Immun status vo onun
qiymatlondirilmoasi



Immun sistemin 3sas funksiyasi

B Immun sistemin insanda osas funksiyast —
orqanizmds genetik yad cisimciklori vo molekulalar:
(antigenlori) tanimagq, neytrallasdirmagq,
zorarlosdirmok vo Xaric etmokdir. Antigen soklindo
virus, bakteriya, gobalok, toksin va s. ola bilar.

B Immun sistemin miioyyon mexanizmi (hiiceyra,
humoral, geyri-spesifik va s.) zoiflomoasi vo ya artiq
doracodo aktivlosmosi zamani organizmdo xostolik
baslaya bilir. Bunun naticasinds infeksiya, allergiya,
autoimmun vo sis xastaliklori yarana biloar.




Immun status nadir?

B [mmun sistemin spesifik vo geyri-spesifik
gostoricilorinin miioyyan vaxtda komiyyat vo
funksional cohotdon kompleks sokildo
qiymoatlondirilmosine immun status deyilir.

m [mmun statusun giymatlondirilmasi
Immunogramma asasinda aparilir.



Immunogqramma

B Immunogramma insanda immun sistemin
asas gostaricilorinin toyinino vo analizino
asaslanur.

B Immunogqramma aparildiqda venoz gan,
ag1z suyu, burun ifrazati, goz yasi, digor selikli
qisalarin 1frazatlari, likvor, toxuma vo hiiceyra
suspenziyalar1 va s. 1stifads olunur.



1IKin vd genis immunoloji
muayindlor

[lkin immunoloji analiz testlori (I-ci daracali)
immun sisteminds kobud pozgunluqglar: askar
edir.

Genis immunoloji analiz testlori (II-ci daracali)
istigamoatli aparilir vo Immun sistemindd
askarlanmis pozgunluqglar: daha daqiq muisyyon
edir.



I DOROCOLI TESTLOR

m Periferik ganin Umumi analizi, leykosit, neytrofil, monosit,
limfosit vo trombositlorin nisb1 vo miitloq miqdarinin toyini

m T-limfosit, T-h vo Ts populyasiya, B-limfositlorin, NK (
tobi1 killer) hiiceyroalorin nisbi Vo mﬁtlgq miqgdarinin vo
Immun requlyator indeksinin (IRI) tayini

m Zordabda IgA, IgM, IgG vo IgE--nin miqdarinin toyini

m Neytrofillorin faqositar aktivliyinin toyini ( NBT)

B Komplement sisteminin gostoricilorinin (C3, C4) vo
hemolitik aktivliyinin (CHS50) toyini

Bu testlorin naticalori anadangslmos immunc¢atismazliq
vaziyyatlorin ilkin diagnostikasinl1 aparmaga imkan verir.



Il DORICOILI TESTLOR

T- limfositlorin, B-limfositlorin vo NK hiiceyroalorin nisb1 vo miitlaq
miqdarinin, onlarin asas markerlarinin toyini

T- va B-limfositlorin mitogenlorlo stimulyasiya testi vo proliferasiya
aktivliyinin toyini
Faqositozun reseptorlarinin vo mixtalif moarhalalorinin toyini

Zordabda va ifrazatlarda IgG, IgM, IgA, IgE vo sIgA okscismlarin,
IgG subsiniflorin vo spesifik autoakscismlarin toyini

Dovredon immun komplekslorin toyini

Komplement sisteminin gostaricilorinin (C3, C4, C5, C1 inhibitor vo
hemolitik aktivliyinin - CH50) tayini

Zordabda va bioloji mayelords sitokinlorin vo limfokinlorin toyini
HLA — tiplosdirilmasi

Genetik miiayina

Bu testlor immun patologiyanin daqiq diagnostikasini
aparmaga imkan verir.



Immun huceyralorin 3sas markerlari

B-limfositlor CD19+, CD20+, CD22+
Tobii killerlor (NK-hiiceyralar) CD3-CD16+CD56+
T-limfositlor, T-helperlar,
T-sitotoksik, T-killerlor cb3*

T-killerlor CD3+CD16+CD56+
T-helperlor CD3+CD4+

T-sitotoksik (T-supressorlar) CD3+CD8+

11-2 ilo birlason requlyator T-

hliceyralor BocaiMTeIbHBIX CD3+CD25+

pEaKIIHUU.



Immunogramma testlorin

normativlari

CranaapTHoe uccneposaHmne UMMYHHOrO craTyca
Cmandapmuoe uccnedoeanue UMMyHHO20 cmamyca

Neixoyu e 582 40-90
NumbounTes 239 19 - 37 1.39 12-30
T-numdpouutel (CO45+ CD3+) 77.30 550 -80,0 1.08 095-18
T-xennepwt (CD45+ CD3+ CD4 +) 44 20 310-510 0.61 057 -11
Uurorokcuueckne T-numpountu (CD45+ CD3+ CD8+) 31.10 19.0-350 0.43 045 -085
NK-knern (CD45+ CD3- CD(16+56)+) 13.00 70-200 0.18 0,18 -042
B-numpoynta (CD45+ CD3- CD19+) 12.20 6.0-190 0.17 015-04
Una exc coommowenna (CD4+/CDB+) 1.42 15-20
QarountapHan aKTUBHOCTe HerTpodunos (Jlarexc-recr) 740 55.0-950

Moxazarens Peaynerar Hopma Eanam
Wmmynornobynumne: knacca M (igM) 2.35 04-23 r/n
Wmmyrnornobynume knacca A (IgA) 269 07-40 rin
Ummynornobynunet knacca G (IgG) 1043 70-16,0 r/n
WUmmyrornoby kst knacca E (IgE) 459 1.31- 1653 MEa/mn




Immunoloji yaddas hiiceyralori

HekoTopbie NoKa3saTenu, oTpamaiolne GopMUPOBAHWE MMMYHONOTMHECKOW NaMATH

[Hapaserp . PervabTar PedpepencHbIe IHATEHIA Ex .
CD4/CDE 223 1.3-26
04CD45+CD4-CD45RA- [ 1 15 30
%CD43-CD4-CD45RO- . 3l 15-30
%CD4+-CD40RA+ . 24 23-33
04CD4-CD45RO- [ % 35 - 65
Ef:;'::':'ﬁ;:[;;:{"HEL:IEEIH:I:E:':" KIETOK H . 039 045 .13

B1-KNeTKM - YHACTBYIOT B MHOTUX aYTOMMMYHHbIX NPOLECccax

apaserp Pesyasrar Pedepencunie 3navenns ExHam,
CDAS/CD19+CDS5+, Bl-knerkn 1.550 0.500 - 2.100 %




Aktivlosmis T-limfositlorin vo apoptoza

ugramis limfositlorin markerlari

AKTMBMpPOBaHHBIE T-NMMMOLMTLI = 3TH NOKa3aTeNu oTpamarT cnocobHocTs T-numodKTOB
aKTMBWUPOBATLCA B OTBET Ha BHEAPEHWE YYMHEPOAHbIX areHTOoB

CD45/CD3+HLA-DR+ 2 0-35 %
CD45/CD3-HLA-DR+ 10 6-20 °"’”z’:" B-
CD43/CDS/ICD3s 2 5-13 %
CDS8/CD38 12 20 - 50 %
CD45/CD3+ 60 5575 %pce T-
T,

PeuenTop anontosa (3anporpaMmupoBaHHON KNETOYHOW CMEpTH) nmm¢uuHTuﬁ|

MapaseTp PevasTar PedepeHCHBIE IHAYERIA Ea.Him.
CD45/CD95, FAS/APO-1 AT,

ONOCPLIVED ITHHA ANONTO?

CD45/CD3+(D25+ 3 0-3 %

89 23 - 60 %




Immunogrammanin izahati

= Immun statusun qgiymotlondirilmoesi  hokim-
Immunolog terafindon aparirir. Hokim xastoys baxis
aparir, immunoqrammanin, Rentgen vo USM-nin,
digor laborator analizlorin naticolorino oasaslanaraq
Immun patologiyanin tipini, novind vo doracasini
miioyyan edir.

B Baxis zamani1 xastonin anamnezi dyranilir, Umumi
vaziyyating, dari, Selikli gisalalara, limfa diiyiinlorins,
oynaqglara, tonoffiis sistemino vo S. diqget Yetilirir.
Immun gostaricilor cinsin, yasin, yasadigi orazinin
normativlari ilo miigaisa olunur.



Immunoloji analizin gotiiriilmo
qaydalari

B [mmunoqramma periferik gan analizi
1lo eyni zamanda aparilir. Venadan gan
sohaor ac garia goturuliur. Son 24 saat
arzinds alkohol vo dorman gabulu,
homg¢in koskin infeksiyalar, menzis,
yluiksok temperatur zamani1 moslohot

devyil.



Immunoqrammanin tayinind dsas
gostarislor

m [1do 6 dofodon cox uzun siiron dori, selilli gisalar, tonoffiis
infeksiyalarin olmasi vo antibakterial miialiconin effekti
olmamasi

B Sobobsiz temperaturun 2 hofto davam etmaosi

®m Limfa duyunlorin uzun miiddat boyumaosi

B Bodon ¢okisinin sababsiz azalmasi

B Yorgunluq sindromu vo mialgiya

m Herpes, std arpi, tonzillit, faringit, rinit, dermatit, sistit,
m Pielonefrit vo tonoffiis infeksiyalarin tokrarlanmasi

B Autoimmun xostoliklor

m Allergiya



Immun catismazhig: yaradan asas kliniki
sindromlar

1. Infeksion sindrom — xroniki ya tokrarlanan
virus, gobalok vo bakterial infeksiyalar,
disbakterioz va s.

2. Allergik sindrom — atopik dermatit, ekzema,
bronxial astma, pollinozlar, gida vo doarman
allergiyasi vas.

3. Autoimmun sindrom — autoimmun
mexanizmlo gedon xastaliklor.

4. immunproliferati\_f sindrom — koskin vo
xroniki leykozlar, limfogranulematozlar,
limfomalar, limfosarkomalar, sis xostoliklori.



Miixtalif immun patologiyada
gostorisli muayinalor

Gostarici

Zardabda Ig-rin
migdari

Ig-rin immun
elektoforetik
analizi

Umumi IgE
zdordabda
S9Viyyosi

Komplement
sistemin
komponentlari

Mutloq gostarilsor
Birincili va ikincili immun
(BIC vo IIC) catmamazhg,

immunoqlobulinlarls
miialicd

Miyeloma, “agir zoncirlor”

xastaliyi, Bens-Jons
proteinuriyasi, zdrdabin
yiiksak qatilhigi

Hiper —IgE- sindromu

Irsi immun catmazhq

Xeyirli ola bilar

Yenidogulmuslarin
cift qaninda —
batndaxili infeksiyala

Limfoproliferativ
xastaliklor

IgE-asih allergik
xastaliklar
Immunkompleks

xastaliklorin mualico
effektinin olmasi



Miixtalif immun patologiyada
g0storisli muayinalor(davam)

Toxuma probalarinda Immun kompleks xastaliklori Plazmoferez \6

Immun komplekslarin
toyini

Autoakscismlorin
migdari
(antinuklear
akscisimlor)

T- vo B-limfositlorin Birincili
catmazhgi

migdari

Funksional testlar:
limfositlorin mitogena
covab reaksiyasi

Qirmaz1 qurd esanayi

Ikincili  immun

Birincili immun ¢atmazhgi

hemosorbsiya
effektinin

qiymatlondirilmasi

Qarisiq autoimmun
prosesslor

Birincii  va ikincili

Immun ¢catmazhgi

Ikincili immun
catmazhg
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Immunoqrammanin giymatlondirms
prinsiplori

Noticolorin kompleksli analiz olunur
Gostoricilorin muiqaiseli analizi aparilir
Regional vo yas norma gostaricilorin nozors alinir
Dinamik muisahido aparilir
Klinik slamatlorin immun pozgunluqglarla
diiriist alagosi olmalidir

Mudyyan xastaliklorin saciyyavi simptomlar: va
agir kecmosi fonunda Immunogrammada
dayisikliyin olmamasi Immun sistemin atipik
reaksiyasimin tozahiiridir, bu ise xastaliyin
agirlasmasina sabab ola bilor.



Immun géstaricilorin giymatlondirmasi

Neytrofillorin azalmasi (1,5x109\l-don asagi) neytropeniya
adlanirilir vo xroniki intoksikasiya, anemiya vo autoimmun
proseslordes ola bilar.

Eozinofillorin miqdari koskin iltihab reaksiyalarda
baslanqgicinda — azalir, koskin dovrds - yliksalir vo sagalma
dovriinds - normaya dogru azalir

Bazofillorin miqdari gec-gec doyisir: mosolon, miksedema,
geyri-spesifik xorali kolit, agir metallarla intoksikasiyada va
sualanmada bazofiliya miioyyon olunur.

Monositlorin say1 virus vo bakterial xostoliklorda ya tez-tez
tokrar infeksiyaya tutulan soxslords azalir



Limfositlorin funksiyonal aktivliyi

1. T-limfositlorin funksiyasi:
B T-hiiceyrolorin mitogenlora qarsi proliferasiya testi

m aktivasiya markerlarin ( CD25- vo CD71- ) vo
apoptoz marker1 CD95 tapilmasi

B HLA-DR antigenlorin
2. B-limfositlorin funksiyasi:

B osas AQ reseptorlar1 CD22, CD19 vo CD20-dir

Bu hiiceyralorin defisiti birincili immun
catmamazlig ucun saciyyovidir.



Leykositar huceyralorin
fenotiplosmosi

Leykositlor morfoloj1, fenotipik vo funksional
xususiyyatlorine gora bir-birindon forglonirlor. Fenotipik
cohotdon har bir hiiceyrs sothinds yerloson vo ona xas
olan reseptorlarla-markerlorlo secilir.

Miiayino zamani asas rol xtisusi markerlora-CD
markerlora moxsusdur (Cluster of differentation or
Cluster of designation).

Bu markerlar liciin sistemlosdirilmis xtisusi tosnifat
1slonib hazirlansmisdir. CD-yo aid tosnifat 11k dofo 1982-
ci ildo Parisda Insan Leykositinin Differensasiya
Antigeni hagqinda kecirilon 1-c1 Beynolxalqg Konfransda
toklif olunmusdur




Fenotiplosmanin asas maqsadi

Hiiceyralorin fenotiplosmoasi hiiceyra Immunitetini
toyin etmoak Ucln son dovrlords istifade olunan an
muasir Usullardan biridir. Bu zaman hiiceyro
sothindoki markerlori (CD+) toyin etmoklo
hiiceyralori vo onlarin hansi subpopulyasiyaya aid
olmasini asanliqla miioyyan etmok olar. Periferik
ganda eritrositlorin lizisinl hoyata kecirarok leykosit
hiiceyralorin sothi reseptorlari toyin edilir.



Axin sitomertiya usulu

m Monoklonal okscisimlorin komoyi ilo periferik
gan hiiceyralorinin muxtalif subpopulyasiyasini
ayird etmok mUmkUundur. Periferik gan
hiiceyralorinin fenotiplosmosini axin Sitometriya
Usulu ilo hoyata kecirmak olar.

B Bu moqgsadlo miiayinalor Becton Dickinson
firmasimmin  reaktivlorindon istifado  etmoklo
FaxScan aparatinda aparilir.




FaxScan aparatinin gorunusu




Prinsipi:

m Proses antigen-anticisim reaksiyasimna osaslanir.
Hiiceyrolorin spesifik antigenino qars1 istifado
olunan okscisimlor Xxususi fliiorosentlo nisanlanir
va axin sitometriya Usulu ils toyin olununr. Belo
xususi flurosensiya edon okscisimlorlo vo Yya
flirosent rongloyicilorlo nisanlanmis hiiceyra
suspenziyast maye axini  soklindo, tok-tok

fokuslasmis arqon torkibli 1is1q topasi-lazer
stiasindan novba ilo Keclir.



Miioyyon dalga uzunluguna malik olan isig
(d.u.-488 nm) flioroxrom ilo roglonmis
hiiceyralori aktivlagdirir, oyadir. Axin Sitimetriya
Usulu zamam IKI rongli fllotoxromdan istifado
olunur. Fluoresein Izotiosiyanat ilo ronglonmis
limfositlor 515 nm dalga uzunluguna malik sari-
yasil is1q, fikoeritrin ilo ronglonmis limfositlor isa
580 nm d.u.-lu is1q sepalayir. Hiiceyrolorin maye
soklindo lazer siiasindan ke¢mosi zamani isigin
sopilmosi bag verir. Belo is1iq sopilmasinin toyini
usulun asas prinsipidir.



Lazer suasinin duz vo sopilmis goruntusu

.8
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Lazer stasmin hiiceyroalordon  sopilasini
xususl detektorlar geydsa alir. Rangloyicilorin
sopaladiyl 1s1q linza va guzgunin komoyi ilo
yigilir. Isiq signallart qeydea almib, elektrik
impulslarina c¢evrilir. Bu 1mpulslar komputer
torofindon islonib saxlanilir. Isiq dispersiyasinin
dorocasi  hiiceyralorin  Olglsl  va  qurulusu
hagqinda fikir yliriitmoya asas Verir.
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11.
12.

Isin gedisi
100 mkl heparinli gan+10 mkl monoklonal
okscisimlor

15 dag. otaq temperaturunda, garanliqda inkubasiya

Eritrositlori liziso ugratmaq tigiin 2000 mkl mahlul
olavo olunur (3 saniys vortex-garisdirmaq)

10 doaqige otaq temperaturunda, garanligda inkubasiya
5 doaqige 1500 dovr/degigada sentrifuga

Ust maye bosaldilir

2000 mkl yuyucu mohlul oslave edilir

5 daqige 1500 dovr/degigada sentrifuga

Ust maye bosaldilir

500 mkl fiksasiyaedict mohlul alava edilir (3 saniyo
vortex-garisdirmaq)

20 daqiqo soyuducuda saxlamaq
FaxScan aparatinda hiiceyralorin fenotiplosmasi



AXxin sitometriya naticonin tasvirl.

Director
Operator. |Iskenderova S

Azerbaijan Medical University
SimulSET Lab Report

Cytometer: FACScan
Software: SimulSET v 3.1

Patient D
Patient Name

18 yash (Continued)
Haciverdiyev Polad

Patient ID
Patient Name:

138 yash
Haciverdiyev Polad

Date Acquired
Date Analyzed:
Panel Name:

Wed, Mar 16,2011 11:46
Wed, Mar 16,2011 11:47
IMK-Lymphocyte

Haciverdiyev Polad01.01
Events Acquired: 16000
Gated Events: 8127

Preparation:
Lysed Whole Blood

Gate Composition (%):

LeucoGATE
Date Set:[1]

Mean 127 25
Gate 68 47
266 47

266 8

68 8

FSC-H CD45
Lymphs Monos Grans Debris
89% of all lymphocytes are in the gate

Celculated 3 Part Diff.

Percent Lymph Conversion On

Haciverdiyev Polad01.04
Events acquired:6000
Gated Events:2369

FSC 8SC
Means: 130 26
FL1 FL2
Marker 80 64

Data set:[1]

co3

CD3/CD4
e

Subset Name

Total T (CD3+) Lymphocytes
T Helper (CD3+, CD4+) Lymphocytes

Haciverdiyev Polad01.02
Events acquired:6000
Gated Events:2618

Control 1gG1/gG2 Conv
Q_CellType b
1

Data set:[1]

FSC SSC
Means: 128 25

ELLFL2
Marker 80 64

0
98
1

Haciverdiyev Polad01.05
Events acquired:6000
Gated Events:2497

Escssc ?
Means: 134 26 O
EL1 FL2.

Marker 80 64

Data set:[1]

cD3

CD3/CD8
Q_CellType

Subset Name

Total T (CD3+) Lymphocytes
T Suppressor (CD3+,CD8+) Lymphs

Haciverdiyev Poled01.03
Events acquired:6000
Gated Events:2635

Escssc
Means: 131 26
EL1 FL2
Marker 80 64

cD3/CD19
Q_CellType

Data set: (1]

Subset Name
Total T (CD3+) Lymphocytes
Total B (CD19+) Lymphocytes

Haciverdiyev Polad01.06
Events acquired:6000
Gated Events:2739

sC
Means:

CD16+CDS6

FSC
18

ELL

Marker 8

Data set:[1)

-

CD3I/CD16+56
Q_CellTvpe

Conv
Subset Name %L

Total T (COG+) Lymphocytes 56
Total NK (CD16+/CD56+)Lymphocytes 44

Tube Neme/
Consistency Ck

Subset Name/
Ck Name

Conv.
Percent
Lymphs

Average CD3
Sum of Cells
Ratio

Total T (CD3+) Lymphocytes
T+B+NK

53
99

T Lymph H/S CD3,CD4/CD3,CD8 Ratio




Usulun Gstinltyd

Muasir axin sitometriya Usulu ils
hiiceyralorin immunfenotiplosmasi
stirotino  vo doqigliyine goro digor
Usullardan daha oalverislidir. Bu Gsulun
komoyi ilo hiiceyra sothindo olan bir
neco antigeni eyni vaxtda toyin etmok
olar. Miiayino materiali Kimi gan, simuk
iliyt, limfa toxumasi vo  digor
toxumalardan istifads oluna bilor.



T-limfositlorin azalmasi

Birincili vo ikincili immun catmamazligda,
autoimmun, sis vo allergik xostaliklordo T-limfositlorin
azalmasi muoyyon olunur. T-subpopulyasiyalarini
miigaise etmok vacibdir. Th\Ts ( CD4+\ CD8 + )
nisbati immunrequlyator indeks adlandirilir( IRI) va bu
patologiya zaman; doyisen gostoricidir. Normada IRI
yasdan asilidir vo 1,0-2,7 arasinda olur.

QICS xostaliyindo Th limfositlarin say1 0,05x10%/I
olur, IRI 1,5-1,0-dan asagi olur. Allergik vo
autoimmun xostoliklorde bu gostorici normadan
yliksok ya normada ola bilar.



Digor usulu

m Isiq mikroskopiya — T- vo B-limfositlorin,
populyasiyalarin toyini

m Fluoresent mikroskopiya - monoklonal
anticismlorin vasitasi 1lo CD reseptorlarin
toyini

® Immunferment analiz — immunqlobulinlorin,
hormonlarin tomini

B PCR — DNT vo RNT miiayinasi



Mikroskoplar

MMKPOCKOTbI




Ig-rin azalmasi

B Agammaglobulinemiya vo
disgammaqglobulinemiya birincili Immun
catmamazligin ayri-ayr1 formalarinda rast golir

m [gG, IgA azalmasi vo IgE coxalmas1 allergik
prosesslorda

® [gG-nin azalmasi vo [gM-1n ¢coxalmasi xroniki
infeksiyalarda miisahido edilir



Faqgositar aktivliyini toyini

m Faqositar hiiceyrolorin say1 ( bir faqosit
torofindon mohv edilmis AQ-rin say1)

m Faqositar indeks ( hor ytiz fagositar hiiceyrodon
AQ-ni1 mohv edan faqositlorin say1)

m Faqositlorin killing gostaricisi (har 100 fagositoza
baslamis hiiceyralordon AQ-n1 tamamilo mohv
edon hiiceyralorin sayini1 gostorir )

Bu gostaricilor NBT(Nitro Blue Tetrazolium)
test vasitosilo Oyronilir



Faqgositar aktivliyini toyini

m Fagositar sistemi1 asagidaki tisullarla da alave
qiymotlondirmak olar:

m Neytrofillorin neylona adgeziya doracosine
goro;

m Neytrofillorin miqrasiyasinin tormozlanmasi
reaksiyasi;

® Neytrofillorin immunofenotiplogmasi.



Qeyri-spesifik humoral immunitetin

oyranilmosi
[mmunferment v radioimmun analiz yolu ilo
aparilir:
lizosim
laktoferrin
slgA
sitokinlordon INF, IL-1, IL-2, IL-4 vo basqalar1



Immunoferment analizator

AN ‘i

A Logical Solutl{)j;zj}
Jor your
@linical Laboratoﬂ%

7

@ Compact Unit (A nalyser+_iz%ostat+Printer)

9 Programmable upito 100§Methods

. @ Connectable to a laboratory Program (RS232C)
, ; v, Excellent Stabt
v ro . Easy to‘iUse .
5, ‘, . .!
’

/

Clirrea

T4 -Newline Co.



IFA
= Immunoferment analiz-IFA (ingilis- Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) —

antigenlarin, akscisimlarin va hormonlarin
migdarinin tayini Ugun istifads olunur.

m IFA Usulu yikssk hassasliga va spesifikliys
malik olan laboratir Gsuludur, daqigliyi 90%
ustinddr.

m Bu Usulla bir gox infeksiyalar miayyan edils
bilar, o cumladan QICS, virus hepatitlar,
sitomegalovirus, herpes, toksoplazma va s.



UDA (umMyHodepMEHTHBIH aHAIN3)
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IFA reaksiyanin iki marhalosi

m [FA {isulunun iki morholosi
var — immun reraksiya vo
fermentativ reaksiya. Immun
reaksiyada nozors tutulan
hiiceyro, molekul vo ya
mikrob toyin edilir.

B Fermentativ reaksiya vasitosi
1lo immunoloj1 reaksiyanin
naticalorini askar edib onu
qiymatlondirmok mumkiindur.




IFA

m [FA reaksiyada asason peroksidaza,
golovi fosfataza, avidin 1stifads olunur.
[FA reaksiyasimin iki ndvii var : birbasa
va dolayi.

m Hal-hazirda daha yiiksok daqgigliyi vo
hossaslig1 ilo forglonon dolayi IFA iisulu
cox 1stifada olunur.




Birbasa IFA iisulu

m Birbasa IFA Usulunda musyyan olunan AG-
na gars! akscisimlar spesifik nisanla birga
formadadir. Bu nisanlar fermentativ
reaksiyani hayata kecirir.
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Birbasa IFA aparilma taktikasi

m Gotardlen bioloji material (gan, yaxma va s.)

xususi yuvalara to
saxlanilir. Bu mudc
sothina adheziya o
yoxlanilan AG-na ¢

kular va 15-30 daqgigs
atda antigenlar yuvalarin
unur. Sonra yuvalara
arsl akscisimlar slavs

olunur, masalan si
bu tored|C|Ye garsl
istifada edili

iliss muayina aparildigda
hisanlanmis akscisimlar

r. Yuvalar 30 dagigadan 4-5

saata gadar inkubasiya edilir, bu zaman
AG+9C reaksiyasi gedir. AG na gadar Gox
olsa, bir o gadar 9C onlarla reaksiyaya girir.



«Artigq» 9C-in caxarilmasi

m Nisanlanmis akscisimlar cox oldugundan,
onlarin bir hissasi AG birlasir, «artig» ©C
iSO sarbast galir. Mliayina materialinda
hamin AG yoxdursa, reaksiya getmayacak.
Sonra yuvalardan maye xaric edilir,
bununla da «artig» ©C atilir, yalniz AG-Ia
birlsmis ©C yuva sathinda fiksa olunmus
halda galir. Yuvalar bir neca dafa xususi

mahlul ilo yuyulur va «artig» ©9C-dan azad
olunur.



Fermentativ reaksiya moarholasi

B [FA-nin ikinci morholosinda fermentativ reaksiyasi bas
verir. Yuyulmus yuvalara ferment mohlulu slavo olunur
va 30-60 doqigo saxlanilir. Bu ferment yuvalarda olan
nisanla reaksiyaya girorok rongli maddoya ¢evrilir.
Kolorimetriya tisulu 1lo rongli maddonin konsentrasiyasi
miloyyon olunur. Bu konsentrasiya hom analiz olunan
mikrobun, hom ds ona garsi spesifik ©OC-rin migdarini
oks etdirir.




Dolayi IFA reaksiyasinin I marholosi

B Goturtlon bioloj1 material (gan, yaxma va s.) xuisusi
yuvalara tokulir vo 15-30 doaqiqgo saxlanilir. Bu
miiddotdo antigenlor yuvalarin sothino adheziya

olunur. Sonra yuvalara yoxlanilan AG-ns qarsi

okscisimlor alave olunur, masalon sifiliso muiayine
aparildigda bu toradiciys qarsi spesifik nisan

dasimayan okscisimlor istifads edilir. Yuvalar 1-5

saata godor inkubasiya edilir, bu zaman AG+OC

reaksiyasi gedir. Daha sonra «artiq 9C» ylivalardan
bir ne¢o dofo yumaq yolu 1lo xaric olunur.




Dolayi IFA reaksiyasinin |1 marhalosi

B Bu morholads birinci OC-lars xiisusi nisanlanmis
okscisimlar alava olunur. Bunlar adaton keci
okscisimlori olur. Nisanlanmis keci 9C-ri 15-30
doqgige arzindo bundan ovval yaranmis immun
kompleksin OC ilo birlosir. Belaliklo yuvalarda
IC+AGH nisanlanmis OC kompleksi yaranir. Bu
dofo nisanlanmis «artiq 9C» yumaq yolu 1lo xaric
edilir. Reaksiyanin sonunda ferment alavo edib, 5-30
doqgige sonra nisanlarin ronginin doyismaosi musahida
edilir vo kolorimetriya yolu ilo reaksiya
qiymatlondirilir.







Dolayi IFA reaksiyasinin iistiinlityii

Bu reaksiyada iki muxtalif akcisimlarin
istifadasi onun spesifikliyinin va
hassasliginin daha yliksak olmasini tamin
edir. Reaksiya muddatinin uzanmasina
baxmayaraq daha dagig natica almaqg
mumdakin olur. Hal-hazirda dolayi IFA
daha genis istifads olunur.



IFA iisulu istifads olunan gostaricilor

Infeksiya akscisimlori

Toksoplazma IgG IeG (1gG1,2,3,4)
igM igM

CMV IgG IgA
IesM IgE

Herpestip | IgG IgD
igM sigA

Herpes tip Il IgG
IsM



IFA iisulu istifado olunan xastaliklor

T3 Anti TPO
Sarbasr T3 Anti TG
T4 Anti TSH
Sarbast T4 IAA

TSH GAD
Xorionik Qonadotyropin  ANA

XH

Follikul Stimulaedici AMA

hormon FSH



IFA iisulu istifads olunan gostaricilor

Onkomarkerlar Sitokinlor

PCA INF-y
CA-125 TNF-a
CA-19.9 IL-1,IL-2 ....
M-12 (CA-15.3) RANTES
CYFRA

K — zancir
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Immunfluoressensiya reaksiyasi
(iFR)
B Immunoglobulinlor (okscisimlor) 6z spesifiklik vo
antigenlo birlosmok qabiliyyotini itirmodon bozi

kimyovi maddoalorlo gerl donmoyon (nisanlanmis)
birlosmalar amalo gatirmok xiisusiyyatino malikdir.

m Bu xiisusiyyatdon istifado edarok A. Kuns 1950-ci
ildo Immunfluoressensiya reaksiyasim (IFR)
toklif etmisdir.

m Prosesi homc¢inin Fluoressensiya edan akscisimlor
(FOU) usulu kimi ds adlandirmaq olar.



Usulun shomiyyati

B [mmunfluoressensiya reaksiyasmnm komoyi
ilo liminisent mikroskopda antigen-okscisim
kompleksinin fluoressensiya effektino asason
hotta ¢cox Kicik migdarda olan bakterial vo
Virus monsali antigenlori belo toyin etmok,
flouroxromla nisanlanmis

monoklonal akscisimlorin
komayi ilo leykositar
hiiceyralorin fenotiplosmasini
aparmag mumkundar.




Fluoressent nisanlayicilar:

Okscisimlort  nisanlamagq mogosadilo  qisa
dalgali 1sigla (ultrabonovsoyi, bonodvsoyi, goOy
isiqlar) siialandirildiqda fluoressensiya edon
rongloyicilordon istifado  olunur. Moasalon
fluoressein izotiosianatla parlag yasi va ya

yasilimtil-sar1 ronglonmo alinir. -
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Immunifluoressensiya
reaksiyasinin 2 novu var:

m Diiz (birbasa) Immunfluoressensiya

m Qeyri-diiz (dolay)
Immunfluoressensiya



Diiz (birbasa) Immunfluoressensiya

B Bu zaman nisanlanmis okscisimlor birbasa
todqig olunan antigenlorlo reaksiyaya girir.
osya susosl1 uizoring fiksasiya olunmus
mikrobun tizarina fluoroxromla nisanlanmais
okscisimlar alavo olunur. Alinan kompleks
liminisent mikroskopda tadqiq edilir.

Dz immunfluoressensiya

’ — antigen
- Eirinicili
% )

//—‘\ d ]::: SC 1 &2 ]-.ﬂ:'l_
: , . — fluoroxtom

" lniceyra




Qeyri-diiz (dolay)
Immunfluoressensiya

® Bu zaman tadqiqg olunan antigen avvalco spesifik
okscisimlo birlagir. Daha sonra spesifik okscisimlars
qarst fluoroxromla nisanlanmis XUsusl okscisimlor
birlosdirilir. Alinan kompleks l[Uminisent
mikroskopda tadqiq edilir.

Qeyni-diuz mnnumfluoressensiva

— antigen
| ST T
A, — Bineili akscisim

f __ Idncili akscisim

)
/-—-_\\\ . — fluoroxrom

hiiceyra




Diiz vo Qeyri-duz fluoressensiyanin forqi

DUz fluoressensiya |Qeyri-duz fluoressensiya

Miiddoati  Bir morhalo oldugundan Ikinci okscisimlo konyuqgasiya
daha qisadir. oldugundan proses daha uzundur.
Qiymoti  Nisanlanmis birincili Nisanlanmuis ikincili okscisimlor daha
(spesifik) okscisimlor ucuz basa golir. Bu okscisimlori
bahadir. miixtolif birincili okscisimlorlo

birlosmada istifado etmok olar.

Hoassasliq Nisanlanmis birincili Nisanlanmis ikincili okscisimlor daha
(spesifik) okscisimlor zoif  giiclii, parlaq 1s1glanma verir.
1siglanar.

Carpaz Nisanlanmus birincili Nisanlanmis ikincili akscisimlor digor

reaksiaya okscisimlor antigeno okscisimlarlo ¢arpaz reaksiya vera
spesifik oldugundan bilar.

carpaz reaksiya vermir.




Qeyri-diiz immunfluoressensiyada isin gedisi

Poli-L-lizinlo 30-40 daqigs otaq temperaturunda
inkubasiya olunan, fosfat buferindoe yuyulmus 30 mkl, 5x
10% hiiceyra asya slisosi lizorind oalavo edilir.

Mayenin artiq migdar: gotiirtliir vo 20 mkl monoklonal
okcisimlor olava edilir.

30 daqiqo, otaq temperaturunda inkubasiya olunur.
Fosfat buferi 1lo 1 dofa yuyulur.

Ag sicanin immunogloblinlorina garsi fluoressein
1zotiosianatla nisanlanmis 20 mkl dovsanin antizordabi
olava edilir.

30 dogiga, 4°C-da inkubasiya olunur.

Tarkibinda 1%-li formalin, 0,1%-li Na azot olan fosfat
bufer1 1lo 2 dofo yuyulur.

60%-11 gliserin oalava edilir vo oOrtiik siisosi 1lo oOrtiiliir.

Preparat liminisent mikroskopda tadqiqg edilir.



Zaoncir polimeraza
reaksiyasi



Metodun Jsas elementlori

Bu metod muasir molekulyar- bioloji metoddur. Bu
tsul in vitro DNT-in spesifik regionunun
coxaldilmas: ucun islodilir

’Praymer”- Kicik nukleotid seqmentlori olub
reaksiyada coxaldilan DNT hissasing
komplementardir.

TAG DNT polimeraza- Thermus aquaticus adh
bakteriyadan alinmms polimerazadir.

Reaksiyada DNT zoncirinin uzanmasini hayata
Kecirir.
Nukleotidlor — dATP, dCTP, dGTP, dTTP



Bu metodla DNT-in coxaldilmasi ii¢
moarholods hoyata kecirilir

1. Denaturasiya: bu marhalodo DNT
denaturasiyaya ugrayir.

2. Birlosma: 6n va arxa praymerlorin DNT-
in tdk zancirlarind birlasir.

3. Uzanma: polimeraza vasitasils yeni amals
galmis DNT zoncirlori uzanur.
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Gel elektroforez

Agaroza gelinds ZPR mahsulunun
askar olunmasi

ZPR fragmentlari




ZPR-in totbiq sahoalori

m Yoluxucu xastaliklorin askar
olunmasinda.

® Genlords bas veran
mutasiyalarin muayyan
olunmasinda.

B Mohkomo tobabatindos.



