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АФФИН ХРОМАТОГРАФИЯ УСУЛИДА А АНТИГЕНИНИНГ ГУРУ^ЧАЛАРИНИ АНИКЛАШ
Ахмедов Т.Ж., Ешмуратов Б.А., Бахриев И.И.

Тошкент давлат стоматология института, Тошкент, Узбекистон 
Тошкент тиббиёт академияси, Тошкент, Узбекистон

Аннотация: Биз томондан таклиф цилинганусул догларда АВО тизимига мансуб А цон гуруцининг Ai 
ва А2 вариантларини биоспецифик адсорбцион хроматография тамойили буйича аницлашнинг 
спецификлигини ва аницлигини таъминлайди. Ушбу усул оддий ва бажарилиши осон, шунингдек бир 
вацтнингузида куп мицдордаги объектларни текшириш имконини беради.

Калит сузлар: цон доги, АВО тизими, антиген, агглютинация, аффин хроматография.

Долзарблиги. Кон догининг гурукий мансубли- 
гини аниклаш учун агглютининлар абсорбцияси, 
абсорбция-элюция ёки аралаш агглютинация усул- 
ларидан фойдаланилади. Аралаш агглютинация 
реакцияси машаккатли мекнат ва катта микдор- 
даги текширув материалларини талаб этади. Шу
нингдек, кон доглари жойлашган буюм ташувчи 
предметлар текшириш натижаларига таъсир 
этади. Абсорбция-элюция реакцияси эса, ушбу ре
акция учун юкори титрли суюлтирилмаган альфа 
ва бета зардоблари, камда куп вакт сарфланишини 
ва куп микдорда лаборатория идишларини талаб 
этади. Бундан ташкари объектлар етарли даражада 
ювилмаслиги натижасида носпецифик агглютина- 
циянинг кузатилиши, аксинча текширилаётган 
объект меъёридан купрок ювилганда антиген-ан- 
титана комплекси микдорининг сезиларли дара
жада камайиши кузатилади ва уз навбатида усул 
спецификлиги ва тадкикот натижаларининг 
ишончлилиги пасаяди [1, 3, 7].

Юкорида кайд этилган колатлар кон догининг 
гурукий мансублигини аниклашнинг янги усулла- 
рини ишлаб чикишга, хусусан аффин хроматогра
фия усулидан фойдаланиш имкониятларини излаб 
топишга асос булиб хизмат килади.

Биоспецифик адсорбцион хроматография усули 
биологик макромолекулаларни специфик сор- 
бентда оддий сорбция йули билан ажратиш учун 
мулжалланган. Ушбу усулнинг специфик хусусият- 
лари, унинг сорбцион ва суюкликли хроматогра- 
фияга нисбатан катор афзалликлари исботланди. 
Зеро, у биологик жараёнларнинг узига хослигини 
молекуляр даражада очиб беради [10, 11, 12, 13].

Биоспецифик адсорбцион хроматография усули 
биополимерлар ва кужайрали структураларни 
ажратиш ва тозалашнинг самарали усули кисобла- 
ниб, биологик актив моддаларни тозалашнинг 
бошка усулларидан тубдан фаркланади. Бунда то- 
залаш жараёни биополимерларнинг нодир хусуси- 
ятига, яъни уларнинг айрим моддалар билан спе
цифик ва кайта узаро таъсирига асосланган. Ушбу 
моддалар “лигандалар” деб номланади ва буюм та
шувчи билан ковалент богланиб, биоспецифик ад
сорбент косил килади. Мазкур адсорбент иммоби - 
лизацияланган лигандага якин булган, суюлти- 
рилган аралашмадан биополимерни танлаб бирик- 
тириб олади. Шароитнинг узгариши абсорциялан - 
ган моддани тоза колда ажралишига (элюциясига) 
олиб келади. Бинобарин, ечилиши лозим булган

асосий муаммолардан бири номаълум кон гу- 
рукини аниклашда иммобилизацияланган анти- 
тана ва антигенларни ажратиш кисобланади.

АВО тизими буйича иммобилизацияланган ан
тигенларни ажратишнинг асосий вазифаларидан 
бири муносиб буюм ташувчини танлаб олиш кисо
бланади. Буюм ташувчиларга эса махсус талаб 
мавжуд: улар антиген фаоллигини пасайтирмас- 
лиги ва гидрофиль физик-механик хусусиятларига 
эга булиши лозим. Айрим тадкикотчиларнинг 
курсатмалари буйича буюм ташувчилар аслида ли- 
гандалар учун матрица вазифасини бажарадилар 
[9]. Антигенларни аниклаш учун икки турдаги 
буюм ташувчилар таклиф этилган: органик (та- 
биий, синтетик) ва ноорганик.

Ашёвий далиллар экспертизасида суд-тиббий 
экспертлар куп колатларда кон доглари пахта ма - 
тосида, ипак, жун, сунъий тукима газламаларда 
жойлашган объектлар билан тукнашадилар. Маз
кур тукима газламалар толалари антигенларнинг 
фаоллигини пасайтирмайди ва гидрофиль хусуси - 
ятларга эга. АВО тизими антигенлари эса пахта ма- 
тоси толаларида фиксацияланади. Мазкур хусуси- 
ятларни инобатга олиб, биоспецифик адсорбцион 
хроматография жараёнида лигандалар иммобили- 
зациялаш учун кулланилди. Юкорида кайд 
этилганларга асосан кон догларида АВО тизими ан- 
тигенларини биоспецифик адсорбцион (аффин) 
хроматография принципи буйича аникдаш усули 
ишлаб чикилди. Ишлаб чикилган усул, абсорция- 
элюция реакциясида курсатилган, яъни суюлти
рилмаган альфа ва бета зардоблардан фойдалан - 
май, балки суюлтирилган зардоб билан ишлаш им
кониятларини беради. Адабиётлардан маълумки, 
иммунокимёвий тадкикотларда абсорбцияланган 
антитаналар улуши, яъни зардоб глобулинлари- 
нинг антиген юзасини ураб олиш хусусияти суюл
тирилган зардобда анча юкори [1, 3, 7]. Кон догла - 
рида А 1  ва А2 антигенларни аниклашда аффин хро- 
матографиядан фойдаланиш учун юкорида кайд 
этилганлар асос булиб хизмат килди.

Утган аср бошларида АВО(Н) тизими буйича кон 
гуруки бир хил эмаслиги ва мазкур тизимда гу- 
рукчалар мавжудлиги аникланди. Хдзирги вактда 
АВО эритроцитларининг агглютинация реакция- 
лари куриниши буйича кучли (А 1 , В ва Н) ва кучсиз 
(А2, Аз, Ах ва б.; Вз, Вх ва б.; Hveak, Hm ва б.) вари- 
антлари тафовут килинади. АВН вариантларининг 
учраш частотаси турли хил булиб, бу уринда - В ва
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Н антигенларининг кучсиз фенотиплари А антиге - 
нининг кучсиз турларига Караганда бир мунча кам 
учрайди [3, 4, 7, 8]. Эритроцитларнинг гурудий А 
антигени парциал омиллар комплекси сифатида 
намоён булади. Ушбу долат антигеннинг таркибий 
тузилиши ва уларга мос антитаналар, шу жумладан 
изоагглютининларнинг парциаллиги суд тиббиёти 
серологиясининг узига хос муаммоси дисобланади 
[3, 7]. А антигенининг турлари орасида энг куп 
учрайдигани A i  ва А г гурудчаларидир [3, 6].

Айрим мамлакатларда, бадсли оталик эксперти- 
заларида суюд донда А антигени фенотипларини 
текшириш усулларидан фойдаланилади. Аммо, дон 
догларида уларни анидлаш усуллари ишлаб чидил- 
маган, деса дам булади. Мамлакатимизда А анти- 
гени фенотипларини текшириш даттоки бадсли 
оталик экспертизаларида дам дулланилмайди. Шу- 
нинг учун суюд донда ва дон догларида А 1  ва Аг гу- 
рудчаларини анидлаш имконини берувчи усул- 
ларни ишлаб чидиш мудим суд-тиббий адамият 
касб этади.

Таддидот мадсади. Кон догларида А 1  ва Аг ан- 
тигенларини бир-биридан фардлаш мадсадида аф- 
фин хроматография усулида a i  ва аг изозардобла- 
ридан фойдаланиш имкониятларини анидлаш 
дисобланади.

Таддидот материали ва усуллари. Мадсадга 
эришиш учун 40 нафар донорнинг экспериментал 
дон доглари текширишга олинди. Улардан 20 та 
дон намунаси доглари иккинчи (14 та А 1  ва 6 та Аг), 
8 таси - учинчи (В) ва 12 таси - туртинчи (А 1 В ва АгВ 
-дар биридан 6 тадан) гурудларга мансуб эди.

А 1  ва Аг антигенларни дон догида анидлаш учун 
Д.Д.Джалалов ва Б.С.Абдуллаевлар (1987) томони - 
дан таклиф дилинган аффин хроматография усули- 
дан фойдаланилди (5).

Усул дуйидаги тартибда утказилди: дон
догидан узунлиги 0,4-0,5 см булган ипчалар оли- 
ниб, пастки четидан 1 см юдорида старт чизиги чи- 
зилиб унда тешиклар досил дилинган ва оддий 
дора далам билан тенг 8 йулакка булинган хрома - 
тографик догознинг старт чизотидаги тешикларга 
урнатилди. Биринчи варад «а 1 », иккинчиси «а г»  
дарфлари билан белгиланди. Бундан ташдари назо- 
рат учун учинчи варад олиниб, «в » дарфи билан 
белгиланди. Объектлардан олинган ипчалар урна - 
тилган дар бир хроматографик догоз алодида, 7:3 
нисбатдаги бутанол-аммиак эритмалари солинган 
хроматографик камерага, пастки учи эритмага те- 
гиб турадиган долатда дуйилади. 30-40 дадидадан 
сунг хроматограммалар камерадан чидариб оли- 
нади ва хона дароратида дуритилади. Сунгра хро - 
матографик догозлар, физиологик эритмада суюл- 
тирилган, а 1  зардоби дуйилган ва «а 1 »  дарфи билан 
белгиланган, шунингдек мос равишда а г ва в за- 
рдоблари дуйилган хроматографик камераларга 
урнатилади. Камера допдоги ёпилиб, 18-24 соат да- 
вомида хона дароратида хроматография дайта 
утказилди. Ушбу вадт утгандан сунг хроматограм- 
малар камералардан чидариб олинади, ипчалар 
ажратиб олиниб, 560С дароратда 20 дадида даво- 
мида юдорида абсорбцияланган антитаналар 2

томчи физиологик эритмада элюцияланади. 
Элюатларга А 1  ва Аг гурудли стандарт эритроцит
ларнинг 1%ли эритмаси томизилиб, 1000 айл/мин 
тезликда 4 дадида давомида центрифугада айлан - 
тирилади. Агар дон догида А 1  антигени мавжуд 
булса, элюатдаги а 1  агглютинини таъсирида А 1  гу
рудли 1%ли стандарт эритроцитлар агглютина- 
цияга учрайди ва худди шундай, мос равишда А г ан
тигени анидланади. Кон догида А 1  ва Аг антигенлар 
мавжуд булган долатларда, элюатларда иккала аг - 
глютинин таъсирида А 1  ва А г гурудли 1%ли стан
дарт эритроцитларнинг агглютинация додисаси 
кузатилади. Назорат учун олинган тоза ипчалар 
намуналари элюатларида, А 1 В ва А гВ гурудли дон 
доглари ипчаларида эса а 1  ва аг агглютининлари- 
дан ташдари, в агглютинини дам анидланади.

Таддидот натижалари ва мудокамаси. 40 та 
дон намунаси догларини текшириш натижасида 32 
долатда яддол ифодаланган А 1  ва Аг антигенлари 
топилди. Жумладан 14 та А 1  гурудли дон доглари 
намуналарини текширишда "аУ’ деб белгиланган 
пробиркалардаги элюатларда, микроскоп куриш 
майдонида, эркин сузиб юрган эритроцитлар фо- 
нида 3-5 дан 10-15 гача эритроцитларнинг агглю
тинация реакцияси кузатилди. “а г” ва “в” пробирка
лардаги элюатларда эса агглютинация реакцияси 
кузатилмади. 6 та А г гурудли дон доглари намуна- 
ларини текшириш давомида “а г” деб белгиланган 
пробиркалардаги элюатларда, микроскоп куриш 
майдонида, эркин сузиб юрган эритроцитлар фо- 
нида 2-3 дан 8-10 гача эритроцитларнинг агглюти
нация реакцияси кузатилди. “а 1 ” ва “в” пробиркала
рдаги элюатларда эса агглютинация реакцияси ку
затилмади. 6 та А 1 В гурудли дон доглари намунала
рини текшириш натижалари асосида, “а 1 ” деб бел
гиланган пробиркалардаги элюатларда, микроскоп 
куриш майдонида, эркин сузиб юрган эритроцит
лар фонида 3-5 дан 10-15 гача, “в” деб белгиланган 
пробиркалардаги элюатларда эса, микроскоп 
куриш майдонида, эркин сузиб юрган эритроцит
лар фонида 5-6 дан 15-20 гача эритроцитларнинг 
узум шингиллари ва конгуломератлар куриниши- 
даги агглютинация реакцияси кузатилди. “а г” про- 
биркалардаги элюатларда эса агглютинация реак
цияси кузатилмади. 6 та АгВ гурудли дон доглари 
намуналарини текшириш жараёнида, “а г” деб бел
гиланган пробиркалардаги элюатларда, микроскоп 
куриш майдонида, эркин сузиб юрган эритроцит
лар фонида 2-3 дан 8-10 гача, “в” деб белгиланган 
пробиркалардаги элюатларда эса, микроскоп 
куриш майдонида, эркин сузиб юрган эритроцит
лар фонида 5-6 дан 15-20 гача эритроцитларнинг 
узум шингиллари ва конгуломератлар куриниши- 
даги агглютинация реакцияси кузатилди. “а 1” про- 
биркалардаги элюатларда эса агглютинация реак
цияси кузатилмади. Турли шахсларда дон намуна- 
лари агглютинациясининг интенсивлиги бир хил 
эмаслиги анидланди ва бу долат изоантигеннинг 
миддорига, стандарт изоантитаналар билан богла- 
ниш даражасига боглид булди. Аффин хроматогра
фия усулида гурудлари олдиндан маълум булган 
(А 1  ва Аг) газлама-мато кесмаларидаги дон догла-
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рида стандарт агглютининларга мос келадиган аг - 
глютиногенлар аникланди. В гурукига мансуб 
булган 8 та кон догларида Ai ва А2 антигенлар то- 
пилмади. Туртинчи (AiB) кон гурукига оид булган 6 
та колатда элюатларда шу агглютиногенларга мос 
a i ва р агглютининлар, кон гуруки А2В булган 6 та 
колатда эса элюатларда a 2 ва р агглютининлар 
аникланди.

Шундай килиб, кон догларида A i ва А 2 гурукли 
агглютиногенларни аффин хроматография усули- 
дан фойдаланиб аниклаш имконияти тугилди. Био
специфик адсорбцион (аффин) хроматография 
усули специфик сорбентда оддий сорбция йули би
лан биологик макромолекулаларни ажратиш учун 
хизмат килади. Бу эса, ушбу усулнинг специфик ху- 
сусиятларидан ва унинг сорбцион камда 
суюкликли хроматография каби бошка турларига 
нисбатан катор афзалликлари борлигидан далолат 
беради, чунки биологик жараёнларнинг молекуляр 
даражадаги узига хослигини намойиш этади (2). 
Биополимерларнинг ноёб хоссаси - уларнинг био
логик функцияси, яъни муайян моддалар билан 
узаро специфик таъсирга киришиш хусусиятидан 
фойдаланилади. Бунинг боиси шундаки, зардоб фи
зиологик эритмада суюлтирилганда, унинг тарки - 
бида антитаналар жуда оз микдорда булиб, хрома - 
тография килинганда бир номли антигенлар билан 
дуч келиб, ипчаларда ушланиб колади ва йигилади. 
Бир номли булмаган антигенлар ва назорат буюм- 
ташувчилар билан учрашганда антитаналар ушла- 
ниб колмайди ва физиологик эритма окими буйича 
окади.

Буюм ташувчи сифатида газлама толаси аффин 
хроматографияда ташувчиларга куйиладиган муа
йян талабларга жавоб беради, хусусан: у антигенни 
инактивлаштириши лозим эмас ва гидрофиль фи - 
зик-механик хоссаларга эга булиши керак. Хрома
тографик когоз худди мана шу хоссаларга эга. У 
матрица хизматини бажаради ва узининг капил
лярлиги туфайли суюлтирилган аралашманинг уз 
сатки буйлаб, бинобарин, унда урнашган антиген 
билан тола оркали каракат килишига имкон бе- 
ради. Ашёвий далиллар суд-тиббий экспертизаси 
амалиётида, купчилик колларда, кон догларини 
узида ташувчи тукимачилик матолари (ип- 
газлама, жун, ипак, сунъий матолар ва б.) булиши 
кузатилади.

Бинобарин, A i ва А2 антигенларни аффин био
специфик адсорбцион хроматография усулида 
аниклаш a i ва a 2 агглютининларнинг уларни тан- 
лаб бириктириб олиш буйича хроматография усу- 
лига асосланган. Бунда эримайдиган лиганд - сор
бент сифатида хроматографик когознинг старт 
чизигига бириктирилган газлама-ипчага фиксаци- 
яланган Ai ва А2 агглютиногенлар хизмат килади. 
Антигеннинг биологик функцияси негизида ётади- 
ган специфик хусусияти - у физиологик эритма- 
даги зардоб таркибидаги мос антитаналарни тан - 
лаш ва самарали ажратиб олишга имкон беради,

чунки антитаналар танлаш кобилияти юкори дара- 
жада булган факат «узининг» антиген детерми- 
нантларини танийди. Биокимёвий реакциянинг 
айнан шу хусусияти аффин хроматография, яъни 
сорбция спецификлигининг асосини ташкил этади.

Хулоса. Шундай килиб, биз томонимиздан 
ишлаб чикилган усул догларда A кон гурукининг Ai 
ва A2 вариантларини биоспецифик адсорбцион хро
матография тамойили буйича аниклашнинг специ- 
фиклигини ва аниклигини таъминлайди. Ушбу 
усул оддий ва бажарилиши осон, шунингдек бир 
вактнинг узида куп микдордаги объектларни тек- 
шириш имконини беради. Мазкур усул ёрдамида Ai 
ва A2 антигенларни битта объектнинг узида бирин- 
кетин узлуксиз аниклаш мумкин, текшириш жара- 
ёни анча соддалашади ва экспертнинг иш унумдор- 
лиги ошади, камда анъанавий текшириш усулла- 
рига хос зарур лаборатория идишлари микдори 
кескин кискаради.
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