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Muzakira olunan suallar:

Komplementin birlosmasi reaksiyasi (KBR) vo onun mahiyyati
KBR-in mexanizmi vo diagnostikada shomiyyati.
Nisanlanmis anticisimlorin istiraki 1lo gedon reaksiyalarin mahiyyati.

Nisanlanmis anticisimlorin istiraki 1lo gedon reaksiyalarin ekspress diagnostikada
ohomiyyoti.

Immunfliioressensiya reaksiyasinin (Kuns reaksiyasi) mexanizmi: diiz variant (IFR) vo
dolay1 variant (diFR).

Immunferment analiz vo onun mahiyyati: diiz vo dolay: variantlar.
Radioimmun metod (konkurent, oks vo dolay1), totbiqi.
Immunbloting, mexanizmi.

Genetik metodlarin mikrobioloji diagnostikada totbiq.
Molekulyar-genetik tisullar, névlori, diagnostikada totbiqi.

Zoncirvari polimeraza reaksiyasinin (ZPR, real-time ZPR) mahiyyati, mexanizmi va
tocriibi ohomiyyati.

Molekulyar hibridlogsma tisulu, mahiyyati, mexanizmi va tocriibi shomiyyati.
Restriksion analiz, mahiyyoti, mexanizmi vo tocriibi ohomiyyati.
Sekvenlosdirmo tisulu, mahiyyati, mexanizmi vo tocriibi ochomiyyati.

Gen miihandisliyi, magsad vo vazifalari.



Masgalonin maqsadi:

* Talabalara komplementin va nisanlanmis anticisimlarin istiraki
ilo gedan reaksiyalari izah etmak. Onlari KBR, IFR, IFA, RIM va
elaca do immunbloting reaksiyalarinin mahiyyati, mexanizmi
vo reaksiyalarin qgoyulma texnikasi va bu reaksiyalarin
infeksion xastaliklarin diagnostikasinda shamiyyati ila tanis
etmak. Toalabalara  molekulyar-genetik  Gsullar  (ZPR,
molekulyar hibridlasma, restriksion analiz, sekvenlasdirma
usulu) hagginda malumat vermak va onlarin diagnostikada
toatbigi, shamiyyati vo mexanizmlarini izah etmak.



Lizis reaksiyalari

Lizis reaksiyalari hiceyralarin (bakteriyalarin, eritrositlarin va s.)
muvafiqg anticisimlarla — lizinlarls birlasarak komplementin istiraki
ila lizisina (parcalanmasina) asaslanir. Lizis reaksiyasi antigen-
anticisim kompleksina birlasarak aktivlasmis kKomplementin
membrana hamlaedici kompleksinin tasiri il alagadardir.

Bakterioliz reaksiyasi — bakteriyalarin (vibrionlarin, spiroxetlarin
voa s.) muvafig anticisimlarle — bakteriolizinlarle Komplement
istirakl ile lizisine (parcalanmasina) asaslanir. Vibrionlar va
spiroxetlar istisna olmagla mikroorganizmlarin aKsariyyati
kKomplementin  litik  tasirine  hassas  olmadigindan, bu
reaksiyalardan genis istifada edilmir.

Hemoliz reaksiyasi - eritrositlorin mdivafig anticisimlarle -
hemolizinlarle komplement istiraki ile lizisina asaslanir. Reaksiya
diagnostik shamiyyata malik deyil, ancag komplementi titrlomak
tcun, elaco do KBR-da indigator reaksiya kimi istifada edilir.



Komplementin birlasma reaksiyasi (KBR)

Bu reaksiyada antigen-anticisim kKompleksinin amala galmasi
komplementin birlasmasina asason tayin edilir.

Antigen-anticisim kompleksi amoala galdiyi taqdirds, yani
reaksiya musbat oldugda, kKomplement anticismin Fc-
fragmenti vasitasi ilo bu kompleksa birlasir, basqa so6zls,

kKomplementin antigen-anticisim kompleksi ila birlasmasi bas
verir.

ogor antigen-anticisim Kompleksi amals galmirss, onda
Komplement sarbast galir. Belalikls, reaksiyanin naticasini
komplementin birleasmasina, yaxud da sarbast galmasina
asasan qiymatlandirmak mumkundur.



KBR (reaksiyanin prinsipi)

KBR murakkab reaksiya olmagla mahiyyatca iki seroloji reaksiyadan
ibaratdir. Bu reaksiyalardan biri 9sas reaksiya, digoar iso
Komplementin birlasmis, yoxsa sarbast galmasini askar etmak U¢ln
indigator reaksiyasidir.

Xastonin inaktivlasdirilmis va durulasdirilmis gan zardabi Uzarina
muvafig antigen va kKomplement alava edilir.

Inkubasiyadan sonra qarisiqgda sarbast komplementi askar etmak
Ucun bura hemolitik sistem alava edilir.

Hemolitik sistem qoyun eritrositlorinden vo onlara qarsi
anticisimlardan ibaratdir. Komplement alave edildikda bu sistemds
hemoliz bas verir.

Reaksiya miusbat olduqda omals galmis antigen-anticisim
Kompleksi komplementi birlasdirir, naticada garisigda komplement
olmadigindan hemolitik sistemda hemoliz bas vermir.

Reaksiya manfi oldugda kKomplement sarbast halda qgaldigindan
hemolitik sistemda hemoliz musahida edilir
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Komplementin birlosmo reaksiyasinin sxemi: miisbot reaksiya
(Ag-antigen, Ac-anticisim, K-komplement, HS-hemolitik sistem)
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Komplementin birlosmo reaksiyasinin sxemi: monfi reaksiya.
(Ag-antigen, Ac-anticisim, K-komplement, HS-hemolitik sistem)




KBR (reaksiyanin prinsipi)
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KBR (tatbiqi)

e KBR infeksion xastaliklar  (toksoplazmoz,  virus

infeksiyalari va s.) zamani gan zardabinda komplementi
birlasdiran anticisimlarin askar edilmasi Ucgln tatbiqg
edilir.

KBR vyuksak spesifikliyi va hassashgl ila farglanir.
Reaksiyani qoymaq uctin butin ingredientlarin (tarkib
hissalarinin) — muayina edilan zardabin, antigenin,
komplemetin va hemolitik zardabin nisbi migdar daqiq
tayin edilmalidir.



KBR (ingridientlar)

Qoyun eritrositlari  suspenziyasini  fibrinsizlasdirilmis qoyun
ganindan alirlar. Bunun Gg¢un goyun ganinin eritrositlarini fizioloji
mahlulla bir neco dofs sentrifugadan kecirmakla yuyur, sonra
alinmis eritrositlorin  fizioloji mahlulda 3%-li suspenziyasini
hazirlayirlar.

Hemolitik zardab adatan kommersiya yolu ilo alda edilir. Xususi
muasisalordea goyun eritrositlarinin - 50%-li  suspenziyasi il
dovsanlari 3-5 dafs venadaxili immunizasiya (hiperimmunizasiya)
edirlar. Dovsanlardan alinmis zardabi 56°C-da 30 dag. gizdirmagqla
inaktivlasdirirlar (zardabin tarkibindaki komplementin
inaktivlesdirilmasi). Bela zardablar flakonlarda buraxilir, Gzarinda
zardabin titri, yani onun 37°C-da 1 saat miiddatinda komplementin
istiraki ile goyun eritrositlarinin 3%-li suspenziyasini tam lizisa
ugradan minimal durulasmasi geyd edilir. KBR Ucln is¢i doza kimi
hemolitik zardabi 3 qat artiq titrde goturirler. Masalan, agor
hemolitik zardabin titri 1:1200 isa, KBR tc¢tn 1:400 durulasmasinda
istifada olunur.



KBR (ingridientlar)

* Hemolitik sistem. Barabar hacmda hemolitik zardabdan
va goyun eritrositlarinin 3%-li suspenziyasindan ibaratdir.

e Hemolitik zoardab 3 qat artig titrdes gotirular.
Eritrositlarin sensibilizasiyasi tclin bu garisig 37°C-da 30
dag. termostatda saxlanilir.

* Hemolitik sistemdsa komplement olmadigindan burada
hemoliz misahida edilmir. Komplementin alava edilmasi
hemolitik sistemds hemolize sabab olur, yani hemoliz
reaksiyasi bas verir.



KBR (ingridientlar)

Komplement kimi daniz donuzunun quru, yaxud taza qan zardabindan
istifada edilir.

Komplementin titrini va is¢ci dozasini tayin etmak Uclin onu hemoliz
reaksiyasi vasitasila titrlayirlor. Bunun Ucln daniz donuzunun gqan
zordabini fizioloji mahlulla 1:10 nisbatinds durulasdirirlar. Sonra bu
durulasmadan bir neca sinaqg stisasina 0,05 ml-dan 0,5 ml-dak muxtalif
hacmlarda (0,05 ml, 0,1ml, 0,2 ml, 0,3 ml, 0,4 ml, 0,5 ml) alava edilir. Har
bir sinag susasindaki mahlulun hacmi fizioloji mahlulla 1,5 ml-a ¢catdirilir.

37°C-da 45 dag. miuddatinda inkubasiya edildikdan sonra, har bir sinaq
sisasina 0,5 ml hemolitik sistem alava edilir.

Yenidan 30 dag. muddatinda inkubasiya edildikdan sonra komplementin
titri— onun tam hemoliz amala gatiran an kicik migdari tayin edilir.

KBR tguin komplementin isci dozasindan istifada olunur. Komplementin isci
dozasi onun titrindan 20-30% cox olur. Masalan, komplementin titri 0,3 ml
is9, KBR Uc¢un isci doza taqriban 0,4 ml olacaqdir.



KBR (ingridientlar)

 Antigen. KBR ucun antigenlari xususi muassisalorda
mikroorganizmlardan, onlarin  lizatindan, toxuma

ekstraktlarindan va s. hazirlayirlar. KBR-do bu antigenlar

isci dozada tatbiq edilir.

e Xastanin gan zardabi. Reaksiya goyulmazdan bilavasita
avval xastanin gan zardabini 56°C-da 30 daqg. qizdirmaqla

inaktivlasdirirlor (zardabin tarkibindaki komplementin

inaktivlasdirilmasi).



KBR (texnikasi)

Reaksiyanin

Reaksiyada istirak edon komponentlor

Sinaq stisoloring olavo edilon komponentlorin

miqdari, ml

fazalar . Zordabin Antigenin
Tacriibo
kontrolu kontrolu
1. Miiayino olunan zordab (1:10, 1:20, 1:40
0,5 0,5 -
va s. durulagsmalarda), ml
2. Is¢i dozada antigen, ml 0,5 - 0,5
3. Isci dozada komplement, ml 0,5 0,5 0,5
| 4. izotonik mohlul, ml - 0,5 0,5
37°C-do 30 dog. miiddoatinds inkubasiya
I 5. Hemolitik sistem, ml 1,0 1,0 1,0
37°C-do 30 dog. miiddstinds inkubasiya
Notico: D H H
Hemoliz yoxdur Hemoliz Hemoliz




KBR (naticanin geydiyyati)

KBR naticasi har bir sinag susasinda hemolizin
olub-olmamasi qeyd edilmakla giymatlandirilir.

Hemoliz olmadigda reaksiya misbat hesab
olunur, bu zaman eritrositlor cokdiylindan sinaq
susasindaki maye rangsizlasir.

Reaksiya manfi oldugda eritrositlorin lizisi
musahida olunur, naticade sinaqg susasindaki
mahlul muxtalif intensivlikli girmizi rang alir.

Hemolizin daracasi mayenin ronglanma
intensivliyindan va eritrositlarin diba ¢6kmasi
migdarindan asili olarag qiymatlandirilir (++++,
+++, ++, +).

Hemoliz miusahids olunmayan sonuncu sinaq
sisasindaki zardabin durulasmasi komplementin
birlasma reaksiyasinin titri kimi gabul edilir.




Mikroplansetda KBR (natica)
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Radial hemoliz reaksiyasi (RHR)

* Eritrositlora adsorbsiya edilmis antigenlarin
muvafiq anticisimlarls birlasmasi
Komplementin aktivlasmasina 'C)
eritrositlarin lizisina sabab olur.

 Miuvafig antigenlarle adsorbsiya olunmus
eritrositlar va kKomplement aridilib 40°C-ya
gadar soyudulmus aqar geli ila qarisdirilir.
Aqar susea lovha UGzarina tokullr, barkidikdan
sonra burada acilmis cuxurcuglara xastanin
gan zardabi alava edilir.

e Reaksiya miusbat oldugda anticisimlarin
agara diffuziyasi naticasinda c¢uxurcuglarin
otrafinda radial hemoliz zonasi amala galir.
Bu reaksiya vasitasile bir c¢ox virus
xastaliklari - qrip, maxmarak, gana ensefaliti
vo S. zamani xastalarin gan zardabinda
spesifik anticisimlari tayin etmak
mumkuanduar




Nisanlanmis anticisimlar va antigenlarin istiraki ilo
gedan reaksiyalar

Seroloji reaksiyalarda amala galmis antigen-anticisim
Komleksini tayin etmak Ucln bazi hallarda bu
reaksiyalarda istirak edan anticisimlari va ya antigenlari
avvalcadan nisanlayirlar.

Nisanlamaq maqsadils flioroxromlardan, fermentlardan
vo radioaktiv izotplardan istifade edilir. Nisanlanma
anticisimlarin, yaxud antigenlarin gostarilon agentlarls
Kimyavi birlasdirilmasina (konyuqgasiyasina) asaslanir.

Nisanlamaqg magsadila istifade edilan agentin tipindan
asili olarag muxtalif reaksiyalar farglandirilir.



Immunofliioressensiya reaksiyasi (IFR)

* Kuns UGsulu adlandirilan bu reaksiyada malum
anticisimlari flioroxromlar adlandirilan
maddalarla  (masalan, izotiosionatla)
nisanlayirlar.

 Bu maddalar ultrabanovsayi sualarin
tasirindan  sari-yasil  rangli isig sacirlar.
Anticisimlarin immunoloji spesifikliyi
nisanlandigdan sonra da saxlanilir va onlar
muvafig antigenlarla reaksiyaya gira bilirlar.
Noticoda omala galmis antigen-anticisim
KomplekKsini liminessent mikroskopda
asanligla tayin etmak olur.

 Kuns reaksiyasi mikrob antigenlarinin askar
olunmasi va ya anticisimlarin tayininda istifads
olunan ekspress-diagnostik Usuldur. Usulun
bir-nec¢a varianti moévcuddur.



IFR (diiz variant)

Diiz  variant fliroxromla nisanlanmis
anticisimlarla islanilmis yaxmalarda, histoloji
preparatlarda va s. mikroorganizmlarin askar
edilmasina asaslanir.

Hazirlanmis yaxmani kimyavi Usulla fiksasiya
etdikdan sonra onun Uzarina
flioressensiyaedici zardab alave edir va
muayyan muddat inkubasiyadan sonra
diggatls yuyurlar.

Fluorophore

Antibody

Reaksiya miisbat oldugda omals galmis

antigen-anticisim  kompleksi  liminessent
mikroskopda vyasil rangli isiglanma Kimi
musahida edilir.

Reaksiya  manfi  oldugda  nisanlanmis
anticisimlar yuyulmagla kanarlasdirildigindan
isiglanma musahida edilmir.




Dolayi variant

(dolayi immunfliioressensiya reaksiyasi - DIFR)

IFR-in diiz varianti har bir mikroorganizma gars
nisanlanmis anticisimlarin olmasini talab edir. Ona
gora do reaksiyanin dolayi variantindan daha ¢ox
istifada edilir.

Bu variant fliroxromla nisanlanmis antiglobulin
anticisimlarin ~ kOmayi ile  antigen-anticisim
KomplekKsinin askar edilmasina asaslanir.

Fiksasiya edilmis yaxmanin Uzarina diagnostik
dovsan zardabi alave edir voa miayyan miuddat
inkubasiyadan sonra diggatle yuyurlar. Sonra
yaxmanin  Uzarina fliroxromla nisanlanmis
antiglobulin (dovsan globulinlarina qarsi) zardab
alave edir vo miayyan middat inkubasiyadan
sonra yenidan yuyurlar.

Reaksiya miisbat oldugda amala galmis kKompleks
(mikroorganizm-anticisim-fliroxromla nisanlanmis
antiglobulin kompleksi) liminessent mikroskopda
askar ediir.

Fluorophore




immunoferment analiz (iFA)

IFA fermentlarls nisanlanmis anticisimlarin kdmayila miivafiq antigenin
askar edilmasina asaslanir. Nisanlamaq maqsadilo daha cox peroksidaza,
galavi fosfataza va s. fermentlardan istifada edilir.

Nisanlanmis anticisimlar muvafiq antigenlarla birlasdikdan sonra amals
galmis antigen-anticisim kolmpleksini fermenta gora tayin edirlar.

Bunun Ucun reaksiyaya fermentin (masalan, peroksidazanin) parcalaya
bilacayi substrat (hidrogen peroksid) ve parcalanma naticasinde amals
galmis maddani (atomar oksigeni) tayin etmak Ug¢ln indigator (xromogen,
masalan, 5-aminosalisil tursusu, ortofenildiamin va s.) alava edilir.

Substrat fermentla parcalandigi taqdirds indigatorun rangi dayisilir va
rang dayisikliyinin intensivliyi antigen-anticisim molekulunun miqgdari il
diz mutoanasib olur. Reaksiya naticasinde amala galmis rang dayisikliyi
Kolorimetrik Usulla giymatlandirilir.

Reaksiyanin komponetlarindan birini — antigen, yaxud anticisimi bark
dastyiclya, masalan, polistirol plangetin cuxurcuguna sorbsiya etmakls
aparilan barkfazali IFA daha cox istifada edilir



Barkfazali IFA (dolayi varianti)

 Anticisimi tayin etmak Uclin istifads edilan barkfazali IFA zamani
plansetin cuxurcuguna malum antigen sorbsiya edilir.

e Reaksiyanin dolayr varianti daha cox tatbig edilir. Bunun Ucgln
malum spesifik antigen sorbsiya olunmus plansetin cuxurcuguna
ardicil olarag xastanin gan zardabi, fermentla nisanlanmis
antiglobulin zardab, fermentin parcalayacagli substrat ve
xromogen oalava edilir. Har dafs ndvbati komponent alavs
edildikdon  sonra, birleasmamis reagentlor yuyulmagla
cuxurcuqgdan kKanarlasdirilir.

* Reaksiya muisbat oldugda xastonin qgan zardabinda olan
antcisimlar antigenla birlasarak cuxurcugun divarinda qalir ve
fermentle nisanlanmis antiglobulin anticisimlari da 0zuna
birlasdirarak burada saxlayir. Sonda alave edilmis substrat
fermentin tasirilo parcalanir, amala galmis maddas indigatorun
(xromogenin) rangini dayisir.



Barkfazali IFA (Sendvig lisul )

« Antigeni tayin etmak Ucln istifada ediloan barkfazali IFA

zamani isa plansetin cuxurcuguna malum anticisim sorbsiya
edilir.

Sendvi¢ iisul daha cox tatbig edilir Bunun Ucln plansetin
cuxurcuguna ardicll olarag axtarilan antigena qarsi
nisanlanmamis spesifik immun zardab, fermentla nisanlanmis

antiglobulin zardab vo fermentin parcalayacagi substrat va

xromogen alava edilir.

Reaksiyanin sonraki gedisi yuxarida gostarildiyi Kimidir.



Borkfazali immunoferment analizin sxemi
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Immunoferment analizin texnikasi

Hazirda har bir xastaliyin diagnostikasinda istifada
olunan avadanliq va reaktivlor dasti hazir sakilds
kommersiya yolu ilo alda edilir

IMMUNODIAGNOSTICS

' N= =7
o = \\\ Accua e EL I’//

? SDIAGNOSTIC AUTOMATION, INC.
-

1520-12 /96 Test
[Lo1 H20090302 e
22201009 2¢° ==




Immunoferment analizin texnikasi

Xususi bufer mahlulunda miayina edilan materialin muayyan durulasmalari
hazirlanir. Materialin  har bir durulasmasindan plansetin (bu plansetin
cuxurcuguna malum antigen, yaxud malum anticisim sorbsiya edilmisdir) iki
cuxurcuguna alava olunur, 37°C-da termostatda 1-3 saat miiddatinda inkubasiya
edilir.

inkubasiyadan sonra birlasmamis antigen, yaxud anticisimlari kanarlasdirmaq
uctin plansetin cuxurcuglari xususi bufer mahlulu ils diggatle yuyulur. Sonra
cuxurcuglara axtarilan antigena qarsi fermentls nisanlanmis anticisim, yaxud
fermentla nisanlanmis antiglobulinin bufer mahlulunda isci durulasmasindan 0,1
ml hacmda slave edilir, 37°C-do termostatda 2 saat miiddatinda inkubasiya
edilir, birlasmamis konyuqatlarin kanarlasdirilmasi Gg¢in bufer mahlulla 3 dafa
yuyulur.

Bundan sonra guxurcuglara 0,1 ml hacmda substrat (H,0,) va xromogen
(masalan, ortofenildiamin) garisigi alave olunur, 30 deg middatinda otaq
temperaturunda garanligda saxlanilir.

inkubasiya prosesinda cuxurcuglarin divarinda birlasib galmis ferment
(peroksidaza) substrati (H,0,) atomar oksigena pargalayir ki, bu da xromogeni
oksidlasdirarak onun rangini dayisir (sari roang omala galir). Substratin
parcalanma reaksiyasini saxlamaq Ulcgln cuxurcuqlara stop reagent (0,1ml 1IN
H,S0,, yaxud 1N NaOH) alava edilir.



IFA (naticanin qiymatlandirilmasi)

Reaksiyani adi gozle qgiymatlandirmak mimkindidr. Bunun dlg¢ln asas
tacribanin rang doayisikliyini kontrolla miugayiss etmak kifayatdir.
Materialin ela an boyik durulasmasini geyd edirlar ki, bu durulasmada
amala galan rangin intensivliyi kontrolun muivafig durulasmasina nisbatan
daha intensivdir.

Reaksiyani daha daqig giymatloandirmak Uucln fotoelektrokolorimetrik
usuldan istifada olunur.

Musbat natica kimi muayina ediloan materialin els an bdylk durulasmasi
goturuldr ki, onun ekstinksiya saviyyasi kontrolun muvafiq durulasmasinin
ekstinksiya saviyyasinden minimum 2 dafs artig olsun.
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IFA (naticanin qiymatlandirilmasi)

Hazirda naticoani
avtomatik
giymatlondirmaya
imkan veran
mikroplanset
fotomerlari (riderlar)
genis istifada edilir

Immunoferment analizin naticasini
avtomatik giymatlandirmak Ugln
mikroplanset fotomeri (STAT FAX®)



Radioimmun metod (RIM)

* YUksak hassasliga malik olan RIM  mikrob
antigenlarini, hamcinin, mutayina materiallarinda cox
clizi konsentrasiyalarda olan hormonlari, fermentlari,
doarman maddalarini, immunoglobulinlari va s. tayin

etmaya imKan verir.

* Lakin radioaktiv.  sualanmanin mumkunlayd

sobabindan bu metod genis istifada edilmir.



Radioimmun metod (RIM)

* RIM - radioizotoplarla, asasan 123 ila nisanlanmis antigen
va ya anticisimlarin istifadasina asaslanir.

* |zotopla nisanlanmis anticisimlar muvafiq antigenlarla
birlasdikden sonra omals galmis antigen-anticisim
Kolmpleksini  radioaktivliyi  dlcmaklea  tayin  edirlar.
Radioaktivliyin intensivliyi amala galmis antigen-anticisim
Komleksinin migdarina diiz miutanasib olur.

 Reaksiya kKomponentlarinden birini — antigeni, yaxud
anticisimi  bark da§|y|C| Uzarina, masalan, polistirol
mikroplangelin (;uxurcuguna sorb5|ya etmaKIa aparllan
barkfazali RIM prinsipca IFA ila oxsardir. Lakin reaksiyanin
naticasi fermentin aktivliyini  tayin etmoakla deyil,
radioaktivliyi 6lcmakla giymatlandirilir.



Radioimmun metod (RIM)

Metodun Konkurent varianti muayina materialinda antigenin
miqdarini tayin etmak ucun istifada edilir.

Bunun Ucgun polistirol mikroplanselin cuxurcuguna malum anticisim
sorbsiya edilir. Bu cuxurcuga muayina eilan material alave edilir,
muayyan muddat inkubasiyadan sonra miqgdari tayin edilacoak
antigenls eyni spesifikliya malik olan, radioaktiv izotopla
nisanlanmis antigen alava edilir.

Miuayina materialinda muvafig antigen oldugu tagdirda cuxurcugun
divarina sorbsiya edilmis anticisimlarla birlasarak onu blokada edir.
Noaticoda reaksiyadan sonra oalava edilmis nisanlanmis antigenin
miqdarinda shamiyyatli dayisiklik bas vermir.

Miuayine materialinda mduvafig antigen olmadigda, cuxurcugun
divarina sorbsiya edilmis anticisimlar sarbast halda galir. Buna gora
do sonradan ©alava ediloan nisanlanmis antigenin miqdari
reaksiyadan sonra shamiyyatli doracada azalir.



RIM (KonKurent variantin prinsipi)
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Immunoblotting

immunobloting (ing. blot - laka) — avvalcadan elektroforez (isulu ila tarkib hissalarina
ayrilmis antigenlarin IFA, yaxud RiM vasitasilo askar edilmasina asaslanir . Bunun {giin
antigeni poliakrilamid gelinda elektroforez vasitasila tarkib hissalarina ayirir (1), sonra onu
geldan nitroselliloz membran zolaglara kogurlar (2). Xastanin gan zardabini bels zolaglara
alave edir (3), miayyan middat inkubasiyadan sonra birlasmamis anticisimlari
kanarlasdirmaqg Ucin diggatle yuyur va lzarina insan immunoqlobulinina qgarsi fermentls
nisanlanmis antiglobulin zardab alava edirlor (4). Mduayina edilan gan zardabindaki
anticisimlar nitroselliloz membran zolaglarda olan antigenlarle birlasdiyinden burada
antigen-anticisim-nisanlanmis antiglobulin kompleksi amala galir. Bela zolaglara substrat va
xromogenin alave edilmasi mivafiq sahalarda rangli lakalarin amala galmasina sabab olur

(5).




Gen muhandisliyi

Gen muhandisliyinin asasinda
nukleotid ardicilliglarina
parcaladigdan sonra DNT-nin
prokariot va eukariot hiiceyralara
KOcUrulmasi durur.

Naticada amla galmis bela hiiceyralar
— hibridlar yad gen fragmentlarina
malik olmagqla ko¢lrilmus genin
eKspressiyasini tamin edir.

Gen muhandisliyinin son
magqsadlarindan biri muayyan genin
kodlasdirdigi mahsulun va ya alamatin
resipient organizmda tamin
edilmasindan ibaratdir.



Gen miihandisliyi (genin alda edilmasi)

Bunun udcun avvalce hamin mahsulu, yaxud alamati
kodlasdiran gen (DNT molekulu) alda edilir, yaxud sintez edilir.
Bundan sonra restriktaza adlanan fermentlardan istifads
edarak DNT molekulunu fragmentlara parcalayirlar. Bu
ferment endonukleazalara aid olub, DNT molekulunu ancaq
muayyan yerlardan parcalamaq gabiliyyatina malikdir.

Restriktazalarin tasirindan alinmis DNT molekulu fragmentlari
restriktlar adlanir. Lazim galdikda restriktlarin uc hissalarini
DNT-ligazalar vasitasila birlasdirmak do mumkundur.



Gen miihandisliyi (genin kogurilmasi)

DNT-fragmentlarini vektora birlasdirirlor. Vektor yad DNT

fragmentini resipient hliceyrays Keciran agenta deyilir.

Vektor kimi an ¢cox plazmidlardan, faglardan, yaxud da onlarin

kombinsiyasindan — kosmid va fazmidlardan istifads edilir.

Rekombinant DNT-ni (rDNT) vektor vasitasilea resipient
hliceyraya KOcUrmaK lgiin transformasiya, transfeksiya va

mikroinyeksiya Usullur tatbiq edilir.



Gen miihandisliyi (genin kogurilmasi)

Tabii transformasiya vasitasiloe rDNT Bacillus subtilis, Streptococcus
pneumoniae va E.coli-nin bazi stammlarina ko¢urila bilar.

rDNT-nin prokariot va eukariot hiceyralera faq vasitesile kocurilmasi
transfeksiya adlanir. Bazi hallarda eukariot hiceyralarini vektor virusla
yoluxdururlar. Bu halda vektor kimi an ¢ox polioma va SV-40 viruslarindan
istifada edilir.

Mikroinyeksiya Usulu vasitasilo DNT molekulunu, hamc¢inin rDNT-ni
heyvan va bitkilarin Kultivasiya edilan hliceyralarina slise mikroiynalardan
istifade etmakla kocurdrlar.

rDNT-ni resipient huceyralara liposomlar vasitasilo do koclrmak olar.
Liposomlar fosfatidilserin va xolesterinin barabar qgarisigl asasinda
hazirlanir. rDNT va liposom garisigini ultrasasla islayir, sonra isea onu
resipient hiiceyra ile birlikda inkubasiya edirlar



Gen mihandisliyi (son mahsulun alda edilmasi)

rDNT-ni permissiv hiiceyralar (ingilisca, permission — icazs, imKan
verma) adlandirilan resipient hliceyralara koc¢urirlar. Bu hliceyralar
elo hiiceyralardirlor Ki, Kocuruloan rDNT parcalanmadan hamin
hiiceyranin tarkibinda galir ve vektorun replikasiyasi mumkuin olur,
basqga sozloe rDNT-nin ekspressiyasi musahida olunur.

Gen muhandisliyinda proKariotlardan E.coli, B.subtilis,
eukariotlardan isa Saccharomyces cerevisiae maya gobalaklari daha
cox istifada edilir.

Hazirda rDNT-do muvafiq genlarin ekspressiyasi asasinda insulin,
somatotrop hormon, interferonlar, interleykinlar va s. istehsal edan
bakteriya va maya gobalaklari stammlarinin superprodusientlari
alinmis vo biotexnologiyada istifada edilir.



Gen muhandisliyinin muasir imkanlari

rDNT-nin heyvanlarin riseym hiiceyralarina (yaxud
yumurtahliceyraya) mikroinyeksiyasi yolu ila transgen heyvanlar slda
etmoak mimkun olmusdur. Bels organizmlarin genomunun tarkibindas
donorun miuayyan genlarinin olmasi hesabina onlar yeni alamatloar
gazanirlar.

Eyni qayda ils fitopatogen mikroorganizmlara, soyuga va s. amillara
davamli xudsusiyyatlara malik transgen bitkilar ds alinmisdir. Bazi
mikroorganizmlarin immunodominant antigenlarinin genlarini bitkilara
KOoclUrmakla tarkibinds muiayyan «vaksinlar» olan meyva va yerkoki
sortlari alinmisdir.

Son dovrda genetikanin ugurlarindan biri do genetik klonun, yani
genetik suratlarinin yaradilmasidir. Genetik Klon ilk dafa Kecan asrin
sonlarinda Sotland alimlari Yan Velhmut va Ken Kembpell tarafindan
yaradilmisdir.



Genetik metodlarin diagnostikada tatbiqi

Zancirvari polimeraza reaksiyasl
Molekulyar hibridlasdirma tsulu
Restriksion analiz

Sekvenlasdirma Usulu



Zancirvari polimeraza reaksiya (ZPR)

muayina olunan materiallarda toradicinin DNT, yaxud RNT fragmentlarinin
suratlarinin coxaldilarag askar edilmasina asaslanan Usuldur. ZPR vyuksak
hassasliq va spesifikliya malik olmaqgla muayina olunan materiallarda
toradicinin DNT, yaxud RNT fragmentlarinin ¢cox kicik hissalarini bela askar
etmaya imkan verir. ZPR aparmaq Ucun xUsusi avadanliq dastindan istifada
edilir.

ovvalca ikizancirli DNT-matriksini 0.5-2 daq muddatinds 92-96 °C-ya (yaxud,
termiki stabil polimeraza istifada edilirsa - 98°C-ya gadar) gadar qizdirirlar ki,
DNT zancirlori ayrilsin. Bu marhals denaturasiya adlanir, DNT zancirlori
arasindaki hidrogen alagalari pozulur. Adatan, birinci sikldan avval matriks va
praymerlarin tam denaturasiyasi Ucln reaksiya qarisigi 2-5 doaq orzinds
qizdinlir.

Bundan sonra axtarilan DNT praymeri va polimeraza fermenti alava edilir,
praymer DNT zancirina komplementar oldugda onunla birlasir. Gostarilan sikl
adaton 70-80 dofe tokrar edilir Muayine materialinda axtarilan DNT
fragmentlari oldugu tagdirda yeni DNT zancirlarinin amala galmasi hesabina
onun miqdari dafalarla artir (amplifikasiya).

Bundan sonra DNT-nin elektroforetik identifikasiyasi aparilir.



Real time PCR

Real vaxtda ZPR (real time PCR) amplifikasiya
mahsullarinin bilavasita amplifikasiya Zamani
toplanmasini askar etmaya imkan verir.

Amplikonlarin toplanmasinin kinetikasi bilavasita tadqig
olunan matriks nusxalarinin sayindan asili oldugundan,
toradicinin DNT va RNT-nin kamiyyat olcilarini aparmaga
imkan verir.

olda edilmis malumat aparilan mualicanin effektivliyina
nazarat Ucun istifada edila bilar



Amplifikasiyanin prinsipi

PCR Cycle DNA FRA Nucleotide

primer
Components E j

l

Denaturation
94-98°C

l

Annealing
50-68°C

l



Amplifikasiyanin sxemi

4" cycle

AN target

RARRARNAR 19 cycle ARARARARA > 40cycles

20 =

template DNA ARRRARRANAY,
o SARRARRAAR 1000 bilion copies

22 - 23 - 2‘ =
4 copies 8 copies 16 copies 32 copies



Zancirvari polimeraza reaksiyasinin prinsipi
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DNT-nin elektroforetik identifikasiyasi

(2%-li agaroza gelinda elektroforez)

M, Molecular size marker; Lanes 1, 2, 439 bp fragment of hsp65 gene; Lanes 3, 4,
223 bp fragment of mtp40 gene; Lanes 5, 6, 248 bp fragment of IS1081 gene; Lanes
7, 8,123 bp fragment of IS6110 gene; Lanes 9, 10, 200 bp fragment of mpb64 gene



ZPR amplifikator cihazi
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Molekulyar hibridlasdirma usulu

Bu Usulla muayina ediloan materialda nuklein tursulari
radioaktiv izotopla, yaxud fermentla nisanlanmis
zondlar vasitasilo askar edilir.

Zond kimi axtarilan nuklein tursusu molekuluna
Komplementar olan tokzoancirli DNT, vyaxud RNT
molekulundan istifada edilir.

Muayina materialinda zonda muvafig (Komplementar)
nuklein tursusu oldugu tagdirde onlar 6z aralarinda
birlasir (hibridlasir) va ikili spiral amala gatirir.

Hibridlasmis molekullar radioimmun, yaxud
immunoferment analizlarin k6mayilo askar edilir.



Restriksion analiz

Restriksion analiz asasan mikroorganizmlarin identifikasiyasinda tatbiqg edilir.

Analizin  prinsipi restriktazalar vasitasile parcalanmis DNT fragmentlarinin
elektroforetik Usulla identifikasiyasindan ibaratdir.

Restriktaza adlanan fermentlar endonukleazalara aid olub, DNT molekulunu ancaq
muayyan yerlardan parcalamaq qabiliyyatina malikdirlar.

Restriksiya fragmentinin uzunlug polimorfizmi (restriction fragment Iength
polymorphism - RFLP) adlanan metod alinmis restriksiya fermentlarinin aqgaroza
gelinda elektroforezi va etidium bromid ils boyadilgdan sonra gelds amala galan
DNT Iakalarinin yeri va sayinin standartla miqayisa edilmasina asaslanir.

EcoRl ﬂ/o

.| Restriction Enzyme

..GGTCA GAATTC GCTGA...

\

AATTC GCTGA...
..GGTCAG G CGACT...
..CCAGT CTTAA

© Sagar Aryal



SeKvenlasdirma usulu

DNT molekulunda nukleotidlar ardicilligini tayin etmaya imkKan verir
(ingilisca, sequence — ardicilhq).

Sanger iisulu ilo sekvenlasdirma daha c¢ox tatbiq edilir. Bunun Ucglin
avvalca muayina edilon DNT molekulu galavi hidroliz vasitasila
muxtalif uzunluglu takzancirli fragmentlara parcalanir.

Alinmis qarisiga muxtalif cur nisanlanmis didezoksinukleotidlar
(adenin, timin, quanin va sitozin) alave edilir. Nisanlanmis
didezoksinukleotidlar har bir DNT-fragmentinin 3'-sonlugunda olan
komplementar nukleotidlarla birlasir. Belalikla, muxtalif uzunluglu
tokzancirli DNT fragmentlari 3'-sonlugunda hansi nukleotidin
olmasindan asili olaraq fargli nisanlanmis olur.

Sonra nisanlanmis DNT fragmentlari vertikal poliakrilamid gelinda
elektroforeza maruz qgoyulur. Bu zaman fragmentlar molekul
Kutlalarindan asili olarag miuxtalif masafaler got edir va sonda
nisanlanmis didezoksinukleotidlor muayina edilon fragmentdaki
nukleotidlar ardicilligina  muvafig olan qaydada duziltrlar.
Elektroforez prosesi kompduter tahliline malik avtomatik rejimli
xususi qurgularda — sekvenatorlarda aparilir.



