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Ишдя айпарашякилли анемийанын пренатал вя постнатал диагностикасы цчцн 

полимераза зянъирвари реаксийасына ясасланан ики молекулйар цсул (щаплотипляшдирмя 
вя йцксяк температурлу аллел-спесифик амплификасийа) шярщ едилмишдир. 

 
Цmumdцnya Sяhiyyя Tяшkilatыnыn Hemolitik anemiyalar iшчi qrupunun 

verdiyi mяlumata яsasяn dцnya яhalisinin 12%-dя hemolitik anemiyanыn 
daшыyыcыlыьыnы tяmin edяn pataloji gen aшkar edilir ki, bunlarыn da 5,1%-i (266 
milyon insan) hemoqlobinopatiyalarыn; talassemiya vя anormal hemoqlo-
binlяrin payыna dцшцr. Hяr il doьulan 144 milyon uшaьin tяxminяn 6,5%-ni 
(9.285.000) hemoqlobinopatiyanыn patoloji geninin daшыyыcыsы – heteroziqot 
genotipli ana doьur. Hяr il tяxminяn 300.000 irsi hemoqlobinopatiyalы xяstя 
uшaq doьulur [6-10]. 

Keчmiш SSRИ Respublikalarы arasinda anormal hemoqlobin S yalnыz 
Azяrbaycanda vя Daьыstanыn cяnubunda azяrbaycanlыlar yaшayan kяndlяrdя 
qeydя alыnmышdыr [1-4]. 

HbS-in kompleks laborator tяdqiqat цsullarыndan istifadя edяrяk 
юyrяnilmяsinin bюyцk praktiki яhяmiyyяti vardыr. 

Айпарашякилли анемийанын perinatal vя postnatal диагностикасы цчцн 
полимераза зянъирвари реаксийасына (ПЗР) ясаслананики фяргли молекулйар-
эенетик цсулдан istifadя едилмишдир [5]: 1. Endonukleaza (restriktaza) fer-
mentlяrinin kюmяkliyilя beta qlobin эeninin xяritяlяшdirilmяsi (haplotiplяш-
dirilmя) vя 2. Yцksяk temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya. 

 Beta qlobin эeninin xяritяlяшdirilmяsi цчцn Hind 2, Dde 1, Hinf 1 vя 
Ava 2 endonukleaza fermentlяrindяn istifadя edilmiшdir. Hяr bir restriktaza 
fermenti цчцn xцsusi quruluшlu sintetik oliqonukleotid praymerlяrdяn isti-
fadя edilmiшdir. Ъяdvяl 1-dя restriktaza fermentlяri vя onlara uyьun sintetik 
oliqonukleotid praйmerlяrin quruluшlarы verilmiшdir. 
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Ъяdvяl 1  

Restriktaza fermentlяri vя onlara uyьun sintetik oliqonukleotid praymerlяr 
 
 
Ferment   Sintetik oliqonukleotid praymerlяrin quruluшu 
 
 Hind 2   QTA STS ATA STT TAA QTQ STA AST 
    TAA QSA AQA TTA TTT 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 
    QQQ SST AQT ATA QQQ TAA T 
 Ava 2    AST SSS AQQ AQS AQQ QAQ QQS AQQ 
    TTS QTS TQT TTS SSA TTS TAA AST 
 
 

Diaqnostika цч mяrhяlяdя aparыlыb; 1 - PZR; 2 - DNT-nin restriktaza 
fermenti vasitяsilя kяsilmяsi; 3 - amplifikatыn elektroforezi. 

1-ci mяrhяlя. Hяcmi 0,5 ml olan eppendorf sыnaq шцшяsinя 1 mkl эe-
nom DNT-sinin nцmуnяsi, 8 mkl sintetik oliqonukleotid praymer qarышыьы 
vя 40 mkl PZR-nыn qarышыьы яlavя edilir. Mяhlullar qarышdыrыldыqdan sonra 
цzяrinя iki damla steril parafin yaьы яlavя edilяrяk PERKИN ELMER ter-
mosikler cihazыnda sayы 30 dюvrdяn ibarяn polimeraza zяncirvari reaksiyasы 
aparыlыr. Hяr dюvr ibarяtdir: 1 dяqiqя 30 saniyя - 72oS; 1 dяqiqя - 94 oS; 1 dя-
qiqя - 56 oS. 29 dюvrdяn sonra 30-cu sikl цч dяqiqя mцddяtindя 72oS davam 
etdirilir.  

2-ci mяrhяlяdя eppendorf sыnaq sцsяsinя birinci mяrhяlяdя alыnmыш 
reaksiya mяhlulundan 25 mkl, 3 mkl reaksiya buferi, 1 mkl restriksiya fer-
menti (10 vahid/mkl) яlavя edilир, qarышdыrылыр вя sentrifuqalaшdirilir. Иnkuba-
siya 37 oS-dя axшamdan sяhяrя kimi aparыlыr. 3-cц mяrhяlяdя tяrkibi 1,6 qr 
NuSieve Aqaroza, 1,6 qr Aqaroza (Ultra tяmiz) vя 80 ml 1X-ACB bufe-
rindя hяll edilir, hяcmi destillя su ilя 500 ml чatdыrыlыr. 25 mkl nцmunя 5 mkl 
markerlя aьыrlaшdыrыlaraq эelin lunkasыna yerlяшdirilir. Elektroforez 100 volt 
ьяrьinlikdя, 30 dяqiqя mцddяtindя aparыlыr. Эel 5-10 dяqiqя mцddяtinя eti-
dium bromidin sulu mяhluluna yerlяшdirilir. Rяnэlяnmiш DNT fraqment-
lяrinя ultrabяnюvшяyi lampa цzяrindя baxыlыr. 

Айпарашякилли анемийалы xяstяdяn alыnmыш DNT molekulu Hind 2 res-
triktaza fermentilя kяsildikdя uzunluьu 1,8 kbaz, Dde 1 – 1,3 vя 1,4 kbaz, 
Hinf 1 – 2,2 kbaz , Ava 2 – 0,9 kbaz nukleotid ardыcыllыьы olan DNT fraq-
mentlяri aшkar edilir (cяdvяl 2). 
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Ъяdvяl 2 
 Restriktaza fermentlяrinin HbS-in mцxtяlif эenotiplяrindя vя normada 

yaratdыqlarы DNT fraqmentlяrinин юlчцlяri 
 Ferment     Э e n o t i p  
    HbSS   HbAS    HbAA 
    DNT fraqmentinin uzunluьu (kbaz) 
 Hind 2   1,8   1.8  3,1   3,1 
 Dde 1           1,3 vя 1,4             1,3;1,4  2.4   2,4 
 Hinf 1    2,2   2,2  3,0   3,0 
 Ava 2    0,9   0,9  4,2   4,2 
  

Айпарашякилли анемийанын daшыyыcыlыьы (HbAS) olan шяxslяrdя istifadя edilяn 
restriktaza fermentlяrinin tяbiяtindяn asыlы olaraq mцvafiq uzunluqlu DNT 
fraqmentlяrindяn яlavя normal эenotipя uyьun olan DNT fraqmenti aшkar edilir.  

Normal эenotipli шяxsin qanыndan ayrыlmiш DNT Hind 2 restriktaza fer-
mentilя kяsildikdя uzunluьu 3,1 kbaz, Dde 1 – 2,4 vя 1,4 kbaz, Hinf 1 – 3,0 kbaz, 
Ava 2 – 4,2 kbaz nukleotid ardыcыllыьы olan DNT fraqmentlяri aшkar edilir. 

Айпарашякилли анемийа diaqnozlu uшaqlarыn ailя uzvlяrindя vя ya hamilя 
ananыn prenatal diaqnostikasы zamanы normal эenotipя uyьun olan DNT 
fraqmenti aшkar edilmяsi onlarыn normal эenotipli olmalarina sцbutdur. 

Restriktaza fermentlяrinin kюmяyi иlя beta qlobin эeninin xяritяlяшdiril-
mяsi цsulundan fяrqli olaraq yцksяk temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya 
цsulu mutasiyanы birbaшa yцksяk dяqiqliklя tяyin edir. Diaqnostika mяqsяdilя 
xцsusi sintetik oliqonukleotid praymerlяrdяn istifadя edilmiшdir (cяdvяl 3). 
     

Yцksяk temperaturlu allel-spesifik amplifikasiyada istifadя edilmiш sintetik  
 oliqonukleotid praymerlяr 

 Ъядвял 3 

Praymerin nюvц Q u r u l u ш u 
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’ 
Цmumi praymer          5’-ASS TSA SSS TQT QQA QSS AS-3’ 

Нязарят 1              5’-SAA TQT ATS ATQ SST STT TQS ASS-3’ 

Нязарят 2              5’-QAQ TSA AQQ STQ AQA QAT QSA QQA-3’.  

Diaqnostika mяqsяdilя X.O. ailяsinin beш цzvцnцn qanыndan ayrыlmыш 
DNT molekulunun yцksяk temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya цsulu 
ilя betas-mutant эenin diaqnostikasы dюrd mяrhяlяdя aparыlmышdыr: 1. Venoz 
qanыn iчяrisindя EDTA antikoaqulyantlы sыnaq шцшяsinя эюtцrцlmяsi (2,0 ml 
hяcmindя), 2. qanыn limfositlяrindяn DNT molekulunun ayrilmasы, intaktlы-
ьыnыn vя miqdarыnыn elektroforez цsulu ilя yoxlanmasы, 3. yцksяk tempera-
turlu allel-spesifik amplifikasiya цsulunun aparыlmasы vя 4. эelin rяnэlяn-
mяsi, analizin nяticяlяrinin elektroforez цsulu ilя aшkarlanmasы. 
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Analizin nяticяsinя яsasяn ata, ana vя uшaqlardan biri айпарашякилли 
анемийанын pataloji эeninin heteroziqot daшыyыcыsы (HbAS), iki uшaq айпа-
рашякилли анемийанын pataloji эeninin homoziqot formasы (HbSS) olmuшlar. 

Mutasiyanin tez bir zamanda, birbaшa, yцksяk dяqiqliklя identifikasi-
ya edilmяsini nяzяrя alaraq yцksяk temperaturlu allel-spesifik amplifikasiya 
цsulunuн dюlцn ana bяtnindя HbS-in aшkar edilmяsindя istifadяsi mяslяhяt 
эюrцlцr. Dюlцn ana bяtnindя ayparaшяkilli anemiyanыn aшkar edilmяsi iki 
mяrhяlяdя, aшaьыdakы sxem цzrя aparыlmasы tяklif edilir: 1-ci mяrhяlя: Vali-
deynlяrdя HbS-in pataloji эeninin aшkar edilmяsi. Dюlцn ana bяtnindя 
prenatal diaqnostikasыnы aparmaq цчцn valideynlяrin hяr ikisi HbS-in pata-
loji эeninin heteroziqot vя ya biri heteroziqot, diэяri homoziqot olmalыdыr. 
Birinci halda homoziqot эenotipli xяstя uшaьыn doьulma riski - эenetik risk 
25%, ikinci halda 50%-я bяrabяr olacaqdыr. Hяr iki halda эenetik riskli va-
lideynlяrdяn qan alыnыb hazыrlanmыш hemolizatыn asetat-sellyuloza kaьыzыnda 
elektroforez, poliakrilamid-amfolin эelindя analitik izoelektrofokuslaшdыr-
ma vя DNT molekulу sяviyyяsindя analizi vasitяsilя anormal HbS-in 
diaqnozu dяqiqlяшdirilmяlidir. 

Эenetik risk qiymяtlяndirildikdяn sonra prenatal diaqnostikanыn 2-ci 
mяrhяlяsi mяslяhяt эюrulur. 2-ci mяrhяlя dюrd pillяdяn ibarяtdir: 1. Hami-
lяliyin 10-12 hяftяliyindя transabdominal vя ya transservikal invaziv цsullar 
vasitяsilя ultrasяs aparatыnыn iшtirakы ilя xorionun biopsiyasы aparыlыb xorion 
hцceyrяlяri эюtцrцlmяlidir. Hamilя diaqnostika mяqsяdilя hamilяliyin ikinci 
цчaylыьыnda mцraciяt edяrsя, 16-20 hяftяliyindя transabdominal invaziv цsul 
vasitяsilя dюlyanы maye ilя birlikdя fibroblast hцceyrяlяri эюtцrцlmяlidir. 2. 
Biopsiya materialыndan (xorion vя ya fibroblast hцceyrяlяrindяn) DNT mo-
lekulunun ayrыlmasы. 3. DNT molekulunun yцksяk temperaturlu allel-spesi-
fik amplifikasiya цсулу ilя яvvяl mutant beta-qlobin эeni - “Sickle M”, 
sonra normal beta-qlobin эeni - “Sickle N” sintetik oliqonukleotid pray-
merlяri vasitяsilя эenetik analizi aparыlыrmasы. 4. Analizin nяticяlяrinin DNT 
fraqmentlяrinin aqapoza эelindя elektroforez yolu ilя aшkarlanmasы. 

Analizin nяticяlяrinя яsasяn цч эenotip aшkar edilя bilяr; 1. fenotip vя 
эenotipcя norma - HbAA, 2. fenotipcя norma, эenotipcя hetepoziqot – 
HbAS vя 3. Fenotipcя xяstя, ьenotipcя homoziqot – HbSS. Yalniz fenotipcя 
xяstя, эenotipcя homoziqot olan hamilяlik arzu edilmяzdir. Valideynlяrin 
razыlыьы ilя fenotipcя xяstя, эenotipcя HbSS olan dюlцn inkiшafы tibbi abort 
yolu ilя dayandыrыlmalыdыr. 

Belяliklя, ayparaшяkilli anemiyanыn prenatal diaqnostikasы mяqsяdilя 
PZR цsuluna яsasяn iшlяnib hazыrlanmыш haplotiplяшmя vя yцksяk tempera-
turlu allel spesifik amplifikasiya цсуллары mяslяhяt эюrцlцr. Tibbi-эenetik 
mяslяhяtxanalarыn iшindя haplotiplяшmя vя yцksяk temperaturlu allel spe-
sifik amplifikasiya metodlarыnыn эenetik riskli ailяlяrdя hamilяlik dюvrцndя 
dюlцn ana bяtnindя prenatal diaqnostikasыnda tяtbiqi mцtяxяssislяrя aypa-
raшяkilli anemiya diaqnozlu xяstя uшaqlarыn doьulmasыnыn qarшыsыnы almaьa 
imkan verяcяkdir. 
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О МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ  
СЕРПОВИДНОКЛЕТОЧНОЙ АНЕМИИ 

 
С.Х.МАМЕДОВА 

 
АННОТАЦИЯ 

 
В работе описаны две молекулярных метода (гаплотипирования и высоко-

температурная аллел-специфическая амплификация), которые основаны на поли-
меразно-цепной реакции для пренатальной и постнатальной диагностики серпо-
видноклеточной анемии. 

 
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. 
 
 


