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LABORATORIYADA PCR APPARATI BILAN ISHLASH ASOSIY JARAYONLAR
VA AMALIY MASLAHATLAR
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Urolova Muxlisa Saydazim qizi
Jizzax shaxar SHarof Rashidov tuman i tibbiyot birlashmasi nefralogiya va
gemodializ bo'limi labarant vrachi
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Annotatsiya: Ushbu magqola laboratoriyada PCR (Polymerase Chain Reaction)
apparati bilan ishlash jarayonlarini, uning asosiy qismlari, bosqichlari va amaliy
maslahatlarini yoritadi. PCR laboratoriyada DNKning ma’lum qismlarini tez va aniq
ko‘paytirish imkonini beradi, bu esa klinik diagnostika, genetik tadqiqotlar va infeksion
kasalliklarni aniqglashda muhim ahamiyatga ega. Maqolada laboratoriya ishini samarali
va ishonchli tashkil etish uchun zarur bo‘lgan texnik qoidalar, reagentlar bilan ishlash
tartibi va nazorat namunalaridan foydalanish tavsiyalari keltirilgan.

Kalit so‘zlar: PCR, Termotsikler, DNK amplifikatsiyasi, Laboratoriya texnologiyasi,
Klinik diagnostika, Reagentlar, Laboratoriya amaliyotlari.
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Polimeraza zanjir reaksiyasi (PCR) nomi DNKni in vitro (tashqi muhitda)
fermentativ ko‘paytirish orqali ma’lum bir DNK bo‘lagini amplifikatsiya qilishda
ishlatiladigan dezoksiribonuklein kislota (DNK) polimerazasidan kelib chiqqan. Bu
jarayon “zanjir reaktsiyasi” deb ataladi, chunki har bir replikatsiya siklida asl DNK
shabloni eksponentsial tarzda ko‘payadi.

Kari Mullis 1985 yilda PCRni joriy qildi va keyinchalik bu hissasi uchun kimyo
bo‘yicha Nobel mukofotiga sazovor bo‘ldi. PCR kuchaytirilgan DNKni aniq aniqlash va
tahlil gilish imkonini beradi va biomolekulyar tadqiqotlarning asosiga aylandi[1].
o‘zgartirilgan bo‘lib, molekulyar
mikrobiologiya, genetika, diagnostika, klinik, sud-tibbiyot, ekologiya laboratoriyalari
va boshqa ko‘plab sohalarda keng qo‘llaniladi.
— bu laboratoriyada juda oz miqdordagi DNK yoki RNK mavjud bo‘lgan namunalar
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PCR usuli keng miqyosda biologiya,
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Polimeraza zanjir reaksiyasi (PCR)
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ichidan ham ma’lum DNK fragmentlarining ko‘p nusxalarini olishga imkon beruvchi
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oddiy usul hisoblanadi.
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Polimeraza zanjiri reaktsiyasi (PCR) tez-tez ishlatiladigan laboratoriya nuklein
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kislotasini ko‘paytirish usuli bo‘lib, termal denaturatsiya va praymer tanlashdan so‘ng
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DNKni sintez qilish uchun Thermus aquaticus dan ajratilgan termostabil DNK
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polimerazasi Taq polimerazadan foydalanadi [2].
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PCR apparati qismlari

Polimeraza zanjir reaksiyasining asosiy komponentlari
1. Shablon DNK (Template DNA) - PCR jarayonida amplifikatsiya qilinishi kerak
bo‘lgan magsadli ketma-ketlikni 0z ichiga olgan DNK.

2. Praymerlar - ikkita sintetik oligonukleotid jufti bo‘lib, ular magsadli DNKning
ikki zanjiridagi 3’-oxirlariga komplementar bo‘ladi.

3. Termostabil DNK polimeraza fermenti - masalan, Taq polimeraza (dastlab
Thermus aquaticus nomli termofil bakteriyadan ajratib olingan). Bu ferment PCR p
jarayonida shablon asosida yangi DNK zanjirini sintez qilish uchun zarur bo‘lgan
asosiy komponentdir.

4. Ikki  valentli kationlar, odatda Mg?* - Kko‘pchilik termostabil DNK
polimerazalari faoliyati va PCRning boshqa bir gator bosqgichlari uchun optimal
konsentratsiyada zarur bo‘ladi.

5. Deoksinukleozid trifosfatlar (ANTPs) - har bir dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
teng miqdorda bo'‘lishi kerak. Ular DNK polimeraza tomonidan yangi DNK zanjirini
sintez qilish uchun qurilish bloklari sifatida ishlatiladi. 6. Buffer eritmasi -

DNK polimerazining optimal faolligi va barqarorligi uchun zarur bo‘lgan mos ion ‘

mubhitini ta’'minlaydi[3].
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Reaksiyalarda asosanDNK polimeraza boshlang'ich isitish bosqichida yoki "issiq
start" da faollashadi, unda ferment modifikatori yuqori haroratda (odatda 90°C dan
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yuqori) chiqariladi. Faollashtirish vaqti va harorati DNK polimeraza va hot-start
modifikatorining tabiatiga garab o‘zgaradi. Ba'zi DNK polimerazalari uchun aktivatsiya
va boshlang'ich denaturatsiya bosqichlari bir bosqichda birlashtirilishi mumkin.

PCR bosqichlari
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Denaturatsiya Yumshatish Uzaytirish

at94c e 54-60°C at72°c
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1. Denaturatsiya (94°C): DNK zanjirlarini denaturatsiya qilish yoki ajratish uchun
reaksiyaga yuqori harorat beriladi. Natijada keyingi bosqich uchun kerakli bir zanjirli
andoza hosil bo‘ladi.

2. Yumshatish (54 - 60°C): Praymerlar andoza DNKdagi komplementar gismlarga
® bog‘lanishi uchun reaksiyada harorat pasaytiriladi.
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a5 3. Uzaytirish (72°C): Taq polimeraza praymerlarni uzaytirib, yangi DNK
{%}}@ﬁ zanjirlarini sintezlashi uchun reaksiyada harorat ko‘tariladi.”>
% ”&\%3 PCR mashinasining ishlash tartibi
039 3 Dastlab, namuna PCR apparati yordamida isitiladi, bu DNKning denaturatsiyasi va

ajralishiga olib keladi, bu bitta zanjirli DNKning ikkita bo‘lagiga bo‘linadi.

Shundan so‘ng, "Taq polimeraza" deb nomlanuvchi ferment eski iplarni shablon
sifatida ishlatib, ikkita yangi DNK zanjirini yaratadi yoki yaratadi.

Ushbu protsedura tufayli asl DNK takrorlanadi, har bir yangi molekulada bitta
% eski va bitta yangi DNK zanjiri mavjud.
: Shundan so‘ng, ushbu iplarning har biri boshqa ikkita nusxani yaratish uchun
ishlatilishi mumkin va hokazo.
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Denaturatsiya va yangi DNKni yaratish tsikli 30 yoki 40 martagacha
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\ 5«% takrorlanganda, dastlabki DNK segmentining bir milliarddan ortiq aniq nusxalari
'2»?’,;« \35 mavjud.
: ;’3* ) Butun PCR sikli jarayoni avtomatlashtirilgan va bir necha soat ichida tugatilishi
X I

mumkin. Reaksiya DNK denaturatsiyasi va sintezini ta'minlash uchun har bir necha
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dagiqada reaktsiya haroratini o‘zgartirish uchun tuzilgan termosikl deb nomlanuvchi
qurilma tomonidan boshqariladi.
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Polimeraza zanjirli reaktsiyasi usuli genom DNKsining alohida bo‘laklarining
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o‘ziga xos praymerlaridan foydalanish asosida diskret DNK amplifikatsiya
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mahsulotlarini olishni o'z ichiga oladi.”¢
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Amplifikatsiya- lotincha —amplification - kuchaytirish, ko‘payish, molekulyar |
: biologiyada - xromosoma DNK gqismlarining qo‘shimcha nusxalarini shakllantirish *
jarayoni, odatda tarkibida ba‘zi genlar yoki strukturaviy geteroxromatin segmentlarini
ko‘paytirish tushuniladi. Amplifikatsiya - bu o‘sma hujayralarining rivojlanishi paytida
onkogenlarning faollashuv mexanizmlaridan biri, masalan, neyroblastomaning
rivojlanishi paytida N-myc onkogen bolalarda to‘gima saratonining eng keng tarqalgan
shaklini misol keltirish mumkin. Shuningdek, amplifikatsiya - PZR - polimeraza zanjiri ¢
reaktsiyasi paytida ma‘lum bir nukleotid ketma-ketligi nusxalarini ko‘paytirish
bosqichi hisoblanadi. (

PCR mashinasidan foydalanishda ehtiyot choralari.

Fagat PCR mashinasi uchun mo‘ljallangan naychalar va plitalardan foydalanish
kerak. Ishlashdan oldin quvurlarni va xususan, plitalarni ikki marta
tekshiring.Eritmaning to‘kilgan joylarini tozalash kerak va utilizatsiya qilish uchun
biologik xavfli konteynerlardan foydalanish kerak.PCR apparati qopqog'idan
foydalanganda ehtiyot bo‘ling. Qopqoqlarni tushirsangiz yoki ursangiz, bu sinishi
mumkin.PCR mashinasidan foydalanish tugagach, wuni o‘chirish kerak.Ishni
boshlashdan oldin, PCR isitish blokining toza ekanligiga ishonch hosil qiling.
Boshlashdan oldin, har bir quvur ushlagichini tekshiring.Qopqoqni bir tekis isitish va
muhrlash uchun quvurlarning yuqori qismiga tekis o‘tirishini ta'minlash uchun
ildizlarni blokga teng ravishda tagsimlang.

PCR apparati zamonaviy molekulyar biologiya va diagnostika sohasida
ajralmas vosita sifatida keng qo‘llaniladi. Uning yuqori sezgirligi, aniq natijalar berishi
va nisbatan tezkorligi PCRni klinik diagnostika, genetik tadqiqotlar, mikrobiologik
identifikatsiya hamda sud-tibbiyot sohalarida muhim rolga ega qiladi.

Shu bilan birga, PCR jarayonining to‘g'ri va samarali amalga oshirilishi uchun
yuqori sifatli reagentslar, steril sharoit va tajribali mutaxassislarning ishi talab etiladi.

Ifloslanish xavfi, gimmat uskunalar va molekulyar biologiya sohasidagi malaka
talab qilinishi kabi cheklovlar mavjud bo‘lsa-da, texnologiyaning rivojlanishi va
arzonroq, qulayroq uskunalar paydo bo‘lishi bilan ushbu muammolar asta-sekin
bartaraf gilinmoqda.

Shunday qilib, PCR laboratoriya ishlarini optimallashtirish, tashxis qo‘yishda
aniqlikni oshirish va yangi ilmiy tadqiqotlarga asos yaratishda juda samarali va
istigbolli usul hisoblanadi.
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