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1 | Layihenin hayata kegirilmasi {izrs yerina yetirilmis islor, istifade olunmus tisul ve yanagmalar

BRCA1 ve BRCA2 genleri insan hlceyralarinde badxassali sisin amale gelmasinin garsisini
alan (tumor suppressor) zllallar sintez edir. Zulallar genlerda olan nuklein tursularinin
(DNA/RNA) zadalanmis hissalarini tamir etmakle genetik materialin stabil galmasini temin edir.
Bu genlerin har hansi birinde mutasiya bas verarsa va ya gen har hansi bir basga dayigsikliya
ugrayarsa, sintez edilan zllallar 6z vazifalerini yerina yetira bilmir. Bu ise boyuk ehtimalla
hiceyrada badxassali sisin amala galmasina sabab olan yeni bir gen mutasiyasinin emala
galmasi ile naticelana bilar [Ake Borg, 2010].

BRCA1ve BRCAZ2 genlerinin irsan 6éturtlen mutasiyalari gadinlarda sud vezi xergengi (SVX)
amala galmasi riskini artirir va diger badxassali sislarin amala galmasina da sabab ola bilir. SVX-
da bu iki genin irsen oturulan mutasiyalar 20-25% rast gelinir, digar terefden har iki genin irsan
oturilmeayen , somatik bag veran mutasiyalari SVX-de 5-10% arasinda dayisir (NiH, 2015 aprel).
Eyni zamanda bu genlerin mutasiyalarina yumurtaliglarin badxassali sis toxumasinda da 15%-o
kimi rast gealinir. BRCA1va BRCA2 genlerinin irsen 6tlrilan mutasiyalarinin dasiyicisi olan
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xastalerde SVX daha erkan yaslarinda emala gale biler. Genlerin irsan 6turtlen mutasiyalari ata
ve anadan Ovlada kegir ve har bir dvladin bu genlerin mutasiyalarinin dasiyicisi olmasi ehtimal
50%-dir. BRCA1/2 genlarinin irsan 6turtlen mutasiyalarinin agkar edilmasi ham bu mutasiyalarin
dasiyicisi olan saglam, ham da artiq bad xassali sis askar edilmis soxslarde profilaktik tadbirlerin
gorulmasi, mualice prosesinin optimallagdiriimasi ve xastaliyin prognozunun teyin edilmasi Ugun
vacibdir. Layihanin maqgsadi Azerbaycan populyasiyasinda irsa 6turtilen BRCA1/2 genlarinin
yayilma sixliginin dyranilmasidir.

LAYIHODS GORUL®SN ISLOR VO NOTICOLBR

1. Xestaloar ve onlarin gruplasdiriimasi haqqinda malumat

Layihanin kegirildiyr muddat arzinde avvealceden hazirlanmig xususi sorgu blanklari (sorgu blanki
matrial va metod boéliminda gostarilib) vasitesi ile 263 xasta sorgudan kegirilib, etik komutenin
telabina uygun olaraq xasteden raziliq kagizi (xasts raziligi blanki material va metodlar
boéliminda gdsterilib) alinib. Qeyd etmak lazimdir ki, xastalarin teqriban 32%-i Cadval 1-do
gOsterilan bir naca alamati dasiyir,amma isi asanlasdirmaq ve natacalarin tahlilini kegirmak Ggun
xostaler gruplarda ancaq bir slamata gora toplanmigdir. Xastaler laborator “CancerReg”-ds
geydiyyatdan kecdikdan sonra onlardan EDTA-II tublarda 2mL gan géturulab. Bitliin ganlardan
material va metodlar bélimunda gostarilon kimi genetik material alinib ve alinan materialin
kemiyyat va keyfiyysti miisyyen olunandan sonra niimunalar -40°C sonraki eksprimentlar ligiin
saxlanilib. Qan ninumalari da eyni gayda ile “gan” bazasi arxivinds saxlanilir. ©slinde BRCA1/2
genlarinda olan mutasiyalarin gadin reproduktiv organlarinda oynadigi rolu [Yoshda K., 2004]
nazare alaraq biz avvelcadan layihade nazards tutulmayan yumurtaliq xercengi diagnozu
goyulmus xastaleri da layihaye daxil etdik. Bu xastelar anamnezindes sud vezi va ya yumurtaliq
xar¢angi olan vae ilk dafs yumurtaliq xergengi diagnozu qoyulan qadinlardirlar. Bela gadinlarin
say! 21-dir ve onlar cadval 1-da 7-ci sirada yerlasiblar.

Cadval 1. Sud vazi ve yumurtaliq xarcangi diagnizu qoyulmus xastalarin gruplar Uzre paylanmasi

Ne Qrupun adi Xosto sayi
()
1 Ails anamnezi olan gqadinlar: 1-ci ve 2-c1 deragali 141
gohumlarda sud vazi xar¢angi, yumurtaliq xarcengi,
prostat vezi va mada altl vazi xer¢angi olan gadinlar
2 Yas grupu: 35 yasina gadaer aile anamnezi olmayan 52
gadinlar
3 iki torafli sid vazi xargengi olan gadinlar 11
4 Sud vazi xargangi olan kisilar 7
5 Iki terafli stid vezi ve yumurtaliq xargengi olan 2
gadinlar
6 Eyni zamanda sud vazi ve yumurtaliq xar¢angi olan 6
gadinlar
I Yumurtalig xargeng olan gadinlar 21
8 XuUsusi hormanal statusu olan gadinlar (3 gat neqativ) 29
Comi n1=263

Goruanduyd kimi an gox xests aile anamnezi olan grupda toplanib. Kisi sid vezi xergengi olan
grupda 7 xestadan 4-U layiha qlvvaya mundiyi vaxtda, galan ugu isa avvalcadan Milli Onkologiya
markazina (MOM) muraciyar etmis xastaloerdir. Bu ¢ xesta davat edilmis ve raziliq alinandan
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sonra xastalar layihaye daxil edilmislor.
2.Layihanin ana xattindan alava toplanan klinik va genetik material Gzarinda gorulan igler

Layihade BRCA1/2 genlerinin mutasiyalarini askar edilmasi Ggtn material toplanmasi davam
edarkan bazi klinik va molekulyar-genetik parametrlar Gzarinde arasdiriima apariimisdir.
Layihade istirak etmasi nazards tutulan xastsler de daxil olmagla ilkin muraciyat edan 1058
xastada sisin marhalasina tasir eden faktoplar dyrenilmisdir. Xastelarin hamisina sud vazi
diagnozu qoyulmusdur. Asagidaki cedvallerda (2, a-i) toplanan malumatlar va onlarin telab edilan
sortlara gora paylanmasi gostaerilib. Bu tadqgigati aparmagda magsad diagnoz qoyuldugu vaxtda
xastaliyin real marhalasinin tayin edilmasidir. Bad xassali sislarin yaranmasina sabab kimi
hldceyronin faaliyyatinde muhim rol oynayan genlarde bas veroen mutasiyalar oldugu gostarilir
[David S. Wishart, 2015]. Buna asaslanan tedqiqatgilar marhaleni gosteran klassik TNM
sisteminin hal-hazirda xastaliyin prognozunu vera bilmadiyini sibut etmislar [Mahil B. Amin,
2017]. Tadgiqatda xestaliyin prognozunu va prediktivliyi tayin eds bilacak yeni biomarkerlerdan
istifade edilib. Sonradan bu xaste kontingentinda irsan 6tlrilen BRCA1/2 genlerin mutasiyalari
askar edilacak va mutasiyalarin xastaliyin marhalesinin formalasmasinda rolu dyrenilaecak.

Cadval 2 a. 3 yas qrupuna ayrilmig xastelarin marhalalars gora paylanmasi

Xostanin Xosta Marhalalar (%)
yasl sayl | Il Il v
18-35 80 7,3 7,6 9,4 3,0
36-60 799 79,7 75,8 74,9 74,5
60< 179 13,0 16,6 15,7 22,4
Cami 1058 100,0 100,0 100,0 100,0
Cadval 2 b. 189 xastenin sisi tayin etma muddatinin xastaliyin marhalasina tasiri
Muddat Xosta Marhala (%)
(ay) sayl I Il 11 \Y%
0-3 358 25,0 47,9 31,6 23,0
4-6 225 0 20,8 26,5 10,3
7-12 123 0 10,4 13,3 10,3
12-24 223 25,0 18,8 19,4 28,2
24 129 50,0 2,1 9,2 28,2
Comi 1058 100,0 100,0 100,0 100,2




Cadval 2 c. Sud vazi xarganginin bioloji yarimtipinin xastaliyin marhalasina tesiri

Bioloji Xesta Marhala (%)
yarimtip sayl I Il 11 \%
LA* 152 13,0 16,4 12,6 14,5
LBH(-)* 522 49,3 48,1 49,7 50,9
LBH(+)* 154 8,7 10,8 17,9 18,2
Her2(+)* 112 10,2 12,2 10,6 6,7
TN* 118 18,8 12,5 9,2 9,7
Comi 1058 100,0 100,0 100,0 100,0

Qeyd: LA*-Lyuminal A; LBH(-)*-Lyuminal B, Her (-); LBH(+)*- Lyuminal B, Her (+); Her2 (+)* -
musbat qgeyri lyuminal; TN*- Triple negative (Ugli manfi)

Cadval 2 d. Sud vexi xarcenginin badlik daracesinin xastaliyin marhlasina tasiri

Badlilik Xosto Marhala (%)

deracasi sayl I Il 11 \%
Gl 92 11,6 5,8 9,9 11,5
G2 485 43,5 49,8 45,2 38,8
G3 195 24,6 21,7 16,9 11,5
GXx 286 20,3 22,7 28,0 38,2
Comi 1058 100,0 100,0 100,0 100,2

Cadval 2 a-d. Gorunduyu kimi sud vezi xar¢angi diagnozu qoyulmus xastelards yasin, xastaliyin
teyin olunma muddatinin, xastaliyin badlik daracasinin va bioloji yarimtipin xastsliyin marhalasina
tosiri yoxdur.

Tadgiqatda yeni biomarker kimi TUBB3 genindan istifads edilib. Std vazi xergenginin TNM
sistemi vasitasi ile formalasmis marhalalerinde TUBB3 genin ekspresiya daracasi oyrenilib.
Genin ekspresiya daracasi epigenetik olaraq (yeni gends struktur dayisikliyi olmadan) bas verir
[Konovalenko M., 2010]. Bu murekkab prosesin hansi sebabden bas verdiyini nezera almadan
biz TUBB3 genin badxassali sis toxumasinda ekspresiya daracesini dyanmigik. Asagida
gOstarilan 3 a-c. cadvallarad 250 secilmis xaste arasinda aparilan igin naticesini gormakolar.

Cadval 3 a. TUBB3 genin expressiya saviyyasinin 250 xaste arasinda mugayisali Oyrenilmasi
n=250
TUBB3 genin yuksak ekspressiyasi olan TUBB3 genin normal ekspressiyasi olan
xostalar xostalar
n=98 (39,2%)
(I +11) marhale (I+1V) marhale
n=18 (18,36%) n=80 (81,64%)

n=152 (60,8%)




Cadval 3 b. TUBB3 genin ekspressiya savi

yasinin xastaliyin marhalasina gora paylanmasi

Xostaliyin marhalosi Xosta sayi TUBB3 ekspressiya
saviyyasi yuksakolan

(%)

I 14 14,31

1 69 23,2

11 118 45,8

v 49 53,11

Cami 250

Cadval 3 c. TUBB3 genin ekspresiya saviyyasinin metastatik limfa diydnlerinin sayindan asilligi

Metastatik limfa duyUnlerina gore TUBBS3 genin ekspressiya saviyyasi (%)
marhalaler
A 14,31
A 22,1
IIB 25,1
A 22,1
1B 46,6
lC 54,6
\Y 53,1

Cadvallerdan gérunduyu kimi xastaliyin marhalssins tesir edan faktorlardan an asasi gen
mutasiyalari va ya genin ekspresiyasidir.

Asagidaki grafikde TUBB3 genin ekspresiyasinin xastaliyin marhalasina tasiri gdsterilib.
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Metastatik limfa diytinlarina gora marhalalar

Gorunduyu kimi sud vezi xasrcengi xastelarinde marhale artdigca TUBB3 genin ekspresiyasi da
artir. Alinmis naticalera sonradan BRCA1/2 gen mutasiyalari haqginda malumat slave edilecak.
Yuxarida alinan naticaler yerli jurnalda darc edilib [Bliyev C. ©., 2016] . Layihanin ana xatti basa
catandan sonra sud vazi xargangi xastaliyinin marhalalarina tasir edan molekulyar faktorlar
prioritet istiqamat kimi arasdirilacaq.

3.Sud vazi ve yumurtaliq xar¢angi xastalarinn regionlar Uzra paylanmasi.
layihanin asas vezifalerindan biri toplanilanxastelarin regionlar arasi paylanmasidir.

Cadval 4. Layihaya daxil olan xastalerin regionlar Uzre paylanmasi

Region Baki Abseron- Saoki- Mugan Aran Qazax- | Qarabag | Naxgivan Qorbi Rusiya

lar Quba Sirvan Gadabay Azarbaycan

Sohor Baki Abseron Ismay1lh Saatl Imish Goranboy | Agdam Naxgivan

Xas 51 1 4 3 1 2 2 6 4 3
say1

Sohoar Xirdalan Sumgayit Goycay Sabirabad Sirvan Gonca Bordo

Xas
say1 2 6 2 2 7 3

Sohor Qaradag Qobustan Qax Masalli Kurdomir Somkir Cabray1l

pEN 1 3 2
say1 1 1 4 3




Sohor Siyazon Qabalo Jardilmi Agdas Codaboy Fizuli
Xos 1

say1 1 5 1 4 7
Soher Sabran Soki Lerik Beylogan Qazax Lacin
Xos 4

say1 1 5 3 2 1
Sohoar Xagmaz Zakatala Astara Mingo- Samaxi Qubadh

cevir

Xos 3 2

say1 1 2 4 2
Soher Quba Xanlar Susa
Xos 2 1

say1 1
Soher Qusar Agstafa Tortor
Xos

say1 1 2 2
Sohar Sumax Zongilan
Xas 1

say1 1

Comi 53 12 23 14 11 28 21 6 4 3
rgl‘zgil 26,5% 6% 11,5% 7% 55% | 14% |105% | 3% 2% 1,5%

Cadvelda ancaq 175 xesta haqqinda malumat gostarilib. Layihads irsi genler hagginda malumat
istenildiyi Ugun insanlardan hal-hazirda yasadiglari makan haqgqinda deyil, asil kdklarin mansub
oldugu verlar hagginda malumat telab edilib. Cadval 3-den gdriindiyl kimi xastelarin boylk
aksariyyati Baki saharinda toplanib. Diger boyuk gqrup ise Qazax-Gadabay zonasindadir.
Qarabag zonasindan calb edilan xastalerin sayi da lazimi gadar bdyukduir. Qrafik 1-de xastalerin
regionlar Uzre paylanmasi daha aydin bir sakilda gostarilib. Slbstta, xestalerin sayinin paytaxtda
daha ¢ox olmasi epidemioloji aragdirmalar vasitasi ile 0yrenilmalidir va hal-hazirda da oyranilir.
Onlar bu fakti Baki saharinda iller ezrinde senaye muassalarinin olmasi, xisusan da neft
senayesinin olmasa ile alagelendirirler. illor erzinde Baki-Abseron erazisinde neft hasilati kegirilib
bu hasilat yasayis mantagalerine ¢ox yaxin yerlasmisdir. Amma bu risk faktorlarinin hale daha
dearinden,molekulyar saviyyade oyranimasi vacibdir. Baki-Abseron zonasindan olan gadinlar/
xostalar arasinde BRCA1/2 genlerinin agkar edilmasi albstte masalaya aydinliq gatira biler.

Xastalarin regionlar tizra paylanmasi (%)
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Layihanin kecirildiyi middat erzinda toplanan bu malumatlar da sonraki tadgiqatlarin bazasi ola
bilar.

4.Sud vezi ve yumurtaliq xergengi xastelarinde BRCA1/2 genlerinin irsan oturtlen mutasiyalarinin
askar edilmasi

EDTA-I tublarda toplanan periferal gandan “kolon”’metodla ayrilan genetik material keyfiyyot va
kamiyyati NanoDrop2000 va gel-eleektroforez vasitesi ile yoxlanilib. Sakil 1-de elektroforaz
vasitasi ile yoxlanma zamani alinmig fragmentlarin tam olmasi materialin keyfiyyatini gosterir.
NanoDrop2000 aparati mahlulun 260nm/280nm &lctlan dalga uzunluglarinin nisbatinin 1.8
oldugunu gosterib. Analize goéturulan
xastanin har biri Ggln bele keyfiyyat vo
kamiyyaet testi kegirilib.

Sakil 1. Periferal gandan “kolon” metodla
alinan genetik materialin keyfiyyatinin
0.3%-h agaroza gel-elektroforez yolu ile
yoxlanmasi. Quyucuglara muxtalif
xastalarden gorurtlmas muxtalif gatiligh
mahlul yuklanilib.

Gorunduyd kimi DNT molekulu
parcalanmayib ve bu yolla alinan
materiall uzun muddat darin donduruguda saxlamaq ve genetik amaliyyatlari kegirmak olar.
Layihada telab edilan mutasiyalarin agkar edilmasi Ggun bir nece metoddan istifade edilib.
Oslinds ilkin olaraq testlarin NGS (Next Generation Sekqvuens) metodu ile apariimasi nezarda
tutulurdu. Layihanin bu hissasi MEA Genetik Ehtiyatlar Institutu ils birgs gértimali idi. Amma
reagentlorin cox baha olmasi (dollarin mezennasinin galxmasi ve Genetik Ehtiyatlar institutunda
olan NGS masininda kecirilocak har bir analizin maya dayaerinin yuksek olasi) diger alternativ
metodlara muraciyyet etmak macburiyyati yaratdi.

ik olaraq HRT (High Resoluton melting) metodu yoxlanildi. Metod genetik materiali togkil edan
nukleotidlarin arima temperaturlarinin bir-birindan ferglenmasine asaslanaraq [Martino A., 2010]
istonilan genin tam ardicilligini oxumaga imkan verir. Bu metod NGS yolu ile aparilan analizlera
nisbatan uguz olsa da, son naticalerin Sanger sekvensle yoxlanmasini taleb edir. Bu metodla 14
xastanin ancaq BRCAL geninin tam sekvensi kegirildi. Cadval 5-da kegirilon analizlerinin
naticaleri gostarilib. Xastalor N1- N14 ardicilhdi ile dizullib. Onlardan 5-de ekson 10-un
mutasiyasi, 2-ds isa ekson 12 ve ekson 15-in mutasiyasi askar edilib. 3 xastads intron 7 va 2
xoastada 3UTR-da vahsi tipe gére mutasiya askar edilib. Askar edilen normadan fergli eksonlar
Sanger sekqgvens yolu ila tatqiq olunub. Analizlar HRM analizi kegirmak Ugun primerlarin dizainini
hazirlayan GenMark firmasi terafindankegirilib (GenMark, Turkiyea Reapublikasi). Malum olub ki,
BRCAZ1 genin 4 halinda nukleotid dayigsikliyi tripletde (kodonda) dayisiklik emala gatirmir. Bela ki,
zulal zencirinda vahsi tipa aid olan amin tursu sintez edilib. Bele mutasiyalar zulalin funksiyasina
tosir eda bilmaz. 1 halda geyripolyar amin tursusu olan Prolun, els 6z kimyasina gora qeyri-polyar
olan Leysina cevrilib. Bu halda da sintez edilacak zllal 6z funksiyasini saxlayir. Ancaq bir halda
Glutamin tursusu geyri polyar amin tursusu olan Qlisina cevrilib. N4 xaste miusahida altina alinib
vo nazaratde saxlanilir. Qeyd etmak lazimdir ki, data base-lade bu mutasiya gériinmuar. Cadval
3-de mutasiyanin pozisiyasi N4 gosterilib: BRCA1 ekson 11, ¢.3113 (A/G), Glu1038Gly. ID169
xasto, 1970-ci il tevalludIl, 2015-¢i ilde sud vazi xar¢gangi diagnozu qoyulub. Aila tarix¢gasinda sud
vazi xargangi diagnozu goyulmus 1 nafar (anasi) olub va o diagnoz tesdiq edilenden taqriban 2 il
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sonra, 63 yasinda vafat edib. Xastanin mualicedan sonra ve planl yoxlamalar zamani
muayananin naticalari laborator “CancerReg” saxlanilir.

Cadval 6. 14 xastede HRM metodu va sonradan secilmis fragmentlarin Sanger sekvens vasitesi

iloe BRCA1 genin tam analizinden alinan natacelar

N BRCA1 Askar edilen mutasiyanin MUmkin amin tursu Qeyd
ekzonlar lokalizasiyasi
dayisikliyi
1 Ekzon 10 2082 ,C/IT Ser694Ser
homozigot
2 Ekzon 10 2311, T/IC Leu771Leu
homozigot
3 Ekzon 10 2612, C/T Pro871Leu Qeyri-polyar amin tursusi Prolin(Pro),
geyri-polyar amin tursusu olan
homozigot Leucina (Leu) cevrilib
4 Ekzon 10 3113, AIG Glu1038Gly Glutamin tursusu (Glu) geyri-
polyar amin tursusu olan Qlisina
homoziqot (Gly) cevrilib
5 Ekzon 10 3548, A/IG Lys1138Lys
homozigot
6 Ekzon 12 4308, T/C Serl436Ser
homozigot
7 Ekzon 15 4837, AIG Serl613Gly Polar amin tursusu olan Serin (Ser),
geyri-polyar amin tursusu olan Qlisine
homozigot (Gly) gevrilib
8 Intron 7 IVS7-58delT Subhali variant kimi gosterilib [25]
(vs 7) homozigot
9 Intron 13 iVS13-137 T/A
iv13 homozigot
10 | intron13 IVS13-63C/IG
ivi13 homozigot
11 3'UTR Nukleotid pozisyonu 421G/T
homozigot
12 JUTR 3'UTR+871-873delAAA
13 | Intron7 IVS7-34C>T
heterozigot
14 | Intron 7 IVS7+36delCTT
homozigot




Analiza goturllen xastaler ails tarixcasi olan qrupdan secilmisdir.

Cox teasuf ki, metod NGS metoddan nisbatan ucuz olsa da, yena de maya dayari yuksak olaraq
galmisdir. Digar terafden vahsi tipdan farglanan fragmentlarin yenidan Sanger sekvensla
yoxlanmasi macburiyyati telab edilir. Bu sababdan kliasik metodlardan birine maraciyat etmali
oldug.

Belalikla, adabiyyat manbalarins istinad edarak [Berry DA, 1997; Atoum MF,2004; Walsh T,
2010; Andrew J.W.,2016] biz layihada qarsimiza qoydugumuz magsadi yerina yetirmak tgln
allel-spesifik PCR va allel-spesifik praymerlar vasitasi ile BRCA1/2 genlerinin butin
populyasiyalarda muxtalif tezliklerle agkar edilon klinikasi malum aktivlegdirici 8 mutasiyasinin
oyranmak gararina galdik. NCCN-guideline (National Comprehensive Cancer network) 2015-ci il
maslahatlerinda klinikalarda mahz bu metoddan istifade etmakle BRCA1/2 genlarinin an genis
yayllmis mutasiyalarini agkar etmak maslahat gorultr [National Institutes of Health (NIH), 2015
aprel report]. Bu analizlari kecirmazdan avval testlarin maya dayari hesablanmisdir. Reaktivler va
lazim olan kimyavi maddalerin bir hissasi Rusiya Fedaratsiyasinda zifaris edilib, digarlari ABS ve
Almaniyada istehsal olunan mallardir.

Biz layihada analizlar kecirilmasi Ggun Cadval 7 gdsterilan mutasiyalar secildi. Bu mutasiyalar
Qarbi Avropa ve Canub-Qabru Asiya 6lkalerinda an genis yayilan aktivliesdirici gen
mutasiyalaridir [Karami F.,2013; Yael L., 2013; Pohlreich P., 2013; Antonuo A.C., 2014; Balci A.,
1999; Jeffrey N.H.; JTtob4ueHko J1.H., 2009]. Goéstarilon mutasiyalar yaxin qongsularimizda, etnik
yaxin populyasiyalarda agkar edilmasi onlarin layihads istifade edilmasi GUgun sart olaraq
gOsterilib.

Cadval7. BRCA1/2 genlarinin aktivlesdirici mutasiyalarinin lokalizasiyasi, praimerlarin strukturu,
g6zlanilan fragmentlarin uzunlugu

Genler va Aktivlesdirici Praymerlarin strukturu Gozlenilen
Gen mutasiyalarin fragmentlarin
banklarinda genlardoaki uzunlugu
onlarin pozisiyasi (bp)
lokalizasiyasi

BRCA1_185delAG | 5’-ctatgcagaaaatcttAGag-F (wt) 928 bp

rs.93953 5’-tgctatgcagaaaatctt--ag-F (mt)

c. 185 5’-cacctatcgtccctgctact- Rc

BRCA1_4153delA | 5’-tggtttcagatgatgAag-F (wt) 730bp

rs.126487 5'-ttggtttcagatgatg-ag (mt)

c.4153 5’- gtgcgtgtgtgtgaaata-R
BRCAl BRCA1 5382insC | 5’-ccaaagcgagcaagagaaTc-F (wt) 530bp
LRG_292 rs.160917 5’-caaagcgagcaagagaaTCc-F (mt)
NG_005905.2 | ¢.5382 5’- aaggcgggaggatcaca-Rc

BRCA1_5622C>T | 5’-aggcacctgtggtgaccCg-F (wt) 453bp

rs.172216 5’- gaggcacctgtggtgaccTg- F (mt)
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€.5622

5'- ctetgtgettccageccta-Re

BRCA1_T300G 5’-aagaaaggg ccttcacagTg-F (wt) 321bp
rs.111497 5’- aagaaaggg ccttcacagGg- F(mt)
¢.300 5’- caagattaacagacaatg -Rc
BRCA2_6174delT | 5’-ggatttttagcacagcaagTg-F (wt) 358bp
BRCA2 rs.29822 5’- ggatttttagcacagcaag-g-F (mt)
LRG_293, c.6174 5’-cattttgtctagacgtaggt-R
NG_012772.3 | BRCA2_9254del5 | 5'- gagatacagaatttATCATc-F (wt) 496bp
rs.63343 5’- gaaagagatacagaattt-----ct-F (mt)
c. 9254 5’- gaattgagagaattgctttt-Rc

Fwi- vohsi tipa aid duz praymerlar; Fn,- mutant tips aid duz praymerler; R.- Umumi olan aks
praymerlar; rs-genlarin uygun nukleotid ardicilhdi; C- genin klonlasmis (KDNA -a c¢evrilmig)
ardicilhginda pozisiyasi. LRG va NG-genlarin pasport imformasiyasi

Sokilds allel-PCR metod Ug¢ln secilan serayitin sxemi

Step 1 Step 2 Step 3
30-35X
94°C 94°C
2:00 0:15 72°C 72°C
50°- 65°C 1 minper 5:00
0:20 Lxb
4°C
oo

11




Sakil 3. Gozlanilan
fragmentlarin PCR
amplifikasiyadan sonra
yoxlanmasi. M1 va M2
malum molekul ¢akilya malik
standart fragmentlardir. M1-
3000bp-100bp; M2-1000bp-
100bp-dir. N1-N7-da PCR-
analizdan sonra gozlanilen
fragmentlarder. Analizlerds
istifade edilon DNT-nin
migdari eyni goturiimayib
Belslikla, analizds alinan
fragmentloerin molekul cakisi
cadval 2 gosterilon allel-
spesifik praymerlarla
kecirilacek PCR-
amplifikasiya zamani
alinmasi gozlenilan
fragmentlare uygun galir.
Takca N7 quyucuqda
gozlanilan 431bp-lik fragment sintez olunmamigdir. Guman olunur ki, BRCA2_9254del5
mutasiyani askar etmak Ugln istifada edilon praimerlar va allel-spesifik PCR ancaq ndktavi
mutasiyalari (ve ya SNP-ri) agkar eda bilir. Gorinduyl kimi 5 nukleod askikyi oldugu ardicilligda
praymerin oturmasi catin olmusdur. Bunlari nazare alarag BRCA2_9254del5 mutasiyasina aid
olan praymerlar tadgiqatdan cixariimigdir.

Belalikla, analizda alinan fragmentlarin molekul cokisi cadval 7 gostarilon allel-spesifik
praymerlorle kecirilocak PCR-amplifikasiya zamani alinmasi gozlenilan fragmentlare uygun galir.
Takca N7 quyucugda gozlenilen 431bp-lik fragment sintez olunmamisdir. Giman olunur ki,
BRCA2_9254del5 mutasiyani agkar etmak Ugun istifade edilon praimerlar va allel-spesifik PCR
ancaq noktavi mutasiyalar (ve ya SNP-ri) askar eda bilir. Gérinduyu kimi 5 nukleod oksikliyi
oldugu ardicilligda praymerin oturmasi catin olmusdur. Bunlari nazare alaraqg BRCA2_9254del5
mutasiyasina aid olan praymerlar tedgiqatdan ¢ixariimisdir.

Diger mutasiyalara aid olan praymerlar normal natice verdiyi U¢un tedqgiqatlarda onlardan istifada
etmak nazerde tutulur. Diqget gakan asas masalalarden biri isin 50% manual olaraq hayata
kecirilmasidir. Har analize naticalerin arxivlesdiriimasi daxil teqriben 7-8 saat vaxt serf edilib.
Layihanin gedisi zamani 1570 analiz kecirilib. Bir gox analizler tekrar olunub. Bazi analizlerin
tekrar olunmasi gozlenilir. Xastslardan toplanilan gan -20°C, analizlerdan artiq qalan genetik
material -40° C-da saxlanilir. Xasts kilinik material haqqinda imformasiya laborator “cancerReg”
toplanib.

Isi asanlasdirmaq va naticalerin 6xunmasini tezlesdirmak Ugun har bir grupda butun xestelara 1
praymer tatbiq etmakle analiz kecirilib. Yoni butiin xastalerds bir mutasiyanin oxunmasi eyni
vaxtda aparilib. Sakil 4-den planl sakilde kegirilon bela bir analizin naticalarini tasvir edilib.
muxtalif xastalerin genetik materiallari eyni zamnada analiz edilib. Analize eyni miqdarda genetik
material ( DNA) sorf edilib. Bu analiz BRCA1_185delAG mutasiyasini agkar etmak U¢ln dizayn
olunan praymerlarloe aparilib.
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Sokil 4. 3%-li agaroza gelinde PCR-amplifikasiyadan sonra BRCA1_185delAG mutasiyasini
askar etmak tc¢ln kecirilan gel-elektroforez. Analizde ancaq vehsi tipa aid olan praymerlarden
istifade edilib. Gorunduyu kimi butin quyuguglarda gozlanilan fragmenta komplementar
fragmentlar agkar edilib. Sakilde sagda 3000bp-100bp-lik standart ragmentlarigérirsiz. Bu
mutasiyani askar etmak Ugun kecirilon analizlera aid dokumentlar bir govlugda toplanmigdir. Har
bir xastaye aid olan analiz quyucugu nédmralanmis, laborator “CancerReg” saxlanilir. Diger
praymerlarlar kegirilan analizlar de eyni qayda ile fiksa edilib ve materiallar dokumentlasdirilib.
Mutasiyalarin askar edildiyi xastelarde (asagidaki nimunalerde gostarilocak) quyucuglar oxla
gosterilib. Numayaes edilan saklilards gosterilen analizler ancaq vahsi tips aid olan praimerlsla
kecirilib. Qeyd etmak istayiram ki, PCR-amplifikasiyadan sonraki fragmentlor (elektroforezden
sonra) laborator soyuducularda,-40°C-das saxlanilir. Mutasiya askar edilen fragmentlarin sonradan
tosdiglenlasi t¢lun fragmentlerin bazilari Sanger sekqvens (kamersiya) yolu ile analiz edilib.
Analiza yollamamisdan avval fragmentlarin saflig1 ve butovliyu elektroforez vasitesi ile yoxlanilib.

Sakil 5-de BRCA1_4153
mutasiyasini agkar etmak Ugln kecirilan analizlarin fiksa edilmis sakillari. Fragment gézlenilan
kimi 395bp uygun galir. Standart fragmentler 1000bp-100bparasindadir. Bu analizds mutasiya
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askar edilmayib.

Sakil 6-da BRCAL1 5382insC
mutasiyasini agkar etmak Ugln kecirilan analizlerin fiksa edilmis sakillari. Fragment gézlenilan
kimi 310bp uygun galir. Standart DNT fragmentlari 1000bp-100bp arasindadir.

Sokil 7-da BRCA1 _5622C
mutasiyasini agkar etmak Ugun kecirilan allel-spesifik PCR amplifikasiyadan sonraki
fragmentlarin agaroza-gel elektro-farezdaki identifikasiyasi. Standart fragmentlaer 1000bp-100bp
olmagqla yuxaridan asagiya oxunur. Fragment goézlenilen kimi 502bp uygun gslir. Oxla gdsterilan
quyucuqda mutasiya askar edilib.
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Sakil 8-da BRCA1_T300G
mutasiyasini askar etmak Ugun kecirilon analizlaerin agarozagel-elektroforez vasitesi ila fiksa
edilmasi. Fragment gézlenilen kimi 540bp uygun galir. Standatr fragmentlar 1000bp-100bp
ahataedir. Azaliz zamani mutasiya agkar edilmayib.

Sakil 9-da
BRCA2_6174delTmutasiyasini agkar etmak Ugln kecirilan analizlerin agaroza gel-
elektroforezdan sonra fikse edilmasi. Fragment gézlanilan kimi 610bp uygun galir. Standart
markerler 1000bp-100bp-ya uygundur. Sakilde askar edilon mutasiya 2-ci quyugugda oxla
gosterilib.

Analiz kecirilon xastalerin naticaleri laborator “CancerReg” saxlanilir. Layihinin sonuncu hesabati

Ucun hazirlanan naticelar asagidaki cadvalda gostarilib.
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Cadval 5. Layihads istirak edan sud vazi ve yumurtaliq xar¢gangi xastalarinin gruplari ve hear
grupda agkar edilmig aktivlagdirici gen mutasiyalari

Ne Qrupun adi Xosto sayl | Agkar edilan
(n1) mutasiya
sayl
(n2)
1 Aile anamnezi olan qadinlar: 1-ci ve 2-ci 141 12/141

daragali gohumlarda sud vezi xargengi,
yumurtalig xergengi, prostat vezi ve mads alti
vazi xarg¢angi olan gadinlar

2 Yas grupu: 35 yasina gadaer aile anamnezi 52 6/52
olmayan qgadinlar

3 iki torefli siid vezi xargengi olan gadinlar 11 2/11

4 Sud vazi xargangi olan Kisilar 7 0

5 iki torefli sid vezi ve yumurtaliq xercengi olan 2 2/2
gadinlar

6 Eyni zamanda sud vezi ve yumurtaliq xargengi 6 2/6
olan qadinlar

7 Yumurtaliq xar¢ang olan qadinlar 21 1/21

8 Xususi hormanal statusu olan gadinlar (3 gat 29 4/19
negativ)

Comi n1=263 n2=29

Kisi sud vazi xar¢gangi diagnozu qoyulmus xaste qrupundan basqga butun gruplarda mutasiya
askar edilmis xastalar movcuddur. Sslinds statistik malumat almaq Ugln har bir grupda xeste
sayinin daha ¢ox olmasi garakdir. Aparilan igsds yetarll xaste sayl ancaq aile anamnezi olan
grupda var. Bunu nazars alaraq layihade statistik tahlile yer verilmadi. Digar terafden igin
respublikamiz Ggun aktualligini nezars alaraq irsan oturulen ve bad xassali sislerin yaranmasina
sabab olan BRCA1/2 kimi genlarin tadgigatinin ham fundamental, ham da klinik istiqamatda
apariimasi planlasdirilir. Bu baximdan avvalcedan nazarda tutulan gruplarda xssta toplanmasi
davam edir. Sonuncu statistik malumata asaslansaq 263 tahlil olunmus xestedan slave daha 130
tahlil olunmamig genetik material mévcuddur. Bu xastalar gruplar arasinda paylanilib, onlardan
EDTA-tubda qan toplanilib ve genetik material ayrilib. Ayrilan genetik material sonraki tadgiqatlar
tglin -40°C saxlanilir, géturilen gan genetik material alinandan sonra -20° C saxlanilir.

Cadval 6-da layihaya calb edilon qadinlarda taqdim edilan metodlarla agkar edilon mutasiyalarin
siyahisi gosterilib. Mutasiya agkar edilmadiyi hallar xatlarle igsara edilib. Amma qeyd etmak
istayiram ki, mutasiyalarin agkar olmamasi onlarin populyasiyada mévcud olmamasi ganaitina
galmak deyil, hatta “qizil standart” sayilan Sanger sekvens de mutasiya askar edilen va
edilmayan fragmentlorin tokrar sekvensini telab edir [Andrey J. W., 2016].
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Cadval 8. Allel-spesifik praymer / allel-spesifik PCR-metodla tayin edilen BRCA1/2 genlorin irsan
Oturulan mutasiyalari ve onlarin Azerbaycan populyasiyasinda yayilima sixligi

Genler, mutasiyalarin tipi ve Aktivlagdirici gen mutasiyalarinin
lokalizasiyasi yayilma sixhgi
BRCA1_5382insC 10
BRCA1_5622T 7
BRCA1_185delAG 5
BRCA1_T300G 2
BRCA1 4153delA | e
BRCA2_6174delT 5
BRCA2 9254dels | e
Comi 29

BRCA1_4153delA voe BRCA2_9254del5 mutasiyalari tadgiqatda askar edilmamisdir.
BRCA1_4153delA mutasiyasi Polsa [Rataiska M., 2008], Rusiya [Chasonikova 1.V., 2002] ve
Belarusi populyasiyasinda [Bagdanova R.C., 2008] askar edilib. Diger askar edilmayan mutasiya
BRCA2_9254del5-dir. Biz guman edirik ki, mutasiya istifade etdiyimiz metod va dizayn etdiyimiz
praymerlarla tayin edile bilmir. Belo ki, sintez ediloen praymerlarin vahsi tipde gozlanilen
fragmentlari sintez etmamasi buna subut ola biler. Bslinde mutasiyaya bagli olaraq secilen
praymerlarin arima tenperaturlari (Tm) ¢cox vaxt PCR sarayitinin standarta uygun olmamasi ila
saciyyalanir. AdI geden mutasiyanin teyininds istifade edilacek praymerlarin arima temteraturu
48°C olun. Bu mutasiya ispan [Nerta C., 2003; Milne R.L.,2008], Ingilis [Neuhausen S.N., 1998]
populyasiyasinda agkar edilib. 9slindes BRCA2_9254del5 mutasiya “gargive surusmasi” ile
alagadar oldugu ugun ve daha ¢ox cavan yasli xastslerde [Milne R.L., 2008] askar edildiyi igun
mutasiyanin lokalizasiya oldugu regionun arasdirilimasi lazimdir. Galecakds toplanan arxiv
materiallar Uzarinde adi cakilon sahanin NGS va ya har hansi bir sekvencs cihazla tadqiqi
planlasdirilir

Layihada istirak edean gadinlar arasinda askar edilmasi magsada uygun sayilan BRCA1/2
genlarinin irsen oturtlen mutasiyalari arasinda BRCA1 genin ¢.5382insC pozisiyasinda
lokalizasiya olunan aktivlesdirici nOvtavi mutasiyasi yayilma sixligina gora birinci yerda gedir.
Mutasiya Rusiya [JTto6yeHko J1.H., 2014], Turk [Manguoglu E, 2010], Ruminiya [Negura N., 2010],
Yunan [Anagnostopulos T., 2008] populyasiyalari arasinda yayilib. lkinci yerde askar olma
tezliyine gore BRCA1_5622T muatsiyasi durur. 3-cu yerds BRCA1/2 genlarinin irsi
mutasiyalarini tedqgigat obyekti secan butlin millatlerde askar edilmis BRCA1_185delAG gedir. Bu
mutasiya hal-hazirki adebiyyat malumatlarina géra [Mehdipour P., 2013] butin populyasiyalarda
askar edilib. BRCA1 genin 2-ci eksonunda yerlasir va genin funksiyanal fealiyyatini temin eden
domena aiddir [Ake Borg., 2010]. Yayilma tezliyina goro BRCA1_185delAG mutasiyadan gerida
galmayan BRCA1 T300G mutasiyasi da Azarbaycan populyasiyasinda askar edilib.
BRCA1_T300G mutasiyasi kecmis sovet dlkalari arasinda daha ¢ox Sibir xalglarina maxsus
mutasiyadir [Cherdyntsova N. V., 2014]. Mutasiyanin Asiya xalglari arasinda yayilmasi hagqginda
da malumat var [Ma V., 2006, 2010 ve Xiong J., 2009]. BRCA2_6174delTmutasiyasi yayllma
sixligina géra BRCA2 genin an ¢ox askar ediloan mutasiyasidir. Klinikasi asasen yumurtaliq
xargangi olan qadinlarda tesvir edilib [Bougie O., 2011]. llk dafs olaraq Askazi yshudi
populyasiyasinda [Neuhausen S., 1993] asakr edilib. BRCAZ2 genin 11-ci eksonunda yerlasir.
Funksiyanal domenda bas veran mutasiya BRCAs-alagali sid vezi, yumurtliq, mads alti vazi
xargangi riski yaradir [Golan T., 2014].

BRCA1 genin 2-ci eksonu 20 xastede Sanger sekvens yolu ile analiz edilib. Analizlar Tlrkiya
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Respublikasinda komersiya yolu ile analiz etdirilib (GenMark, Tr). 20 xastenin 5-de allel-spesifik
PCR metodu BRCA1_185delAG mutasiya agkar edib, galan 15 xestade BRCA1-in 2-ci eksonu
vehsi tip kimi giymatlendirilib. 20 xastanin har birine Sanger sekvens metodu tatbir edilib.
Sekvensdan alinan naticelar ve allel-spesifik PCR metodun naticelari 18 xastada uygun galib, 1
xostada Sanger analiz Ugun géndarilon genetik material kifayat olmayib, analizin tekrar
oxunmasina ehtyag olub. Diger xastede genetik material par¢galanmaya maruz qalib. Har iki
genetik material allel-spesifk PCR metodla genin vahsi tipi kimi giymatlendirilib. Analizler
komersiya yolu ile kegirilib, bunu nazare alaraq naticaler hesabata slave edilmayib

MATERIAL V& METODLAR

l. Xostoloar ve yaradilan xasta qruplari hagqinda malumat

Qrant layihasinds istirak ededcak xastalar adabiyyatda gosterilan [] ve tacribays asaslanaraq
Milli Onkologiya Markazina (MOM) 2015-2018-ci ilde miraciyat eden sluid vazi xargangi diagnozu
goyulmus xastelar arasindan secilmisdir. Bu xastalarin se¢ilma parametrlari asadida gdsterilan
kimi olmusdur:

1. Sid vazi xargangi 35 yas ve ya daha tez askar olunub

2. Sud vazi xargengi 45 yas va ya daha tez askar olunub va xastads asagida geyd
olunanlardan biri varsa:

a) 45 yas ve ya daha tez yasda sud vazi xargengi askarlanmis en azi bir yaxin gan gohumu,
b) epitelial yumurtaliq xargengi askar olunmus en azi bir yaxin gan gohumu,
c) xestada bilateral va ya iki birincili sud vezi xer¢gangi geyd olunur va bunlardan birincisi 45 yas
vo ya daha tez agkar olunub,
d) xastenin mahdud aile tarkibi var ve ya xasta dvladliga gotartldiyu tgln aile tarixgasi malum
deyil

3. Xastads sud vazi xar¢gangi har hansi bir yasda asagidaki gosterilonlarle birlikde askar

olunub:

a) aileda,eyni tarefds en azi iki yaxin gan gohumu sud vezi va ya epithelial yumurtaliq xar¢angi
ilo xastelanibsa

b) xastadas iki birincili sud vezi xar¢gangi diagnozu tasdiglenib,hamginin xastenin en azi bir yaxin
gan gohumunda 50 yas ve daha tez sud vazi xar¢gangi askar olunub,ve ya

c) xastada iki birincili sud vazi xargengi diagnozu tesdiglanib,hamginin xastanin en azi bir yaxin
gan gohumunda epithelial yumurtaliq xer¢angi askar olunub,ve ya

d) kisi cinsindan olan yaxin gan gohumunda sud vazi xargengi askarlanibasa,ve ya

e) xastonin alave aile anamnezi telab olunmayan,ylksak mutasiya tezliyi rast galinen etnik
mansubiyyati (Askenazi yahudilari)

f) ailede,eyni tarafds iki yaxin gan gohumunda istanilan yasda pankreas adenokarsinomasi rast
galinibsa

4. Xastoadoe 60 yas va daha tez “triple negative” sud vazi xergangi diagnozu qoyulubsa

5. Sud vazi xergangi diagnozu qoyulmus kisi xastelar
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Xastalarl sorgu blanki bu hissanin sonuna slave edilib. Bu sorgu blanklari heam hakim-
onkologlara, hem da laborator iscilara paylanilib.

Bu sertleri nazere alaraq layihinin kegirildiyi muddat arzinde toplanan 263 sud vezi ve yumurtaliq
xarsangi diagnozu qoyulmus xaste 8 yarin qrup arasinda paylanilib. Bu gruplar naticalarin tasvir
edilduyi hissada cadval 1-de gosterilib.

Il. Biomaterial ve genetik material

Biomaterial olaraq xastelarin periferal ganindan istifade edilib. 2 mL qan EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid) tublarda toplanilib. Qani soyuduguda (2-8C) deracada 7 gun
arzinde saxlamaq olar. listifadeden sonra toplanan biomaterial sonraki tedgigatlar tigtin -40° C
kegirilib. Har bir material kodlasdirilib va laborator komputerlards saxlaniliq.

Genetik materialin alinmasi Qiagen firmasinin kitlari vasitasi ileaparilib (Qiagen, Gr). Analizlar
Qiagen Hand boook (https://www.giagen.com) protokollari asasinda aparilib. Asagidaki sxemda
kitler ve analiz sxemi gostarilib.

sample Product

Lysa

+

45 Bind DNA a) Layihads istifads edilen reagentlar
Wash

b) Genetik materialin alinmasi sxemi. Bu metodla
w Elute biomaterialdan 20 daqigs azinde DNT molekulasi almaq
olur. Alinan genetik materialin kemiyyat va keyfiyyati

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, US)
Usable DA
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spektrofotometrinda yoxlanilib. Alinan mahlulun 260nm/280nm dalda uzunlugunda olan
Olgular nibatinin tagriban 1.8 barabar olmasi genetik materialin ig Ggun yararli olmasini
gostarmisdir. Bu yolla igladilecek mahlulun 1 mikrolitrinda olan maggamiqgdari da askar edilir.

Bazi hallarda alinan materialin keyfiyyati gel-elektroforez yolu ile de yoxlanilib. Natice
boliminda $akil 1 alinan DNT molekulunin safligini gostarir.
istifadedan sonra DNT mahlulu arxivlasdirilib va -40° C saxlanilib.

Layihade BRCA1/2 genlarinda olan mutasiyalari agkar etmaklgin 2 metoddan istifads edilir.
1. HRM (High Resalution Melting) metodu: metod nukleodlarin mixtalif earime temperaturuna

asaslanir. Sakildan gérundiyu kimi uygun fragmentlards olan nukleotid dayisikliyi alinan
grafiklarinformasini dayisir. Ham soldaki, heam sagdaki grafikds analiz edilen numuns ila
vehsi tipin konkret temperatur dayisikliyine ugradigi zaman alinmis naticesi gosterilib.
Gorunduyud kimi analiz edilen nUmuna vahsi tiple eynidirsa,yani mutasiya agkar
edilmayibse, grafiklar sagda goérinduyl kimi olacaq, eks halda vahsi tips aid olan grafikle

analiz edilen
NN Homozygous numunanin qraflkl
N\ /(redf; een) samples Ce e
cannot be discriminated biri-birindan

fter t t
Srting forglanacak. Bu
vaziyyat sakilde

solda gosterilib.

™ ‘ .\\2;\ Sy,
single heterozygous mutant N Homozygous
(A=T) / mutant (A=T)
\'.
I".I‘ I:i.)

double heterozygous mutant
[C>T; A=T]

A: Unshifted HRM curves B: Temperature Shifted

2. Istifade edilon 2-ci metod ise klissik allel-spesifik PCR metodudur. Bu metodla gendas
istenilon ndktavi mutasiyani agkar etmak olar. Metod primer dizain edilmasi, allel- specifik
PCR texnologiya ve sonradan gel-elektroforezle askar eidlmays asaslanir. Layihade
1.5%-li agaroza gel-elektroforezden istifada edilib. Natice béliminds yerlasdirilon Cadval
2-da primerlarin strukturu ve BRCA1/2 genlerin aktivlesdirici mutasiyalarinin lokalizasiyasi
goterilib. Allel-spesifik PCR, secilon PCR-gerayiti praymerlarin gaynama temperaturundan
asili olub. Agaraza gen elektroforez ve gellerinoxunmasi Gel-Doc EZ image (BioRad, US)
aparati vasitesi ile aparilib. Praymerlarin dizaini http:www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
saytinda uygun genlarin nukleod ardicilhigini tapmagq (rs), axtarilan gen mutasiyalarini
KDNT ardicilliginda lokalizasiyasini (c) tapmagla aparilib. Metoda daha ¢ox insan emayi
sorf edilir. Amma daha ucuz ve sarfali hesab edilir. Laylhade mahz bu metoddan istifade
edilib.
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Common

I '| | | | | | | | / Reverse Primer

l PCR 1 > e

|
Allele-Specific | I I I I I I I l
SNP of Interest Forward Primer 3

[TTTTTT T

M

-
Fluorescently
Labeled Primer .
. Thermocycling / | | | | I | l
Continues | Complementary
]l Tal Sequence

spesifik polumeras zancir reaksiyasinin (PZR) kegirilma prinsipi.

Sakil 2. Allel-

. Etik normalar ve biomaterialin toplanmasi gaydalari

Etik komisiyanin gertlarine asasan butlin xastaler layihanin maqgsadi, layahada igtirakin
konulli olmasi, analizlerin kegirilma tarixinin ve metodunun halse tam muayyan
edilmamasi, alinan naticalarin tahlili ve taslimi Ggun layihi istirakcilarinin davat olunacag
va naticalerin gizliliyinin saxlanilacagi haqda sifahi ve yazili olaraq malumatlandiriliblar.
Asagida layihadaistirak edan xastalara taqdim edilan raziliq kagizi gostarilib.

Blanklar asagidaki formada hazirlanib ve hazir blanklar laboratoriyada saxlanilir.

Xasta hagginda malumat blanki

Xasta Ne £ " ”
Qabul tarixi
A.S.F Ambulator kart N
Unvan | Xeste hagqinda malumat Yasi
Tel: | e-mail | Cinsi Qadin | Kisi
Aila tarixcosi Votondashgi
1-ci deracali gohumlarda SVX* Ho yOX Etnik ve milli mansubiyyat
2-ci deracali gohumlarda SVX* Hoe yOoX
1,2-ci deracali gohumlarda yumurtg Ha yOoX Xostanin genetik gostericilari
X.
Qohumlarda digar bad xasisali Ho yoX Genetik analiz
téramalar naticesi var yoX
Varsa, téremanin lokalize oldugu ys« BRCA1
BRCA2
PALP2
Ails tarixgesi varsa PTEN
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Qohumlug Diagnoz va onun tayin olundugu yas Ata tarafdaer|

Ana torafdd] TP53

daracasi gohum gohum
NBN
RAD50
RAD51C
CHEK2
Qohumlarda BRCA1/2 analizi kecirf Ha yOX STK11
Kecirilibsa, kimda sairo
Askar ediloen
Askar ediloen mutasiyalar mutasiyalar
Metodun adi
Sisin histoloji tipi TNM Marhala Diagnoz Bilateral | premenopaug
_ va uzad olundugu ya
IDC-invasive dictal carcinoma metazta
ILC-invaisve lobular carcinoma
DCIS-ductal carcinoma in situ
LCIS-lobular carcinoma in situ
Endokrin status Rutin lab. informasiyalar Qeyd
ER + -
PR + -
Her2/neu| + -
Digar malumatlar
Ki67 (%) | |

Qeydiyyati kegiran hakim:

BRCA1 va BRCAZ2 genlarinin genetik skrining malumati

BRCA1/2 genlarin genetik analiz metodu

HRM

rogrami ila genin tam skriningi

Askar olunan problemli fragmentlar

Askar ediloen problemli fragmentlerde SNP

analizi
(artig malum mutasiyalarin oldugu fragmentl
askar edilarsa)

Askar edilen fragmnetlarin tam sekvins anal

(imkan daxilinde batin fragmnetlera samil

edilmali)

Qeyd:

Askar ediloen problemli fragmentlarin parafin

blokdan alinmis bad xasisali sig toxumasind

arasdirilmasi (inkan daxilinda)

Perifiral ganda kegirilan analizin cavabi neqa
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olarsa, bazi hallada mutasiya parafin blokda
alinmig Genom materialinda aparilir (inkan
daxilinda)

Qeyd:

SVX —ile slagadar digar slagali genlarin
SNP/sekvens (inkan daxilinde) analizi

Qeyd:

Genetik analiz kegirma tarixleri va digar malumatlar

Xastani malumatlandiriimasi ve garsiligh raziliq formasi

Vacib — zahmet olmasa diqqatle oxuyun: Bu forma xastanin malumatlandiriimis raziligi ve
muUmkun analiz tayin etmanin maqgsadi, qaydalari, shamiyysti, mahdudiyyatleri va riskleri, bad
xassali toramalarin yaranmasinda genetik meyilliliyin rolunu tasvir edir. Bu konullu bir testdir ve
bu blanki imzalamadan 6nca genetik maslahat ala bilarsiniz.

Magsad: bu testin esas maqgsadi bad xassali toremalardas irsi hassasliq ile bagl genlerin spesifik
dayisikliklarini (mutasiyalarini) tayin etmakdir. Mutasiya genin strukturunun dayisikliyidir ki, bu
variant sonraki nasillaera 6turlle bilir. Bu test irsi xarganglar tgln bir fordin (vaya ailenin bir
Uzvundn) genetik risk dayerlendiriimasidir. Bu malumatlar bad xassali sisin yaranmasinda istirak
edan butun digaer risk faktorlari, irsi ve ya sonradan yaranmis xargang tarixinin klinik
dayerloendirilmasi ile birlikda istifada olunur.

Test Qaydast: bu testin kegirilmasi Ug¢un biomaterial SVX-gi diagnozu qoyulmus xastenin periferal
ganindan ve ya parafin blokda saxlanilan bad xassali sis toxumasindan goturalir. Nimunalarden
DNT alinir ve darin dondurucuda saxlanilir. Bazi hallarda, baslangic nimunanin keyfiyyat va ya
vaziyyaeti test Ugln kifayst etmadikds slave niumunays ehtiyac ola biler.

Vacib — Test naticalari ve sarhi : Bu testlor AR Prizidenti yaninda Elmin inkisafi fondu va
Azarbaycan respublikasi Sahiyya nazirliyi MOM-nin Molekulyar Onkologiya laboratoriyasinin
birga sayi ile kecirilir. Tagdim edilan blanklardaki (forma 1) sertlere uygun galen gadinlar
skrininqdae istirak eda biler. Qrantin sertlerine asasan testin naticaleri ilkin marhalads xastaya
teqdim edilmaya biler: bu materillarin toplanmasi, onlarin bir mustavida analizi ve ancaq problemli
fragmentlarin askar edilmasi il alagadardir. Mutasiyalarin tipinin askarlanmasi daha sonraki
marhalalerds imkan daxilinda kegirilacak.

Sizin hakiminiz ve ya genetik maslahatginiz tibbi mualicanin an yaxsisini teyin etmak maqsadila
Sizin genetik fordi va irsi xargang tarixinizi taleb edearsa, Siz va ya hakiminiz bazi ilkin
malumatlari toplamagq tigiin Molekulyar Onkologiya laboratoriyasina muragiyat eds biler. Testin
hatta ilkin naticesi da hakim Ggln positiv, neqgativ, sibhali olmaqla yararli ola biler. Stbhali test :
genetik dayisiklik teyin edilib, ancaq bu dayisikliklerin elmi malumatlara asaslanaraq xargang riski
yarada bilecayi aydiin deyil.

Testin shamiyyati : Bu genetik testlarin naticaleri Siza ve Sizin hakiminize daha dizglin darman
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secgimi , cerrahi segimlar ve mualica da daxil olmagla sizin tibbi istigamatinizi misyyan edas biler.
©ger bu testin naticesi positivdirse, siz hakiminizle ve ya genetik maslehatginizla ailavi xergeng
nece oturulur ve sizin ugaglarinizda va gqan gohumlarinizda eyni genlerde mutasiyalarin
mumkunluyunu muzakire eds bilarsiniz .8gar bu test naticesi negativdirse , siz mutasiyalari
usaglariniza oturs bilmazsiniz ve siz umumi populyasiyada olan riske sahibsiniz.
Risklar : Testlorin keciriimasinda hec bir risk ola bilmaz. Amma analiz kecirilan soxs testin
naticalarinin har-hansi bir seababdan gizli galmasini talaeb edirsa, bu taleb mutlaq yerina
yetirilmalidir.
Mahdudiyystler: bu testlor sadaca spesifik irsi xar¢angle alagali vacib genlerde mutasiyalarin
varligini tayin edir. Va bu testler bad xassali toremalarin yaranmasina sabab olan tak genler deyil.
Sizin hakiminiz hamginin bad xassali térema yaranmasinda istirak edan digar genlarin da
arasdirmasini tovsiyya eda biler .
irsen otiirlilen xargeng genetik testleri haqqinda slave melumatlari Medical Diagnostic
Laboratories, LLC (MDL) xaste vebsaytinda tapa bilersizinz. www.mdlab.com/BRCA.
Moalumatlandirilmig raziliq

Asagidakini imzalamagqla , man bu formu oxudum va tam basa dusdim ve asagidakilari gabul
ediram .
1. Man testin magsadi , proseduru, yararlari ,mahdudiyyatleri baresinde hakimim ve ya genetik
maslahatcim taraefinden malumatlandiriimisam. Mana sual vermak imkani verilmisdir ve bu
genetik test hagqginda butin suallara cavab almigsam
2. Man hakimim va ya genetik maslahatgimle positiv va ya negativ test naticesinin etibarliligi ve
muayyan saviyyadaki test olunmus gen mutasiyalari Ggun positiv test naticesinin genetik
xargangin xabargisi kimi xidmat etdiyi barasinde muzakira etmisam
3. Man bu sanadin hamisini oxudum ve mealumatlarin nusxasini goture bilaceyim haqqinda
malumatlandiriimigam
4. Bu irsi xar¢gangin meyillilik analizi Ggun raziliq verirem ve man hakimim ve ya genetik
maslahatgimle uygun tibbi istiqgamati muzakire edacam
5. Man basa dusuram ki, manim tibbi malumatlarim ve bu test naticelerim ila alagadar manim
icazem olmadan va ya mualice ile alagali olmadigca 3-cu bir sexsle muzakire olunmayacaq.
Man yuxaridakilari oxudum ve tam basa diusdim va bu genetik testin icrasina raziliq veriram ve
bu gerarin naticalerini gabul edirem
Xostanin adi Xosto /qanuni qoruyucu imza
Tarix
Aragdirma ii¢iin niimuna istifadesi xaste raziligi
Sizin DNT nimunanizden alde edilen informasiyalar elmi yayimlarda ve presentasiyalarda
istifada oluna bilar, batin nimunalar agiglanmamis sakilde emal edilacek .Arasdirma ugun raziliq
veran bitin fordlerin sexsiysti heg bir yayim ve ya presentasiyada aciglanmayacaq. Once
altdaki seganaklar

Bali, Mean DNT nimunalerimi arasdirma maqgsadils istifade etmaya raziliq verirem

Xeyr , Man DNT numunalarimi arasdirma magsadils istifads etmays raziliq
vermiram.
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Layihanin hayata kegirilmasi {izra planda nazards tutulmus islorin yerinas yetirilma daracasi (faizlo
giymatlondirmsali)

Layihada nazardae tutulan igler 100% yerina yetirilib.

Hesabat dovriinds alinmis elmi naticalar (onlarin yenilik daracasi, elmi vo tacriibi shamiyyati, naticalarin
istifadasi v tatbigi miimkiin olan sahalar aydin sokilde gostoarilmalidir)

1. Tadgiqata calb edilan xastalerin Azarbaycan Respublikasinin regionlari Uzre
paylanmasi kegirilib. Sorqu zamani insanlarin hal-hazirda maskunlasdiglari makanlar yox,
nasil gacerasinin amala galma tarixi nezars alinib. Bu zaman 263 xastenin ancaq 175-de
real (xastenin s6zlinden) nasil agaci ¢gakmak mimkin olub. Tadgigatin naticasi gosterir ki,
sud vezi ve yumurtaliq xarcengi diagnozu qoyulmus xastalerin boyuk aksariyyati paytaxt
Baki gseharinde maskunlagsmisdir. Bu xastalarin nasil sacerasi bir neca asri shata edir.
Ailelarin 56%-i asrin avvalinde Baki atrafinda yerlesan neft istehsal eden kandlerde
yasamis va sonradan senaye markazi olan paytaxta kdcmusler. Belslikle, giman etmak
olar ki, sud vazi va yumurtaligda bad xassali sislarin amala galmasinde muhim rol oynayan
ekoloji aminlarden bir insanlarin iri senaye markazlarinin yaxinhidinda uzun muaddet
yasamsidir. Bu siglerin irsi-asili v ya somatik olmasinin askarlanmasi sonraki
fundamental arasdirmalarin vazifasidir.

2. Sud vazi va yumurtaliq xar¢angi diagnozu qoyulmus xastealarin kinik alamatlars gors
gruplara ayrilmasi gostardi ki, daha ¢ox xaste toplamis qrup aile anamnezi olan qrupdur.
Bu qrupda xastelarin 53.6% toplanmisdir. Askar edilen mutasiyalarin 41.34%-i bu grupdan
olan xastalerin payina dusur. Belslikloe, xastalarde diagnoz olunan ssisin irsi-asili ve ya
somatik olmasinin seleksiyasi zamani xususi diqgat mahz aile anamnezi olan xastelara
verilmalidir. Bu xaestaelarde moleulyar-genetik testlerin kecirilmasi sortdir

3. BRCA1/2 genlarinin Avropa ve Asiya xalglari arasinda askar edilen va klinik
ahamiyyat kasb edan aktivlesdirici mutasiyalari Azarbaycan populyasiyasinda da agkar
edilib. Tedgiqatda istirak edan xastaler arasinda BRCA1 geni agkarlanma tezliyi il biri-
birinden farglanan 4 aktivlagdirici mutasiya ile temsil edilib: BRCA1_5382insC;

BRCA1 _5622T; BRCA1 185delAG; BRCA1 T300G. BRCA1 genin BRCA1 4153delA
mutasiyasi tadgiqat obyekti olan gadinlarda askar edilmayib. Layihads istirak edan
gadinlarda BRCA2 genin kinik shamiyystll BRCA2_6174delT mutasiyasi askar edilib.
BRCA2 genin tedgigata daxil edilmis ikinci BRCA2_9254del5 mutasiyaya aid praymerlar
analiz edilen butln hallarda (mutant va vahsi tip) islemamis ve mutasiyalar iginda an
aqgressiv sayllan mutasiya haqqinda malumat almaq mumkudn olmamisdir.
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4.

BRCAZ2 genin BRCA2_9254del5 mutasiyasindan basga tadqgiqata daxil edilmis
BRCA1/2 genlarin diger klinikasi malum olan aktivlesdirici mutasiyalari allel-spesifik PCR
metodu va taqdim edilen allel-spesifik praymerlor vasitasi ile tayin edile biler. Bu metodun
maya deayari istifade edilmasi maslahat gorilen butun diger metodlardan asagidir. Bels ki,
onkoloji klinikalarda allel-spesifik PCR metod BRCA1/2 genlarin an ¢ox yayillmis
mutasiyalarini agkar etmak ugun rutin test siyahisina salina biler.

BRCAZ2 genin BRCA2_9254del5 mutasiyasi “gergive suriusmasi” ile alagadar
agressiv mutasiya hesab edilir. ©dabiyyat malumatlarina géra bu mutasiyanin dasiyicisi
olan insanlarda xastslik asasan cavan yaglarinda meydana ¢ixir. Tedqiqatgilar bu
mutasiyanin iranda yasayan Azerbaycanli shali arasinda askar edildiyi hagginda malumat
yayib. Allal-spesifik PCR metod va taqdim edilan praymerlar adi cekilan mutasiya
haqgqginda malumat vera bilmadi. Canubi Azerbaycanda yasayan azsrbaycan populyasiyasi
arasinda bu mutasiya hem sud vezi, hem da yumurtaliq xargengi olan insanlar arasinda
askar edildiyi tgun BRCA2_9254del5 mutasiyasini askar edilma yollari sonraki
tedqiqatlarda planlasdiriimahdir.

Layihanin gedigsinda toplanan klinik informasiya va biomaterial Gzarinds bir sira
layihada nazerds tutulmayan tadgiqatlar apariimisdir. Butun tadgiqatlar stud vazi ve
yumurtaliq xergenginda yeni prognostik ve prediktiv molekulyar biomarkerlarin axtarisi, bu
biomarkerlarin mualice prosesinda rolunun éyrenilmasine hasr edilmisdir. Sonraki
toadqgigatlarda bu qrup biomarkerlerin BRCA1/2 genlarle alagasi 6yrenilecak

Tadgagatin naticalerine asaslanaraq onkoloji klinikalara bir sira tovsiyyslar taqdim
etmak olar: a) klinikalarda BRCAs-asili std vazi, yumurtaliq, mada alti ve prostat vazi
xar¢angini agkar etmak Uigclin maya dayeri daha ucuz olan allel-spesifik PCR metod va
allel-spesifik praymerlarden istifade edile biler; b) BRCA1/2 mutasiyasinin askar edilmasi
vacib olan xastalerin secilmasi layihada taqdim edilen blanklari vasitasi ile aparila biler; b)
BRCA1/2 genlerinin analizi kegirilon xastalare bu analizin naticaleri ila birlikds “irsen
oturalen” mutasiyalar hagginda layihads taqdim edilan malumat kagizi/kitabcasi
tagdimedila biler; d) stibhali test cavablarinin Sanger (ve ya diger metod) metodla
sekvensi maslahat goruls bilar segilmis gruplarda genis yayilmis aktivlesdirici mutasiyalar
axtarisi ile aparilan molekul

BRCA1/2 genlerinin irsan oturulen mutasiyalarinin xususi yar-genetik analizi
masalaya gisman aydinliq gatirse da, Azarbaycan populyasiyasinda bu genlarin
mutasiyalarinin yayilma sixligi va tipi haqqinda tam malumat vers bilmaz. Bu masalanin
halli Ggun tadgiqata goxsayli xesta kontingenti toplanmagla genis skrining programlarinin
tatbiq etmakdir. Bu zaman NGS (genlarin tam ardiciliginin dyrenilmasi) metodunun tatbiqi
vacibdir.

Layiha zamani ilk dafs olaraq respublikamizda genetik materiallar toplanan (DNT,
RNT, cDNT) bank yaradilib ve onun saxlama sarayiti dyrenilib.
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10. ilk defe olaraq laboratoriyada “BRCA1/2 CancerReg” yaradilib. Bu arxivds toplanan
va daima zanginlanan klinik-laborator informasiya sonradan elmi iglarin kecirilmasinda
istifade edilecak. Buna oxsar registerlor hal-hazirda TUBB3, RMM1, ERCAL, EGFR,
KRAS,BRAF va TYMS genlar Ggun yaradilb.

11. Layihade magsadyonlu toplanan elmi-kliniki-genetik arxiv materiallari molekulyar
onkologiya sahasinda planmasdirilacaq elmi iglerin istigamatleanmasinde muhim rol
oynamagla respublikamizda adi ¢akilen sahanin inkisafina yardim edacak.

12. Layihanin kegirilmasinds istirak edan edan icragilar, valantorlar, telabaler, elmi
iscilor, hatta xastaler do profilaktik metodirin tatbiqi ile tanis olmuslar. Molekulyar-genetik
metodlarla tanisliq bir gox elmi islerin yerina yetiriimasi Ugun zeminyaradmigdir. Movzu
atrafinda 2 falsafe doktory, 2 magist caligir.

Layiha iizra elmi nasrlar (elmi jurnallarda maqalslar, monoqrafiyalar, icmallar, konfrans materiallarinda
moaqalalar, tezislar) (derc olunmus, ¢apa gabul olunmus ve ¢apa gondarilmiglari ayriliqda qeyd etmakls,
uygun moalumat - jurnalin adi, ndmrasi, cildi, sahifslori, nagriyyat, indeksi, 1mpact Factor, hommtialliflor
va s. bunun kimi malumatlar - ciddi sokilde daqiq olaraq gostoerilmalidir) (suratlarini kagiz iizarinda va CD

saklinda alava etmali!)
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. Anusapos HO.P. MenukoBa J1.A, Kepumos A.X., bazupoesa 3.3., Mexdusade C.I". “Ponb
TMMMauNaT CMHTeTasbl B Ka4eCcTBe NpeauMKTUBHOIO (haktopa B He0a4bioBaHTHOM
XUMUOSYYEeBOW Tepanuu rnpu pake npsiMon Kuwkn”, KasaHckmuin MeaunumMHCKnn XXypHan,
2017, T. 98, Ne 4, c. 576-580, pegakums “TATMEOWNA”, Science Index*, umnakTt caktop
PUWHL 2015-0,303

http://www.kazan-medjournal.ru

BOD XASSOLI SISLORIN MUALICBSINDS PROSPEKTIV BIOMARKER SECIMI.
F.©. Mardanli, T.S. Quliyeva, A.S. Nacafova, E.B Mansurov, L.©. Malikova //Azarbaycan
Onkologiya Jurnali. 2018. N1. s.1-12

WWW.mom.gov.az

. Azarbaycan respublikasinda irsan oturulen ve sud vezi xar¢ganginin yaranmasina sabab
olmasi giman edilan BRCAL1/2 genlearinin aktivlegdirici mutasiyalarinin yayilma sixhgi.
Bagirova E.E., Necefova A.S., Mehdizade S.Q., Mnasurov E.B., Malikova L.B. //
Umummilli lider H.8. 8liyevin ad giiniine hasr olunmus elmi-praktik konfransin materiallari
2018, sah.24-26
. AKTUBUPYIOWKWME TOYEYHBIE MYTAUUN TEHOB BRCA1/2 Y BOJIbHbIX PAKOM
MOJTOYHOW XEJNE3bl N ANYHUKA B ASEPBAVOXAHCKOW NOMNYNALUMW. /I Ox. A.
Anves, JI.A. MenukoBa, A.E. AnueBa, E.E. Barnposa, HayyHo-npaktundeckmn xypHarn
«MonekynapHaa meguumHay» // ISSN 1728-2918 // elSSN 2499-9490/ capa verilib

. Tumor response to concurrent chemoradiotherapy depending on PIK3CA gene mutational
status among Azerbaijanian cervical cancer patient // European Journal of Cynaecolodical
Oncology, An International Journal, WWW.irog.net/ Kamal Akbarov, Leylakhanim Melikova
capa gabul olunub

10.ROLE OF TUBB3 GENE EXPRESSION IN EARLY AND ADVANCE D BREAST CANCER

STAGE FORMULATION // J.A.Aliyev, S.l.Ragimzade, E.B.Mansurov, L.A.Melikova,
NCCN Global Academy, 2018, Abstrakt capa gondarilib

11.Allele —specific PCR for detection girmlines BRCA1/2 mutation in breast and ovarian

cancer .A.Aliyev, S.l.Ragimzade, E.B.Mansurov, L.A.Melikova, NCCN Global Academy,
2018, Abstrakt capa gondarilib

Ixtira vo patentlar, ssmaralasdirici takliflar

Layiha tizro ezamiyyatlor (ezamiyyoe bas tutmus toskilatin adi, sohar ve 6lks, ezamiyye tarixlari, homginin
ezamiyya vaxtl bas tutmus miizakiralor, gortiislor, seminarlarda ¢ixislar va s. deqiq gostarilmalidir)

Turkiya respublikasi, Istanbul, GenMark laboratori: Elnara Bagirova, Leylakhanim Malikova
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2015,
Rusiya Fedarasiyasi, Moskva sahari, Bloxin adina Onkoloji Markaz, Sultanova Ruxsara, 2016

7  Layiho tizre elmi ekspedisiyalarda istirak (eger varsa)
yox
8 Layiho {izrs digar tedbirlards istirak
Milli Onkologiya markazinda dayimi seminarlar, Onkologlarin elmi cemiyyatinda 4 ¢ixis, “Sud vazi
xarcangi ile mubariz1” adi altinda kegirilon tadbirlerdas istirak
Layiha moévzusu iizra elmi maruzalar (seminar, deyirmi masa, konfrans, qurultay, simpozium va s.
9 | ¢uaslar) (malumat tam gokilde gostorilmalidir: a) maruzenin novii: plenar, davetli, sifahi ve ya divar
moaruzasi; b) tedbirin kateqoriyasi: 6lkedaxili, regional, beynoalxalq)
Milli Onkologiya merkeazinda dayimi seminarlar: yerl ve beynalxalq mutexessilarla
10 Layiha iizra alds olunmus cihaz, avadanliq ve qurgular, mal ve materiallar, komplektlosdirma
momulatlari
BioRad CFX-96, US
RT-PCR masin
11 | Yerli homkarlarla alagoalor
Milli Onkologiya markazi, AMEA Genetik Ehtiyatlar institutu
12 | Xarici hamkarlarla alagaler
MD Anderson Cancer Centar, Huston, ABS
13 | Layiho movzusu iizre kadr hazirhig (egor varsa)
Molekulyar Onkologiya laboratoriyasini 2 tzvi-
I.I.Mec¢nikov adina Odessa Milli universitetinin Biologiya fakultesi mezunu Nacafova A.S. 6z
diplam isinda layihanin fragmentlarindanistofada etmisdir,
T.Sevgenko adina Kiev Milli universitetinin maqistr telabasi Bagirova E.E. diplom isi layiha ile
alagadardir.
laboratoriyada biologiya va tibb fakultasinin mazunlari qisa muddatl tacriba kegirlartacriba
kecirlar
14 Sargilards istirak (eger bas tutubsa)
(burada doldurmali)
15 Tacriibeartirmada istirak ve tacriiba miibadilasi (agor bas tutubsa)
yoXx
16 Layihs movzusu ils bagh elmi-kiitlavi nasrler, kiitlavi informasiya vasitelerinds ¢ixiglar, yeni yaradilmig

internet sohifslori va s. (malumati tam goakilds gosterilmalidir)

yox

29




SIFARISCI:
Elmin Inkisafi Fondu

Aparic1 maslahatci
Hasanli Glinay Xudayat qiz1

(imza)
v 201 _-ciil

ICRACE:

Layiho rahbari

Malikova Leylaxanim Orastun qiz1

(imza)
v 201 _-ciil
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