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1 | Layihenin hayata kecirilmasi iizra yerins yetirilmis islar, istifads olunmus iisul ve yanasmalar

Layiha Uzra hayat kegirilon isler Azarbaycan Elm Fondu (AEF) terafindan tasdiq edilmis
marhalaler Uzre apariimig ve tam hacmda yerina yetirilmisdir.

insan toxumasi ile aparilan bitiin tedgigatlar Helsinki Bayannamasinin prinsiplerine uygu
aparilib. Har bir xesta (nUmuma) Ugln tedqigatin tebisati v mimkuln naticaleri izah edildikden
sonra onlardan ag ciyar toxumasinin istifadasi g¢un razilig alinmigdir. Batin goérilen prosedur ve
protokollar Azarbaycan Respublikasi Sahiyys Nazirliyinin Milli Onkologiya Markazinin uygun
surasi tarefindan tesdiq edilmisdir. Carrahiyye amaliyyatindan sonra ag ciyar nimunaleri onkoloji
patologa verilmis ve o histopatoloji muaiyadan sonra numunadan tadqigat dgun lazim olan
“xargeng” vo “saglam” toxuma hissalerini ayirmisdir.

Muxtaslif tecriibalards istifads olunan TEMPO spin zondu va onun muxtslif analoglari Gzre
aparilan tedqigatlar standartlasdiriimisdir. Bu muxtalif eksperimentlarin naticelarini muqgayiss
etmak Uglin mihim shamiyyat kasb edir. TEMPO va onun analoglari Uzra tacribaler agagidaki
kimi apariimisdir:
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100 mg toxumaya 150uM TEMPO istifada edilmisdir. TEMPO Uzrs alinan naticalarden
standart kimi istifade edilmigdir. Yani, TEMPO-dan forgli batln spin zondlarin agciyerin saglz
xar¢ang hlceyra membranlarina inkorporasiya daracesi TEMPO-ilea miqgaisa edilmisdir.

Carrahiyys amaliyyati zamani alinmig agciyar numunalarindan hiceyrs toplusu agagidak
gaydada alinmigdir:

1. Carrahiyys amaliyatindan sonra agciyar xargangi xastalarinin nimunalari histopatologi
metodu ile tadqiq edilmisdir. Har bir xastenin toxumasi “xer¢gang” va “saglam” hissays ayrilm
Qeyd etmak lazimdir ki, “saglam” numuna dedikda histopatologiyada normal, saglam hissa i
fergleanmayen hissa nazerda tutulur.

iki hissays (xargeng ve saglam) béliinen niimunalardan 300 mq toxuma kasilerak gandan
temizlanmasi Ugun PBS buferi (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10mM Na;HPO,, 1.8 mM KH;PC
pH 7.4) ile yuyulub. Zadalenmayaen (intakt) hlceyre sistemini almaq Ggun avvalca toxuma
nimunasi susa homogenizatorda homogeniza edilib va sonra izotonik bufer sistemi (PBS)
vasitesils fordi intakt hiiceyralar alinana gader intensiv yuyulub. Butlin proses 20°C tempere
seraitinda aparilib. Sonra ise nimuna sentrifugada 10 dagiqe muddatinde ¢okdurulib ve
supernatant hissasi atilib. Hiceyraxarici maddalarin galmamasi t¢lin nimunalar an azi 3 ds
PBS buferi ile yuyulub.

Harbir hlceyra toplusunun (istar xargeng, isterse da saglam) Zeta-potensiali dlgiimus ve an
olunmusdur ki, huceyralar dagiimayib. Laboratoriyanin bu sahads tacrubasi var va bu istiqar
maqale ¢ap etdirilib (Gasanova R.B., Melikova L.A., Gasymov O.K., Aliyev J.A., Zeta poter
of healthy and cancer cells of human lung: implication to cancer therapy, The Modern
Achievements of Azerbaijan Medicine, 2020, 4, 112-117). Asagida TEMPO spin zondunun
agciyar toxumasi saglam ve xargang huceyralarina pH-in 7.3 ve 6.2 giymatlerinds inkorpora
naticasinds alinan EPR spektrlori gostariimisdir.
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Sakil 1. Niumuna 1-in agciyer toxumasi saglam (sol) ve xar¢ang (sag) huceyralari (100mg
150uM TEMPO spin zondu ile 30 daqiga inkubasiya edildikden sonra pH 7.3-da
spektrlori.
EPR spektrlarinin yuxari maqgnit sahasinda iki komponent gorunur. Kicik komponent hidr
muhita uygun galdiyi Ggun hiceyre membranina inkorporasiya olunmus hissaye uygundur. 3
komponentin yliksak amplituda malik olan hissasi ise hliceyre atrafi muhits uygun gsalir.
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Sakil 2. Nimuna 1-in agciyer toxumasi saglam (sol) ve xargang (sag)HhUceyreleri (100mgq)
150uM TEMPO spin zondu ila 30 daqiga inkubasiya edildikden sonra pH 6.2-de EPR spekt

PH 7.3-da oldugu kimi, numunalar pH 6.2-ds ($akil 2) TEMPO spin zondunun membran-
mahlul muhitinde paylanmasini gosterir ve bu da 6zunu EPR spektrlarinin yuxari magnit

sahasinda iki komponent halinda gdsterir. Lakin pH 7.3 ile miqayisade muhum farglar vardir.

Saglam halda, TEMPO spin zondunun pH 6.2 va 7.3 halinda paylanmasi demak olar ki, eyn
Lakin, pH 6.2-de xargang toxumasinda memrana daxil olan TEMPO zondu pH 7.3 ile
mugayisade an azi 3-dafe ¢oxdur. Bu da xar¢gang huceyralarinin pH 6.2-de daha dinamik
olmasini gostarir.

Xususi geyd etmak lazimdir ki, pH 6.2-da aparilan tacribalerin gox muhum praktiki
ahamiyyati vardir. Bels ki, xargong xastaliyi inkisaf etdikca hipoksiya hali yaranir, ve std
tursusunun metabolizmi artir ve xargeng toxumasi atrafinda turg muahit yaranir. Hiceyre xari
muhitin bufer tutumu ¢ox asadi oldugundan sud tursusunun kigik konsentrasiya artimi muhit
| 6.2-8 gqader surusdurs bilir. PH-I1n 6.2 giymatinda bazi protezalarin aktivliyi artir, hiceyra xa
matrisani dagidir ve bu da xar¢ang huceyralarinin migrasiyasinin artmasina gatirib ¢ixarir. D
terafdan turs muhiti xargang hiiceyralarinin mezenximal transormasiya etmasine komak edir
hadisaler xergang xastalerinde metastasin yaramasini ve inkisafini temin edir.

Bu tendensiya basga niumunalardsa da yoxlanilib.
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Sakil 3. Numuna 2 Ggun EPR spektrlori. 52-yagli kisi, G3 yuksak dearacali karsinoma, pH-

7.3 qgiymatlerinda.
Biz bu tendensiyanin basqa numunalerda da yoxlanilib. Sakil 3-da yuksak daracali agciy
karsinomsi (G3) Uzarinda aparilan is gostarir ki, yiksak karsinoma halinda hatta pH 7.3-do

TEMPO-nun paylanma daracasi yuksekdir. Bu ig onu gosterir ki, alinan naticeler har bir xeste

Ucun spesifik ola biler ve onun mualicasi Ugun fardi yanasma vacibdir.
TEMPO spin zondunun membrana inkorporasiya daracasi xarcang huceyralarinin xarakt
etmak Ugun muhum parametr oldugundan onun hesablanma metodu islenmisdir.

TEMPO spin zondunun agciyar saglam va karsinoma hiiceyralorina inkorporasiya

doaracasinin hesablanmasi metodu
Sulu mahlulda hall olunan TEMPO, spinin azotla ifrat ince qarsiligh tasir naticesinda 3
komponentli yaxsi malum olan EPR spektrini gdsterir. Bununla bels, hliceyra mahitinda
inkubasiya edildikde TEMPO EPR spektri kompozit xarakter dasiyir va uglncu komponenti
(glclu bir magnit sahasinde yerlasir) gisman ayird edilir. Uglincli komponentin parcalanmasi
sababi hidrofob (hliceyra membrani) va hidrofilik (sulu) miuhitde TEMPO-nun spinin azot nav
magnit momenti ile gqarsiligli tesir naticasinde parcalanma sabitindaki farqdir. Naticads, sulu
muhitde hiceyra sisteminde inkubasiya edilmis TEMPO -nun EPR spektrleri, TEMPO -nun
hiceyre membraninin lipid hissasinda ve sulu muhitde paylanmasini aks etdirir. Spektral
komponentlari dekonvolusiya etmak tigin TEMPO EPR spektrleri, FORTRAN -da yazilmis
spektral modellesdirma kodundan istifade edarsek Christian Altenbach
(https://sites.google.com/site/altenbach/) terafinden hazirlanmis LabVIEW programi ile tahlil
edilmigdir. Komputer simulyasiyalari ile yanasi, TEMPO -nun firlanma korrelyasiya vaxtlari d

birinci térama EPR spektrlarinin pik ylksaklikloerini ve enindan istifade eden asagidaki distur

hesablanmisgdir:

1
Yo
T, = 6.5 X 107101, [(h—°> - 1]
-1

bu disturda Wy markazi komponentin eni (Gauss-la) , hp and h_; ise EPR spektrinin 1-ci
toramasinin markazi ve yuksak magnit sahasindaki komponentlarin hundurluklaridir.
Yuxarida geyd edildiyi kimi, hUceyra membrani va sulu muhitde paylanmasi naticasinde aldzc
edilan TEMPO EPR spektrlori kompozit xarakter dasiyir va iki komponentdan ibaratdir. Bune
da, yuxaridaki dustur EPR spektrlerinin lipofilik ve hidrofilik komponentlara ayird edildikdan ¢
totbiq edilmisdir. Program ve dusturla hesablanan firlanma korrelyasiya zamani ¢ox oxsar
oldugundan yalniz program asasinda hesablanan naticaler gosterilib.

Asagidaki dusturdan istifade edarak paylanma amsalini hesablamagq Ugin muvafiq spektrlor
ikigat integrallari (muvafiq olaraq membranda va sulu muhitda lokallagdiriimig Impr Vo lag TEN
komponentlari) istifade edilmisdir: K = Impr / (Imbr + lag).- EPR -nin spektral komponentlorini

xarakterize edarkan, membran ve sulu muhit muvafiq olaraq lipofilik va hidrofilik olaraq tesvir

edilmisdir. Gértinduyl kimi, paylanma amsali sulu sistemdaki lipid fraksiyalarinin
konsentrasiyasindan asilidir. Paylanma amsallarinin dizgin muqayise edilmasi G¢un xarger
normal hiiceyre suspenziyalarinin migdari (¢aki ila) eyni gétirilmuagsdir. TEMPO (Umumi
konsentrasiyasi 150 yM) ham xarg¢angli, hem da normal hiceyra suspenziyasinda texminan
daqige inkubasiya edilmisdir. Bu isda istifade olunan tacriiba sertleri, normal ve xargangli
hlceyralarin paylanma amsallarini birbasa muqayisa etmaya imkan verir.

TEMPO spin zondunu insan agciyarlarinin saglam va xargang hiiceyralarinin
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membranlarinda paylanmasi

PH 7.3 -da insan agciyer xargengi ve saglam hlceyraler ila inkubasiya edilmis TEMPO -nun
spektrlari muvafiq olaraq Sakil 3A ve 3B -da gdsterilmisdir.
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Sokil 4. TEMPO spin zondunun insan agciyar toxumasinin saglam va karsinoma huceyralorij

inkorporasiyasinin temperaturdan asiligi. (A) ve (B) saglam hliceyralerds muvafiq olaraq pH
7.3 va 6.2 giymatlari uglndur. (C) ve (D) karsinoma huceyralarinde muvafiq olaraq pH-in 7.3
6.2 qiymatlari Ggundur.

EPR spektrlarinin yiksak magnit sahasindeki komponentlari | (lipofilik) ve h (hidrofilik) olaraq
olunan iki komponenta bolundr. Belslikla, har bir spektr TEMPO -nu hiceyre membrani (lipo
vo sulu (hidrofilik) fazalar arasinda paylanmasi naticasinde alds edilmisdir. EPR spektrlarinir
yuksak saha komponentinin nisbi amplitudlari gosterir ki, TEMPO spin zondunun paylanmas
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xargang ve saglam hiceyralar Uglin shamiyyatli deracadae farqlidir (Sakil 4). PH 7.3 -da xarg

o5ng

hdceyralarinin membranindaki nisbi TEMPO migdari saglam huceyralerden shamiyyatli daracad:

yuksakdir. Maraglidir ki, TEMPO paylanmasinda fergler pH 7.2 ile muqayisadsa pH 6.2 -da d
boyukdur (Sakiller 4A va 4C). 283-317 K temperatur intervalinda EPR spektrlari gosterir ki,
temperaturun artmasi har iki név hticeyranin membranlarinda TEMPO nisbi migdarini artirir.

aha

Bununla bels, saglam huceyralarle mugayiseds, xargeng hiceyre membranlarina uygun sartlard

daha cox TEMPO molekulu daxil olur.
TEMPO -nun EPR spektrlorini shamiyyatli deraecadas forqli hidrofobiklik dayarleri olan muhitd
tosvir etmak Ug¢un onun asagidaki aspektlerini nazere almaq lazimdir. Komponentin yuksak

2]

magnit sahasinda pargalanmasi, har bir muhitds izotrop ifrat yuksak garsiliglih tasirin (Aiso) Vo g-

faktorlarinin sabitlerindaki kigik farglarin naticasidir. Bu fargler, asagida gosterildiyi kimi, iki
kanonik TEMPO qurulusunun nisbi tohfasindaki dayisikliklarla izah edilir.

H3C 7Ej<CH3 __hydrophilic - H3C QCH:;
N CH3 < N. CH3

H,C hydrophobic HsC |
0 ( A) 02 (B)

Suya oxsar polyar mahlullarda cltlesmamis elektron sixli§i daha ¢ox azot atomunda

lokallagan (B) strukturunu stabilize edir. Ona gore da bu hadise azotun ifrat ince qarsiligl tesi

r

konstantinin artmasina sabab olur. Bunun aksina olaraq, cutlegsmamis elektron sixliginin oksigen

atomu Uzarinda yerlasdiyi (A) qurulusu, hidrofob muhitde sabitlasir. Naticeds, azotun ifrat inca

garsiligh tesir konstantinin giymati daha asagi olur.

Numuna kimi 317K-da iki komponentli model istifads edarak insan agciyar xargeng va saglar
hlceyrelari sisteminda inkubasiya edilmis TEMPO-nun EPR spektrlarinin dekompozisiyasi Sakil

5-da gosterilmisdir.

Tayin edilmis parametrlardan istifade etmakle simulyasiya edilmis kompozit EPR spektrl
eksperimental spektrlarden demak olar ki, forglanmir (Sekil 5A, 5C, 5E va 5G). Asan ayird
edilmasi Ugun simulyasiya edilmis kompozit EPR spektrlori vertikal strtsdurialmusdur. Ayird

edilmis komponentlerin EPR spektrlari ($akil 5B, 5D, 5F ve 5H) yuxarida geyd edilenlara tam
uygun galir. Hagigaten, komponentlarin (g-giymatler) ve azotla ifrat ince qarsiligh tasir sabitleri

(2Aiso, Sakil 5H) Uzra fergler yaxsi gorunur. Batun tadqiq edilan nimunalards , sulu muhitla
TEMPO -nun EPR spektrlori (pH-1n 7.3 ve 6.2 pH giymatlerinde saglam ve xar¢ang hliceyra
temsil edan 4B, 4D, 4F ve 4H -da nazik xatlar) eyni 2Aiso giymatine, 34.5 Gauss malikdir (
Cadval 7).

Cadval 7. insan agciyer saglam ve xargeng hiiceyralerine dair EPR tadqgigatlarindan alinmis
spektral parametrlar.

Sample 2Aiso (Gauss) 2Ajs, (Gauss) AG, AGk
(sulu mahit)  (membran) (kkal/mol) (kkal/mol)
Saglam huceyralori, pH 7.3 34.5 324 1.9+0.2 3.1£01
Xergang huceyralori, pH 7.3 34.5 315 21+0.2 1.2+01
Saglam hiceyraleri, pH 6.2 34.4 31.9 3.8£0.3 3.7£0.3
Xargang huceyralari, pH 6.2 34.5 31.4 2603 1.7£0.1

Buna baxmayaraq, huceyralarin membranlarina daxil olan TEMPO EPR spektrinin 2Aisc
giymati shamiyyatli deracads azalir ve 31.4-32.4 Gauss araligina dusur. PH-n 7.3 giymatind
saglam ve xargang huceyralarinin membranina daxil olan TEMPO -nun EPR spektrlari Ggln
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2Aiso giymati mivafiq olaraq 32.4 Gauss ve 31.5 Gauss-dur.
A Bi
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Sokil 5. TEMPO -nun EPR spektrlarinin lipofilik ve hidrofilik muhitlari aks etdiren komponentlare

parcalanmasi. 317K va pH 7.3 insan adciyar saglam ve karsinoma huceyrslarinde TEMPO
bolinmasinin EPR spektrloari. (A) ve (B) iki komponentli analizin (Metodlara baxin) va saglan
agciyar hlceyralori tGgln lipofilik (B, xasta xatti) va hidrofilik (B, nazik xatt) uygun komponen

n
tlorin

analizinin naticealaridir. Uygunlasdirma prosedurundan (A, xasta xatti) EPR spektri eksperimenta

spektrdan (A, nazik xatt) forglanmir, buna gora de daha yaxsi giymatloendirmak tgln saquli
olaraq dayisdirilir. Lakin karsinoma huceyraleri tgun (C) ve (D) isa (A) va (D) ile eynidir. pH
giymatinda (E), (F), (G) ve (H) mlvafiq olaraq (A), (B), (C) va (D)-ya uygun sertlori gosterir.

Belalikla, xar¢gang hlceyre membraninin lipid hissasi saglam hiuceyralara nisbatan daha
hidrofobdur. Maraqlidir ki, pH 7.3 ile mlqgayisada, EPR spektrlorinin Aiso giymatleri, pH 6.2 -¢
xargang hiceyralarinds (taxminan 32.5 Gauss), saglam huceyralarin membranlarinda 32.4
Gauss -dan 31.9 Gauss alinmisdir ki, bu da hidrofoblugda kigik bir artimi gésterir. Naticada
6.2 -da saglam va xargang hliceyra membranlari arasinda hidrofobiklik deracelari arasinda f
azalir.

TEMPO zilallara heg bir birlegsma xUsusiyyatlarine malik deyil. Buna gore da lipofilik fazz

tayin edilmis TEMPO -nun EPR spektrlari membranin lipid fraksiyasinin xtsusiyyatlerini bildi

Naticeda, TEMPO -nun paylanma xususiyyatlari ve farqli pH giymatlarinde saglam va xarger
hiceyralarindaki hidrofobikliklerin xarakteristikasi yalniz huceyralarin lipid fraksiyalari dgin

6.2
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etibarhdir.
Hiiceyra membranlarinin lipid fraksiyasinin mikro-6zliiliiyii
TEMPO -nun EPR spektrlerinin pargalanmasi ile yanasi, komputer tahlili de muxtalif
muhitlarde spektral komponentlarin firlanma korrelyasiya zamanlarini tayin etmaya imkan ve
Muxtslif temperaturlarda alds edilan korrelyasiya zamanlari Ggun Arrhenius ayrilari Sakil 6 A
6B -da gosterilmigdir. insan agciyerinin saglam va xargang hiiceyralarinin membranlarinda p

vo 6.2 olan TEMPO (AG;) firlanma harakatinin aktiviesma enerjilari Cadval 7 -de gdsterilmisd

va
H7.

r.

Xergang va saglam huceyralar Ugun AG, giymatlari gox oxsardir (AG, giymatleri sirasiyla 1.9 +
0.2 ve 2.1 £ 0.2 kcal/mol-dur), bu da onlarin lipid fraksiyalarinin oxsar mikro-6zItlGyUnt gosterir.

PH 6.2 -ds, har iki hliceyre ndvlu ugun AG, giymatlerinin artimi miusahida edilir. Bununla birlikds,

saglam agciyar huceyralarinin mikro-6zIUluyu xar¢gang huceyralarina nisbatan daha yuksakd
(AG, giymatlari mivafig olaraq 3.8 £ 0.3 va 2.6 + 0.3 kkal/mol).

TEMPO molekullarinin sulu miihitdan hiiceyra membranlarinin lipid fazasina
kegmasinin enerji aktivasiyasi.

Saglam ve xarg¢ang hiceyraleri ilo inkubasiya edilmis TEMPO EPR spektrlerinin kompute

vasitesi ile dekompozisiyasi onun paylanma amsallarinin giymatlandiriimasina imkan verir. L

kompozisiyalari, membran dinamikasi ve s. kimi muxtalif faktorlar, molekullarin sulu muhit -

-

r
ipid

membran arasinda paylanmasina (bu halda TEMPO) tasir gostera bilar. TEMPO zllallara heg bil

birlesma xususiyyati gdéstarmadiyinden, saglam ve xar¢ang hliceyraleri tigiin TEMPO -nun
paylanma amsali htceyralerin lipid fraksiyasinin xususiyyatleri haggqinda malumat veracakdi
Molekullarin paylanmasinda tarazliga TEMPO -nun membranlarin lipid hissaesina passiv dax

r.

edilmasi ila nail olunur. Passiv daxil olma termini, hiiceyre membraninda lokallasdiriimig zulallarii

TEMPO -nun huceyre membranina daxil edilmasinda igtirak etmamasini va ya
stimullagdirmayacagini gostarmak tgun istifadse olunur.

Muxtalif temperaturda alinan paylanma (K) Ggln Arrhenius ayrileri Sakil 6 C ve 6D -do
gosterilmisdir. Saglam va xargang huceyralarinde TEMPO-nun sulu muhitden membraninin
fazasina kegmasinin standart Gibbs sarbast enerji dayisikliyi Coedval 7 -de gdsterilmisdir.

PH 7.3-de TEMPO-nun transferi Ggln sarbast enerjinin deyismasi saglam ve xar¢ang
hlceyrelari Ggin muvafig olaraq 3.1 £ 0.1kcal/mol ve 1.2 + 0.1kcal/mol tagkil edir. PH 7.3 -ds

lipid

5n pk

6.2 -8 gadar turs muhite kegdikde, TEMPO -nun sarbast enerji dayisikliklari saglam va xargeng

hiceyra membranlarina kegidinda taxminan 19% va 42% artaraq, muvafiq olaraq 3.7
0.3kcal/mol va 1.7 £ 0.1kcal/mol giymatlarina ¢atir. Belalikla, TEMPO -nu turs pH -da hlceyr
membranlarina kogurmak ugun daha ¢ox enerji talab olunur. Naticalar gostarir ki, hem sagla
ham da xargang hlceyralarinden ibarat agciyer toxumasinda TEMPO daha asan xargang
hlceyralarinin membranlarina daxil olacaqdir.

YaxsiI malumdur Ki, xaergang xastaliyinin inkisafi zaman hipoksik halda olan xargeng
hiceyralarinin aerobik glikoliz (Warburg effekti adlandirilir) hadisesi bas verir ve naticada xa
toxumasinda turg mikro-muhit yaranir.

Xoargang huceyralari mezenximal kegid ve metastaz tugun turg mikro-muhitden semarali
istifade edir. TEMPO -nu muayyan dermanlar tgln bir model hesab etsak, darmanlarin
catdirilmasi Ugun xargang htceyralari Gglin normal pH (7.3) seraiti yaratmaq faydahdir. Sagl

va xargang huceyralari Uglun AGk giymatlerindaki fargler pH 7.3 va pH 6.2 Gg¢un demak olar ki

eynidir. Bununla bela, AGk giymati, pH 7.3 -de xargang huceyralari Ggln an kigikdir vo TEMF
nun sulu mahluldan membrana kogurulmasi uglin daha az eneriji taleb olundugunu gosterir.
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Sakil 6. insan agciyer toxumasinin saglam va karsinoma hiiceyralerinds TEMPO
paylanmasi naticasinde yaranan EPR spektrlarinden alds edilen parametrlar Ggtn Arrheniu

ayrileri. Hiceyra membranlarinin muhitlerinde pH 7.3 (A) ve 6.2 (B) giymatlerinde TEMPO -

nun firlanma korrelyasiya zamanina goéra Arrhenius ayrilari. (A) dolu dairalar ve dolu
ugbucaglar uygun olaraq saglam ve karsinoma huceyralerini tamsil edir. (B) -de agiq
dairaler va agiq Ugbucaglar uygun olaraq saglam ve karsinoma huceyrslarini temsil edir.
Arrhenius 7.3 (C) va 6.2 (D) pH giymatlarinda saglam va karsinoma agciyer hiceyralarinda
TEMPO paylanma amsallarina uygundur. (C) ve (D) daki simvollarin tasnifi uygun olaraq (A
vo (B) deki kimidir.

(2]

~—"

\

Miihiim natico

insan agciyerinin saglam ve xarceng hiiceyralerinin membran ve sulu fazalarinda TEMPO
paylanmasi gostarir ki, xargeng huceyralarde paylanma amsali saglam huceyralera nisbaten
yuksakdir. Har iki hGiceyre ndvu ugun temperatur ve paylanma amsali giymatlari arasinda mi
korrelasiya vardir. Aiso giymatlarindaki ferglar xar¢ang hiiceyra membranlarinin saglam
hlceyralara nisbatan daha hidrofob oldugunu géstearir. TEMPO Ug¢ln teyin olunan AGk giym
saglam huceyrealarle muqayisede xargeng huceyralarinin TEMPO molekullarini hiiceyra
membranina daha asanligla daxil etdiyini géstarir. TEMPO -nu muayyan darman qgruplari U¢
model olaraq nazers alsaq, standart kimya terapiyasina alave olaraq, turs mikro-muhitin zaif
galaviya ¢evrilmasi Gglin tamamlayici alkalizasiya mualicesi xergang xastalari GUglin faydali o

Alinan mihim naticeni asagidaki grafik tesvirle gostermak olar.

xey
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Sakil 6. Alinan naticalarin grafik mezmunu

Healthy

Belalikla, TEMPO spin zondu saglam hliceyralara nisbatan karsinoma hiceyralerina daha
asanligla daxil olur ve bu hadisa temperaturdan asilidir. TEMPO spin zonduna darman
modeli kimi baxsaq karsinoma huceyralarinin bu xUsusiyyatinin mialice taktikasinin
secilmasi Ugun boyluk shamiyyati vardir. 9dabiyyatdan malumdur ki, xer¢ang
hlceyralarinin membranini tagkil edan lipidlar saglam hiceyrads olanlardan ferglenir. Bela
hesab olunur ki, karsinoma hiceyra membraninin 6ziine maxsus xususiyyatleri mahz
onun membranindaki fargli lipidlerle baglidir. Bunu yoxlamagq tgln biz insan agciyer
saglam ve karsinoma huceyralarindan lipidleri ekstraksiya edarak liposomlar yaratmisiq ve
sonra TEMPO benzoat molekullarinin bu liposomlara inkorporasiya olma daracaleri tadqiq
edilib. Bu is grantda nazarde tutulmasa da, onun muhum shamiyyaeti nezare alinaraq
hayata kegirilib.Qisa olaraq asagida lipid ekstraksiyasi va liposom hazirlanmasi metodu
gOsterilmisdir.

Sonikatordan istifada etmakla liposomun hazirlanmasi protokolu hazirlanib ve asagide

1.

© NGO

©

10. Xloroform , metanol va sudan ibarst olunan garisim yeniden 5 daqgigs , 2000

sorh olunur.
Milli Onkologiya Markazindan alde olunan toxuma ( saglam ve xaste ( agciyer
karsinomasi) numunalari  skalper vasitasilo xirda hissalara ayrilir. Toxuma
qurumasin deya bu zaman uzarina PBS bufer ( pH 7.3 ) alave olunur.

. Xirda-xirda dogranmis toxuma Uzerine PBS buferi ( pH 7.3 ) @elava olunara

homogenizator vasitasile homogen halina salinir.

Agciyer materialinin homogenati 1.5 ml-lik Eppendorf tublara kogurulur. ©vvelca 5
daqgige 5000 doévr/deq suratle sentrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5418) edilir.
Supernatant atilir.

Hlceyralarin Gzarine yeniden PBS bufer ( pH 7.3 ) slave olunur, vorteks vasitesila
garisdirilir va homogen hala gatirilir vo 5 daqgige 10000 doévr/deq suratle yenidan
sentrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5418) edilir. Supernatant atilir.

Huceyraloer 13 ml-lik susa tublara kdguralur.

Uzarina 1 ml xloroform , 2 ml metanol slava olunur va 2 daqigs vorteks edilir.

Hamin garigimin tUzarina 1 ml xloroform slave olunur daha 30 saniys vorteks edilir.
Qarisimindzarine 1 ml su (distille olunmus su) slava olunur daha 30 saniys vorteks
edilir.
Qarisim 5 deqige , 2000 dovr/deq surstle otag temperaturunda sentrifuga
(Eppendorf, Centrifuge 5804R ) edilir. Maye yigilir va tubun ortasinda tsbaqge
sokilinda yigilan huceyro atilir.

dovr/deq surstile otaq temperaturunda sentrifuqa (Eppendorf, Centrifuge 5804R )
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edilir. Bu zaman 2 fazali mahlul alds olunur. Ust faza su ve metanol garisimindan
ibarat olur. Alt faza iss xloroformda hall olunmus lipiddan ibarat olur. Ust faza atilir.
Alt faza , yeni xloroform N, qazi vasitesile qurudulur va lipidin quru cakisi tayin
olunur.

11.Lipidin Uzerine PBS bufer ( pH 7.3 ) slave olunarag ve 25 mg/ml-lik mahlul alda
olunur.

12.Sonra mahlul imumi olaraq 4 dagige muddeatinde (2 saniye titrasim, 5 saniys
istirahat), 30 % amplitudla sonikasiya edilir, temperaturun 60 °C- den asag
diismemesi (clin sonikasiya prosesi 65°C-lik su igerisinde aparilir.  ( Fisher
Scientific, model: FB120, power: 120 W , freq: 20 kHz) edilir (bu proses 2 defe takrar
edilir).

13.Daha sonra hamin mahlul 1.5 ml-lik Eppendorf tublara kogurulerek 3 dag, 10000
dovr/daq suratle sentrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5418) edilir.

14.Supernatant temiz Eppendorf tuba koguralir.

15.8Ilda olunan liposomun oélgusini tayin etmak Ugln Zetasizer spektrofotometrinden
istifada olunur.

16.Supernatanti tez bir zamanda istifade olunmayacaqsa, 4 °C-de saxlamaq lazimdir.
Supernatant 16-20 saatdan artig saxlaniimamalidir. ©ger soyuducuda saxlanilibsa,
minimum 1 saat evveldan soyuducudan cixarilmali ve otaq temperaturunda
saxlaniimalidir, daha sonra alave olaraq 3 daqg, 10000 rpm suretle sentrifuga edilmali
va supernatant basqga temiz Eppendorf tuba koégurilmalidir.

Lipid ekstraksiyasinin sxematik tasviri

Toxumadan alda

) . 2 doq —— 2 deq
olunan hiceyranin vorteks Qarisimin Gzearine |  vorteks Qarisimin
uzarina 2 ml 1 ml xloroform ::> uzarine 1 ml su
xloroformve 1ml |[———>| slave olunur alava olunur
methanol alava olunur

E.G. Blight and W.J.Dyer, A rapid method of total lipid extraction and purification, The
National Research Council of Canada, Volume 37, Number 8, August 1959

Monica D Rieth, Andrew Lozano, Preparation of DPPC liposomes using probe-tip
sonication: Investigating intrinsic factors affecting temperature phase transitions, Biochem
Biophys Rep. 2021 Jan 7;25:100901. doi: 10.1016/].bbrep.2020.100901. eCollection 2021
Mar

30 saniyo
vorteks
Y
N
metano 5 daq, otaq Xloroform , Qarisim 5 daqige ,
| storotonn_ temperaturunda metanol, su 2000 rpm suratla
D B — garisimi <~ |otaq temperaturunda
sentrifuga edilir sentrifuga edilir.
]
ODOBIYYAT

Sonikator vasitasi ila liposomun alda olunmasi
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Skalper vasitosilo Homogenizator vasitasila
toxumanin xirda hissaslera homogenatin alde
ayriimasi olunmasi

Sonikator vasitesila liposomun
alde olunmasi

Tempo benzoat spin zondunun (sagdaki sakil) insan
agciyar saglam huceyra lipidlarindan alinmig
liposomlara inkorporasiyasi.

Asagidaki sekilde Tempo benzoat spin zondunun insan
agciyer saglam huceyralarinin lipidlarinden alinmis
liposomlara inkubasiyasindan sonra muxtalif
temperaturlarda alinmig EPR spektrlari gosterilmisdir.
Ekperimental spektrler galin gara xatle gosterilmisdir.
Gorunduyd kimi 3-cu komponent (yuxari magnit sahasinda
yerlasan) gisman ayird edilmisdir. Spektrlarin iki
komponents ayrilmasi Tempo benzoat spin zondunun bir
gisminin liposoma daxil olmasi ila alagadardir. Bu

HsC CHs
HsC™ N° CHg
O.

Tempo benzoate

spektrlarda 2 komponentli modeli segmakla komputer analizi apariimig ve nazari spektrlar
alinmisdir. Alinan nazari spektrlor demak olar ki, eksperimental spektrlerden secilmir. Bu
spektrlarin aydin gorulmasi tgun onlar vertikal surisdurtlmuasdur (négtavi xetlar gdsterilen

spektrlor).

Sag terafde gostarilon spektrlarde nazari simulyasiyada alinmis komponentlor
gostarilmisdir. Qirmizi xatle geyd olunan EPR spektrlori liposoma daxil olan Tempo
benzoata, qara xatle qeyd olunanlar isse buferds galan spin zonda aiddir. Spektrlarden
gorunduyu kimi temperatur artdigca membrana daxil olan hissanin payi artir. Bu hadisa
insan agciyar karsinoma huceralarinden alinan liposomlar Ggtin ds tedqiq edilmisdir.
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Healthy (TempoBenzoate)
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Tempo benzoat spin zondunun (sagdaki sakil) insan agciyar karsinoma hiiceyra
lipidlarindan alinmig liposomlara inkorporasiyasi.

Yuxarida saglam hiceyralar Gzra gorulen igler karsinoma hlceyralari Ggun da yerina

yetirilmisdir.

Cancer (TempoBenzoate)

Cancer (TempoBenzoate)

/;Q KN Q 295K

300 K
305K
310K

317K

T T T
3350 3360 3370 3380

Magnetic field (Gauss)

T —T
3330 3340

T T T T J
3340 3350 3360 3370 3380

Magnetic field (Gauss)

T
3330

Spektrlardan gorundr ki, 2 komponentli model spektrlari (galin qara va noqtelarle geyd
olunan ayrilar) cox yaxsi taesvir edir. Sag terafde karsinoma hiceyralerinden alinmis

liposomlarla Tempo benzoat molekullarinin

inkubasiyasindan sonra alinmis EPR

spektrlarinin komponentlari gosterilmisdir. Qirmizi ve qara xatler muvafiq olaraq liposoma

daxil olan ve buferda qalan hissalera uygundur.

Normal hiceyralardan alinan liposomlarda
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oldugu kimi, karsinoma huceyralerinden alinan liposomlarda da liposoma daxil olan
Tempo benzoat temperaturdan asili olaraq artir. Lakin ¢cox muhum ferq geyde alinib.
Tempo benzoatin xer¢gang huceyralerinden alinimis liposomlara daxil olma daracssi
(qirmizi spektrin amplitudunun qara spektra nisbati) saglama nisbatan ¢ox yuxaridir.
Belslikla, Tempo benzoatin misalinda derman molekullarin karsinoma huceyralarine daxil
olma daracasini tayin eden muhum faktorlardan biri de hlceyre membraninin lipid
kompozisiyasidir.

Tadqiq edilan materiallarin molekulyar-genetik analizi
Tadqiqgita daxil edilon xastalarinin klinik-laborator gostericilari
Hesabat dévriinda Milli Onkologiya Markazinin (MOM) Molekulyar Onkologiya
laboratoriyasi (MOL) 6hdasina dusan islari yerina yetirmak td¢un MOM-un poliklinik, 1-ci
kimyaterapiya, carrahiya sobalari il alage saxlamisdir. Hakim klinisistlera kegirilacok elmi
isin mahiyyati izah edilmis ve biomateriallarin laboratoriyaya ¢atdiriimasi yollari
arasdiriimisdir. Qeyd etmak lazimdir ki, son vaxtlar ag ciyarin bad xassali tremasi
diagnozu qoyulan xastelarin aksariyyati metastatik olub, amaliyyata gotirilmamisdilar. Bazi
xostalorde paralel olaraq SARS-19 virusu problemi oldugu lglin xastelar amaliyyat ve
mualice Ugln diger xastexanalara kegirilmisdir.
Ag ciyer karsinomasi diagnozu qoyulmus xastslarin klinik-laborator gostericileri hagqginda
malumatlar asagidaki cedvealda gosterilib.
Cadval 8. A ciyer karsinomasi xastalarinin tesnifati

Bio. |[Cinsi Yas Bad xassali sisin tipi
material haddi
q t | QK |<35|35-/65<| Adeno- Yasti Atipik Malign | Biomaterial
al| o |al 65 karsinoma| hiieyrali |Karsinoid| Epitelial | islamdedir
n X | d|s karsinoma| Tumor Tumor
u i
m | n
a
27| 12 |11|28| 2 |[32| 5 1 1 1 2 7

Gorunduyu kimi 27 xasteden qan, 12 xastadan ise hem gan, ham da amaliyyatdan sonra bad

xassali sis materiali goturulub. Bir xastaden ham tumor, ham da normal toxuma gaéturulub. B

ir

xastanin materiali farmalinsiz (PS buffer) olub (fresh material). Kisi xastalarin say1 28, gadinlarink

ise 11 olmusdur. ©n ¢ox 35-65 yas haddinda olan xastaler miracist etmisdir. A§ ciyar

téramasinin tipi patamorfoloji laboratoriyada askarlanib ve cedvalde godstarilib. Diger laborator

gostaricilar MOL-da arxivinda saxlanilir. Toplanan biomaterial iki hissaya ayrilib, bir hissa biofizik
parametrlarin dyranilmasi Ugun Biofizika institutuna gdndarilib, diger bir hisse molekulyar-genetik

analizlerin kegirilmasi {iciin MOL laboratoriyada -40°C saxlanilib.

Molekulyar-genetik analizler

Bad xassali toremanin biologiyasina multidissiplinar yanagma sisin yaranma mexanizminin
oyranilmasi, profilaktikasi ve mualicasi Ggln vacibdir. Taqdim edilan isda ag ciyer karsinoma
biofiziki parametrlari ile yanasi sisin bazi molekulyar-genetik xususiyyatloerinin aragdirilmasi ¢
nazarde tutulmusdur. Ag ciyerin bad xassali toremasinin yaranmasinda muhum rol oynayan
EGFR, BRAF kimi genlerin aktivlesdirici mitasiyalari, MSi ve PDL-1/PD-1 kimi genlorin

Sinir
a

epigenetik dayisikliyinin dyrenilmasi gerara alinib. Qeyd etmak lazimdir ki, MSi ve PDL-1/PD-1

kimi genlarin epigenetik dayisikliklari 30-55% bad xassali sislerde agkar edilib [Kai, Li., 2020].

Molekulyar-genetik tadgiqatlarin kegirilmasi Ugtin daha uguz ve MOL-da artiq istifads edilan
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metodlarin tetbigina Ustlnllk verilmasi nazards tutulmusdur. Hesabat dovriinda taedqigatlar
aparmagq ugun metodlar segilib ve materiallar hazirlanib.

EGFR ve BRAF kimi genlarin aktivliesdirici matasiyalarinin primerlari dizayn edilmisdir. Bunu

tclin “NCBI, nucleotide” saytindan istifads edilib. Primer yoxlanmasi BLASTvasitesi ile apari
Primerlar Turkiyanin DNA-integration kompaniyasinda sintez edilib. Amplifikasiyadan sonra
alinmis fragmentlarin agkarlanmasi 1%-li aqaros-gel elektrofarezle aparilacaq. $Sakil 1. 1%
agarosa gelinde muxtalif uzunluglu fragmentlerin agkarlanmasini gostarir.

Genetik material Qiagen (Gr) kampaniyasinin kitlerinle ayrilacaq ve DNA materiali -40C, RN
materiall -85C saxlanilacag. Genetik material ham gan, hamda sis toxumasindan ayrilacaq.
Sokil 7. Amplifikasiya olunmus fragmentlarin agaroza gelinds askarlanmasi

1000bp

Epigenetik analizlarin kecirilmasi ug¢un primerler PrimerBank (The centre) for computational
integrative biology, Harvard Medical School) istifada edilib. mMRNA Ustlindan alinan cDNA ge
ardiciliginin ¢ hissasinden ekspresion analiz kegirmak tgln primer segilir. Sakil 7. MSi
genlarindan olan MHS1lg¢un segilen primerlar gdstarilib.

Sakil 7. MSH1 genin RT-PCR (reverse transcriptasa) vasitesi ile alinmig cDNA ardicilhgi va
primer secimi gosterilib. Qirmizi rangla R(reverse) va F(forward) primerlar, gdy renglae alinac
fragment gosterilib.

1 atgaatggtt acatatccaa tgcaaactac tcagtgaaga agtgcatctt cttactcttc
61 atcaaccatc gtctggtaga atcaacttcc ttgagaaaag ccatagaaac agtgtatgca
121 gcctatttgc ccaaaaacac acacccattc ctgtacctca gtttagaaat cagtccccag
181 aatgtggatg ttaatgtgca ccccacaaag catgaagttc acttcctgca cgaggagagce
241 atcctggagc gggtgcagea gcacatcgag agcaagctcc tgggctccaa ttcctccagg
301 atgtacttca cccagacttt gctaccagga cttgctggec cctctgggga gatggttaaa

241 atcctggagc gggtgcagca gcacatcgag agcaagctcc tgggctccaa ttcctccagg
301 atgtacttca cccagacttt gctaccagga cttgctggcec cctctgggga gatggttaaa
361 tccacaacaa gtctgacctc gtcttctact tctggaagta gtgataaggt ctatgcccac
421 cagatggttc gtacagattc ccgggaacag aagcttgatg catttctgca gcctctgagce
481 aaacccctgt ccagtcagcc ccaggccatt gtcacagagg ataagacaga tatttctagt
541 ggcagggcta ggcagcaaga tgaggagatg cttgaactcc cagcccctgc tgaagtggct

421 cagatggttc gtacagattc ccgggaacag aagcttgatg catttctgca gectctgagce
481 aaacccctgt ccagtcagcc ccaggccatt gtcacagagg ataagacaga tatttctagt
541 ggcagggcta ggcagcaaga tgaggagatg cttgaactcc cagcccctge tgaagtggct
601 gccaaaaatc agagcttgga gggggataca acaaagggga cttcagaaat gtcagagaag
661 agaggaccta cttccagcaa ccccagaaag agacatcggg aagattctga tgtggaaatg
721 gtggaagatg attcccgaaa ggaaatgact gcagcttgta ccccccggag aaggatcatt

n
lib.

A

and
n

aq
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Segcilan primerlar sonradan DNA-integration (Tr) kompaniyasinda sintez olunacaq.
Analizlerin kegirilmasi Ugln serait sokil 8.-da gdsterilib. Bu PrimerBank-in taklif etdiyi seraitd
Sokil 8. Ekspresion analizlerin kegirilmasi saraiti.

=

Gorunduyud kimi reaksiyanin dovr gostericisi 39-40-dir. Genin ekspresiya saviyyasi isare olunan

piklarin hansi dévrde baza xattini kesmasi ile dlgullr [Wang T., 2019].
Sokil 9. Genlarin differensial ekspresiyasi

Amplification u Amplification E
= /,/ 3 ‘1» ///d
10 i 15 e
4 =5 i
- i
H g 10 .
2 B j
5 L 4
2 4 S T R R
0 F__,_‘__ i g e ; J

[lsYBR: 14! Rox 7 WISYBR 14 RO

Gorunduyud kimi yuksak ekspresiya saviyyasi baza xettini dévrinin 20-ci veziyyatinda olan g

aiddir. Digar gen (iki primerla) dovrin 28 va 30-cu vaziyystinda gorinub. Bu subhali va ya orta

ekspresiya veran genin olmasi hesab edilir.

Sokil 10-de bir genin 3 primerls yuksak ekspresiya saviyyasi gostarilib.

Belalikla, xastalarin bad xassali sis materialinda ve qanda kecirilocak molekulyar-genetik
analizlerin parametrlori hazirlanmisdir ve spektroskopiyanin tatbiqi ile alinan naticalerin tehli
istifada edilib.

TEMPO bizim iglatdiyimiz spin zondlardan an sadasidir. Diger spin zondlar TEMPO moleku
muxtalif aktiv qruplarin alave edilmasi naticasinda alinib. TEMPO spin zonduna gdre xasta v
saglam nimunalards inkorporasiya daracasi bir-birine yaxin halda TEMPO-benzoatin numu
diskriminasiya etmak xususiyysti tedqiq edilib. Bunun tg¢ln ele nimuna secilmisdir ki, onlarir
saglam va xar¢ang huceyralarinin membranlarina TEMPO molekullarinin inkorporasiya dars
bir-birine yaxin olsun. Asagidaki sekilde TEMPO spin zondunun saglam va xargang

nimunsalarinde muxtalif temperaturlarda EPR spektrlari gostarilmisdir. Bu spektrlar komputer

vasitasi ile 2-komponents dekonvolusiya edilmis ve bu spektlardan onlarin hiiceyra
membranlarina inkorporasiya daracesi hesablanmigdir.
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Sokil 12.

Sokil 12.-de TEMPO spin nigsaninin hiceyre membranlarina daxil olan hissasinin EPR

spektlarinin son iki komponenti verilmisdir. Gérinduiyl kimi EPR spektrlerinde son kompone

temperaturdan asili nisbi artimi xar¢ang va saglam toxumalari t¢un bir-birine yaxindir. Bu
magam Arrenius ayrilarinda da 6z aksini tapmigdir.

ntin
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Sokil 13-de TEMPO spin zondunun EPR spektral parametrlarinden hesablanmis Arrenius ayrileri

gostarilmigdir. $akilden gorunduyd kimi TEMPO spin zondunun saglam va xargeng toxuma

huceyralarina inkorporasiya daracasi bir-birina gox yaxindir ve onlarin su muhitinden membran

muhitina kdguralmasi Ugun lazim olan sarbast enerji muvafiq olaraq 6.6+ 0.6 kcal/mol ve 7.7
kcal/mol tagkil edir.

I+

0.€

Belalikla, bu nimuna Ggtiin TEMPO spin zondunun saglam va xargeng toxumalarinin hiiceyrs

membranlarina inkorporasiya daracasinin bir-birina yaxin olmasi gosterilmisdir. Asagida bu
numunalaerde TEMPO-benzoat molekullarinin inkorporasiya deraceasi Uzre aparilan iglerin
naticaleri gostariilmisdir. TEMPO spin zondu ile aparilan islera uygun olaraq xaergang ve sag
toxuma huceyraloeri Uglin komputer analizleri edilmis va 2-komponentli modele uygun oldugu
gosterilmisdir. Sakil 14-de TEMPO-benzoat molekullarinin xargeng ve saglam toxuma

membranlarina inkorporasiya olunan hissalarinin EPR spektrlari gostarilmisdir. Eksperimenta

sorait (spin zond ve toxumanin migdari) eyni oldugu tg¢un EPR spektrlarin intensivliklori
inkorporasiya daracasi ile mutanasibdir. Sakil 14-dan goérinduyu kimi TEMPO spin zondunu

am

ndan

forgli olarag, TEMPO-benzoat spin zondu xar¢gang toxuma membranina inkorporasiya deracasi

saglama nisbaten defalarle yuxaridir. Belalikle, TEMPO spin zonduna benzol gqrupu daxil
edildikda o xargang hlceyralarini daha yaxsi ferglandira bilir. Bu naticeden derman maddale
sintezinda da istifade etmak olar. Bels ki, dearman maddasinin toksik effektini azaltmaq tgun
onlarin muayyan noqtasina benzol grupu daxil etmak olar. Bu zaman, bizim naticalers gora

benzol grupu ile modifikasiya edilmis derman saglam toxumaya nisbaten xar¢gang toxumasina

rinin

daha c¢ox daxil olacaq ve belslikle kenar toksik effektler gat-gat azalacaq. Sakil 15-de TEMPO-

benzoat molekulunun xargang ve saglam toxumalara inkorporasiyanin Arrenius ayrilari
verilmisdir.

Sakil 15-da Arrenius ayrilarindan gérunduyu kimi yuxari temperaturlarda TEMPO-benzoatin
xargang toxumalara inkorporasiya daracasi saglama nisbatan daha da artir. Xargang

toxumalarinda bu zondun inkorporasiya parametri temperatura daha hassasdir. Bu natica goster

ki, yuxari temperaturlarda TEMPO-benzoat xargeng toxumalarina daha ¢ox daxil olacaq. Bu
onu gostarir ki xar¢gang xastelarinin kimya-terapiyasinda bazi hallarda istifade olunan
haypertermiya effektiv olmalidir.

da
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Sakil 15.

Bundan slava biz TEMPO-benzoat molekulunun saglam ve xargang toxuma membranlarind
firlanma korrelyasiya muddatlari ve onlarin temperaturdan asilihgi tadqiq etmisik. Sakil 15-ds
saglam ve xargang toxuma membranlarina daxil olan TEMPO-benzoatin firlanma korrelyasi
miiddatine uygun Arrenius ayrileri gdsterilmisdir. inkorporasiya deracesinden forgli olaraq
TEMPO-benzoatin firlanma harakati Ggln aktivasiya enerjisi saglama nisbaten teqriban 2 da
azdir ve uygun olaraq 7.4% 0.9 kcal/mol ve 15.1% 2.8 kcal/mol giymatlarini alir. Bu farq sagla
xar¢ang toxumalarinda membranlari teskil edan lipidlerde mihim dayisiklardan xabar verir.
Gorunduyua kimi xergang xestaliklarinin mualicasinda onlarin lipid kompozisiyasinda olan
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forglardan effektiv istifade etmak olar ve toksik effektleri de azaltmagq olar.
Gorulen spektroskopik iglerlarle yanasi gox muhum olan molekulyar-genetik tadgiqatlar
aparilib ve alinan naticeler asagida gostarilmisdir.

Tadqiqat nimunalarinin molekulyar-genetik analizi
Cari dovrinda AMEA-nIn Biofizika Institutunda aparilan spektroskopik tedqigatlarla klinik
tedqiqatlar arasinda mumkun korrelyasiyani tayin etmak tGgun ag ciyer karsinomasi

da

namunalarinin klinik tesnifati verilmigdir. Bunun tg¢ln total olaraq ag ciyer korsinomasi diagnozu

goyulmus 54 xastadan gan va toxuma olmagla biomaterial toplanmisdir. Cadval 9 xastalarin
Umumi Kklinik-laborator tesnifati verilib.

Cadval 9. Ag ciyar karsinomasi xastalerinin tasnifati

Bio. Cinsi Yas Bad xassali sisin tipi
material hoddi
q t Q | K | <35 35-|65<| Adeno- Yasti Atipik Malign | Biomaterial
a 0 a i 65 karsinoma | hiieyrali | Karsinoid | Epitelial | Islomdadir
n X d|s karsinoma | Tumor Tumor

u 1|

m | n

a
34| 20 [16(38| 3 |44 | 7 13 2 2 2 1

Ag ciyar karsinomasi diagnozu qoyulmus xastelarin sis materialinda EGFR, ALK, ROS1 kim
genlarin agkarlanmasi tglin molekulyar-genetik analizlar kegirilmigdir. Genetik materialin
alinmasi Qiagen firmasinin kitlari vasitasi ile apariimisdir (Qiagen, Gr). Analizler Qiagen Har
boook (https://www.qgiagen.com) protokollari esasinda aparilib. Sakilds 16-de DNA ve RNA
colom metodla alinmasi sxemi gostarilib.

samplke Product
Biomaterial vo genetik material

Lyse

Scientific, US) spektrofotometrinda yoxlanilib. Alinan mah
Bind DNA 260nm/280nm dalga uzunlugunda olan olgular nibatinin
olmasini gostarmisdir. Bu yolla isladilecek mahlulun 1
mikrolitrinde olan genetik madda miqdari da askar edilir.
Genetik materialin keyfiyyati bazi hallarda gel-elektroforez
ilo do yoxlanilib. Alinmis DNT mahlulu arxiviesdirilib -40°
RNT mahlulu -85°C saxlanilir,

Analizler ABS-nin EntroGene firmasinin kitlari vasitesi ile
aparilib (EntroGen, USA). EGFR geninin mutasiyalari DN
ALKva ROS1 genin mutasiyalari ise RNA molekullar Gsti

‘Wash

Elute
asasinda RT-PCR (BioRad, CXF96) cihazinda kegirilib.

Usable DMA
Sakil 16. Genetik materialin
alinmasi sxemi.

d

Bu metodla parafin blokda fiksa edilmis biomaterialdan 1saat
20 daqigs azinda genetik material almaq olur. Alinan genetik
materialin kemiyyat va keyfiyyati NanoDrop 2000 (Thermo

sului

tagriban 1.8 barabar olmasi genetik materialin is Gg¢un yararl

yolu
C,

A,
ndar

kegirilib.Analizler istehsalgi firmanin taqdim etdiyi protokollar
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Step 3

Step 1 Step 2
30-35X
94°C 94°C
50°- 65°C / 1 minper 5:00
0:20 Lb
4°C
oo
Sakil 17. EGFR geninin genotiplemasi sarayiti (protokolu)
1 2 3 E) [ 7 8
0C 220C 240
3.00 0:10 ’ o0 ,
H | l
H e00c " 1\ s00c G
500C 020 ! 020 \1. .
1500 L J I
3 , 3
Adx 44 x

Sakil 18. ALKva ROS1 genlerinin genotiploma saraiti (protokolu)

Gorunduyd kimi RNA Ustundan kegirilon ALKveROS1 genotiploma anazilari daha murakkab
soraitda kegirilir. Naticalarin oxunmasi positiv va neqativ standartlara asaslanir va reaksiyan

gedisi daxili kontrolla yoxlanilir.
Cami 19 xastenin sis materiali adi ¢akilon mutasiyalara yoxlaniimis va naticelar asagidaki ¢
2-do gosterilmisdir. Qeyd etmak lazimdir ki, ayrilmis genetik material digar analizlerin kegiril

ucun da kafi muqdardadir ve darin soyuducuda saxlanilir.
Cadval 9. Ag ciyarin badxassali sisi diagnozu qoyulmus xastalerds klinik shemiyyatli mutasi

EGFR
Xosta say1 19
T790M L858R exon 18 exon 19 exon 20 exon 21
2 1 3
ALK
xasta say119
Pozitiv Neqativ
2 17

n

adva
maosi

yalar
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ROS1
xosta say1 19

Pozitiv

Negativ
19

Ovvalki iglarimizde TEMPO ve TEMPO-benzoat spin zondlarinin saglam va xargang
hlceyralarina inkoporasiya deracasi dyranilmis va gostarilmisdir ki, hidrofob grup olan benzc
TEMPO-ya kovalent birlesmasi onu xar¢gang huceyralerinden alinan liposomlara qarsi daha
hassas edir. Bu dovrde amino-TEMPO spin zondundan istifada etmakle musbat yukli amin
grupunun tasiri tadqiq edilib.

0 : *NH,
H3C>(j<CH3 i HqC CH
HsC N CH HsC CH 8 2
2 Le ® HzC N CHz HaC™ "N™ "CHs
O o o
4-Hydroxy- .
TEMPO TEMPO-benzoate 4-Amino-TEMPO

Sxemdsa har 3 spin zondun kimyavi strukturu géstarilmisdir. Haqgigaten de bu spin zondlari
miqayisali tedqiq etmakls benzoat ve musbat yiiklanmis -NHs" qrupunun tesiri 6yranilib.

A
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Sokil 19. TEMPO va onun téremalarinin EPR spektrlari pH 7.3-de normal (saglam) insan ag

atin
da

ciyal
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hlceyrelarindan ekstraksiya edilmis lipidlardan istifade etmakle hazirlanmis liposomlarda
inkorporasiyasi. (A) TEMPO EPR spektrlori (salist gara xatt) va iki komponentli modelle

simulyasiya edilmis spektrler (ndgtalarla verilion). Daha yaxsi aydinliq Gglin simulyasiya edilmis

spektrlar saquli olaraq surugdurulub; (B) (A)-da gosterilmis EPR spektrloerinin ayird edilmis
komponentlari. Qara va girmizi xatler mavafiq olaraq hidrofil (sulu) va lipofil (liposomal)

muhitlards lokallagsmis TEMPO-nun EPR spektrlarini gostarir. Liposom muhitinde TEMPO EPR
spektrlarinin yuksak saha komponentlarinin daha yaxsi muhakima etmak ugun onlarin amplitudu

5 dafa artinlmigdir (qirmizi xatler); (C) (A) ile eynidir, lakin 4-hidroksi-TEMPO-benzoat tgun;
(A) ila eynidir, lakin 4-amino-TEMPO ugun. Heg bir temperaturda ayriima muasahida
olunmadigindan spektrlarin spektral modellagdiriimasi apariimamigdir.

(D)

Sakil 19-dan aydin gérinur ki, har iki TEMPO ve TEMPO-benzoat spin zondlari saglam agciyar

hlaceyrsalarinden alinmig liposomlara daxil ola bilir. TEMPO-benzoatin daxil olmasi ise sham

yyat

daracada yuksadir. Har iki spin zond Ugun liposoma daxil olma daracasi yuxari temperaturlarda

artir. Bunlarin aksina olaraq, amino-TEMPO spin zondu Ugun temperaturun heg bir giymatinda

liposoma daxil olma musahida olunmur (Sakil 19D). Belalikla, hliceyra sathinin manfi
yuklenmasina baxmayaraq, hatta neytral TEMPO ile muqgayisada, musbat yuklanmis amino-
TEMPO spin zondu liposoma daxil ola bilmir.

T T = T T T T T
3330 3340 3350 3360 3370 3 3340 3350 3360 3370

=
A

T T T T T T T T 1
3330 3340 3350 3360 3370 3380 3330 3340 3350 3360 3370 3380
Magnetic field (Gauss) Magnetic field (Gauss)

Sakil 20. TEMPO va onun téremalarinin pH 7.3-da insan agciyar xargengi (karsinoma)
hlceyrealarindan ekstraksiya edilmis lipidlarden hazirlanmis liposomlara inkorporasiya natica
alinan EPR spektrlari. (A), (B), (C) va (D) Sakil 1-daki kimidir, lakin xargeng hliceyralari Gigun
hayata kegirilir.

295K

300 K

Saekil 20-de TEMPO va onun téremalarinin agciyar karsinoma hiceyralarin inkorporasiyasi
gosterilmisdir. llk baxigda alinan naticalar bir-birina oxsayir. Lakin xar¢ang huceyralerinde m
forgler 6zunu biruze verir. Haqigaten de neytral TEMPO spin zondunun agciyaer xar¢ang

sind:

uhadr
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hlceyrelarinden alinmig liposomlara daxil olma daracasi demak olar ki, saglam ile eynidir. Lakin
TEMPO-benzoatin xar¢gang huceyralerindan alinmig liposomlara daxil olma daracesi saglamla
mugayisade xeyli yuksakdir. Musbat yuklanmis amino-TEMPO spin zondu xargeng
hdceyralarindan alimig liposomlara inkorporasiyasi saglam halda oldugu kimi heg bir
temperaturda mugahida olunmur. Alinan muhum natice ondan ibaratdir ki, yuklu qrup deyil, mahz
hidrofob grup liposomlara inkorporasiyasini temin edir.
Qeyd etmak lazimdir ki, yuxarida gostaerilan naticelar bir hal G¢ln verilmisdir. Buna uygun 5 is
gorulmus ve har birinds alinan naticalar gosterilana uygundur.
EPR tedqiqatlarindan alinmis naticalar uygun olaraq termodinamik parametrlarda 6z aksini
tapmisdir. Arrenius ayriloeriden alinmis parametrlar yuxaridaki naticaleri bir daha tesdiq edir.

insan agciyer xestslerinin gan ve sis materiallarinin molekulyar-genetik analizi
Hesabat dovrunda layihanin maqgsadini yerina yetirmak tgln ag ciyer xastalaerindan gan va s
materiall toplanmis ve molekulyar-genetik analizlar kegirilmisdir. Eyni zamanda toplanan gan
plazmasi Uzarinda maye biopsiyadan istifade etmakle EGFR-mutasiyalarinin (ikincili mutasiyalar
askarlanmasi metodu Ug¢in material islonib hazirlandi. Magsad gan plazmasinda bad xassali sisi
mualicesi Ugun muhum olan gen mutasiyalarinin molekulyar-genetik va biofiziki yolla
askarlanmasinin mugayise edilmasidir. Bu zaman istifade edileacek metodun daha ucuz va
mualice prosesinda bir nege dafs takrar olunmasi asas sert kimi goturalmalidir.
EGFR epidermal yetisma faktoru reseptorudur. Bitlin saglam htceyralerde mévcuddur. EGFR
geninda mutasiyanin askar olunmasi huceyraya sahv malumat gondarilmasinin igarasidir. Bu isa
saglam huceyra bolinmasinin pozulmasina, bad xassali sisin amala gaelmaya baglamasina
isaradir. Ag ciyar, diz bagirsaq adenokarsinomasinda, gliblastoma 18-25% arasinsa rast galinir
[Del Re M., 2019]. EGFR-reseptorlarin inhibitorlari (tyrosine kinase inhibitors, TKis) onkoloji!
praktikada genis istifads edilir. Ancaq mualicanin gedisinds gox zaman TKis direnc emale galir,
sonradan malum oldu ki, bu direnc EGFR reseptorunda yeni mutasiyalarin smale galmasina
isaradir [Kuiper JL., 2014]. Kliniki praktikada EGFR-asasli terapiyanin kegirilmasi tgln analii:ler
ya ilkin sis materialinda, ya da metasdazlardan gétiiriilmis materialda olunur. Bu vaxt farmalinds
fiksa olunmus bloklardan (FFPE) istifads olunur [Ellison et al, 2013; Jung, 2013]. Bu metodla
genetik materiallarin alinmasi avvalki hesabatda gostarilib.
Lakin son iller molekulyar metodlarin genis vusat almasi onkoloji mualice gedisinin kontrol
edilmasini va genlarda bag veran ikincili mutasiyalarin askarlanmasi metodlarini sinaqdan
kecirilmasi Ugun tedqgigatlara baslanildi. Bu metodlardan biri maye biopsiyadir. Maye biopsiyanin
kecirilmasi Ugln xastenin periferal gan hiceyralarinda dovr eden sarbat bad xassali sise aid DNT
hissaciklarinin ( circulating-free tumor DNA) askarlanmasidir. Metod sslinde hale tam tesdigini
tapmayib ve tedqigatlarin 3-cl fazasindadir. Maliye cehatden bahali metod olaraq gosterilacayi
malumdur.
Molekulyar Onkologiya Laboratoriyasinda ilkin sis materiali Uzarindan kegirilon 404 agciyar
xostolorininden TKis-In target terapiyasina gosteris olan 71-de xeste segilmisdir. Xestalor MOM-
2013-2021-ci iller arasinda miracist etmiglor. Onlardan 47-si TKis-esasli target terapiyasi
almisdir. Xastelarin yasam surasi haqqindaki malumat hals islenilib tam hazirlanmayib.
Biofiziki yolla aparilan tedgiqatlardan toplanan gan plazmasi arxivde (-40°C) saxlanilir. Slava
edilacek ganlar xususi gayda ile dondurulub arxivde saxlanilir.
Toplanilan 12 ag§ ciyer xargangi xastalerin periferal gan plazmasinda maye biopsia metodu ile
ikincili mitasiyanin agkar edilmasi Uiciin analiz kegirilocak. Xostolerin ilkin sis materialinda TKis-
la mialica Ggln uygun mutasiya askarlanmisdir. Bu xastalerin 7-da mualica effekli olmus,
xastaler musahids altinda yasayirlar. 5 xestada 6-13 aydan sonra dermana direnc (xastaliyin
progreslesmasi) musahide edilib.
Maye biopsiya analizi kecgirmak Ug¢ln plazmanin toplanmasi Ugun sartler sakil 1.-da gostarili

S
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Table 3. Recommendations for blood processing and cfDNA isolation.

Factors Recommendations

Blood collection Cell-Free BCT Streck™ tubes for whole blood collection

Plasma isolation Two-step centrifugation speed of 1000-2000g at 4°C for 10 min and 10,000-16,000g at 4°C for 10 for
plasma separation

Plasma storage 4°C = For sample processed within 15 min; ~80°C = for long-term storage

istifade edilocek cihaz ve metod Real-time effekti verse do (yeni genotiploma), aslinde Real-time
PCR-da istifads edilacek metoddan asasli olaraq ferglenir:

1. Cihaz olduqca kigik va transport Ugun sarfalidir

2. Real-time metoddan farqli olaraq temperatur dayisikliyi teleb olunmur, sabit bir temperatur
(67°C) secilir, (isothemal amplication)

3. Real-time PCR metoddan farqli olaraq 2 yox, 6 primer segilir (LAMP reaction)

Sekil 21. Maye biopsiya kegcirilmasi {iciin istifade edilocok Doktor VIDA cihazi.

Doktor Vida tek kamerali olub, bir xaestenin analizini tak bir tubda etmak tctn isladilir. Bu
materialin zedslanmasinin, basqa genetik fragmentlarle qarigdiriimasinin garsisini ala bilir.
Hal-hazirda laboratoriyada teqdigatlari aparmaq tg¢un hazirliq gedir ve gordiyunuz kimi optimal
soraitin secilmasi Ugun bir xasta materiali 4 mixtalif seraitde LAMP reaktion metoduna maruz
galacag.
Alinan naticalar biofiziki yolla kegirilon analizlarle miqayise edilecak

Yuxarida taqdim etdiyimiz islerde TEMPO, TEMPO-benzoat ve amino-TEMPO spin
zondlarinin saglam va xar¢ang huceyralarina inkorporasiya daracesi Oyranilmis ve gostarilmisdir
ki, hiceyroe membranina inkorporasiya daracasi molekulun hidrofoblugundan asilidir. Membran
sathi manfi ylk dasidigina baxmayaraq musbat yukli amino-TEMPO zondunun inkorporasiyasi
cox zaif olub.
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TEMPO-benzoatin, xargang huceyralarine yluksak daracada daxil olmasi mexanizmini tayin

etmak tgun C12SL (12 asil grupu vardir) spin nisanlanmig yag tursusundan istifade edilib. B
tursusu ham saglam, ham da xargeng agciyar hliceyralarina yaxsi inkorporasiya olunur. Lak
kicik molekulyar kutlaye malik TEMPO spin zondundan farqli olaraq, ondan istifade etmakla

hiceyre membraninin dinamikasini (axigihgini) tayin etmak olar.

immobile
BS healthy lung cell

mobile
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290K
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Bu sekilda insan agciyerinin saglam hissasindan alinmis hliceyra inkorporasiya olunmus C
spin nisanlanmis yag tursunun EPR (Elektron Paramaqnit Rezonansi) spektrlari gostarilmisc
Qaydalara uygun olaraq sexsi malumatlari gizli saxlamaq maqsadi ile nUmunanin ad1 “BC
NuUmunaler Bruker ELEXSYS E580 spektrometrinde ¢akilmisdir. Spektrometrin parametrlori
secilmigdir ki, “ haddindan artig modulyasiya ” va guc doymasi hali bag vermasin. “ Haddind
artig modulyasiya “ olduqda EPR spektral piklari stuini olaraq genigloenir va ona goéra da firlan
korrelyasiya muddatini tahrif edir. “Glc doymasi” halinda ise mikrodalga gtict lazim olduqgda
olanda spektral piklarin intensivlik nisbatini dayige bilar. Bu halda isa nisbi konsentrasiyalar t
olunacag.

EPR spektrlarin nimunalarin muxtalif temperaturunda gekilmasi ise hliceyra membraninin
dinamikasi (axiciligi, faza kegidlari) haqqinda malumat almaga imkan verir. Sakilden gérind
kimi C12SL molekullari fiziki-kimyavi xassaelari bir-birinden keskin farglenan iki domenda
yerlasmisdir. Sakilden gorunduyl kimi spektrler “immobile” (harakatsiz) ve “mobile” (harakat
kimi geyd olunan komponentlarin ceminden ibarat kompozit xarakter dasiyir. Spektral dayisi
asagidaki kimi izah etmak olar. Niroksid spin nisaninda sarbast elektronla azot atomu (nuva
spini 1-dir) arasinda qasiligh tasir anizotrop xarakter dasiyir (ifrat ince par¢galanma konstati A
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Axx, Ayy, Azz muxtslif giymatler alir. Asagidaki sekilde bu komponentlar gostarilmisdir. Axx

vo

Ayy qgiymatlari 5-6 G tertibindadir. Lakin Azz giymati 32 G. Spin nisani suratls firlandigda spektr

izotrop xarakter alir ve Aizo= 1/3(Axx + Ayy +Azz) olur.

A B

aligned with x

aligned with y

Firlanma yavasidigda EPR spektrlari Azz-a dogru genislenmayas baslayir.

Asagidaki sakilde komputer vasitasila spin nigsanlarin mixtslif korrelyasiya muddatine malik
olduglari halda EPR spektrlari simulyasiya edilmisdir. Haqigaten de gortinduyl kim firlanma
korrelyasiya muddati 0.3 ns-den 52.7ns-ya qader dayisdikde EPR spektrlorin formasi dayisn
geniglanma musahida olunur.

X band
0.3ns

1.1ns
2.1ns

32ns

42 ns

53ns
' 6.6 ns

84ns

| 132ns
210ns

i 52.7ns

’
E— — ] -~
- 7 — ~.

C128L membran daxilinds firlanma korrelyasiya muddati onun yaxin atrafinin 6zlGluylndan
(dinamikasindan) asilidir. OzlGlGyd asadi olan (yani daha axici) halda spin nisanin firlanmas
manea olmadigindan (va ya az oldugundan) onun firlanma korrelyasiya muddati Kigik olur. ¢
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muhitin dinamikasi asagi oldugda C12SL spin nisaninin firlanmasina sterik manea artir ve o
filanma korrelyasiya muddati artir. Bu halda muvafiq olaraq EPR spektri geniglanir. Yuxarid
geyd olunanlardan aydin olur ki, C12SL spin nisani hticeyra membraninda dinamik cehatdar
birindan kaskin farglenan iki domeni xarakterize eda bilir. Temperaturu 275K-dan 317K-a ga
artirdiqda “immobile” domenda olan nisanlarin azalmasi ve muvafiq olaraq “mobile” hissada
artmasi musahida olunur. Lakin heatta 317 K-da “immobile” hissanin yani bu domenin kifayet
gader dayaniqli oldugu gorsaenir.

immobile

) BS_cancer lung cell
mobile

275K

280K

285K

290K
295K

300K
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Bu sakilde hamin xastenin agciyarinin xargeng hissasindan alinan hiceyrs sisteminda alinar
EPR spektrlori verilmisdir. Bu halda da C12SL spin nisani membranda iki domenin oldugunu
gosterir (“immobile” ve “mobile” kimi geyd olunub). Saglam hissadan kifayat qadar farglanan
xususiyyat aydin gorsanir. Xargceng hliceyre membraninda “mobile” hissanin nisbi payl daha
artiqdir. Bu da xar¢ang hlceyre membranin saglama nisbatan dinamik hissasinin daha ¢ox
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olmasini gostarir. Bu tacrubalar avvalki iglards alinan naticalarin mexanizmina aydinliq gatirij

Bela naticeya galmak olar ki, TEMPO tipli ki¢cik molekullarin xar¢gang hiceyralarina daha yuk
inkorporasiya olmasinin mihim faktorlarindan biri d@ onlarin membranlarinin daha dinamik
(axici) olmasidir.

Xorgoang hiceyralarinds forqli xtisusiyyatler onlarda bas veren mutasiyalar naticesinde bas v
Adciyar xargang xastaliyinin 80%-den ¢oxunda Epidermal Artim Faktoru Reseptorunda (ingi
dilinde EGFR) mutasiyalar olur. Bu mutasiyanin olub-olmamasini vaxtinda miayyan edilmas
cox muhum shamiyyati vardir. Mutasiyalardan asil olaraq mualice Ugulu segilir. Bununla yar
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bu grant layihasi gargivesinda aparilan islerin xargeng huceyralarinin mixtslif dermanlara qarsi

hassasligini tayin etmak olar ve bu mualicanin dizgln apariimasinda muhum rol oynaya bile

]
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Mutasiyalari tayin etmak Uglun asasan toxuma biopsiyasindan istifads olunur. Bu metod invazivdi

ve muayyan risklarle baghdir. Muasir dovrde geyri-invaziv metodlara daha ustunlik verirlor.

Layiha ¢argivasinda Milli Onkologiya Markazinda “Maye biopsiya” metodu DrVida cihazi ile

totbiq etmak Ggun “Talimat” va istifade Ugun “Telimat-Qiasa Protokol” hazirlanmigdir.

Qeyd etmak lazimdir ki, har iki is Milli Onkologiya Markazinda olan iglera uygunlasdiriim
ilkin musbat naticelar alda edilmisdir. Novbati ribda DrVida cihazi ils olan naticalar geyd
olunacagq.

ISTIFAD® UCUN TOLIMAT

istifada ii¢iin lazim olan material

» Maqnit hissacikler (istifadeya kimi 2-8C temperaturda saxlamali)

» Magnit cihaz
Xabardarliq va ehtiyat tadbirlari
DNT izolyasiya materialini Bioloji tehllkasiz skafin i¢arisinde saxlamaq maslahat gorilir. Bu
maqgsadle munasib individual goruyucu levazimatdan isifadeye shemiyyaet verilir.
1. Maqnit kiraciklarin hazirlanmasi

IS V&

Istifadeden dnce magqnit kiraciklarin dayaniglihdini tamin edilmasi magsadile maqgnit hissaciklorir

silkalomak vacib sartlardan biri hesab edilir. Belsalikla, maqgnit kiracikler istifada Ugtn hazir
voziyyete gatirilir.
2. Plazmanin hazirlanmasi

2.1 cfDNT izolyasiyasi ugin munasib hesab edilan sinaq susalerine butdv gan Sml hacminda

goturulur. Bela bir prosesin hayata kegirilmasi DNT genomlarinin ag gan hiceyralarindan
kanarlasdirilmasi maqgsadils icra edilir.
Qeyd: K3;EDTA standart sinaq susaelerinin istifade edilecayi teqdirde plazma izolyasiya
marhalasini hayata kegirmak ve yaxud butdv gani 2 saat muddstinda 2-8C temperaturda
saxlamagq lazimdir. Bu zaman yaranan gisman hemoliz hadisasi (qan hiceyralarinin lizisi)
genomik DNT cirklonmasinin konsentrasiyasini artira bilar.
2.2 Plazma izolyasiyasi prosesi iki yolla bas verir: 1) 10 dagige arzinde 4C temperaturda
1000-2000g surstils tacrid olunma; 2) 10 daqiga arzinds 4C temperaturda 10000-16000
suratila tacrid olunma.

Tacrubanin qoyulusundan asili olaraq eleca da plazmanin saxlanma saraiti U¢lin muayyan sertla

movcuddur.

2.3 Tacruba gisa muddst arzinds hayata kegirilacaksa, bu zaman plazma 15 daqigs arzinds

2-8C temperaturda saxlaniimalidir.

2.4 Tacrubanin hayata kegirilmasi uzun middatdan sonra bas verarse bu zaman plazmanin

soyuducuda saxlanma temperaturu -80C olaraq secilmalidir.

» Soyuducudan donmus veziyystde goturilmis plazma nimunaleri bir gadar ¢alxalanaraq

tocruba Ugun hazir vaziyyasts gatirilir.

3. Magnit hissaciklarin inkubasiyasi ile cfDNT ¢goxlugunun plazmadan ayrilmasi prosesi

3.1 5uL magnit hissaciklari 1mL plazma tzarina slava edilir. ©gar mahlulun hacmi 1mL-d
azdirsa bu zaman nukleaz mévcud olmayan suyu mahlul Gzarine alave edarek hacmi 1m
catdirmaq lazimdir. Sonra isa sinaq susasini kip baglamagla onu 10 dafe ters-diz
istigamatinda harakat etdirmak lazimdir.
3.2 Daha sonra numunani maqgnit hissaciklerle inkubasiya etmakls slave olaraq 10 daqiq
arzinda otaq temperaturunda qarisdiraraq calxalamaq lazimdir.
Qeyd: calxalama prosesini yuksak suratle aparmaq haddindan artiq kopukleanmaya sabab o
bu da mahsuldarligin asagi dismasina gatirib ¢ixara biler.
3.3 NUmunani paypet vasitasilo sinaq susasina daxil va xaric etmakla qarigidirin, daha s
nimunadan ayirimig 500uL hacmi basqa bir sinaq stgesine tdkmakla birinci stisada 500
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hacmin alinmasina nail olunur. Son olaraq iki sinaq sisasindan ibarat ve har birinda magnit
hissaciklari do daxil olmagla 500uL hacminds olan plazma tecriba Ugun hazir veziyyate
gatirilir.

4. Plazmadan alinmig cfDNT g¢oxlugu ligiin iki metodun qgiymatlandirilmasi:

4.1 Metod 1. Paypet vasitesile cfDNT izolyasiyasinin hayata kegirilmasi

4.1.1 Asagida tesvir edilmis sxema asasan materialin hazirlanmasi

Plasma Elution

4.1.2 Daxilinde magnit olan 500mL plazmaya paypeti yerlosdirmak ve daha sonra butin
maqnit hissaciklarin paypetin divarlarina hopdurulmus veziyystina kimi gozlemak. Bels hal
mahlulun tamizlanmasi ile musahida olunur.

4.1.3 Daha sonra divarlarina magnit hissaciklari hopdurulmus paypeti yeni sinaqg sugesina

yani i¢arisinda 60uL hacminda nukleazdan tacrid edilmis suya daxil etmak lazimdir. Bu zamal

yeni sinaq susasinin hacmi 1,5mL olaraq segilir.

4.1.4 Paypet daxilinde maqnit tacrid edildikdan sonra maqgnit hissaciklerin nukleaza olmayan

suda tamamile ¢gokmasina (kenarlasdiriimasina) serait yaratmaqg. Daha sonra genaatbaxs

sokilda garigdirmaq lazimdir.

4.1.5 Daha sonra maqniti paypeta yenidan daxil etdikden sonra mahlulun temizlanmasina kirr

g6zlamak lazimdir.

4.1.6 Novbati merhalada paypeti magnit hissaciklari hopdurulumusg sakilde nukleazsiz sudan

¢ixartmaq lazimdir.

4.1.7 DNT numunasinin konsentrasiyasi hesablanir.
Qeyd: DNT keyfiyyati saciyyavi olaraq spektrofotometrik asasli (NanoDrop) ve yaxud flirometrik
asasl (Qubit) metodlar vasitasilo miayyan edilir. Bu metodlarin har ikisi DNT nimunasini
kamiyyat noqteyi nezerinden teyininde daqiq olmayan uUsullar sirasina daxil edilir. Sabab ise
hiceyrasiz cfDNT nimunasinin kigik migdarda olan mahlullarda tayini ile baghdir. Bununla
alaqadar olaraq har iki metod cfDNT ve genomik DNT numunalarinin farglandiriimasinda
gonaatbaxs hesab edilmir. cfDNT nimunasinin kemiyyat néqgteyi nazarinden daqiq
muayyanlasdirilmasi Ugun Agilent sirkatinin istehsall olanTape Station metodu mévcuddur. 100-
300bp regionda DNT konsentrasiyasi kemiyyat xarakteristikasina asaslanaraq Tape Station
aksessuarlari vasitasile muayyan edilir.

4.1.8 Daha sonra DNT nimunasi -20C temperaturda saxlanilir.

4.2 Metod 2. 4 marhalali cfDNT izolyasiyasi amaliyyati (500uL plazma sinaq susasindan
baslayaraq).
4.2.1 Asagidaki tasvirda gostarilon sxema asasan materialin hazirlanmasi gaydasi:
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4.2.2 Daxilinde magnit olan 500mL plazmaya paypeti yerlegdirrﬁek Vo dahasonra batin

magnit hissaciklarin paypetin divarlarina hopdurulmus vaziyyatina kimi gozlemak. Bels ha

mahlulun tamizlenmasi ile migsahida olunur.

4.2.3 Maqnit hissacikleri hopdurulmus paypeti W1 sinaq susasina kegirmak.

4.2.4 Paypet daxilinden maqnit hissacikleri kanar etdikdan sonra maqgnit hissaciklarin
tamamile W1 sinaq susesinde dayanmasina (¢okdurulmasina) nail olmagq.

4.2.5 Yeniden mahlulun tamiz olunmasina nail olmaq ugun paypetin i¢arisina maqgnit
yerlosdirmak.

4.2.6 Divarlarina maqnit hissaciklari hopdurulmus paypeti W1—W2 sinaq susasina kegi
4.2.7 Paypet daxilinden maqniti izolyasiya etdikden sonra maqnit hissaciklarin W2 sinaq
susesinda ¢dkdurilmasina nail olmaq.

4.2.8 Magniti yeniden paypet toerkibina daxil ederek mahlulun temizleanmasini gozlemak.

'mak

4.2.9 Maqnit hissacikleri hopdurulmus paypeti W2 sinaq susasindan kenarlasdirdigdan sonra
etanol qaliglarinin kenarlagdiriimasi magsadile paypeti quru bos sinaq stuisasina daxil etmak.
4.2.10 Maqnit hissacikleri hopdurulmus paypeti 60uL hacminde nukleazsiz suya daxil etmak.

4.2.11 Paypet daxilinden maqgniti kenar etdikden sonra maqgnit hissaciklerin tamamila
nukleazsiz suda dayanighligini temin etmak.

4.2.12 Paypets yeniden maqgniti daxil etdikden sonra mahlulun temizlanmasina kimi gozlomak

4.2.13 DNT nUmunasinin konsentrasiyasini hesablamaq
4.2.14 DNT nUimunasini -20C temperaturda saxlamaq.
iISTIFAD® UCUN TOLIMAT-QISA PROTOKOL
Dr Vida vasitasilo EGFR ekzon 19-un silinmasi analizi .

Lazim olan material:
EGFR muatsiya testi
-20C temperaturda saxlamaq
EGFR nazarat testinin apariimasi
Istifadeya kimi -20C temperaturda saxlamaq
Dr Vida cib levazimati
Otaq temperaturunda saxlamaq
Xabardarliq ve ehtiyat tadbirlori!

LAMPA ifrat derecada girklonmaya qarsi hassasdir. DNT izolyasiyasini va LAMPA reaksiyasini
temiz garaitds ve mixtalif otaglarda aparmaq maslehat gorulir. Individual goruma cihazlarindan

istifade uygun hesab edilir.

1.1 Mobil telefona Dr Vida tatbigini yuklayin

1.1 Hesab yaradin va sonra isa daxil olun. Tatbiq istifads Ug¢ln hazirdir.

2. NUmuna hazirlanmasi

DNT nUmunasini tamamils dondurdugdan sonra g¢alxalayin. Nimuna istifada tG¢in hazird
Qeyd: STAB.VIDA ils Dr Vida cfDNR coxlugu plazmadan tecrid edilir. slave olaraq, DNT
toxumadan ve yaxud plazmadan Umumi laboratoriya reagnetlori ilo ekstraksiya edilir.

r.
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3. Reagentlarin hazirlanmasi
» Mahlul rengsizlesana gadaer reagent tarkibli sinaq susasini soyuducuda saxlayin. Bu
amaliyyatlar nazaret va diger EGFR mutasiya testi Gg¢ln aparilir. Daha sonra yeniden
calxalayin. Reagent sinaq sugaelari istifadeya hazirdir.
4. Dr Vida eksperimentindea niumuna analizi

4.1 Isig mavi rengds olana kimi iki Dr Vida cihazini qosun. Bunlardan biri EGFR mutasiyasi

digeri ise yoxlama testi G¢ln aparilir. 8gar sizde bir cihaz varsa o zaman ilk olaraqg EGFR

mutasiyasini daha sonra ise yoxlama testini ise salin.

)
Carla Clemente Devices
" Hsatiatindec Vou can pair up to 4 devices and aperate

them simul 5
To refresh the device list drag your finger
downwards on the
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i 2 %
o .
I
o R < W W B

Qeyd: Temperatur stabillagena kimi bir ne¢a daqgiqa gdzlaya bilarsiniz.

4.2 App Home menyudan “Pair/Unpair available devices”-a klik etmak ve muvafiq cihazi segmak

lazimdir.

Qeyd: Bu merhaladan sonra cihaz APP ile cltlesdirilir, amma testin apariimasi tg¢ln hale ta
hazir vaziyyata gatirilmir.

4.3 Home menyusunu se¢gmakls, “Protocol with tutorial” emri segilir.

Qeyd: Elaca da “Protocol Fast track” amrini segarak daha suratli prosesa bagslaya bilarsiniz.
Bunun tgin nimunaya maxsus QR kodu bilmak kifayatdir.
4.4 NUmunani reaksiya gedacek sinaq susasina daxil edin.

a) Nimunanin va sinaq stsasinin tamamile doldurulmasina amin olmaq lazimdir. Bundan savayi
paypet vasitasilo nimunaya 10 defeyadak mudaxile etmak (daxil edib va ¢gixartmaq) va reagent

olan sinaq sugesina 10uL olan nimunadan salava etmak lazimdir. Kip baglamagla mahlul
daxilinde heg¢ bir gabarcigin olmamasini yoxlamaq lazimdir. Enmalca qarisdirin.

b) Otaq temperaturunda 5 daqige middstinda inkubasiya edin. Bu arada névbati marhaleya
alirsiniz.

Daha sonra ekranin yuxarisindan asagisina kimi har bir xanani talab olunan malumatla
doldurdugdan sonra xanalarin “yasil” olmasini gézlemak lazimdir. Batun xanalar “yasil” oldu
sonra, “Run the test” xanasini kliklamak lazimdir.

Qeyd: agar bazi menyular “yasil” olmasa bu onunla izah edilir ki, bazi malumatlar istisna tes
edir.

kegis

qgdar

kil

4.5 Malumatlarin dogrulugunu yoxlayin sonra ise ekranin sonunda “Start assay” diymasini sixin.

32




5 5

New Assay New Assay

Select a device
neck for 30 available dev
3nd bOoK it for this test

Select a device

DeviceDVPocket-9846

Read sample’s ID
Read

) )

Qeyd: agar bazi malumatlar istisna tagkil edirsa ve yaxud sahv olaraq daxil edilibss, o zaman ge
donus edin ve malumati dizaldin. Bu magsadla yenidan “Run a test” xanasina tiklayin.
4.6 Cihaza reagent daxil olan sinaq susasini va nUmunani daxil etdikden sonra cihazin
gapagini baglayin. Test avtomatik olaraq baglayacaq.
» Yoxlama testi tgun amaliyyati yenidan icra edin.
Qeyd: istinadlardan istifadeya amin olun. Bu zaman EGFR yoxlama testi apariimalidir, mutasiya
EGFR testi deyil!
Calisan analizler.
Ekrandan “Home” menyusunda “Resume running assays” diymasini sixmagla isin icra muddati
arzinda numunanin haqiqi vaxt muddatinde naticalarini yoxlayin.

Your test is running...

< Insert now the test tube

]

Naticalar
Ekranda “Home” menyusunu se¢dikdan sonra tamamlanmaqda olan nimunalerin naticalarir
analiz etmak Ugun “Available Results” amri segilir.

Yuxarida agciyer xargeng hlceyra membranlarina kigik molekullarin inkorporasiya daracasinin
saglam huceyralara nisbaten yuksak olmasinin mexanizmi verilmisdir. Yag tursusu spin zondu
olan C12SL-dan istifade edarak xargeng va saglam hiiceyra membranlarinin dinamikasi tadqiq

edilmisdir. Gostarilmisdir ki, C2SL bu hlceyraloerds iki domeni xarakteriza eda bilir. Hor iki domer
xar¢ang hlceyra membranlarinda daha dinamikdir. Yani bu hiiceyra membranlarinin 6zlaluyd
daha kigidir. Kigik molekullarin xergang hlceyralarine daha yaxs! inkorporasiya olmasi bununla
izah edilir. 8dabiyyatda kifayat geder malumatlar vardir ki, xargang hiuceyraleri inkisaf etdikce
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onlarin membranlarinin lipid kompozisiyasi dayisir. Xergang hlceyralarina xas olan yuxarida
sadalanan xususiyyatler birbaga onlarin lipid komzisiyasi ile bagli ola biler. Cari ribda agciyzs
saglam ve xargang xastalerinin gan plazmasindan lipidler ekstraksiya edilmis ve onlarda ola
forgler Furye Cevirici infraqirmizi (FCIQ) spektroskopiya vasitasils tadgiq edilmisdir.
Gostarilmigdir ki, haqigaten de saglam ve xaste qan plazmasi nimunalarinin lipidlarinds kifa
gadar farqlar vardir. Bu fergler 6z ndvbasinda dianostika dglin daha yaxsi model qurulmasin
xidmat edacakdir. Asagida bu istigamatda alinan asas naticaler gostarilmigdir.

Kicik olmayan hlceyra xargenginin novlarindan biri hesab edilen agciyer adenokarsin
asasan suratli inkisaf xUsusiyyatine gore saciyyalenir. Agciyer adenokarsinomasi a
toxumasinin sekretor epitel hiceyralarindan meydana galir. Qadin ve Kisiler arasinda b
xarganga maruz galma tendensiyasi va cografi ganunauygunluglar mihim shamiyyat kask
da, ilkin olaraq tutun istifadasinda tarixi, madani va regional farglar mihum sabab kimi gos
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Siqaret gekmayean gadinlarda agciyar xar¢angi xastaliyinin artmasi bu istigamate maragi daha d

guclandirmigdir. Xargangin inkisaf merhalasine ve slamsatlerine asaslanaraq demak ol
xastaliyin inkisafl fordi xarakter dasiyir ve atraf muhit elece de genetik risk faktorlari mihc
oynayir. Xastaliyin geyds alinmasi vaxtindan sonraki 5 il middastinde sagqalma faizi xarg
erkon askar edilmasindan kaskin aslidir

infraqirmizi spektroskopiya kimyavi rabitslerin mixtalif tip regslerine ssaslanaraq funk
gruplarin teyinine ve bununla da gandan toxumaya gader bas veran dayisiklikleri geyd et
imkan verir. Belolikls, FCIQ dlgmalarinin ucuz, slratli eyni zamanda yiiksek hassasliga
olmasini nazare alsaq, bu metod xergeng xastaliklerinin ilkin vaxtlarda askarlanmasi Ggun
skrining vasitasi ola biler.

Qan plazmasi, zardab, tlplrcak va ya sidiyin toplanmasinin asan va qeyri-invaziv ¢
sebabinden onlar esasinda yaradilan diagnostik metodlarin muhum ahamiyyeti vardir.
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plazmasinin ve plazmadan alinmis lipid fraksiyasininin birge FCIQ spektral analizi ilo xargen

xastaliyinin klassifikasiyasinin mumkunliyd tedgiq edilmisdir.
Isde asagidaki biokimyavi ve spektroskopik metodlardan istifade edilmisdir.

Qan plazma numunalarin hazirlanmasi. Venoz gan numunalari AR Sahiyye Nazirliyini
Onkologiya Markazi terefinden Helsinki bayannamasinin middeaalarina mivafiq gaydada 50
(yas haddi 31-76) va 49 saglam insandan (yas haddi 29-72) toplaniimisdir. Qan laxtalanm
garsini almaq ug¢lin numunaler EDTA (etilendiamintetraasetik) tursu terkibli sinaq suss
yigilmisdir. Plazmadan basga qani teskil eden diger komponentlor masalen, eritra
trombositler, leykositler 10 daqgige erzinde 10000 doévr/deq olmagla sentrifuga vas
¢Okduruldikdan sonra supernatant hisse tacribays gadar —20°C temperaturda saxlaniin
Barmaq ucundan goturtlan gana huceyrearasi maye qarisdigina gore isde yalniz veno
numunalari istifade edilmisdir.

Qan plazmasindan lipidlarin ekstraksiyasi. Lipidlarin ekstraksiyasi Gg¢ln genis istifade o
protokola uygun olaraq xloroform/metanol garigigindan istifade edilmisdir. ©vvelca, 3
plazmanin Gzarina eyni hacmda xloroform ve 600 ul metanol alave edilmisdir (mahlul 1:1::
zaman alinan bircins mahlul 2 daqiqe arzinds “vorteks” edilmigdir. Lipid fraksiyasini ayirmaq
alinmig mahlulun Uzarine yeniden 300 ul xloroform slave edarak (alinan mahlul 1:2:2) da
saniya arzinda “vorteks” edilmisdir. Sonra alinmig mahlulu 10 daqige arzinde 1000 do
sentrifugada firlatmaqgla mahlul iki fazaya ayrilmisdir. Naticeda, yuxari fazada hidrofil birla
amala gatiren su va metanolun qarisidi, asagl fazada ise lipid fraksiyasinn hall oldugu xlor
ayrilmisdir. Asagi faza ehmalca géturuldikdaen sonra xloroform qaz halinda olan
buxarlandiriimisdir. Lipid ¢okintisi soyuducuda tacribays kimi —20°C tempere
saxlaniimigdir.

Furye Gevirici infraqirmizi Spektroskopiya. Olgmoler FCIQ spektrometri (VERTEX

Bruker, Almaniya) vasitaesilo BioATR (ZnSe) aksessuarinda hayata kegcirilmigsdir. Qan plaz
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sulu mahlul olduguna goéra, avvalki islerimize muvafiq gaydada 3pl hacminda 6nca su,

dah

sonra plazma nimunelerinin  infraqirmizi spektrlori ¢akilmisdir. Suyun FCIQ spektri ga
plazmasinin spektrlarinde onun payini ¢gixmaq ugln istifade edilmisdir. Har bir lipid fraksiyas

Olgmalerinde onlarin  xloroform mahlulundan istifade edilmisdir. Bu maqgsadle, p

azm

niimunalarinin FCIQ spektrlarinda suyun spektri ¢ixilir va onun intensivliyi ele dayisdirilir ki, alina

spektrds 2000-2370 sm™ hisss kifayat gadar hamar olsun. Qeyd edsk ki, 2000-2370 sm™ sp

ektr:

diapazonda yalniz suyun payi var. Numunsler termostat vasitesi ile 20°C-a temperaturd
¢okilmisdir. Plazma numunasinin stabil temperaturu almasi tg¢in 10 deqigs gozlenilmisdir. B

yanasma spektral ¢ixilma zamani kenar faktorlarin meydana galmasinin garsisini alir. Har b
mahlulundan 3ul goéturulerek ZnSe kristalinin  Uzsrine tam yayllmigdir. Maye
buxarlandirildigdan sonra olgmalara baslaniimisdir.

r lipi
hiss

Plazma ve lipid nimunaleri orta-infraqirmizi (400-4000 sm™) spektral diapazond
¢okilmisdir. Cihazin spektral ayirdetmasi 2 sm* secilmisdir. Her bir nimuna tgin 512 sayd

spektr ortalanmigdir.

Todqiq edilmis har bir nimunenin FCIQ spektrlori g¢akildikden sonra baza xattini
korreksiyasi apariimisdir. Daha sonra uygun olaraq plazma va lipid nUmunalarini tasvir edan he

bir spektr “barmaq izi” (890-1800 sm™) ve “funksional qrup”’ (2600-3700 sm™) hisse

larin

bolinmusdiur. Plazmadan alinan spektlerds, “funksional qrup” ve “barmaq izi” hissaleri uygu

olaraq 3500 sm'_1 ve Amid | (1648 sm™) pik négtslerine gdre normallasdirimisdir.
fraksiyalarinin FCIQ spektrlarinds ise 2920 sm™ va 1740 sm™ pik mévqgelarine gére amp
gora normallagdiriima aparilmisdir.

Lipi
litud

Metodlar hissasinds qgeyd edildiyi kimi, ham saglam, ham de xasts qrup insanlarin ga
plazmasi ve ondan alinan lipid nUmunalarini xarakterize edan infragirmizi spektrler “barmaq iz

vo “funksional qrup” hisse olaraq iki yera ayriimisdir. Secilmis diapozonlar plazma numu
tiglin (950-1800 sm™) ve (2600-3700 sm™) olmusdur.
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Sokil 22. Agciyar adenokarsinomasi ve saglam qrupu taskil edan insanlarin gan plazmasini
1648 sm™ va 3500 sm™ piklarinin amplitudlarina gére normallasdiriimis infraqirmizi spektrlari.

Soakil 22-de hem agciyer adenokarsinomasi, ham da saglam insanlarin gan p
niimunalarinin amplituda 3500 sm™ vo Amid | (1648 sm™) qrupuna gdére normallasd

azm
riimi

infragirmizi spektrlari verilmisdir. Gorunduyu kimi har iki grupa maxsus piklarin movqgeyinda Kigi
variasiyalarin musahide olunmasina baxmayaraq piklerin amplitudlari ile elagadar ferqlc
ahamiyyaetli deracaedsa nazera ¢arpir. Spektral diapozon boyunca muisahida olunan farqli hissale
asason 3280 sm™ (Amid A grupunun O-H simmetrik uzanmasi), 2960 sm™ (CH, qrupunu

asimmetrik C-H uzanmasi), 2930 sm™(CH, asimmetrik uzanma), 2870 sm™(CH, qrupunu

n C-l
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simmetrik uzanma) ve 1240 sm™(nuklein tursularinin PO; simmetrik ve antisimmetrik uzanmas

pikleri atrafindadir. Sakil 22-de verilmis ortalanan FCIQ spektrlarinds intensivlikle alagadar

qey

olunan fergler daha aydin gorunur. Qeyd etmak lazimdir ki, agciyer adenokarsinoma:s
xostalerinin gan plazmasinin infraqirmizi spektrlarinde komponentlerlo bagh dayisiklikle

xastaliyin merhalasindan asili olaraq onun c¢oxfaktorlu olmasi ile alagadar ola biler. Sp
diapozonun texminan 3460 sm™, 3290 sm™, 2960 sm™, 2870 sm™, 1730 sm™, 1650 sm™,
sm™, 1316 sm™, 1170 sm™ pik atraflarinda fargler miisahide olunmasa da, bu hissalerds p
amplitudlar ile bagh deyisikliklar klassifikasiya u¢in muhum rol oynaya bilar. Qeyd olunan

ektrs
154
klori
328

sm™, 3066 sm™ ve 1734 sm™ piklarin amplitudunda xaste grupda sagdlam qrupa nazeran artm

miisahida olunsa da, 3458 sm™ ve 1170 sm™ hissalerds azalma vardir.
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Sekil 23. Agciysr adenokarsinomasi (qirmizi) ve saglam qrupu (gby) teskil edean insanlarin qa

plazmasinin ortalanmis FCIQ spektrlari (Sakil 21-ds gdstarilmis)

Hoem xasts, ham de saglam insanlarin qan plazmasi spektrlarindaki piklarin surismals
intensivlikleri ile alagadar xususiyyetlor ve onlarin aid oldugu valent ragsleri Cadval
gOstarilmisdir.

Coadval 10. Adciyer karsinomasi ve saglam insanlarin qan plazmasinin infraqirmizi spektrl
tosnifat liglin xarakteristik olan piklarin tesviri.

Pikin Pikin

movqeyi movqeyi

adenokarsinoma saglam  Spektral piklorin tosnifati

(vsm™) (vsm™)

3445 3450 O-H antisimmetrik uzanma

3286 3288 Amid A grupunun O-H simmetrik
uzanmasi

3066 3066 C, aromatik uzanma

2960 2958 CH, qrupunun  antisimmetrik C-H
uzanmasi

2932 2934 CH, antisimmetrik uzanma
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2874 2874 CH, grupunun C-H simmetrik uzanmasi

2856 2853 Lipidlorde CH; uzanmasi

1734 1734 C=0 uzanma

1650 1650 Ziilallarin Amid | qrupu

1548 1548 Ziilallarin Amid Il qrupu

1454 1456 Antisimmetrik metil deformasiyasi

1316 1316 Ziilallarmm Amid 111 gqrupu

1246 1247 Nuklein tursularinin PO, simmetrik vo
antisimmetrik uzanmasi

1170 1168 Ziilallarda C-O(H) uzanma

Xolesterol, fosfolipidlar va zulallar hiceyra komponentloerinin asasini tagkil edir
molekullarda bas veran dayisikliklar hamgcinin 2800-3500 sm™ oblastinda da gériiniir. Sp
diapozonda 3200-3500 sm™ oblasti su molekuluna aid simmetrik ve antisimmetrik roc
alagadar oldugundan bu hisse atrafli tahlil {iciin alverisli hesab edilmir. 2960 sm™ dalga
atrafinda (CHz qrupunun antisimmetrik C-H uzanmasi) xar¢gang xastaliyini tesvir eden

2 b
ektr:
slorl
ada

piki

saglam ile muqayisasinda daha intensiv olmasi karsinogenez zamani hliceyra proliferasiyasi v

ya huceyre proseslari zamani zulal artighgi ile izah edils biler. Adenokarsinoma xastelerinda
sm™ (nuklein tursularinin PO; simmetrik ve antisimmetrik uzanmasi) pikin amplitudu na
nisbatan daha boyukdur. Bu fakti xar¢gang xastelarinda hliceyralarin daha yuksak surstle d
nuklein tursularinin gana kegmasi il izah etmak olar. “Barmagq izi” oblastinda musahids edi
zulallara maxsus Amid | qgrupu c¢ox hassas hesab edilir ve =zulallarin ikinci qurulus
oyranilmasinde muhum rola malikdir. Bu sababdan Aiss0/A1s48 Nisbatinin saglam qrupa ns
xasta qrup ucln daha asadi olmasi xastaliyin teyininde mihim biomarker kimi istifade edila
Qeyd edilen nisbat N-H ayilma va karbonil grupuna aid olan C-N rabitslarinin xasta qrupda
asagl olmasi ile saciyyaloenir. Eleca doa, Azgso/A1s4g hisbatinin xaste qrupda saglam ¢
mulgayisade bdylk olmasi uygun olaraq lipid migdarinin zilal migdarina nisbaten ¢ox olm:
izah oluna biler. Agciyer adenokarsinomasi ve saglam qrupun muqayisesinda uygu
amplitudarinin nisbatleri ile alagadar atrafli tehlil avvalki isimizde 6z aksini tapmisdir.

Lipid fraksiyalarinin FCIQ spektrlerinin statistik analizi gan plazmasi tadgiqatlarina m
olaraq aparilmisdir. Lipid niimunaleri {iciin spektrlor (890-1800 sm™) ve (2750-3050
diapozonlarina ayrilmisdir. Sakil 24- de ham xaste, hem de saglam insanlarin
plazmalarindan ekstraksiya edilmis lipid niimunalarinin amplituda yani 2920 sm™ ve 1740 sn
atraflarina goéra normallasdiriimig infraqirmizi spektrloeri verilmisdir. Daha sonra haer iki diaj
yenidan birlasdirilarak tam spektr halina gatirilmisdir.
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Sokil 24. Agciyer adenokarsinomasi ve saglam qrupu tesvir eden qan plazmasi
fraksiyalarinin amplituda gére normallasdiriimig infraqirmizi spektrlari

Sakil 25.-de analoji gaydada lipid nUmunalerinin amplituda gére normallasdiriimis spe
osasinda ortalanmis FCIQ tesvirlori nimayis etdirilmisdir. Hom xeste, ham do saglam
tosvir edan spektir boyunca bazi piklerin movqgeyi Ust-Uste dusse da, muayyan hisst
surigmanin olmasi aydin gorindr. infraqirmizi diapozonun kigik dalga adadlerina dogru
salsaq 3016 sm™ (doymamis yag tursulari C-H valent ragsleri), 2952 sm™ (doymus
trusularinin  CHs antisimmetrik valent rogsleri), 2924 sm™ (doymus yag tursularinin
antisimmetrik valent ragsleri), 1656 sm™ (sfinqolipidler (Amid | grupu )), 1238 sm™(fosfoli
xolesterol (P05 ) antisimmetrik valent ragsleri), kimi bazi pik moévqelari saglam qrup
xarakteristik olsa da, xaste qrupda strigsma muisahide olunmus ve muvafiq olaraq bu fargler
sm™, 2954 sm™, 2922 sm™, 1652 sm™, 1234 sm™ hissalorde geyde alinmisdir. Xasta qr
miigayisada an kaskin dayisikliklar saglam grupda 3016 sm™ , 2924 sm™ 1656 sm™ va 1212
pik mdvagelarinde miisahide edilmisdir. Elace da, xaste qrupa aid 2922 sm™, 2852 sm™ (dc
yag§ tursularinin CH, simmetrik uzanmasi), 1464 sm™(yag§ tursularinin CH, deformasiya ro
pik amplitudlarinda artma olsa da, saglam grupda 3010 sm™, 2953 sm™, 1554 sm™ (sfinqol
(Amid Il grupu)), 1214 sm™ (P05 “antisimmetrik uzanma) ve 1065 sm™ (sfingolipidler, xolestt
O-H valent ragslari)) mdévgelerde azalma geyds alinmisdir. Amma buna baxmayaraq 286¢&
(doymus yag tursularinin CHs simmetrik uzanmasi), 1736-1737 sm™ (fosfolipidler, xolestrc
(C=0 valent ragsleri)), 1652-1656 sm™, 1378 sm™ (yag tursularinin CH3 deformasiya raq
970 sm(fosfatidilxolin, sfingomiyelin; (N*(CH;); antisimmetrik uzanma) ve 926
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L(fosfatidilxolin, sfingomiyelin; (N*(CHs); simmetrik uzanma) hissalerda har iki qrupa m

oXSu

piklerin ampitudlarinin miiqayisesinda fargler muisahide ediimamisdir. Umumiyystle, spekir:

diapozonun 1800-700 sm™ oblasti miixtalif funksional qruplar tdhve verdiyine gore
informativdir. “Barmaq izi” zonasi kimi xarakterize olunan bu hisse doérd aromatik xo

dah
estre

halgasi, fosfolipidlerin gliserin asasli birlesmasini, sfinoqgolipidlarin seramid 6zayi, hidrofil ba
grupunu va hidrofob yag tursu zenicirinin C-H gruplari ils saciyyalanir.
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Sokil 25. Agciyar karsinomasi (qirmizi) ve saglam qrupu (90y) teskil eden insanlarin ekstraksiy
edilmig lipid niimunalarinin amplituda gére ortalanmis FCIQ spektrlari. Spektrlardaki faorqlari aydi
gérmek dglin saglam nimunanin spektri vertikal sdrdgdirdlmisddir.
Sadalanan valent rags piklerine asaslanaraq demak olar ki, Azgz4/Azgs, nisbati saglam v
agciyer karsinomasi qrupunun farglandiriimasinda biomarker rolunu oynayir ve xar¢ang qru

ucun bu adad 1,88, saglam qrup ucgun ise 2,05-e beraberdir. Bu hal asasan xargen

hldceyrealarinde metil gruplarinin nisbi sayinin azalmasi hesabina bas verir. Digar terefden C
CHs qgruplarina aid piklerin nisbati lipidlerde karbohidrat zancirinin uzunlugu haqqinda ms
verir. Xargang hulceyralarinde metil gruplarinin sayinin azalmasi kanserogenez xaste
yaranmasinin alamatlari ile miisayat olunur. Elace da, 1740 sm™ pik atrafinda hiiceyre mer

H2 Vv
lumé
liyini
nbra

lipidlerinde bas veran daha bir deayigiklk saglam va adenokarsinoma qruplarini

forglandirimasinde mudhim shamiyyste malikdir. Xargang xasteliyini tesvir edan
intensivliyinin saglam qrupla mugayisada kicik olmasi hiiceyra membran lipidlerinde C=0
hesabina bas verir. intensivliklo slagedar bas veren azalma birbasa fosfat tursusunun i
olmadan lipoik tursusunun O-H rabitasinin karbonil gruplarinin hidrogen rabitasinin hes
fosfolipidlarle garsiligl tesirine asaslanir. Saglam qrupla miigayisade 1464 sm™ pik mévc
yaxin hissada xasta qrupu tesvir edan pikin intensivliyi 1378 sm™ hissada olan pikin intensi

piki
qrup
stiral
abin
eyin
liyin

nazearan daha boyukdir va Aissa/1378 intensivlikler nisbati saglam qrupa nazaren xarg¢ang qrupd

daha kigik giymate malikdir.
Lipid nUmunalarinin spektrleri boyunca meydana gelan piklerin xarakteristikalari ve o
maxsus olduglari valent regsleri Cadval 11-da verilmisdir.
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Cadval 11. Adciyer karsinomasi ve saglam insanlarin qan plazmasindan ekstraskiya edilmis lipi
nlimunalerinin infraqirmizi spektrlorinde tasnifat li¢lin xarakteristik olan piklarin tasviri.
Pikin Pikin

movaeyi movaqeyi Spektral piklerin tasnifati
adenokarsinoma saglam
(v sm?) (v sm?)

3010 3016 Doymamis yag tursulari C-H valent ragslari
2954 2952 Doymus yag tursularinin CHs antisimmetrik
valent ragslari
2922 2924 Doymus yag tursularinin CH, antisimmetrik
valent ragslari

2868 2868 Doymus yag tursularinin CH3 simmetrik
uzanmasi

2852 2852 Doymus yag tursularinin CH, simmetrik
uzanmasi

1736 1738 Fosfolipidler, xolestrol efiri (C=0 valent
roqsleri)

1652 1656 Sfinqolipidlar (Amid | grupu )

1554 1556 Sfinqolipidler (Amid Il grupu)

1464 1464 Yag tursularinin CH, deformasiya ragsleri

1378 1378 Yag tursularinin CH3 deformasiya ragsleri

1234 1238 Fosfolipidler (PO ) antisimmetrik valent
roeqsleri

1214 1214 P03 "antisimmetrik uzanma

1088 1092 Fosfolipidlar, (P0O;) simmetrik valent
roqsleri

1062 1062 Sfinqolipidlar, xolestrol (C-O-H valent
rqoslori)

970 970 Fosfatidilxolin, sfinqomiyelin; (N*(CHs)5
antisimmetrik uzanma)

926 926 Fosfatidilxolin, sfingomiyelin; (N*(CH3)5

simmetrik uzanma)
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Sokil 26. Agciysr adenokarsinomasi ve saglam qrupun plazma (sol) ve ekstraksiya edilmig i
(sag) nimunalarinin infraqirmizi spektrleri 8sasinda standart kenaragixma

Sokil 26.-de agciyar adenokarsinomasi ve saglam qrup ugun “barmaq izi” ve “funk
grup” oblastlarina gére plazma ve ondan ekstraksiya edilmis lipid nimunalarinin infraq
spektrleri esasinda standart kenaragixma taqdim edilmisdir. Standart kenaracixma hidudlar
xaricde qalan hissalare uygun plazma va lipid piklerine asasen xaste ve saglam qr
diskriminasiya etmak mumkundur. Muvafiq olaraq plazma va lipid niumunalari dgun, 3080
sm™ (CH, grupunun simmetrik ve antissimetrik uzanmasi) ve 1700-1500 sm™ ve 1200-109(
(sfinqolipidlera maxsus Amid I, Amid Il gruplari ve fosfolipidlare maxsus antisimmetrik, sim
uzanma) diapozonlarinda xaste va saglam qrupu bir-birinden ayird etmek Ugln
hadudlarindan xaricds qalan hissaler mihim ferg hesab olunur.

Belslikla, agciyar adenokarsinomasi ve saglam insanlarin gan plazmasindan ekstraksiy
edilmis lipid fraksiyalarinin FCIQ spektrlorinin miisyyan hissslerinde miihiim fargler askarlan
ve onlar funksional gruplara gora interpretasiya edilmisdir. Alinan naticelar gdsterir ki, xergar
xastaliyi zamani plazmanin lipid kompozisiyasi dayisir va bu dayisiklik onun diagnostik metc
kimi istifadesina imkan yaradir. Lipid fraksiyasinda olan dayisiklikler plazmada tayin edilmis
forglera komplementar olduguna goéra onlarin birge analizi klassifikasiyanin daqiqliyini artirac
Hal-hazirda is davam edir va sini intellektin tatbiqi ile klassifikasiya Gsulu yaradilacaqdir.
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Layihanin hayata kegirilmasi {izra planda nazards tutulmus islerin yerinoe yetirilmo daracasi (faizlo
giymatlandirmsali)

Layiha Uzra nazards tutulmus islar 100% hacminds yerina yetiriimisdir. Bundan bagqga layihe
nazarda tutulmayan lakin layiha tgln vacib olan slava igler (gan plazmasi va onun lipid
fraksiyasinin FCiQ spektroskopiya metodu ile tadqiqi) gérilmisdur.

)do

Hesabat dovriinds alinmis elmi naticalar (onlarin yenilik daracesi, elmi ve tacriibi shomiyyati, natice
istifadasi v tatbigi miimkiin olan sahaler aydin sakilda gostarilmalidir)

Slorir

Hesabat dovrunda asagidaki muhum elmi naticalar alinmisdir.

1. TEMPO spin zondundan darman modeli kimi istifade etmakla onun agciyar toxumasi
normal ve xargang huiceyra membranlarina inkorporasiya deracasi dyranilmisdir. Gostarilmig
TEMPO-nun inkorporasiya daracasi saglam hiceyralara nisbaten xar¢gang hlceyralerda dah
yuksakdir. Bu da xargang hiuceyralarinin membraninin daha da dinamik olmasinin gosterir.

2. Har iki hliceyra ndvu ugln temperatur ve paylanma amsall giymatleri arasinda musbat
korrelasiya vardir. Aiso giymatlerindaki farglar xargang hiiceyra membranlarinin saglam
hlceyralara nisbatan daha hidrofob oldugunu géstarir. TEMPO Ugun teyin olunan AGk giym
saglam huceyralarle miqayisede xargeng huceyralarinin TEMPO molekullarini hiiceyra
membranina daha asanligla daxil etdiyini gostarir.

3. TEMPO Uzrs aparilan tedgiqatlarin pH-in 7.3 va 6.2 giymatlarinda alinan naticelarin
mugayisasi gostarir ki, bazi xastelarda kimya terapiyasina alava olaraq turs mikro-muhitin z&

dir k

otlori

if

galaviya ¢evrilmasi Gglin tamamlayici alkalizasiya mualicesi xergang xastaleri Ugtin faydali olar.

4. TEMPO, amino-TEMPO, TEMPO-benzoat Uzrsa aparilan tecrubalerin miqaisali analizi
gosterir ki, TEMPO spin zonduna benzol grupu daxil edildikde o xargeng hiiceyralarini daha
forglendira bilir. Bu natica gostarir ki, yuxari temperaturlarda TEMPO-benzoat xargeng
toxumalarina daha ¢ox daxil olacag. Bu da onu gosterir ki xar¢gang xastalarinin kimya-
terapiyasinda beazi hallarda istifads olunan haypertermiya effektiv olmalidir.

5. TEMPO, amino-TEMPO, TEMPO-benzoat spin zondlarinin agciyar normal ve xargang
toxumalarindan alinan liposomlarda paylanmasi gostarir ki, hliceyre sistemina uygun olaraq

yaxs
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TEMPO-benzoat liposomlarda da daha ylUksak inkorporasiya ola bilir. Bu da membranlarin li
fraksiyasindaki farglerin muhum ahamiyyat dagidigini gosterir.

6. Alinan naticelar gdsterir ki, TEMPO spin zondunu yUkli grup ile deyil, mahz hidrofob qrupla

modifikasiyasi onlarin liposomlara inkorporasiyasini tamin edir.

7. Layiha Uzre alinan naticaler hiceyre membraninin lipid kompoziyasinin muhum rolunu
gOsterir. Ona gora da layihads gdsterilan islerdan alave olaraq saglam ve xar¢ang agciyer
hiiceyralerinin lipid fraksiyasi Furye Cevirici infraQirmizi (FCIQ) spektroskopiyasi metodu ile
tedqiq edilmisdir. Bu is naticasinda lipid fraksiyasinin FCIQ spektrlerinds xargeng hiiceyraler
diskriminasiya eda bilan “barmaq izi” regionu tayin edilmisdir. Lipid fraksiyasinda olan dayisi
avvalki iglerimizda plazmada tayin edilmis forglera komplementar olduguna gora onlarin birg
analizi klassifikasiyanin daqiqliyini artiracaq. Hal-hazirda is davam edir ve slni intellektin tat
ilo klassifikasiya Usulu yaradilacaqdir. Alinan butun naticealer yenidir. Bu iglarin tetbiqi ile xarg
xastalarinin kimya terapiyasinin apariimasi Ugin daha effektiv seraitinin segilmasina imkan v

ini
Kliklo
E]
DIqi
sang
eror

Layiha tizre elmi nasrlar (elmi jurnallarda maqalsler, monoqrafiyalar, icmallar, konfrans materiallar
maqalalar, tezislor) (dorc olunmus, ¢apa qobul olunmus ve ¢apa gondarilmisleri ayriliqgda geyd etma
uygun malumat - jurnalin adi, némrasi, cildi, sahifslari, nagriyyat, indeksi, Impact Factor, hommiialli
va s. bunun kimi malumatlar - ciddi sekildes daqiq olaraq gosterilmalidir) (suratlorini kagiz iizarinda va

saklinda alava etmali!)

inda
klo,
flor
CD

1. M. Bakhishova, R.B. Aslanov, R.B. Gasanova, L. Melikova, J.A. Aliyev, O.K. Gasymov,
Hydrophobic but not charged group attachment to TEMPO enhances discrimination of
liposomes from human lung normal and carcinoma cells, Transactions of Azerbaijan Nationa
Academy of Sciences (Physics and Astronomy), 2022, XLII, 5, 56-63.
http://physics.gov.az/Transactions/2022/journal2022(5).pdf

2. A.H. Aydamirova, Saglam ve agciyar adenokarsinomasi xastaliyinds insan gan
plazmasinin FCIQ spektrlerinds farglandirici xisusiyyastler, AJP Fizika, v. XXVIII, No2,
section:Az, 12-16.

http://www.physics.gov.az/archaz.html

3. Gasymov O.K., Bakhishova M.J., Gasanova R.B., Aslanov R.B., Melikova L.A.,

Aliyev J.A., Benzoate Group Attachment to Tempo Provides Enhanced Discrimination of
Liposomes Fabricated Using Human Lung Normal and Carcinoma Cells, Russian Journal of
Biological Physics and Chemistry, 2022, vol. 7, No. 2, pp. 261-267
https://cloud.mail.ru/public/xcQG/XeGkW53Xh;

4. Aydemirova A.H., Maslikova L.8., Qasimov O.K., Furye Cevirici infraqirmizi spektroskopiy:
totbiqi ile insanin saglam va agciyer adenokarsinomasi halinda plazma-lipid modelinin diagn
mumkunliyl, AJR Fizika,2023, v. XXiX, n. 1, 3-9.

http://www.physics.gov.az/archaz.html

Qeyd etmak istayirik ki, layiha Gzra yuxarida gostarilondan alave 2 maqalanin 2023-u ilde ¢a
olunmasi nazarda tutulur. Bu hagda AR EIm Fonduna salave malumat verilacak.

L

anin
ostik

p

Ixtira vo patentlar, ssmaralasdirici tokliflar

Yoxdur

Layiha tizra ezamiyyatlar (ezamiyyoe bas tutmus teskilatin adi, sahar va 6lks, ezamiyys tarixlori, hoam
ezamiyye vaxtl bas tutmus miizakirsler, gortislar, seminarlarda ¢ixislar va s. daqiq gosterilmalidir)

¢inin

Yoxdur, layihads nazards tutulmamisdir

Layihs tizra elmi ekspedisiyalarda istirak (egar varsa)

Yoxdur, layihads nazards tutulmamigdir

Layiha tizra digor todbirlorde istirak

Yoxdur

Layiho m&vzusu tizra elmi moaruzalar (seminar, doyirmi masa, konfrans, qurultay, simpozium va s.
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http://www.physics.gov.az/archaz.html

¢ixislar) (moalumat tam sokildas gostarilmalidir: a) maruzeanin novii: plenar, dovatli, sifahi vo ya divar
maruzasi; b) tadbirin kateqoriyast: 6lkadaxili, regional, beynalxalq)

(burada doldurmali)

Layihe movzusu Uzre elmi maruzsler Biofizika institutunun Elmi Seminarinda, AR Milli Onko
Markazinin iggilarinin istiraki ile mutemadi olaraq dinlenilmigdir. Praktiki masalaler ise dayirm
masada muzakirs edilmisdir.

ogiy

10

Layiha tizrs alds olunmus cihaz, avadanliq ve qurgular, mal ve materiallar, komplektlogdirma

momulatlari
Toessuf hissi ile geyd edirik ki, layihs Uzre cihaz ve materialara teqriben 145 000 azn ayrilsa da,
halsalik hegna alinmayib. Umid edirik ki, Azerbaycan EIm Fondu Biofizika Institutunu nezardas
tutulmus cihazla temin edacakdir.

11 Yerli homkarlarla alagalor
Yerli hamkarlarla (AR Milli Onkologiya Markazinin muvafiq hakim va elmi iggileri) mutamadi alaqge
saxlanilib.

12  Xarici hamkarlarla slagalar
Turkiysli hemkarla alinmis naticeler muzakira edilib ve yuksak giymatlandirilib.

13 | Layihe movzusu iizre kadr hazirlig: (eger varsa)
Matanat Baxisova va Arzu Aydarmirovanin falsafe doktorlugu Uzrs iglarinin bir hissesi birbaga
layihe mozusu ile alagadardir.

14 Sorgilordo istirak (eger bas tutubsa)
Alimis naticelor AMEA-nin FRTEB ve Royasat Heyatinin sabati zamani Biofizika Institutunun sarg
stolunda niimayis etdirilmisdir.

15  Tocriibasartirmada istirak ve tocriibe miibadilosi (egar bas tutubsa)

16 Layiha m&vzusu ilo bagh elmi-kiitlovi nasrlar, kiitlovi informasiya vasitelarinda ¢ixislar, yeni yaradilmis
internet sohifslori va s. (malumati tam sokilds gostorilmalidir)
yoxdur

SIFARISCI: ICRACI:

Azarbaycan Elm Fondu

Soba miidiri Layiha rahbari

Quliyeva Miilayim Sahib qiz1 Qasimov Oktay Kazim oglu

(imza) (imza)

“_ 7 20 il I 20 -ciil
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AZORBAYCAN ELM FONDU

MUQAVILOYO OLAVO

Azarbaycan Elm Fondunun “Elm-Tahsil-Senaye”
maqsadli qrant miisabigasinin
(EIF/MQM/ETS-2020-1(35)) qalibi olmus
layihanin yerina yetirilmasi iizra

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

(Qaydalar iizra Olavas 16)

Layihanin adi: Miixtalif funksional qruplarin insan agciyer toxumasi saglam va karsinoma
xar¢ang hiiceyra membranlarina derman catdirilmasindaki rolu

Layiha rehbarinin soyads, ad1 ve atasinin adi: Qasimov Oktay Kazim oglu

Qrantin mablagi: 297 000 manat

Layihanin nomrasi: EIF-MQM-ETS-2020-1(35)-08/07/3-M-07

Miiqavilenin imzalanma tarixi: 01 mart 2021 - ci il

Qrant layihasinin yerina yetirilma miiddati: 24 ay

Layihanin icra miiddati (baslama vo bitma tarixi): 01 aprel 2021-ci il — 01 aprel 2023-cii il
Diqgat! Biitiin melumatlar 12 dlctilti Arial srifti ils, 1 intervalla doldurulmalidir

Layihanin naticalarinin amali (tacriibi) hayata kecirilmasi

xarakteristikasi

Layihanin asas tecrubi naticalari asagidakilardir:

1. TEMPO spin zondunun anti-xargeng xususiyyatlarinin olmasi avvalki illorda
gOsterilmisdir. Biz bu spin zondunu derman modeli kimi géttrib TEMPO-nun va onun
muxtalif analoglarinin agciyar toxumasinin normal va xargang hlceyralarine tesiri
oyranilmisdir. TEMPO-nun muhitin pH 7.3 va 6.2 qgiymatlarindaki vergler gdstarilmisdir.
Alinan naticalarin analoqu yoxdur va yenidir.

Gosterilmigdir ki, TEMPO-nun inkorporasiya daracasi saglam hliceyralara nisbatan xargang
hlceyrelards daha yuksakdir. Bu da xargeng huceyralarinin membraninin daha da dinamik
olmasinin gostarir.

2. Har iki hliceyra névu tgln temperatur ve paylanma amsali giymatleri arasinda misbat
korrelasiya vardir. Aiso giymatlerindaki farglar xar¢ang hiiceyra membranlarinin saglam
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hlceyralara nisbatan daha hidrofob oldugunu géstarir. TEMPO Ugun teyin olunan AGg
giymatleri, saglam huceyralarle muqayisada xargang huceyralarinin TEMPO molekullarini
huceyra membranina daha asanligla daxil etdiyini gosterir.

3. TEMPO Uzrs aparilan tedqigatlarin pH-in 7.3 ve 6.2 giymatlarinds alinan naticalarin
mugayiseasi gostarir ki, bazi xastelarda kimya terapiyasina alava olaraq turs mikro-muhitin
zoif galaviya ¢evrilmasi uglin tamamlayici alkalizasiya mualicasi xargang xastelari ugln
faydali olar.

4. TEMPO, amino-TEMPO, TEMPO-benzoat Uzrs aparilan taecribalarin miqaisali analizi
gosterir ki, TEMPO spin zonduna benzol grupu daxil edildikde o xargeng hiceyralarini daha
yaxsi farglandire bilir. Bu natica gosterir ki, yuxari temperaturlarda TEMPO-benzoat xar¢gang
toxumalarina daha ¢ox daxil olacag. Bu da onu gdsterir ki xar¢gang xastalarinin kimya-
terapiyasinda beazi hallarda istifads olunan haypertermiya effektiv olmalidir.

5. TEMPO, amino-TEMPO, TEMPO-benzoat spin zondlarinin agciyar normal ve xar¢gang
toxumalarindan alinan liposomlarda paylanmasi gostarir ki, hliceyre sistemina uygun olaraq
TEMPO-benzoat liposomlarda da daha yuksak inkorporasiya ola bilir. Bu da membranlarin
lipid fraksiyasindaki ferglarin muhim shamiyyet dasidigini gosterir.

6. Alinan naticealar gdsterir ki, TEMPO spin zondunu yukll grup ile deyil, mahz hidrofob
grupla modifikasiyasi onlarin liposomlara inkorporasiyasini temin edir.

Xargang xastaliyinin inkisafl zamani onlarin strafindaki muhitin pH-1 7.3-dan 6.2-a gadar
dugur va turs muhit yaradir. Bu hadisa genis dyrenilib ve onun mezanximal
transformasiyada, metastaz hadisesinde miuhidm rol oymasi goéstarilib. Lakin bu muhitda
normal ve xar¢ang huceyralorinin dermani gabul etma xususiyyatlori tedqgiq edilmamisdir. Biz
TEMPO ve onun analoglarinda istifade edarak har iki hticeyra névinin bu pH-daki
xususiyyatlorini kemiyyat cahatdan giymatlandira bilmisik. Gostarmisik ki, bazi hallarda
xargang xastaliyinin kimya terapiyasi zamani alava olaraq muhitin alkalizasiyasi dermanin
tasir effektliyini artira bilar. Diger terafden kimya ve radiasiya terapiyasi zamani
hipertermiyadan istifade edarek organin lokal temperaturunu 44°C-s qadar artirirlar. Biz
gostarmigik ki, hansi hallarda bu effektiv ola bilar. Naticalar gostarir ki, xargang xastsliyinin
mualicesinde ferdi yanasma ¢ox muhimdur. Bizim yaratdigimiz metod har bir xar¢gang
xastasinin pH-a va temperatura hassashginin giymatlandira bilir ve effektiv mualica tgun
fordi gosteris (effektiv soraitin) verilmasini temin eda bilor.

Layihonin naticelorinin amsali (tocriibi) hoyata kegirilmoasi haqqinda moslumat (istehsalatda
totbiq (tetbiqin aktmni slave etmsli); tedris ve tehsilde (nasr olunmus elmi asorlor vo s. — tahsil
sisteminoe tatbiqin aktini alave etmsli); baglanmis xarici miiqavilsler ve ya beynoalxalq layihalor
(kimls baglanib, miiqavilonin ve ya layihenin ndmrasi, adi tarixi ve dayeri); dovlet
programlarinda (dovlet orqanmnin adi, qorarin ndmresi ve tarixi); ixtira tlglin alinmis
patentlords (patentin ndmrosi, verilma tarixi, ixtiranin adi); vo digarlarinda)

(burada doldurmali)
indiki durumda emali tetbiq aktimiz yoxdur. Lakin gslecada bu isin cox bdyiik tetbiq imkanlari
vardir.

1. Layihanin naticalarindan golacak tadqiqatlarda istifads perspektivlari

Naticolorin istifadasi perspektivlori (fundamental, totbigi ve axtaris-innovasiya yonli elmi-
todqgiqat layihe ve proqramlarinda; dovlst proqramlarinda; dovlet qurumlarinin sahs todgiqat
proqramlarinda; ixtira ve patent fgiin verilmis arizolords; beynoalxalq layihalords; ve

digarlorindo)

)

45




Alinan naticalarin istifade perspektivieri cox yuksakdir. Artiq aldigimiz naticalarden bu ilki magistr
isinde (Agca Qasimova, BDU-nun magistr telabasi, rehbar: AMEA-nin mixbir tzvu Oktay K.
Qasimov)

Hal-hazirda yeni anti-xergeng molekulunun tasir mexanizminin dyranilmasinda alinmig
naticalerdan ve inkisaf etdirdiyimiz metodikalardan genis istifads olunur.
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Azarbaycan Elm Fondu

So6ba miidiri Layiho rahbari

Quliyeva Miilayim Sahib qiz1 Qasimov Oktay Kazim oglu
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AZORBAYCAN ELM FONDU

MUQAVILOYO OLAVO

Azarbaycan Elm Fondunun “Elm-Tahsil-Senaye”
maqsadli qrant miisabiqasinin
(EIF/MQM/ETS-2020-1(35)) qalibi olmus

layihanin yerina yetirilmasi iizra

ALINMIS ELMI MOHSUL HAQQINDA MOLUMAT
(Qaydalar iizra Olava 17)

Layihonin adi: Miixtalif funksional qruplarin insan agciyar toxumasi saglam va karsinoma
xarcang hiiceyra membranlarina darman catdirilmasindaki rolu

Layiha rahbarinin soyadi, ad1 ve atasinin adi: Qasimov Oktay Kazim oglu

Qrantin mablagi: 297 000 manat

Layihanin némrasi: EIF-MQM-ETS-2020-1(35)-08/07/3-M-07

Miiqavilenin imzalanma tarixi: 01 mart 2021 - ci il

Qrant layihasinin yerins yetirilms miiddati: 24 ay

Layihonin icra miiddati (baslama ve bitma tarixi): 01 aprel 2021-ci il — 01 aprel 2023-cii il

Diqgot! Biitiin malumatlar 12 6l¢iilii Arial srifti ils, 1 intervalla doldurulmalidir

1. Elmi asarlar (say1)

Tamliq daracesi Capa
No gobul Capa
Dor&lithmus olunmus | gondarilmis
voya
Elmi moahsulun novii capda
olan
1. | Monografiyalar
hamginin, xaricda ¢ap
olunmus
2. Magqalalar 4 2 hazirlanir
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hamginin xarici nasrlarda

3. | Konfrans materiallarinda
mogqalalor
O ctimladan, beynalxalq
konfras materiallarinda
4. | Maruzalorin tezislari
hamginin, beynoalxalq
todbirlarin toplusunda
5. | Diger (icmal, atlas, kataloq
Vo s.)
2. Ixtira va patentlar (say1)
No | Elmi mahsulun névi Alimmis Verilmis Orizasi verilmis
1.  Patent, patent almaq tiglin orizo
2. Ixtira
3.  Somoralosdirici toklif
3. Elmi tadbirlards maruzalar (say1)
No | Todbirin adi (seminar, deyirmi Tadbirin Maruzenin Say1
masa, konfrans, qurultay, kateqoriyasi novii (plenar,
simpozium va s.) (0lkadaxili, davoatli, sifahi,
regional, divar)
beynolxalq)
1. | Seminar Olkadaxili Alinmis 3
noaticalar
atrafinda
cixiglar
2. | Deyirmi masa Doyirmi masa 4
3.
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