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Komplementin birlasma reaksiyasi (KBR).
Immunfliioressensiya reaksi-yasi
(IFR).Immunferment analiz (IFA)

Radioimmun metod (RIM). Immunbloting

(IB). Genetik iisullarin mikrobioloji
diagnostikada tatbiqi. Zancirvari polimeraza
reaksiyasi. Sekvenlosdirmo usulu.




Masgalonin plani:

|.Miisllimin giris sozii, davamiyyatin yoxlanilmasi

I1.Miizakirs olunan suallar vo miivafiq slayd, cadval, lovazimatlarin niimayisi

1. Komplementin birlasmasi reaksiyas1 (KBR) vo onun mahiyyati

2. KBR-in mexanizmi vo diagnostikada shamiyyati.

3. Nisanlanmus anticisimlorin istiraki ilo gedon reaksiyalarin mahiyyati.

4. Nisanlanmus anticisimlorin istiraki ilo gedan reaksiyalarin ekspress diagnostikada
dhomiyyati.

5. Immunfliioressensiya reaksiyasimin (Kuns reaksiyasi) mexanizmi: diiz variant (IFR)
va dolay variant (dIFR).

6. Immunferment analiz vo onun mahiyyati: diiz va dolay: variantlar.

7. Radioimmun metod (konkurent, aks va dolay1), totbiqi.

8. Immunbloting, mexanizmi.

9. Genetik metodlarin mikrobioloji diagnostikada tatbiqi.

10. Molekulyar-genetik iisullar, névlari, diagnostikada tatbiqi.

1.Zancirvari polimeraza reaksiyasmin (ZPR, real-time ZPR) mahiyyati, mexanizmi va
tocriibi ohamiyyati.

2.Molekulyar hibridlasms iisulu, mahiyyati, mexanizmi va tacriibi shomiyyati.
3.Restriksion analiz, mahiyyati, mexanizmi va tacriibi shomiyyati.

4.Sekvenlosdirma iisulu, mahiyyati, mexanizmi va tacriibi shomiyyati.

5.Gen miihandisliyi, maqgsad va vazifalori.




Komplementin istiraki ilo gedan reaksiyalar

@ Lizis reaksiyasi:

m Infeksiya va immunizasiya prosesindo - insan va hey-
vanlarin qaninda miiayyan mikrob va hiiceyralora qarsi
miixtalif spesifik anticisimlor (agliitinin, presipitin, lizin,
opsonin va S.) amala galir.

eLizin - bu anticisimlordan Dbiri olub, tosir etdiyi
obyektlardan (antigenlordon) asih olaraqg - bakteriolizin,
spiroxetolizin, hemolizin, sitolizin, spermolizin va s. dd
adlandirihir

eLizinlorin tasirindon - miixtalif hiiceyralorin parc¢alan-
masina lizis reaksiyasi deyilir.
eLizisin bas verdiyi obyektdon asih olarag -
bakteriolizis, hemolizis, spiroxetolizis va s. lizis
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Hemolizis reaksiyasi



@ Komplementin birlasma reaksivasi (KBR):

¢ ilk dafa - bel¢ikah alimlor J.Borde va O.Janqgu (1901)
torfindon hazirlanaraq, taklift edilmisdir.

¢ reaksiya - 2 sada reaksiyamin comindon ibarot
miurak-kab reaksiyadir;

¢ qoyulus texnikasina, yiiksak hassashgina, spesifikliyi-
na gora -  Infeksion  xastaliklorin  seroloji
diaqnostikasinda genis istifads olunur;

¢ reaksiyami goymaq ii¢iin 5 Ingredient: antigen,
anticisim, komlement (I sistem), goyun eritrositlori va
ona gars1 hemolitik zardab (11 sistem) istifada edilir;

¢ uygun Ag va Ac-in qarsihigh tasirds olmasi - komple-
mentin onlara birlasmasi ilo naticalonir (komplement
klassik yolla aktivlasir);

¢ bu proses - gozls goriinmiir.




Sinaq borularindaka
Marhaldlor : i inqredientlorin miqd 1
(smtemler) Tacriiba —
zardabr | antigeni
Miiayind zordabi
0,5 0,5 -
(1:5, 1:10, 1:20), ml
I Antigen (isci dozada), ml 0,5 - 0,5
Komplement (is¢i dozada), mi 0,5 0,5 0,5
Fizioloji mahlul, mi - 0,5 0,5
Termostatda 37°C-da 1 saat inkubasiya
Hemolitik sistem (hemolit. zordab
4 o . 1,0 1,0 1,0
+3%0-li eritrosit suspenziyasi), ml
Termostatda 37°C-da 1 saat inkubasiya
Hemoliz | Hemoli Hemoli
Naticonin qeyd edilmosi emollz | Remotlz emotlz
yoxdur var var

Son natica: KBR miisbatdir (gan zardabinda spesifik anticisimlor vardir)

KBR-nin qoyulus sxemi




KBR-nin goyulus sxemi: 1-xastanin dan zardabi ilo miis-
bat reaksiya - hemoliz yoxdur; 2-saglam adamin gan
zardabu ilo manfi reaksiya - hemoliz vardir
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KBR-IN naticasinin qeyd edilmasi: 1) ++++ - kaskin
miisbat; 2) +++, 3) ++ - miisboat; 4) + - zdif miisbat
reaksiya; 5) moanfi reaksiya



Radial hemoliz reaksiyast (maxmarak virusu anticisimlari ila). A-mdlum zaif

titrli anticisimlo (15 BV) hemoliz (nazarat ii¢iin); B-normal zardab Jlave

edilmis cuxurcugda hemoliz yoxdur (nazarat ii¢iin); C-xastonin gan zardabu ilo
hemoliz - miisbat cavab



Nisanlanmis anticisim va ya antigenlorlo qoyulan
reaksiyalar

@ Bu reaksiyalar - hal-hazirda genis istifads olunur.

m Anticisimlarin va ya antigenlorin nisanlanmasi1 onla-
rin miidyyan maddoalorlo kimyavi birlosdirilmoasi ilo bas
Verir.

m BU iisullar - naticalorin tez alinmasina v yiiksak has-
sashigina gora digar usullardan forqlonir.

m Bakterial va virus infeksiyalariin ekspres-diagnosti-
kasinda daha cox istifads olunur.

m BU maddaslar (nisanlar) - istifads olunur:

1) fliioroxromlar - ultrabandovsayi siialarin tasiri Il9 is1q-
lanma (fliioressensiya) verirlar;




¢ fliioressein izotiosionatla - sari-yasil rong,

¢ rodaminls - qirmizi rong,

¢ akridinld - narmnci rong vo S.; immunfliioressensiya
reaksiyasinda (IFR) - istifads olunur.

2) ferritin - tarkibinds 23% domir olan ziilaldr,
kontrast rong (tiind) vermo xiisusiyyatino malikdir;
immunelektron mikroskopiyada (IEM) - istifada edilir.

3) fermentlor - substratlarla garsiliqh tasirdo onlan
par-calaywr, amolo gdlmis mohsullar oslavo olunmus
Xromoge-nin rangini doayisir; immunferment analizds
(IFA) - isti-fads olunur.

4) radioaktiv maddalar - miixtalif radiaktiv maddslarin
izotoplarindan (PH, 14C, 32P,125]) istifads edilir v yiiksok
hassashigh radioimmun analizds (RIA) - istifada olunur.




® Immunfliioressensiva reaksivasi (IFR):

¢ ilk dafa - A.Kuns (1942) tarafindan taklif edilmisdir;

¢ IFR va ya Kuns reaksiyast - ekspres-diagnostika iisulu
olub, fliilorxromlarla (izotiosionat, rodamin, akridin va s.)
nisanlanmis anticisimlorlo  patoloji materialda olan
antigenin tayining asaslanir;

¢ nisanlanms anticisimlor - Immunoloji spesifikliyini
saxlayir vo miivafiq korpuskulyar antigenls birlosir;

¢ omodla galmis nisanh anticisim+antigen kompleksini -
liiminessent mikroskopunda, Intensiv isiq sa¢cma
goriintii-siino asasan asanliqla toyin etmak olur;

¢ IFR - yiiksak hassashga malikdir, sadadir, xastonin pa-
toloji materialindan tomiz Kkulturanin alinmasim talab
etmir.




m Diiz IFR (Kuns reaksiyasi):

¢bu variantda - malum nisanlanmis anticisimla, miiayino
olunan antigen tayin olunur;

¢reaksiyani goymaq iiciin - patoloji materiallardan yax-
malar hazirlanir, otaq temperaturunda qurudulur,
fiksa-siya edilir, yuyulur va iizorina liiminessensiyaedici
zordab alava edilir va termostatda (37°C) nam kamerada
20-30 daq saxlanilir, sonra yuyulur va qurudulur;

¢ preparatin iizorind - 1 damla gliserin mahlulu tokiiliir,
ortiikk stisosi ilo ortiiliir, liiminessent mikroskopda
Immer-sion obyektivla (Xx90) baxilir;

¢preparatda - tiind fonda, toradicilorin morfologiyasina
uygun isigsacan obyekt (mikrob hiiceyralari, virus yigin-
tilar1 vo S.) goriinorse, demoli patoloji materialda
toradici-lor (antigen) var.




IFR reaksiyalarinin qoyulus sxemi: a) diiz IFR (Kuns
reaksiyasi); b) dolayr IFR (Veller-Kuns reaksiyasi): C)
liiminessent mikroskopda isiqsacan hiiceyralorin -
pnevmokoklarin gorunusu



m Dolavi vo va gryri-diiz IFR:

¢ bu variant - nisanlanmmus antiglobulin anticisimdon
istifado edilorok antigen+anticisim kompleksinin askar
edilmasing asaslanir;

¢ 2 miixtalif Immun zardablardan istifads etmoakls 2 mar-
hoalodo aparihir:

-- | marhalada - patoloji materialdan hazirlanms yaxma
gurudulur va fiksasiya edilir, sonra iizorino miivafiq anti-
cisimli zordab olava olunur, termostatda (37°C) nom
kamerada 15 daq inkubasiya edilir, sonra yuyulur;

-- Il marhaslads - yuyulmus preparatin iizorino dovsan
qlobulinina gars1 nisanlanms antiglobulin zardab alava
olunur, termostatda, nom kamerada 15 daq Inkubasiya
edilir, sonra vyuyulur, qurudulur vo liiminessent
mikroskopda baxilr.




m Immunferment analiz (IFA):

¢ reaksiya - miixtalif fermentlorla (peroksidaza, qolovili
fosfataza vo S.) nisanlanmis malum Ac-l9, miiayino olunan
Ag-Iin va ya Ac-In askar olunmasina asaslanir;

¢Mmiiayina olunan antigen va ya anticisim, nisanlanms Ac-
I, uygun Ag-lo birlosmoasindon omalo golmis Immun
kompleksda fermentin aktivliyino asason tayin olunur;

ekompleksin iizorina fermentin (peroksidazanin) parca-
laya bilocayi substrat (H,O,) va parcalanma noaticasindo
amalo golmis maddani (O,) tayin etmak iiciin Indikator -
xromogen (5-aminosalisil tursusu, ortofenildiamin va s.)
dlava edilir;

oferment substrati parcaladigda - xromogenin rongi
dayisilir - sar1-qohvayi (peroksidaza istifads etdikdo) vo ya
sar1-yasil (fosfataza istifads etdikda) rongda olur.




IFA-min goyulus sxemi: a) xastonin gan zordabinda spesifik anticisimlorin toyi-ni; b)
xastanin materialinda antigenlorin tayini (“sendvi¢” tipli reaksiya); c) polistirol 16vhaonin
cuxurcuqglarinda sari-qahvayi rongin amoala golmasi - miisbat reaksiya




m Radioimmun analiz — RiA:

¢ ilk dafs - R.Yalou va S.Berson (1950) tarafindon hazir-
lanmisdur;

¢ diabetli xastalolorin qaninda - Insulinin miqdarim oy-
ronmis vo praktikada istifade etmoyi taklif etmislor;

¢ RIA - radioizotoplarla (3H, 4C, 32P,125]), asasan da 12°]
nisanlanmis Ag vo ya Ac arasinda formalasan immun
kompleksin radioaktivliyinin él¢iilmasing asaslanir;

¢ omodle galmis Ag+Ac kompleksinin miqdar: - radioak-
tivliyin intensivliyi il tars va ya diiz miitonasib olur;

¢ radioaktivlik - xiisusi radiospektrometr cihaz vasitasilo
olculur;

¢ miixtolif modifikasiyalar1 malumdur: bark fazah RIA
daha cox istiffado olunur, burada da Ac (va ya Ag) polisti-
rol 16vhonin cuxurcuguna adsorbsiya olunur.
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RIA-nin raqabat iisulunun qoyulus sxemi
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RAST-1n - radioallergosorbent testin qoyulus sxemi



m Immunobloting iisulu:

¢ bu iisulda (IFA va ya RIA istifado etmokld) - elektro-
forezlo torkib hissaloro ayrilmis molum antigenlorin Kko-
makliyi ilo, xastonin gqan zordabinda namolum anticisim-
Iorin askar edilmasind Jsaslanir;

¢ IFA iiciin - malum antigen kimi, biitév mikrob hiicey-
ralori vo onlarin fraqmentlorindon, virus hissaciklorindon
va S. istifados edilir;

¢ antigenlorin fraksiyalara ayrilmasma gors - immuno-
bloting iisulu daha hassas va yiiksok spesifikliyi ilo adi IFA
va RIA-dan forqlonir;

¢ bu iisulla - antimikrob, antivirus va gobalaklar aleyhino
anticisimlor tayin edilir;

¢ bunun iiciin - avvalca bakteriya, virus, goboalok anti-
genlori geldo elektroforezlo torkib hissaloro ayrihr.




1.Mikroblarin hall olan ziilallan
gelde elektroforezle \ﬁ'ahiyalua ayrilir
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2. Gelde aynilmug zilal fraksiyalann 3. Membran zolaglar 4. Xestenin qan zerdab: ile

nitroselliilloz membrana kogurilir gekilinds kesilir diiz IFA qoyulur; vizual olaraq
zerdab Ac ile spesifik Ag arasindak

qargiligh tesir geyd olunur

Immunobloting iisulunun qoyulus sxemi



Zincirvari
polimeraza
reaksiyasi (ZPR)




Genetik usullarin infeksion xastaliklorin
diagnostikasinda tatbiqi

@ Miiasir dovrdo DNT-diagnostika adlanan molekulyar-
genetik iisullar tibbi va bioloji praktikada:

¢ xastaliklorin diaqnostikasinda (irsi, infeksion),

¢ atahiq hiiququnun tayinind»,

¢ genlorin klonlasdirilmasinda,

¢ yeni genlorin alinmasinda va S. genis istifada olunur.

m DNT-diagnostika - éziinda bir neca iisulu birlasdirir.

e Bunlardan an genis yayillam - zoncirvari polimereza
reaksiyasidir (ZPR).




» Zoncirvari polimeraza reaksiyasi - ZPR

m Reaksiyasimin is prinsipini - 1lk dofa Amerika alimi
K.Mallis (1983) hazirlamis vo bununla molekulyar-
biologiya sahasinda son illorin an gorkomli kasflorindon
birini etmisdir (1994-cii ildo Nobel miikafatina layiq
gorulmusdur).

e /PR-diagnostika - miiayina olunacaq patoloji materi-
alda infeksiya toradicisinin ¢ox da boyuk olmayan DNT
fragmentinin askar olunmasina asaslanir.

e Bu fragment - bir-ne¢a yiiz azot asaslarimin (A-T, Q-
S) ciddi gqaydada, miiayyan ardiciligqla yerlosmis DNT
’hissaciclorindan” ibarat ola bilar.

o Miiayina zamani - yalmz Infeksiya toradicisi iiciin
spesifik olan DNT fragmenti axtarilr.




m ZPR - tapilmas fragmentin ¢coxaldilmasi va klonlasdi-
rilmasi iigiin istifado olunur, fragmenti “gormok” iiciin
onlarin say1 1024-don az olmamahdir.

e /PR miiayinadan daha ¢ox - cinsi yolla yayilan
xastaliklarin (CYYX) diagnostikasinda tatbiq edilir.

e Miiayina iiciin material:

¢epitel hiiceyralorinin qasintis1 (uretradan, wusaqhq
boynu kanalindan);

sbioloji mayelar (prostat, plevral, likvor, dolyani, oynaq
mayesi, tiipiircak);

¢ sidik (sahar sidiyinin 1lk hissasi);

¢ mada va onikibarmaq bagirsaq mohtaviyyati,

4 qan va qan zardabi;

¢ balgam, selik va s. bioloji ifrazatlar gotiiriiliir.




ZPR aparmagq iiciin: 1-amplifikator ICycler IQ-5 (Bio-
Rad, ABYS); 2-amplifikasiya aparmaq iiciin istifads
olunan dast



m /ZPR-miuayinasini aparmaq tuciun - temperaturasi
avto-matik dayison xiisusi proqramlasdirilmis cihaz -
ZPR-termostat vo ya amplifikatordan istifads olunur.

e Amplifikasiya - miiayyan nov infeksiyaya uygunlasdi-
rilmis programa asasan aparihir, proses 2-3 saat davam
edir.

e Miiayino 3 morhalods aparihir:

¢ DNT-nin alinmasi;

¢ DNT fragmentinin amplifikasiyasi;

¢amplifikasiya  mohsullarmin___ deteksivas1  (geyd
olunma).




|. DN T-nin alinmasi

m Bu morhalads - miiayins iiciin gotiiriilmiis material
xiisusi olaraq islonilir:

¢ materiala - reaksiyanin “tomiz” aparilmasina mane
olan iizvi birlosmalori (lipidlor, amintursular, ziilallar,
karbohidratlar1 vo s.) hall edon xiisusi mohlul Jlavo
edilir va onlar kanarlasdirihir;

¢ Noticadod - “tomiz” DNT vo ya RNT almr;

¢ DNT-nin alinmasina sarf olunan miiddat - infeksiya
toradicilorinin vo miiayina iiciin istifado olunan digar
ma-teriallarin novlarindan asihdir;

¢ masalon, gani - novbati marhaloys hazirlamaq ugun
1,5-2 saat vaxt talab olunur.




1I. DNT fragmentinin amplifikasiyasi

m Bu marhalads - amplifikasiya yolu il infeksiya toradi-
cisinin DNT zancirindon miiayyan bir fragment - DNT-
matrisa (qolib) alnir:

¢ amplifikasiyanin asasinda - DNT zancirinin sona qador
qurulmasi1 vo ya DNT-nin tak zancirinin ikilosmosi -
DNT replikasiyasi1 durur;

¢ avvalca DNT fragmentinin surati ¢ixarilir - sonra surat-
lorin say1 zoancirvari reaksiya rejiminds coxaldilir;

¢ 1-ci dovradan sonra - 2 fragment, 2-ci dovradan sonra -
4, 3-don sonra - 8, sonra - 16, 32, 64, 128, 256...1024
fragment (10-cu siklda) alinir,

¢ hor dovrada suratlaor - hoandasi silsila ilo coxalir: 20 dov-
radan sonra - million, 30 dovradan sonra - milliard frag-
ment surati almaq miimkiindiir.




Wi
au

@ .

W W — - \
)
3
qw

ww v
Wi LAJU‘\

ww W

Wy Wy
W WA
W ww
W WA
Wiald
LW

e v
W ww

ZPR-in birinci siklinin sxemi: 1) 94-96°C-da denaturasiya; 2) 68°C-ds “bisirma”; 3) 72°C-
do elongasiya (P-polimeraza); 4) birinci siklin qurtarmasi. Ahinms iki DNT-zanciri névbati
sikl iiciin matrisa olur, buna gora da DNT-matrisalarin migdar: har sikldan sonra ikilasir



m ZPR iiciin 20-35 sikl yerina yetirilir - 1 sikl 3 pillodon
ibarat olur.

e Denaturasiva (“arimo”): hazirlanms garisiq amplifi-
katorda 0,5-2 doq miiddatinds 94-96°C-da quzdirihir; bu
zaman DNT-nin komplementar saplar1 arasinda olan
hid-rogen rabitolor qurithir va  saplar Dbir-birindon
aralanir.
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Denaturasiya - DNT  saplarimin  bir-birindon
aralanmasi




e ”Bisirma” va ya “birlasdirma”. DNT saplar biri-birin-
don aralandiqdan sonra temperatur 60-72°C-dok
azaldilir (oligonukleotidlorin torkibindon asih olaraq)
vd 1,0-1,5 daq saxlamilir; bu vaxt denaturasiyada amola
odlmis DNT saplarinin 3'-sonlugu - A vo B praymerlorin
o'-sonlugu ild birlasir.

WC::)M

“Bisirma” - DNT saplarimin praymerlorls birlosmosi



e Elongasiva va ya “uzatma’: reaksiyamin bu pillasi po-
limeraza fermentinin (tag- va pfu-polimeraza) faaliyyoti
iiciin lazim olan optimal temperaturda (72°C) aparilir;
polimeraza fermenti - qgarisigin tarkibindo olan
dezoksinu-kleozidtrifosfatdan istifads edarak,
praymerlarin 3'-sonlu-gundan baslayaraq qarsi-qarsiya,
komplementar DNT zancirini axira - 5'-sonluga godor
barpa edir.

TN D) COORCROVO

Elongasiya - polimereza ilo praymerlorin DNT sapina
komplementar olaraq uzanmasi



111. Amplifikasiva mahsullarinin deteksiyasi

m Bu moarhalads - amplifikasiya mahsullar: qarisiginin
ayrilmasi bas verir, asagidaki komponentlor lazim olur:

samplifikasiya olunacaq DNT-fragmenti - matrisa;

¢DNT fragmentinin har 2 sapinin aks uclarima komple-
mentar - 2 praymer;

s+termostabil DNT-polimeraza - tag-polimeraza,;

¢4 nov dezoksinukleozidtrifosfat - dATP, dGTP, dCTP,
dTTP;

¢reaksiyanmin pH-n1, ion balansinmi tomin etmok iiciin -
okiiz zardabi albumini vo miixtalif duzlardan ibarat
bufer mahlulu.




e BU komponentloar:

¢ muayind edilon DNT,

¢ 2 praymer,

¢ 4 nov dezoksinukleozidtrifosfat,

¢ polimeraza fermenti,

¢ bufer mohlulu - miisyyon hacmlords bir sinaq
slisasind alava edilorok qarisiq hazirlanr.

e Qarisiga alava edilon xiisusi mahlul - DNT fragmenti-
nin fluoressensiyasina sabab olur:

¢ bu narinci-qirmizi rangda isigh zolaglar saklinda aks
olunur;

¢ Isigsacmanin amala galmasi - xastadan gotiirillmiis
materialda - virus, bakteriya va s. mikroorganizm DNT-
nin olmasini gostarir.




Gelda DNT markerlari (birinci vd sonuncu 1okalar) va
ZPR moahsullari




Sekvenlasdirmo usulu

» Sekvenlasdirma v ya Senger usulu:

- Ilk dofa F.Senger (1977) taklif etmisdir;

- uisul, biopolimerlarin (ziilal vo nuklein tursular) sek-
venlosdirilmasina (lat. sequentum-ardicilliq), yoni onlarin
amintursu vd ya nukleotidlor ardiciliginin tayin edir;

- iisulun klassik variantinda dezoksinukleotidlor (adenin,
timin, quanin, sitozin) radioaktiv izotopla (masslan, [*2P]-
dATF) nisanlanir vo natico geldo radioavtoqrafiyaya asa-
san oxunur,;

- miiasir variantda - DNT sekvenlasdirms tam avtomat-
lasdirilmasdir va xiisusi cihazda - sekvenatorda aparilir;

- fluoressentld nisanlanms dezoksinukleotidlor detektor-
da fluoressensiyaya asasan geyda alinir.
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Sengerin sekvenlasdirma iisulu:. a) gel sahasinda radio-
aktiv izotopla nisanlanmis polimeraza reaksiyas1 moh-
sullari; b) DNT sekvenlosmonin grafik goriiniisii



Nuklein tursularinin hibridlosdirmasi usulu

m Hibridlosdirmo usulu:

¢ 1lk dofa onu kasf edon E.Sauzernin (1975) sorafino -
southern blotting adlandirilmsdir;

¢iisulun mahiyyati - miiayina edilon materialda, nuklein
tursularinin radioaktiv izotopla (masalan, [3?P]-DNT) va
ya fermentla nisanlannms zondlar (oligonukleotid
ardicil-higy) vasitasilo askar edilmasinog asaslanir;

¢ zond kimi - miiayina olunan nuklein tursusu moleku-
luna komplementar olan toksapli DNT va ya RNT mole-
kullarindan istifads olunur;

¢ miiayino materialinda - zond o6ziina komplementar
olam “tapir” va onunla kompleks amals gatirir.




DIQQOTINIZO GORD
TOSOKKUR
EDIROM!



