin inkisafi Fondunun
Ganc Alim vo Tadqiqatcilarin 5-ci qrant miisabigasinin
(EIF-GAT-5-2020-3(37)) qalibi olmus

layihanin yerina yetirilmasi iizra

ALINMIS NOTICOLORIN OMOLI (TOCRUBI) HOYATA KECIRILMOSI
VO LAYIHONIN NOTICOLORINDON GOLOCOK TODQIQATLARDA
ISTIFADO PERSPEKTIVLORI HAQQINDA
MOLUMAT VOROQI

(Qaydalar iizrs DOlavas 16)

Layihanin adi: Xar¢ang kok hiiceyralarinin madaalt1 vazi xar¢anginda rolunun arasdirilmasi va yeni
miialica tisulunun islonmasi

Layiha rohbarinin soyadi, ad1 ve atasinin adi: Isayev Orxan Rasim oglu

Qrantin mablagi: 35 000 manat

Layihanin némrasi: EIF-GAT-5-2020-3(37)-12/07/3-M-07

Miiqavilanin imzalanma tarixi: 20 may 2021-ci il

Qrant layihasinin yerins yetirilme miiddsti: 12 ay

Layihanin icra miiddati (baslama ve bitma tarixi): 01 iyun 2021-ci il - 01 iyun 2022-ci il

Diqgat! Biitiin mealumatlar 12 6l¢iilii Arial srifti ils, 1 intervalla doldurulmalidir

Layihoanin naticalarinin amali (tacriibi) hayata kecirilmasi

Layihonin asas amoli (tacriibi) neticelori, bu naticelorin melum analoglar ilo miiqayiseli

xarakteristikasi

(burada doldurmali)
Osas elmi naticaler:

e Xorgong saleyhina tetbig olunan standart muaalicanin XKH hadaf se¢can mualice ila
kombina olunmasi an effektiv Usul sayila biler.

e in vivo olaraqg B7-H1-in gismen ve ya tam inhibisyonu sis hacmini azaltmaga ve
madaalati vazi xargengi dasiyan siganlarin sag qalmasini yaxsilasdirdli. Bu onkoloji
fayda, MDS huceyrealar, makrofaglar, dendril hiceyralar vo Treg terafinden temin
edilon immunosupressiyanin legv edilmasindan qaynaqglanir ve naticada antiiltihab




immun reaksiyasinin barpasi, yani effekt yaddasli CD4 ve CD8 T huceyralarinin
yigilmasi va funksionalliginin yaxsilagsmasi ila naticalanir.

e B7-H1-in olmamasi sis hacmini ve peritoneal karsinozun gérinisunu azaldir ve PDAC
dasiyan siganlarin sag qalmasini yaxsilasdirir.

e B7-H1-in inhibasi immunosupressiyanin gisman lagvina getirib ¢ixarir.

e PDAC immunosupressiyas! Treg vo MDSC-nin modulyasiyasinda 6zunu gostaren B7-
H1 ifadesinin vaziyystinden, eleca da onlarin immunosupressiv funksiyasindan
asihdir.

e B7-H1-in inhibisyonu PDAC dasiyan sicanlarda sig aleyhine immun reaksiyanin
barpasina gatirib gixarir.

e B7-H1-in inhibasi DC-nin funksionalligini yaxsilasdirir.

e B7-H1-in inhibasi sis dasiyan sicanlarda dalag ve sis M2 makrofaglarinin migdarini
azaldir ve makrofaqglarin faqositar faaliyyatini induksiya edir.

e INF gem mualicesi zamani PDAC huceyralarinin metabolik fealiyyatinin inhibasini
guclendirir.

e Gem ilo monoterapiya, elece de tek IFN ila har iki hiceyre xattinden Xxerceng
hiiceyralarinin apoptozuna sabab olur.

e Gem va INF huceyra dovrunun S fazasinda xar¢gang huceyralarinin migdarini azaldir.

¢ INF-nin gem ila birlesmasi PDAC mualicesi ugln terapevtik imkan ola biler. INF
xar¢gang huceyralerina garsi muayyan immunoloji tesirlar yarada bildiyi Ugun bazi in
vivo malumatlar sicanlarda istehsal edilmisdir ki, bu da immun sisteminin
komponentleri olmadigda bele birlesmis mdualicenin  PDAC huceyralarinin
sitotoksikliyine sabab oldugunu gostarir.

Layihanin elmi ideyasi sis huceyralerinin kigik bir faizini teskil edan xargang kok
hiiceyrolerinin INF-a vasitesile aktivlesdirimesi ve bununlada tetbiq olunan kimyevi
terapiyanin effektivliyinin artirilmasi olmusdur. Dilnyada hal-hazirda madealti vazi
xarganginin mualicesinde goértnan effektivsizliyin vea bilavasite derman rezistentliyinin
asasinda xarceng kok huceyralorinin (XKH) olduguna inanilir. XKH-nin mdévcudlugu hala bir
neca onilliklar avveldan bilindiyi halda bu hiceyralerin identifikasiyasi ilk dafs yalniz 1997-ci
ilde Bonnet va Dick tarefinden leykemiya xastolarinin sumuk iliyinde tasvir edilmigdir.
Mulayyan edilmisdir ki, insanda leykemiya zamani alinmis muayyan sis huceyralori
immunodefisit siganlarda sis amale gatirmak qabiliyyatine malikdirkar. 2007-ci ilde madaalti
vazi xerganginde ilk dafe xargceng kok hlceyraleri bitdv sis kutlesinden isolasiya ve
identifikasiya olunmusdur. XKH 06zlliyunda normal kok huceyrelerine xarakterik olan
xususiyyatloeri, yani kOk huceyra markerlarinin ekspressiyasi, 6zunu toratme qabiliyyati
(simmetrik va asimmetrik bolinma vasitasila), yuksak differensasiya qabiliyyati, klonogenik
boyuma ve apoptoza qargi rezistentlike xarakterize olunur. Bundan basga yuksak DNT
barpaetma ve kimyavi, eloce da radioterapiyaya qargsi rezistentlik ile de xarakteriza olunurlar,
baxmayaraq ki, madaalti vezi xargengindes XKH butoévlukda sis huceyralarinin yalniz 0,2-0,8
%-ni taskil edir. XKH-nin mangayi hale de muzakire moévzusudur. Bels guiman olunur ki, XKH
0z baslangicini organizmda saglam kdk va ya progenitor hlceyralordan goéturtr. Genetik
mutasiyalar naticasinde normal kdk hiceyralarin xargang kok hliceyralerine modifikasiyasi
bas verir. ilk dofo XKH leykemiya xestesinde tapiimasina baxmayaraq, daha sonralar siid
vazi, beyin, bag va boyun, bagirsaq, agciyer, garaciyer, usaqliq, prostat ve madaalti vazi kimi
xargang novilerinde XKH-nin moévcudlugu subut edilmisdir. Layihads teklif olunan elmi
nazeriyya ondan ibaratdir ki, xargeng kok huceyralari orqganizmin normal kok huceyralarinin
xususiyyatlerinin tekrarlayaraq qeyri-aktiv veziyystda olurlar. Bu xususiyyat onlara tatbiq
olunan kimyeavi terapiya zamani “gorunmazlik” imkani yaradir. Layihade asas magsad
xorcang kok hiiceyrslorini Interferon preparati vasitesile aktivlesdirmekle, onlari kimyavi
terapiya (gemsitabin) Ggun “gorunen” vaziyyeate gatirib ¢ixarmaqdir.

Layihanin bundan énce aparilan analoji tedqigatlardan ferqgi va yeniliyi asagidakilardir:

. CapRI tedqgiqgatlarindan ferqli olarag 5-FU avazina Gemsitabin preparati istifade olunub
. Analoji tadgiqatlardan fargli olaraqg massalaya XKH aspektinden yanasilib. XKH-nin bu




prosesda rolunun bioloji mexanizmlari analiz olunub;

. XKH markerlari genis terkibds tadqiq olunacaq ve diagnostik shamiyysti musyyan
edilib;
. Digar analoiji islerdan fergli olaraq 5 nazarat qrupu olub.

Layihenin naticelerinin amsali (tacriibi) hayata kegirilmasi haqqinda malumat (istehsalatda
totbiq (tetbigin aktini slava etmsali); todris vo tohsilde (nasr olunmus elmi asarlar vo s. — tohsil
sistemina totbiqin aktini slava etmsoli); baglanmis xarici miiqavilalar ve ya beynalxalq layihalar
(kimle baglanib, miiqavilonin ve ya layihenin nomresi, adi, tarixi ve doayeri); dovlet
programlarinda (dovlet orqanmin adi, qgerarin nomresi ve tarixi); ixtira tclin alnmig

patentlards (patentin ndmrasi, verilms tarixi, ixtiranin ad1); ve digarlarinds)

(burada doldurmalt)

Darc olunmus:

. O.isayev. “Xarcoang kok hiiceyralori. Mualiceda yeni hadef?”// Saglamliq. Ne 1,
s.15-22, 2021.

Capa gondarilmis:

. O. Isayev, D.V. Sokolova, N.Yu. Anisimova, T.S. Spirina, E. Gasimov.
“Investigation of an anticancer activity of combination of interferon-alpha and
gemcitabine on pancreatic cancer cells.” Biochemistry (Moscow). (IF=2,487)

1. Layihanin naticalarindan galacak tadqiqatlarda istifads perspektivlari

Naticolorin istifadasi perspektivlori (fundamental, totbiqi ve axtaris-innovasiya yonlii elmi-
tedqiqat layiha ve proqramlarinda; dovlet proqramlarinda; dovlst qurumlarinin sahs tedqiqat
proqramlarinda; ixtira ve patent iic¢lin verilmis orizelords; beynalxalq layihslords; ve

digarlarindo)

(burada doldurmalt)

Dunyada her il madealti vazi xarganginden (MVX) texminan 227 000 insan dunyasini dayisir.
Statistikaya nazer yetirsek, MVX Amerika Birlosmis S$tatlari kimi dunyanin inkisaf etmis
Olkasinda xargang sababindan olumler arasinda 4-cu yeri tutur ve ehtimal olunur ki, 2030-cu
ilde xar¢gang sababinden 6lim hallari arasinda 2-ci yeri tutacaqdir. Son 5 ilde MVX-da tetbiq
olunan mualice metodlarinin, xususile da, radioterapiya, kimyavi darman terapiyasi va
immunoterapiya sahasinda alda olunan nailiyyatlara baxmayaraq, diagnoz goyuldugdan sonra
xastolorin 1 illik sagqalma gdstaricisi yalniz 24 faizdir. Umumi xestslerin iss 5 illik saggalma
gostaricisi 5 faizdir. Azerbaycan Respublikasinda da MV X sahasinda vaziyyat analojidir. MVX-
de diagnostikanin ve mualicenin isteniloan saviyyede olmamasini nazere alib, xergeng kok
hlceyralarinin (XKH) bu sahada yeni hadaf ndqgtasi ola bilacayini iddia etmak olar.

Hazirda kok hlceyre texnologiyalari dinyanin bir sira dlkslarinde genis yayillmisdir ki, bunlara
misal olarag, ABS, Almaniya, Béylik Britaniya, ispaniya, Cin, Cenubi Koreya, Rusiya, Trkiys,
Ukrayna ve basqga 6lkeleri gdstermek olar. Umiimdiinya Sehiyye Teskilatinin malumatina
asasan 2005-ci ilde kdk hlceyraler sahasine qoyulan vesait 26,6 milyard dollar olmusdusa,
2015-ci ilde bu ragam 96,3 milyard olmusdur. 2020-ci ilde kdk hlceyre bazarinin dovriyyesi 12
milyarda dollara yaxin olmusdur. ABS da daxil olmaqgla, 2008-2012-ci illerde kdk huceyralor




sahasinda ¢ap olunmus maqalslarin sayi diger sahalerds ¢ap olunmus maqalsalerin sayindan 2
dafe ¢ox olmusdur. KOk hiceyralar sahasinda gap olunmug maqalslars istinadlarin sayr mumi
maqalsalera olan istinadlarin sayinda 50 faiz ¢oxdur. Tehliller gosterir ki, Azerbaycanda kok
hiceyralar sahasinda arasdirmalar ve kok huceyralarin tatbigi istenilen seviyyada deyildir. Kadr
potensialinin artirilmasina va bu sahads elmi tadqigatlarin tesviq olunmasina ehtiyac vardir.
Azarbaycan layihe c¢argivesinde bahs edilan problem uUzra elmi tadqigatlarin apariimadigini
nazere alaraq, olkemiz ugun ¢ox aktual olmasini aminlikla soylamak olar.

Muasir dévrda elm va texnologiyanin inkisafina baxmayaraq, madaalti vezi xar¢anginin (MVX)
mualicasi istigamatinda ciddi irslileyis alde olunmamis va bu xastsliyin mualicesi hazirda tibb
elminin garsisinda duran an boyluk problemlarden biri sayilir. Simptomlarin gec Uzs ¢ixmasi,
spesifik markerlerin olmamasi xastaliyi ancaq son merhalalarde askar etmays imkan verir.
MVX-nin kimyeavi terapiyaya qarsi yuksek davamliliq gostermasi xastanin sagalma sanslarini
minimuma endirir. Dinyada hazirda MVX-nin kimyavi terapiyaya qarsi yuksak rezistentliyin
asasinda xargang kok huceyraleri (XKH) nazeriyyssinin oldugu ehtimal olunur. XKH-nin
movcudlugu sud vazi, beyin, bagirsaq, agciyar, qaraciyar, usaqliq, prostat, madealtl vazi ve s.
kimi xar¢cang novlerinde eksperimental yolla subut edilmisdir. MVX-de diagnostikanin ve
mdualicenin istanilan saviyyaede olmamasini nazere alaraq, XKH-nin bu sahada yeni hadaf
noqtasi ola bilaceyini iddia etmak olar. XKH-nin xeastaliyin diagnostikasi, identifikasiyasi,
xostaliyin gedisi, fenotipi, prognozunun miuiayyan edilmasi, elecae da, dizgun mdualice
strategiyasinin secilmasi ve tatbiginda yeni imkanlar agcdigini geyd etmak olar.

Layiha gercivasinde alda edilon naticalar MVX ile yanasi, hamginin digar xargeng novlari Ugun
da aktual ola biler. Son iller xar¢gang xastaliyinin mualicesinde XKH-in ahamiyyatini nazare alib,
pre-kliniki ve Kliniki tadqigatlar tgun ahamiyyatli elmi va praktiki naticalerin alda olunmasi
planlasdirilir. ©lde olunacaq naticaler Azerbaycanda onkologiya ve molekulyar biologiya
sahasinde aparilan elmi arasdirmalarda yeni tadqigat istigamatlerinin yaranmasina tskan
veracakdir. Xargang kok huceyraleri sahasindaki tadgiqatlar eyni zamanda dinyanin muvafiq
elmi markazleri ile elmi-praktiki amakdasliglar qurulmasi GglUn imkan ve prespektivier
yaradacaqdir. Layihe Ugln alde edilocak xergang kok hiliceyro xotlori standartlara muvafiq
olaraq, lazimi seraitde saxlanhlaraq, gelacekda bu sahada aparilacaq elmi tedgiqatlar Ggun
bank funksiyasi dasiyacaqdir.

SIFARISCI: ICRACE:
Elmin Inkisafi Fondu
Bas maslahatci Layiha rohbari

Quliyeva Miilayim Sahib qiz1
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Hesabatda asagidaki masalalar isiqlandirilmalidir:

1 | Layihonin hoyata kegirilmasi {izra yerina yetirilmis islor, istifade olunmus {isul ve yanasmalar

FACS (Fluorescence-activated Cell Sorting)
MACS (Magnetic-activated cell sorting)
LUMINEX (Bioplex) assay
Muse Hiceyra Analizatoru vo Muse Ki67 Proliferasiya Kitinden (Muse®, EMD
Millipore Corporation, ABS) istifade edarak Ki-67 hliceyra proliferasiyasinin xususi
markerinin ekspressiya saviyyasini giymatlondirmak ug¢iin apariimigdir.

e MTT assay
MTT analizi hiiceyranin metabolik faaliyyatini giymatlandirmak ug¢lin kolorimetrik analizdir.
NAD(P)H-dan asili hiiceyra oksidoreduktaza fermentlari miiayyan sartlarde moévcud canli
hiiceyralorin sayini aks etdira bilor. Bu fermentlor tetrazolium boyasi MTT 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromidini bandvsayi reanga malik olan hall
olunmayan formazana qadar reduksiya etmaya gqadirdir. MTT, sari bir tetrazol canl
hiiceyralorde banodvsayi formazana cevrilir. Hall olunmayan banoévsayi formazan

1




mahsulunu rangli mahlulda hall etmak ugiun halledici mahlul (adatan ya dimetil sulfoksid,
tursulasdiriimis etanol mahlulu ve ya yuyucu natrium dodesil sulfatin seyreltiimis
hidroklor tursusunda mahlulu) slave edilir. Bu rangli mahlulun udulmasi miiayyan bir
dalga uzunlugunda (adatan 500 ile 600 nm arasinda) spektrofotometrla olgiilmakle olgiila
bilar. isigin udulma deracasi hiiceyra daxilinde ve hiiceyro sathinde yigilan formazan
konsentrasiyasinin daracasindan asilidir.

* Madaalti vazi xar¢angi hiiceyra xatlorinde MiaPaCa-2 va PANC-1-da interferon alfa2b ve
gemsitabinin birlikda antitumor faaliyyatini 6yranmak.

istifade olunan preparatlara dair:

« Gemsitabin (Gemsartm, Eli Lilly Vostok S.A., isvegra). Dorman 5 ml 0,9% salin NaCl
mahlulunda hall edildi. Hazir mahlulun saxlanma soraiti: 150C-den asagi olmayan
temperaturda bir glindan gox olmamalidir.

* INFa2b 3.000.000 IU (Altevirtm, Pharmapark). Seriya nomrasi: Saxlama seraiti: 40C
temperaturda.

* Halledici: 0,9% NaCl fizioloji mahlulu (PanEko, Rusiya).

Eksperimental gruplar

* Qrup 1. Noazarat: halledici (salin NaCl 0,9%);

* Qrup 2. INFa2b 5000ME;

* Qrup 3. Gemsitabin (tadqiq edilmis konsentrasiya diapazonu: 1,56-200 uM)

* Qrup 4. INFa2b 5000ME + Gemsitabin (C = 1.56-200uM)

Darmanlarin hiiceyra proliferativ faaliyyatina tasirinin giymatlandirilmasi (MTT testi)

MTT testini yerina yetirmak uglin 180 pl tam 10%-li RPMI-1640 madani muhitinda har
guyuda 6 x 103 (MiaPaCa-2) va 7 x 103 (Panc-1) migdarinda hiceyralar 96 hiicralara
barabar bdlindii voa 5% CO2 atmosferinde 37 °C temperaturda 24 saat inkubasiya
edilmisdir. 2 va 4-ciu qruplar uciin INFa2b 5000 IU yekun konsentrasiyaya qadar alava
edildi. 24 saatdan sonra 20 pl Gemsitabin mahlulu 3 va 4-cli gruplarin hiicralaerinae yekun
konsentrasiyaya qoadear alave edildi: 1,56-200 uM. Noazarat Qrupunun va 2-ci Qrupun
quyularina halledici kimi istifade ediloan 20 pl 0,9% salin NaCl mahlulu ekvivalent olaraq
oalave edilmigdir. Hiiceyralarin preparatlarla inkubasiyasinin tmumi miiddati 72 saat idi.
inkubasiyanin bitmasine 3 saat qalmis har hiicrays 0,5 mqg/ml (PanEko, Rusiya) yekun
konsentrasiyada 20 pyl MTT mahlulu alave edildi. inkubasiyanin sonunda hiiceyralor 10
dagiqga arzinda 1500 rpm-da mikroplitalarin sentrifuqalanmasi ile ¢okdiiriildii. Supernatant
digqgstla ¢ixarildi, har hiicrays 200 yL DMSO salava edildi, hiiceyralar yenidan dayandirildi
va 37 ° C-de 10 deaqgiga inkubasiya edildi. Sonra Iovhalor avtomatik calkalayicida
silkalonmis va formazan mahlulunun optik sixligi darhal Tirerteck Multiscan MCC / 340
spektrofotometrinde (Flow Lab., ABS) 530 nm dalga uzunlugunda muayyan edilmisdir.
Absorbsiya miqdari canli huiceyralarin sayi ile diz miitanasibdir. Canli hiiceyraloarin faizi
dusturla hesablanir:

[N1-n1] x 100%
N>—n»

No:




NO - canli hiiceyralarin faizi;
N1 sinaq hiicralarinda orta optik sixhgidir.

Layihoanin hayata kegirilmasi tizro planda nazarde tutulmus islorin yerinoe yetirilmoa doracesi (faizlo
giymoatlondirmali)

100 faiz

Hesabat dovriinds alinmig elmi naticalar (onlarin yenilik dearacesi, elmi va tocriibi shemiyyati, naticelarin

istifadasi va tatbigi miimkiin olan sahaler aydin sakilde gostarilmalidir)

Xargang xastaliyinin mualicasi istigamatinda son illar aparilan elmi tadqiqat islarinin
sayinin ¢gox olmasina va yeni miialica metodlarinin kasfina baxmayaraq, bu xastalik
diinya sahiyyasi garsisinda duran an muhim problemlardan biri sayilir. Son illarin
statistikasina nazar salsaq, gora bilarik ki, har il diinyada 20 milyona yaxin yeni hal
askarlanir, 10 milyona yaxin insan har il diinyada bu xastalik sababindan vafat edir
va belslikla, xar¢ang xastaliyi ikinci an ¢ox yayilmis 6liim sababi kimi geyd olunur.
Xargang xastaliyini zamani tatbiq olunan mualicanin istenilan saviyyade olmamagi,
mualicenin bazi sis hiliceyralarini mahv etmasi, bazi sis hiiceyralorinin isa sag
qalmasi va residiv ehtimalinin yiksak olmasi sisin hiiceyra heterogenliyi ila izah
olunur. Badxassali sisler daxilde xar¢ang hiiceyralarinin va normal hiiceyralarin
oldugu miirakkab bir kompleksdir. Hiiceyra heterogenliyi muxtalif siglorin bir-
birindan fargli inkisaf tempi, mualicaya davamliliq va residiv kimi xlisusiyyatlarda
oziinu buruza verir. Son iller diinyada gabul edilan nazariyyasina asasan, hliceyra
heterogenliyinin asasinda xar¢ang kok hiiceyralari (XKH) durur. Xar¢gang xastaliyinin
mualicasinds istifade olunan darman maddalari heg¢da biitlin sis hiiceyralarini mahv
etmak qabiliyyatine malik deyildir. 21-ci asrin avvallarinde baslayaraq bir sira
xargang novlarinde XKH-n moévcudlugunun eksperimental yolla tasdiq edilmasi va
bu hiiceyralarin alda edilmasi badxassali siglorin mualicasinda yeni bir istiqamat
acmigdir. Miasir arasdirmalari nazare alaraq, aminlikle qeyd etmak lazimdir ki,
badxassali sislorin mualicesinde XKH-n hadaf secilmasi artiq macburi xarakter
almigdir. Neticada, residiv verma va metastazlarin azalmasi, kimyavi-radio
mualicaya qarsi davamliigin zaiflomasi ve xastalerin sag qalma muddatinin, habels
diagnostikada XKH markerlarinin daha genis istifadasi xastaliyin erkan marhalalarda
agskar olunmasina gatirib ¢ixaracaqdir. Qeyd olunanlari nazare alaraq, hazirda
xargang aleyhina tatbiq olunan standart mualiconin XKH hadaf segan mualica ile
kombina olunmasi an effektiv lGisul sayila bilar.

immun yoxlama néqtesi molekulu B7-H1 xargcang de daxil olmaqgla miixtalif
patologiyalarda halledici immun tenzimlayici rol oynayir vo B7-H1 ekspressiyasi
manipulyasiyasi xar¢gang immunoterapiyasinda calbedici bir yanagsma halina galdi.
Madaealati vazi xar¢angi, aciq immunosupressiv miihit ile xarakterize olunur ve B7-
H1 ekspressiyasi madaalati vazi xarganginin prognozu ile alagadardir. Ancaq
xastalorde B7-H1 ekspressiyasini azaltmaq ugun ilk cahdler o gadar da ugurlu
olmadi. Bu, madaalati vazi xarganginin immunosupressiv gabakasinin ¢atinliyini
gostorir vo oalave muayinalor taleb edir. Madoealati vezi xarganginda B7-H1
catismazhginin tesirini arasdirdiq. Naticelarimiz agiq sakilde gosterir ki, in vivo
olaraqg B7-H1-in gisman va ya tam inhibisyonu sis hacmini azaltmaga ve madaalati
vazi xargangi dasiyan si¢ganlarin sag qalmasini yaxsilagdirdi. Bu onkoloji fayda, MDS
hiceyralar, makrofaglar, dendril hiiceyralor va Treg terafindoen temin edilan
immunosupressiyanin lagv edilmasindan gaynagqlanir va naticada antiiltihab immun
reaksiyasinin barpasi, yani effekt yaddasli CD4 ve CD8 T hiiceyralarinin yigilmasi vo
funksionalliginin yaxsilagmasi ile naticalonir. Naticalarimiz, B7-H1 molekulunun
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PDAC-da immunosupressiv sabakani idara etmak potensialini vurgulayir ve sonraki
klinik aragdirmalar ugiin yeni masalalar taqdim edir.

B7-H1-in olmamasi sis hacmini ve peritoneal karsinozun goriiniisiinii azaldir vo PDAC
dasiyan sicanlarin sag qalmasini yaxsilasdirir.

ovvalca B7-H1KO va vahsi tipli BL6 heyvanlari (co) Panc02 hiiceyralari ilo ortotopik olaraq
koglrildu vae sisin hacmi, metastazlar va sis dasiyan sicanlarin sag galmasi tahlil edildi.
B7-H1KO siganlart PDAC sis hacminda azalma va peritoneal karsinozun azalmasi gostardi.
Qaraciyar va kolon metastazlarinda heg¢ bir farq musahida edilmamisdir. 9hamiyyatli olan,
B7-H1KO sis dasiyan sicanlar WT heyvanlar ile miiqayisadea aydin sag galma faydasi
niimayis etdirdi. ikinci yanagma ligiin biz WT siganlarini iglotdik ve onlari B7-H1 (abB7-H1)-
@ qargi monoklonal antikor ve ya izotip nazarat IgG (co) ile mualice etdik. abB7-H1
mualicasi sis hacmini azaldib vo PDAC dasiyan si¢canlarin sag galmasini yaxsilasdirib. Biz
qaraciyar metastaz bir sira azalma da askar lakin forq ahamiyyatli deyil. Belslikle, B7-H1-in
inhibisyonu PDAC dasiyan hostlarin onkoloji parametrlarinin yaxsilagmasina sabab olur.

Guman etdik ki, PDAC dasiyan sicanlarda miisahide edilan onkoloji yaxsilagsma sis
aleyhina immun reaksiyanin barpasi ile baghdir. Bu farziyyani siibut etmak ve ya takzib
etmak ligclin PDAC dasiyan sicanlarda sis oleyhina toxunulmazhigin derin tadqiqi
aparilmisdir.

B7-H1-in inhibasi immunosupressiyanin gisman lagvina gatirib cixarir

Daha avval gostardiyimiz kimi, Panc02 PDAC modelinin sislori yiksak miqgdarda Treg ve
MDSC sis yigilmasi, hamginin immunosupressiv sitokin miihitinin qurulmasi sababindan
gucli immunosupressivdir. Belalikla, avvalki bolmada tadqiq edilan sis dasiyan si¢anlarin
serumunda pro- va antiinflamatuar sitokinlari arasdirdiq. B7-H1KO PDAC dasiyan
sicanlarin serasinda biz daha az VEGF, elaca da KC (CXCL1) va IL10 istehsalinin azalmasi
tendensiyasi askar etdik. IL1b, TGFp, IL4, IL6 va IL13-Un miqgdari ahamiyyatli daeracada
doayigsmayib. Maraqlidir ki, B7-H1 antikoru ile miialice olunan PDAC dasiyan siganlarin
serumunda biz alave olaraq TGF@ konsentrasiyasinda shamiyyatli azalma agkar edas bildik.
Bu neticelor B7-H1 olmayan sis dasiyan hostlarda sitokin saviyyasinda
immunosupressiyanin asagi saviyyasini aks etdirir.

Novbeati addimda B7-H1 ifadaesi olan ve ya olmayan sis dasiyan sicanlarda hiiceyra
saviyyasinde immunosupressiyani darindan arasdirdiq. Biz B7-H1KO siganlarinin
sislerinde ve abB7-H1 ile mualice olunan WT PDAC dasiyan heyvanlarda daha az Treg
askar etdik. Qeyd etmak lazimdir ki, dalaqda biz tahlil edilan sigan suslar arasinda Treg
miqdarinda heg bir farq gora bilmadik (malumatlar gostarilmir). Hamginin Sis infiltrasiya
edan Leykositlorin (TILs) analizi MDSC miqdarinda har hansi bir doayisiklik askar
etmamisdir. Bununla bels, sis dasiyan si¢canlarin splenositlari B7-H1KO siganlarinda, elaca
do B7-H1l-a qarsi antikorla mualice olunan PDAC dasiyan heyvanlarda MDSC miqdarinin
azaldigini numayis etdirdi. Qeyd etmak vacibdir ki, qranulositik MDSC (gMDSC) B7-H1KO
heyvanlar iloe muiqayisade WT sis dasiyan siganlarin TIL-lerinda, monositik MDSC
(mMDSC) isa B7-H1KO siganlarinin TIL-larinde daha ¢ox askar edilmisdir. Bundan alava,
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onlarin iNOS va B7-H1KO Arg ifadasinin asagi tanzimlanmasina asaslanaraq, MDSC asagi
immunosupressiv qabiliyyate malik olmalidir. Haqgigaten da, hadaf hiiceyralor kimi T-
lenfositlardan istifade edarak yayllma analizi, WT siganlarindan olan MDSC-nin B7-H1KO
sicanlarindan MDSC-dan daha giiclii immunosupressiv oldugunu ortaya qoydu.

Belalikla, umumi PDAC immunosupressiyasi Treg va MDSC-nin modulyasiyasinda 6ziinu
gostoaran B7-H1 ifadesinin vaziyyatinden, elace da onlarin immunosupressiv
funksiyasindan asilidir.

MDSC yuksak miqdarda B7-H1 ifade etdiyinden bu immunosupressiv molekulun bu
hiiceyralarin immunosupressiv tasirini guclendira bilacayini anlamaq maraql idi. Biz WT
sicanlarindan tacrid olunmus MDSC istifade edarak yuxarida qeyd edildiyi kimi bir daha
proliferativ analiz apardiq va onlar B7-H1-a garsi antikorlu va ya antikorsuz T-limfositlarle
inkubasiya etdik. Biz antikorun (malumat gostarilmir) yayilmasina he¢ bir tasirini geyda
almadiq. Bununla bels, anti-B7-H1 antikorunun in vitro alave edilmasi, birge kultura
supernatantlarinda IFNy konsentrasiyasinin artmasina getirib ¢ixardi, bu da B7-H1-in
MDSC tarafindan immunosupressiyada gisman istirak etdiyini gostarir.

B7-H1-in inhibisyonu PDAC dasiyan sicanlarda sis aleyhina immun reaksiyanin barpasina
gatirib cixarir.

Biz giman etdik ki, B7-H1KO sis dasiyan si¢ganlarda immunosupressiyanin agsagi saviyyasi
sis® qarsi immun reaksiyanin barpasina getirib c¢ixara biler ki, bu da sis dasiyan
heyvanlarin daha yaxsi onkoloji naticelarine cavabdeh ola bilar. Buna gora db,
umumiyyatle istirak edan lenfosit populyasiyalarini atrafli arasdirdigq. Bu maqgsadla T
hiceyralari va onlarin alt qruplarit WT ve B7-H1KO sis dasiyan sigcanlarin ham dalaginda,
ham da sisinda tahlil edilmisdir. Tahlil B7-H1KO sis dasiyan heyvanlarin dalaglarinda va
WT sigcanlarinin siglarinds yliksak migdarda CD4+ lenfositlori agkar etdi. 9hamiyyatli olan,
WT heyvanlar ila miigayisada B7-H1 KO si¢anlarinda effektor-yaddas CD4+ lenfositlarinin
daha gucli yigilmasi agkar edilmisdir. CD8+ lenfositlarina galdikda, onlarin yliksak miqdari
WT siganlari ila miuigayisada B7-H1KO heyvanlarinin ham sisinda, ham da dalaginda askar
edilmisdir. Bundan alave, sisde, elacae do B7-H1KO siganlarinin dalaginda effektor-yaddas
CD8+ limfositlarinin aydin yigilmasi askar edilmisdir. B7-H1-a garsi antikorla mualice
ediloan WT sis dasiyan sicanlarda CD8+ limfositlarini7-H1KO sig¢anlarindan alda edilan TIL-
lar va splenositlor tarafinden hiiceyradaxili IFNy istehsalini 6l¢gdiik. Biz WT olanlarla
muqayisada B7-H1KO heyvanlarindan tacrid olunmus TIL-larda va splenositlarda immun
hiiceyralarin miixtalif subpopulyasiyasinin aktivlesdirilmasinin daha yiiksak saviyyasini
tapdiq. immun hiiceyralarin digar miihiim anti-sis xarakteristikasi TIL-larin sis
hiceyralarina qarsi sitotoksikliyini teamsil edir. B7-H1KO sicanlarindan alinan TIL-larin WT
heyvanlarindan alinan TIL-lardean daha yaxsi sitotoksikliya malik olacagini forz etdik. Bu
magqsadle CD45+ huceyralari har iki sican stamminin sislarindan tacrid olunmusg va Panc02
hiiceyralari ila birga becarilmisdir. Tacrubalar hipotezimizi stibut etdi. Buna gora da, CD4
vo CD8 hiiceyralarini istehsal edan IFNy migdar B7-H1KO sis dasiyan siganlarin TIL-
larinda, elece da miivafiq birge kulturalarda oldurilmis sis hiiceyralarinin faizinda
haqgigatan daha yiiksak idi. Bu o demakdir ki, B7-H1l-in heatta yalniz sis olmayan
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huceyralarda lagvi TIL-larin sis aleyhina sitotoksikliyini yaxsilasdirir.

Belaliklo, B7-H1 olmadiqda anti-sis immun cavabi, daha yiiksek immun hiceyra
aktivasiyasi vo tokmillagdirilmis sitotoksiklik, ham¢inin sis dasiyan sicanlarda effektor-
yaddas limfositinin toplanmasi hesabina barpa olunur.

B7-H1-in inhibasi DC-nin funksionalligini yaxsilasdirir

Malumdur ki, B7-H1 molekulu DC-nin quisursuz funksiyasi ligiin vacibdir. Ona gora da biz
bu immun hiceyra boélmasini daha daqiq arasdirdiq. Plazmositoid (p) DC miqdarn WT
olanlarla muqayisade B7-H1KO sis dasiyan siganlarin dalaginda azaldilsa da, bu DC
onlarin yetisma vaziyysatinda yaxsilagsma gostardi. Bununla bela, CD80-nin pDC sathinda
birge ifadasi B7-H1 olmadiqda azalmisdir. Adi cDC-da CD80 ifadasina galdikda, biz CD80
ifade intensivliyinde azalma askar etdik. B7-H1KO sis dasiyan siganlarin splenositlori do
CD86+ yetkin cDC miqdarinda artim gostardi. Lakin onlarin ifada intensivliyi azalmigdir.
Bundan alava, abB7-H1 ila miialica olunan siganlarin dalaginda cDC miqdarinin azalmasi
geyda alinib. Nahayat, har iki modelin sis DC-da heg¢ bir fenotipik forq géormadik. DC ile
birge inkubasiyadan sonra CD4+ limfositlarinin aktivlesmasi ve yayillmasi DC-nin
funksionalligi Ug¢un oxunusg kimi xidmat edir. Buna gora da, biz nazarat WT sis dasiyan
siganlarin dalaqdan sisden DC va CD4+ hiiceyralarini tacrid etdik ve onlari B7-H1-a qarsi
antikorla va ya antikor olmadan birga inkubasiya etdik. Qeyd etmak lazimdir ki, tak antikor
CD4+ lenfositlarinde CD69 va CD25 markerlarinin ifadasina va onlarin yayilmasina tasir
gostarmamisdir (malumatlar gostarilmir). Bununla bels, B7-H1l-in antikor ila birge
kulturalarda bloklanmasi lenfositlarin daha yaxsi aktiviesmasina (CD69 ve CD25-in ifadasi)
gatirib ¢ixardi ve onlarin yayilmasina tasir etdi. Belalikla, B7-H1 ifadasinin inhiba edilmasi
PDAC sisinin DC funksiyasini yaxsilasdirir.

B7-H1-in inhibasi sis dasiyan sicanlarda dalag ve sis M2 makrofaqglarinin migdarini azaldir
va makrofaglarin fagositar fealiyyatini induksiya edir.

Makrofaqlar sis dasiyan ev sahiblarinda ikili rol oynayir: M1 makrofaqlar iimumiyyatla
anti-sis immun reaksiyasinda istirak edir, M2 isa sevimli sis inkisaf edir. Bizim PDAC
model dalaq ve sis macrophages da onlarin sathinda B7-H1 ifada edir. Buna gora da, B7-
H1 inhibisyonunun bu immun hiiceyralar qrupuna tasir edib-etmayacayini sorguladiq. Biz
makrofaglarin migdarinin (CD11b+Gr1- hiiceyralari) nazarat WT heyvanlar ilo miiqayisada
B7-H1KO siganlarinin sis ve dalaqinda azaldigini askar etdik. ©hamiyyatli olan, M2
(CD206+ huiceyralari) makrofaqlarinin migdari B7-H1KO siganlarinin ham dalaginda, ham
do sisinda azalmisdir. Faqositar faaliyyat makrofaqglarin miihiim xiisusiyyati oldugundan,
biz onu har iki sis dasiyan sican stammindan alda edilan sis makrofaqglarinda tahlil etdik.
Haqigatan da, B7-H1KO siganlarinin sisinden olan makrofaqlar, sis dasiyan WT
sahiblarinin CD11b+Gr1-TIL-lorinden daha yaxsi faqositar qabiliyyate malik idi. Bu
naticaler gosterir ki, B7-H1 ifadesi makrofaqglar n daha yiiksak sis yigilmasi va onlarin
effektor yaddas subpopulasiyasi miusahida edildi, nazaratle mualice olunan heyvanlarda
is9 bu hiiceyralerin daha az yigilmasi miisahide edildi. Qeyd etmak lazimdir ki, tadqiq
edilon sis dasiyan heyvanlarda B-hiiceyra vo NK-hiiceyra paylanmasinda na sisda, na do
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dalaqda heg bir forq agkar edilmamisdir.

e MTT assay vasitasilea hiuceyralorin miixtalif qruplarda saggalma qabiliyysti
yoxlanilib. Layihanin elmi ideyasinda geyd edildiyi kimi, eksperimentin maqgsadi
kombina olunmus qrupda hiiceyralarin sagqalma faizinin digar qruplarla miiqayise
olunmasi olub. Eksperimentda madaalti vazi xargang hiiceyra xatlori Mia-PacCA2 va
PANC-1 istifada olunub. Yerina yetiriimis MTT assay-in naticalarina diqqat yetirsak
qgeyd etmak lazimdir ki, kombina olunmus qrupda hiiceyralarin sagqgalma faizi digar
qruplara nazaran daha az olub. Bu is@ kombina olunmus mualicanin effektivliyini
gostorir va bu effektivliyinin asasinda xargang kok hiiceyralarinin xlisusiyyatlarinin
oldugu ideyasi irali suruliir. Onu qeyd etmak lazimdir ki, kombina olunmus qrupda
elmi ideya olaraq ehtimal olunur ki, interferon preparati hucuyralarin darman
maddalarine qarsi rezistentliyini azaltmig, naticede madeaalti vazi xarganginin
mualicesinda tatbiq olunan standart terapiya olan gemsitebin prepatinin tosiri
gliclanib. Neaticada diger qruplara nazararn, kombina olunmus qrupda xargang
hiceyralari daha gox mahv olmusdur.

e Pankreas xarcangi hiiceyralarinda apoptoz markerlarinin_ifadesinda dayisikliklarin
oyranilmasi:

Tahlil zamani alda edilan malumatlar asasinda hiiceyra oliimiiniin marhalalari tizra hiiceyra
populyasiyasinin kamiyyat paylanmasini aks etdiran histogramlar qurulmusdur: erkan
apoptoz, gec apoptoz, elaco da apoptotik hiiceyralarin imumi sayi (Sakil 1).

MiaPaCa-2 hiiceyra xatti U¢iin alde edilmis histogramlardan (Sakil 1 AB) goriina bilar ki,
Gemsitabinin mono rejimda tasiri altinda erkan apoptoz marhalasinda hiiceyralarin
sayinda ahamiyyatli artim var. 1C50-ya 10,7 #1,0% uygun galaen daerman konsentrasiyasinda
nazarata, nazarat giymatina garsi — 7,620,7% (p=0,044) (Sakil 1A).
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Sakil 1. MiaPaCa-2 hiiceyra xatti populyasiyasinin apoptoz marhalaleri lizro kamiyyat
bélglsu: A - erkan apoptoz, B - gec apoptoz/hiiceyra olumi, C - apoptotik hiiceyralarin
Umumi sayl.

Huceyralarin mono rejimda INFa2b ile birge inkubasiyasindan sonra aktivlesdirilmis
kaspazlar 3/7 olan hiiceyralarin sayl nazaratdaki dayardan farglanmamisdir — 7,6+0,9%
(r>0,05). Darmanlarin sinaqdan kegirilmis kombinasiyasinin tadqiqi, gemsitabinin 1C50, 1/2
IC50 va 1/4 IC50-ya uygun konsentrasiyasinda erkan apoptoz marhalasinda hiiceyralarin
sayinda dozadan asili olaraq ashamiyyatli artim askar etdi. mono rejimda INFa2b-ya maruz
qaldigda aktivlesdirilmis hiceyralar - muvafig olaraq 24,7+3, 9% (p=0,046), 16,3+0,6%
(p=0,001) vo 14,3%0,9% (0,006) 7,6+0,9%-9 qarsi.

Gec apoptotik marhalada hiiceyralarin paylanmasina uygun galan histoqramlarin tahlili
(Sakil. 1 B) Gemcitabine-nin tasiri altinda olan hiiceyralarin sayinin 1 / 1-a uygun bir
darman konsentrasiyasinda nazarat dayari ile miqgayisada 1,7 dafe shamiyyatli daracada
artdigini askar etdi. 4 IC50 (22.8%1.2 % (p=0.004)) va 1/8 IC50-ya uygun galan
konsentrasiyada 3 dofe artim (40.4%4.5% (p=0.022)). Hiceyralorin 5000 IU
konsentrasiyasinda INFa2b ile inkubasiyasi, nazaratle (butlin hiiceyraloar) ile miiqayisada
gec apoptoz marhalasinde olan hiiceyralarin sayinin shamiyyatli deracada artmasina
sabab oldu - nazaratdes 13,412,2% -2 qarsi 25,7%£2,9% (p=) 0,002). Darmanlarin birlegmasinin
tosirini giymatlandirarkan apoptozun gec marhalasinda olan hiiceyralarin sayi1 IC50,
hesablanmig IC50 dayarinin 1/2 va 1/4-a uygun konsentrasiyalarda INFa2b monomodu
ticlin alda edilan dayardan ashamiyyatli deracada asagi idi. gemsitabin lg¢lin - 11,8+2,2% (p
=0,005), 5,7*1,7% (p=0,001) va 9,6%0,7% (p=0,003), yalniz INFa2b ile 25,7+2,9%-o qarsil.

Ham erkan, ham da gec apoptozda hiiceyralorin imumi sayini aks etdiran histogramlarin
tohlili (Sakil 1 C) 1/1 konsentrasiyada Gemcitabine ile mono rejimda inkubasiya edildikdan
sonra 3/7 aktivlesdirilmis kaspazlar olan hiiceyralarin sayinda statistik ahamiyyatli artim
askar etdi. 4 va 1/8 IC50 - nazarat qrupunda 20,0+1,7% ile miqayisada 32,2%+1,5% (p=0,009)
va 45,5%5,2% (p=0,034). INFa2b-ya maruz qalma butov hiiceyralarle miiqayisada apoptotik
hiiceyralorin Umumi sayinin 1,7 dofe shamiyyatli deraceda artmasina sabab olub va
miuvafiq olaraq 33,7+¥2,4% ve 20,0%1,7% (p=0,003) toskil edib. Gemcitabine va INFa2b
kombinasiyasi ila birga inkubasiya zamani nazaratdan (INFa2b ile monomod) kaspaza-3/7+
7AAD+ hiiceyralarinin sayinin azalmasina dogru shamiyyatli forq yalniz 1/2 deyarina uygun
konsentrasiyalarda geyda alinib. 2 va 1/4 Gemcitabine IC50 dayari - INFa2b monomodu ila
33,7+2,4%-a qgarsi miivafiq olaraq 22,0+ 1,0% (p=0,003) va 23,9+1,6% (p=0,006).

Panc-1 hiiceyralarinda aparilan oxsar tadqigatda apoptoz marhalalari lizro huceyralarin
paylanmasini aks etdiran histogramlar da alds edilmisdir (Sakil 2 A-B).
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Sokil 2. Panc-1 hiceyra xatti populyasiyasinin apoptoz marhalalori Uzra kamiyyat
paylanmasi: A - erkan apoptoz, B - gec apoptoz/hiiceyra olumii, C - apoptotik hliceyralarin
imumi sayl.

Erkan apoptoz veaziyystinde hiceyralorin kamiyyat paylanmasini aks etdiran
histogramlardan gormak olar ki, takca gemsitabin onun IC50 - 22,1+0,7% -3 uygun
konsentrasiyada kaspaza-3/7 musbat hiiceyralarin sayinin shamiyyatli daracada artmasina
sobab olmusdur. nazaratde 14,6%1,1%-2 qarsi (p=0,013). Hiiceyralarin INFa2b ila birgs
inkubasiyasi yerli nazaratla muqgayisada erkan apoptoz marhalasinda hiiceyralarin sayinda
ohamiyyatli dayisiklik yaratmadi - muvafiq olarag 14,6+1,1%-a qgarsi 9,2%1,9% (p=0,347).
Huceyralarin sinaqdan keg¢irilmis darman kombinasiyasina maruz qalmasi onun IC50-nin
12 va 1/4 hissasine uygun galan gemsitabinin konsentrasiyasinda kaspaza-3/7
aktivlesdirilmis huiceyralarin ahamiyyatli deraceda artmasina sabab oldu ve 20,9+3,9%
toskil etdi (p=0,051). ) vo 14, 4%1.5% (p=0.051) INFa2b monomodunda olan dayarla
muqayisada — 9.2+1.9%.

Gec apoptoz vaziyystinde hiiceyralorin kamiyyat paylanmasini xarakterizae edan
histogramlardan goruniir ki, mono rejimde Gemcitabine ara noqtalarde dozadan asili
aktivlik olmadan IC50 va 1/8 IC50-ya uygun konsentrasiyalarda statistik ahamiyyatli
doracada aktiv idi. kaspaz-3/7+ 7AAD+ hiiceyralarinin sayi yerli nazaratds 15,0%0,1-2 qarsi
25 ,3%0,7% va 30,1%+2,7% olmusdur. Hiiceyralarin INFa2b-ya mono rejimda maruz galmasi
aktivlegdirilmis hiiceyralarin sayinin nazaratle muqayisada 3,2 dofe - 15,0+0,1%-o2 qarsI
48,3+¥2,7% artmasina sabab olub. Hiiceyralor dermanlarin kombinasiyasi ila inkubasiya
edildikda, gemsitabinin IC50-ya uygun konsentrasiyasinda daha agsagi konsentrasiyalarda
nazaratdan shamiyyatli forgloar olmadan gec apoptotik hiiceyralorin sayinda shamiyyatli
azalma musahidoe edildi vo 48,3%2,7-ya qarsi 28,3+0,9% toskil etdi. % nazaratda (p=0,001).
Apoptoz veaziyyatinde hiiceyralorin Umumi kamiyyat paylanmasini aks etdiran
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histogramlarin tahlili (Sakil 8C) IC50, 1/4 uygun darman konsentrasiyalarinda ashamiyyatli
olan Gemcitabine toarafindean induksiya edilmis programlasdiriimig hiiceyra olimu
vaziyyatinda hiiceyralarda dozadan asili artim agkar etdi. ve 1/8 IC50: nazaratda 28,7*1,1-2
qarst muvafiq olaraq 46,4 *4,2% (p=0,044), 39,6+3,0 (p=0,007) ve 43,0%2,4% (p=0,021).
Hiceyralarin INFa2b-ya mearuz qalmasi biitov hiiceyralarle miiqayisada apoptotik
hiceyralarin iUmumi sayinda 2 dafe shamiyyatli artimla naticalonmis va 28,7%+1,1%-9 qarsi
57,4%1,9% toskil etmisdir (p=0,003). Gemsitabin ve INFa2b kombinasiyasi ila huceyralarin
72 saatliq koinkubasiyasi apoptotik vaziyyatde olan hiiceyralorin Uimumi sayinda
ohamiyyatli artim askar etmadi, aksina, konsentrasiyada INFa2b monomodu ug¢iin alds
ediloan IC-ya uygun olan Gemsitabinin konsentrasiyasinda. 5000ME, 57,4%1,9% (p=0,001)
toskil edir.

interferonun_Gemsitabin_ila_birlogsmasinin_insan_madosalti_vezi xarcanginin proliferativ
hiceyralarina tasirinin giymatlandirilmasi:

Mi-aPaCa-2 huiceyralari ile bagh tadqigat zamani (Sakil 3) agkar edilmisdir ki, Gemsitabinin
mono rejimda maruz qalmasi onun IC50-ya uygun olan darman konsentrasiyalarinda aktiv
sokilda proliferasiya olunan hiiceyralarin hovuzunun ahamiyyatli deracada azalmasina
sabab olmusdur. va 1/2 IC50 - 52,5 6,8% (p=0,045) vo 56,3%5,6% (p=0,043) nazaratda
80,2+7,1%-a qgarsl.
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Sakil. 3. Ki-67 proliferasiya markerinin ifade saviyyasina gora MiaPaCa-2 hiiceyra
populyasiyasinin kamiyyat paylanmasi.

Mono rejimda interferon butov hiiceyralarlo miigayisada proliferasiya edan hiuceyralarin
sayinin 1,5 doefe shamiyyatli azalmasina sabab oldu - Ki-67+ hiiceyralerinin sayl nazaratda
80,2+7,1%-2 qarst 50,1%0,9% toskil etdi (p=0,048). Darmanlarin sinagdan kegirilmis
kombinasiyasi ile madaniyyates mearuz qalma, kamiyyat baximindan 43,6 olan INFa2b
monomodu ile alde edilon tasirloe miigayisade IC50 va 1/2 IC50-ya uygun galan
Gemcitabine konsentrasiyalarinda Ki-67+ hiiceyralarinin sayinda shamiyyatli azalma askar
etdi. £0,6% ( p=0,018) va 36,9+3,4% (p=0,021) 50,1+0,9%-o qarsiI.

Panc-1 xattinin aktiv sokilde c¢oxalmis hiiceyralarinin populyasiyasini kamiyyatca
xarakteriza edan histogramlarin tohlili (Sakil 10) IC50 ve 1-a uygun darman
konsentrasiyalarinda Gemcitabine mono rejimda maruz qaldigda Ki-67+ hiiceyralarinin
sayinda ahamiyyatli azalma agkar etdi. /2 IC50 - nazaratda 83,7+4,5%-0 qarsi 75,7 1,3%
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(p=0,045) va 76,0+0,9% (p=0,050).
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Sokil. 4. Ki-67 proliferasiya markerinin ifade seviyyasina gora Panc-1 hiiceyra
populyasiyasinin kamiyyat paylanmasi.

Huceyralarin mono rejimda INFa2b-ya mearuz galmasi, Ki-67+ hiiceyralarinin sayinin
hesablanmig dayarlari ile siibut olundugu kimi, biutov nazaratle miiqayisada hiiceyra
proliferativ aktivliyinde ahamiyyatli bir azalmaya sabab oldu - 83,7+4,5% -a qarsi 76,120,7%
( r= 0,051). Darmanlarin sinaqdan kegirilmis kombinasiyasi ila hiiceyralarin birge
inkubasiyasi, Gemsitabinin IC50 va 1/2 IC50-ya uygun konsentrasiyada hiiceyra
proliferasiyasinin ahamiyyatli deracada azalmasina sabab oldu - Ki-67+ hliceyralarinin sayi
68,1%0,8% (p=) 0,007) vo 62,8%+2 ,4% (p=0,015) INFa2b monomodu ila 76,1+0,7%-a qarsi.
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