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KIRISH 

Hayvonlarga ishlab chiqilgan sxema asosida antigenni yuborish jarayoni 

immunizatsiya deyiladi. Antigen strukturasiga, miqdoriga va hayvon turiga mos bir 

qancha immunizatsiya turlari bor. Shu sababli immun zardobni olish usuli empirik 

tarzda tanlanadi. Immunogen – bu begona molekula yoki antigenning bir turi bo’lib, u 

xo’jayin immunitet tizimini qo’zg’atib, immun javob bera oladi. Moddaning 

immunogenligi uning molekulyar massasiga bog’liq. Molekulyar massa qanchalik 

yuqori bo’lsa immunogenlik ham shunchalik yuqori bo’ladi. Immunizatsiyalangan 

hayvondan olingan qon zardobi spetsifik antizardob deyiladi.  Koʼpgina immunologik 

tadqiqotlar olib borish uchun maxsus spetsifik zardob zarur boʼladi. Bunday zardoblar 

umurtqali hayvonlar, jumladan: quyon, kalamush, sichqon va bir qator hayvonlar 

organizmiga turli АG lar kirganda, ularga qarshi maxsus himoya, «immun tizim» 

sifatida paydo boʼladi Ularning immuniteti quyidagi ikki tizim orqali taʼminlanadi, 

«hujayraviy immunitet» va «gumoral immunitet». Immun tizimning bu ikkilik 

xarakteri organizmdagi ikkita bir-biriga oʼxshash limfotsit hujayralar tomonidan 

taʼminlanadi. Tanib olingan begona agentlar «antigen» deb yuritiladi. АG ning АT ga 

birikadigan qismi antigen determinantlari deb yuritiladi. АT АG ni molekulyar 

komplementarlik printsipi asosida tanib oladi va birikadi, hamda bir nechta 

nokovalent va kovalent bogʼlar hosil boʼlishiga sabab boʼladi. Hayvonlarda immun 

tizim shakllanishiga olib keluvchi immunogenlar turli makromolekulalar, jumladan, 

begona oqsillar, nuklein kislotalar va uglevodlar boʼlishi mumkin. Molekulyar ogʼirligi 

5000 dan kichik boʼlgan molekulalar immunogen boʼla olmaydi va ular «gaptenlar» 

deb yuritiladi. Ular yirik molekulali oqsil-tashuvchilar bilan kovalent bogʼ orqali 

bogʼlangandagina immunogen boʼla oladi. Masalan, 2,4-dinitrofenil gruppasi maxsus 

zardob albumini singari tashuvchi-oqsil bilan birikkandagina immunogen boʼlishi 

mumkin. Umuman hayvonlarni sunʼiy immunizatsiya qilish natijasida hosil boʼlgan 

zardob tarkibida paydo boʼlgan, АG ni taniy oladigan spetsifik oqsil, yaʼni АT lar 
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immunoglobulinlar (IgG) sinfiga mansub boʼlib , immunologiya usullarida keng 

qoʼllaniladi. Ularning asosiy strukturasi toʼrtta zanjirdan iborat boʼlgan polipeptid 

kompleksidir. Ular bir-biri bilan disulьfid bogʼlar orqali birikkan ikkita bir xil «engil» 

(kichik molekulyar ogʼirlikka ega boʼlgan) va «ogʼir» (yirik molekulyar ogʼirlikka ega 

boʼlgan) zanjirlardan iborat. Zanjirlarning karboksil gruppasi (S-uchi) bilan tugagan 

uchi «konstanta» qismi deb yuritilib, bitta sinfga mansub АT larda oʼxshash boʼladi. 

Ogʼir zanjirning karboksil gruppadan boshlab yarmigacha boʼlgan qismi Fc-uchastka 

deb yuritiladi. Ogʼir va yengil zanjirlarining aminogruppa (N-uchi) bilan tugagan 

uchastkasining aminokislota ketma-ketligi turli spetsifiklikka ega boʼlgan АT larda farq 

qilib, ogʼir va yengil zanjirlarda bu gruppa bilan tugagan uchastkalar bir-biri bilan 

bogʼlanadi va antigen bogʼlovchi markazlarni hosil qiladi. Sut emizuvchilarni 

immunizatsiya qilish natijasida paydo boʼlgan maxsus zardob tarkibidagi 

immunoglobulinlar ogʼir zanjiri aminokislotalar ketma-ketligiga qarab beshta sinfga, 

yaʼni IgM, IgG, IgA, IgD va IgE larga boʼlinadi. Koʼpgina standart antigenlarga zarur 

boʼlgan antizardoblar, masalan, inson IgG sotuvda mavjud, ammo boshqa АG lar, 

jumladan, oʼsimlik viruslariga zarur boʼlgan antizardobni laboratoriya sharoitida 

tayyorlash zarur. Bunday antizardoblarga qoʼyiladigan talab – spetsifiklik va tarkibida 

yetarlicha АT mavjud boʼlishidir. Bunday xususiyatga, yaʼni yuqori titrli АT ga ega 

boʼlgan antizardob olishda organizm immun sistemasining gumoral boshqaruvini 

hisobga olish zarur. Masalan, АG ning katta dozada yuborilishi АT ishlab chiqaruvchi 

supressor hujayralar paydo boʼlishini kamaytirishi yoki bu holat organizmdagi 

«immun xotira» fenomeni vazifasini bajarib yuqori titrli zardob ajralishiga sabab 

boʼlishi mumkin. АG ning organizmga kiritilishi АT hosil boʼlishidan tashqari 

organizmda unga qarshi paydo boʼladigan immun reaktsiyani namoyon qiluvchi 

limfotsitlar «xotira hujayrasi» ning paydo boʼlishiga sabab boʼladi. Bu hujayralar butun 

organizm boʼylab tarqaladi va limfotsit ishlab chiqaruvchi organlar ishini kuchaytiradi. 

АG ning qayta yuborilishi, yaʼni «reimmunizatsiya» qilinishi birinchi immun 

reaktsiyaga nisbatan organizmda sezilarli darajada АT ishlab chiqarilishini 

kuchaytiradi, paydo boʼlgan АT qon boʼylab uzoq muddat aylanib yurib xizmat qiladi 

[2.9; 36-b]. Bir qator mualliflar maʼlumotiga qaraganda limfotsit «hujayra xotirasi» 

ning paydo boʼlishi uzoq muddatli jarayon boʼlib, unda birinchi va ikkinchi АG 

yuborilishi orasidagi muddat qisqa boʼlmasligi zarur. Bizga maʼlumki, sichqonlarda 

birinchi va ikkinchi АG yuborilishi orasidagi optimal muddat 90 kunni tashkil etadi . 

Organizmda «immunologik xotira» ning paydo boʼlishi АG tabiatiga ham bogʼliq. Bir 

qator mualliflar olib borgan tadqiqotlar asosida kartoshkani kasallantiruvchi X, Y va L-

viruslar yuqori АG xususiyatiga, M, S-viruslar esa past АG xususiyatiga ega. АG 

yuborilganda quyonlarda va dengiz choʼchqasida 6 haftada, sichqon va kalamushlarda 

4 haftada, tuban umurtqalilarda esa 3 haftadan soʼng organizmida АG ga qarshi 

immunitet shakllanadi. Organizmdagi bunday «gumoral immun» javobni esa 

adʼyuvantlar yordamida kuchaytirish mumkin. Ulardan eng koʼp ishlatiladigani toʼliq 

Freynd adʼyuvanti va alyuminiy gidrooksiddir, ammo oxirgi vaqtlarda adʼyuvant 
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sifatida muramilpeptidlardan foydalinilmoqda. Toʼliq Freynd adʼyuvanti (TАF) tayyor 

holda sotuvda mavjud, uning tarkibiga mineral moy, emulьgator va aktivligi 

yoʼqotilgan tuberkulyoz bakteriyasi kiradi. TАF АG ning suyuq eritmasiga to stabil 

aralashma hosil boʼlguncha yaxshilab aralashtiriladi, chunki adʼyuvantning samarasi 

bu aralashmaga bogʼliq . Maʼlumki ideal АT ni gibridoma hujayralaridan ham 

foydalanib olish mumkin. Bunda immunizatsiya qilingan hayvon limfotsitlari va rak 

hujayralaridan in vitro usulida gibrid olinadi, bu gibridoma hujayralaridan kerakli АT 

sintezlay oladigan hujayralar klonlanadi. Bunday antitanalar monoklonal АT boʼlib, bir 

xil spetsifiklikka ega ekanligi bilan poliklonal АT lardan farqlanadi . Аmmo poliklonal 

АT lar esa turli spetsifiklikka ega boʼlib, ijobiy reaktsiya berishi bilan ajralib turadi. 

KXV ning toza preparati quyonning son mushaklari va kurak ostiga toʼliq Freyn 

adʼyuvanti bilan qoʼshib 5 marta yuborilib virusga spetsifik zardob tayyorlandi. Har bir 

yuborilganda esa 0,4 mg/ml dan virusni kunora 1 ml toʼliq Freynd adʼyuvanti bilan 

qoʼshib (1:1) yuborildi. Oxirgi inʼektsiyadan 14 kun oʼtgandan soʼng 10 ml dan hafta 

davomida 2 marta qon olindi va qon 2 – 3 soat termostatga 37°S da saqlanib, soʼngra 

+4°S da 5 – 6 soat davomida sovutildi. Undan soʼng denaturatsiyalangan qonning 

shaklli elementlaridan zardob qismi ajratib olindi. Zardobda qolgan shaklli elementlar 

(eritrotsitlar, leykotsitlar, trombotsitlar) 2000 ayl./daq.da 5 daqiqa sentrifuga qilinib 

tozalandi [2.54; 153-b]. Tozalangan zardob titri TU va IID usullari yordamida 

aniqlandi. Titri aniqlangan zardob solingan idishga uning titri, aniqlash usuli yozilib, 1 

– 2 tomchi xloroform solib muzlagan holda saqlab qoʼyildi. Tayyorlangan zardob 

Uxterloni ishlab chiqqan Zilber va Аbelevlar tomonidan mikromodifikatsiya qilingan 

IID usuli yordamida aniqlandi. Bunda 1% «Difco» agarini 0,1 M fosfat buferida (rN 8,0) 

eritilib, 24 ml 60-65°S sovutilgan suyuq agarni «shayton» (suv tarozi) bilan gorizontal 

joylashtirilgan, oʼlchami 9×12 sm boʼlgan shisha plastinka ustiga quyildi. Аgar-agar geli 

qotgandan soʼng, teshikchalar orasi 4 mm boʼlgan maxsus shtamplar yordamida 

yulduzchalar shaklidagi hamda toʼgʼri chiziq boʼylab chuqurchalar tayyorlandi va bu 

chuqurchalarga 80 mkl dan АG va zardob solingandan soʼng shisha plastinkalar 

maxsus moslamaga joylanib, tagiga 200 ml suv solingan eksikatorda 48 soat davomida 

saqlandi. Bu muddat davomida АG va АT diffuziyasi roʼy berib, ularning spetsifik 

toʼqnashishidan pretsipitatsiya liniyalari hosil boʼldi. Har bir reaktsiya natijalari aks 

etgan agar boʼlakchalari yogʼsizlantirilgan buyum shishasi ustiga joylashtirilib, 

xromatografik yoki filtr qogʼoz bilan yopilgan holatda 20°S da 15-20 soat davomida 

quritildi. Soʼngra suv tagida namlanib filtr qogʼozdan tozalandi. Tozalangan agar 

boʼlakchalari tarkibida 1% li amidoshvarts, metanol, sirka kislotasi va suv (4:4:1) 

aralashmasidan iborat boʼlgan maxsus boʼyoqqa solinib 10 daqiqa davomida 

pretsipitatsiya chiziqlari boʼyaldi va undan soʼng preparat «yuvuvchi» suyuqlik 

(boʼyoqsiz metanol, sirka kislotasi va suv) bilan bir necha marta yuvildi. Quritilgandan 

soʼng reaktsiya natijalari hisobga olindi. ID yordamida tadqiq qilinadigan oʼsimlik 

namunasi quyidagicha tayyorlandi: oʼsimlik bargi hovonchada ezilib shirasi chiqarildi 

va 1:1 nisbatda 0,02M li fosfat buferi (rN 7,5) bilan aralashtirildi, soʼng 8000 
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ayl./daq.da 10 daq. davomida sentrufuga qilingandan soʼng choʼkma usti suyuqligi 

olindi. ChUS АG sifatida ishlatildi [2.9; 27-b]. Zardob titri bu — antitela hali 

aniqlanmasdan oldin namunani qancha suyultirish mumkinligini ko’rsatuvchi 

o’lchovdir. Titrlar odatda 1:16, 1:32, 1:256 nisbatlarda ifodalanadi. Ya’ni zardobning 1 

qismi 256 qism tuz eritmasi (suyulturuvchi). Tayyorlangan zardob IID(ikki yoqlama 

immunodiffuziya) usuli yordamida aniqlandi. Bunda 1% «Difco» agarini 0,1 M fosfat 

buferida (pH 8,0) eritilib, 24 ml 60-65°S sovutilgan suyuq agarni suv tarozi bilan 

gorizontal joylashtirilgan, oʼlchami 9×12 sm boʼlgan shisha plastinka ustiga quyildi. 

Аgar-agar geli qotgandan soʼng, teshikchalar orasi 4 mm boʼlgan maxsus shtamplar 

yordamida yulduzchalar shaklidagi hamda toʼgʼri chiziq boʼylab chuqurchalar 

tayyorlandi va bu chuqurchalarga 80 mkl dan АG va zardob solingandan soʼng shisha 

plastinkalar maxsus moslamaga joylanib, tagiga 200 ml suv solingan eksikatorda 48 

soat davomida saqlandi. Bu muddat davomida АG va АT diffuziyasi roʼy berib, ularning 

spetsifik toʼqnashishidan pretsipitatsiya liniyalari hosil boʼldi. Har bir reaktsiya 

natijalari aks etgan agar boʼlakchalari yogʼsizlantirilgan buyum shishasi ustiga 

joylashtirilib, xromatografik yoki filtr qogʼoz bilan yopilgan holatda 20°S da 15-20 soat 

davomida quritildi. Soʼngra suv tagida namlanib filtr qogʼozdan tozalandi. Tozalangan 

agar boʼlakchalari tarkibida 1% li amidoshvarts, metanol, sirka kislotasi va suv (4:4:1) 

aralashmasidan iborat boʼlgan maxsus boʼyoqqa solinib 10 daqiqa davomida 

pretsipitatsiya chiziqlari boʼyaldi va undan soʼng preparat «yuvuvchi» suyuqlik 

(boʼyoqsiz metanol, sirka kislotasi va suv) bilan bir necha marta yuvildi. Quritilgandan 

soʼng reaktsiya natijalari hisobga olindi. IID yordamida tadqiq qilinadigan oʼsimlik 

namunasi quyidagicha tayyorlandi: oʼsimlik bargi hovonchada ezilib shirasi chiqarildi 

va 1:1 nisbatda 0,02M li fosfat buferi (rN 7,5) bilan aralashtirildi, soʼng 8000 

ayl./daq.da 10 daq. davomida sentrufuga qilingandan soʼng choʼkma usti suyuqligi 

olindi. Cho’kma usti suyuqligi AG sifatida ishlatildi. 
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