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ЖОСПАРЫ

-Кіріспе
-Негізгі бөлім
1.Иммундық ферментті талдау
2.Спецификалық антиденелерді анықтау əдісі (сэндвич 
əдісі)
-Қорытынды
Қолданылған əдебиеттер



ИММУНДЫҚ ФЕРМЕНТТІ ТАЛДАУ (САРАПТАМА) 
– АНТИДЕНЕЛЕР МЕН АНТИГЕНДЕРДІ САНДЫҚ 
ЖƏНЕ САПАЛЫҚ АНЫҚТАУ 
ИММУНОЛОГИЯЛЫҚ ЗЕРТХАНАЛЫҚ ƏДІСІ



70-ШЫ ЖЫЛДАРДЫҢ БАСЫНДА ИФТ 
ƏДІСІН АШҚАН ҒАЛЫМДАР: ШВЕЦИЯ 
ҒАЛЫМДАРЫ – ENGVALL ЖƏНЕ 
PERLMANN НИДЕРЛАНД ҒАЛЫМДАРЫ 
- VAN WEEMEN ЖƏНЕ SCHUUR, АҚШ 
ҒАЛЫМЫ -  RUBENSTEIN



ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT 
ASSAY ) – 



ƏДІС АНТИГЕН МЕН ОҒАН СƏЙКЕС 
АНТИДЕНЕ АРАСЫНДАҒЫ 
СПЕЦИФИКАЛЫҚ ƏРЕКЕТТЕСУ 
ПРИНЦИПІМЕН ЖАСАЛАДЫ. 
КОМПЛЕКСТІ АНЫҚТАУ ҮШІН 
ФЕРМЕНТТІ БЕЛГІМЕН (ПЕРОКСИДАЗА, 
СІЛТІЛІ ФОФАТАЗА, 
ГЛЮКОЗООКСИДАЗА, 
АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗА, КАТАЛАЗА 
ЖƏНЕ Т.Б.) БАЙЛАНЫСҚАН АНТИ-
АНТИДЕНЕ БОЛЫП ТАБЫЛАТЫН 
АРНАЙЫ КОНЪЮГАТ (АДАМ IG ҚАРСЫ 
ҚОЯН АНТИДЕНЕЛЕРІ НЕМЕСЕ 
МОНОКЛОНДЫҚ АНТИДЕНЕЛЕР) 
ҚОЛДАНЫЛАДЫ. 



СПЕЦИФИКАЛЫҚ АНТИДЕНЕЛЕРДІ 
АНЫҚТАУ ƏДІСІ (СЭНДВИЧ ƏДІСІ)

� Планшет ойықтарына қоздырғыштың антигені орнатылып, 
зерттелетін сары сумен бірге инкубацияланады. 
Спецификалық антиденелер болған жағдайда олар 
байланысып, антиген-антидене комплексі түзіледі.

� Одан кейін бұл комплекс конъюгатпен инкубацияланған 
кезде анти-антиденелер антиген-антидене комплекстерімен 
байланысады. 

� Ферменттік реакция (түрлі-түсті реакция) сутегі тотығы 
мен пероксидазды реакция процесінде тотығып, боялатын 
субстраттың қатысумен жүреді. 

� Боялу қарқыны анықталатын спецификалық 
антиденелердің санына байланысты болады.

� Нəтижесі спектрофотометрмен немесе визуалды 
бағаланады.



АНТИДЕНЕЛЕРДІ АНЫҚТАУҒА АРНАЛҒАН 
ИММУНОФЕРМЕНТТІ СЫНАМА-ЖҮЙЕЛЕРІНІҢ 
ТҮРЛЕРІ:

Лизатты – 
ульрадыбыспен 

лизистенген 
немесе өңделген 
қоздырғыштар 
қолданылады

Рекомбинантты – 
қоздырғыштардың гендік-

инженерлік 
тəсілмен алынған антигендік 

ақуыздары қолданылады 

Пептидтік – 
ақуыздардың химиялық 

жолмен синтезделген 
фргаменттері 
қолданылады



ИММУНОФЕРМЕНТТІ ТАЛДАУДЫҢ ТҮРЛЕРІ:

Гомогенді ИФТ – 
сараптаманың барлық 

кезеңдері суда жүргізіледі

Гетерогенді немесе қатты 
фазалы ИФТ – 

реакцияның бір компоненті 
антиген немесе антидене 

арнайы қатты 
тасымалдағыштарда

– полистрироды планшет немесе 
пробиркада орнатылады 

Аралас ИФТ – 
ақуыздардың химиялық 

жолмен синтезделген 
фрагменттері 
қолданылады



ИММУНОФЕРМЕНТТІ ТАЛДАУДЫҢ ТҮРЛЕРІ:

Қарапайым бəсекелес емес
(конкурентті емес) ИФТ – 

бірінші кезеңде жүйеде 
антигеннің зерттелетін 

байланысы жəне байланыс 
орталықтары бар 

спецификалық антиденелер 
болады 

Күрделі бəсекелес 
(конкурентті) ИФТ – 

Зерттелетін байланыспен 
бірге оның антиденелердегі 
спецификалық байланыс 
орталықтарына бəсекелес 

аналогы болады  



БҰЛ СХЕМАДА АНТИГЕНДЕР (2) ПЛАНШЕТТІҢ ОЙЫҚТАРЫНА 
(1) ОРНАТЫЛҒАН. ОЙЫҚҚА ЗЕРТТЕЛЕТІН САРЫ СУ 
ЕНГІЗІЛЕДІ. ЕГЕР САРЫ СУДА АНТИГЕНДЕРГЕ ҚАРСЫ 
АНТИДЕНЕЛЕР (3) БОЛСА, ИНКУБАЦИЯЛАНУ КЕЗІНДЕ 
АНТИГЕН/АНТИДЕНЕ БАЙЛАНЫСЫ ТҮЗІЛЕДІ. 



ПЛАНШЕТТІҢ ОЙЫҚТАРЫН БАЙЛАНЫСПАҒАН 
СУБСТАНЦИЯЛАРДАН (ЯҒНИ СПЕЦИФИКАЛЫҚ ЕМЕС 
АНТИДЕНЕЛЕРДЕН) ТАЗАЛАП, ОҒАН ЕКІНШІ АНТИДЕНЕЛЕР (4) 
ҚОСЫЛАДЫ. БҰЛ АНТИДЕНЕЛЕРГЕ БЕЛСЕНДІ ФЕРМЕНТ (Е) 
БЕКІТІЛГЕН. МҰНДАЙ КОМПЛЕКСТІК БАЙЛАНЫСУ КОНЪЮГАТ 
ДЕП АТАЛАДЫ. ИНКУБАЦИЯЛАНУ КЕЗІНДЕ ОЙЫҚТА СЭНДВИЧ 
ТƏРІЗДІ ҚҰРЫЛЫМ ТҮЗІЛЕДІ. 



ПЛАНШЕТТІҢ ОЙЫҚТАРЫН БАЙЛАНЫСПАҒАН КОНЪЮГАТТАН 
ТАЗАЛАП, ОҒАН ТҮССІЗ СУБСТРАТ (5) ҚОСЫЛАДЫ, БҰЛ 
СУБСТРАТҚА ФЕРМЕНТ (Е) ƏСЕР ЕТІП, ОНЫ БОЯЙДЫ (6). 



ИФТ ЖҮРГІЗУ СХЕМАСЫ

а – пробирканың қабырғасында белгілі антигенге қарсы антиденелер;
б – зерттелуші сары су қосылады, егер онда антигендер болса, олар 

антиденелермен байланысып, пробирканың қабырғасына бекітіледі;
в – белгілі антигенге қарсы ферментпен белгіленген антиденелерді енгізу, 

олар қабырғадағы иммундық комплекспен байлаынысады;
г – сутегі асқын тотығы мен хромогенді қосқанда оттегінің əсерімен сары 

түске боялады.



ИММУНОФЕРМЕНТТІ ТАЛДАУДЫҢ 
ҚОЛДАНЫЛУЫ:

� Жұқпалы ауруларды диагностикалау (IgA, 
IgM, IgG антиденелері), аурудың кезеңін 
анықтау

� Аутоиммундық ауруларды диагностикалау
� Аллергияны диагностикалау
� Гормондарды анықтау
� Онкомаркерлерді анықтау
� Цитокиндерді анықтау



ИФТ НƏТИЖЕЛЕРІН БАҒАЛАУ

Ауру кезеңі IgM IgA IgG

Теріс нəтиже - - -

Алғашқы 2 апта - + -

2,5-3 апта + + -

3-4 апта + + +

Жазылу кезеңі - Емделгеннен 
кейін титрдің 
2-4 есе 
төмендеуі

Емделгеннен 
кейін титрдің 4 
есе төмендеуі

Созылмалы кезең - +\- +

Ауру өршуінен кейін 
2 аптадан соң

- + +

Жазылған ауру - - +



ДИАГНОСТИКА КЕЗІНДЕ ЕСКЕРУ КЕРЕК:

1. Зерттеуді аурудың ерте кезеңінде өткізу керек.
2. Бір уақытта бірнеше спецификалық 

антиденелерді анықтаған (немесе IgM жəне IgG 
антиденелерін) жөн, бұл біріншілік инфекцияны 
диагностикалау үшін қажет.

3. Аурудың динамикасын бағалау үшін 
антиденелердің санын анықтау қажет.

4. Белсенді жəне жасырын инфекцияны айыру 
үшін IgG авидтілігі деңгейін сараптау.

5. Бұрын жұқтырылған инфекцияның нəтижесінде 
антиденелер төмендеген иммунитетте, ақуызды 
ашығу кезінде анықталмауы мүмкін.



ELISPOT 
(ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY SPOTS) 

КЕЙС УНИВЕРСИТЕТІНІҢ (КЛИВЛЕНД, ОГАЙО ШТАТЫ) ҒАЛЫМДАРЫ 
ЖƏНЕ STL ANALYZERS LLS КОМПАНИЯСЫНЫҢ ҚЫЗМЕТКЕРЛЕРІ 

АЛҒАШҚЫ САРАПТАМА АНАЛИЗАТОРЫ АШҚАН МЕН МƏЛІМЕТТЕРДІ 
ӨҢДЕУ ЖƏНЕ ЕСТЕ САҰТАУ ҮШІН БАҒДАРЛАМАЛАМЕН 

ҚАМТАМАСЫЗ ЕТКЕН.

ELISPOT əдісімен Т- жəне В-жасушаларды 
сараптау үшін қолданылады.

ELISА əдісінен айырмашылығы гидрофобты 
мембрананың бетіндегі антиденелер 

жасушаның белгілі өнімін (цитокиндер) 
байланыстырады.



ТЕХНИКАСЫ:

1. Планшет ойықтарына 100 мкл-ден Т-
лимфоциттерді енгізу

2. Планшетті 1 сағат бойы 37°С температурада 
инкубациялау

3. Планшетті екі рет фосфатты-тұзды буфермен шаю
4. Ойықтарға 100 мкл-ден 0,5% бұқа сары су 

альбумині (БСА) енгізіледі
5. Планшетті 1 сағат бойы 37°С температурада 

инкубациялау
6. Планшетті екі рет фосфатты-тұзды буфермен шаю
7. Ойықтарға лимфоциттердің CD2, CD3, CD4, CD8 

маркерлеріне сəйкес 100 мкл-ден моноклондық 
антиденелер енгізіледі

8. Планшетті 1 сағат бойы 37°С температурада 
инкубациялау



ТЕХНИКАСЫ:

9. Планшетті екі рет фосфатты-тұзды буфермен шаю
10. Ойықтарға лимфоциттердің 100 мкл-ден қой IgG 

конъюгаттары (пероксидазамен белгіленген) енгізіледі
11. Планшетті 1 сағат бойы 37°С температурада        

инкубациялау
12. Планшетті екі рет фосфатты-тұзды буфермен шаю
13. Ойықтарға лимфоциттердің 100 мкл-ден субстрат 

(цитратты буфердағы 0,2% сутегі пероксиді ерітіндісі       
мен ортофенилендиаминдигидрохлорид) енгізіледі

14. Планшетті 10 минут 20°С қараңғы жерде инкубациялау
15. Ойықтарға50 мкл-ден 50% күкірт қышқылы 

(стопреагент) енгізіледі
16. Ойықтардың құрамының рптикалық тығыздығын 

вертикалді фотометрде өлшеу



ҚОРЫТЫНДЫ
ИММУНОФЕРМЕНТТІ ТАЛДАУДЫҢ 

АРТЫҚШЫЛЫҚТАРЫ:
� Жоғары сезімталдық (ферменттің бір молекуласы) – 

70-80% 
� Спецификалық – 95%
� Зерттелуші материалдың ең аз мөлшерін қолдануға 

болады
� Реакцияны жүргізу өте қарапайым, оңай
� Реакцияның барлық кезеңдерін автоматизациялау 

мүмкіншілігі
� Экологиялық таза жəне медперсонал үшін қауіпсіз
� Диагностикалық жинақтар бағасы арзан
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