BAKI UNIVERSITETININ XOBORLORI
Ne3 Tabiat elmlari seriyast 2007

QLYUKOZA-6-FOSFATDEHIDROGENAZA FERMENTININ
MOLEKULYAR XARAKTERISTIKASI

R.M.QULIYEVA, M.S.BABAYEV
Baxi Dovlat Universiteti

Molexulyar metodlardan istifada edarax Boarda rayonunda qliikoza-6-fos-
fatdehidrogenaza fermentinin hemiziqot formasinda iki miixtalif fenotiplorin
molexulyar xaraxteristirasi verilmisdir. Araliq danizinin hovzasinda yasayan
ohaliya xaraxter olan ixi miixtalif mutasiya identifixasiya edilmisdir: 1. Genin
202-ci vaziyyatinda quanin nuxleotidinin adeninlo va 376-c1 vaziyyatdo adenin
nukleotidinin quaninla avaz olunmusg ixi miixtalif nukleotid doayisikliyi qliikoza-
6-fosfatdehidrogenaza A(-) variantina uygundur va 2. Genin 563-cii vaziyyatda
sitozin nukleotidinin timin ila avaz olunmast — qliikoza-6-fosfatdehidrogenaza B
(-) variantina uygundur.

Qliikoza-6-fosfatdehidrogenaza (Q6FD) ziilali esasen ganin formali
elementlorinde - eritrositlorin terkibinds olub, qliixoza miibadilesinda
igstirak edon 19 fermentdon an asasidir (1-4).

Q6FD fermentininin geni X-cinsiyyet xromosomunun qisa ¢iyninde
yerloasir. Olciisii boyilik olmasa da, 19 intron ve 18 ekzondan ibaratdir.
Kigilorde qadinlardan farqli olaraq bir X-cinsiyyet xromosomu oldugu
iiclin fermentin bir, qadinlarda ise iki geni olur. Qadinlarda ixki genden
birinin catigsmazlig1 heteroziqot tipine, iki genin eyni zamanda faaliy-
yotinin pozulmasi ise homoziqot irsiyyet tipine goatirib cixarir. Kisilards
genin foaliyyotinin pozulmasi hemiziqot irsiyyet tipine gotirib cixarir vo
xastoliyin klinikas1 gadinlarda olan homoziqot formaya oxsardir. Kisi-
lorde agir hemolitik anemiyaya sobsb olan ferment catismazliginin he-
miziqot, qadinlarda iss homoziqot formasidir (5,6).

9dsbiyyatin analizi gostorir ki, Q6FD fermentinin catigsmazligi bir
sira diinya oOlxkslerinin shalisinde yiiksex fenotipik ve gen tezliyine ma-
likdir. Q6FD fermentinin catismazli§ina asasen Avropanin Araliq denizi
sahili 6lkelerinde, Simali Afrikanin shalisinde, Asiya qitesinin demox
olar ki, ekser Olkelerinin shalisinde tesadiif edilir (12).

Fermentin on yiiksex fenotipik ve gen tezliyi Israilin yerli shali-
sinde, texminen 70% , Yemenin bir sira gebilelerinde — 40% , Avropanin
conub Olkalarinde; Italiya (Sardiniya adasi), Yunanistan, Kipr adasinin
yunan ve tiirk ohalisinde 10% teskil edir (4).

Q6FD fermentinin catigmazligr Qafqaz (Azerbaycan, Glurciistan) ve
Orta Asiya Respublikalarinin (Tacikistan, Ozbekistan, Tiirkmenistan),
Moldova Respublikasinin ve Rusiya Federasiyasinin orta zolaginda
yasayan ohali arasinda tesadiif edilmisdir (12).

Ke¢mis SSRIO respublikalari arasinda fermentin on yiiksek gen tez-
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liyi (20-23%) Azorbaycanin Soki rayonunun ohalisinde agkar edilmisdir.
Q6FD fermentinin yayilma tezliyi miisyyon edildikdon sonra hemiziqot
oglanlarda fermentin biokimyasi ve molexulyar tipleri 6yrenilmigdir.
Fermentin bir ne¢e yeni molexkulyar tipi askar edilmisdir - Sexi, Oxut-1
vo Oxut-2 (1-4,6,7); (1-3,5,6).

Movsiim-zade K.M. ve 9skerova T.9. (1990), 428 yenidogulmusun
(230 oglan ve 198 qiz) ganinda qliikoza-6fosfat dehidrogenaza fermenti-
nin axtivliyini oyrenmisler. Bels ki, 37 yenidogulmusun 16-da (3,74%)
hemizqot, irisindoe (0,47%) -homiziqot vo 19-da (4,44%) heteroziqot
formasi miioyyon edilmisdir. Nesil agaclarinin tertib edilib Gyrenilmesi
ferment catigsmazliginin irsiyyetli oldugunu tesdiglemisdir.

Movsiim-zade K.M. ve hoamxkarlari, (1984) Azerbaycanin ii¢ rayonu-
nun (Masalli, Tovuz, Kiirdemir) on rendinin sagirdlsrinin ve Baxi ge-
horinin telsbslerinin qaninda dord miixtelif eritrositar fermentin: qli-
kozafosfat izomeraza, qlutation peroksidaza, qlutation reduxtaza ve
piruvatkinazanin axtivliyinin catigsmazligini éyrenmisglor.

Respublikanin bir sira rayonlarinin shalisinde Q6FD fermentinin
catismazliginin yayilma tezliklori 6yrenilmigdir. Q6FD fermentinin ca-
tismazliginin on yiliksek tezliyi Respublikanin cenub-gerqinds yerlagon
Lankoran-Astara zonasinin shalisi arasinda miisyysn edilmisdir — 9,3-
36,4% . On kicix tezlik — 9,3% Lonkoranda askar edilmisdir. Masallida
Q6FD fermentinin catigmazligs — 23,0%, Astarada - 29,0% olmusdur
(8).

Q6FD fermentinin axtivliyinin catismazliginin Respublika ohali-
sinds yayilmasi xifayet qoder Oyrenilmisdir. Laxkin fermentin genetix
heterogenliyi hagda melumat olmadig1 ii¢iin biz Berde rayonunun oaha-
lisinde Q6FD fermentinin aktivliyinin catismazliginda molexulyar soviy-
yada fermentin genetik heterogenliyinin 6yrenilmesini gargsimiza moaqgsad
goymusuq.

Material vo metodika. Material Borde rayonuna exspedisiyalar za-
mani toplanmigdir. Genetik skrininqg ii¢iin xapilyar qan mexteblilorden
(5-11-ci sinif sagirdleri) ve Markoezi rayon xastoxanasinda miialice alan
xastolordan icerisinds Trilon B ve ya heparin saxlayan hecmi 1,5 ml olan
mikrosinaq gablarina — eppendorflara gotiiriilmiisdiir. Q6FD fermenti-
nin aktivliyi Beutler vo Baluda iisulu ile teyin edilmisdir (9,10). Rayon
iizro 204 sagirdin, miixtelif profilli 116 xastenin ve onlarin qohumla-
rinin gani miiayine edilmisdir. Comi 320 goxsin gani tadqiq edilmisdir.

Q6FD fermentinin axtivliyinin gatigsmazligi agkar edilmis soxslor-
don noévbeti exspedisiyalar zamani venadan 5 ml gan gotiiriilmiigdiir.
Venoz ganin limfositlorinden genom DNT-si Maniatis ve hemgkarlarinin
(1982) toklif etdiyi metodika tizre ayrilmisdir (11).

Zoancirvari Polimeraza Reaxsiyasi (ZPR) moahlulunun terkibi agagi-
dax1 ximi olmusdur: 5 mkl 10x reaksiya buferi, 1 mgl 10mM dNTP qa-
risig1, 6-c1  exzon iiciin birbasa praymer (2,5 mxl) - 5!
ASTSSSQAAAQAQTTTTSAAQ-3', 7-ci ekzon iiciin R-praymerinden —
5'SSAQSSTSSSAQQAQAQAQTAAQ-3' 2,5 mkl, 5 mxl DMSO, 34 mxl
distille suyu, 1 mkl genom DNT-si ve 2,5 vahid Taq-polimeraza fermen-
tindon istifads edilir. PZR fiiciin iic temperaturdan istifade edilir: 95°S
(denaturasiya) - 1 daqiqge, 61 °S (yapisma) — 45 saniys vo 72 °S (sintez) —
1,5 daqiga. 30 siklden sonra amplifikasiyanin naticeleri 6% -1i poliakril-
amid gelinde elextroforez iisulu ile yoxlanilir. Renglayici maoaqseadile
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etidium bromidden istifade edilmisdir.

Restriksiya analizi moeqgsedilo amplifikasiyaya ugramis DNT-nin
uzerine 25 mxl DNT, 1,5 mxl bufer, 1 mrgl Mbol restriktazasi slave
edilerax 37 °S geco miiddatinds inkubasiya edilir. Marker moaqsadile A174
Hae3-don istifade edilmisdir. Reaksiyanin naticesi 3% -li aqaroza gelinds
elextroforezlo miiayyen edilmisdir (U=200V, i=80 mA).

M.S. probandin ailesinde atadan ve qardasindan, N.K. ailesinde
probandin o6ziinden tekrar gan terkibinde EDTA antikoaqulyanti olan si-
naq siigesine gotiiriilmiisdiir. Genom DNT-nin periferik qanin limfositls-
rinden alinmasi vo toemizlonmoesi vo DNT molexulunun elextroforezi Ma-
niatis ve hemxkarlarinin (1982) toklif etdiklori metodlar tizrs aparilmis-
dir. Zencirvari — polimeraza reaksiyasina osaslanan metod tizre DNT
molexkulunun amplifikasiyasi, allel-spesifik hibridlesdirme Saiki ve hom-
karlarinin (1990) toxlif etdiklori metodika lizre aparilmisdir. Amplifika-
siyaya ugramig fragmentlorin endonukleazalarin istiraki ile restrixsiya
analizi Villiam ve hemxarlarinin (1992) teklif etdixkleri metodika iizre
hoyata kecirilmigdir. Q6FD fermentinin Araliq denizi variantini — genin
6-c1 ekzonunun 563 veziyyetinde sitosin nuxkleotidinin timin nuxleotidi
(S-T) ile avez olunmasi mutasiyasi Mbo2 endonuxleazasi, 5-ci exzonun
376-c1 nukleotidinde adeninin quaninle (A-Q) avez olunmasi Fokl en-
donukleazasi ile agskarlanmigsdir. Fermentin diger 202-ci veziyyetds qua-
nin nukleotidinin adenin nuxleotidi ile avez olunmus mutasiyani Nla3
endonukleazasinin istiraxi ile identifikasiya edilmisdir (12-13).

Naticolar vo onlarin miizakirasi

Q6FD fermentinin mexteb sagirdleri arasinda genetix skriningi
zamanl 204 sagirdin 12-de fermentin hemiziqot formasi identifikasiya
edilmigdir. Probandlarin ailesinin genealoji analizi fermentin miixtelif
exspressiyaya malik olan iki genetik tipi miiayyen edilmisdir (8).

M.S. ailesindoe - anada fermentin 20% axtivliyi — 1 U/qHb (ho-
moziqot forma), digerinde - atada fermentin axtivliyi “0” (hemiziqot
forma) oldugu agkar edilmisgdir.

Homoziqot qadinin iki hemiziqot oglunun birinde fermentin”0”,
digerinde - 20% -lix axtivliyi, ic qizinda — 40-70% -lix aktivlik miisyyen
edilmigdir (1,3-3,1 U/qHb). Hom oglan ve hom de qiz iisaqiari {i¢iin
fermentin axtivliyinin polimorfizmi, anada ixki miixtelif ekspressiyaya
malik molexulyar tipli genlerin homoziqot formasinin olmasini gosterir.

Fermentin “0” axtivliyi askar edilmis ixkinci — N.K. ailssinde ata-
nin iki heteroziqot qizinda fermentin eyni — 40%-lik axtivliyi (1,8
U/qHb) miieyyen edilmisdir. Her iki qizda fermentin aktivliyinin catis-
mazliginin eyni olmasi onunla izah edilmisdir ki, ata mutasiyaya ugra-
mis yegans Q6FD genini hor ixi qizina vermisdir. Bels olan halda qiz-
larin her ikisinde fermentin eyni axtivliyi miisahide edilmisdir. Ana ve
iki ogulda fermentin axtivliyi normal olmusdur (4,5-5,0 u/qHb).

ZPR-na asasan Araliq denizinin hévzesinde yasayan shaliye xarak-
ter olan moévecud iki miixtelif mutasiya identifikasiya edilmisdir: 1.
Genin 202-ci nuxleotid veziyyetinde quanin nuxleotidinin adenin nux-
leotidi (Q-A) ile ve 376-ci veziyyetde adenin nuxleotidinin quanin nux-
leotidi (A-Q) ile avez olan iki miixtelif nuxleotid deyisikliyi identifi-
Kasiya edilmisdir. Bu da 6z noévbesinde Q6FD A (-) variantina uygun
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olmusdur. 2. Ikinci mutasiya genin 563-cii nukleotid veziyyetinda sito-
zin nuxkleotidinin timin nuxleotidi ilo evez olunmasi identifikasiya edil-
misdir ki, bu da 6z névbesinde Q6FD B (-) variantina uygundur.

Belolikla, respublikanin shalisinde Q6FD fermentinin yiiksex tez-
lirde catismazlig1 sohiyye orqganlari iiciin problem yaradir. Yaranmis bu
problemi hall etmoxrds siibhesiz ki, hexim-genetiklorin rolu boyiik ola-
caqdir. Rayon markoezlorinds yaradilacaq tibbi-genetix maslohatxanalar
genetik riski olan ailolor arasinda prospextiv vo retrospextiv moslohot-
lor apararaq ferment catismazligi ile dogulacaq usaqlarin sayinin azal-
masina ve hemolitik sariligla dogulan usaqlarin diizgiin miialicesine
gotirib cixaracaqdir.

Natico

Respublikada ilk dofs olaraq Berds rayonunun shalisinde DNT mo-
lekulu seviyyesinde Q6FD fermentinin ixki mixtslif mutasiyas1 identifi-
Kasiya edilmisdir. Her ixi mutasiya Araliq denizi sahillerinde yasayan
ohali iciin xarakterikdir.

1. Genin 202-ci nukleotid vaziyystinds quanin nuxleotidinin adenin
nukleotidi (Q-A) ile vo homin gende diger mutasiyanin; 376-ci veziy-
yotde adenin nuxleotidinin quanin nuxleotidi (A-Q) ile avez olunan iki
miixtelif nuxleotid doyisikliyi identifikasiya edilmisdir. Agkar edilmis
gen Q6FD A (-) molekulyar variantina uygundur.

2. Genin 563-cii nukleotid veziyyetinde sitozin nuxleotidinin timin
nuxkleotidi ile avez olunmasi — Q6FD B (-) molexulyar variantina uy-
gundur.
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MOJIEKYJIAPHAS XAPAKTEPUCTUKA ®EPMEHTA T'JIFOKO30-6-
DOOCPATIAETUAPOI'EHA3BI

P.M.KYJIMEBA, M.III.FABAEB
PE3IOME

Cpenu Hacenenusi bapauHckoro paiioHa naeHTH(HULIMPOBAHO J1BAa MOJIEKYJISIPHOIO Ba-
puanta 6D/, 1 BapuaHT - 3aMeHa HyKJIE€OTHJa FyaHUH Ha afeHuH B 202 MO3ULMU U 3aMeHa
aJIcHUH Ha FyaHUH B No3uluu 376 u 2-i BapuaHT - 3aMEHa HYKJICOTUA [IUTO3UH HAa TUMHH B
no3unu 563. WpenrtnduunposanHsle Bapuantel reHa ['6DJ] xapakTepHbI Uil HaceIEHUS
ctpad Cpean3eMHOMOPCKOTo Oacceiina.

GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE ENZYME’S
MOLECULAR CHARACTERISTICS

R.M.GULIYEVA, M.Sh.BABAYEV
SUMMARY

Applying molecular methods, molecular characteristics for two different
phenotypes of G6PD hemizygous form in Barda area inhabitants have been pre-
sented. Two different mutations specific for population of Mediterraneian area
have been identified: 1. Substitution of guanine by adenine in position 202 of
the gene and substitution of adenine by guanine in position 376 of the gene
which results in A (-) variant of G6PD, and 2. substitution of citosine by timi-
ne in position 563 of the gene results in G6PD B(-).
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