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Polimeraza-zancirvari reaksiyasi metodunun prinsiplori va tatbiq sahalori sorh edilir.
Azarbaycan Respublikasimin Quba vo Xa¢maz rayonlarimin ahalisinds yiiksak temperaturlu
allel-spesifik amplifikasiya metodu vasitasilo beta-talassemiya mutasiyasimin va qliikoza-6-
fosfatdehidrogenaza fermentinin ¢atismazligimin Gyronilmasinin  eksperimental naticalori
verilir.

Molekulyar biologiya vo molekulyar genetika elmlorinin inkisafi bir sira yeni
diagnostika iisullarinin iglonib hazirlanmasina sabab olmusdur ki, bu da 6z névbe-
sindo molekulyar diagnostikanin, molekulyar tobabotin siiratlo inkisafina sobob
olmusdur. Kosflordon on ohomiyyatlisi hiiceyro boliinmoasindo movcud replikasiya
prosesinin in vitro tokrari olan “Polimeraza Zancirvari Reaksiyasidir” (PZR). PZR
tisulunun kosfina gérs yapon mongsli amerika alimi Saiki 1988-ci ilds biologiya elmi
sahasindo Nobel miikafatina layiq goriilmiisdiir. PZR metodu {igiin ¢ox az bioloji
material (DNT vo RNT) tolob olunur. Hatta bir hiiceyrodon alinmis genetik material
soviyyasindo belo genetik patalogiyasi malum olan istonilon irsi xastaliyin diaqnos-
tikasin1 aparmaq miimkiindiir. Bioloji materialin — cift hiiceyrolorinin (xorion hii-
ceyralori), amniotik mohlulun fibroblastlarinin az miqdari ilo PZR metodunun istiraki
ila bir sira irsi xastaliklorin ana batninds erkon prenatal diagnostikasi miimkiin olmusg-
dur. Prenatal diagnostikas1t miimkiin olan irsi xastaliklorden; a-talassemiyani, -talas-
semiyani, ayparagokilli anemiyani, Hemofiliya A vo Hemofiliya B-ni, Qentinqton
Xoreyasini, Diigen Sindromunu, Hemoxromatozu, qlyukozo-6-fosfatdehidrogenaza
fermentinin (Q6FD) c¢atigmazligini, Zandqoff xostoliyini vo s. gdstormak olar (4, 5,
10, 11, 12).

1988-1994-cii illor orzindo Azorbaycan Respublikasinin ET Mamaliq vo Gine-
kologiya Institutunun Tibbi-genetika laboratoriyasmin emokdaslar1 PZR-na osaslanan
molekulyar diagnostikadan istifade edorok Rusiya Elmlor Akademiyasimin Mole-
kulyar Genetika Institutunun “Insan Genetikas1”, Tibbi Elmlor Akademiyasinin Tibbi-
Genenika Institutunun “Prenatal Diaqnostika” laboratoriyalar1 vo Italiyanin Sardiniya
adasinda yerlogon “Prenatal Diaqnostika” morkozi (Kalyari gohari) ilo birlikdo Res-
publikanin shalisinds B-talassemiyanin 23 miixtalif mutasiyasi askar edilorok identifi-
kasiyasini aparmisdir (3,7,8).
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1989-cu ildo SSRi-do ilk dofs olaraq P-talassemiyanim, 1990-c1 ildo oraqvari
hiiceyra anemiyasmin ana batnindo prenatal diagnostikast Azerbaycan Respub-
likasinin ET Mamaliq vo Ginekologiya Institutunun Tibbi-genetika laboratoriyasinin
vo Rusiyanm Tibbi Genetika Institutunun Prenatal Diaqnostika laboratoriyasinin
omokdaslar1 torafindan iki azerbaycanl ailasinds aparilmisdir (1,2).
Tadqiqatlarimizda magsadimiz PZR osaslanan metodlar kompleksinden istifades
edorok Azorbaycan Respublikasinin ohalisindo tosadiif edon irsi qan xastoliklorindon,
beta-talassemiyanin va Q6FD molekulyar tiplarinin identifikasiyasi olmusdur.

Material vo metodika

Eksperimental material Quba vo Xagmaz rayonlarmin ohalisinin genetik todqi-
qatlart zamani toplanmigdir. Analiz ticlin hacmi 3-5 ml olan venoz gandan istifado
edilmisdir. Talassemiyanin diagnostikasi izoelektrofokuslagdirma, Q6FD fermentinin
aktivliyi Beutler torofindon toklif edilmis metodlar vasitasilo aparilmigdir (6).

Polimeraza-zancirvari reaksiyasi metodunun prinsipi (9). Metodun asasinda nuk-
lein tursularmin (DNT va RNT) unikal xiisusiyyati — oziiniin reproduksiyasi durur. Bu
xUisusiyyotdon istifado edorok sinaq siisosindo in vitro siini olaraq nuklein tursusunun
spesifik fragmentinin oalava kopiyasi alinir. PZR metodunu aparmazdan avval kopiya-
sinin ¢ixarilmasi tolob olunan nuklein tursusunun birincili strukturu — nukleotid ardi-
cilligi miisyyan edilmslidir. Fragmentin nukleotid ardicilligit miisyyon edildikden
sonar hadof nukleotid fragmentine komplementar olan iki sintetik DNT-zond vo ya
praymer sintez edilir. Praymer PZR-da on asas element olaraq spesifik reaksiyanin
baslanmasina tokan verir. Belsliklo, PZR {i¢iin test todqiq edilon nuklein tursularin-
dan, praymerdon, dezoksiribonukleotidlordon (dATF, dTTF, dQTF vo dSTF), ter-
moatabil DNT-polimerazadan (Termus aquaticus adli termofil bakteriyanin fermenti)
ibarat olmalidir. Nuklein tursusunun fragmentinin sintezi moqsadils reaksiya qarisigi
olan PZR testi sinaq siisosi ilo birlikdo tokrar olarag DNT vo ya RNT fragmentinin
denaturasiyas1 magsadile qizdirilaraq, praymer ilo nuklein tursularinin hibridizasiyasi
liciin soyudulur. Bir dofo qizdirilma (denaturasiya), bir dofs soyudulma (otjiq) va bir
dofo reaksiyanin aparilmasi, bir morhalo kimi qabul edilorss, PZR-i tam sokilds
aparmagq tigiin 30-50 sikldon istifado edilir. Reaksiya tam bitdikdon sonra sintez olun-
mus genetik materialin — DNT fraqmentinin miqdart 200-250 min deofo artaraq
molekulyar diagnostikanin aparilmasina kifayst edir. PZR proqramlasdirilan avtoma-
tik termostatda — termosikler (amplifikator) adli cihazda aparilir. Amplifikator qisa
zaman arzinds reaksiya moahlulunu metodika {izra talab olunan sayda qizdiraraq soyu-
dur.

Birinci siklda — denaturasiya adlanan morholods, nuklein tursusunun ikilosma
prosesi gedir; bir ciit nuklein tursusundan ibarat olan nuklein tursusu iki zencira
ayrilir. Ayrilmig har bir nuklein tursusunun zanciri sintetik oliqonukleotid praymerla
birlasir. Bu morhals otjiq adlanir. Reaksiya marhslssinds fermentin istiraki ilo pray-
merin yerlogdiyi yerdon baslayaraq tolob olunan DNT fragmentinin sintezi gedir.
Programlagdirilmis ii¢ temperatur rejiminin tokrar olunmasi reaksiyanin zoncirvari
xarakter almasina vo talob olunan DNT fragmentinin niisxalorinin handssi silsils iizra
artmasina gotirib ¢ixarir. Aparilan reaksiya tobii replikasiya prosesino bonzoyir, lakin
stini sintez edilmis cintetik oliqonukleotid praymerlar torafindon konkret fragmentin
sintezi aparilir. Bir morhslays orta hesabla 3 daqiqgs tolob olunursa, toxminan iki saat
orzinds tolob olunan DNT fragmentinin bir milyard niisxassini oldo etmok miim-
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kiindiir. Istifado edilon praymero uygun nuklein ardicilligi olmayan halda milyon
digor nuklein ardicilliglar1 olan halda belo PZR getmir. DNT-polimeraza fermenti
secicilik gabiliyyatine malik olaraq lazimsiz nukleotidlori geyri-komplementar nuk-
leotidlori istifado etmir. PZR noticasinds aldo edilmis nukleotid fragmenti — amplifikat
elektroforez vasitosilo agkarlanir. PZR-na moruz qalmig DNT fragmentinin nukleotid
ardicillig “Sekam”, miqdar “Real-Time” cihazlarmda aparilir. PZR metodunun digar kli-
niki-laborator metodlarindan iistlinliiyii: 1. universalliginda; 2. spesifikliyinds; 3. hossas-
liginda; 4. naticalarin tezliyinda; 5. klinikaya qadar va retrospektiv noticalarin alds edil-
masinds; 6. miqdarca kigik obyektlorin analizinin aparilmasinda; 7. bir nego infeksiyanin
eyni zamanda agkarlanmasinda vo 8. oldo edilmis naticolorin ekspertizasinin miim-
kiinliiytindadir.

PZR-nm ¢atigmayan cahati ondan ibaratdir ki, analiz yiiksak texnologiyanin mah-
sulu olan cihazlardan, yiiksok tomizlik vo spesifikliyo malik reaktivlordon istifado
edorak, hazirliglt miitoxassislorin istiraki ilo aparilmalidir.

PZR metodunun kliniki vo praktiki shomiyyati olaraq ii¢ suala cavab verir: 1.
anormal genin vo patogen mikrobun olub-olmamasini miisyyanlosdirir; 2. miialico
etmoli vo ya etmomaoli suallarina oksor hallarda cavab verir vo 3. aparilan terapiyanin
keyfiyyatina téradicinin va anormal genin olub-olmamasindan asili olaraq nazarastin
aparilmasi.

PZR-nin aparilmasina olan iimumi talabat: 1-ci morhoalo - xastonin sikayatlorinin,
anamnezinin toplanmasi, kliniki va fiziki miiayinesi; 2-ci morholo - kliniki miia-
yinodon irali golon rutin kliniki analizlerin; sidiyin, qanin, nacisin ve diger
milayinalorin aparilmast vo 3-cli merhalo - ovvealki iki morholoys osason xiisusi
toyinatli analizlorin; seroloji, immunoloji vo instrumental miiayinalorin aparilmasi vo
4-cii morhals - molekulyar genetik, asason do PZR-nin aparilmasi.

Naticalor vo onlarin miizakirasi

Hacmi 0,2 ml olan eppendorf sinaq slisasine 5 mkl genom DNT-si, 20 mkl sintetik
oligonukleotid praymerlor, dezoksiribonukleotidlordon (dATF, dTTF, dQTF va
dSTF), vo 0,2 mkl termostabil DNT-polimeraza fermenti slava edilir. DNT fragmen-
tinin sintezi mogsadilo reaksiya garigigi bir dofs qizdirilma-denaturasiya (92°S, 20
saniy9), bir dofs soyudulma- otjiq (55°S, 30 saniya) va bir dofo reaksiyanin aparilmasi
ilo bir morhalo kimi qobul edilorsa (72°S, 40 saniys), PZR-n1 tam sokildo aparmaq
tictin 30 sikldon istifado edilmisdir. ©ldo edilmis DNT fragmentinin miqdari
garsimiza qoyulmus molekulyar diagnostikanin aparilmasina kifayot etmisdir.

B-talassemiyanin li¢ mutasiyasi agkar edilmisdir: 1. B-Qlobin Geninin (B-QG) bi-
rinci ekzonunun 8-ci kodonunda iki adenin nukleotidinin delesiyasi (kodon &, -AA);
2. B-QG birinci kigik intronunda 110-cu vaziyystds quanin nukleotidinin adenin nuk-
leotidi il avazi (IVS-1-110, G-A) va 3. B-QG ikinci boyiik intronunda birinci vaziy-
yotds olan quanin nukleotidinin adenin nukleotidi ilo avazi (IVS-II-1, G-A). Har ii¢
mutasiya Respublikanin ohalisindo askar edilmis talassemiya mutasiyalar1 arasinda
ustunliik togkil edorok askar edilmis biitiin mutasiyalarin 65-70%-ni toskil edir
(3,4,7,8).

Odobiyyatmn analizinos istinad edorok geyd edilmoalidir ki, B°-IVS-2-1 (Q-A) vo B'-
IVS-1-110 (Q-A) mutasiyalar1 B-qlobin polipeptidinin biosintezini prosessing marho-
lasini, B°-kodon 8 (-AA) mikrodelesiyasi stop kodon omalo gatirorok transkripsiya
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prosesini pozur (7).

Identifikasiya edilmis mutasiyalardan B°- vo B’-fenotopino malik olmusdur. B°-
fenotipinda, B'-fenotopindon fargli olaraq beta qlobin geninin ekspressiyasi tamamilo
pozulur. DNT analizinds identifikasiya edilmiz mutasiyalar izoelektrofokuslagdirma
yolu ilo alinmig naticalari tosdiq etmisdir.

Q6FD fermentinin iki miixtalif molekulyar tiplori agkar edilmisdir. Mutasiyanin
identifikasiyasi fermentin “0” aktivliyi olan hemiziqotlarda aparilmigdir. Birinci genin
tadqiqi zamam genin daxilinds iki miixtolif mutasiya identifikasiya edilmigdir: 202-ci
vaziyyatds quanin nukleotidinin adeninlo avazi va 376-c1 vaziyystds adenin nukleoti-
dinin quaninlo ovozi Q6FD A (-) tipino xarakterdir. Ikinci mutasiya zamani genin
563-cii vaziyyatinda sitozin nukleotidinin timinla avazi agkar edilmisdir. Bu mutasiya
Q6FD B (-) tipine xarakterdir. Toadqiqatlarimizda talassemiya vo Q6FD fermentinin
Quba vo Xagmaz rayonlarinin ohalisindo askar edilmis mutasiyalar1 6ncodon elmo
moalum olaraq Aralig Donizi hdvzesinds yerlogoan dovlstlorin ohalisinds agskar
edilmisdir.

Belaliklo, PZR-na asaslanan metodlar kompleksinden istifade ederok Quba va
Xagmaz rayonlarinin shalisinds tosadiif olunan B-talassemiya vo Q6FD fermentinin
defisitindo xastaliyin molekulyar tipi identifikasiya edilmisdir. B-talassemiyanin iig,
QO6FD fermentinin defisitindos iki miitasiya agkar edilmisdir.

Natico

1. B-talassemiyanin ii¢ mutasiyasi askar edilmisdir: 1. f-QG birinci ekzonunun 8-ci
kodonunda iki adenin nukleotidinin delesiyast (kodon 8, -AA); 2. B-QG birinci
kicik intronunda 110-cu vaziyyotds quanin nukleotidinin adenin nukleotidi ilo ovazi
(IVS-1-110, G-A) va 3. B-QG ikinci bdyiik intronunda birinci veziyyotds olan
quanin nukleotidinin adenin nukleotidi ilo avazi (IVS-II-1, G-A).

2. Q6FD fermentinin iki miixtolif molekulyar tiplori askar edilmisdir. 1. Birinci genin
daxilinde iki mutasiya identifikasiya edilmisdir: 202-ci veaziyystdo quanin
nukleotidinin adeninls ovazi va 376-c1 vaziyyotdo adenin nukleotidinin quaninlo
ovazi Q6FD A (-) tipino xarakterdir. ikinci mutasiyada genin 563-cii voziyyotindo
sitozinin timinla avazi agkar edilmigdir. Bu mutasiya Q6FD B (-) tipina xarakterdir.
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JAAATHOCTUYECKHUE METO/Ibl, OCHOBAHHBIE HA
MHOJIMMEPA3HO-HEITHOU PEAKIINU, 1 OBJIACTU UX TIPUMEHEHUA

K.A.AJIMEBA, 3.0.9®EHIUBENJIN, .M.PACY.I0B, 3.3.PACYJIOB
PE3IOME
OnucelBaroTCsl MPUHLUIBL U 00JIACTH MPUMEHEHHS MEeTOJa MOIMMEPa3HO-LEMHON peak-
1uu. IIpeacTaBieHsl 3KCIepUMEHTaIbHbIE PEe3yIbTaThl 10 U3YYEHHIO MyTalui -TagacceMuu
U TeHa HEeJOCTaTOYHOCTU (hepMeHTa IIIOK030-6-hochaTaeruaporeHasbl METOLOM BBICOKO-

TEMIIepaTypHOH ajuienb-cuenuduyeckoi aMmumounkanun y Hacenenuss KyouHckoro m Xau-
MaccKoro pailoHOB AsepOaiimkaHckoil PeciryOmmku.

POLYMERASE CHAIN REACTION BASED DIAGNOSTIC
METHODS AND AREAS OF THEIR USE
K.A.ALIYEVA, Z.F. AFANDIBAYLI, EM.RASULOV, E.E.RASULOV
SUMMARY
The principle and areas of use for polymerase chain reaction are described. Experimental
results on P-thalassaemia and glucose-6 phosphate-dehydrogenase mutations are studied by

the amplification refractory mutation system method in the population of Guba and Khachmas
regions of the Azerbaijan Republic .
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