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AYPARASOKILLI ANEMIYANIN MOLEKULYAR
DIAQNOSTIKASI HAQQINDA

S.X.MOMMoDOVA

Isd> ayparasaokilli anemiyamin prenatal va postnatal diagnostikast iiciin
polimeraza zancirvari reaksiyasina asaslanan iki molekulyar iisul (haplotiplogdirma
va yiiksok temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya) sarh edilmisdir.

Umumdiinya Sahiyys Toskilatimn Hemolitik anemiyalar isci grupunun
verdiyi molumata osason diinya ohalisinin 12%-do hemolitik anemiyanin
dasiyicihigim tomin edon pataloji gen askar edilir ki, bunlarin da 5,1%-i (266
milyon insan) hemogqlobinopatiyalarin; talassemiya vo anormal hemogqlo-
binlorin payma diisiir. Hor il dogulan 144 milyon usagin toxminan 6,5%-ni
(9.285.000) hemogqlobinopatiyanin patoloji geninin dasiyicis1 — heteroziqot
genotipli ana dogur. Hor il taxminon 300.000 irsi hemoqlobinopatiyalh xosto
usaq dogulur [6-10].

Kecmis SSRI Respublikalar1 arasinda anormal hemoglobin S yalmz
Azorbaycanda vo Dagistamin conubunda azorbaycanhlar yasayan koandlordo
qeyds alinmisdir [1-4].

HbS-in kompleks laborator todgigat tsullarindan istifado edoarak
oyranilmasinin boyiik praktiki chomiyyati vardir.

Ayparasokilli anemiyanin perinatal vo postnatal diagnostikasi ii¢iin
polimeraza zoncirvari reaksiyasina (PZR) asaslananiki forqli molekulyar-
genetik tsuldan istifado edilmisdir [5]: 1. Endonukleaza (restriktaza) fer-
mentlorinin kémoakliyilo beta globin geninin xaritalasdirilmasi (haplotiplos-
dirilmo) vo 2. Yiiksok temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya.

Beta globin geninin xaritslagdirilmasi tigtin Hind 2, Dde 1, Hinf 1 va
Ava 2 endonukleaza fermentlarindon istifads edilmisdir. Har bir restriktaza
fermenti tiglin xiisusi quruluslu sintetik oligonukleotid praymerlorden isti-
fads edilmisdir. Cadval 1-do restriktaza fermentlori vo onlara uygun sintetik
oligonukleotid praymerlorin quruluslar: verilmisdir.
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Cadval 1

Restriktaza fermentlsri vs onlara uybun sintetik oliqonukleotid praymerlsr

Ferment Sintetik oligonukleotid praymerlorin qurulusu
Hind 2 QTA STS ATA STT TAA QTQ STA AST
TAA QSA AQA TTATTT STQ QTS TST
Dde 1 (1) ATA AQT SAQ QQS AQA QSS ATS TAT
AQQ QQA AAQ AAA ASA TSA AQQ QTS
Dde 1 (2) QQS SAA TST AST SSS AQQ AQ
ASA TQA AQQ QTS SSA TAQ AS
Hinf 1 TQQ ATT STQ SST AAT AAA A
QQQSSTAQT ATAQQQTAAT
Ava 2 AST SSS AQQ AQS AQQ QAQ QQS AQQ

TTS QTS TQT TTS SSA TTS TAA AST

Diagnostika {i¢ morhalods aparilib; 1 - PZR; 2 - DNT-nin restriktaza
fermenti vasitasilo kasilmasi; 3 - amplifikatin elektroforezi.

1-ci marhala. Hacmi 0,5 ml olan eppendorf sinaq siisasinoe 1 mkl ge-
nom DNT-sinin niimunasi, 8 mkl sintetik oliqonukleotid praymer qarisigi
va 40 mkl PZR-nin qarisigi olava edilir. Mahlullar garisdirildigdan sonra
iizorino iki damla steril parafin yag: olave edilorok PERKIN ELMER ter-
mosikler cihazinda say1 30 dovrdeon ibaran polimeraza zoncirvari reaksiyasi
apartlir. Hor dovr ibaratdir: 1 doqiqe 30 saniya - 720S; 1 doqiqa - 94 °S; 1 do-
qiqa - 56 °S. 29 dovrdon sonra 30-cu sikl {i¢ doqiqe miiddstinds 72°S davam
etdirilir.

2-ci moarhalads eppendorf sinaq siisasine birinci moarhalada alinmis
reaksiya mohlulundan 25 mkl, 3 mkl reaksiya buferi, 1 mkl restriksiya fer-
menti (10 vahid/mkl) slava edilir, qarisdirilir vo sentrifuqalasdirilir. Inkuba-
siya 37 °S-do axsamdan sohors kimi aparilir. 3-cii moarhalads torkibi 1,6 qr
NuSieve Aqaroza, 1,6 qr Aqaroza (Ultra tomiz) vo 80 ml 1X-ACB bufe-
rinda hall edilir, hacmi destilla su ilo 500 ml ¢atdirilir. 25 mkl niimuna 5 mkl
markerlo agirlagdirilaraq gelin lunkasina yerlosdirilir. Elektroforez 100 volt
gorginlikda, 30 doqiqe miiddstinds aparilir. Gel 5-10 doqigs miiddatinag eti-
dium bromidin sulu mohluluna yerlosdirilir. Ranglonmis DNT fragment-
lorins ultrabandévsayi lampa tizerinds baxilir.

Ayparasokilli anemiyali xostadon alinmis DNT molekulu Hind 2 res-
triktaza fermentilo kosildikdo uzunlugu 1,8 kbaz, Dde 1 — 1,3 va 1,4 kbaz,
Hinf 1 — 2,2 kbaz , Ava 2 — 0,9 kbaz nukleotid ardicilligi olan DNT frag-
mentlori agkar edilir (cadval 2).
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Cadval 2
Restriktaza fermentlorinin HbS-in miixtalif genotiplorinda vo normada
yaratdiqlar1 DNT fraqmentlorinin dl¢iilori

Ferment Genotip
HbSS HbAS HbAA
DNT fragmentinin uzunlugu (kbaz)
Hind 2 1,8 1.8 3,1 3,1
Dde 1 1, 3vo 14 1,3;14 24 2,4
Hinf 1 2,2 2,2 3,0 3,0
Ava 2 0,9 0,9 4,2 4,2

Ayparasakilli anemiyanin dastyicihigt (HbAS) olan soxslords istifads edilon
restriktaza fermentlorinin tobiotindon asili olaraq miivafiq uzunluglu DNT
fragmentlorindon slava normal genotips uygun olan DNT fragmenti askar edilir.

Normal genotipli soxsin ganindan ayrilmis DNT Hind 2 restriktaza fer-
mentilo kasildikdo uzunlugu 3,1 kbaz, Dde 1 — 2,4 vo 1,4 kbaz, Hinf 1 — 3,0 kbaz,
Ava 2 —4,2 kbaz nukleotid ardicilligi olan DNT fragmentlori agkar edilir.

Ayparasokilli anemiya diagnozlu usaqglarin ailo uzvlerinds vo ya hamilo
ananin prenatal diagnostikasi zamani normal genotips uygun olan DNT
fragmenti agkar edilmasi onlarin normal genotipli olmalarina siibutdur.

Restriktaza fermentlorinin kémoayi ilo beta globin geninin xaritalosdiril-
moasi lisulundan forgli olaraq yiiksok temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya
tisulu mutasiyani birbasa yiiksok daqiglikls toyin edir. Diagnostika magsadila
xiisusi sintetik oliqonukleotid praymerlordan istifads edilmisdir (codval 3).

Yiiksok temperaturlu allel-spesifik amplifikasiyada istifads edilmis sintetik
oligonukleotid praymerlor

bansaa 3
Praymerin niovy Quruluwu
Sickle M (A-T) 5-SSS ASA QQQ SAQ TAA SQQ AST TST QSA-3
Sickle N 5'-SSS ASA QQQ SAQ TAA SQQ AST TST QST-3
Umumi praymer 5-ASS TSA SSS TQT QQA QSS AS-3
Nozarot 1 5-SAA TQT ATS ATQ SST STT TQS ASS-3
Nozarat 2 5-QAQ TSA AQQ STQ AQA QAT QSA QQA-3.

Diaqgnostika moagsadilo X.O. ailesinin bes lizviiniin qanindan ayrilmig
DNT molekulunun yiiksak temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya tisulu
ilo betas-mutant genin diaqnostikasi dérd marhslads aparilmisdir: 1. Venoz
ganin igarisinda EDTA antikoaqulyanth sinaq silisasine gotiiriilmasi (2,0 ml
hocmindo), 2. ganin limfositlorindon DNT molekulunun ayrilmasi, intaktlh-
ginin vo migdarinin elektroforez tisulu ilo yoxlanmasi, 3. yiiksak tempera-
turlu allel-spesifik amplifikasiya iisulunun aparilmasi vo 4. gelin ronglon-
masi, analizin naticalorinin elektroforez iisulu ilo agkarlanmasi.

81



Analizin naticosine osason ata, ana vo usaqlardan biri ayparagokilli
anemiyanin pataloji geninin heteroziqot dasiyicist (HbAS), iki usaq aypa-
rasokilli anemiyanin pataloji geninin homozigot formasi (HbSS) olmuslar.

Mutasiyanin tez bir zamanda, birbasa, yiiksok doqiqglikls identifikasi-
ya edilmasini nazars alaraq yiiksak temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya
tisulunun doliin ana boatnindo HbS-in askar edilmasinds istifadasi maslohot
goriiliir. Doliin ana batninds ayparasokilli anemiyanin askar edilmasi iki
morholads, agsagidaki sxem iizra aparilmasi toklif edilir: 1-ci morhala: Vali-
deynlordo HbS-in pataloji geninin askar edilmasi. Doliin ana batninds
prenatal diagnostikasini aparmaq tigiin valideynlorin hor ikisi HbS-in pata-
loji geninin heteroziqot va ya biri heteroziqot, digori homoziqot olmalidir.
Birinci halda homoziqot genotipli xasto usagin dogulma riski - genetik risk
25%, ikinci halda 50%-o barabar olacaqdir. Hor iki halda genetik riskli va-
lideynlorden gan alinib hazirlanmis hemolizatin asetat-sellyuloza kagizinda
elektroforez, poliakrilamid-amfolin gelinds analitik izoelektrofokuslagdir-
ma vo DNT molekulu saviyyssinds analizi vasitesilo anormal HbS-in
diagnozu daqiqglosdirilmalidir.

Genetik risk giymotlondirildikden sonra prenatal diaqnostikanin 2-ci
morhoalasi maslohat gorulur. 2-ci morhalo dérd pillodon ibaratdir: 1. Hami-
laliyin 10-12 hoaftsliyinds transabdominal va ya transservikal invaziv {isullar
vasitosilo ultrases aparatinin istiraki ilo xorionun biopsiyasi aparilib xorion
hiiceyralari gotiiriilmalidir. Hamils diagnostika magsadils hamilsliyin ikinci
ticayliginda miiraciat edarsa, 16-20 haftaliyinds transabdominal invaziv iisul
vasitasilo délyan1 maye ilo birlikds fibroblast hiiceyralori gotiiriilmolidir. 2.
Biopsiya materialindan (xorion va ya fibroblast hiiceyralorindon) DNT mo-
lekulunun ayrilmasi. 3. DNT molekulunun yiiksok temperaturlu allel-spesi-
fik amplifikasiya tsulu ilo avval mutant beta-qlobin geni - “Sickle M”,
sonra normal beta-qlobin geni - “Sickle N” sintetik oligonukleotid pray-
merlori vasitosilo genetik analizi aparilirmasi. 4. Analizin naticalorinin DNT
fragmentlorinin agapoza gelinds elektroforez yolu ils askarlanmasi.

Analizin naticalorine asasan ii¢ genotip askar edils bilar; 1. fenotip va
genotipco norma - HbAA, 2. fenotipco norma, genotipco hetepoziqot —
HbAS va 3. Fenotipca xasta, genotipco homoziqot — HbSS. Yalniz fenotipce
xasto, genotipco homoziqot olan hamilslik arzu edilmozdir. Valideynlorin
raziligr ilo fenotipco xasto, genotipco HbSS olan doéliin inkisafi tibbi abort
yolu ilo dayandirilmalidir.

Belaliklo, ayparasokilli anemiyanin prenatal diagnostikasi magsadilo
PZR iisuluna asason iglanib hazirlanmis haplotiplosms va yiiksak tempera-
turlu allel spesifik amplifikasiya tisullari maslohat goriliir. Tibbi-genetik
moslohotxanalarin isinds haplotiplosmo vo yiiksok temperaturlu allel spe-
sifik amplifikasiya metodlarnin genetik riskli ailalorde hamilalik dévriinda
doliin ana batninds prenatal diagnostikasinda tatbigi miitoxassislors aypa-
ragokilli anemiya diagnozlu xasto usaglarin dogulmasimin qarsisini almaga
imkan veracokdir.
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O MOJIEKYJISIPHOM JIMATHOCTHUKE
CEPIIOBU/THOKJIETOYHOI AHEMHHU

CX.MAMEJOBA
AHHOTAIIUAA
B pabore ommcaHbl ABE MOJEKYJSIPHBIX MeTOAa (TAaIUIOTHITUPOBAHHS U BBICOKO-
TeMIepaTypHas ayuiei-crenuduyeckas aMIuTuUKaIrs), KOTOPbIe OCHOBAHBI HA ITOJHU-
MEpa3HO-LEMHON peakuu AJi1 MPEeHATaAIbHON U MOCTHATAIbHOM JUarHOCTHKHU CEpIIO-
BUJHOKJIETOYHOM aHEMUH.
SICKLE CELL ANAEMIA MOLECULAR DIAGNOSTICS
S.Kh.MAMEDOVA

ABSTRACT
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There are described two molecular methods (haplotyping and high-temperature
allel-specific amplification) which are based on polymerase chain reaction for prenatal
and postnatal diagnostics on sickle cell anaemia.
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