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MUQADDIMA

Genetika = bu tirk mavjudotiarning asosiy xususiyatlarini - irsiyat va
o'zgaruvchanlikni o'rganadigan fan. Hozirgi vagtda organizmiarning
irsivati va o'zgaruvchanligi fiziologik genetika, atrof-muhit genetikasi,
evolyutsion genetika, populyatsion genetika, molekulyar genetika va
boshga fanlar tomonidan o'rganilmoqgda. Genetika muhandisligi sohasida
sezilarli yutuglarga erishildi, jumladan hujayralarning irsiy apparatini gayta
qurish, genetik “ximeralar’ hosil gilish va ushbu genomi modifikatsiya
gilingan organizmlarni bir gator amaliy muammeolami, shu jumiadan
tibbiyot sohasidagi muammaolarni hal gilishda foydalanishga imkon berad.
Buning isboti sifatida ko'pgina gandli diabetga chalingan bemorarning
hayoti bevosita bog'liq bo'lgan DNK-rekombinantli inson insulinini eslash
kifoya,

Shu bilan birga, turli patologiyalaming rivojlanishiga olib kelishi
mumkin bo'lgan organizmlaming ontogenetik nvojlanishi jarayonida irsiy
maTumotiami ketma-ket amalga oshirilishi muammolari hal gilinmay
golyapti. Irsiy apparat faoliyatini tartibga solish va ushbu jarayonni
boshgarish sohasidagi tadgigotlar juda gizigarli va istigbollidir. "Sifatsiz™
yoki o'zgargan genlami almashtirish orgali gen kasalliklarini davelash
imkoniyati masalalari o'z yechimini kutrogda.

Genetika qonunlaridan foydalanish ota-onalaming genotip
ma'lumatlariga asoslanib bolalaming genotiplarini aniglash, shuningdek
bolaning genetikasiga bog'liq belgilan bilan tugfilishi ehtimolini taxmin
gilish imkonini beradi. Shu sababli genetik shifokor vaziyatli irsiy
masalalami hal qgilish ko'nikmalariga ega bo'lishi lozim, bu aynigsa irsiy
tomondan ogirlashgan cila a'zolarining genetik konstitutsiyasini
aniglashda, kasal bola tug’ilishining prognozi yoki ba'zi kasallikiarga irsiy
mayilligi borligi hagida maslahat berish zarur bo'lganida, ba'zi hollarda esa
ayrim sud-tibbiy ekspertiza masalalarini hal gilishda juda muhimdir.

Tavsiya etiladigan darslik: "Molekulyar genetika asoslari® TMA
Tibbiy-biologiya fakulteti talabalari uchun 2019-yilda O'zbekiston

7



Respublikasi Oliy va o'rta maxsus ta'lim vazirligi tomonidan
tasdiglangan o'quv rejasi va amaldagi ta'lim standartiga muvofig
tayyorlangan.

Ushbu darslikda belgilar nasilanishining barcha asosiy gonuniyatlari,
shu jumladan genotipdagi genlaming o'zaro ta'sin, shuningdek allelli va
noallel genlaring o'zaro ta'siri natijasida fenotipik, yani tashgi belgilarning
o'zganshlan ko'nb chigiladi. Darslikda irsiyatning molekulyar asoslari va
irsiy ma'lumotni amalga oshirish jarayonlarining batafsil bayoni berilgan.
Molekulyar genetikaning ayrim muammeolariga bag'ishlangan boblarda
tashxis qo'yish uchun muhim bo'lgan ma'lum bir masalalami ko'rib chigish
uchun misollar keftirilgan.

Barcha o'quv materiallari 12 bobga bo'lingan, ularning har birida
asosiy nazariy nizomlar bayon gilingan, savollar va mustagil yechim uchun
topshiriglar takiif gilingan. Savollarga javob berish, muammoni mustagil
hal gilish molekulyar genetika kursining har bir bo'limning nazariy matnini
sinchkovlik bilan va izchil o'rganish va tahlil gilishni talab giladi, bilimlarni
umumlashtirish va mustahkamlash ulami yangi vaziyatlarda qo'llash
imkonini beradi.

Darslikning har bir bobining oxirida ayrim genetik atamalar lug'ati
mavjud, bu atamalarning ta'rifi berilgan, shuningdek nafagat ushbu
darslikda ko'rib chigiladigan, eng ko'p targalgan va ishlatiladigan genetic
tushunchalar, balki bir gator go'shimcha atamalar va tushunchalaming
ma'nosi ham ochib berilgan.

Qo'llanmaning paragraflaridagi matnni sinchkovlik bilan o'rganish,
vazifalami bajarish va genetik masalalami yechish, laboratoriya ishlarini
bajarish irsiyat va o'zgaruvchanlik gonuniyatlarini, inson genetikasida
qo'llaniladigan  molekulyar  tadgiqotlar  usullarini,  ontogenez
mikroevolyutsiva va tibbiyotning bir qator masalalarini hal gilishda genetik
tadgigotning ahamiyatini tushunishga imkon beradi.

Darslikni yozishda muallifiar boshqa mamiakatiar universitetlarida
gabul gilingan molekulyar genetika o'quv dasturining asosiy qoidalan va
talablariga amal gilishgan, shuningdek umumiy va tibbiy genetika fanlarini
o'gitishda ko'p yillik shaxsiy tajribalariga tayanishgan. Mualliflar ularning
birgalikdagi facliyati nafagat molekulyar genetika asoslarini o'rganishni
bashlovchilar uchun, balki ushbu sohada ma‘lum tajribaga ega bo'lganlar
uchun ham foydali bo'ladi deb umid gilishadi.
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I BOB. KLASSIK GENETIKA DAVRI

Irsiyat gonuniyatiarining kashf etilishi. G. Mendelning foolivoti
Dominantlik va resessiviik. Belgilarning ajralishi.Genlar - irsiyatning
tashuvchisi. Xromosomada genlarning joylashishi.T. Morgan. Genlarni
chizig bo'yicha ketma-ket joylashish printsipi Irsiyat xromosoma
nazariyasining asosiy qoidalari Genotip va fenotip.

Dastlab genetika fan sifatida amaliy ehtiyojlar bilan bog'lig
holda rivojlangan. Masalan, uy hayvonlarini va madaniy ekinlarni
o'stirishda gibridlash (yani chatishtirish) va selektsiya (yani tanlab
olish) kabi genetikaning asosiy usullari uzoq vagtdan beri go'llanilib
kelingan. Azaldan chatishtirish natijasida hosil bo'lgan gibridlarni
boshlang'ich shakllar bilan taggeslab, amaliyotchilar nasslanishning
ba'zi gonuniyatlarini paygashgan.

Genetika fanining rivojlanish tarixini 3 davrga bo'lish mumkin:

1. Klassik genetika davri. Genetika organizm darajasida
rivojlangan (1900-1930). Bu davrda gen nazariyasi, xromosoma irsiyat
nazariyasi yaratildi, genlar, fenotip va genotipning o'zaro ta'sin
to'g risidagi ta'limot ishlab chigildi.

2. Neoklassitsizm davri. Genetika hujayra darajasida rivojlandi
(1930-1953). Ushbu davrda genlar va xromosomalardagi o'zgarishlarni
sun'iy ravishda hosil gilish imkoniyati (eksperimental mutagenez)
mavjudligi aniglandi; gen murakkab tizim bo'lib, ko'plab gismlardan
iboratligi aniglandi; populyatsion genetika va evolyutsion genetika
tamoyillari  asoslandi, biokimyoviy genetika yaratildi va DNK
molekulalari genetik axborot tashuvchisi ekanligi isbotlandi.

3. Sintetik genetika davrida genetika molekulyar darajada
rivojlanadi. Bu davr 1955 yilda boshlanib, hozirgi kungacha davom
etyapdi, Bu davrda DNK tuzilishi aniglandi va uning genetik ahamiyati
ko'rsatildi; odamlarda xromosomalarning aniq soni topildi; yangi fan
yo'nalishi - kiinik sitogenetika paydo bo'ldi; gen va mutatsiyalar
nazariyasi yanada  rivojlantirildi;  biokimyoviy,  evolyutsion,
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immunologik, onkologik va molekulyar genetika, ekogenetika va
farmakogenetika sohasida ko'pgina yangi kashfiyotlar  gilindi;
rekombinant DNK texnologivasi (genetik muhandislik) yaratildi.
Genetik tadgigotning markaziy obyekti sifatida cdamning biologik
xususiyatlari chuqur o'rganila boshlandi (antropogenetika). Tibbiy
genetika rivojlandi.

Insonda genetik tadgigot o'tkazish o'ta murakkabdir. Bu,
birinchi navbatda, undagi genetik ma'lumotning o'ziga xos tashkil
etilishini va ko'plab belgilar ekspressiyasi, yani tashgi namoyon
bo'lishining murakkab tabiati bilan bog'liq. Bundan tashqari, cdamda
taxminan o'ziga 3,3 milliard nukleotid juftligini sig'diradigan 35
mingga yaqin genlardan iborat juda katta genom mavjud. Insonning
har bir hujayrasida DNK umumiy uzunligi ikki metrga teng. Hozirgi
vagtda 25 mingga yagin genlar aniglangan va ularning taxminan
yarmining ma’lum bir xromosomadagi joylashishi aniglangan.

1.1. Irsivat gonuniyatlarining kashf gilinishi.
G. Mendelning faoliyati.

Eksperimental genetika asoschisi - chex tadgiqotchisi Gregor
Mendel, u 1865 yilda Brno shahrida (Chexiya) tabiatshunoslar
jamiyatining yig'ilishida jinsiy ko'payish davrida belgilar va
xususiyatlarni bir necha aviodlarda nasllanishining asosiy gonuniyatlari
hagida ma'lumot berdi. 1866-yilda Ushbu tadgiqotlar "O'simliklar
gibridlarida eksperimentlar" ilmiy magolasida chop etildi, unda
Mendel o'ziga xos belgilar va xususiyatlarning shakllanishini
belgilovchi irsiy omillar (keyinchalik gen deb ataladi) ota-onalarning
jinsiy hujayralari (gametalari) orqali bolalarga o'tishi hagidagi
gonuniyatni tariflab berdi.

Olim asosan no'xatda tajribalar o'tkazgan. U no'xat va ba'zi
boshga o'simliklarda ayrim belgilar ota-onadan mustaqil ravishda
nasllanishini, irsly xususiyatlarning nasllanishida ota va ona
organizmlari bir xil ahamiyatga ega ekanligini ko'rsatdi. Birog,
Mendelning ishi zamondoshlarining e'tiborini jalb gila olmadi va
deyarli unutildi.

Fagat 1900-yilda bir vagtning o'zida uchta tadgigotchi G. deFriz
(Gollandiya), K. Korrens (Germaniya), E. Chermak (Awvstriya) bir-biridan
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mustagil ravishda va mutlago boshga obyektlarda irsivatning
hususiyatlarini gayta ko'rib chigib, ular kashf gilgan hodisa va
gonuniyatlami 35 yil awal Mendel allagachon ixtiro gilib bo'lganiga
ishonch hosil gildilar. Shunday gilib, 1900-yilni genetika faniga asos
solingan yil deb hisoblashimiz mumkin.

Mendelning muvaffagiyati irsiy xususiyatlarning individual
Juftiarini genetik tahlil gilish usulining kashf qgilinishi bilan bogig.
Buning yordamida Mendel asosan quyidagi hodisalarni kashf etish
orqali genetikaning ilmiy asoslarini yaratdi:

1) har bir nasllanuvchi belgi alohida irsiy omil {zamin) bilan
belgilanadi, zamonaviy nugtai nazardan, bu irsiy omillar genlarga mos
keladi. Bitta gen bitta belgi yoki boshqacha gilib aytganda "bitta gen |
bitta ferment” dir, |

2) irsiy omillar {genlar) bir gator avlodlarda o'zgarmay saglanib
goladi, ya'ni genlar nisbatan doimiydir,

3) Oz irsiy belgilarining avlodlariga berilishida ikkala jins
vakillari ham teng darajada ishtirok etadilar.

4} erkak va ayol urug’ hujayralarida, nasldan naslga o'tadigan
zaminlar (genlar) soni somatik hujayralarga nisbatan ikki baravar kam,
bu qoida meyoz mavjudligini irsiy bashorat gilgan.

5) irsiy zaminlar juftlangan, biri onadan, boshgasi otadan o'tadi.
Ulardan biri dominant bo'lishi mumkin, ikkinchisi retsessiv. Ushbu
nizom allelizm gqoidasi kashf qgilinishiga olib keidi, unga ko'ra gen
kamida ikkita allel bilan ifodalanadi.

Mendelning irsiyat va nasllanish gonunlari genetikaning fan
sifatida asosiy mohiyatini tashkil giladi.

Birinchidan, yugorida aytib o'tilgan qonuniyatlami tushunish
uchun zarur bo'lgan ba'zi tushunchalar va gabul gilingan atamalarni
kiritamiz.

Monoduragay chatishtirish - bu fagat bir juft alternativ {yani bir-
birini istisno giladigan) belgilar bo'yicha farg qgiluvchi organizmlarni
chatishtirishdir. Bunday belgilarga no'satdagi urug’ning sariq va yashil
rangi, drozofila pashshasidagi normal va rudimentar ganotlan,
odamlarda besh barmogli va olti barmogli oyog-go'llar misol bo'lishi
mumkin. Alternativ belgilar = bu bir xil genning modifikatsiyasi bo'igan
bir juft allel genlarning ifodalanishidir. Allel genlar gomologik
xromosomalarning bir xil joyida joylashgan.
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Gomozigotli ota-onalarni  chatishtirganda  duragaylarning
birinchi aviodida paydo bo'ladigan belgilar dominant (ustun) va genlar
esa mos ravishda dominant deb ataladi. Gibridlaming birinchi aviodida
namoyon bo’lmaydigan belgilar alternativ dominant genning ta'sirida
bostiriladi, ular retsessiv deb nomlangan.

Allel genlari bir xil fenotipik ifodaga ega bo'lgan organizmaga
gomozigot deyiladi va uning genlarini shartli ravishda AA (dominant
genlar) yoki aa (retsessiv genlar) deb belgilashadi; agar genatipdagi
allel genlar turli xil fenotipik ifodalarga ega bo'lsa, bunday organizmni
geterozigot deb hisoblashadi — Aa (dominant va retsessiv gen).

Organizmdagi  barcha genlarining yigindisi  genotip,
organizmning barcha tashqi xususiyatlarining yig'indisi esa fenotip
deb ataladi. Fenotip - bu genotipning atrof-muhit omillari ta'siri
ostida shakllangan tashqi ko'rinishidir.

Mendelning birinchi qonuni - birinchi avled duragaylarining
bir xilligi gonunidir: bir, ikki yoki bir necha juft alternativ belgilar bilan
ajralib turadigan sof (gomozigotli) organizmlarni chatishtirganda
birinchi avlodning barcha duragaylari genotipda ham, fenotipda ham
bir xildir. Keyingi avlodlarda boshga alternativ xususivatga ega
o'simliklar paydo bo'ladi va har ganday gen juftligida retsessiv
xususiyatga ega bo’lgan  organizmlar  avioddagi  barcha
organizmlarning aniq choragini tashkil giladi.

Ikkinchi gonun - bu belgilarning bo'linish qonuni: gomozigot
ota-onalarni monoduragay chatishtirish natijasida olingan birinchi
avlod duragaylarini bir —biri bilan chatishtirganda, ikkinchi aviodda
fenotip bo'yicha 3: 1 (3 ta dominant belgili va 1ta retsessiv belgili) va
genotip bo'yicha 1: 22 1 {1 AA - dominant gomozigot, 2 Aa -
geterozigot va 1 aa - retsessiv gomozigot organizmiar}] musbat
yuzaga keladi.

Tajribada olingan natijalarni  tushuntirish  uchun  Mendel
gametalarning sofligi gipotezasini taklif qildi, bugungi kunda bu
gipoteza gonun mavgeini oldi, chunki meyoz jarayonida
xromosomadagi o'zganishlarining o'ziga xos xususiyatlari ma'lum.

Gametalaming sofligi gqonuni shuni anglatadiki, zigota va
somatik hujayralarda har bir juft gendan ikkita allel mavjud bo'lib,
ulardan biri onadan, ikkinchisi otadan o'tadi. Agar allel genlar

boshgacha bo'lsa, unda zigota gibrid (duragay) bo'ladi. Jinsiy
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hujayralar - gametalar esa hech gachon gibrid bo'lmaydi, ularda har
doim ma'lum bir allel juftlikdan fagat bitta gen bo'ladi.

Mendel tomonidan asos solingan "Gametaning sofligi gonuni®
nafagat vagt o'tishi bilan o'z ahamiyatini yo'qotmadi, balki genetikaning
eng muhim gonunlaridan biriga aylandi. U evolyutsion talimotni
tasdiglanishi va yanada rivojlantirishiga katta ta'sir ko'rsatdi. Qonunning
muhim xulosasi - bu ota-onalaming xususiyatlari aviodda birlashmaydi,
go'shilmaydi va bo'linmaydi, pasayishga moyil bolmaydi, lekin turli
avlodlar o'rtasida tagsimlanib o'zgarishsiz qoladi.

Mendelning xizmatlari shundan iboratki, olim nasllanish
gonuniyatlarni ochish uchun avval ota-onalarni fagat bitta belgi, keyin
ikkita, so’'ngra uchta va hokazo belgisi bilan farq gilgan holda
chatishtirgan, ya'ni asta-sekin vazifani murakkablashtirilb borgan, bu
esa mono, di- va poliduragay chatishtirishlarda belgilar nasllanish
gonuniyatlarini aniglashga imkon berdi.

Bundan tashgari, Mendel chatishtirish uchun fagat gomozigot
arganizmlami oldi, ya'ni o'z-ozini changlatishda bunday belgilar
bo'linmagan. Shuningdek, olim alternativ, yani bir-birini istisno gilgan,
garama-qgarshi belgilarni kuzatgan. Masalan, bitta o'simlikning gullari
binafsha, ikkinchisi og, biri baland, ikkinchisi past va boshqgalar.

Toza nasllami (ya'ni gomozigotli organizmlar) olish uchun, belgilar
bo'linmasligi magsadida Mendel 7 yil davomida sarig no»atni oz-0zi
bilan changlatgan, yz'ni barcha avlodlar fagat sariq bolmaguncha.
Shunday qilib, chatishtirlgan erganizmiar gomozigot edi. O'zaro altemativ
yoki bir-birini istisno gilgan belgilar bilan farg giluvchi ikkita organizmning
chatishtirilishiga gibridizatsiya deyiladi. Turli irsiy xususiyatlarga ega
bo'lgan ikki organism chatishidan kelib chiggan nasllar esa gibrid deb
ataladi.

Organizmiar bir gator xilma-«il belgilar bilan ajralib turadi, bu
belgilarning barchasi birgalikda namoyon bo'ladi va yagona fenotipni
hosil giladi. Mendelning birinchi va ikkinchi gonunlariga asoslanib, bir
juft belgilar nasllanishini ko'zatish ason. Bir nechta belgilarni nasllanish
jarayoni esa ganday sodir bo'ladi?

Bir-biridan ikki yoki undan ortig juft alternativ belgilar bilan
ajralib  turadigan organizmlarning chtishtirilishiga  di-  yoki
poliduragay deyiladi.
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lkki juft alternativ belgilar bilan ajralib turadigan no'xotning
gomozigot shakllarini  chatishtirganda, birinchi avlodda fenotip
ba'yicha bir xil organizmiar paydo bo'lishiga olib keladi, yani birinchi
avlod duragaylarida tahlil gilingan belgilar juftlarining sonidan gat'i
nazar dominantlik gonuni ishlaydi. Gibridlarning ikkinchi avlodida
yangi belgilar birikmalariga ega bo'lgan organizmlar paydo bo'ladi,
ulardagi belgilar bo'linishini migdoriy tahlil gilish shuni ko'rsatadiki,
har bir belgi juftligi uchun bo'linish 3: 1 (3 dominant belgili va 1
retsessiv belgili organism) ni tashkil giladi va umumiy holatda (3:1)°
formulaga to'g'n keladi, bu yerda n - tahlil gilingan belgilar soni.

Mendelning uchinchi qonuni - belgilaming mustaqgil
nasllanish gonunidir, di- va poliduragay chatishtirishda, belgilar bir-
biridan mustagil ravishda nasllanadi, har bir juft allellar uchun
fenotipik bo'linish 3: 1 (3 dominant belgili va 1 retsessiv belgili
organism) ni tashkil giladi. Umuman clganda, poliduragaylar uchun
fenotipik bo'linish (3:1)" formulasi yordamida hisoblanadi, genotip
bo'vicha esa - (1:2:1)" - yani 1 AA-dominant gomozigot, 2 Aa-
dominant geterozigot va 1 aa-retsessiv gomozigot organizmlar.

1.2. T. Morgan. Irsiyatning xromosoma
nazariyasining mohiyati.

Gregor Mendelning mustagil nasllanish gonuni  fagat
organizmning turli xil belgilarini aniglaydigan genlar turi xil
xromosomalarda  joylashgan tagdirdagina ofrinli va shunday
shartlardagina bajariladi. Mendelning o'zi fagat yettita juft belgilar
nasllanishini ko'zatish imkoniyatiga ega edi, bu belgilar uchun uning
mustagil nasllanish qonuni amalga oshar edi. Bugungi kunda bu bizni
ajablantirmaydi, chunki no'xat kariotipida 14 ta xromosoma, yani 7
gomologik juft borligi aniglangan.

Barcha organizmlar kariotipida anchagina cheklangan
migdordagi xromosomalar bor, shu bilan birga bir xil turdagi
arganizmlar bir-biridan juda ko'p belgilar bo'yicha farg qgiladi.
Hoynahoy, xromosomalarda bir vagtning o'zida ko'plab belgilar
hagida ma‘lumot bo'ladi. Agar genlar bir xil xromosomada joylashgan
bo'lsa, biz ularning mustagil nasllanishiga ishonishga hagli emasmiz.
Nima uchun? Eslatib o'tamiz, irsiy ma'lumotni saglovehi DNK
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molekulasi juda katta va, ehtimol, turli xil belgilar va xususiyatlarni
aniglaydigan ko'plab genlarni o'z ichiga oladi. Urug hujayralarining
yetilish davrida, meyoz jarayonida, xromosomalar ajralmas struktura
sifatida harakat giladi va alohida gismlarga bo'linmasdan gametalarga
o'tadi, demak bitta xromosomada joylashgan genlar bir-biri bilan
birga, yani birikkan holda, nasllanishi kerak.

Birikkan nasllanish gonunlari birinchi marotaba Tomas Morgan
tomonidan drosofila pashshasida o'tkazilgan tajribalarda o'rganilgan.
Tadgigotlardan olingan ma'lumotlaming tahlili asosida T. Morgan
irsiyatning xromosoma nazariyasini quyidagicha shakllantirgan:

1) genlar xromosomalarda chizig ba'yvicha ketma-ket joylashadi
va bir-birini yopib qo'ymaydi;

2) bitta xromosoma genlari birikish guruhini tashkil giladi va
birga nasllanadi;

3) birikish guruhlari soni xromosomalarning gaploid to'plami
soniga teng;

4) birikish gonuni krossingover bilan buziladi, bu holda yangi,
rekombinatsiyalangan birikish guruhlari shakilanishi mumkin;

5) krossingover jarayoni ehtimoli genlar orasidagi masofaga
mutanosib va morganidlarda ifodalanadi.

Masofa 1 morganidga teng bo'lsa, krossingover jarayonida
yangi birikish guruhlari hosil bo'lish ehtimali 1%ni tashkil giladi.

Drosofiladagi birikkan belgilarni nasllanishini misolini ko'rib
chigamiz.

Kulrang (B) oddiy ganotli (V] va qora (b) embrion ganotli (v)
pashshalar chatishtirilganida, birinchi avloddagi barcha gibrid
organizmlar kulrang tanaga va normal ganotlarga ega (Bb / W).

Gibrid erkak (Bb / Vv) qora tanali va embrion ganotli (bb / w)
bo'lgan urg'ochi bilan chatishtirilganda, avilodlarida ota-ona
shakllariga o'xshash ikkita fenotipli organizmlar bir-biriga teng
migdorda paydo bo'ladi.

Bunday bo'linishni G.Mendelning mustaqil nasllanish gonuni
bilan izohlab bo'lmaydi. Chatishtirish natijalari shuni ko'rsatadiki, tahlil
gilingan belgilarning rivojlanishi  turli xil genlar tomonidan
boshqgariladi va bu belgilarning birikib nasllanishi ularning  bitta
xromosomada joylashishi bilan izohlanadi.

15



e e ———— e

Gibrid urg'ochilar va embrional ganotli gora erkak
chatishtirilganida, naslda mustagil nasllanishga o'xshagan holda tao'rt
xil fenotipik gurubning vakillari paydo bo'ladi, ammo yuzaga kelgan
fenotiplarning migdoriy nisbati mustagil nasllanishga nisbatan bir oz
farq giladi. Bu nasllangan belgilar gisman birikkanligini ko'rsatadi va
birikishning buzilishini krossingover hodisasi orgali tushuntirilis
mumkin.

Aviodda belgilar nisbati o©'zgargan organizmlar  soni
(krossoverlar) 17% ni tashkil giladi. Demak, gametlarning shakllanish
jarayonida ularning 17%da krossingover sodir bo'lib o'tgan (krossover
gametlari). Meva pashshalarining boshga genlar kombinatsiyalari
krossingover turli xil migdorda uchrashi bilan farg giladi. Doimiy
sharoitlarda (harorat, urg'ochi pashsaning yoshi va boshgalar) bitta
xromosomaning har bir gen jufti uchun krossover jarayonida
rekombinatsiyalar soni deimiy bo'lib goladi.

Genlarning birikish kuchi xromosomadagi ularming orasidagi
masofaga teskari proportsionaldir. Genlar orasidagi krossover
jarayonining doimiyligi xromosomalaming genetik xaritalarini tuzishda
qollaniladi, unda genlarning tartibi va bir-biriga nisbatan joylashishi
ko'rsatiladi. Krossingover foizi 0.1dan boshlanib ellikkacha yetishi
mumkin. 50 morganid yoki undan ortiq masofada, belgilar bir xil
xromosoma bo'yicha joylashishiga garamay, mustagil ravishda
nasllanadi.

Shunday gilib, ko'rib chigilayotgan belgilarning genlari bir xil
xromosomada joylashgan bo'lsa, ushbu belgilar birgalikda, birikish
guruhini hosil gilib nasllanadi. Birikkan nasllanish Tomas Morgan
tomonidan aniglangan gonunlarga bo'ysunadi.

1-misol. Odamlarda rezus-faktor geni va gizil gon tanachalari
shaklini aniglaydigan gen bir lokusda joylashgan va birikish guruhini
hosil giladi, ularning orasidagi masofa 3 morganidga teng (K. Shtern,
1965). Rezus-musbatligi va elliptotsitoz (qizil qgon tanachalarinig shakli
buzilishi) dominant autosomal genlar tomonidan aniglanadi.

Er-xotinlardan biri ikkala belgi bo'yvicha geterozigotdir. Shu bilan
birga, unga onasidan musbat rezus faktori va otasidan elliptotsitoz
nasllanib o'tgan. Uning turmush o'rtog‘ining rezus faktori salbiy va
normal gizil gon tanachalariga ega. Ushbu oilada ganday genotipli
bolalar tug'ilishi mumkinligini va ular fenotiplarining foizini aniglaymiz._
&




Masala shartiga ko'ra, ota-onalardan biri ikkala dominant
xususiyatga ega va ular turli ota-onalardan nasllanib olgan, ya'ni Rh va
E dominant allellari bir xil xromosomada joylashgan emas: Rezus-
musbatligini aniglaydigan Rh geni gizil gon tanachalarining normal
shaklini aniglaydigan r geni bilan birikkan, elliptotsitoz E geni esa rh
{rezus manfiy) geni bilan birikkan, shunda;

onaning gametlar: Rh e (48,5%); rh E (48,5%), shuningdek
krossoverlar:

Rh E (1,5%) va rh e (1,5%), krossover gametlarining umumiy
soni 3% ni tashkil giladi; otada barcha gametlar bir xil: rh e. Bunday
holda, bolalarda guyidagi fenotiplar bo'lishi mumkin.

1) normal gizil gon tanachalari bilan Rezus-musbat -48,5%

2) Rezus - manfiy, elliptotsitoz bilan -48,5%

3) Rezus - musbat, elliptotsitoz bilan -1,5%

4) Rezus — manfiy, normal gizil gon tanachalari bilan - 1,5%

Vazifa murakkablashtirilishi mumkin, buning uchun ko'p sonli
birikkan belgilar nasllanishini ko'rib chigish lozim.

Nazorat uchun savollar:

1. Irsiyat gonuniari

2. Belgilarni nasllanish qonuniyatiari. G. Mendelning faoliyati

3. Dominant va retsessiv belgilar hagida tushuncha.

4. Genlar - irsiyat tashuvchisi. Xromosomalarda genlarning
Jjoylashishi.

5. T.Marganning genlar chizig bo'yicha ketma-ket joylashishi
hagidagi nazariyasi.

6. Irsiyatning xromosoma nazariyasining asosiy qoidalari

7. Genotip vo fenotip tushunchasi.
8. Gomo- va geterozigotli organizmiar,
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2-BOB. GEN NAZARIYASI

Ko'rib chigilodigan savollar: Molekulyor genetika zaminlari
Pog'onali (godam-bagadam) allelomorfizm. Sohta-ollelizm. Bokteriofag
genining tuzilishi. Gen nazariyasining asosiy tushunchalari Prokariotik
genomning tuzilishi, uning o'lchovlari, xalgali xromosoma, episomlar, F-
faktor. Genetik va fizik xaritalar, ularning bir-biriga mosligi, tuzilish
usullari

2.1. Molekulyar genetika asoslari, gen haqidagi
asosiy tushunchalar

Genetik tadgigotning klassik usullari orgali irsiyatning asosiy
qonuniyatlari aniglandi: bir genning o'zini ko'paytirish gobiliyati, uning
nisbiy doimiyligi, allellik holati, genotip tizimida ham, fenotip tizimida
ham rekombinatsiya va diskret xolatta faolivat ko'rsatish gobiliyati. Jinsty
hujayralarida diskret irsiy omillaming mavjudligi hagidagi gipoteza 1865-
yilda G. Mendel tomonidan ellon gilingan. 1909-yilda Yoxansen bu
omillarni genlar deb atagan.

Irsiyatning asoslarini tahlil gilishda quyidagi kashfiyotlar tufayl
muvaffagiyatga erishildi:

1 Xromosomalarning kimyoviy asosini nuklein kislotalar tashkil
giladi: DNK, RNK, ogsillar.

2. DNK va RNK tuzilishi xromosoma reduplikatsiyasini va irsiy
ma'lumotlaming kodlanishini ta'minlaydi.

3. Bitta gen bitta ferment (ogsil) ning tuzilishini nazorat giladi,
bu o'ziga xos belgi sifatida namoyon bo'ladi.

Ushbu boshlang'ich kashfiyotlar irsiyatning  asoslarini
o'rganishning yangi bosgichi - molekulyar va biokimyoviy darajada
tadqiqot o'tkazish uchun to'rtki bo'lib xizmat qgildi. Aynan shu usullar
yordamida irsiyatning asosi bo'lgan genning murakkab tuzilishi tahlil
qilindi.
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1.2. Gen muammosi molekulyar genetikaning markaziy
muammosidir. Bu T. Morganning "Gen nazaryasi” (1926) asaridan
kelib chigadi, unda gen quyidagilarning ajralmas birligi sifatida tagdim
etilgan: mutatsiyaning (gen butunlay o'zgaradi), rekombinatsiyaning
(krossingover gen ichida sodir bo'ladi) va funksiyaning (bitta genning
barcha mutatsiyalari bitta funksiyaning o’zgarishiga olib keladi).

O’shandan beri gen hagidagi tushunchalar tubdan o'zgardi. Gen
nazariyasining rivojlanishida 1950-yillarning oxiridagi 5. Benzerning
ishi muhim bosqgich edi. Benzer shuni ta'kidladiki gen - bu
nukleotidlar ketma-ketligi, u rekombinatsiya wva mutatsiyaning
gismlarga bo'linmaydigan birligi emas. Bakteriyalar va faglardagi
genetik tadgiqotlar shuni ko'rsatdiki, ularning aviodlari sonining
ko'pligi sababli, ozgina migdorda (=0.0001%) gen ichida
rekombinatsiya borligini paygash imkonini berdi, bu esa genlarning
gismlardan iboratligini tasdigladi.

5. Benzer rekombinatsiya birigini rekon va mutatsion birligini
muton deb atadi. Keyinchalik, muton va rekon bir juft nukleotidlarga
mos kelishi ko'rsatilgan. S. Benzer sistron deb atagan genetik
funksiyaning birligi gen tushunchasiga mos keladi, shuning uchun bu
atama deyarli go'llanilmay go'ydi (ba'zan Sistron atamasi genetikada
gen tushunchasining sinonimi sifatida ular funksional ma'nosini
ta'kidlamoqchi bo'lganlarida ishlatiladi). 5. Benzerning: "Genlar - bu
irsiyat atomlari®, - degan so'zlari hamon juda mashxurdir.

Zamonaviy gen nazariyasi J. Vatson tomonidan “genning
molekulyar biologiyasi® deb nomlangan yangi yo'nalishga muvofig
shakllandi (1978). Genning murakkab tuzilishini o‘rganish wviruslar,
bakteriyalar, zamburug'lar, yugori eukaryotlarda olib borildi. Ushbu
tadgigotlar nimani ko'rsatdi?

Klassik genetikanig "bitta gen - bitta protein” degan asosiy
printsipi jiddiy ravishda qayta ko'rib chigildi. Soddalashtirilgan shaklda
gen deb bitta polipeptid zanjirini kodlaydigan, boshlang’ich va
to'xtash signallari o'rtasida joylashgan nukleotidning ketma-ketligi
tushunilar edi. Keyinchalik, turli xil RNKlarni kodiovchi genlar
aniglandi, va ta'rifga ko'prog aniglik kiritish zaruriyati tug'ildi. Ammo
yangi kashfiyotlar yangi giyinchiliklarni keltirib chigardi. Molekulyar
genetika gancha rivojlangan bo'lsa, «gen» tushunchasiga anig ta'rif

berish shunchalik giyin bo'ldi.
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Viruslar genlarni o'rganilishi kutilmagan natija berdi. 1977-yilda
F. Senjer X174 bakteriofagida umumiy nuklectidli hududlari mavjud
bo'lgan "bir-birini yopib go'yadigan” genlarni kashf etdi. Bakteriofag
@X174 bitta xalgali DNK shaklida bo'ladi va E. coli (ichak tayogchasi)
hujayralarini yugtiradi. So'ngra, boshga organizmlarning, shu jumladan
odamlaming genomlarida “bir-birini yopib qo'yadigan® genlar
aniglandi. Ba'zida hatto bitta genning ichida mutlago boshga,
kichikrog - «gendagi gen» mavjud bo'lgan variantlar ham uchraydi.

Shuni ta'kidlash lozimki, "bir-birini yopib go'yuvchi® genlarda har
bir nukleotid bitta kodonga tegishli, ya'ni bir xil nukleotidlar ketma-
ketligidan turli xil o'gilish maydonchalari mavjud. Shunday gilib, X174
fagida shunday DMK molekulasining qgismi borki, u bir vagtning o'zida
uchta genning tarkibiga kiradi. Ammo bu genlarga mos keladigan
nuklectidlarning ketma-ketliklari har biri oziga xos doirada o'giladi.
Shuning uchun, genlar kodni "yopib go'yishi" hagida gapirish noto'a’n.

Agar viruslar genetik materiallarning bunday tashkil etilishi
ularning genomlarining kichik ma‘'lumot imkoniyatlaridan tejamkor
foydalanishga imkon bersa, eukaryotlarning ulkan genomlaridagi "bir-
birini yopib qo'yish" ning ma'nosi to'lig tushunilmaydi. Ehtimaol, bu rol
ikki deyarli komplementar (bir-birini to'ldiruvchi) RNK hosil bo'lishi
gen faoliyatini tartibga solish bilan bog'ligdir. Bunday RNK
molekulalari ikki zanjirli (DNK KABI) tuzilmalarni yaratib, translyatsiya
‘jarayonini to'statib go'yishga qodir. Bunday “joyni tejashning” o'ziga
xos salbiy ta'siri mavjud, chunki bitta mutatsiya bir vagtning o'zida ikki
yoki undan ortig genni “ishdan chigarishi® mumkin.

1977 yilda bo'lajak Nobel mukofoti sovrindoriari R, Roberts va F.
Sharp tomonidan namoyish etilgan, ko'pchilik eukariotik organizmiar
genlarining “mozaikasimon” tuzilishi shov-shuvli kashfiyot bo'ldi. Gen
tuzilishida ekzonlar - polipeptidning tuzilishini kodlovchi genning
gismlari va intronlar - polipeptidning tuzilishini kodlamaydigan gen
gismlari ajratila boshlandi. Ekzon va intron atamalarini W. Gilbert
{(1981) taklif qilgan. Genlar ichidagi intron-ekzon o'tishlarining soni
juda katta farg qilishi mumkin.

Odam genomida ba'zi genlarda 3-10 shunday o'tishlar mavjud,
boshqalarida esa yuzdan ortig. Masalan, kollagen genida 118 ekson
mavjud. Q'lchovining o'zgaruvchanligi ko'prog intronlarga xosdir

(masalan, odam_genomi_intronlarida - 14 dan 150 000 nukleotidlar
20




juftligigacha). Ba'zi bir eukarictix genlar uchun ekzonlar ular
uzunligining ozgina qismini tashkil giladi. Odamda fagatgina yakka
genlar, shu jumladan barcha giston va mitoxondrial DNK genlarida,
intronlar bo’lmaydi. Intronlarning roli to'liq tushunilmagan. Ehtimol
ular genetik rekombinatsiya jarayonlarida, shuningdek genlar
ekspressiyasini tartibga solish jarayonlarida ishtirok etadilar.
Molekulyar biologiya sohasidagi keyingi tadgiqotiar “gen”
atamasiga aniglik kiritishni yanada murakkablashtirdi. Eukariotlar
genomlarida ulkan regulyator (yani tartibga soluvchi} gismlar
aniglandi. Gen atrofidagi regulyator gismlarni u bilan bog'lash yoki
"gen” tushunchasida fagat transkripsiya joyini goldirish kerakmi - bu
yerda genetiklar bir fikrga kela olishmadi,. Muammo shundaki,
regulyator gismlar transkripsiya birliklari doirasidan o'n minglab
nukleotid juftligi masofasida bo'lishi mumkin. Bundan tashqari, bir xil
regulyator gismilar turli xil genlarga “xizmat ko'rsatishi® mumkin.

2.2. Pog'onali allelomorfizm. Soxta-allelizm

AS, Serebrovskiy maktabi tomonidan o'tkazilgan tadgigotlarda
drosofila pashshasi tanasidagi tukchalar sonining kamayishiga olib
keladigan scute-ochoete genining mutatsiyalari o'rganildi. Bundan
biroz oldin, olimlar rentgen nurlari kuchli mutagenik ta'sirga ega
ekanligini anigladilar; shu tufayli juda ko'p turli xil mutatsiyalarni tezda
olish imkoniyati paydo ba'ldi.

Shu tarzda olingan scute-ahgete genining bir necha mutatsiyasini
o'rganish xromosomaning bir xil lokuslarida joylashgan mutatsiyalar
mutlago bir xil fenotipik namoyon bo'lmasligi ma‘lum bo'ldi (masalan,
bitta holatda drosophilaning gormida va boshida joylashadigan tukchalar
soni kamaygan, ikkinchisida - fagat qorinda va xk). Buni ko'p soqli
alelomorfizm fenomeni deb hisoblash mumkin  edi. Amme,
geterozigotlarda bu allellar orasidagi g'ayrioddiy munosabatlar ularning
mutlago yangi xususiyatini aniglashda yordam berdi.

Mutantlar chatishtirilganda, dominant-retsessiv munosabatlar
bu yerda to'lig namoyon bo'lmadi. Naslda o'zgarishlar fagat ota-ona
tanasining o'zgargan gismlarida namoyon bo'ldi (yugoridagi miselda,
fagat gorindagi tukchalar). Ota-onalardan faqatgina birida o'zgargan
gismlardagi tukchalar aviodlarida odatiy ravishda rivojlandi. Naslianish
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shunday tarzda o'tdiki, xuddi avlod "gorindagi tukchalar” bo'yicha
gomozigot va "boshdagi tukchalar” bo'yicha geterozigot bo'lgandek.
Birog, bu xromosomaning bir gismida joylashgan bitta gen edi.
Shunda, bu gen bir-biriga o'xshash funksivaga ega bo'lgan
hududiardan iborat deb taxmin gilindi. Ularning har biri Drosofila
tanasining ma‘lum bir gismidagi belgilarning rivojlanishini boshgaradi
va mustaqil ravishda mutatsivaga uchraydi. Bu hodisa pog’onali
allelomorfizm deb ataladi.

Ushbu ma’lumotlarga asoslanib, A. 5. Serebrovskiy "genning
markaziy nazariyasini® yaratdi. Ushbu nazarivaga ko'ra, butun gen
(yoki bazigen) har biri o'xshash funksiyaga ega bo'lgan alohida
bo'limlardan - markazlardan, yoki transgenlardan iborat bo'lishi
mumkin, Bazigen ichidagi transgenlar orasidagi allel alogalar alohida
funksional jihatdan farq giluvchi genlar orasidagi munosabatlar bilan
bir xil; bir mutatsiya boshga transgenlarga ta'sir gilmasdan fagatgina
birining facliyatini buzishi mumkin.

Shu tariga, ushbu tadgigotlar Morganning gen tabiati hagidagi
ikkita muhim gonunini shubha ostiga go'ydi: gen mutatsiya paytida
to’liq o'zgaradigan birlikdir va funksional jihatdan bo'linmaydigan
birlikdir degan tushunchalarni. Bir necha yil o'tgach, gen - bu
krossingover birligi degan goida ham qayta ko'rib chigildi. Bunga
soxta-allelizm hodisalarini o'rganish sabab bo'ldi.

Soxta-allelizm birinchi marotaba Drosofila pashshasida kashf
etilgan. Pashshalar xromosomasining ma'lum bir hududida joylashgan
va barcha mutantlar uchun fenotipik jihatdan bir xil namoyon
bo'ladigan lozenge mutatsiyasilik (ko'z fasetkalari tuzilishidagi
o'zgarish) pashshalar chatishtirilganida, aviodda mutant organizmiar
bilan bir gatorda yowvoyi genotipga ega bo'lgan Drosofilalarning
ma'lum migdori paydo bolgan. Bu hodisani fagat shu bilan izohlash
mumkin ediki, mutatsion o'zgarishlar bir xil genning ikkita, go'shni
bo'lsada, lekin turli hududlariga ta'sir gilgan. Ulaming orasida
krossingover bo'lib o'tdi va rekombinatsiya natijasida yovvoyi turdagi
xromosoma tiklandi. Shunday qilib, fenotipik jihatdan bir xil namoyon
bo'ladigan, ammo krossingover yo'li bilan ajratiladigan mutatsiyalar
mavjud bo'lishi mumkin (ya'ni, genning yagin joylashgan bo'lsa ham,
turli %il nugtalari). ligari allellar mutlago bir xil hududlarni egallaydi,

deb hisoblangan. Shu sababli bir hil fenotipga ega bo'lgan,_ammeo
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krossingover natijasida rekombinatsiyaga uchraydigan mutantlar
uchrashi hodisasi soxta allelizm deb nomlandi.
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Rasm 1. Sis-trans testi. Drosofilaning | xromosomasida joylashgan ikkita
gen sxematik tarzda ko 'rsatilgan: chap tomonda lozenge geni (ko 'zning

rivojlanishini boshgaruvchi) va o'ngda miniature geni (ganotiarning
rivejlanishini boshgaruvchi). Genlar orasidagi masofa taxminiy. 1 va 2-
sxemalarda, ushbu mutatsiyalar bir xil xromosoma (sis paritsiyasi, T-
sxema) yoki turli xil (trans poritsiyasi, 2-sxema) bo'lishidan gat’i nazar,
ushbu ikkala genning mutatsiyalarige ega geterozigotaladar yovvoyi tur
fenotipi namoyon bo'ladi. 3 va 4-sxemalarda bir xil lozenge genining
tkkita mutatsiyasi ko'rsatilgon (46 va 3 - mutatsiyalarning tartib
ragamiari). Bunday holda, mutatsiyalar bitta gen ichida joylashganida,
geterozigot fagat yowvoyi turda, mutatsiyalar sis holatida bo'lganda
ishlaydi (3-sxema). Trans holatida (4-sxema) u mutant fenotipni beradi
Geterozigotaning juda yagin masofada joylashgan gen
hududlari o'rtasidagi  munosabatlar alohida genlar o'rtasidagi
munosabatlarga oxshamaydi, Soxta-allelizm fenomeni  kashf
gilinishidan oldin, gomolog xromosomalarida ikki juft allel genlariga
ega geterozigot organizm (har bir juftning a'zolaridan bir
o'zgarishsiz qolgan, boshgasi mutatsiyaga uchragan) har doim
yowwoyi fenotipga ega bo'lib chiggan. Bu, shuningdek, o'zgarmagan
genlar bir gomolog xromosomada, ularning mutatsiyaga uchragan
allellari boshga tomonda ("tsis” deb ataladigan holat) joylashganida,
shunda allel juftlari bir biriga ko'ndalang joylashgan, ya'ni har bir
gomolog xromosomada mutatsiya gilingan va buzilmagan gen
bo'lgan, bu trans pozitsiya deb nomlanadi (1-rasm). Trans pozitsiya
holatida, har bir xromosoma mutatsivaga uchragan zonaga ega
bo'ladi; ammo, geterozigotda gomolog xromosomaning buzilmagan
hududi “har ikkalovi uchun ishlaydi®* va xromosomalar bir-birini
funksional jihatdan to'ldiradilar.
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Ikki juft gen o'rtasidagi komplementarlik (yoki bur-birini
to'ldirish) munosabatlari bu juftliklar orasidagi, hatto go'shni genlar
orasidagi har ganday masofada ham kuzatilgan. Shunday gilib,
nisbatan katta xromosoma zonalari uchun krossoverlarni ajratish va
bir-birini to'ldirish mos keldi.

Gomolog xromosomalarda joylashgan ikkita soxta allelli
geterozigot (yani, trans holatida) ham yowvvoyi fenotipga ega bo'lishi
kerakdek tuyuladi, chunki psevdo allellar krossingover natijasida
ajralib chigadi. Birog, bunday geterozigotning fenotipi odatda
o'zgaradi. Shunday gilib, gen ichidagi alogalar genlar orasidagi
alogalardan komplentarlik yo'gligi bilan farg gildi.

Ushbu gonuniyatiarga asoslanib, Lyuis “tsis-trans” testini taklif
gildi, natijada bitta gendagi ikkita mutatsion o'zgarish, anigrog',
bitta funksional birlik ichida yoki turli genlarga tegishli ekanligi
to'g'risida garor qabul qilish imkoniyati paydo bo'ldi. Agar
geterozigotda tsis yoki trans holatida joylashgan ikkita mutatsiya
yowvoyi fenotipning rivojlanishiga imkon bersa, u holda bu
mutatsivalar turli genlarga zarar yetkazadi. Agar tsis holatida
joylashgan ikkita mutatsiya yowvoyi fenotipning rivojlanishiga imkon
bersa va trans pozitsiyada o'zgargan fenotipning rivojlanishiga olib
keladigan bo'lsa, unda ular bir xil funksional birlikning ikkita gismini
egallaydi, garchi ushbu joylarni kesib o'tish orgali ajratish mumkin
bo'lsada (1-rasm).

Tsis-trans testida aniglangan eng gizigarli xususiyat bu bitta
funksional birlikning bo'limlari o'rtasidagi o'ziga xos munosabatlar edi.
Lyuis, shuningdek, K. Offerman bu munosabatni quyidagicha izohlashdi.
Agar gen tomonidan ishlab chigarilgan yakuniy mahsulot ketma-ket
reaksiyalar natijasida paydo bo'lgan deb taxmin gilsak, unda keyingi
reaksiyani boshlash uchun awvalgisining mahsuloti kerak bo'ladi,
Bunday reaksiyvalar zanjiri fagat xromosoma yuzasida sodir bo'ladi:
oraliq mahsulotlar ham sitoplazma ichiga targalib keta olmaydi yoki
reaksiya xromosoma yuzasida reagentlar bilan bevosita aloga qilishni
talab qiladi. Shuning uchun, funksional birikning faoliyati
xromosomaning tegishli hududining uzluksizligini talab giladi va
funksional bidik ichida komplimentar munosabatlar mavjud emas. Bu
alogalar fagat funksional birliklar o'rtasida vujudga keladi, ulaming har
biri sitoplazmaga kiradigan to'lig mahsulot ishlab chigaradi.
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2.3. Gen xususiyatiari

Yugori organizmlarda genning tuzilishini va funksiyasini
o'rganish uchun olib borilgan uzog muddatli tadgiqotlar natijalarini
berdi va natijalarni quyidagicha umumlashtirish mumkin:

Gen bu ma'lum bir belgining rivojlanishini boshgaruvchi
xromosomaning bir gismidir, Gen ma'lum bir uzunlikka ega va bir
necha nugtalarda zarar yetkazilishi mumkin, bu esa ulamni
krossingover orgali ajratib turadigan mutatsiyalar mavjudligi bilan
tasdiglanadi. Gen diskretdir, chunki uning alohida bo'limlari biroz
farg qgilishi mumkin va ayni paytda ixchamdir, chunki ularning
birgalikdagi faclivatida ma'lum bir bo'ysunish mavjud. Gen bargaror,
mutatsiyalar bo'lmasa, u avloddan-aviodga o'zgarishsiz o'tadi. Bitta
gen bitta belgining yoki butun belgilar guruhining namaoyon
bo'lishini boshqgarishi mumkin. Bitta genning ko'p martali ta'sir
pleyotropiya deb ataladi.

Odamlarda genning pleyotrop ta'siridan kelib chigadigan irsiy
kasalliklar ma'lum. Masalan, araxnodaktiliya (o'rgimchak barmoglari)
yoki Marfan sindromi. Ushbu kasallikda ko'z gavhari tuzilishining
buzilishi, aortaning anormalligi, shuningdek uzun barmoq va oyoq-
ga'llar kuzatilishi mumkin.

Pleyotropiva birflamchi va ikkilamchi bo'lishi mumkin, Birlamchi
pleyotropivada gen bir vagtning ozida bir nechta ta'sir ko'rsatadi.
Shunday qilib, Hartnep sindromida gen mutatsiyasi triptofanning ichakda
susayishiga va buyrak naychalarida reabsorbsiyasiga olib keladi, ichak va
buyrak epitelial hujayralarining membranalari shikastlanadi

lkkilamchi pleiotropiyada, bitta belgi boshidanog paydo
bo'ladi, undan keyin bosgichma-bosgich ko'plab belgilar paydo
bo'ladi. Ikkilamchi pleyotropiyaning misoli - o‘rogsimon hujayrali
anemiya va fenilketonuriya kabi kasalliklar. Dastlab g'ayritabiiy
protein payde bo'ladi, keyinchalik bu boshga patologik
jarayanlarning rivojlanishiga olib keladi.

Genlar alternativ variantlar - allellar shaklida mavjud bo'ladi.
Masalan, inson gemoglobinining turli xil variantlari mavjud: HBA,
HBC ning mutant shakllari, HBS. 6-pozitsiyada HBA tarkibida
glutamin kislotasi mavjud, HBSda esa glutamin kislotasi o'rniga valin,
HBC da - lizin.
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HBC va HBS ning Gomozigot holatlari og'ir anemiyaga olib
keladi. HBA / HBS bilan o'rogsimon hujayrali anemiya rivojlanadi.
Ushbu gemoglobinlarning sintezi  allel genlar tomonidan
boshgariladi. Genotipda ikkita turli xil allellarning mavjudligi
gemoglobin polipeptidining 2 xil shakllanishiga olib keladi.
Boshgacha aytganda, ikkala allel ham o'z vazifalarini bir xil darajada
namoyish etadi. Bunday genetik holat kodominantlik deb ataladi.

Dominantlik nisbiy xarakterga ega bo'lishi mumkin, masalan
yugori ko'z govog'i bilan o'ralgan teri mo'g'uloid irgiga mansub
odamlarda ko'zlarning shakli mug'uloid bo'lib, belgi dominantdir,
negroidlarda esa bu belgi retsessivdir.

Genning keyingi xususivati bu uning ta'sir gilish dozalari.
Ushbu xususiyat tufayli gomozigotlar va geterozigotlarda belgining
har xil namoyon bo'lishi kuzatiladi. Shunday qilib, bir gator
xromosoma kasalliklari ma’lum bir genlar dozasining o'zgarishi
natijasidir. Masalan, Shereshevskiy-Tyorner sindromida, gen
dozasining yarmi yetishmasligi, Daun sindromida- dozani uch
baravar oshishi kuzatiladi.

Genlarning xususiyatlari - bu ekspressiviik va penetrantlik.
Ekspressiviik - bu genning fenotipik namoyon bo'lish darajasi.
Masalan, polidaktiliyada ikkala yoki bitta go'lda barmoglar soni
ko'payishi mumkin. Penetrantlik - bu bir genning fenotipik namoyon
bo'lishining ko'p uchrashi, foiz bilan ifodalanadi. Masalan shved
genetiklarining fikriga ko'ra, shizofreniyaning ba'zi shakllari autosom-
dominant ravishda nasllanadi. Shu bilan birga, gomozigotlarda
penetrantlik 100% ni, geterozigotiarda esa - 20% ni tashkil giladi,
Yana bir misol, retinoblastoma va podagra (dominant turda
nasllanadi) penetrantligi 60% ni tashkil giladi. Bundan kelib chigadiki,
ushbu kasalliklarning genlariga ega bo'lgan 100 kishidan fagat 60
kishi kasallikka uchraydi.
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Rasm 2. T4 fagining r 164 gismni, r Il hududidagi mutatsiyalarning
xaritasi. R 164 bo'lim - bu butun hududning kichik r Il gismi; tepasida
mutatsiyalar ragamiari ko'rsatilgan (masalan, r 385; r 131). Strelkalor

ustidagi ragamlar mutatsiyalar orasidagi rekombinatsiyaning folzini
ko'rsatadi Xaoritadagi yuqoridagi to'rtburchaklor sezilarli darajada
mutatsiyaga uchraydi - deletsiya.

2.4 Prokariotik genomning tuzilishi

1950-yillarning oxirida S. Benzer bir qator tajribalarni o'tkazdi,
ularning natijalari shunchalik jiddiy ediki, ular gen tuzilishi hagidagi
g'oyalami sezilarli darajada o'zgartirishga majbur gildi. U bitta genning
ko'p migdordagi mutatsiyasi- Ichak tayogchasi, yani Escherichia coli
da parazitiovchi T4 fagining rll (inglizcha rapid lysis yani tez
parchalovchi) genini o'rgangan (2-rasm). Ushbu gen, aksariyat fag
genlari kabi, ushbu fag naslining replikatsiyasi va ko'payishi uchun
javobgardir, Ba'zi bir mutatsiyalar nasining paydo bo'lishiga to'sqinlik
gilishi mumkin (o'limga olib keladigan mutatsiyalar), ba'zi mutatsiyalar
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ba'zi sharoitlarda faglarning ko'payishiga to'sginlik gilishi mumkin va
boshgalarida bunday ta'sir ko'rsatmaydi (shartli ravishda o’limga olib
keladigan mutatsiyalar).

T4 fagi ichak tayogchasida o'sib chigganida, o'zi yugtirgan
barcha hujayralarni o'ldiradi va natijada bakterial kulturalar yuzasida
steril dog'lar paydo beo'ladi. Bu dog'laming hosil ba'lish tezligi, hajmi
va shaffofligi yovvoyi shtammni yetishtirishda rl mutantini
yetishtirishdan farq giladi. Yovvoyi tipdagi f4 T (rll +) odatda ko'payib,
steril dog’larni hosil giladi, shuningdek Escherichia coli K-12
shtammida ham (fag uni parchalay oladi). RIl mutatsiyasi fagning
hayot davomiyligini o'zgartiradi va K-12 shtammida uning o'sishini
sekinlashtiradi, lekin Ecoli yowoyi kulturasida o'ziga xos
morfologiyaga ega nisbatan katta steril dog'lar paydo bo'ladi.

Fagning mutant shaklining yovvoyi shaklidan fenotipik farglari
yordamida Benzer ko'p migdordagi (jami 2000 dan ortig) il
mutantlami ajratib olishga muvaffag bo'ldi. Rll genining tuzilishini
tahlil gilish uchun Benzer allelizm uchun funksional va rekombinatsiya
testlaridan  foydalangan. U  mutantlarning  juft  yo'nalishli
mutatsiyalarini amalga oshirdi, yovwoyi E. coli shtammini T4 fagining
ikki xil mutant shakli bilan bir vagtning o'zida yugtirdi, natijada faglar
geni tomonidan vagtincha diploidiya holati E.coli hujayralarida hosil
bo'ldi. Chatishtirish natijalari bo'yicha, tsis-trans testiga ko'ra, ikkita
tahlil gilingan rll mutatsiyasining qaysi funksional birliklarga
tegishliligini - bir xil yoki fargli ekanligini aniglash mumkin edi.

Agar fagning aviodi K-12 shtammida ko'paygan bo'lsa, tahlil
gilingan mutatsiyalar allelik emas va turli funksional birliklarga tegishli
edi. Agar K-12 shtammida fagning o'sishi bo'Imasa, u holda
mutatsiyalar allel, ya'ni xuddi shu funksional guruhga tegishli edi.

Olingan natijalarga asoslanib, xulosa gilish mumkinki, rlla va rllb
mutatsiyalari (K-12 shtammida birgalikda o'stirilganda o'smadi) allel
emas, ya'ni ular bitta funksional birlikka tegishli bo'lib, rlla va rile, rllb
va rlis bir-birini to'ldiruvchi, ya'ni har xil funksional birliklarga tegishli.

Shu tarzda 2000 mutantni o'rganish uchun 2 millionga yagin
o'zaro chatishtirish kerak bo'lardi, bu, albatta, juda mashagqatli ish.
Shu sababli, Benzer yowvaoyi turga gaytmagan mutantlarni chatishtirdi.
Ular deletsiyalar bo'lib chigdi. Mutantlarni ajratish juda oson, chunki

ular K-12 shtammida gat'y steril dog'lar hosil gilmaydi ya'ni ularda
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xromosomaning bir yoki boshga bo'lagi yo'gligi sababli teskari
mutatsiyalar hosil gilmaydi. Tahlil gilingan mutatsiya bilan bunday
mutatsiyani chatishtirganda yowoyi turdagi rekombinantlar bitta
holatda paydo bo'lishi mumkin, boshgasida esa - yo'g.

Bu birinchi holatda tahlil gilingan mutatsiya deletsiya hududiga
tegishli emasligi, ikkinchisida u bilan mos kelishi va shuning uchun
deletsiya bilan bir xil funksional guruhga tegishli ekanligi bilan
izohlandi. Ustma-ust deletsiya deb ataladigan usuldan foydalanib,
Benzer u kashf etgan barcha mutatsiyalar rll geniga tegishli ekanligini
va chizigli tartibda joylashganligini anigladi. Tsis-trans testi,
shuningdek, T4 fag xromosomasining ril mintagasi ikkita funksional
mustagil bo'linmadan - Benzer sistronlar deb nomlangan A va B
guruhlardan iboratligini ko'rsatdi.

Sistron xromosoma funksiyasining birligi, ya'ni komplementarlik
testiga ko'ra, fagat bitta funksiyani boshgaradigan xromosoma
segmenti. Boshgacha qilib aytganda, sistron xromosoma hududi
bo'lib, uning ichida mutatsiva trans pozitsivasida paydo bo'ladi. Ril
genining A va B funksional guruhlari bir-birini to'ldiradi, ya'ni o'zaro
ta'sir gilganda, T4 fag K-12 shtammining hujayralarida ko'payish
qobiliyatini oladi. Agar funksional guruhlardan birida inaktivatsiya
gilinadigan mutatsiya yuzaga kelsa, to'lagonli faol ogsil hosil
bo'Imaydi.

2.5. 0'Ichovlar, halgasimon xromosoma, episomalar

1956-yilda F.Yakob va EVolman bakterial xromosomalarni
tuzilishi uchun halga modelini taklif gilishdi. Prokariotik genomlarning
tuzilishini irsiy va fizik usullar (elektron mikroskopiya, pulsatsiya
giluvchi sohadagi elektroforez va boshgalar), keyinchalik esa genomga
oid sikvenslash orgali o'rganish shuni ko'rsatdiki, ko'pgina prokariotik
genomlar dumaloq ikki qatorli DNK molekulalaridan iborat. Chizigli
xromosomalar ba'zi bakteriyalarda ham mavjud edi, ammo ularning
tuzilishi maxsus terminalli ketma-ketliklarga, telomeralarga ega
bolgan va ko'payish uchun telomeraza ishlatadigan eukariotiklardan
farq qiladi.
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F-rasm. Prokariotik xromosomaning tuzilishi

Eukariotlardan fargli o'larog, bakteriyalar boshga mexanizmlarni
qo'llaydilar (3-rasm): chizigli xromosomalari bo'lgan
streptomitsetalarda replikatsivani boshlash uchun 3'-OH chetining
erkinligini ta’'minlovchi ogsillar 5'-uchlariga kovalent tarzda birikadi.
Borrelia spiroxetalarida kovalent yopiq chetlarga ega chizigli
xromosomalarning yana bir turi topilgan. Ba'zi bakteriyalar asosiy
halga xromosomasidan tashqgari go’shimchasiga ega. Shunday qilib,
Vibrio cholera bakteriyasida ikkita halga xromosomasi, fitopatogen
bakteriyada Agrobacterium tumefaciensda esa bitta halga va bitta
chizigli xromosoma aniglandi. Arxeya genomlarida bitta halqali
xromosoma bo'ladi. Lekin ikki halga xromosomalarini o'z ichiga olgan
aneya Haloarcula marismortui bndan mustasno.

MNuklectidlarning to'lig genom sikvensi (ketma-ketligini
aniglash) shuni ko'rsatdiki, bakteriyalarning genomilari kattaligi
Mycoplasma genitaliumda 0,58 million nukleotid juftlikka teng,
Bradhyrhizobium ponicumda 9,2 million nukleotid juftlikka teng (1-
jadval).

Ogsillar va RNKni kodlaydigan xromosema genlaridan tashgari,
prokariotlar genomiga boshga genetik tuzilmalar ham kiradi (Lyuin,
2011} ko'chuvchi elementlar, plazmidlar, integratorlar, profaglar,
CRISPR lokuslari va turi boshgaruvchi elementlar.

Ko'chuvchi elementlar - bu DNKning xromosoma ichida ko'chib
o'tishga (transpozitsiya) yoki boshga hujayraga o'tishga godir bo'lgan
gismlari. Bular tarkibiga, ularning ko'chishi uchun zarur be'lgan
fermentlarni (transpozazalar) kodlaydigan insetsion elementlan (IS
elementlari), transpozonlar, shuningdek transpozaza genlari
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bo'lmagan miniatyurali invertirlangan takrorlanadigan elementlar
(MITE) kiradi. IS elementlar tuzilishining o'ziga xos xususiyati shundaki,
ularning uchlarida gisga invertsiyaga uchragan takrorlanishlar mavjud

(5-rasm).

Bazi prokariotlar genomining o’lchamlari va tuzilishi

Bakteriya yoki arxeya | Genom tarkibi | O'lchami Shakli
turi (ming nj)
Bakteriyalar
Escherichia coli K12 Xromosoma 4640 Halgali
(MG1655)
Bradyrhizobium Aromosoma 9207 Halgali
japonicum
Mycoplazma Xromosoma 580 Halgali
genitalium
Vibrio cholera Xromosoma 2941 Halgali
Xromosoma 1072 Halgali
Xromosoma 2842 Halgali
Agrobacterium Xromosoma 2057 Chizigli
tumefaciens Plazmida 453 Halgali
Plazmida 214 Halgali
Borrelia burgdorfei Xromosoma 911 Chizigli
11 Plazmida 9-54 Halgali va
chizigli
Streptomycens Xromosoma Bo67 Chizigli
coelicolor Plazmida 356 Chizigli
Plazmida 31 Halgali
Arxeyalar
Methanosarcina Xromosoma 5751 Halgali
acetivorans
Haloarcula Xromosoma 3132 Halgali
marismortui Xromaosoma 288 Halgali
Mancarchaeum Xromosoma 491 Halgali
equitans
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Transpozonlar = bu “daydib yuradigan® ko'chuvchi genetik
elementlardir, 1950-yilda birinchi marta amerikalik olim Barbara Mak
Klintok tomonidan o'simliklarda (makkajo’xori) topilgan. Keyinchalik
bu elementiarni boshga amerikalik olimlar J. Bishop va A Buxoriy
mikroorganizmlarda wva rus olimi G Georgiev hayvonlarda
(hasharotlarda) topdilar.

Transpozonlar = bu ikki chetidan bir xil IS elementlari (ingliz
tilidan Insertion sequences — yani kirituvchi ketma-ketlik) bilan
ajratilgan ko'p genli tuzilmalar. Transpozon ko'chirilganda, u "kesib
tashlanib® genomning boshga qismiga o'tkazilishi mumkin, yoki
duplikatsiva natijasida asl nusxasi saglanib golishi  mumkin.
Transpozonlar har xil tuzilishga ega bo'lishiga garamay, ularning
barchasining ikkala uchida maxsus nukleotidlar ketma-ketligi mavjud
va ularning markaziy gismida transpozaza fermenti sintezi uchun
javob beradigan gen mavjud bo'lib, u DNK molekulasining ma‘lum bir
gismini unda "yopishqoq® chetlar hosil gilgan holda parchalaydi.

Ko'chuvchi elementlarming integratsiyasi (yani genga "kirishi")
nafagat inaktivatsivaga (genning "o‘chirilishiga”) olib kelishi mumkin,
balki go'shni genlarni "yoqishi” va "o’chirishi" ham mumkin, chunki
transpozonlarda transkripsiya promoterlari yoki terminatorlari bo'lishi
mumkin. Xromosomaning turli nugtalaridagi bir xil ko'chuvchu
elementlar gomologik bo'laklar bo'lib, ular orasidagi rekombinatsiya
genomning tuzilishi o’zgarishiga olib kelishi mumkin.

T8 elementi
-
Inversiyalngan takrorlnish Transporitsiya genlan Inversiyalangen takrodanish

Teanspazen
e T ———— ] ey
15 slement Antihiotids chedambilik pendan [5-element

4 Rasm. Insertsion element va transpozonning tuzilishi
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Genomlardagi ko'chuvchu elementlarning soni juda katta farg
giladi. Ba'zi genomlarda faol ko'chuvchi elementlar umuman yo'g,
boshqgalarida esa ularmning soni o'nlab bo'lishi mumkin, Masalan,
Sulfolobus solfataricus arxeya genomida 200 dan ortig ko'chuvchi
elementlar topilgan, ular bu genomning 11% ini tashkil etadi, lekin bu
turning boshga vakili Sulfolobus acidocaldariusning genomida faol
ko'chuvchi elementlar mavjud emas.

Ko'chuvchi elementlar tarkibiga integronlar - integratsiya geni,
integratsiya sayti va integratsiya geni garama-garshi tomonga
yo'naltiriigan targ'ibotchi bilan integral modulni o'z ichiga clgan
genetik elementlar kiradi. Ushbu modul tufayli integronlar genomga
integratsiyalashishi va o’'nlab genlarni o'z ichiga olishi mumkin bo'lgan
kasetlarda ko'chma genlarni ekpressiya qila oladilar. Antibiotiklarga
chidamlilik genlarini gamrab oladigan integronlar bakteriyalarda
antibiotiklarga chidamililik rivejlanishining omillaridan biridir.

Plazmidiar - bu bakteriyalarda va eng sodda eukariotik
hujayralarda xromosomadan tashqgari joylashgan genetik elementlar,
ular avtonom ravishda ko'payadi. Ko'pincha, ular halgali DNK
molekulalaridir, ammo chizigli xromosomalarga o'xshash plazmidlar
ham mavjud. Xromosomalardan fargli o'larog, plazmidlar “ixtiyoriy”
genetik material bo'lib, ularning yo'golishi hujayralar o'limiga olib
kelmaydi. Shu bilan birga, ko'plab katta plazmidlarda hujayra uchun
muhim bo’lgan o'nlab va yuzlab genlar kodlanadi, ular ma'lum atrof-
muhit sharoitlarida zarur bo'lishi mumkin. Shuning uchun bunday
“megaplazmidlarning” xromosomalardan terminologik farglanishi
shartli hisoblanadi.

Ba'zi hollarda plazmidlar bilan olingan yangi belgilar
plazmidlarming nomilarini aniglaydilar. Masalan, Escherichia hujayralariga
donarlik xususiyatlarini beradigan F-plazmid (inglizcha fertility factor -
hujayralar hosildorlik koeffitsient) yoki hujayralarming antibiotiklarga
chidamliligini aniglaydigan plazmid R. Plazmidlami avtonom ravishda
ko'payish qobiliyati ko'payishni boshlash joyi (or) va zarur ogsillarni
kodlaydigan genlar to'plamining mavjudligi bilan ta'minlanadi.
Plazmidlar o'zlarining ko'payishi uchun zarur bo'igan fermentlaming
fagat bir gismini o'z ichiga oladi, shu bilan birga hujayraning ko'paytirish
apparati tarkibiy qismlaridan ham foydalanadi.
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Ba'zi plazmidlar hujayraning xromosomasiga qo'shilib, uning
tarkibida episom shaklida ko'payishi mumkin. Bir hujayradagi
plazmidlarning nusxalari soni har xil bo'lishi mumkin, bittadan bir
necha yuz nusxaga gadar, lekin barcha holatlarda ularning soni
tartibga solinadi, chunki plazmid DNKning cheksiz ko'payishi
hujayraning o'limiga olib keladi, Plazmid nusxalari sonini boshgarish
mexanizmiga ko'ra ikki guruhga bo'lingan. Ba'zi bir plazmidlarda
nazorat RNK bilan o'zaro ta'sir qiluvchi "garshi RNK" yordamida
amalga oshiriladi, ularning sintezi ko'payishni boshlaydi {ColE1
plazmid) yoki ko'payish ogsilining gen ifoda etilishini tartibga solish
darajasida (plazmid R). Boshga usul plazmidni ko'paytirishni
boshqgaruvchi ogsilning ori-mintagasida takrorlanadigan ketma-ketlik
{intron) bilan o'zaro ta'siri orgali ta'minlanadi. "Ortigcha" nusxalar
bilan nusxa ko'chirishni boshlash samaradorligi pasayadi. Hujayra
bo'linishida plazmidlar tasodifiy avlod hujayralari  o'rtasida
tagsimlanishi mumkin. Agar yugori nusxali plazmidlar uchun barcha
plazmidlarning ikkita avlod hujayradan biriga kirish ehtimoli juda kam
bolsa, unda kam nusxali plazmidlar uchun bu ehtimol juda katta.
Masalan, ikki nusxasi bo'linmasdan oldin hujayrada mavjud bo'lgan
plazmid uchun tasodifiy yo'gotish ehtimoli 50% ni tashkil giladi.
Shuning uchun evolyutsiya jarayonida kam nusxali plazmidiar uchun
ulaming populyatsiyasida saglanishini  ta'minlaydigan maxsus
mexanizmlar ishlab chigilgan.

Ulardan  birinchisi  bo'linish  oldidan  ko'paytirilgan
plazmidlarning avlod hujayralari o'rtasida anig tagsimlanishi
(segregatsion doimiylik). Plazmidni bargaroriashtirishning yana bir
mexanizmi plazmid bo'lImagan hujayralarning segregatsiyadan keyingi
o'limi hisoblanadi. Ushbu tizimda Ikkita gen ishtirok etadi, ularning
mahsuloti turg'un toksin va uni faoliyatini to'xtatadigan "antitoksin®,
uning yemirilish vaqti ancha gisqadir. Plazmidni oz ichiga olgan
hujayralar ikkala komponentni sintez giladi va yashovchan bo'lib
goladi. Plazmidni yo'gotgan hujayralarda antitoksin inaktivatsiyadan
keyin turg'un toksin qoladi, bu ularning o'limiga olib keladi.

Prokariotlar hujayraga tashgaridan kiradigan ko'chuvchi
elementlar va viruslar bilan kurashishning bir necha usullarini ishlab
chigdilar. DNKni cheklash-modifikatsiyalash tizimlari samarali DNKni

o'ziga xos cheklovli fermentlar bilan ajratib turadi, ularning ta'siridan
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DNK metillanishi natijasida o'zgartiriigan hujayralar himoya gilinadi.
Ko'pgina bakteriyalar va ko'pgina arxeylarning genomlarida noyob
ketma-ketlik bilan bo'shliglar tomonidan ajratiigan  gisga
takrorlanadigan ketma-ketliklar (20 dan 40 nukleotid juftligigacha)
joylar topildi. Ushbu klasterlar CRISPR tuzilmalari deb nomlanadi
(inglizcha Clustere Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats -
klaster muntazam ravishda intervalgacha bo'lgan gisga palindromik
takrorlanish). Bo'shlig ketma-ketliklar viruslar, plazmidlar va ko'chuvchi
elementlardan "tanlangan™ deb taxmin gilinadi va CRISPR tuzilmalari
roli bo'shlic  ketma-ketligiga to'g'i  keladigan  ko'chuvchi
elementlarning targalishiga to'sqinlik gilishdan iborat.

Genomning  tartibga  soluvchi  elementlari  tarkibiga
promouterlar, transkripsiya terminatorlan, attenuatorlar va ogsillarni
bog'laydigan joylar kiradi. Alohida ifoda etilgan prokariotik gen, ogsil
yoki RNK gismining tuzilishini kodlashdan tashgari, promotorni va
transkripsiya terminatorini o'z ichiga oladi (5-rasm).

Bir funksiyaga jalb gilingan genlar ko'pincha birin-ketin
joylashib, bitta mRNKga ko'chiriladi. Genlarning bunday tashkil etilishi
operon deb ataladi. Operon tarkibiga kiruvchi genlar kelishilgan holda
tartibga solinadi, operonga birlashish butun genlar klasterini
gorizontal ravishda o'tkazilishini osonlashtiradi.

Promotor - bu RNK polimeraza tomonidan DNKdagi
nukleotidlarning ma’lum bir transkripsiva jarayomini boshlash uchun
maydon deb tan olinadigan ketma-ketlik. Promotorlar ikkita
konservativ hududga ega, ulardan biri tanib olish uchun zarur,
ikkinchisi esa RNK polimerazaga promouterni kuchli bog'lash uchun
kerak. Ko'pgina bakteriyalarda, bu transkripsiyaning boshlanish
joyidan 35 va 10 nukleotidlar masofasida joylashgan TTGACA va
TATAATning konsensusli ketma-ketligi. Genlarning rag'batlantiruvchi
hududlarida ogsillarni  bog'laydigan tartibga soluvchi joylar -
repressorlar yoki transkripsiya aktivatorlari bilan o'zaro ta'sir giladigan
maxsus nukleotid ketma-ketliklar bo'lishi mumkin, Transkripsiyaning
boshlanish nugtasi va boshlang‘ich kodon o'rtasida, odatda ribosoma
bog'laydigan joy joylashgan bo'lib, ulaming ketma-ketligi 16
ribosomali RNKning 3'-uchiga to'g'ri keladi.

Terminator - gen oxirida transkripsiya tugaganligining signalini

(ketma-ketligini) o'z ichiga olgan DNKning bir gismi. Aksariyat
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hollarda, terminator ketma-ketliklarida RNK-da zanjir hosil giluvchi
teskari bir necha nukleotidlar mavjud. Transkriptni to'xtatishda
attenuatorlar, transkripsiya attenuatorlari ham ishtirok etishlari
mumkin. Masalan, E.Colining triptofan operonida triptofanning
haddan tashgari ko'payishi sharoitida mRNK sintezi darajasining
pasayishini ta‘minlaydigan, ya'ni gen ifoda etilishini tartibga soluvchi
muhim funksiyani bajaradigan attenuator mavjud.

DME ATF  Substrat  Ligand Boshqe ogsil

*  Trnssnpsoaning beshlanish mugtasi
? Marorat qluvehi ogsilning birlish nugtasi
O Eibosomalaming birldah magtesi

S5-rasm. Prokariotik genning tuzilishi.

Operon modeli birinchi marta 1960-yilda frantsuz
biokimyochilari F. Yakeb wa J. Monot tomonidan laktoza
fermentatsiyasi jarayoni misclida ishlab chigilgan. Laktoza operon
tizimida uchta fermentni kedlovchi uchta tarkibiy gen (Z, ¥, A) mavjud
(7- rasmga garang). Asosiy ferment B-galaktozidaza.




BNK-polimeraza A0 Laktora operoni s
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Lll:tm‘ ‘,.-: Pralaktoridaza Penmeaza  Transatsstilaza

& Rasm. Loktoza operonining faoliyatl

Operonni tartibga solish tizimiga promouter, operator va gen-
regulyator kiradi, Promouter — bu operatordan oldinda joylashgan va
RNK polimeraza fermenti tomonidan “tanib olinadigan” joy, u tarkibiy
genlarni transkriptsiva giladi. Fermentning kichik bir qismlaridan biri
(6-zarracha) promouter RNK polimerazasini matritsaga bog'laydigan
ma'lum bir nukleotid ketma-ketligini (Pribnov bloki) aniglaydi.

Agar ferment yonida joylashgan operator tartibga soluvchi gen
nazorati ostida ishlab chigarilgan repressor ogsiliga bog'lanmagan
bo'lsa, ferment transkripsiyani boshlaydi. Ushbu aloganing yo'gligi,
hujayrada repressorni bog'laydigan substrat - laktoza mavjudligi bilan
bog'liq. Hujayrada laktoza migdori pasayishi bilan tartibga soluvchi
oqsil ajralib chigadi va operatorga bog'lanib, shu bilan tarkibiy
genlarning transkripsiyasini to'statadi. Ushbu turdagi tartibga solish
manfiy induksiya deb ataladi, chunki Repressorning yo'qligi operonni
boshlaydi. Prokariotlarda operonni tartibga solishning boshga
mexanizmlari ham aniglangan. Masalan, yuqorida ko'rsatib
o'tilganidek, triptofan sintezida, u repressiya turida amalga oshirilishi
mumkin, bunda oxirgi mahsulotning o'zi (triptofan) korepressor bo'lib,
tartibga soluvchi ogsil bilan birgalikda operatorga bog'lanadi va
transkripsiyaning oldini oladi.

Genom xaritasi - bu genomda genlarning va boshga tarkibiy
gismlarining bir-biriga nisbatan joylashishini (tartib va masofa) va
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gaysi xromosomaga mansubligini aniglaydigan sxema. Genom
xaritalarini hajmi (ular tagdim etadigan ma’lumotlar migdor) va
tuzilish usullari bo'yicha tasniflash mumkin. Hajmiga ko'ra, kichik
o'lchamdagi  xaritalar  (past  migyosli)  ajratiladi,  masalan,
xromosomalarning  differemtsial  bo'yalgan surati  yoki  qo’shni
markyorlar, yani belgilangan nugtalar, orasidagi masofa 7-10 million
nukleotid ketma-ketligiga (megabaza-Mb) teng ba'lgan genetik
xaritalar. Katta hajmli {yo'gon migyosli) xantalar esa, mukarmmal helda,
nukleotidlar to'liq ketma-ketligini ko'rsatib bera oladi.

2.6. Genetik va fizik xaritalar, ularning muvofigligi,
tuzilish usullari

Tuzilish usullariga ko'ra fizik va genetik xaritalar (birikish
xaritalari) ajratiladi. Butun xromosomaning yoki uning segmentining
fizik xaritalari genetik materialni to'g'ridan-ta'g’ri o'rganish asosida
qurilgan va DMKdagi genlarning hagigiy joylashuvi hagida tasawvwur
beradi, ularning orasidagi masofa va ularning yon tomonlaridagi
belgilar nukleotid juftligi bilan ifodalanadi, bu ularni aniglash va
o'rganishni, shuningdek sikvenslashni osonlashtiradi.

Genetik xaritalari markyor maydonlarining chizigli joylashuvini
ko'rsatadi, ulaming orasidagi masofa sM  bilan  o'lchanadi
(santimorgan - rekombinatsiya chastotasining shartli o'lchoy birligi).
Lokus orasidagi masofa 1% rekombinatsiya chastotasida 1 sM ni
tashkil giladi va jismoniy masofa taxminan 1 Mb {1 million nuklectid
juft) ga to'g’ri keladi. Rekombinatsiya chastotalari wa shuning uchun
hagigiy 1 sm uzunlik genomning turli gismlarida o'zgarib turadi, bu
esa genetik xaritalarni ishlatishda fizik (hagigiy) masofa hagida fagat
taxminiy ma'lumotlami olish imkonini beradi.

Oo'llaniladigan usulga garab, turdi xil aniglik darajalariga ega
ba'lgan xromosomalarning fizik xaritalarini olish mumkin. Shunga kao'ra,
kichik migyosli fizik xaritalar ajralib turadi, ular sitogenetik frromosomal)
va transkriptiv (kDNK »aritalari) va keng migyosli - makrorestriktsion va
kontig xaritalarini o'z ichiga oladi. Fizik xaritalar butun genom uchun
ham, alohida clingan xromosoma uchun ham tuzilishi mumkin. Alohida
xromosomalarni ogimdagi  ®romosomalami o'lchamlari {ogim
sitometrivasi) bo'yicha saralash orgali elish mumkin, shuningdek, gibrid
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hujayralar aviodlan (odam-sichqon gibrid hujayralari bo'linish paytida
asosan odam xromosomalarini  yo'gotadi, natijada fagat Dbitta
xromosoma qoladi, bunday gibrid hujayra ko'payadi va hujayra aviodini
saglab turadi). Agar ma'lum bir DNK parchasini ko'p migdorda olish
kerak ba'lsa, PZR (polizanjir reaktsiyasi) va klonlash usullari keng migyosli
xaritalami yaratishda go'llaniladi.

Sitogenetik. xaritalar genni differentsial bo'yalish usullari bilan
aniglangan xromosoma hududlariga nisbatan joylashishi to'g'risida
ma'lumot beradi. Ushbu bo'yash usuli tufayli mikroskopning ko'rish
sohasidagi xromosoma “ko'ndalang chizilgan" ko'rinadi. Bo'yalgan
gismlaming joylashishi (bendlar, yani chiziglar) har bir xromosoma
uchun o'ziga xosdir. FISH-usulidan foydalanish 2-5 Mb o'lchamdagi
sitogenetik xaritalarni  tashkil qilish imkonini beradi, va uning
interfazali xromosomalar uchun meodifikatsiyalangan usuli - 0, 1 Mb
gacha. Shunday qilib, FISH usuli yordamida genning joylashishini
subsegment va lokus-bendgacha aniglash mumkin. Masalan, 1SCN-
1995 tomonidan gabul gilingan sitogenetik nomenklaturasi va marker
sifatida  ishlatiladigan noma'lum  funksiyasi bo'lgan DNK
segmentlarining nomenklaturasiga binoan, yozuv 22ql 1.2 (D22575),
gen 22 xromosoma uzun yelkasi 1-chi hudud 1-segmentining 2-
subsegmentida joylashtirilganligini anglatadi. Bu D22575 in situ (yani
malum bir holatida) gibridlash — FISH usuli yordamida aniglangan (D -
DNK, 22 - xromosoma ragami, S - noyob marker, 75 - xromosomaning
ushbu hududidagi zondning ragami).

Transkripsiya xaritalari kDNK (komplementar, yani go'shimcha
DNEK kDNA, inglizcha cDNA) ning xromosomada joylashishi to'g'risida
ma'lumot beradi. Bu genlarni aniglashga imkon beradigan, teskari
transkriptazada katalizatsiyalangan reaktsiyasida yakuniy mRNK
matritsasida sintezlangan DNK. U ko'pincha eukariotlar va prokarictiar
genlarini klonlashtirish uchun go'llaniladi, malum bir kasalliklarga
javobgar genlamni aniglashga yordam beradi. kDNA matritsa sifatida
mRNK qo'llanilihi yordamida yoki kimyoviy (ma'lum aminokislotalar
ketma-ketligidan foydalangan holda) uslub bilan sun’ly ravishda
sintezlanadi va fuga bilan situ gibridizatsiyasi yordamida kDNA
zondlari bilan belgilanadi.Transkripsiya xaritasini tuzishda yanada
istigbolli usul alohida kDNA klonlarining gisman sekvensiyasiga va

o'ziga  xos  marker saytlarini _aniglashga asoslangan. = Bu
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ekspressiyalanadigan markyor saytlari eSTS deb nomlangan (STS -
ketma-ketlik bilan belgilangan saytlar). eSTS saytining qaysi
xromosomaga mansubligini aniglash uchun  monoxromosomali
duragaylarning DNKsi yordamida eSTS praymerlari yordamida PZR
bilan amalga oshiriladi. Keyinchalik, anig bir inson xromosomasining
fagat alohida gismlari mavjud gibrid hujayralarining DNKsi PZR
yordamida klonlashtiriladi va xromosomada eSTSning joylashuvi
aniglanadi. Nurlantirish duragay xaritalarida @STSni in situ {ma'lum bir
Joyda) gibridlanishni qo'llash orgali xaritalashni ham amalga oshirish
mumkin.

Nazorat uchun savollar:

1. Qanday ilmiy kashfiyotlar molekulyar genetika rivojiga olib
keldi

£. Pog'onaii allelomorfizm hagida tushuncha va uning ahamiyati

3. Soxta allelizm. Uning mohiyati.

4. Viruslar, bakteriofaglardagi genning tuzilishi

5. Gen nazariyasining asosiy tushunchalari.

b. Genning xususiyatlari,

/. Prokariotik genomning tuzilishi.

8. O'lchoviar, halgali xromosoma, episomlar, F-faktor.

9. Genetik va fizik xaritalar, ularning anigligigenetik xaritalarni
tuzish usullari
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3-BOB. EUKARIOTIK GENOMNING TUZILISHI

Kao'rib chigiladigan savollar, Umumiy xususiyatlar. Prokariotik
genomdon o'ziga xos farg qiluwchi jihatlarl Genom o'lchoviari va C.
kattalik parodoksi xudbin DNK gipotezasi Hujayrada genomning
bloksimon tashkil etilishini va DNKning kompaktizatsiyasi Eukariotik
genomning asosiy tarkibly gismiari DNK regssotsiatsiyasi kinetikasi
Yo'ldosh DNK. Gomopolimer va oddiy takrorlanadigan ketma-ketlikiar.
Minisatellitli (kichik yo'ldoshii} DNK. Bernardi izoxoralari

3.1 Umumiy xususiyatlari. Prokariotik genomdan farglab
turuvchi o'ziga xosliklari

Genom - bu xromosomalorning gapleid fo'plamidagi genlar
majmui Eukariotik genom prokariotlarga nisbatan ancha murakkab.
Eukaiotik hujayraning genetik apparati hujayra yadrosi ichida
joylashgan, uning ichida esa irsiyatning asosiy tashuvchilari -
xromosomalar joylashgan. Xromosomalar soni turlarga xos va
ikkitadan (ot askaridasi) minggacha (sodda o'simliklar) o‘zgaradi.
Eukariotik hujayralardagi DNK miqdori bakteriyalarga garaganda
ancha ko'p. C o'lchov birligii yordamida hisoblanadi - yani gaploid
to’'plamning xromosomalaridagi, demak genomdagi, DNK migdori.
Turli xil turlarda 104 dan 1011 gacha o'zgarib turadi va ko'pincha
turlarning tashkil etilish darajasi bilan bog'liq emas. Inson genomidagi
DMK tarkibidan oshib ketgan C ning eng katta giymatlari ba'zi baliglar,
dumli amfibiyalar va nilufarlarga xosdir.

Eukariotik genomning xususiyatlaridan biri bu DNKning ogsillar
bilan tarkibiy va funksional alogasi. Bu genetik ma‘lumotni uzatish
jarayonining xususiyatlari va ogsillarning tartibga solish funksiyalariga
bog'lig. Hujayralar bo'linishining murakkab jarayoni davomida (mitoz
yoki meyoz) axborot hujayradan hujayraga uzatiladi. Interfazadagi
aviod hujayralari o'rtasida uni toliq va anig tagsimlash uchun DNK
migdorini ikki baravar oshirish jarayoni sodir bo'ladi va bo'linish
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(profaza) boshlanishida interfaza xromosomalarining kondensatsiyasi
jarayoni sodir bo'ladi. Matijada, xromosomalar ixcham zich jismlar
shaklini oladi. Xromosomalaming sigilishi anafazadagi turli qutblarga
ajralish  paytida chalkashib ketish xavfini oldini oladi.
Xromosomalarning ushbu tarkibiy o'zgarishlarida yadro ogsillan -
DNKning superspiralizatsiyasini amalga oshiruvchi gistonlar ishtirok
etadi. Gistonlar, shuningdek, interfazali xromosomalarning matritsali
faolligini tartibga soluvchi rolini o'ynaydi, chunki gistonning
wromosoma faoliyat ko'rsatadigan hududi  bilan alogasi  uni
geteroxromatik holga, ya'ni yugori spirallangan va shuning uchun faol
bo'lmagan holatga keltiradi.

Eukariotik xromosomalar tarkibidagi oqgsillarn mavjud bo'lgani
sababli, ularning migdori DNK bilan birga ikki baravar ko'payadi,
natijada xromosoma repliktsiya jarayoni ancha uzogrog bo'ladi.

Eukariotik genomning o'ziga xos xususiyati - bu DNEKning
ortigchaligi  bo'lib, uning migdori barcha hujayra ogsiilarining
tuzilishini kodlash uchun zarur bo'lgan migdordan oshib ketadi.
Ortigchalikning sabablandan biri takroriy nukleotidlarning mavjudligi.
Ularning mavjudligi birinchi marta XX asrning 60chi yillarning
oxirlarida paydo bo'lgan. DNK renaturatsiyasi kinetikasini (yakka
zanjirlarning gayta birlashishi) o‘rganib, amerikalik tadgiqotchilar R.
Britten va D. Devidson shunday xulosaga kelishgan. Xozirgi paytda
eukariotik DNK tarkibida ikki il takrorlanishlar mavjudligi aniglandi -
o'rtacha takrorlanadigan nukleotidlar juftliklari va juda ko'p
takrorlanadigan. O'rtacha takrorlash o’nlab va yuzlab nusxalar shaklida
bo'ladi; ularning o'rtacha hajmi = 300-400 n,j. Ular to'g’ridan-to’g'ri va
invesiyaga uchraga, yani teskari (palindromlar) be'lishi mumkin.
Takrorlanishlar orasida DMKning takrorlanmaydigan bo'limlari mavjud.
Yuqgori darajada takrorlanadigan nj. - bu gisqa DNK bo'laklari (o'nlab
nj.) bo'lib, ular juda ke'p nusxada tagdim etiladi. Ba'zi hollarda, ushbu
takrorly tarkibiy gismlaming tarkibi butun genomdan farg giladi,
buning natijasida takrorlanishlar ma'lum bir suzuvchi zichlikka ega
bo'lgan alohida fraksiyani hosil qilishi mumkin. Ushbu fraksiya
yo'ldosh DNK deb ataladi. U hech gachon transkriptsiya gilinmaydi va
shuning uchun u "jim" deb nomlanadi. Yo'ldosh DNK
xromosomalarning  geteroxromatik  hududlarida:  telomerlarda,

tsentomera yaginida, yadrochada joylashganligi aniglandi. U genetik
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ma'lumotni  hujayradan hujayraga  o'tkazish  jarayonida
xromosomalarning tarkibly o'zgarishini ta’'minlaydigan tartibga solish
funksiyasini bajaradi deb hisoblaniladi.

Eukariotik genomda DNKning ortigchaligi, shuningdek,
ogsillarning tuzilishini kodlamaydigan ko'plab nukleotidiar ketma-
ketligini o'z ichiga olganligi sababli yaratilgan. Ulardan ba'zilari
genlarning tarkibiga kiradi, masalan, intron - qo'shimchalar. Bundan
tashgari, transkriptsivaga uchramaydigan, ammao tartibga soluvchi
oqgsillarni bog'lash uchun xizmat giladigan signal beruvchi ketma-
ketliklar mavjud. Bularga xromosoma spiralizatsiyasini boshgaruvchi
promouterlar, xromosomaning bo'linish o'giga ulanadigan hududiari
va boshqgalar kiradi.

Eukariotik genomda bitta nusxada fagat bir nechta gen mavjud.
Aksariyat genlar ko'plab nusxalarda tagdim etilgan. Yaqin joylashgan
bir xil genlar klasterlami hosil giladi. Klasterlarning mavjudligi
genlarning duplikatsiyasi ularning rivojlanishida katta rol o'ynaganini
isbotlaydi. Klasterlarga misal: eritrotsitlar ogsillari genlari - globinlar.
Gemoglobin - bu 4 polipeptid zanjiridan iborat bo'lgan tetramer. 2 o
va 2 B. Zanjiming har bir turi klasterda tashkil etilgan genlar bilan
kodlangan. Odamlarda o -klaster 11-chi xromosomada, 16-
yromosomada esa [-klaster joylashgan. B-klaster DMKda 50 ming
nukleotid ketma-ketligiga teng joyni egallaydi va besh funksional facl
gen va bitta soxta gen (nofaol genni) o'z ichiga oladi. Soxta genlar bir
vagtlar faol bo'lgan genlardan mutatsion o‘zgarishlar natijasida paydo
bo'lgan, ishlamaydigan, relikt genlardir. Ular ekspressiyaga
uchramaydi (yani faol bosgichga otmaydi). Klasterdagi genlar bir-
biridan speyserlar bilan ajratilgan. Speyserlar (inglizcha spacer -
bo'shligni to'ldiruvehi) - bu transkripsiva gilinmaydigan kiritmalar,
ularda ba‘zan regulyator (boshqaruvchi) gismlar bo'lishi murmkin.

Eukariotik genlar va prokariotik genlar o'rtasidagi asosiy farg
shundaki, ulaming ko'pchiligi uzluksiz tuzilishga ega va kodlash
hududlaridan - ekzon va kodlanmagan go‘shimchalar - intronlardan
iborat. Ekzonlarning uzunligi 100 dan 600 n.j. gacha, intronalar esa bir
necha o'ndan minglab nj. gacha bo'lishi mumkin. Intronlar gen
uzunligining 75% ni tashkil gilishi mumkin,
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Genlarning  uzug-uzug  tuzilishi  ularning  faoliyatini

mukammalrog boshgarish uchun zamin yaratadi.
Uzug-uzuq tuzilishga ega bo'lgan genlarning transkripsiyasi natijasida
birlamchi pro-iIRNK hosil bo'ladi, u genning to'liq nusxasi bo'lib, ham
ekzon, ham intronlarga mos bo'laklarni o'z ichiga oladi. Transkripsiya
jarayonida turli xil genlarni o'giydigan uch xil RNK-polimerazalari
ishtirok etadi.

RMNKP-I turli xil rRNK shakllarining tuzilishini kodlovchi genlarni
o'qiydi (5.85, 185, 285). RNKP-I| ogsillar va ba'zi kyRNK (kichik yadro
RMNKsi) larning tuzilishini kodlovchi genlarni transkripsiya giladi.

Nihoyat, RNKP-1ll 55 rRNEK, transport RNK va kyRNK genlarini
o'giydi. Turli xil migdordagi transkripsiya omillari bo'lgan ogsillardan
tashkil topgan ogsil kompleksi transkripsiya jarayonining
boshlanishida ishtirok etadi. Sutemizuvchilarda bu umumiy massasi
600 kDa bolgan 12-14 polipeptidlardan iborat kompleks.
Transkripsiyaning intensiviigini tartibga solishda maxsus tartibga
soluvchi hududlar - enxanserlar va saylanserlar ishtirok etadi. Birinchisi
transkripsiya jarayonini kuchaytiradi, ikkinchisi susaytiradi. Ular
promouterdan minglab nj. masofa uzoglikda bo'lishi  mumkin.
Ularning nazorati ostida tartibga soluvchi ogsillar sintez gilinadi.
Transkripsiya jarayonida DMNKdagi tarkibiy o'zgarishlar tufayli
promouter va enxanser (yoki saylenser) birlashadi va tartibga soluvchi
ogsillar transkripsiya omillari yoki RNK polimeraza bilan bog'lanadi.

Pro-iRMNK ogsil sintezi uchun matritsa rolini o'ynashi uchun u
yetilish davri (protsessing) bosgichidan o'tishi kerak. Ushbu davrning
asosiy jarayoni pro-mRNK-dan intranlarga to’g'ri keladigan gismlarni
olib tashlash va qolgan ekzonlarni bitta zanjirga birlashtirishdan
iborat. Ekzonlarni "o’'zaro bog'lash” jarayoni spaysing deb nomlanadi
(B-rasm). Splaysingni amalga oshirishda kichik yadroviy RNK (kyRNK)
va ogsillar katta rol o'ynaydi. Jarayon barcha eukariotlarda xuddi
shunday davom etadi. kyRNK molekulalari ham pro-iRNK bilan, ham
bir-biri bilan komplementar bog'lanadi. Ular intronlarni olib tashlashni
ta'minlaydi va ekzonlarni bir-biriga yagin ushlab turadi.

Spaysing jarayoni alternativ tabiatga ega bo'lishi mumkin, ya'ni
ekzonlarni o'zaro bog'lash turli kombinatsiyalarda amalga oshirilishi
mumkin. Ko'pgina genlarda o'nlab yoki undan ortiq ekzon mavjud,

shuning uchun yakuniy mRNK variantlarining soni 2n ga teng, bu erda
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n - ekzononlar soni. Alternativ splaysing ma'lumotni yozib olish
tizimini tejamkor qiladi, chunki turli xil ogsillarni sintez gilish uchun
bitta gendan ma'lumot olish mumkin. Bundan tashgari, u ma'lum bir
oqsil mahsulotidagi hujayralar ehtiyojlariga qarab ma'lumot agimini
tartibga solish qobiliyatini yaratadi. Altemativ splaysing, xususan,
immunoglobulinlar, transkripsiva omillari va boshga ogsillarni sintez
gilishda go'llaniladi.

iRNKning to’lig shakllanish jarayonida uning ikkala uchi ham
o'zgartiriladi: 5'-uchiga kep-tuzilmasi va 3'-uchiga poliadenil zanjirini
biriktirish. Kep-tuzilma guanin nukleotidining 5'-uchining mRNKning
chetki asosiga birikishi natijasida hosil bo'ladi.

Eukariotik organizmiarda translyatsiya mexanizmi
prokariotlardan tubdan farg qilmaydi. Shu bilan birga oqgsil sintezining
ushbu bosgichida, bakteriyalarga garaganda ancha ko'p ogsillarni
transhyatsiva gilish omillari ishtirok etadi.

Eukariotik genom tuzilishinida shuningdek xromosomalarning
ixtisoslashgan chetlari - telomeralar muhimdir. Telomerik DNK ko’plab
marotaba takrorlanadigan gisqa nukleotidlarning bloklaridan iborat.
Telomerik DNK birinchi marta bir hujayrali sodda organizmlarda
o‘rganilgan.

U 6-8 juft nukleotidlarning bloklaridan iborat. Bir zanjirda bu
TTGGGG (G-boy zanjir) blok, ikkinchisida - AACCCC (C-boy zanjir).
Odamlarda bu ketma-ketlik bitta TTAGGG asosiga farg qilad),
o'simliklarda TTTAGGG universal bloki mavjud. Odamlarda telomerik
DMK uzunligi 2 dan 20 ming nj. gacha bo'lishi mumkin. Telomerik
DMK hech gachon transkripsiya gilinmaydi va yo'ldosh DMK tarkibiga
kiradi. Telomeraza fermenti xromosomalarning telomerik hududlari
bilan bog'lanadi, ularda yuzaga keladigan buzilishlarni yo'q qiladi.
Hujayra qarishi ushbu ferment faolligining pasayishi natijasida
terminal bo'limlarining yo'golishi natijasida telomerlarning gisgarishi
bilan bog'lig.

Prokariotik bilan taggoslaganda, eukaiotik genomning faoliyati
gen ta'sirini tartibga solishning ko'p bosqgichli tabiatidan sezilarli farg
giladi. Prokariotlarda fagat bitta turdagi tartibga solish turi mavjud -
operon tizimidan foydalangan holda transkripsiva jarayoni orgali.
Eukariotlarda genlarning uzug-uzugq tuzilishi tufayli, transkriptsiyadan

tashgari, shuningdek ranskriptsion (s ing, modifikatsiva) va
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translyatsiya jarayonida (translyatsiva noanigligi) tartibga solish
imkoniyati bor. Bundan tashgari, xromosomalarda gistonlar mavjudligi
DNEKning tarkibiy o'zgarishi mexanizmi yordamida xromosomalarning
faol (euromatik) holatdan nofaol (geteroxromatik) holatga o'tkazib, bir
guruh genlarning ta'sirini nazorat qilish imkonini beradi, Bunday
o'zgarishlar ba'zan butun xromosomalarga va hatto butun genomga
ta'sir giladi. Xromosoma boshgaruvi darajasiga misol sutemizuvchi va
odam hujayralarida jinsiy xromatin (Barr tanalari) hosil bo'lishidir. Bu
katta xromatin granulasi, bu ikkita X xromosomasidan biri bo'lib,
maksimal darajada kondensatsiyalanadi wva shuning wuchun
harakatsizdir, Lekin, bir gator olimlarning fikriga ko'ra, bu xromosoma
interfazada shunchaki despiralizatsiya jarayonida qolib ketadi, ma'lum
vagt o'tgach, barcha xromosomalar singari, despiralizatsiya giladi va
shuningdek "faclga” aylanadi.

Butun genomning inaktivatsiyasining vyana bir misoli
hayvonlarda spermatogenez jarayonidir, bu davrda barcha
spermatozoidlar xromosomalari kondensatsiyalanib, harakatsiz bo'lib
goladi. Bu jinsiy hujayralarining ularming DNKlariga zarar yetganda
{masalan, nurlanish paytida) himoya mexanizmidir. Agar ularda yuzaga
keladigan mutatsiyalar ulaming o'limiga olib kelmasa, embrionni
differentsiatsiyalash jarayonida erkak genomining funksional faolligi
tiklanganda yuzaga keladi. Ammo, aksariyat mutatsiyalarning
resessivligi, hech bo'lmaganda keyingi avlodgacha (gomozigoz
holatiga o'tguncha) ularming tashgi namoyon bo'lishiga turtki beradi
yoki ular umuman yo'q bo'lib ketadi,
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8- Rasm. Denaturatsiyaga uchragan DNK zanfirlariniing reassosiatsiyasi
{qayta bog lanishi) kinetikasi, turli manbaalardan olingan: 1 — E. colidan;
2 — buzogning galaonsimon bezi hujayralaridan

DNKning ikki zanjirlili tuzilishi o'matilgandan so'ng ko'p o'tmay,
DNKning kuchli isitilishi uning ikkita zanjiri ajralib chigshi (erishi) va
DNK ikki zanjirli holatdan bitta zanjirli holatga o'tshi aniglandi. Bu
uning tabiiy tuzilishini buzilishiga olib keladi, ushbu jarayonning nomi
- DNK denaturatsiyasi deb ataladi. Biroq, denaturatsiyaga uchragan
DNK soviganida, komplementar zanjirlar bir-birini topadilar va asl
molekulada bo'lgani kabi bir-biriga bog'lanadilar. Ushbu jarayon
renatiratsiya yoki gayta assotsiatsiya deyiladi, Ushbu hodisa kashf
etilgandan so'ng, u genomning tuzilishini o'rganish uchun
tadgigotchilar tomonidan go'llanigan.
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3.2. Genom o'lchovlari va C kattaligi paradoksi.
Xudbin DNK gipotezasi.

DMNEni gayta bog'lash jarayoni odatdagi ikkinchi darajali
kimyoviy reaktsiyaga juda o'xshash va shuning uchun uni oddiy
formulalar bilan tavsiflash mumkin: C/Co = 1/(1 + k2 (Cot)), bu yerda
Cc va C; bitta zanjirli DNKning boshlang'ich (nol) nugta va
reassotsatsiva reaksiyasi boshlanganidan so'ng t  vagtidagi
kontsentratsiyasidir, k2 - ikkinchi darajali reaksiya tezligining
doimiyidir.

Qulaylik uchun qayta boglanish jarayonining tasviri
chizilganida, unda qayta bog'langan molekulalarning fraktsiyalari
ordinat o'qi bo'ylab va Ci giymati absissa o'qi bo'ylab chiziladi. Ushbu
rasm yordamida oddiy organizmlaming (viruslar va bakteriyalar)
DNKni gayta birlashtirish kinetikasi egri chiziglari 5-shakliga ega. Bu
ikkinchi darajali kimyoviy reaktsiyaning kinetikasiga mos keladi. Agar
tajribada ushbu egri chizigdan og'ish kuzatilsa, bu DNK zanjirlarining
o'zaro ta'sir tezligi nugtai nazaridan turlicha ekanligini ko'rsatishi
kerak: ba'zilari tezroq reaksiyaga kirishadi, boshqalari esa sekinrog.
Inson  DMNKsi mayda bo'laklarga bo'linganida wva ularni gayta
birlashtirish kinetikasi o'lchanganda, bu jarayonni tavsiflovchi egri
chizig standartdan uzoq ekanligi aniglandi (7-rasm).

Bu inson DNKsida turli tezlikda bir-birga boglanadigan
nukleotidlar ketma-ketligi mavjudligi va tajribada kuzatilgan umumiy
reaksiya egri chizig'i ko'plab mustagil ikkinchi darajali reaksiyalaming
vig'indisini aks ettiradi. Ushbu tajribalar amalga oshirilganda, matematik
bir qurilma mavjud ba'lib, bu deyarli har ganday bo'lsa ham, individual
nisbatan bir hil kinetik tarkibiy gismlami murakkab umumiy egri
chizigdan ajratib olishga imkon berdi. Inson DNKsining turli tarkibiy
gismilarining gayta birlashish tezligidagi farglar DNKdagi alohida
nukleotidlar ketma-ketligining turli xil sonda uchrashi bilan bogliq edi
Fagat bir marta genomda uchraydigan bo'laklar unikal (noyob) deb
nomlangan. Agar genomdagi ma'lum bir nullectid ketma-ketligi noyob
bo'lmasa, lekin ma'lum migdordagi bir xil nusxalar bilan ifodalangan
bo'lsa (ya'ni, u takrorlangan bo'lsa), unda bu ketma-ketlik, tabiiyki, sof
kimyoviy qonunlar asosida komplementar zanjirni ancha tezrog topadi
va u bilan gayta bog'lanadi (reassotsiatsiyalanadi).
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Ushbu tahlil natijasida, inson genomida taxminan 75% DNK
bo'laklari gaploid to’‘plamda fagat 1 nusxada (noyob) borligi aniglandi
(tabiiyki, diploid beo'lgan yadroda har bir noyob nukdectid ketma-
ketligining 2 nusxasi mavjud). Genomning qolgan gismi takroriy ketma-
ketliklardan iborat (takroriy), ular orasida 10% juda tez gayta
bog'lanadigan takrorlanishlar (har bir genomga 104 yoki undan ko'p
nusxa) va 15% ga yaqin o'rta tezlikda bog'lanadigan takrorlanishlar bor.

Bugungi kunga gadar inson genomida kamida oltita turdagi
yo'ldosh  takrorlanishlari  aniglangan. Bular asosan  klassik
yo'ldoshlarning uch turi. 1chi yo'ldosh uzunligi 42 nj. bo'lgan
nukleotidlarning takrorlanadigan elementar ketma-ketligidan iborat.
(7ta xar xil xromosomada joylashgan); 2chi va 3chi yo'ldoshlar uzunligi
5 nj. bo'lgan elementar (eng soda) takrorlanishlardan iborat (birinchisi
4ta, ikkinchisi 12 xar xil xromosomalarda topilgan).

Bundan tashgari, barcha inson xromosomalarida alfa-yo'ldosh
takrorlanishlari mavjud. Ular uzunligi 171 nj. bo'lgan elementar
takrorlanadigan nukleotid ketma-ketligiga ega. Bundan tashgari, fagat
to'ggiz xromosomada joylashgan uzunligi 68 nj. bo'lgan beta-yo'ldosh
takrorlanishlari mavjud. Shuningdek, uzunligi 220 n,. bo'lgan gamma -
yo'ldoshi inson genomida uchraydi, lekin ancha kamrog: ma'lum
bo'lishicha, ular fagat ikkita inson xromosomasida (B va X) mavjud.

Barcha yo'ldosh DMKlarning xromosomalar bo'ylab targalishi
tasodifiy ko'rinmaydi. Masalan, ularning ba'zilari xromosomalarning
chetiga va tsentromera (xromosomalamning toraygan gismlari, har
doim markazda bo'lmaydi) hududlarida joylashadi. Xususan, kattaligi
0.1 dan 4 million nj.gacha bo'lgan barcha inson xromosomalarining
tsentromeralari asosan alfa yo'ldosh DNKdan iborat.

Oddiy yo'ldosh DNK bilan bir gatorda, inson genomida mini- va
mikrosatellitlar (yani kichik va o'ta kichik yo'ldoshlar) deb nomlangan
nukleotidlar  ketma-ketligi mavjud bo'lib, ular  barcha
xromosomalarning ko'p  gismlariga targalib, inson genomining
taxminan 3 foizini tashkil giladi. Inson genomida bunday
yo'ldoshlardan biri o'rtacha har 2 ming nj. masofa oralig‘ida uchraydi.
Minisatellittar - bu 11 dan 500 nj. gacha bo’lgan o'lchamdagi
nukieotidlarning takrorlanivchi ketma-ketligi. Bunday takrorlanish
klasterlari inson genomida 0,1 dan 20 ming n.j. gacha joyni egallaydi,

va barcha xromosomalardagi bunday hududlarning umumiy soni bir
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necha mingga teng. Mikrosatellilar undan ham kichikdir. Ularning
takrorlanadigan nukleotidlar ketma-ketligi 10 va undan kam nj. dan
iborat. Mikrosatellitlar odatda inson genomida kichik bo'limlarni
eqgallaydi (150 nj.gacha). Zanjirda fagat bitta "harf” takrorlanganida,
bunday tuzilmalar gomopolimer nukleotid ketma-ketligi deb
nomlanadi. Inson genomidagi nukleotidlarning gomopolimer ketma-
ketligiga misol bitta AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA ketma-ketligi
va shunga mos ravishda 2chi zanjirdagi TTTTTTTTTTTTTTITTITITITT,

lkki juft nukieotid (dinukleotid takrorlanish) dan tashkil topgan
mikrosatellitlar inson genomining taxminan 0,5 foizini tashkil giladi.
Eng keng targalgan dinukleotidlar AC va AT (barcha dinukleotidiarming
mos ravishda 50% va 35%). Ammo inson DNKsida bir juft GC dan
iborat bo'lgan dinukleotidning takrorlanishi atigi 0,1% ni tashkil giladi.
Ko'prog murakkab "mikrosatelliitlar” {trinukleotid takrorlanishlar) - bu
AAT (barcha trinuklectidlarning 33%) va AAC (21%). Genomda juda
kam uchraydigan uchlik CGG, X xromosomasining mao'rtlik sindromini
aniglaydigan FMR - 1 genida joylashgan. Oddiy (sog'lom) odamlarda
CGG ning gendagi nusxalari soni & dan 54 gacha o'zgaradi. Ammo
kasal odamlarda bu uchlik "ko'payadi” va ularing genidagi soni 200-
1300 nusxaga yetishi mumkin. Yo'ldosh takroriyligi va insonning turli
kasalliklari o'rtasidagi munosabatlar hagida kelgusi boblarda ko'prog
ma‘lumot keltiramiz. Ammo bunday nukleotidlar ketma-ketligi odatda
genomga nega kerakligi hamon sir bo'lib golmoqda.

Yugoridagi misol va boshga ko'plab holatlar shuni ko'rsatadiki,
mikro- va minisatelellitlar juda o'zgaruvchan, ya'ni polimorfdir. Ularning
targalishi va har bir alohida odamning genomidagi soni shunchalik o'ziga
xoski, uni barmoq izlarining analogi sifatida ishlatish mumkin. Bu kashf
gilingandan so'ng, olimlar bu bilimdan foydalanib boshlashdi. Hozirgi
vagtda inson genomining keraksiz bo'lib tuyulgan bunday gismilarni
(lekin balki kerakli fagat biz bu hagda yetarlicha bilmaymiz) inson
o'zining amaliy magsadlari uchun go'llay boshladi. Yo'ldosh DNK
o'zgaruvchanligi asosida odamlarning oilaviy alogalari, odamning turli
kasalliklarga moyilligi va boshqalar diagnostikasi ishlab chigilgan.

Va nihoyat, inson genomini sikvenslash paytida megasatellitlar
deb nomlangan yana bir turdagi yo'ldosh DNK topildi. Ushbu
takrorlanishlar 2,5 dan 5 ming nj. gacha bo'ladi va 50 dan 400
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martagacha  takrorlanadi.  Megasatellittar oz migdordagi
xromosomalarda uchraydi (4, 8, 19 va X larda).

Garchi ko'p hujayrali  eukarictlarning genom  hajmi
prokariotlarga garaganda ancha katta bo'lsada, ular orasidagi GC
ketma-ketligining uchrash  hilma-hilligi  juda kichikdir.  Aynigsa
umurtgalilar genomi ajralib turadi, ularda, umuman olganda, 40% dan
45% gacha GC ketma-ketligi uchraydi. Ushbu hodisaning sabablan
quyidagi bo'lishi mumkin: bakterivalardan fargli o’larog, umurtgali
hayvonlar nisbatan yaginda ajralib chigan va GC tarkibidagi sezilarli
farglarni to'plash uchun yetarli vagt bo'lmagan.

Tarkibidagi GC  ketma-ketliklari  uchrashida o*wshashlikka
garamay, umurtgalilar gencomi ancha murakkab tarkibga ega. Agar
urmurtgalilar genomi DMKsi tasodifiy ravishda 30-100 kb (kilobaza)
uzunlikdagi bo'laklarga bo'linganda va bu gismlar nukleotid tarkibiga
ko'ra taxlab chigilsa, ular bir-biridan tarkibidagi GC ketma-ketligi
bo'yicha farg giluvchi oz sonli sinflarni tashkil giladi. Har bir sinf
mutlago bir xil bo'lmasada, o'xshash chiziglar ("bendlar®] bilan ajralib
turadi.

3.3. Gomopolimer va oddiy takrorlanadigan ketma-ketliklar,
Minisatellitli DNK. Bernardi izoxorasi.

Issiq va sovug gonli umurtgali haywonlarning o'rtasida ularning
genormiari umumiy tuzilishi bo'vicha seziladi farglar mavjud. Issig
qonlilar genomlarida genomning taxminan 2/3 gismini o'z ichiga
oladigan ikkita yengil tarkibiy gismilar (L1 va L2) va genom DMNKsining
qolgan gismini tashkil etadigan ikki yoki uchta og'ir tarkibiy gismlar
(H1, HZ va H3) mavjud. Sovuq qonlilar genomi DNKsi asosan yengil
tarkibiy gismlardan iborat.

DMK bo'laklarining kompozitsion targalishi, asosan, ushbu
gismning olchamidan mustagildir, bu esa DMNKning uzaytirilgan
be'limlari tarkibining gomogentigini {yani bir hil ekanligini) namoyish
atadi, 1985-yilda bu mexanizmni kashf etgan alimning ismiga
bag'ishlab, bunday bir hil hududlarni Bernardi izoxorlari deb
nomlashdi. DMKni parchalash paytida izoxorlar targalio ketganda, har
xil GC tarkibidagi bo'laklaming to’rita asosiy cilasi aniglanadi. Bernardi
GC ga boy (ogir) izoxorlar issig gonlilar genemining 1/3 gismini
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tashkil etadi va sovuq gonli umurtgali hayvonlarda deyarli yo'g deb
taxmin qildi (10-rasm).

L1 L2 Ha'ls Hy ‘L2 Hi Li
111153 m T

L, Hy L, H, ‘

il .J, [

alohida DNE bo'laklarn
Il lI]]][I] i il
LEILE Hz Hz L1 H1_

9- Rasm. Issiggonli hayvonlar DNKsining mozaik tuzilishi sxemasi

Issig gonlilar genomning mozaik tuzilishga egaligini kashfiyot
gilinishi xromosomalarning  differentsial bo'yalishi  to'g'risidagi
ma'lumotlarga mos keladi. Issig gqonlilarning metafaza davridagi
xromosomalarini fluorestsent bo'yoglar, proteolitik fermentlar yoki
turli xil denaturatsivalovchi moddalar ta'sir gilgandan so'ng, Gimza
usuli bilan bo'yaganda, turli xil to'g va och chiziglar (G va R deb
nomlangan bendlar) hosil bo'ladi. Birog, sovug gonli umurtgali
hayvonlarning metafaza davridagi xromosomalari bo'yalganida, to'g
va och chiziglar uncha keskin farg gilmaydi, yoki umuman hosil
bo'lmaydi. Shundan kelib chiggan holda, GC ga boy va GC-kam
izoxorlar taxminan G - va R - «bendlarga» to'g'ri keladi degan taxmin
bor edi. Replikatsiya davri xagidagl ma'lumaotlar shuni ko'rsatadiki, GC
ga boy izoxorlarda joylashgan genlar hujayra tsiklining boshida
ko'payadi, GC kam izoxoralarda joylashgan genlar hujayra tsiklining
oxiriga yagin ko'payadi.

Odam genomida iyerarxik tuzilmalar mavjudligi hagida gapirish
mumkin. Bunga izoxorlar misol bo'la oladi - uzun, o'rtacha 300 ming
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nj. ga teng DNK bo'laklari, tarkibidagi nukleotid asoslar yoki GC
ketma-ketliklar migdori bo'yicha bir hil. Genomning 62 foizi GC-kam
izoxorlardan iborat bo'lib, ularda umumiy genlarning 34 foizga yagini
joylashgan. Genomning 31%ni G5 ga boy izoxoralar tashkil giladi,
ularnda umumiy genlarning 38% joylashadi va 3%GS ketma-ketligida
o'ta boyitilgan izoxoralarda (NS izoxoralar deb atalagan) genlarning
28% joylashgan.

shunday qilib, DNKning nisbatan kichik gismlari mavjud, ularda
genlarning zichligi boshga ketma-ketliklarga garaganda 10-20 baravar
yugor.

Nazorat uchun savollar:

1. Eukariotlar va prokariotlar genomi o'rtasidagi oziga xos

farglar.

2. Genomining o'lchovlari va C ning kattaligi paradoksi.

3. Xudbin DNK gipotezast.

4. Hujayra ichidagi genomining bloksimon tuzilishi va DNKning

kompaktizatsiyasi.

5, Eukariotik genomning asosiy tarkibiy gismlari.

6. DNKni gayta boglanish kinetikasi.

7. Yo'ldesh DNK hagida tushuncha.

8. Gomopolimer va oddiy takrorlonadigan ketma-ketlikiar.

9. Minisatellit DNK hagida tushuncha, uning ahamiyati,

10. Bernard (zoxorast.
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4-BOB. EUKARIOTIK GENLARNING MURAKKAB
TUZILISHI.

Ko'rib chigiladigan savollar: Umumiy tavsif Uzig-ugiz tuzilish -
exkzon va intron. Genlarning uzig-uzig tuzilishini aniglash va o'rgonish
usullari: efektron mikroskop (D-ilmoglar, R.-imoglar), restriktsion tahlil.

4.1. Umumiy tavsif. Uziq-uqgiz tuzilish - ekzon va intron.

Bakteriyalarda polipeptid zanjirlari tripletii  (ya'ni uchta
nuklectiddan iborat) kodonlarining uzilmas ketma-ketligi bilan
kodlanadi. Ko'p yillar davomida yugori organizmlarning genlari ham
uzluksiz ekanligiga ishonishgan. 1977 yilda ushbu nugtai nazar
nota'g'ri ekanligi isbotlandi, chunki bir nechta laboratoriyalarda ba'zi
genlarning uzig-uzig tuzilishga ega ekanligi aniglandi. Masalan,
gemoglobinning B -zanjiri  aminokislotalari  ketma-ketligini
kodlaydigan gen, kodlamaydigan 550 juftlikdan iborat uzun hududga
va 120 juftlikdan iborat gisqga hududga ega. Shunday qilib, B-globin
geni uchta kodlaydigan ketma-ketligiga bo'linadi.

10- rasm. Elektron mikroskopi yordamida kiritildan ketma-ketliklami
aniglash. mRNK molekulasi (gizil chiriq) tegishli genni o'z ichiga olgan
genom DNK bilan gibridlanadi. A - agar gen uzluksir bo'lsa, Tranjirli
DNKning bitta halgasi ko'rinadi (ko'k rangda ko'rsatilgan); B - agar gen
tartibida kiritma bo'lsa, 1zonjirli DNKning ikkita halgasi (ke'k rangda
ko'rsatilgan) va 2ranjirli DNKning bitte halgasi (ko'k va sarig) ko'rinadi.

55




11 rasm. Elektron mikroskopdagi B-globin mRNKsi gibridining va B-globin
genini o'z ichiga olgan DNK bolagining ko'rinishi. Qalin ikki zanjirli DNK
ilmoglari bu mRNKda bo'lmagan DNKga kiritilgan ketma-ketliklardir (11,
B rasmda bo'lgani kabi). Yuqori strelka katta kiritma ketma-ketlikni,
pastki strelka kichigini bildiradi.

Ushbu ajoyib tuzilish B-globin mRNKsi va sichqonning [B-
globinni kodlovchi DNKsi bo'lagi orasidagi gibridlami  elektron
mikroskop yordamida o'rganish orgali aniglandi (11-rasm). lkki zanjirli
DNK gisman denaturatsivaga uchraydi, bu mRNKni komplementar
DMK zanjiri bilan gibridizatsiya reaksiyasiga kirishi imkonini beradi.
So'ngra, DNKning bitta zanjidli gismi ilmog hosil giladi va elektron
mikrofotograflarda u ikki tomonli DNK yoki DNK-RNK-gibrid
aismlaridan fargli o'lareq, ingichkarog ko'rinadi. Agar f-globin geni
uzliksiz bo'lganida, bitta ilmoq ko'rinardi. Birog, bunday gibridlarning
elektron mikrofotografiyalarida uchta ilmog yagqol ko'rinadi (12-
rasm). Bu shuni ko'rsatadiki, gen tegishli mRNKda bo'lmagan kamida
bitta DNK hududi bilan uzilgan. Qo’shma ketma-ketligi to'g'risida yana
bir ma'lumot B-globin geni va mRNKning teskari transkripsiyasi
mahsulotining restriktsion bo'laklarini xaritalash orgali olingan. Ushbu
xaritalar orasidagi katta farglar genom DNKda kodlaydigan ketma-
ketliklari orasidagi translyatsiyaga uchramaydigan (ya'ni
kodlamaydigan) ketma-ketliklar mavjudligini ko'rsatdi. Restriktsion
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xaritalar  bunday gqo'shimcha ketma-ketliklarning  joylashishini
aniglashga imkon berdi.

Gen ekspressiyasining gaysi bosgichida qo'shma ketma-
ketliklari olib tashlanadi? Yadrodan ajratib olingan yangi sintezlangan
RMKlar wlardan hosil bo'ladigan mRNK molekulalariga garaganda
ancha uzunrog. Xususan, B-globin genining birdamchi trankriptida
ikkita kodlamaydigan hudud mavjud. Dastlabki 155 transkriptda ushbu
go'shimcha ketma-ketliklari kesib tashlanadi, kodlovchi ketma-
ketliklar esa bir vagtning o'zida splaysing fermenti bilan birlashtiriladi,
Ushbu ferment juda aniq facliyat ko'rsatadi. Natijada, yetuk 95-mRNK
hosil bo'ladi. Uzig-uzig ("parchalangan”) genlarning kodlovchi ketma-
ketliklari "ekzonlar" deb nomlanadi, va go'shma ketma-ketliklari
“intron” deb ataladi (ingliz tilidan expressed regions - ekspressiyaga
uchraydigan hududlar va intervening sequence — uzilib goladigan
ketma-ketlik).

¥ana bir uzig-uzig eukariotik gen - tovug tuxumi ovalbumini
geni bo'lib, u yettita uzun intron bilan ajratilgan sakkizta ekzondan
iborat (12-rasm). Konalbumin geni bundan ham ajablanarli: uning
tarkibida kamida 17 ekzon mavjud. Ushbu genlaming
ekspressiyasining umumiy xususiyati shundaki, ularning ekzonlari
mRNK va DNKda bir xil ketma-ketlikda joylashgan. Shunday gilib,
uzig-uziq genlar, uzluksiz genlar singari, ulaming polipeptid
mahsulotlari bilan kolineardir (yani bir hil ketma-ketlikka ega).

Bugungi kunga qadar xaritalanganga barcha qushlar va
sutemizuvchi genlari (giston genlaridan tashqari) intronlarni o'z ichiga
oladi.

E
- |

o ] g T 8

Elzon 1 —= 2

12-Rasm. Tovuq tuxumining ovalbumin genining tuzilishi. intronlar
(kodlamaydigan hududlar) sarig rangda va ekzonlar ko'k
rangda ko rsatilgan.

Nima uchun deyarli barcha yuqori eukariotik organizmiar
genlari qo'shimcha ketma-ketliklarni o'z ichiga oladi? Ular ehtimol,
uzig-uzig genlar evolyutsiya jarayonini aks ettiradi. Ekzonlar birlashgan

57



katta tarkibiy yoki funktsional elementlarga (domenlarga) mos kelishi
mumkin, bu yangi xususiyatiarga ega bo'lgan ogsillarni hosil gilsh
imkoniyatini beradi. Boshga ehtimolga ko'ra, kesib tashlangan
go'shincha ketma-ketliklar mRNKning yadrodan sitozolgacha ogishini
tartibga soladi. Ushbu gipotezaga ko'ra, birlamchi transkriptning
splaysingi (biriktirilishi) hal giluvchi rol o'ynaydi: u hujayrada gaysi
oqgsil sintezlashini aniglaydi.

4.2. Genlarning uzig-uziq tuzilishini aniqlash va o'rganish
usullari: elektron mikroskop (D-ilmoglar, R.-ilmoglar],
resiriktsion tahlil.

Genni identifikatsiyalash (yani aniglab olish) gen mahsulotidan
kelib chiggan holda, masalan, blot-gibridlash yo'li bilan gen
klonotekasida tegishli genni qidirish uchun ishlatiladigan mRNK
yordamida amalga oshirilishi mumkin. Shu usul bilan ribosomal genlar,
kichik yadroviy RNK, tRNK va boshgalar ajratilib, klonlashtirilgan.
Ogsildagi aminokislotalar ketma-ketligi ma'lum bo'lsa, u holda invitro
usulida (yani suniy ravishda) sintez qilingan oligonukleotid mos
keladigan genni ajratib olish uchun ishlatilishi mumkin (oligonuklectid
zondlari usuli). Kodlar lug'ati asosida oligonukleotidlar to‘plami
sintezlanadi, ular o'rganiladigan polipeptid tarkibiga kiradigan 5-10
aminokislotalarni kodlashi mumkin va ular zond sifatida ishlatiladi.

EXKga komphmene baldk
OO FNa o diid 'F ‘ | -2l GO
sedaneuliah +
BXE

DI bl Parbl Lo p
Giwiiavniyviavirign m—— TagEnchs balakpm v beiki
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Aok rudus

R — Ll DHE
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13 rasm. R-ilmoglarning geterodupleks tahlilidan foydalanib, eukaryotik
genning ekzon-intron tarkibini aniglash
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Gen ajratib olingandan so'ng, uning tuzilishi restriktsion xaritasi
yordamida o'rganiladi va nukleotidlaming ketma-ketligi aniglanadi.

Eukariotik genlarning tarkibiy va funktsional tuzilishini (ekzonlar,
intronlar, initsiatsiya va terminatsiya saytlari) tahlil qilish uchun, gen
muhandislik usullaridan tashgari, RNK-DNK gibrid molekulalarini
elektron mikroskop ostida tahlil gilish (geterodupleks tahlil) ham
qo’llaniladi. Eukariotik genlar uzig-uziq tuzilishga ega bo'lganligi
sababli, ulardagi kodlovhci hududlari {ekzonlar) yetuk mRNKda
bo'lmagan qo'shimcha ketma-ketiiklar (intronlar) bilan uzilib goladi va
gibridlangan RNK-DNK preparatlarida elektron mikroskop yordamida
intronlar joylashishini aniglanish mumkin.

Agar RNK bitta zanjirli DNK bilan gibridlashtirilsa, u holda gibrid
ikki zanjirli komplementar hududlar bir zanjirli DNKlarga garaganda
galinrog bo'ladi va intron hududlarining nokomplementar ketma-
ketliklari bitta zanjirli DNKning ilmoglarini hosil giladi, ularning
uzunligi va olchami gen ichidagi intronning joylashishini va hajmini
aniglaydi (13-rasm, a).

Agar RNK ikki zanjirli DNK bilan gibridlashtirilsa, u holda DNK-
dupleks zanjirlarining biri RNK ga almashtiriladigan joylarda bitta
zanjirli DNK ilmoglari (R-iimog) hosil bo'ladi. RNK bilan birlasha
olmaydigan oraliq ketma-ketlik ikki zanjirli DNKning galinrog ilmog'ini
hosil giladi, bu ilmog RNK-DNK gibridlanish hududidan ajralib turadi.
Ushbu ilmoq intronga to'g'ri keladi (13-rasm, b). Elektron mikroskopik
xarita migyosi taxminan 10-50 nukleotid juftligini tashkil etadi

Eukariotik genlar tuzilishining uzig-uziq tuzilishi va ulardagi
ekzon va intronlarning holati yetuk mRNK (yoki kDNK) ning nukleotid
ketma-ketligini genom nusxasi bilan tagqoslash orgali aniglanishi
mumkin.

Nazorat uchun savollar:

1. Eukariotik genom tuzilishining umumiy xususiyatlari

2. Ekzon va intronlar tushunchasi,

3. Genlarning uzig-uziq tuzilishini aniglash va o'rganish usullari:
elektron mikroskop (D-ilmoglar, R-ilmoglar).

4. Restriktsion tahlil, uning mohiyati.
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5-BOB. GEN TUZILISHINI O'RGANISH

Prokariotlardg  genlorni  operonlardan  tashkil  etililish
printsipiGenlarning  kimyovly sintezi.  Molekulyar klonlash  wchun
vektorlor. Genom kutubxonolarini  yaratish, restriksion xaritalorini
qurish., Sguzern-bloting tahllll “Xromosoma bo'yicha yurish.” Mozern-
bloting tahlili. Polimeraza zanjirli reoktsivasi. MNukleotidlor ketma-
ketligini aniglash (sikvens tahlili). Drozofiladagi transformatsiya.

5.1. Prokariotlarda genlarni operenlardan tashkil etililish.
printsipi.

Bakteriyalar atrof-muhitdagi o'zgarishlarga tezda moslasha
olishlari kerak. Ularning tirik golishi metabolizmni bir substratdan
ikkinchisiga o'tkazish (yani boshga ozugani hazm gila boshlash]
gobilivatiga bog'lig, chunki tashgi muhitdagi ozuga moddalari doim
o'zgarib turishi mumkin.

Bakteriya tegishli substrat bo'lmaganda uni hazm gilish uchun
kerak bo'lgan fermentlarini sintez gilmaydi, ammao shu substrat paydo
bo'lgan paytda istalgan wagtda ularni sintez gilishga qodir. Bunday
gobiliyatga ega bo'lish uchun bakterialar genlari klasterlarga (yani
guruhlarga) shunday yo'l bilan birlashtirilganki, ma'lum bir biosintez
yo'li uchun zarur bo'lgan fermentlarni kodlaydigan genlar bir hil tarzda
tartibga solinadi.

B-galaktozid meoddasi yo'gligida E. coli hujayralarida shu
moddani parchalaydigan fermentning juda oz sonli molekulalari
bo'ladi - tom ma'noda bir nechta. Fermentning vazifasi p-galaktozid
molekulasini tarkibiy monosaxaridlarga bo'lishdir. Masalan, laktoza
glyukoza wva galakiozaga parchalanadi, ular o'z navbatida
metabolizmning  keyingi  bosgichlarida qgo'llaniladi.  Bakterial
hujayralarga galaktozid qo'shilishi bilan, 2-3 dagigadan so'ng paydo
bo'ladigan yangi molekulalar sintezi natijasida fermentning faolligi
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Juda tez oshadi. Ko'p o'tmay, ulaming hujayradagi soni 5000 dan
oshadi. Substrat muhitdan chigarilganda, ferment sintezi ganday
boshlangan bo'lsa, shunday tez to'xtaydi,

Substratning ta'siri ostida ferment sintezi tufayli uning
faolligining tez o'sishi induksiya deb ataladi va substratning ta'siri
ostida faollikning pasayishi genlarning repressiyasi deb ataladi.

Genlarni ular kodlaydigan ogsillar ta'siriga ko'ra ikki guruhga
bo'lish mumkin. Fermentativ yoki strukturaviy funktsiyalar uchun zarur
bo'lgan ogsillarni kodlaydigan genlar tarkibiy deyiladi. Aksariyat
bakterial genlar ushbu toifaga kiradi, shuning uchun juda ko'p turli xil
protein funktsiyalari va tuzilmalari mavjud.

Boshga genlarning ekspressiyasini (yani faolligini) tartibga
soluvchi ogsillarni kodlovchi genlar regulyator (yani tartibga soluvchi)
deb ataladi. Tartibga soluvchi genlaming mahsuloti (regulyator
ogsillar) hujayrada erkin targaladi va o'z nishonini topib, uni faol
holatga keltiradi. Genlarning bunday o'zaro ta'siri trans-tartibga solish
deb nomlanadi. Trans-ta'sir giluvchi ogsil nishon-genni yo musbat (+)
- agar tartibga solingan gen o'zaro ta'sir natijasida yogilgan bo'lsa
yoki u o'chirilgan bo'lsa - manfiy (-) tartibga solishi mumkin. Tartibga
soluvchi ogsil, odatda, nishondagi genning tsis-tartibga soluvchi
ketma-ketligi bilan bog'lanadi. Bu ketma-ketlik odatda (lekin har doim
ham emas) genga yaqin joylashgan bo'ladi.

Bakteriyalarning tarkibiy genlari ko'pincha klasterlarga
(gquruhlarga) birlashtirilgan bo'ladi, guruh ichidagi genlar kodlaydigan
ogsillarning vazifalari bir-biriga bog'liq bo'ladi.

E. coli-dagi genlar klasteriga misol - laktoza genlar, ular
substratning ta'sii  ostida induksiyaga (faollashtirilishga) wva
repressiyaga (o'chirilishga) uchraydi.

Butun klaster taxminan 6000 nj ni tashkil giladi. Lacl geninig o'z
promotori va terminatori bor. Lacl hududining oxiri Ps. promoteriga
to'g'ridan-to'g'ri ulanib ketadi, Ou. operatori lacZ genining dastlabki
26 nj-ni egallaydi. G'ayrioddiy darajada uzun bo'lgan locZ genidan
keyin lacY wva TlacA genlari shuningdek, umumiy transkripsiya
terminatori joylashgan.

Genlar quyidagi vazifalarga ega: lacZ mahsuloti B-galaktozidni
tarkibiy monosaxaridlarga parchalaydi, locY mahsuloti B-galaktozid-

permeazdir, u_B-galaktozidni_hujayra ichiga olib kiradi. LacA geni
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transatsetilaza ogsilini kedlaydi, bu ferment atsetil guruhini atsetil-
CoA dan B-galaktozidga o'tkazadi.

LacZ va locY genlarining mutatsiyalari Lac™ fenotipini beradi,
bunday hujayralar laktoza bilan oquzglana olmaydi. LacZ mutantlarida
B-galaktozidazaning fermentativ faclligi yo'g. LacY mutantlari
laktozani mubitdan o'zlashtira olmaydi. Tacd mutantlari kutilmagan
holda, fenotipik namoyon be'lmaydi,

Yugorida keltirilgan bu tizim, shu jumladan tarkibiy genlar va
ularming ekspressivasini  boshgaruvchi  elementlar, ocperon deb
ataladigan umumiy tartibga solish birligini tashkil qiladi. Operon
modelini 1961 yilda FJakob va J. Mono taklif gilgan. Qisga vagt ichida
ushbu model nafagat genetiklarmning, balki butun dunyo bo'ylab
ko'plab biologlaming diggat markazida bo'lib goldi. U gen faoliyatini
tartibga soluvehi asl mexanizmni ko'rishga imkon berdi.

lacZ ¥, A genlarining transkripsiyasi loc! geni kodlaydigan
repressor ogsili tomonidan boshgariladi. LacZ, ¥ va A genlari manfiy
ravishda tartibga solinadi: ularning transkripsiyasi repressor ogsili
tomonidan o'chirilmaguncha davom etadi. Repressor genining
mutatsivalar lacZ ¥, A transkripsivasining doimiy faclligini keltirib
chigaradi.

lac-repressor ogsili Owe operatori bilan locZ ¥, A klasteri
transkripsiyasi jarayonining boshlanishida bog'lanadi, natijada RMNK
polimeraza harakati wa  transkrpsiyaning initsiatsiyasiga
(boshlanishiga) to'sginlik giladi (15-rasmj.

Repressor ogsilida ikkita bog'lanish sayti (nugtasi) mavjud: biri
induktor uchun, ikkinchisi operator uchun. Qachonki induktor (laktoza)
hujayralarga kirib, shu nugta bilan bog'lansa, u ogsil molekulasining
konformatsiyasini  shu gadar o'zgartiradiki, boshga nugtaning
bog'lanish  gobiliyati  buziladl. MNatijada, repressor transknpsiyan
to'xtata olmaydi va u boshlanadi. Induktor olib tashlanganida,
repressor yana operatordagi o'z o'mini egallaydi va transkripsiyani
to'xtatadi.

Mikroorganizmlardagi  genlarning  operonlardan  tashkil
etilishning asosiy afzalligi - bu faoliyatni tartibga solishni
muvofiglashtirish: barcha genlar bir ovozda ekspressivaga uchraydi
yoki o'chiriladl. mRNK har deim 5'-oxiridan translyatsivaga uchraydi.

Bu nima uchun induksiya har doim hujayrada B-qalaktozidaza, so'ngra
2




B-galaktozid-permeaza va shundan  keyingina  B-galaktozid
transatsetilaza paydo bo'lishiga olib kelishini ko'rsatib beradi. Va bitta
mRNKni translyatsiya gilinishi nima uchun induksiya sharoitidan gat'iy
nazar har uch fermentning nisbiy migdori bir xil bo'lib golishini
tushuntiradi.
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14-rasm. Laktora operoni misolida, prokariotiorda genlarning
ekspressiyasini tartibga solish sxemasi: 1 - operon “Ishlamaydi” -
“o’chirilgan" (repressiyalangan); 2 - operon “ishlaydi" - "yoqilgan™
(depressiyalangan, ekspressiyalangan).

1997 vyilda to'lig DNK ketma-ketligini aniglash bilan
yakunlangan E. coli genom loyihasini amalga oshirish jarayonida
olingan ma'lumotlarga ko'ra, E coli genomida 2584 operon
aniglangan. Ular orasida 73% bitta tsistron, 16% - 2 tsistron, 4,6% - 3
tsistron (shu jumladan lac-operoni), 6% - 4 va undan ortiq tsistronga
ega (masalan, trp-, his-operonlar). Ulaming barchasida kamida bitta
promotor mavjud va maxsus funktsional nazorat gilish saytlari orgali
tartibga soluvchi ogsillar tomonidan nazorat gilinadi. Eukariotiarda
operonlar aniglanmadi.
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g 5.2, Genlarning kimyoviy sintezi.

Genlarni hosil gilishning bir necha usullari ma'lum:

1. Tabiiy manbalardan to'g'ridan-to'g'ri ajratish (klonlash).,

2, Kimyowiy sintez.

3. komplementar DNE (kDMK) olish uchun genga mos
keladigan mRMNK-ni nusxalash.

sun'iy gen sintezi birinchi marta 1969 yilda G. Horana va uning
yvardamchilari tomonidan kimyoviy usulda amalga oshirildi. Horana
guruhi achitgilarning o'sha vagtga kelib tuzilishi to'lig o'rganilgan
alanin tRMNK genini sintez qgildi. 77 nj uzunligiga ega gen tarkibida
tartibga soluvchi ketma-ketlikbo'lmagani uchun u funktsional jihatdan
faol emas edi. Keyinchalik, xuddi shu mualliflar guruhi, birinchi
funktsional faol genni, E. coli-ning supressor tirozin tRMK genini
sintez gildilar (taxminan 200 nj uzunligiga teng).

Sun'iy ravishda sintez gilingan genlar mikroarganizmilarning
gibrid molekulalarining bir gismi sifatida ekspressivaga uchrashi
mumkin. Ushbu turdagi birinchi muvaffagiyatli urinish K. Takura va G.
Bover wa boshgalarga tegishli (1977% E. coli  hujayrasida
sutemizuvchilarning gormoni -  somatostatinni kodlovchi  gen
ekspressiyaga uchradi. Atigi 14 aminokislotadan tashkil topgan ushbwu
peptid gormoenining biramchi tuzilishi to'g'risidagi ma‘lumot asosida
somatostatin geni sintez gilingan. Keyinchalik, turli laboratorivalarda
inson o'sish gormoni - somatotropin, peptid gormonlar - bradikinin
va angiotenzin, neyropeptid - leyenkefalin, interferon ishlab
chigaradigan E. coli shtammilari yaratildi,

584 nj uzunligiga ega be'lgan inson o'sish gormaoni geni hozirgi
kunda sun'iy ravishda sintez gilingan eng uzun gen hisoblanadi. U
triptofan  operoni  promotori  nazorati  ostida E. coli-da
replikatsiyalanadigan  plazmidga  kiritilgan.  Kimyoviy  ravishda
o'zgartirilgan plazmidga ega har bir E coli hujayras), promoter
induktsiyasi natijasida taxminan 3 million molekula inson o'sish
gormonini hosil gildi. Ushbu pelipeptid, gipofiz bezi olib tashlangan
tajribaviy kalamushlarda tekshirildi, natijada inson o'sish gormoeni bilan
mutlago bir xil bo'lib chigdi,

Insulin genini yaratish uchun awval 40 dan ortig olti a'zoli
oligonukleotidlar  sintez  gilindi, keyinchalik ular DNK ligazasi
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yordamida birlashtirildi. Uzunligi 271 va 286 nj ga teng bu ikki zanjirli
polinuklectidlar plazmidlarga joylashtirildi. Gibrid molekulalarning
ekspressiyasini ta'minlovchi tartibga soluvchi hududlari ham DNKga
kiritildi. Klonlangan genlar proinsulin (insulinning nofaol shakli)
sintezini kodladi, uni oddiy kimyoviy ishlov berish natijasida faol
gormonga aylantiish mumkin. Insulin ikkita polipeptid zanjiridan
iborat - A (21 aminokislotalar qoldiglaridan iborat) va B (30-dan), ular
disulfid alogalari bilan bog'langan.

Teskari transkripsiya fermentlaridan foydalanishga asoslangan
genlarni sun'iy ravishda yaratish usuli ham qo'llaniladi. Ushbu
mexanizm RNKga bogliQ DNK polimerazasining yoki teskari
transkriptaza (revertaza), faoliyatiga asosingan. Ushbu ferment birinchi
marta onkogen viruslar RNKsi replikatsiyasini o'rganishda aniglangan.
Ferment turli xil RNKlardan, shu jumladan  sintetik
poliribonuklectidlardan, DMK nusxalarini  yaratishga  godir.
Revertazadan foydalanib, deyarli har qanday genni yaratish mukin,
buning uchun mos keladigan mRMNKlarni ajratib olish kerak (ularni
ajratib olish wsullari yaxshi o'rganilgan). Ushbu usul malum bir
to'gimada jadal ravishda transkripsiya gilinadigan genlar sintezi uchun
qulaydir.

Masalan, odamlarning, boshga sutemizuvchilarning va
qushlaming globinlarini kodlovchi genlar, buganing ko'z gavhari
ogsillarini, tuxum oqgini, ipak tolasi ogsilini va boshga ba'zi ogsillarni
kodlaydigan genlar olingan va klonlangan.

5.3. Molekulyar genetikaning zamonaviy usullari.

Molekulyar klonlash yoki bir xil DNK molekulalarini tanlab, yig'ib
olish jarayoni bir necha bosgichlardan iborat restriktsiyalovchi
endonukleza bilan yordamida DNKning parchalanishi, bu parchalarni
in vitro (sun'iy muhitda) avtonom replikatsiyalanishga qodir bo'lgan
vektor DMK molekulasi bilan birlashtirish, gabul giluvchi organizmga
vektorni kiritish, bu organizmda rekombinant DNKning to'planishi.

Genetik muhandislikning rasmiy tug'ilgan sanasi deb 1972 yil
hisoblanadi, o'shanda P. Berg AQShda birinchi rekombinant DNKni in
vitro (probirka ichida) yaratgan. Bu DNK genetik materialni uchta
manbadan birlashtirgan: SV40 maymun onkogen virusining to'lig
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genomini, ortamiyena bakteriofag (bakteriyalarni shikastlaydigan
virus) A genomini va E. coli laktoza operoni genini. Loyihalashtirilgan
rekombinant  melekulaning  funktsional  faolligi sincvdan
o'tkazilmagan, chunki mualliflar genetik muhandislik usullan inson
salomatligi  uchun xavfli bo'lgan mikroorganizmlarning  paydo
bo'lishiga olib  kelishidan cho'chiganlar, masalan, haywonlarning
onkogen viruslarini odamlarning ichaklariga yugtiradigan E. coli
bakteriyalarining.

Gibrid DMKning funktsional faol molekulalarim birinchi bo'lib
1972-1973 yillarda 5 Koen, D. Helinskiy, G. Boyer va ularning
yordamchilari yaratishgan.

1962 yilda V. Arber shuni kashf etdiki, bakteriyalarda o'zlarining
(bakterial) DNKlarini faglarning begona DMK-sidan ajratib beradigan
maxsus fermentlar mavjud. Ushbu fermentlar fag DNKsini u-yoki-bu
darajada degradatsiyaga uchratib (soddalashtirib) uning ko'payish
gobiliyatini  pasaytiradi  (ya'ni  cheklaydi). Bunday fermentlar
restriktsiyalovehi (cheklovehi) endonukleazlar yoki restriktazalar deb
nomlangan.  Restriktsivalovchi  fermentlarining  tabiiy  vazifasi
bakteriyalarni wiruslardan himoya gilishdir. Bakteriyalar DMNKsining
restriktsiva saytlari (restriktazaning bog'lanish nugtalari) metilizatsiya
(metil guruhlari go'shilishi) orgali o'zgartiriladi, shu sababli restriktaza
o'z DNK=sini parchalay olmaydi. Ammo virusli DNK metil guruhlari
tomanidan himoyalanmagan va fermentiar uni parchalaydi.

Birinchi restriktaza X. Smit va uning sheriklari tomenidan1970
yilda Haemophilus influenzae bakteriyasidan ajratib olingan, bu
ferment ikki zanjili DNKni anig belgilangan nugtalarda kesish
gobiliyatiga ega. Bu ferment Hind 11l deb nomlangan.

Restriktazalarining uchta turga bo’lish mumbkin: ular DNKni
“tanishi" va parchalashi yo'llari, ogsilning tuzilishi va reaktsiya uchun
zarur bo'lgan sharaitlar bo'yicha, Gen muhandisligida ikkinchi turdagi
restriktazalar go'llaniladi, ular DNKni ma'lum nugtalarini “tanib oladi”
va parchalaydi. Odatda, ferment palindrom bo'lgan 4-6 nj uzunlikdagi
ma'lum bir ketma-ketlikni "taniydi" va uni o'rtasidan yoki bir nechta
yon tomonidan kesib tashlaydi. lkkinchi holda, “yopishqogq" deb
nomlangan bir zanjirli uchlar hosil bo'ladi. Bir xil restriktaza ta'sirida
hosil bo'lgan “yopishgoq” uchlar bir-biriga kemplementarligi sababli
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o'zaro gibridlanishi mumkin, Bu keyinchalik turli xil DNK molekulalarini
birlashtirishga imkon beradi.

Gen muhandisligida keng go'llaniladigan EcoRl va BamHI
fermentlari "yopishqoq” uchlarini xosil giluvchi restriktazalarga misol
ba'la oladi. Birinchisi E. coli shtammida mavjud bo'lgan R plazmid
bilan kodlangan, ikkinchisi Bacillus amyloliquefaciens hujayralarida
topilgan. To'liq ikki zanjili ("to'mtog") uchlarmi hosil qiluvchi
restriktazalarning misoli Haelll Hoemophilus cegyptium shtammidan
ajratilgan (16-rasm).

Restriktaza nomi Ular tanib olib, parchalaydigan ketma-ketliklar
BamH | 5'-G-1G-A-T-C-C-3'
3-C-C-T-A-G1-G-5
EcoR | 5-Gl-A-A-T-T-C-3
3-C-T-T-A-A-1G-5'
Hind IlI 5-A-1A-G-C-T-T-3'
3'-T-T-c-G-A-1A-5'
Hae [lI 5'-G- |G-C-1C-3
3'-C-1C-G- |G-5"
Hpa Il 5-C1-C-G-G-3'
3'-G-G-C-1C-5
Sma | 5'-Cl-C-C-G-G-G-3'
3'-G-G-G-C-C-1C-5'

15-rasm, Ba'zi restriktazalor va wlar tanib olib, parchalaydigan
ketma-ketlikiar.

Rerstriktazalar qaysi organizmdan ajratilgan bo'lsa, o'shaning
nomi bilan belgilanadi. Bakterial turlar nomidan uchta harf ishlatiladi,
masalan, Bacillus globigi dan Bglll, E. coli dan EcoRl, Haemophilus
influenzae Hindlll. Uchta harfdan keyin ma'lum bir shtammni
ko'rsatadigan harf va Rim ragamini go'yiladi.

Hozirgi kunda DNKni deyari 120 xil ketma-ketlikda
parchalaydigan 400 dan ortiq restriktazalar ma'lum.
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- 5.4. Molekulyar klonlash uchun vektorlar.

Vektor - bu DNKning klonlanadigan bo'lagini ko'chirib
oladigan DMK maolekulasidir. Har ganday vektor mustaqil ravishda
ham rekombinant DNKning bargaror nasllanishini ta'minlashi kerak.
Bundan  tashgari, wektor gen muhandisilk  muolajalarini
osonlashtiradigan go'shimcha xususiyatiarga ega bo'lishi mumkin,
masalan, unga begona DNK kiritilganda inaktivatsiyaga uchraydigan
(“o‘chiriladigan"} markerga ega ba'lishi mumkin,

Molekulyar Klonlash uchun vektor tizimlari odatda plazmidalar
va bakteriofaglarning replikonlari asosida yaratiladi.

Bakterial hujayrada klonlash uchun vektor sifatida ishlatiladigan
plazmida quyidagi elementlarni o'z ichiga olishi kerak: 1) DNK normal
replikatsiyasi va plazmidaning ushbu bakteriya turidagi hujayralarida
ko'payishi uchun ori sayti (replikatsiva boshlanadigan joy) 2) O'z
ichiga begona DMK fragmentini olgan plazmidaga ega bo'igan
hujayrani tanlashga imkon beradigan dominant selektiv marker; 3)
Noyaob restrikisiya sayti, ya'ni vektorda fagat bir marta uchraydigan.

Yaxshi o'rganilgan pBR322 va pUCY plazmida vektorlan kichik
ColEl plazmidasidan kelib chigadi, bu plazmida E. coli hujayralarida
xromosomadan alohida ko'payadi va har bir hujayrada 10-20 nusxada
mavjud bo’ladi. Bakteriyalarni ma'lum sharoitdagi muhitga joylashtirib,
ushbu plazmidalarning selektiv amplifikatsiyasiga {tanlab olib
ko'paytirishga) erishish mumkin, natijada ular har bir hujayrada 1000
nusxani tashkil giladi. PBR322 plazmidasida ampitsillin (Ap} va
tetratsiklin (Tc?) antibiotiklariga chidamlilik genlari mawjud.

Tc" genida BamHI restriktazasi tomonidan kesiladigan noyob
sayt mavjud (17-rasm). Plazmida DMKsini BamHl restriktazasi
parchalaganidan so'ng, maxsus “yopishgqog™ uchlari bo'lgan bir zanjirli
DMK hosil bo'ladi. Bu bir zanjirli DNK klonlanayotgan DMK parchalar
bilan aralashtiriladi (shuningdek BamH| bilan parchalangan, va xuddi
shunday “yopishqoq” uchlari hosil bo'lgan). Yugori haroratda DNK
ligaza yordamida ular “tikiladi” va begona DNEKni o'z ichiga olgan
plazmida hosil bo'ladi. Ushbu plazmidaga kiritilishi mumkin bo'lgan
eng katta DMKning hajmi 10 ming nj ni tashkil giladi.

Begona bo'lakni  plazmidaga kirtish  jarayoni  singari,
plazmidaning E. coli hujayrasida transformatsiyalanishi (o'zgarishi)
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ham statistik jarayon bo'lib, uning natijasida uchta turdagi hujayralar
paydo bo'lishi mumkin: plazmidani o'z ichiga olmaganlar, begona
bo'lakni qo'shmagan plazmidani o'z ichiga olganlar, begona bo'lakni
go'shgan plazmidani o'z ichiga olganlar. Kerakli (begona DNK
bo'lagini qo’'shgan plazmidani o'z ichiga olgan) hujayralami tanlab
olish uchun maxsus sxemadan foydalanishadi (18-rasm).

16-rasm. Klonlangan DNK parchalarini pBR322 plarmidiga kiritish
sxemasi

pBluescript Il KS (+/-) plazmidasi vektor sifatida keng
go'llaniladi. Uzunligi 2961 nj bo'lgan bu halga molekulasi boshga
plazmid - pUC19 asosida yaratilgan. PBluescript plazmidasi har bir
hujayrada 100 gacha nusxalar hosil gilishga qodir; maxsus marker - bu
ampitsillinga chidamlilik genidir (Ap". Bu plazmida bitta hududda
yigilgan bir gator noyob restriktsiya saytlariga ega. Bunday saytlar
polilinker yoki ko'plab marta klonlashtirish sayti (inglizcha muitiple
cloning site, MCS) deb ataladi. PBluescript plazmidasida, uzunligi 200
nj bo'lgan MCS hududi 20 tagacha restriktsiya saytlarini o'z ichiga
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oladi va lacZ genining 5'-oxiriga yagin joylashadi. Plazmidiar lacZ geni
bo'yvicha mutant hujayralarga kiritiladi va ular o'stiriladi, natijada bu
genning normal faolligi uning plazmida tarkibida ishlashi tufayli
ta'minlanadi. Begona DNKining polilinker hududiga kiritilishi sababli
plazmidadagi lacZ genining faoliyati ham buziladi. Normal va mutant
genlarni 0'z ichiga olgan bakteriyalarning osonlik bilan ajratib olish
mumkin. Agar mutant hujayralar B-galaktozidaza (lacZ genining
mahsuloti) tomonidan parchalanadigan X-gal substratiga joylashtirilsa,
suvda erimaydigan ko'k rangli cho’kma hosil bo'ladi.
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17- rasm. Klenlangan DNK parchalarini o'z ichiga olgan plazmidlarni
aniglash sxemasl

Plazmida kiritiigan hujayralar ampitsillinli muhitda yashash
gobiliyatiga qarab tanlab olinadi. Begona DNKIi plazmidalari bo'lgan
hujayralar ba'yalmagan koloniyalami hosil giladi. Agar koloniyalar ko'k
rangda bo'lsa, unda bu hujayralardagi plazmidalarda begona DNK
mavjud emas,

Bakterial sun'iy xromosomalar (inglizcha BAC - bacteriol artificial
chromosome) E. coli ning F-plazmidasidan hosil bo'ladi. Ushbu
plazmidada nafagat uning DNKsi replikatsiyasini, balki hujayradagi
nusxalar sonini boshgaradigan genlar mavjud. Tartibga soluvchi
genlar: oriS, repE (F-omilning bir tomonlama replikatsiyalanishini
boshgarish), par A va par B (E. coli hujayralarida nusxalar sonini 1-2
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dan oshirmay wushlab turish). Bundan tashqgari, plazmidada
xloramfenikolga chidamlilik genlari (Cm’) va klonlash segmenti
mavjud.  Klonlash  segmenti tarkibiga quyidagilar  kiradi:
bakteriofaglarning AcosN va P1loxP saytlari (bu ikkala sayt restriktsion
xaritalarini qurish uchun foydalaniladigan chetlarni olish imkonini
beradi), ikkita insertsiya (go'shilish) sayti (Hind Il va Bam H I),
shuningdek -C-G- ketma-ketliklariga boy bo'lgan restriktsiya saytlari
(Motl, Eagl, Xmal, Smal, Bgll va 5fil). Klonlangan parcha hajmi taxminan
300 ming nj ni tashkil giladi. Klonlangan DNEni o'z ichiga olgan
hujayralar koloniyalarini ajratib olish uchun filtrlarda ushbu DMNKni
gibridizatsiya gilishadi.

Ba'zida plazmidalar eukariotlarda ham uchraydi, ammo ularning
aksariyati fenotipda namoyon bo'lmaydi va ularni fagat molekulyar
usullar yordamida aniglash mumkin. Ulardan eng yaxshi o'rganilgani -
bu achitgi ichidagi 2 mikronli halga (inglizcha 2p-circle). Ushbu
plazmidani ham klonlash uchun vektor sifatida go'llashadi.

Tuprog bakteriyalari plazmidalari ham genlarni ko'chirib o'tish
uchun ishlatiladi. Masalan, Agrobocterium tumiferaciensning Ti
plazmidasi va Agrobacterium rhizogenesning Ri plazmidasi. Ushbu
bakteriyalar ikki pallali o'simliklarning tahminan 60% ni va ba'zi bir
pallali o'simliklarni yugtiradi, kasallangan o'simliklarda “tojsimon
gallar® (A. tumiferaciens- o'simtasimon shishlar), yoki "pahmog
ildizlar" (A. Rhizogenes) paydo bo'ladi. Ushbu bakteriyalarning
transformatsiyalovehi (o'zgartiruvchi) omillari - katta plazmidalar: Ti
(inglizcha tumor inducing - o'simtani go'zg'atuvchi) va Ri (inglizcha
root inducing lldiz qo'zg'atuvchi). Ti plazmidasi - bu pUC19 ga
o'xshash xalgasimon DMK, lekin juda katta hajmi bilan farg giladi
(pUIC19 da 2.69 ming nj bo'lsa, Ti da - 200 ming nj bor). Unda quyidagi
tarkibiy aqismlar bor: replikatsiyani boshlowchi sayt, T-hudud (T -
transfer, yani uzatish - plazmidadan ajralib, hujayra yadrosiga
uzatiladi), T-hududning chap va o'ng (LB - left border va RB - right
border) chegaralari deb ataladigan 25 nj uzunlikdagi ikkita
takrorlanishlar, VIR (virulentlik) hududi - T-hududni mezbon genomiga
kiritish jarayonini boshgaruvchi oltita genni va bir gator boshga
genlarni o'z ichiga oladi. Transgenni mezbon genomiga muvaffagiyatli
kiritish uchun fagat LB va RB o'rtasida joylashgan hudud zarur, boshga

barcha funktsiyalar _esa  plazmidaning ichida goladi. Bunday
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transformatsiva mexanizmi juda oddiy bo'lib chigdi va Ti plazmidasi
asosida turli xil vektorlar yaratildi. Selektiv markerlar sifatida T-
hududga antibiotiklarga (kanamitsin, karbenitsillin} yoki gerbitsidlarga
chidamlilik genlari kiritildi.

Yuqumli bakteriya o'simlikning shikastlangan gismi bilan o'zaro
aloga qilganda VIR hududi facl holatga o'tadi, uning faoliyati
natijasida plazmidning chegara hududlarida, awvval o'ngda (RB),
so'ngra chapda (LB) bitta zanjirli chetlar paydo bo'ladi. Bitta zanjirli T-
DMK molekulasi hosil beo'ladi, bakteriyadan o'simlik  hujayrasi
yadrosiga o'tkaziladi va uning xromosomasiga bakterial konyugatsiya
jarayoniga o'xshash mexanizm orgali joylashadi. Shunday gilib,
o'simlik xromosomasi plazmidaning T-hududiga kiritilgan transgenni
o'z ichiga oladi. Markerlangan (belgilangan) genlarning mavjudligi
tegishli  antibiotiklar yoki gerbitsidlar go'shilgan  muhitda
transformatsiyaga uchragan (o'zgartirilgan)  hujayralarni  yoki
o'simliklarni tanlab olish imkoniyatini beradi.

Fag vektorlari orasida eng ko'p A fagining hosilasi ishlatiladi.
Fagning chap va o'ng yelkalari litik tsikl (mezbon hujayra genomiga
birikish) uchun zarur bo’lgan barcha genlarga ega; lizogeniyani
(mezbon hujayrasi nobud bo'lishini) boshgaradigan va yelkalar orasida
joylashgan genlar esa, aksincha, olib tashlanadi. Bunday o'zgartirilgan
faglar litik tsikldan o'tadi, ammo lizogenez bo'lmaydi. lkki yelkaning
orasiga ko'paytirish kerak bo'lgan DNK parchasi joylashtiriladi, bu
parcha fagning rivojlanishi uchun kerak emas. O'zgartirilgan markaziy
parchaning va har bir yelkaning birlashgan joyida bir xil restriktsiya
sayti mavjud, masalan, EcoRl. Ushbu fagning yelkalanda boshga
bunday sayt yo'q. Klonlash jarayonida fag DNKsi va kionlanayotgan
DMK bo'lagi EcoRl yordamida parchalanadi, so'ngra bu parchalar
aralashtiriladi va yuqori haroratda ligaza fermenti yordamida uzilgan
joylarida "qgayta tikiladi®,

A fagi ichiga uzunligi 37-52 ming nj bo'lgan DNKni sig'dirish
mumkin, shundan taxminan 30 ming nj ni yelkalari egallaydi, ya'ni,
yelkalar orasiga kiritilgan bo'lak 7-22 ming nj uzunligida be'lishi
mumkin, o'rtacha 15 ming nj. Yelkalar orasiga go'shimchalar
kiritiimagan, yoki aksincha, juda katta go'shimchalar kiritilgan faglar
bakteriyalami yugtira olmaydi va ko'paymaydi. Kerakli o'lchamdagi
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faglar E. coli koloniyalarida o'ziga hos blyashkalami hosil giladi (yani
koloniyalar o'smay qolgan hududiar).

Ba'zi bakteriofaglarning nisbatan katta genomlari bor, bu ularga
begona DNKning katta gismlarini kiritishga imkon beradi. Masalan, P1
fagida, uzunligi 110-115 ming nj bo'lgan genom bor, ushbu genom
ogsil gatlamiga o'ralgan, Gen muhandisligi tajribalarida P1 fagi kerakli
gismlari xalgasimon plazmidga kiritilgan, Shundan so'ng, P1 plazmida
vektorini 2 ta yelkaga "kesishadi”, ular orasiga 100 ming nj gacha
begona DNK kiritiladi. Rekombinant fag so'ngra tegishli mezbon-
xujayralarda ko'paytiriladi.

Kosmidalar - bu tabiatda uchramaydigan, fagat sun'iy ravishda
plazmidalar va faglar birikmasi natijasida yaratilgan vektorlar. Kosmida
tarkibida quyidagilar mavjud: ori ketma-ketligi (E Coli hujayrasida
ko'payish uchun), Ap' dominant selektiv markeri va DNK parchalarini
kiritish va klonlash uchun noyob restriktsiya saytlari. Bundan tashqari,
kosmidlar A fagidan kelib chiggan cos saytiga ega. Cos saytlar - bu
shundy hududlarki, ularda A fagi genomining ko'plab nusxalan bitta
uzun zanjirga birlashtiriigan, bu zanjir konkatomer deb nomlanadi.
Ushbu zanjirni 48 ming nj hajmli gismlarga bo'lib chigishadi va fag
ichiga joylashtirishadi. Fagning Cos saytlari plazmidaga kiritiladi va
natijada hajmi 5 ming nj bo'lgan kichik kosmidalar paydo bo'ladi.
Bunday kosmidaga 35-47 ming nj hajmli DNK bo'laklari
joylashtirilganda, molekula fag hosil bo'lishi uchun yetarli uzunlikka
ega bo'ladi. Ushbu fag keyin E. coli hujayrasiga kiritiladi. Kosmida
vektoridagi klonlangan DNK parchasining hajmi o'rtacha 35-45 ming
nj ni tashkil giladi.

Bunday vektorlar ikki yoki undan ko'p mezbon organizmlar
hujayralarida ko'payish qobiliyatiga egadir. Masalan, YEp24
plazmidasi, achitgilar va E. coli hujayralarida ko'payish gobiliyatiga
ega. Uning tarkibiy qismlari E coli ichida ko'payish imkonini
beradigan ori ketma-ketligi, Ap ', Tc' selektiv markerlari (E. coli uchun),
URA3 (achitgi hujayralari ichida uratsilning biosintezini boshgarish),
shuningdek, achitgilarga xos bo'lgan Z2p-circle ketma-ketligi - achitgi
hujayrasida avtonom ravishda (0'z-o'zidan) ko'payishiga imkeon beradi,
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5.5. Achitgilar sun'iy xromosemalari {YAC).

Ushbu turdagi vektorlar quyidagi elementlarga ega: 1) har bir
uchida telomeralar; 2) sentromerik ketma-ketliklar (CEM)Y; 3} har bir
yelkada selektiv markerar (TRP1 wva URA3 - triptofan va uratsilga
chidamlilik); 4) avtonom ravishda ko'payadigan ketma-ketliklar - AR5,
achitgi hujayrasida ko'paytirishga imkon beradigan; 5) YAC hududlari
uchun noyob bo'lgan va DMEKni  kiritish  vazifasini  bajaradigan
restriktsion saytlar.

DMK klonlari  achitgi  hujayralariga  transformatsiva orgali
kiritiladi. Klonlarda chap va o'ng yelka borligiga amin bo'lish uchun,
ularni TRP1 va URA3 markerlari bo'yicha tanlab clishadi. Klonlangan
DME ketma-ketliklarining o'lchamlari katta: odatda bir necha yuz ming
juft nukleatidlar va undan ham ko'proqg.

Genom  kutubxonalarini yoragtish. Genom  kutubxonasi — bu
shunday DMK klonlari to'plami to'plamiki, unda ma'lum bir turdagi
organizrn  genomini  tashkil etuvchi DMK parchalarining kamida

, bittadan nusxasi mavjud.
Individual xromosomalardan yoki ularning gismlaridan olingan
, shunga o'xshash to'plamlarga xremaosoma kutubxonalan deyiladi.

Genom kutubxonalarini tayyorlash bosgichlar: umumiy DNKni
ajratib olish, retriktaza fermentlari yordamida uning parchalash,
olingan gismlarni plazmid yoki fag asosida yaratilgan vektor
molekulalariga go'shish va gabul giluwchi bakteriyalarga rekombinant
DMKni  kiritish. Genom  kutubxonalarini yaratishring  uchta  usuli
ma'lum: 1. Genom DMK restriktaza fermenti bilan to'lig parchalanadi
va keyinchalik klonlovchi vektorga kiritiladi. Ushbu  usulning
noqulayligi shundaki, klonlangan go'shimchalar hajmi juda kichik:
taxminan 4 ming nj 2. DNK mexanik yo'l bilan parchalanadi
(ultratovush ta'siri ostida, ota ingichka igna ichidan o'tkazish), bu
nisbatan katta bo'laklarni olishga imkon beradi - 20-150 ming nj,
ammo "yopishqoq" uchlari yo'gligi sababli go'shimcha muglajalar
kerak; 3. Restriktaza fermentlari yordamida gisman parchalash
qofllaniladi. Bu shuni  anglatadiki, mavjud bolgan restriktsiya
saytlaridan fagat bir gismi kesish uchun ferment tomonidan ishlatiladi.

Mshbu usul kiritilgan DNK gismlari bo'yvicha farg giladigan
bakteriyalar yoki rekombinant faglar klonlarining to'plamini olishga
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imkon beradi. Birinchi genomlar kutubxonasi 1978 yilda T. Maniatis va
yordamchilari tomonidan yaratilgan. Ular D. melanogaster genomidan
olingan DNKni ishlatgan va uni E. coli hujayralarida klonlagan.

RNKga komplementar DNK nusxalari (kDNK, yoki cDNA) kDNK
kutubxonasini  tashkil gilishi mumkin. kDNK kutubxonasi RNK
ajratilgan hujayralardagi gen faolligi spektrini aks ettirgani sababli,
bunday kutubxonalarni yaratish va tahlil gilish, aynigsa hujayralarning
har xil turlarida gen faolligini taggoslash uchun foydalidir. Shuni ham
ta'kidlash kerakki, kDNK kutubxonasidagi klonlar yetuk, ya'ni
protsessing jarayonidan o'tgan, mRNKlardir. Ularda intronlar mavjud
emas.
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18-rasm. licki ranjirli komplementar DNK sintexzi.

Eukariotlarda fagat mRNKlar peli (A} + - dumlarga ega. Ushbu
hususiyatdan foydalanib, mRNKni ajratib olishadi. Keyin, in vitro
tizimida mRNK molekulasiga oligo (dT) qisga zanjir go'shiladi. Bu
zanjir yugori harorat ta'siridan so'ng qo'shimcha DNK zanjirini sintez
giladigan teskari transkriptaza (RNKga bog'lig DNK polimeraza)
fermenti uchun praymer vazifasini bajaradi. Teskari transkriptaza
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deyilishiga sabab - RNK — DNK yo'nalishida, ya'ni teskari tomonga
transkriptsiya bo'lib o'tadi. Keyin, RNKaza H, DNK polimeraza | va DNK
ligazasidan foydalanib, RNK zanjiri chigarilib, uning o'miga yangi DNK
zanjiri sintez qgilinadi, uning qismlari ligaza fermenti yordamida
*tikiladi” (19-rasm).

kDMK molekulalari sintez gilingandan so'ng ular klonlash uchun
tayyorlanadi. T4 faginig DNK ligaza fermentidan foydalanib, kDNK
molekulalariga linker (bog‘lovchi) DMK go'shiladi. Bog'lovchi DNK - bu
nisbatan qisqga 8-12 nj hajmli ikki zanjirli DNK. Bog'lovchi DNK
restriktaza fermentlaridan biri “tanib oladigan” saytni o'z ichiga oladi.
Ushbu sayt yordamida kDNK klonlari vektor DNK bilan ligaza fermenti
tomonidan biriktiriladi.

Kutubxonalarda joylashgan klonlarni aniglash va ulamni ajratib
olish uchun turli xil usullar mavjud, ularning barchasining mohiyati
kutubxonalami skrining ailishdadir (“elab olish"). Masalan, A-
faglardagi kutubxonalar skrining gilinishi, ya'ni ulrdagi DNK-klonlar
tahlil gilinishi va ajratib olinishi quyidagidek kechadi. Birinchidan, Petri
idishida E. coli bakteriyalarining bakterial koloniyalari o'stirilady,
so’'ngra idishga genom klonlarini o'z ichiga olgan faglar suspenziyasi
go'yiladi. Faglar bakteriyalarni yugtirgan va ko'paygan joylarda
blyashka (plague) paydo be'ladi, ya'ni E. coli koloniyalarining yuzasida
teshik. Har bir blyashka infektsiyalangan va nobud bao'lgan
bakteriyalarda ko'payib ketadigan bitta fag zarrachasining ko'p sonli
aviodlaridan iborat. Har safar bakteriya lizisga uchraganida (nobud
bo'lganida), nafagat fag zarrachalari, balki ular tarkibidagi DNK -
klonlari ham ko'payib, ajralib chigadi.

Ushbu blyashka ustiga bir necha dagigaga membrana filtri
joylashtiriladi, buning natijasida blyashka ichidagi DNK unga
bog'lanadi. Filtir ishgor eritmasiga joylashtirilganida DNKning
denaturatsiyasiga uchraydi va bitta zanjirli DNK hosil bo'ladi. Shundan
sa'ng, filtrlar markerli (belgilangan) zond bilan inkubatsiya gilinadi.
Belgilangan zondni blyashkadagi DNK bilan gibridlash natijasida u
fotoplyonkada gora nuqta ko'rinishiga keladi. Shu nugta joylashishi
bo'yicha bakterial koloniyada blyashka topiladi. Ushbu blyashka
ichidagi faglarni to'plab, yangi bakteriyalarni yugtirilsa, faglarni yanada
ko'paytirish va shunga mos ravishda molekulyar tahlil uchun yetarli

bo'lgan migdordagi DNK-klonlar sonini hosil gilish mumkin,
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5.6. Restriktsion xaritalarni tuzish.

Klonlangan DNK ketma-ketliklari DNK  molekulalarining
gomogen (bir hil) populyatsiyasi bo'lganligi  sababli ulaming
restriktaza fermentlar tomonidan bo'linishi kichikrog diskret (alohida)
bo'laklarning paydo bo'lishiga olib keladi. Maxsus tahlil yordamida
DNK  molekulasida restriktsiyalangan (cheklangan) bo'laklarning
joylashishini aniglash, ya'ni restriktsion xaritasini tuzish mumkin.

Restriktsion xaritalarni tuzishning ko'plab yo'li mavjud. Anig,
batafsil va foydali xaritani olish uchun odatda bir necha yol
qo’llaniladi. Ularning eng keng targalgani quyidagilar:

1. DNKni bir necha restriktaza fermentlari bilan bir vagtda
parchalash;

2. Tanlangan restriktsion bo'lakni ketma-ket parchalash;

3. Markerlanmagan (belgilovchi zond kiritilmagan) DNK yoki bir
uchidan markerlangan DNKni gisman parchalash;

4, DNEni ekzonukleaza fermentlari bilan gisman parchalash va
undan keyin restriktaza fermentlari bilan parchalash.

Ushbu usullarning gaysi biri har bir holatda go'llanilishi ko'p
sabablarga bog'lig. Olingan DNK bo'laklarining o'ichamiga ko'ra, hech
bo'lmaganda bazi parchalanish nuqtalarining nisbiy joylashishini
aniglash mumkin. Fermentlaming juftlashtiriigan kombinatsiyalari
sonining ko'payishi bilan joylashishi aniglangan saytlar soni ko'payadi,
bu jarayonni takrorishadi va nugtalaming joylashishi hagida yanada
aniq ma'lumotga ega bo'lishadi. Matijada restriktsion saytlarining
xaritasi hosil bo'ladi.

Restriktsion xarita tuzishning eng oddiy misolini quyidagi.
Aytaylik, 5 ming nj hajmli DNK bo'lagi klenlandi. DNKning bitta
alikvotasiga (eritmaning ma'lum bir gismi) EcoRl restriktaza fermentini,
ikkinchisiga BamHl, uchinchisiga - ikkalasining aralashrmasini
go'shishadi. Parchalarni elektroforez yordamida ajratgandan so'ng,
ularning o'lchamlarini boshga, ulchovi aniglangan, DNK bo'laklari
(DNK o'lchovi markerlari) bilan tagqoslash orqali aniglash mumkin.
Elektroforezdan keyin gel etidiy bromidi bilan bo'yaladi va
ultrabinafsha nurida suratga olinadi.
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19-rasm. EcoRl va BamH| fermentlarining restriktsiya saytlari asosida
restriktsion xarita tuzish,
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Olingan fotosuratiarda har bir parcha elektroforez ta'sirida
boshlang’ich nugtadan bosib o'tgan masofani o'lchashadi. Molekulyar
o'lchami ma'lum beo'lgan markerlar uchun ham o'tigan masofa
aniglanadi va kalibrlash egrisi chiziladi. Keyin, bu egr chizigda har bir
bo'lakning joylashishi u o'tgan yo'lning uzunligiga qarab topiladi va
uning o'lchamlari aniglanadi. Keltirilgan misolda (20-rasm), ZfcoRI
restriktazasi ta'siridan keyin ikkita parcha paydo bo'ladi - 4,5 va 0,5
ming nj. Bu shuni anglatadiki, boshlang'ich DNK bo'lagida fagat bitta
restriktsiya nugtasi mavjud va ushbu nuqta bo'lak uchlarining biridan
0,5 ming nj masofada joylashgan. Xuddi shu mantig bo'yicha, bitta
Bamlll restriktsiya sayti mavjud, u uchlarning biridan 2 ming nj
masofada joylashgan. lkkala restriktaza fermenti birlashgan ta'sir
ostida boshlang'ich bo'lak uchta gismga parchalanadi; 2,5, 2.0 va 0.5
ming nj. Ushbu parchalamni yakuniy restriktsion haritada shunday
joylashtirish kerakki, yugorida keltirilgan, restriktaza fermentlardan har
birining alohida ta'siri natijasida, olingan ma'lumotlarga zid kelmasligi
kerak.

Haqgigiy tajribalarda restriktsion xaritalarni tuzish keltirilgan
misoldan ko'ra ancha murakkab jarayon.

5.7. Sauzern bloting tahlili.

1975 yilda E. Sauzern tomonidan ixtiro gilingan Sauzern - blot
(inglizchadan to'g'ridan-ta'g'n “Janubiy dog’ " — Edvin Sauzern dog'i)
tahlili xromosomalar tuzilishidagi o'zgarishlarni fizik xaritada aniglash,
gen joylashishini aniglash, takrorlanishlarni aniglash, “xromosoma
yurishi® va boshqalarni aniglash imkonini beradi. Odatda DNK
parchalarini ajratish uchun agaroza gelida elektroforez ishlatiladi. Gel
tarkibidagi DNKni denaturatsiya gilinshadi va gelga nitroselulozali filtr
go'yiladi. DNK filtrga o'tkaziladi, va yuqori harorat yoki ultrabinafsha
bilan ishiov berish orgali fiksatsiya gilinadi ("gotiriladi”). Ushbu
muolaja namlagan qog'ozni siyohi qurimagan yozuvli matoga
qo'yishni eslatadi (ingliz tilidan, blotting — "namlash”, "dog’ qoldirish”).
Bir gator go'shimcha muolajalardan so'ng elekiroforez ta'sirida gelda
parchalangan DMKning barcha fraktsiyalari filtrga o'tkaziladi. Keyin
filtrni gibridizatsiyalovechi bufer eritmasiga joylashtirishadi, eritma
tarkibida markerli zond (radioaktiv izotop yoki kimyoviy belgi) mavjud,
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Ushbu zond DNKning komplementar sayti bilan bog'lanadi. Filirni
yuvgandan keyin signalni aniglashni boshlash mumkin. Agar zond
radioaktiv bo'lsa, filtrga rentgen plyonkasi go'llaniladi va nurlanish
maydoni aniglandi. Agar zond kimyoviy modifikatorlar yordamida
belgilangan bo'lsa, unda detektsiyani (aniglashni) xuddi shu filtrda
amalga oshirishadi.

DNK xaritasida inversiyaning uzilib golish nugtasini xaritalash
uchun Sauzern bloting tahlili ishlatilishiga misol 21 rasmda keltirilgan.
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20-rasm. Souzern bloting gibridirotsiyosi sxemasi.

"Xromosoma be'yicha yurish." 1979 yilda W. Bender, P.
Spierer va D. Hogness tomonidan taklif etilgan "xromoscma ba'yicha
yurish" usuli yordamida klonlash jarayoni DNKning uzun parchalarni
(traktlarini) olish imkonini beradi. "Yurishni® boshlash uchun ma'lum
bir zond kerak, ya'ni xromosomaning ma'lum bir hududidan DNK
bo'lagi kerak: bu genning DNKsi yoki P-elementining DNKsi ba'lishi
mumkin, shu zondni insertsiyasidan (kiritilishidan) so'ng, u klonlangan
genda mutatsiyani qo‘zg'atishi kerak. “Yurish" - bu genom
kutubxonasi bo'lgan DNK bo'lagiga chegaradosh bo'lgan DNK
bo'laklari klonlarini aniglash jarayoni.

"Yurish" jarayoni quyidagi bosgichlami o'z ichiga oladi: 1)

{ boshlang'ich zondni olish; 2) genom kutubxonalarida qidirish; 3)
B0
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klonni ajratib olish va restriktsion xaritasini tuzish; 4) yangi zondni
ajratish va kutubxonalarda izlash.

Boshlang'ich DNK klonini gandaydir tarzda olish kerak. Ushbu
klonning markerlangan cheti (21-rasm, 1) A-fagi yoki kosmidalar
asosida yaratilgan kutubxonani skrininglash uchun ishlatiladi va
barcha rekombinatsiyalangan faglar tanlab olinadi. Odatda, bir nechta
faglar tanlanadi (21-rasmda g-d). Kerakli yo'nalispda "yurish® uchun,
olingan barcha klonlar xromosomaning chetiga eng yagin 1'-bo'lagi
bilan bir hillikka tekshiriladi, 1'-bo’lagi bilan bir hil bo'lgan klonlar
(teskari yo'nalishda ketgan) olib tashfanadi, va fagat 1-bo'lagi
{(markerlangan chekka bo'lak) bilan bir hil bo'lgan klonlar tanlab
olinadi (rasmda d-kloni). Tanlab olingan d kloni, xromosomalarda in
situ gibridlanadi (joylashishi aniglanadi), shu tarigada u genomda
xuddi boshlang‘ich klon joylashgan hududda ekanligiga ishonch hosil
gilishadi. Keyin d-klonining restriktsion xaritasi tuziladi va yana ikkita
bo'lak: 2 (cheti belgilangan) va 2'(unga eng yagin bo'lak) tanlab
olinadi. Ushbu klonni zond sifatida ishlatib, kutubxona skrining
qgilinadi. Yangi olingan klonlardan fagat 2' bo'lagi bo'lmaganlari
tanlanadi, ya'ni e klonlari. So'ngra muolajalaming barchasi 3 va 3'
bo'laklari bilan takroranadi va hokazo. “Yurish" yordamida
xromosoma DNKsining uzun bo'laklari  klonlanadi. Drozofila
genomidan 800 ming nj hajmli bo'lak kionlangan bir hodisa ma'lum.
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21- Rasm. "Xromosoma bo ylab yurish" sxemasi

Usulning noqulayliklari bor, masalan, agar zond sifatida
go'llanilayotgan DNK bo'lagidagi ketma-ketlik genom bo'ylab ko'plab
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marta takrorlansa, uni klonlash juda murakkab bo'lib goladi. Bunday
holda, birinchi gadam xromosomaning bir gismida, ikkinchisi - boshga
gismda (takrorlanadigan ketma-ketlik joylashishi aniglangan nugtada)
amalga oshirilishi mumkin. Yana bir noqulaylik - bu har bir gadamning
gisga masofasi.

5.8. Nozern bloting tahlili.

Sauzern blotingga o'xshash, ammo RMKni tahlil gilish uchun
ishlatiladigan usul Nozern bloting deb nemlanadi. 1977 yilda J. Alwine,
D. Kemp wva G. Stark tomonidan ishlab chigilgan. Bu wsulda,
hujayradan ajratilgan RNK molekulalari gel elektroforez yordamida
uzunligi bo'yicha bo'linadi va keyin filtrga o'tkaziladi. Marker bilan
belgilangan bitta zanjirli DNK zond bilan gibridizatsiyalashtirgandan
sa'ng, elektroforegrammada RNKning ma'lum bir hududi va DMK
zondining bir hilligini anglatuvchi signal aniglanadi. Molekulyar massa
markerlaridan foydalanib,ushbu gen transkriptining hajmini aniglash
mumkin.

Nozern bloting quyidagi tajribalarda go'llaniladi: 1) ma'lum bir
gen kodlaydigan mRNEK hajmini aniglash uchun; 2) ma'lum bir gen
kodlaydigan mRNK u yoki bu hujayrada mavjudligini, ya'ni shu
genning ekspressiya (faollik) darajasini aniglash; 3) hujayra rivojlanib
borarkan, unda ushbu RNK migdori ganday o'zgarishini aniglash.

5.9. Polimeraza zanjirli reaksiyasi.

1983 yilda K. Mullis tomenidan ixtiro gilingan polimeraza zanjirli
reaktsiya (inglizcha PCR — polymerase chain reaction) usuli yordamida
genomning ma'lum bir kichik gismini amplifikatsiyalash (ko'paytirish)
mumkin (22-rasm). Boshlang'ich DNK molekulasidagi komplementar
zanjirlarni bog'laydigan vodorod alogalari yugori harorat ta'sirida
uziladi. Keyin reaktsiya aralashmasi ikkita qisga (12-20 ming nj} DNK
parchalari ishtirokida soviydi, ulardan biri o'rganilayotgan hududning
(lokusning) chap tomonida joylashgan DNK bo'lagiga, ikkinchisi esa
o'rganilayotgan lokusning o'ng tomonidagi DNKning boshqa
zanjirining bo'lagiga kemplementardir. Praymerlar deb nomlangan
ushbu parchalar DNKning tegishli nugralari bilan bog'lanadi va DNK
matritsasida yangi go'shimcha komplementar zanjirni sintez gilish
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uchun boshlang'ich nugtani  belgilaydi. Ushbu sintezini DNk
polimeraza fermenti amalga oshiradi. Keyingi tsiklda olingan DNK
zanjirlari aralashmasi yana isitiladi va yangi sintezlangan DNK zanjirlari
matritsa sifatida ishiatiladi. Praymerlarning yangi partivasi mos
keladigan saytlarni bog'laydi va yangi sintez tsikli sodir bo'ladi, Tirik
huj-ayrada DNK polimeraza hujayra  bo'limshi paytida DNK
replikatsiyasini amalga oshiradi, ya'ni genom DNKni to'liq ishlab
chigaradi. PZR paytida ikkala praymer orasida joylashgan fagat kichik
bir gism sintez gilinadi. 30 tsikl davomida sintez qgilingan parchalar
soni 1 milliardga yaqginlashadi.

DNK 94-95 * C haroratda isitiladi va 80 ° C da soviydi; oddiy
DNK polimerazasining nermal ishlashi uchun bu harorat juda yugori.
Shuning uchun issig buloglarda yashaydigan Thermus aquaticus
bakteriyalaridan ajratiigan maxsus ferment (Tac-DNK polimeraza)
ishlatiladi.

PZR usuli quyidagi tahlillarning asosidir: sud tibbiyotida shaxsni
aniglash, odamlar orasidagi qarindoshlikni aniglash. Hususan, oxirgi
rus podshoxi oilasining o'ldirilishi tergovi davomida 9 kishi
suyaklarining goldiglaridan grammlarda o'lchangan DNK miqdorlari
ishlatilgan: taxminan 20 ta pikogram (10 ga yagin hujayrada shuncha
DNEK mavjud).

Suyaklardan clinges HE aamunalar
gl giqgqd g gsigbg? ne g

22-rasm. Suyak qoldiglarining DNKsi tahlili bo'yicha jinsni aniglash.

DMK bo'yicha jinsni aniglash shunga asoslanganki, inson jinsi X va
Y-wromosomalarida ikkita allel holatida bo'lgan gomologik gen
joylashgan. Ushbu gen tish emalining tarkibiy gismini - amelogeninni
kodlaydi, ¥ xromosomasida X ¥romosomasiga garaganda 6 n| ga
uzunrog. DMK tarkibida Y xromosomasi bor-yo'gligini aniglash uchun,
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butun  genom DNEdan fagat amelogenin  genining X wva Y
xromosomalarida farg giladigan bo'lagi tahlil gilinadi. Ushbu bao'lakning
kattaligi umumiy genom hajmidan o'ttiz million marta kichikrog.

Olingan PZR-bo'laklarining hajmini aniglash uchun ular agaroz
gelida elektroforez bilan ajratiladi. 21-rasmda suyak goldiglaridan
olingan DNKdagi amelegenin genining parchalarini ajratish natijalari
ka'rsatilgan. O'ng tomondagi to'qgiz yo'lakda tahlil gilingan DNK
gismlari mavjud. Chap tomonda nazorat namunalar bo'lgan ikkita
yo'lak: erkak va ayolning gonidan ajratilgan genom DMNKsi asosida
sintez gilingan gismlar. Erkaklarda ikkita parcha hosil bo'ladi: 112 nj (¥
¥romosomasidagi  amelogenin  geniga mos) va 106 nj (X
wromasomasidagi huddi shu genga mos keladi). Ayollarda ikkita X
wromosomasi bor, ularming har biri 106 nj hajmli ba'lak hosil gilad.
O'rganilgan to'ggizta namunalarning dtasida ikkita chizig, Stasida esa
bitta chizig ko'rinadi. Binobarin, halok bo'lganlar orasida 4 erkak va 5
ayol bo'lgan. 1918 yil iyul oyida Yekaterinburgda otib o'ldiriigan
girollik cilasida aynan shuncha ayollar bo'lgan.

5.10. Nukleotidlarning ketma-ketligini
aniglash (sikvenslash).

XX asrming 70-chi yillarida DMEning bo'laklarini ko'paytirib
{klonlab), ulardagi nukleotidlar ketma-ketligini aniglash uchun ikkita
usul ishlab chigilgan. Ulardan birini A. Maksam wva W. Gilbert,
ikkinchisini - F. Sanger taklif gilishgan. Hozirgi kunda ko'prog
ishlatiladigan Sanger usuli quyida ko'rib chigiladi.

DMK ishgor yoki yuqori harorat ta'siri ostida denaturatsiyaga
uchraydi wa bitta zanjirli holatga keladi. Keyin, maxsus praymer
zanjirlarning biri bilan birikadi. Ushbu praymer gisga oligonuklectid
tuzilishiga ega (23-rasm). Oligonukleotid shunday yo'l bilan
sintezlanadiki, uning 3'-cheti ketma-ketlik bo'yicha sikvens
gilinayotgan ketma-ketlikdan oldin oxirgi bo'ladi. Qligonukleotid DMK
polimeraza zanjirni to'ldirishi uchun praymer bo'lib xizmat giladi,

Har bir sikvens tadqigoti uchun bitta zanjirli DNK va unga
biriktirilgan praymer bilan to'rtta idishda reaktsiya o'tkaziladi. Har bir

!/ idishda DNK hesil giluvchi to'rt hil normal modda (dNTP -
dezoksinukleozid) mavjud: dATP, dTTP, dCTP va dGTP, shuningdek

—
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DNEK polimeraza (ko'pincha T7 fagining DNK polimerazasi ishlatiladi)..

#4ta idishdagi aralashmalar bir-biridan shu bilan farg giladiki, ularda
didezoksinukleotid (ddNTP - ddATP, ddGTP, ddCTP, yoki ddTTP) deb
nomlangan o'zgartirilgan asoslar mavjud, bu nukleotidlarda
dezoksinuklotidlardan fargli o'larog 3'chetda OH o'miga H bo'ladi.
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23-rasm. Nukleotidlaming ketma-ketligini aniglash uchun tajriba sxemasi.
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Didezoksinukleotid o'sib borayotgan DMK zanjiriga qo'shilishi
mumkin, ammo bu yerda sintez to'xtaydi, chunki 3'-OH yo'qgligi
fosfodiferning keyingi nukleotid bilan bog'lanishiga to'sginlik giladi.
ddNTPlar 32P, 33P yoki 355 izotoplari bilan radioaktiv ravishda yoki
radioaktiv bo'lmagan yo'l bilan belgilanadi. Har bir idishga 4 hil dNTP
teng migdorda va bitta ddNTP unga mos dNTPga 100:1 nisbatda
go'shiladi. Matijada, DNK zanjiri praymerdan boshlab o'sadi va
didezoksinukleotid birikkan nugtada ofsishdan to'xtaydi. Shuning
uchun reaktsiya mahsulotlari orasida uzunligi jihatidan farg giladigan
ko'plab bo'laklar mavjud, chunki ularning sintezi belgilangan nugtada
(praymerdan) boshlanadi va didezoksinukleotidga mos keladigan
nukleotidlardan birining o'rnida tugaydi. Elektroforez agaroz gelda
emas, maxsus poliakrilamid gelda o'tgaziladi, bu uzunligi xatto 1
nukleotidga farq giladigan bo'lakiarni ajrtatish imkonini  berdi.
ddMNTPlar radioaktiv belgilangani sababli, ularni bir-biridan farglash
oson, (23-rasm). Ketma-ketlikni "o'qish® eng pastki (eng kalta)
bo'lakdan boshlanadi. Keltirilgan rasmda eng pastda 1 ragamli bo'lak,
demak unda praymerdan keyingi eng birinchi birikkan nukleotid -
ddATP (yani DNK zanjiida — bu Adenin). 2 ragamli bo'lakda
praymerdan keyin 2chi bo'lib birikkan nuklectid - ddGTF (demak, DNK
zanjirida praymer va adenindan so'ng Guanin keladi). Shu tariga
ketma-ketlik to’lig aniglanadi.

5.11. Drosofiladagi transformatsiya.

Genetika sohasida transformatsiva deb genlarning bir
organizmdan boshqgasiga o'tkazilishi ataladi, Eukariotlarda tabiatda
uchraydigan transformatsiya hamon aniglanmagan. DNKni bir
hujayradan boshgasiga tadgigotda o'tkazilishni esa ko'p yillar
davomida olimlar amalga oshira olishmadi. 70-yillarning oxirlari va B0-
yillarning boshlarida ko'p olimiar guruhlari bir-birlari bilan birinchi
bo'lib DMK  transformatsiyasini  amalga  oshirish  wuchun
raqobatlashdilar. Muvaffagiyatlar juda kam edi: DNK molekulalari
sutemizuvchilar, amfibiyalar, dengiz tipratikanlarining ayrim turlarining

/ erta embrionlariga mikrojarrohlik yo'li bilan kiritilib, ba'zan mezbon
hujayraning xromosomalariga birlashar edi. Drosofilada sun'ly ravishda
kiritiigan DMK embrionning xromosomalariga deyarli go'shilmasdi,
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ammeo sun'ly ravishda idishda ko'paytiriigan hujayralarda odatda
transformatsiya (yoki, transfeksiya) tez-tez sodir bo'lardi. Lekin bunday
hujayradan butun organizmni o'stirish giyin, va o'zgartiriigan DNK
avlodga nasllanib o'tmaydi.

Oxir ogibat, 1982 yilda ikkita amerikalik tadgigotchilar J. Rubin
va A Spradlingga omad kulib bogdi. Ular ko'chma P-elementni vektor
sifatida ishlatishdi. P-elementda transpozitsiyani amalga oshirish
uchun maxsus tuzilmalar mavjud (ular chetidagi takrorlanishlar) - har
uchida 150 nj uzunlikdagi ma'lum bir ketma-ketlik. Aynan mana shu
ketma-ketliklar bilan transpozaza fermenti bog'lanadi va P-
elementning kiritilishi/kesib tashlanishini ta'minlaydi. P-elementni
ko'chirish uchun ikkita shart bajarilishi kerak: uning uchidagi takroriy
ketma-ketliklarning butunligi va transpozaza fermentining normal
faolligi. Agar transpozaza fermentining sintezi jarayonida matritsa
RNKdan transkripsiva va splaysing paytida intronlardan biri olib
tashlanmasa, yoki transpozaza genining ekzonlaridan biri buzilsa,
ferment ishlamaydi va P-element ko'chirilmaydi. Birog, bitta P-element
transpozazasining yetishmasligi  osonlikcha qoplanishi  mumkin,
buning uchun genomda boshga P-elementni kodlaydigan hudud
bo'lishi kerak.

Yugorida aytilganlarning barchasini hisobga olgan holda,
drosofiladagi transformatsiya tajribasi sxematik tarzda quyidagi
ko'rinishga ega: ikkita P-elementning DNKsi tayyorlandi, ulardan
bittasi (pn25.7wc) transpozazani sintez qilishi mumkin, ammo
genomga qo'shila olmaydi, chunki uchidagi ketma-ketliklardan biri
buzilgan (3'-oxir). Ikkinchi P-elementda esa - Pl{ry")A] -
transpozaza genining muhim gismi yo'q gilinadi, ammea uning
uchidagi takrorlanishlar butun bo'lgani uchun genom bo'ylab
harakatlanishi mumkin,

Vektor bo'lgan va nugsonli transpozaza geniga ega bo'lgan
Pl(ry+)A] elementga odatda drosofila genomiga ko'chirilayotgan 20
ming nj gacha bo'lgan go'shimcha DNK parchasi kiritiladi. P[(ry+)A]
element transpozon, pm 25,7wc esa yordamchi (helper) element deb
ataladi.

Ushbu ikki turdagi DNK aralashmasi keyinchalik drosofila
embrioniga kiritiladi. Ularning bir gismi hujayralaming DMNKsiga

go'shiladi,__keyinchalik bu hujayralar _ko'payadi. Shunday qilib,
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rivojlanishning dastlabki bosgichlarida embrionga kiritilgan begona
DNEK keyingi aviodlarga o'tadi.

Ko'pgina omillar, shu jumladan P elementiga joylashtirilgan
begona DNK bo'lagining hajmi transformatsiyaning muvaffagiyatiga
ta'sir giladi; embrionlarning atigi 14 foizi nasl goldirish gobiliyatiga
ega organizm bo'lb rivojlanadi. Shuning wuchun, begona DNK
genomiga qo'shilgan va go'shilmagan drosofilalarni ajratib olish juda
muhim. Buning uchun P[(ry+)A] elementiga maxsus marker genlari
kiritiladi. Masalan, bu drosofila ko'z rangini boshgaradigan rosy (gizil
rang) genlari bo'lishi mumkin, shuningdek alkogoldegidrogenaza kabi
ferment sintezini kodlaydigan genlar yoki hatto meduza genomidan
ajratib olingan va ma'lum sharoitlarda yashil fluoresensiyani
(gorong'uda nur yoritish) aniglaydigan GFP ogsilini kodlaydigan gen
bo'lishi mumkin.

Transformatsiyani genetic tdgigotlarda guyidagi magsadiarda
go'llashadi.

1. Genlami klonlash va ajratib olish jarayonida har doim bir savol
tug'iladi: butun gen, ya'ni uning tartibga soluvchi va tarkibiy gismlan to'lig
ajratib olinganmi? Buni aniglashtirish uchun P[{ry+)A] transpozoniga o'z
tarkibiga kerakli genni kirituvchi DNK parchasi kiritiladi, u A bo'lagi deb
nomlanadi. Keyin, Pl(ry+)A] transpozoniga ega bo'lgan xromosoma
drozofilalarga chatishtirish yo'li bilan kiritiladi. Drozofilalar o'rganilayotgan
gen bo'vicha gomozigot mutantlar bo'lishi kerak (yani bu gen ularda
ishlamaydi). Agar A genining ishlashi uchun zarur bo'lgan barcha gismilar
transpozonda bo'lsa, unda bunday drozofilalar normal fenotipga ega
bo'ladi, chunki mutant A allelining kamchiliklari transpozonda joylashgan
A+ allel genining faclivati bilan to'ldinladi. Shu tariga mutant fenotip
"qutgariladi® - normal fenotip shakllanadi.

Garchi bu ishlar drosofilada bajarilgan bo'lsa-da, mohiyatiga
ko'ra, inson aralashuvi bilan genetik nugsonlarni tuzatish imkoniyatini
beradi. 1982 yildan beri drosofiladagi transformatsiya minglab marta
amalga oshirilgan, va wxozirgi kunda ushbu obyektda genetik

; nugsonlarni  to'g'irlash muammosi samarali hal etilimogda. 2.
r Transformatsiyani go'llashning yana bir magsadi genning tuzilishini
o'rganish, ya'ni uning tarkibiy va tartibga soluvchi gismlarini tahlil

qilish. 3. Drosofiladagi transformatsiya boshga turdagi organizmlardan

o'tqaziigan _genlar __ekspressiyvasini_(faolligini) _o'rganish _uchun,
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qo'llaniladi, agarda usha organizmlarda transformatsiyani amalga
oshirish imkoni bo'masa. Masalan, ipak qurti, chivin yoki odamning
biror bir genining faollik darajasini drozofilada o'rganish mumkin. 4.
Gen enxanserlarini (kuchaytiruvchi vositalarni) gidirish. 5. Ayrim genlar
ekspressiyasini kuchaytirish uchun transformatsion tizimlarni yaratish,
6. DNKning ma‘lum sayti (nugtasi) rekombinatsiyasini {ko'payishini)
kuchaytirish.

Nazorat uchun savollar:

1. Prokariotlarda genlarni operonlardan tashkil etililish printsipi.

2. Genlarning kimyowiy sintezi.

3. Molekulyar klonlash uchun vektorlar.

4. Genom kutubxonalarini yaratish,

5. Restriksion xaritalarini qurish.

6. Souzern-bloting tahlili. Bosqichlari

7. "Xromosoma bo'yicha yurish" tushunchasi,

8 Nozern-bloting tahlili. Ahamiyati

9. Polimeroza zanjiri reaktsiyasining bosqichlari va ahamiyati

(PCR)

10. Nukleotidlar ketma-ketligini aniglash (sikvens tahlili).

11. Drosofiladagi transformatsiya. Ahamiyati




6-BOB. MUTAGENEZ, DNK REPARATSIYASI,
KROSSINGOVER VA JINSIY KONVERSIYANING
MOLEKULYAR MEXANIZMLARI

Mutatsiyalarning xususiyatiori DNKni tiklash mexanizmiari
Krossingoverning molekulyar asoslari. Gen konversiyast

6.1. Genetik kodning buzilishi bilan bog'liq mutatsiyalar.

Mutatsiyalar DNK nasldan naslga o'tuvchi material ekanligining
muhim dalilidi. DNKdagi nuklectidlar ketma-ketligining o'zgarishi
oqsildagi  aminokislotalar ketma-ketligining o'zgarishiga olib kelsa,
DNEK nugsonli ogsilni kodlaydi degan xulosaga kelish mumkin,

MNugtali mutatsiyalarining ikkita asosiy turi mavjud:

a) nukleotidlarning almashishi

b) bir yoki bir nechta nukleotidlarning “tushib golishi” yoki
kiritilishi bilan bog'lig mutatsiyalar.

Mukleotidlarning almashishi ko'pincha bitta purinni boshgasiga
yoki bitta pirimidinni boshqgasiga almashishi bilan hosil bo'ladi. Ushbu
almashishlar tranzitsiya deb ataladi. Tranzitsiyaning to'rtta turi mavjud:
A—=G G- AT=C C-T. Natijjada, G-C-jufti AT-juftiga almashadi
yoki aksincha,

Tranzitsiyalarning klassik namunasi - nukleotidni azot kislotasi
ta'siri ostida almashishi. Natijada nukleotid oksidlanib, amin guruhi
ajraladi va sitosin uratsilga aylanadi. Tranzitsiyadan keyingi DNK
replikatsiya tsiklida, bu urasil adenin bilan birikadi, as! sitozin guanin
bilan bog'lanishi kerak bo'lsa-da. MNatijada, C - G juftligi T - A ga
almashtiriladi, va keyingi replikatsiya tsiklida adenin timin bilan
birikadi. Azot kislotasi, shuningdek, adeninni oksidlab, undagi amin
guruhini parchalaydi va AT-dan G-C-juftligiga teskari tranzitsiyani
keltirib chigaradi.

b




Tranzitsiva, shuningdek, g'ayrioddiy nukleotidlar bir-birlariga
birikkanida ham bo'lishi mumkin, Ba'zi mutagenlar oddiy asoslarning
analoglaridir. Ularning mutagenik ta'siri ularning doimiy asoslaridan
birida joylashgan DNKga kiritilishining natijasidir. Masalan, bromuratsil
(Brdl) - timinning analogi - metil guruhi o'miga brom atomini o'z
ichiga oladi. BrdU timin o'miga DNKga kiritilib, adenin bilan emas,
balki guanin bilan birlashishi mumkin, bu asl A-T juftligining G-C ga
almashishiga olib keladi.

Tranzitsiya kabi mutatsiyalar har bir replikatsiya tsiklida ma‘lum
darajadagi ehtimollik bilan bo'lib o'tishi mumkin,

Purinni pirimidinga yoki pirimidinni puringa almashishi kamrog
uchraydi. Transversiya deb ataladigan bunday almashishlar sakkiz xil
bo'lishi mumkin: A= T, T=AA-CC—=-AG-CC=GG-TT
— (. Natijada A-T juftligi. TA yoki CG ga aylanadi.

Nukleotidlarni  almashtirish  natijasida yuzaga keladigan
mutatsiyalar natijasida ko'pincha normal genning ba'zi funktsiyalarini
bajaradi, bunday mutatsiya =ogayotgan» deb ataladi (inglizcha leaky
mutation). Ushbu gen kodlaydigan ogsil tarkibidagi aminokislotalar
ketrna-ketligining o'zgarishi uning facliyatini to'liq yo'q gilmaydi.

Mukleotidlarni almashtirish turidagi mutatsiyalar mRNKda
mutant kodonlarning ikki turi paydo bo'lishiga olib keladi - ma'nosi
o'zgargan (missens) va ma'nosiz (nonsens). Kodlaydigan tripletlarning
(uchliklarining) o'zgarishiga olib keladigan missens mutatsiyasining
natijasi polipeptiddagi bitta aminokislotani boshgasiga almashishi
bo'lishi mumkin. Ammo kod ortigchaligi sababli, kodonda har bir
mutatsiya aminokislotaning o'zgarishiga olib kelmaydi. Ma?alan.
nukleotidlar juftlik almashtiriiganda bitta kodon o'miga, xuddi shu
aminokislotani kodlaydigan boshgasi paydo bo'lishi mumkin. Bu holda
ogsil as| turdagi ogsilning funktsiyalarini saglab goladi. Bunda.}-'
mutatsiyalarga “jim yuradigan® deyiladi Bundan tashgari, har h‘!"
aminokislotani almashtirish ham ogsilning funktsional faolligiga ta'sir
qilmaydi. Mutatsiya natijasida hosil bo'lgan kodon boshqa
aminokislotani kodlashi mumkin, ammo u kimyoviy jihatdan teng
keladigan funktsiyalarga ega bo'ladi. Masalan, ogsil molekulasida lizin
o'rniga arginin bo'ldi. Ogsilning xususiyatlari o'zgarmasligi mumkin.
Bu neytral mutatsiyalar. Shuning uchun ikkala holatda ham mutatsiya

yuzaga chigmay goladi. Shuning uchun mallum bir gendagi
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6-BOB. MUTAGENEZ, DNK REPARATSIYASI,
KROSSINGOVER VA JINSIY KONVERSIYANING
MOLEKULYAR MEXANIZMLARI

Mutatsiyalarning xususivatlari DNKni  tiklash mexanizmiari,
Krossingoverning molekulyar gsoslari. Gen konversiyasi,

6.1. Genetik kodning buzilishi bilan bog'liq mutatsiyalar.

Mutatsivalar DNK nasldan naslga o'tuvchi material ekanligining
muhim dalilidir. DNKdagi nukleotidlar ketma-ketligining o'zgarishi
oqsildagi  aminokislotalar ketma-ketligining o'zgarishiga olib kelsa,
DNK nugsonli ogsilni kodlaydi degan xulosaga kelish mumkin.

MNugqtali mutatsiyalarining ikkita asosiy turi mavjud:

a) nuklectidlarming almashishi

b) bir yoki bir nechta nukleotidlarning “tushib golishi® yoki
kiritilishi bilan bog'lig mutatsiyalar.

MNukleotidlarning almashishi ko'pincha bitta purinni boshgasiga
yoki bitta pirimidinni boshgasiga almashishi bilan hosil bo'ladi. Ushbu
almashishlar tranzitsiya deb ataladi. Tranzitsiyaning to'rtta turi mavjud:
A—-=G G~—AT-=C C— T Natijada, G-C-jufti AT-juftiga almashadi
yoki aksincha.

Tranzitsiyalaming klassik namunasi - nukleotidni azot kislotasi
ta'siri ostida almashishi. Natijada nukleotid cksidlanib, amin guruhi
ajraladi va sitosin uratsilga aylanadi. Tranzitsiyadan keyingi DNK
replikatsiya tsiklida, bu urasil adenin bilan birikadi, asl sitozin guanin
bilan bog'lanishi kerak bo'lsa-da. Natijada, C - G juftligi T - A ga
almashtiriladi, va keyingi replikatsiya tsiklida adenin timin bilan
birikadi. Azot kislotasi, shuningdek, adeninni oksidlab, undagi amin
guruhini parchalaydi va AT-dan G-C-juftligiga teskari tranzitsiyani
keltirib chigaradi.
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Tranzitsiya, shuningdek, g'ayrioddiy nukleotidlar bir-birlariga
birikkanida ham bo'lishi mumkin. Ba'zi mutagenlar oddiy asoslarning
analoglandir. Ularning mutagenik ta'siri ularning doimiy asoslaridan
birida joylashgan DNKga kiritilishining natijasidir. Masalan, bromuratsil
{BrdU) - timinning analogi - metil guruhi o'miga brem atomini o'z
ichiga oladi. BrdU timin o'miga DMKga kiritilib, adenin bilan emas,
balki guanin bilan birlashishi mumkin, bu asl A-T juftligining G-C ga
almashishiga olib keladi.

Tranzitsiva kabi mutatsiyalar har bir replikatsiya tsiklida ma'lum
darajadagi ehtimollik bilan bo'lib o'tishi mumkin.

Purinni pirimidinga yoki pirimidinni puringa almashishi kamrog
uchraydi. Transversiya deb ataladigan bunday almashishlar sakkiz xil
bo'lishi mumkin: A =T, T=AA=CC—-AG=CC-GG-TT
— G. Natijada A-T juftligi. TA yoki CG ga aylanadi.

Mukleotidlarni  almashtirish natijasida yuzaga keladigan
mutatsiyalar natijasida ko'pincha normal genning ba'zi funktsiyalarini
bajaradi, bunday mutatsiya =ogayotgan» deb ataladi (inglizcha leaky
mutation). Ushbu gen kodlaydigan ogsil tarkibidagi aminokislotalar
ketma-ketligining o'zgarishi uning faoliyatini to'lig yo'q gilmaydi.

Mukleotidlarni  almashtirish turidagi mutatsiyalar mRNKda
mutant kodonlarning ikki turi paydo be'lishiga olib keladi - ma'nosi
o'zgargan (missens) va ma'nosiz (nonsens). Kodlaydigan tripletiarning
(uchliklarining) o'zgarishiga olib keladigan missens mutatsiyasining
natijasi polipeptiddagi bitta aminokislotani boshgasiga almashishi
bo'lishi mumkin. Ammo kod ortigchaligi sababli, kodonda har bir
mutatsiva aminokislotaning o'zgarishiga olib kelmaydi. Masalan,
nukleotidlar juftiik almashtirilganda bitta kodon o'rniga, xuddi shu
amninokislotani kodlaydigan boshqasi paydo bo'lishi mumkin. Bu holda
ogsil asl turdagi ogsilning funktsiyalarini saglab goladi. Bunday
mutatsiyalarga ‘jim yuradigan® deyiladi. Bundan tashgari, har bir
aminokislotani almashtirish ham ogsilning funktsional faolligiga ta'sir
gilmaydi, Mutatsiya natijasides hosil bo'lgan kodon boshga
aminokislotani kodlashi mumkin, ammo u kimyoviy jihatdan teng
keladigan funktsiyalarga ega bo'ladi. Masalan, ogsil malekulasida |'5-'f"“
o'rniga arginin bo'ldi. Ogsilning xususiyatlari o'zgarmasligi mumkin.
Bu neytral mutatsiyalar. Shuning uchun ikkala holatda ham mutatsiya

yuzaga chigmay goladi. Shuning uchun ma'lum__ bir _gendagi
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mutatsivalar ushbu gen bo'yicha mutantlarning paydo be'lishidan
ko'prog uchrashi mumkin.

Odamlardagi gemoglobin B-zanjirining oltinchi kodonidagi
nukleotidning almashishi missens-mutatsiyaga misoldir. A shaklidagi
(Hb*B) ushbu kodon (GAPu) manfiy zaryadlangan glutamin kislotasini
kodlaydi. Kodlovchi zanjirida A ni T bilan almashtirish natijasida ogsil
molekulasidagi MHz-guruhli oltinchi aminokislota neytral wvalinga
aylanadi va S-shaklli gemoglobin hosil bo'ladi. G'ayritabiiy 5-f-
gemoglobin sintezini kodlovchi mutant allelli bo'yicha gomozigot
odamlar o'rogsimon hujayrali anemiya deb ataladigan gemolitik
anemiyaning og'ir shakli bilan og'rivdi. Kislorod yetishmovchiligi
sharoitida S-gemoglobin kristalga aylanib yig'ilib goladi, natijada qizil
gon tanachalarining shakli buziladi (o'rogsimon shakl). Bunday
q'ayritabily hujayralar mayda tomirlarni yopib qo'yishi va shu bilan
kislorodning turli to'gimalarga kirishini to'xtatishi mumkin.

"Monsens” turidagi mutatsiyalarda nukleotid juftlikiarining
almashishi natijasida har ganday aminokislotalarmi aniglaydigan
kodonlar translyatsivani to'xtatadigan “nonsens-kodonlarga® aylanib
goladi. Bunday kodonning i tarkibiy gen oxirida emas, balki uning
ichida paydo bo'lishi  translyatsiyaning muddatidan  oldin
to'xtatilishiga, ya'ni gisgartirilgan polipeptid zanjirining paydo
bo'lishiga olib keladi. Bunday to'xtatish ogsil funktsiyasining to'lig
“o'chirilishiga” olib keladi.

Bir yoki bir nechta nukleotidlaming go'shilishi yoki yo'golishi
natijasida  hosil bo'lgan  mutatsiyalar  nonsens-mutatsiyalarga
o'xshaydi.

Ko'pincha DNK zanjirining nukleotid kiritilgan yoki o'chirilgan
nugtasidan keyingi gismida kodlash tartibi o'zgarib qoladi, buning
natijasida polipeptidning shu nugtagacha sintezlangan gismiga ushbu
gen aslida kodlamaydigan aminokislotalarning yangi to'plami
go'shiladi. Bazan, normal genda mavjud bo'lgan to'xtatish kodonlari
ishlamay qelib, o'gilishi va uzunroq polipeptid sintez gilinishi mumkin.
Qanday bo'iImasin, natija ishlamaydigan ogsil sintezlanadi. lkkilamchi
mutatsiva normal ogsil tarkibini tiklashi mumkin. 5. M. Gershenzon
buni hazil tarqasida bo'lsada, anig tasvirlab bergan:

“Aniglik uchun ogsil tarkibini uchta harfdan iborat ketma-ket

so'zlar bilan ifodalash mumkin. Bir necha so'zlardan iboralar tuzilgan
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bo'lib, shartli ravishda DNKning ushbu gismidaida qayd etilgan
ma'lumotlarni aks ettiradi”, masalan:

kim bor suv yo'q ana ko'l suv ko'p bir kun uni tut ...

Aytaylik, birlamchi mutatsiva jumlaning ikkinchi va uchinchi
uchliklari (so'zlari) orasiga qo'shimcha nukleotidni (ya'ni harflarni)
kirttdi,

Kiritma

|

kim bor a suv yo'q ana ko'l suv ko'p bir kun uni tut ...

Bunday go'shimcha paydo bo'lganidan so'ng, u quyidagicha
o'giladi:

kim bor asu vyo’ qan ako’ Isu vko' pbi rku nun itu t...

Birinchi ikkita uchlik (so'zlar) dan tashqgari, golganlari butunlay
boshgasi bilan almashtiriladi, ya'ni ushbu gen tomonidan kodlangan
oqgsil tarkibidagi aminokislotalarning navbati mutatsiyadan keyin
butunlay boshgacha bo'lib goladi va gen normal funktsiyasini
yo'gotadi.

Endi birlamechi mutatsiya nugtasiga yaqgin nukleotid (ya'ni, xarf)
ikkilamchi mutatsiya natijasida “tushib qolsin”, masalan, to'rtinchi
uchlikda (vyo"), "v" harfi yo'goladi:

Tushib golish

l

kim bor asu yo' qan ako’ Isu vko' pbi rku nun itu t...

U quyidagicha o'giladi:

kim bor asu yo'q ana ko'l suv ko'p bir kun uni tut ..

Jumladagi ma'lumotlarning ma'nosi deyarli to'lig tiklandi - fagat
bitta so'zning ("asu") ma'nosi yo'geldi. Ogsil molekulasida gen
tomonidan kodlangan aminokislotalar ketma-ketligi  deyarli  asl
holatga keladi - faqat bitta aminokislota (chapdan uchinchi) ozgardi.
Ko'pgina hollarda, bu ogsilning biologik xususiyatlariga ta'sir gilmaydi
yoki ozgina ta'sir giladi, ya'ni gen normal yoki deyarli normal ishlaydi.

Shunga o'xshash misolda, paydo bo'lgan boshqacha birlamchi
mutatsiyaning namayon bo'lmasligini ke'rib chigish mumkin, bunda
DMKga nukleotid go'shilishi o'rniga, u yo'qolgan. Fagat bu yerda
birlamchi mmatgira nuq[asiga yaqin hﬂ'FgEﬂ ikkilamchimutatsiya
yo'golishdan emas, balki nukleotid qo'shilishidan iborat bo'lgan deb
taxmin qilish kerak. Buni xuddi shu ibora bilan tasvirlash mumkin.
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Birlamchi mutatsiya (uchinchi uchlikda "v" harfi yo'qolishi):

Tushib qolish

kim bor suv yo'q ana ko'l suv ko'p bir kun uni tut ...

|

kim bor su yo'q ana ko'l suv ko’p bir kun uni tut ...

Uchliklar o'gilganda, iboraning ma'nosi yo'goladi:

kim bor suy o’'qa nak o'ls uvk o'pb irk unu nit ut...

Ikkilamchi mutatsiva (ikkinchi va uchinchi uchlik o'rtasida "a”
harfini kiritish):

Kiritma

L

kim bor a suy o'qa nak o'ls uvk o’pb irk unu nit ut...

Quyidagicha o'giladi:

kim bor asu yo'q ana ko'l suv ko'p bir kun uni tut ...

Ma'lumotlarning ma'nosi deyarli to'lig tiklanadi. Oldingi misolda
bo'lgani kabi, fagat bitta so'zning ma'nosi yo'qoladi. Gen normal yoki
deyarli normal ishlaydi.

Missens mutatsiyalar, masalan, E. coli laktoza operonining
genlarida, qo'shni genlarning faolligiga ta'sir gilmasdan, fagat ular
paydo bo'lgan genlarni o'chiradi. Nonsens-mutatsiyalar bilan vaziyat
boshgacha bo'lib chigdi. Agar bunday mutatsiya lacZ genida ro'y
bersa, bu nafagat lacZ genining, balki yonmayon joylashgan ikkala
genning (lacY, lacA) ham funktsiyalari yo'qolishiga olib keladi. LacY
genida nonsense-mutatsiyalar yuzaga kelganda, lacA geni ham
o'chiriladi, ammo lacZ geni normal ishlaydi. Va nihoyat, 1acA genining
nonsense-mutatsiyasi fagat ushbu genning ishlashiga ta'sir giladi,
Shunday qilib, laktoza operonining turli gismlarida nonsense-
mutatsiyalar boshqacha ta'sir giladi, ya'ni ular qutbli ta'sir ko'rsatadi.
Qutb effektini ko'rsatadigan nonsens-mutatsiyalar qutbli mutatsiyalar
deb ataladi.

Mutatsivalar ko'pincha "gaynoq” nugtalarda to'planadi.
Mutatsiyalar genlarni "o'chirishi" nugtai nazaridan ko'rib chigilganda
shu namoyon bo'ladiki, ma’lum bir uzunlikdagi DNK bo'laklarida
mutatsiyalar bir hil tezlikda sodir bo'ladi. Bu gen mutagenlar uchun
nishon ekanligini va genning har ganday gismiga zarar yetkazilishi
uning faoliyatini o'zgartirishi mumkinligini anglatadi. Ya'ni, gen hajmi

ganchalik kata bo'lsa, mutatsiya ehtimoli shuncha ko'p. Birog, savol
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tug'iladi: barcha nukleotidlar mytage : S _
sezgirmi? Bunga javob berish Ec::::n Il;%::d?”gﬂ,?rm;? dam‘la.'da
mutatsiyalarining katta to'plami tanlanadi, keyin har bir mutatgi::z::g
J_n:,rlashlsm aniglanadi. Lr!lgming aksariyati genning turli qiérnlarida
joylashgan, ammo ba'zi nugtalar takrorlanadi. Natijada, ba'zi
nuqtalafrda bitta emas, hatlki ikkita, uchta va hatto 10 va 100 ta
muta’ts!].falar mavjudligi aniglandi. Genning bunday joylari "gaynog"
mutatsion nuqtalar (hotspots) deb nomlandi. Ular mutatsiyalaming
barcha turlari uchun universal emas.

Ko'chma elementlarning qo'shilishi natijasida yuzaga keigan
mutatsiyalar. Uzoq vaqt davomida bir gen ichidagi ma'neni
o'zgartiruvchi mutatsiyalar, masalan, tranzitsiya va transversiya,
individual genlardagi o'zgarishlarmning asosiy turi deb xisoblangan.
Birog, hozirda genomga mobil elementlarning kiritilishi juda ko'p
uchrashi mumkinligini ma'lum. Insertsiya (kiritish) natijasida genlar,
odatda, normal fenotipni bermay go'yadilar. Agar ko'chma element
kiritilgan joyidan olib tashlansa, u bilan birga go'shni materiallar ham
yo'qolib gilishi mumbkin.

Ma'noni o'zgartiruvchi mutatsiyalar va mobil elementlarning
go'shilishi (insertsiyalar) o'rtasidagi sezilarli farg shundaki, mutagenlar
ta'sifi ostida mutatsiyalarning uchrashi ko'paytirilishi mumkin, shu
bilan birga ko'chma elementlarning kiritilishi mutagenlarga bog'lig
emas.

6.2, Trinukleotidning ekspansiyasi (kengayishi) sababli
mutatsiyalarning takrorlanishi.

1991 yilda A. Ferkerk va uning hamkasblari insonning X
xromosomasidagi 27 va g2B bendlari (chiziglari) prasidagi "mo’rt”
(fragile) joyda joylashgan FMR-1 genini (mo'rt ¥-xromosomasi bilan
bog'liq agliy zaiflik ) anigladilar. Gen faoliyati miya hujayralarida
namoyon bo'ladi. Gomizigot mutantlarda o'rtacha darajali aqliy zaiflik
rivojlanadi (1.Q. ~ 50). Erkaklardagi barcha ruhiy kasalliklarning chorak
qismi aynan ushbu kasallikdir. Gendan 657 aminokislotadan iborat
ogsilni kodlaydigan 4.8 ming nj hajmli mRNK o'qgiladi. Kodlovchi
hududdan yugorirogda CGG  uchlik taxminan 30 marta
takrorlanadigan bo'lak joylashgan (24-rasm). Ayrim odamlarda uchlik
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nusxalari soni 50-100 gacha ko'payadi. Ularning X-xromosomasida
sitologik tahlil yordamida aniglanadigan "me'rt joy" paydo bo'ladi
Ushbu X -alleli bor erkaklarda agliy rivojlanish normal bo'ladi, ammo
ular "tashuvchilar" beo'lib qoladilar. Birinchi aviedda (Fy, bu allelni
olgan qizlar normal agliy rivojlanadi. Ammo ushbu X-xromosoma
keyingi avilodlarga o'tgandan keyin, CGG takrorlanishining
ekspansiyasi boshlanadi. Ekspansiya erta embriogenezda sodir
bo'lganligi sababli, ikkinchi (Fz avliodlarda kasallikning mozaik shakli
namoyon bo'ladi (hujayralaming fagat bir gismida wuchraydi).
Embrional hujayralarida uchlik 50-200 nusxada takrorlanadi, ammo
ulardan hesil bo'lgan hujayralarda xatto bir necha mingta bo'lishi
murkin. Bunday holda, FMR-1 geni kodlaydigan ogsil tabiiy ravishda
ishlamaydi va bemor agliy rivojlanmay goladi.

Inson genomining kamida 50 ta genida uchliklar besh yoki
undan ko'p marta takrorlanadi. Va odamlarda kamida 12 kasallik
ekspansiya (kengayish), ya'ni trinukleotid nusxalarining takrorlanishi
sonining ko'payishi sababli kelib chigadi (24-rasm).

5 - bednd
[promotar) SUTR ki Koardlovilil eloon 3 LUTR
CAGi el
ke ellik GAA Cheslinglon woreyssi,
(2 mern COGCTT Friffins Kened s (1]
terorbaradi FRAXA eiainiyasi DRFLA, BCAL-3, Bicviornik
EPML FRAXE SCASTY

24-rasm, Gen ichidagi takrorlanishlarning joylashishi sxemasi va ular
bilan bog'lig kasalliklar.

UTR - genning translyatsiya qilinmaydigan hududlari.
Uchburchaklar trinukleotidlarning takrorlanishining nisbiy darajasini
ko'rsatadi: gora joylar - normal gendagi takrorlanishlar soni, yashil -
mutatsiyaga (avliodda takroriy nusxalar sonining ko'payishiga) olib
keluvchi ekspansiya, gizil va sarig - ekspansiyaning yanada yugori
darajasi, bu kasallikka olib keladi. Quyida trinuklectidlarning turlari va
kasalliklarning nomlari  keltirilgan: EPM1 - progressiv mioklonal
epilepsiya; FRAXA - A xromosomasidagi mo'rt joy bilan bog'lig
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bo'lgan agliy zaiflik sindromi; FRAXE - o'rtacha agliy zaiflik;
spinobulbar mushak atrofivasi (Kennedi kasalligi), DRPLA
dentatorubropallidoluzian  atrofiyasi; SCA1-3, 6 - spinotserebral
ataksiya; SCA7 - Makulyar degeneratsiya bilan kechadigan
spinotserebral ataksiya.

Ushbu turdagi mutatsiyaning ba'zi xususiyatlari quyida
keltirilgan.

1. Trinukleotid takroriy nusxalari sonining turg'unligi ma'lum bir
chegaraga yetgandan keyin buziladi (35-50 nusxa), shundan so'ng
keyingi aviodlarda trinukleotidiar soni tez ko'paya boshlaydi. 2. Ushbu
turdagi mutatsiyalarning hozirgacha ma'lum bo'lgan barchasi ikki
guruhga bo'lingan (24-rasm). Birinchisi, kodlamaydigan hududiardagi
juda yugori darajali ekspansiya. Ikkinchi guruhdagi mutatsiyalarda
CAG-takrorlanishlar o'rta darajada ekspansiyaga uchraydi, ular
kodlaydigan poliglutamin zararli ogsilga aylanadi va keyinchalik
neyronlarning o'limiga olib keladi.

6.3. Teskari va supressor mutatsiyalar.

Belgining o'zgarishiga, ya'ni mutant fenotipga olib keladigan
as| genlarning o'zgarishi "to'g'ridan-to'g'ri mutatsiya® deb ataladi.
Ko'pgina to'g'ridan-to'g'ri mutatsiyalar reversiyaga uchrashi mumbkin
(ya'ni, orqaga gaytishi), Bu boshga mutatsiyalar birinchi mutatsiya
natijasida o'zgaradigan mutantning asl fenotipini tiklaydi degan
ma'noni anglatadi, Bunday mutatsiyalar reversiv yoki teskari deyiladi.
Reversiv mutatsiyalar nugtali mutatsiyalarini  va insertsiyalarni
(go'shimchalarni) deletsiyadan (tushib golishdan) ajratib turadigan
ruhim xususiyatdir, chunki: 1) nugtali mutatsiya reversiya orgali asl
nukleotid ketma-ketligini tiklashi yoki genning boshga gismida
kompensatsion mutatsiya hosil bo'lishi bilan tiklanishi mumkin; 2)
go'shimcha materialni insertsiya gilish (kiritish) reversiyaga u:hrasll-ni
murmkin, bunda kiritilgan material deletsiyaga uchraydi (tushib goladi);
3) genning biron bir gismining deletsiyasi reversiya orgali tiklanishi
mumkin ermas.

Asl fenotipga qaytish to'g'ridan-to'g'ri mutatsiya sodir bo'lgan
nugtada hagigiy teskari mutatsiya tufayli yuzaga kelishi mumkin. Bu
asl nukleotidlar ketma-ketligi tiklanishiga olib keladi. Reversiyalar
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paydo bo'lishining yana bir yo'li shundaki, ikkinchi mutatsiya
genomning boshga hududida joylashgan va birinchi mutatsiya
natijasida yuzaga kelgan nugsonning o'mini goplaydi. Ushbu turdagi
mutatsiyalar suppressor (bostiruvchi) deb ataladi, chunki ular asl
mutatsiyalar ta'sirini bostiradilar.

Hagigiy teskari mutatsiyalarni supressor mutatsiyalardan
ajratish uchun tahlil qgiluvchi chatishtirish usuli qo'llaniladi, unda
reverantlar (reversiv mutatsiyaga uchragan organizmlar) asl yowvoyi
fenotipga ega bo'lgan organizmiar bilan chatishtiriladi. Agar
reverantning paydo bo'lishi hagigiy teskari mutatsiya bilan bog'lig
bo'lsa, bunday chatishtirishda barcha nasllarda yovvoyi fenotip bo'lishi
kerak. Agar tahlil gilingan organizmda ikkita mutatsiya mavjud bo'lsa -
to'g'ridan-to'g'ri va supressor, unda rekombinatsiya natijasida yowoyi
yoki mutant fenotip avledlari vujudga keladi. Mutant fenotip paydo
bo'lishining uchrash darajasi to'g'ridan-to'g'n  va supressor
mutatsiyalarning bir-biriga birikkanligiga bog'liq. Bir-biriga yagin
joylashgan tagdirda mutant fenotipli rekombinant avlodlarning paydo
bo'lishi ehtimali kamayadi. Shu bilan birga, fagat supressor mutatsiyali
nasllarda dastlabki mutatsiya tomonidan boshgariladigan belgiga
ko'ra asl fenotip bo'lishi mumkin, ammo supressor mutatsiyaning o'zi
tomonidan boshgariladigan boshga belgi beo'yicha mutant bo'lishi
mumbkin.

Hagigly teskari mutatsiyalarning uchrash darajasi to'g'ridan-
to'g'ri mutatsiyalarning uchrash darajasiga garaganda ancha past,
chunki bu genlar turli xil joylarda paydo bo'lishi mumkin. Aksariyat
teskari mutatsiyalar (reversiya) bostiruvchidir. Bostirish ikki xil bo'lishi
mumkin: intragen (gen ichida) va ekstragen (gendan tashganda).
Nukleotidlarni  almashtirish  bilan kechadigan mutatsiyalarning
intragen bostirilishi 1967 yilda Ch. Yanovskiy tomonidan namoyish
etilgan. Tajribada E.coli tarkibidagi mutant triptofansintetaza fermenti
faclligi tiklangan, buning uchun o'zgartilgan uchlikda ikkinchi
mutatsiya yuzaga keltirilgan, natijada mutant geni bilan kodlangan
polipeptid tarkibiga tog'ri aminokislota kiritilgan. Ya'ni, missens
mutatsiyasi natijasida 210 o'rindagi glitsin (CGA) o'miga arginin (AGA)
joylashishi fermentning faolligini to'xtatib qo'yadi. AGA kedonini AGU
{yoki AGC) bilan almashtiradigan ikkinchi mutatsiya ogsilga arginin
o'rniga_serin_go'shilishiga olib _keladi, va bu haqigiy reversiya
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bo'lmasa-da, ammo mutant fermentning katalitik funktsiyasining
tiklanishiga olib keladi.

Intragen  supressiyaga nukleotidlarning  almashishi  bilan
kechadigan  mutatsiyalardan  tashqari,  shuningdek, o'gish
chegarasining siljishiga olib keladigan mutatsiyalar ham kiradi.

Ekstragen supressiyaga ham, shuningdek, o'qish chegarasining
siliishi bilan kechadigan nonsens-mutatsiya va missens mutatsiyalar
kiradi. Missens mutatsiyalarning ekstragen supressiyasi — bu tRNK
tarkibidagi o'zgarishlarning natijasidir, bunda kodon va antikodon,
shuningdek tRNK va aminokislotalar o'rtasidagi o'zaro ta'sir o'zgaradi.
Qanday bo'lmasin, mutant tRNK sintezlangan polipeptid zanjiriga
missens mutatsiyasiga ega bo'lgan uchliklar kodlaydigan aminokislota
o'rniga boshqasini go'shishi mumkin. Bunday supressiyaning eng ko'p
o'rganilgan namunalaridan bii bu E colininig tirozin  tRNK
antikodonidagi  nukleotidlarning 3'-UUC-5 ‘dan 3'-AUC-5' ga
o'zgarishi. Bunday supressiya fagatgina nonsens-kodonga tog'ri
keladigan aminokislota ogsilning normal ishlashiga xalagit bermasa
muvaffagiyatli bo'ladi. Shuni ta'kidlash kerakki, nonsens-supressoriar
kodon uchun emas, balki gen uchun spesifikdir. Bu shuni anglatadiki,
supressor mutatsiya, bilamchi mutatsiyalar gayerda bo'lishidan gat'l
nazar, turli xil genlarning faoliyatini tiklashga qodir.

Mutatsiyaning sobablari. Mutatsiyalar spontan bo'ladi (0'z-
o'zidan kelib chiggan), va'ni tabiatda biron bir sababsiz paydo bo'lgan
wa turli mutagenlar tomonidan go'zg'atilgan ba'ladi.

Mutatsiyalarning barcha turlari o'z-o'zidan paydo bo'lishi
mumkin. Uzog vagqt davomida genetika mutaxassislari o'z-o'zidan
paydo bo'lgan mutatsiyalar atrof-muhit  mutagenlari, masalan,
radiatsiya va kimyoviy mutagen birikmalari atrof-muhitni ifloslantirishi
natijasida kelib chigadi deb ishonishgan. Amma, ma'lum bo'lishicha,
0'z-o'zidan paydo bo'lgan mutatsiyalarning uchrash darajasi ancha
past bo'lsa-da, fagat tashqi mutagenlarning ta’siri uchun juda yugori.
DNK  shikastlanishining aksariyati hujayra ichidagi reparatsiya
(ta'mirlash, tuzatish) tizimlari tomonidan ta‘mirlanganligi sababli
ularming ozgina qismi mutatsiyalar sifatida namoyo reparatsiya
tizimidagi buzilishdir.

Spontan mutatsiyalar DNK replikatsiyasidagi xatolar yoki DNK

molekulasining _kimyoviy tarkibiy _gismlarining o'zgarishi _natijasida
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yuzaga keladi. Spontan mutatsiyalarning uchinchi sababi - bu
genomning mobil elementlarining harakatlanishi.

Vodorod atomlarining purin yoki pirimidin tarkibidan timin va
guaninning boshga stabil ketoformlariga, shuningdek adenin va
tsitozinning aminformalariga o'tishi natijasida ular tautomerizatsiyaga
uchraydi va nostabil yenol va iminoformlarga aylanadi. Bunday
o'tishlarning ogibati spontan tranzitsiya va transversiyalarning paydo
bo'lishiga olib keladigan A-C va G-T-juftlarning shakllanishi bo'lishi
rmumkin.

DNK replikatsiya mexanizmlarining o'z-o'zidan paydo bo'lgan
mutatsiyalarning paydo bo'lishiga olib kelishining sababi DNK
polimerazalari va tsitozinning kimyoviy modifikatsiyasi bilan bog'lig
bo'lgan xatolardir. DNK polimerizatsiyasi paytidagi xatolar taxminan
107 oralig'ida sodir bo'lishi taxmin gilinadi. DNK polimerazalarining
to'g'rilovchi 3'-5'-ekzonukleaz faolligi ushbu ko'rsatkichni 10" gacha
pasaytiradi. Reparativ jarayonlar bunday xatolar ehtimolini yanada
kamaytiradi. Shunga garamay, ulaming soni ushbu gendagi irsiy
o'zqgarishlarni amalga oshirish uchun yetarli, ya'ni o'z-o'zidan paydo
bo'lgan mutatsiyalar yuzaga kelishi uchun.

E. coli-da spontan mutatsivalarning ko'pi DNK tarkibidagi to'rt
nukleotiddan birini kimyoviy modifikatsiyalash natijasida yuzaga
keladi. Eng keng targalgan modifikatsiya gilingan nukleotid - 5-
metiltsitozindir. Metilaza fermenti -CH guruhini DNK molekulasining
ma'lum bir gismidagi (o'ziga xos hududlari) tsitozin qoldiglariga
qo'shadi. Natijada G-C dan A-T ga tranzitsiya sodir bo'ladi. Ushbu
joylarda spontan mutatsiyalarning "gaynoq nugtalari" paydoe bo'ladi.

Maxsus gen-mutatorlar ma'lum. Ulaming ba'zilaridagi
mutatsiyalar (mutS, E. coli-dagi mutl) o'z-o'zidan o'zgarishni 100
baravarga, boshgalarida (mulT, mutD, mutH) 10°-10° martagacha
oshiradi. Ushbu genlar DMK replikatsiyasi, reparatsiya va
rekombinatsiya jarayonlari bilan bog'lig bo'lgan boshga genlarga ta'sir
qiladi.

Mutatsiyalarni go'zg‘atuvchi omillar gatorida ionlashtiruvchi va
ionlashtirmaydigan nurlanishni, shuningdek kimyoviy vositalarni
alohida ta'kidlash lozim.

Faol mutagenlarga rentgen va ultrabinafsha nurlanishiar kiradi.

To'gimalarga kirib, ionlashtiruvchi nurlanish kimyoviy alogalarni, shu
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jumladan DNKni buzadi. Natijada,
mutatsiyalar paydo bo'ladi.

Ultrabin.laff.ha r‘turl mma!‘hﬁma‘fdi- ammo bu juda kuchli
i Buning sababi shundaku, puriniar va pirimidinlar to'lgin
uzunligi 254-260 nm bo'lgan ultrabinafsha nurlarni intensiv ravishda
o'zlashtiradi va natijada DNK tarkibidagi fotokimyoviy o'zgarishlar
yuzaga keladi. Ultrabinafsha nurlanishining eqibatlaridan biri DNKning
bir zanjiriga ulashgan yoki gqarama-garshi zanjirlarda joylashgan
pirimidin maolekulalari o'rtasida g'ayritabily kimyoviy alogalar hosil
bo'lishi. Ko'pincha timin dimerlari hosil bo'ladi. Kamrog boshga
pirimidinlarning dimerlari hosil bo'ladi. Dimerning paydo bo'lishi DNK
zanjirida protruziya (bo'rtib chigish, kengayish) paydo bo'lishiga olib
keladi. Ushbu buzilishlarning aksariyati reparatsivaga uchraydi,
golganlari mutatsiyaga olib keladi.

Ko'pgina kimyoviy birikmalar mutatsiyalarni - go'zg'atishi
murnkin. Bular nukleotidlarning analoglari, shuningdek nukleotidiarni
o‘zgartiruvchi moddalar (modifikatorlar), interkalyatsiya agentlari.

Nukleotidlarning analoglari odatda DNK zanjirlarida joylashgan
asoslarga malekulyar tuzilish bo'yicha juda o'xshash. Ushbu birikmalar
mutatsiyalarga olib keladi, chunki ular alternativ (tautomerik)
haolatlarda mavjud bo'lishi mumkin. lkki holatning har birida analngl_at
turli xil normal nukleotidlar bilan birikadi, natijada ularning o'rnini
bosishi mumkin. Masalan, 5-bromouratsil normal holatda adenin_ 1_:|iiar!.
kamrog uchraydigan tautomer holatida - guanin bilan hli:l'llk.adl:
Matijada 5-bromouratsil DNKga bitta holatda kirganid:a tranpta:wam
keltirib chigaradi, so'ngra DMK replikatsiyasining keyingi busqrc!’ud? u
kam uchraydigan tautomerik shaklga aylanadi. Yana bir nukleotidning
analogi - bu 2-aminopurindir. : .

Nukieotidlarni modifikatsiyo qiluvchi agentlar. Bir gator k1m1,rﬂv!y
moddalar mutagenlar rolini o'ynaydi, ular nukleotidlarming kimyoviy
tuzilishi va xususiyatlarini bevosita o'zgartiradi. Bularga deaminatsiya
giluvchi, gidroksillovchi va alkilatiovchi moddalar kiradi,

Azot kislotasi (HNOz) oksidlovchi deaminatsiyani amalga
oshiradi, ya'ni amino-guruhni (-NH) guanin, tsitozin va adenin kabi
asoslardan olib tashlaydi. Guanindan ksantin hosil bo'ladi, ammo bu
purin asosi bir xil turdagi juftlashuvga ega bo'lganligi sababli
mutatsiya sodir bo'maydi. Ammot_sitozin _o'zgartiriganda, uratsil
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{adenin bilan birlashadi) hosil bo'ladi. Natijada, DNK replikatsiyasida
C-G dan T-A ga tranzitsiya yuzaga keladi. Xuddi shu kabi azot kislotasi
adeninni gipoksantinga aylantiradi, bu asos timinga emas, balki
tsitozinga qo'shilib, A-T dan G-C ga tranzitsivani keltirib chigaradi.
Azot kislotasi ta'siri ostida kelib chiggan mutatsivalar gayta ishlash
orgali tiklanishi mumkin.

Yana bir asosni o'zgartiruvchi mutagen - bu gidroksilamindir
(NH2OH), u tsitosinga gidroksil guruhini (-OH) go'shadi, natijada u
guanin bilan emas, balki adenin bilan birdashadi. Ogibatda,
gidroksilamin ta'siri ostida T-A-dan C-G-ga tranzitsiva kelib chigadi.
Bunday holda mutatsiyalarni normaga gaytarish mumkin emas.

Va nihoyat, alkilatlovchi wvosita metilmetansulfonat (MMS),
guaninni alkilatlaydi, ya'ni unga 6-o'rindagi kislorod o'rniga —CH vyoki -
CH:CH qo'shadi, natijada OF-alkilguanin yoki O°-metilguanin hosil
bo'ladi. Metillangan guanin tsitosin bilan emas, balki timin bilan
go'shilib, A-T dan G-C ga tranzitsiyani yuzaga keltiradi,

Interkalyatsivalovchi  vositalar. Ushbu mutagenlar guruhiga
proflavin, akridin, etidiumbromidi va ICR-170 nomli moddalar kiradi.
Ular bir yoki ikkala DNK zanjiridagi go'shni nukleotidlar orasiga
Jjoylashadilar (interkalyatsiya).

Agar DNK zanjirida qo'shni asoslar orasiga interkalatsiya agenti
joylashtirilsa, yangi sintezlangan zanjirga go'shimcha asos, bu holda G
qo'shiladi va o'gish chegarasi siljishi mutatsiyasi yuzaga keladi.
Interkalyatsiya agentini olib tashlaganda ham shunga o'xshash vaziyat
yuzaga keladi.

6.4. Saytga xos mutagenez.

Spontan va induktsiya gilingan mutatsivalar biron bir ma'lum
genda sodir bo'lmaydi, ular genom bo'ylab tasodifiy ravishda
tagsimlanadi. Ammo, genetika mutaxassislarida doim ular uchun
alohida gizigish uyg'otadigan genlardagi mutatsiyalarni olish magsadi
bor edi.

Genetik muhandislik usullarining rivojlanishi bilan in  vitro
tizimida DMKni ajratib olish, klonlash va mutagenlar ta'sirini o'tqazib,
keyinchalik hujayraga qaytarish imkoni paydo bo'ldi.
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6.5. DNK reparatsiyasi mexanizmlari.

Eukariotik va prokariotik hujayralarda DNKning shikastlanishini
reparatsiyalaydigan (tiklaydigan) tizimlar mavjud. Har bir mexanizm
ma'lum bir ferment to'plami yordamida amalga oshiriladi. Ba'zi bir
tizimlar zararni to'g'ridan-to'g'ri tuzatadi, boshqalari esa dastlab bitta
zanjirdagi zararni qisgartirib, bo'shliglarni hosil qiliadi, so'ngra yangi
DNK zanjirimi sintez qgiladi. Agar ushbu tizimlar barcha zararni
tuzatishga qodir bo'lmasa, natijada mutatsiyalar yuzaga keladi. Agar
mutatsiyalar juda ko'p bo'lsa, hujayra halok bo'ladi,

Mutatsion shikastlanishni to'g'ridan-to’g'ri tuzatish. Bu turdagi
reparatsiya DNK polimeraza tomonidan tekshirish yo'li  bilan
o'tqaziladi. Bakterial tizimlarda replikatsiya paytida xato nukleotidlarni
kiritish 10”7-10"" ni tashkil giladi. Aslida DNK polimeraza yangi zanjirni
sintez qgilganda, taxminan 100 marta ko'prog xato giladi. Ammo,
fermentning o'zi asos joylashtirilishini tekshirishni amalga oshiradi.
Aksariyat bakterial polimerazalar, 5'-3 'yo'nalishidagi polimerizatsiya
faolligidan tashgar, 3'-5' yo'nalishi bo'vicha ekzonukleaz faolligiga
ega. Agar “noto'g'ri" nukleotid kiritiigan bo'lsa, xato ko'pincha (har
doim ham emas) polimeraza tomonidan tanib olinadi, ehtimol bu
yerda ikki zanjirli DNK spiralida bo'rtib chigish paydo bo'lishi
sabablidir. Yoki “noto'g'r" nukleotid komplementar asos bilan
vodorod alogasini hosil gila olmasligi sababli, polimeraza o'sayotgan
3'-0OH chetga nukleotid qo'shmaydi. Replikatsiya jarayoni “noto'g'n”
nukleotid olib tashlanib, kerakli asos o'z joyiga tushmaguncha
to'staydi. E. colida mutator (mutD) nomiga ega gen mavjud, u
mutatsiyaga uchraganda DNK polimeraza Il ning £ (epsilon) subbirligi
shikastlanadi. MutD genining mutatsiyasi 3'-5' yo'nalishi bo'yicha
kiritilgan nukleotidlarning tekshiruv  tizimida nugsonni  keltirib
chigaradi. Matijada, noto'g'ri kiritilgan nuklectidlaming  ko'pi
reparatsiya gilinmagan bo'lib goladi va barcha genlarda mutatsiyalar
paydo bo'ladi.

Eukariotlk DMK polimerazalarida 3'-5'-ekzonukleaz faollik
aniglanmagan.

Fotoreaktivatsiva, DNK reparatsiyasi 1949 yilda A. Kyolner, R.
Dyulbekko va |.F. Kovalyov tomonidan bir-biridan mustaqil ravishda
kashf etilgan. Ular aktinomitsetalar, bakteriofaglar va parametsiyalar
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ultrabinafsha nurlanishidan keyin oddiy yorug'lik ta'siri ostida
tiklanishini  aniglagan. Bo'lajak Nobel mukofoti laureati M.
Delbryukning maslahati bilan bu hodisa fotoreaktivatsiva deb
nomlandi. Ultrabinafsha nurlari natijasida hosil bo'lgan timin dimerlari
yorug'lik ta'siri ostida yo'q qilinadi va timinlar asl shakliga gaytadi.

Fotoreaktivatsiya phr geni bilan kodlangan fotoliaza fermenti
yordamida katalizlanadi. Ushbu ferment yorug'lik fotoni tomonidan
faollashtirilganda, dimerni o'ziga xos tarkibiy gismlarga ajratadi. Phr
genining mutatsiyasiga ega organizmlar fotoreaktivatsivaga qodir
emas. Fotoliaza prokariotlarda va bazi sodda eukariotlarda uchraydi,
ammo odamlarda bo'lmaydi.

Alkillanish natijasidagi shikastlanishni tiklash. Alkil yoki metil
guruhlarining qo'shilishi natijasida kelib chiggan genetik ziyon ushbu
guruhlami maxsus fermentlar tomonidan olib tashlanishi bilan
tiklanishi mumkin. Shuni ta'kidlash kerakki, ushbu reparatsiya tizimida
o'zgartirilgan asos DNKdan chigarilmaydi. Bunday holda, ada geni
tomonidan kodlangan ferment (O°-metilguanintransferaza) DNKdagi
O°f-metilguaninni taniydi va metil guruhini olib tashlab, asosni asl
holatiga gaytaradi.

Polinukleotidligazning ta'siri.  To'g'ridan-to'g'ri  reparatsiya
reaktsiyalarining yana bir turi aniglangan, bunda, masalan,
ionlashtiruvchi nurlanish natijasida parchalangan bir zanjirli DNK
tiklanadi. Bunday holda, DNK-polinuklectidligaza fermenti yordamida
DNK molekulasida uzilgan uchlarni to'g'ridan-to'g'ri birlashtirish sodir
bo'ladi.

Nukleotid juftlarini ekstsizivalosh (kesish) bilan bog'lig tikiash
mexanizmiari. DNK reparatsiyasida jarrohlik aralashuvni eslatuvchi
murakkab tiklanish reaktsiyvalari mavjud, shikastlangan joylar DNK
zanjiridan "kesib tashlangandan” so'ng, bo'shliglar shikastlanmagan
materiallar bilan to'ldiriladi, Bu mexanizmlar 1964 yilda R. Boyce, P,
Howard-Flanders, R. Setlow va W. Carrier guruhlari tomonidan kashf
etilgan, Ushbu mualliflar E. coli-da bir nechta UB-sezgir mutantlarni
anigladilar, ularda ultrabinafsha nurlari ta'siridan so'ng qorong'ulikda
mutatsiyalar ko'prog paydo bo'idi. Ushbu mutatsiyalarga uvrA (UV-
repair — UB reparatsiya) deb nom berildi. UvrA mutantlarida fagat
yorug'lik iste'moli bilan dimerlar reparatsiya qilinishi mumkin, ya'ni

ularda__normal fotoreaktiv tizim _mavjud. Bundan kelib chigib,
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yorug'likni talab qilmaydigan yana bir reparatsiya tizimi bo'lishi
kerakligi tahmin gilindi. Ushbu tizim gqorong'i yoki ekstsizion
reparatsiya deb nomlandi. Yowoyi tipdagi hujayralar qorong'ilikda
dimerlarni reparatsiya gilishi mumkinligi sababli, ulardagi allel uvrA®
deb nomlandi.

Ecoli dagi reparatsiyalovchi ekzitsiya tizimi nafagat pirimidin
dimerlarini, balki boshqga jiddiy DNK shikastlanishlarini ham tuzatadi.
Shikastlanish, uch gen - uvrA, uvrB va uvrC bilan kodlangan murakkab
ferment - UvrA, B, C-endonukleaza tomonidan tanib olinadi. Ushbu
ferment dimerdan 5'-yo'nalish bo'yicha 8 nuklectid chetrogda
zararlangan zanjimni “kesadi®, ikkinchi kesmani esa 3'-yo'nalishda 4
nukleotid chetrogda hosil giladi. Keyin zarami o'z ichiga olgan 12-
nuklectidli zanjiri olib tashlanadi, bo'shliq DNK polimeraza |
fermentining 5'-3'-polimerizatsiya faolligi yordamida to'ldinladi va
ONK ligazasi bilan “tikiladi®,

Eukariotlardagi ekstsizion reparatsiya uchun batafsil sxema 26
rasmda keltirilgan. Dastlab, DNKning shikastlanishi XPA-ogsili
(Xeroderma pigmentosum-A) tomonidan RPA yordami bilan tanib
olinadi (25-rasm, a), keyin TFIIH transkripsiya omili jalb gilinadi.
Rasmda ko'rsatilganidek, ushbu omil 6 ta bo'linma, shu jumladan XPB
va XPD dan iboratdir va gelikaz faoliyatiga ega, yani DNK tuzilishini
"ochib beradi" (26-rasm, b). Bu spesifik ERCCI-XPF wva XPG
nukleazalarga DMNKni shikastlanishning har ikki tomonidan kesish
imkonini beradi (c). Bir zanjirli DNK bilan bog'lanadigan XPC ogsilining
anig funktsiyasi to'lig o'rganilmagan. DNK polimeraza e (epsilon) va
yordamchi ogsillar RFC va PCNA bo'shligni qoplaydi {d). Yangi zanijir
eski DNK bilan ligaza yordamida ulanadi ().

Ekstsizion repratsiya tizimi o'rganilgan organizmlarning
ko'pchiligida topilgan. Ba'zida ekstsizion reparatsiya tizimida xatolar
yuzaga keladi va bu xatolar UB nurlari ta'sirida qo'shimcha
mutatsiyalarga olib keladi,

O'zgartirilgan azotli asoslar boshga yo'llar bilan ta'milr!anadi
(25-rasm). Hujayralar tarkibida glikozilaza fermenti mavjud bo'lib, ular
g'ayritabiiy asosni aniglab olib, ushbu asosi va uglevod orasidagi
glikozidik alogani buzib, deoksiribozadan ajralishini katalizlaydi. Ushbu
katalitik faollik bazani olib tashlangan DNKda bo'shliq qoldiradi. Bu

bo'shliq AR zonasi deb ataladi (agar A yoki G bollmasa apurin, agar C
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yoki T bo'lmasa apirimidin). AP-endonuklez fermenti bo'shliglar
mavjudligini aniglaydi va shikastlangan bazaning S'uchida DNK orga
miya gismini kesib tashlaydi.

f ————  —| Lol |
¥ '

; DNK.-ligaza

25-rasm. Nukleotidlarning ekstsizion reparatsiyasi modeli (chapda) va
glikozilazalar yordamida tiklash modeli (o'ngda).

Keyin fosfat B-DNK polimerazasining fosfodiesteraza faolligi
yordamida kesilgan ipning 5'oxirida chiqariladi. Bitta nukleotiddan
hosil bo'lgan bo'shliq DNK polimeraza B bilan to'ldiriladi va DNK
ligazasi | yoki DNK ligaza Il yordamchi ogsil XRCC1 bilan muhrlanadi.
Bugungi kunga gadar glikosilaza fermentlarining ko'plab turlari
tavsiflangan, ularning har biri metillangan, oksidlangan, pasaytirilgan,

zararsizlantirilgan, shuningdek formamid kukunlari bilan bog'li
asoslarni tan oladi,
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Ushbu tuzatish tizimidagi DMK polimerazasining faolligi,
ferment yangi DNK tasmasini yaratib, o'sib boruvchi DNK tasmasi
oldidagi nukleotidlarni olib tashlaganida, bu "nik tarjimasi* deb
namlanadi.
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Bog'lanmagan bazani ta‘'mirlosh. Juda tez-tez (E.Kolida 10
TPNga bir marta, eukaryotlarda ko'proq) DMK replikatsiyasi paytida
juftlashuv xatolari yuzaga keladi, natijada to'ldiruvchi nukleotidlar
o'rniga go'shimcha DNK zanjiri hosil bo'ladi. ona ipidagi nukleotidlar
(ular nomuvofiglik deb ataladi - inglizchadan. mos kelmaslik). Bunday
xatolar mos kelmaydigan tuzatish tizimi yordamida tuzatiladi. E. coli-
da ushbu sxema bo'yicha ta'mirlashni boshlash jarayonida to'rtta gen
mahsuloti ishtirok etadi: mutS, mutl, mutH va mutU (26-rasm).
Keyinchalik aniglanganidek, mutlU bu uvrD genini shifrlaydigan helikaz
ll-dan boshga narsa emas. Noto'g'ri juftlashtirish (replikatsiya xatosi)
fagat gizning DNK tarmog'iga ta'sir gilishi mumkin: matritsa ipi
replikatsiya paytida o'zgarishsiz qoladi. Shuning uchun, mos
kelmaydigan tuzatish tizimi gizalog zanjirda ishlashi va fagat uning
ichidagi qo'shimcha bo'lmagan bazalami  almashtirishi  kerak.
Hujayralar 70-yillarda topilgan matritsa va gizalog strandlarning
tuzilishidagi muhim  farglardan foydalanadilar,  Replikatsiya
tugagandan ko'p o'tmay, maxsus fermentlar, metilazalar GATC ketma-
ketligida adeninlarga metil guruhlarini biriktirgani ma'lum bo'ldi. Shu
sababli, replikatsiyaning keyingi bosgichida DNK iplari ajralib chigadi:
ota-ona ipi metillangan adeninlarni olib yuradi va gizalog strelkada
ulaming modifikatsiyasi fagat replikatsiya oxirida boshlanadi, Ular
tozalanmagan bo'lsa, hujayralar mos kelmasligi uchun vaqt kerak.

Jarayon MutS ogsilini to'ldirmaydigan mos kelmaydigan
juftlikka go'shilishdan boshlanadi. MutL ogsil va ikkita MutH protein
molekulalari darhol unga bog'langan. MutH ogsillari GATC mintagasini
taniydi va endonukleaz faolligiga ega, bunda DNK bu ketma-ketlikda
adeninga vyaginlashtiimagan ipda kesilishi mumkin, Adeninga
nisbatan 5'- va 3'-pozitsiyalarda kesmalar gilish mumkin. Ushbu
oqsillardan tashkil topgan multimolekulyar kompleks massiv bo'lib,
uzog DMK parchasini bog'laydi. lkkinchisi majmuadan o'tib, Muts
oqsilining molekulalari tomonidan mutS ogsilini ushlab turadigan mos
kelmaslikning ikkala tomonida joylashgan ikkita GATC joyiga tushadi.
Ba'zan GATC joylari orasidagi masofa bir necha ming nukleotidlardan
oshib ketishi rmumkin. Endonukleaz faoliyati tufayli MutH gizalog ipini
kesadi. Agar bunday kesma adeninning 5'tomonida amalga oshirilsa,

unga_yana bir protein go'shiladi - DNK iplarini 5'-3 ‘tomonga
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ajratadigan eksonukleaz. Ushbu protein butun gizalog ipni noto'g'ri
juftlash joyiga olib keladi va hatto bir oz ko'prog yuradi. Agar
bilamchi kesma mitti tomonning 3'tomonidan gilingan bo'lsa, unda
DNK bo'ylab 3'-5 ‘'yo'nalishi bo'yicha harakatlanadigan yana bir
eksonukleaz talab qgilinadi. Mos kelmaydigan sayt yo'q gilinmaguncha
uning ishi davom etadi. Keyin, ikkala holatda ham, 5'-3'- va 3'-5'-
eksonukleaz bilan, bo'shliglar DNK polimeraza bilan to'ldirilishi kerak
va uchlari ligazalar bilan birlashtiriladi. Albatta, dastlabki
gisqartirishdan keyin iplarning uchlarini bo'shatish uchun DNK
malekulasini bo'shatish kerak (bir helikaz ogsili talab gilinadi), ATP
shaklida energiya manbalari va bo'shliglarni  qurish  uchun
decksiribonukleozid  trifosfatlari  ham  kerak. Jarayon inson
hujayralarida, xamirturushda va ba'zi boshqa organizmlarda uchraydi,

6.6. Postreplikativ yoki rekombinatsiya, ta'mirlash (PRR),

DNK yaxlitligini tiklashning bu usuli zanjirlarda hosil bo'lgan
bo'shliglarmi tuzatishdan iborat, aksincha, pirimidin dimmerlarining
ko'payishi paytida chigarilmaydi. Ushbu bo'shliglarning aksariyati
ikkita singil DNK molekulalari orasidagi rekombinatsiya almashinuvi
orgali ta'mirlanadi. Hujayralarda RRP jarayoni kamida 17 gen
tormonidan boshgariladi.

Replikatsiya jarayoni tugallangan DNK  matritsasining
go'shimcha gismidan (u nugsonlardan xoli edi) RecA ogsilidan
foydalanib, buzilish uzunligiga teng DNKning bir gismi kesilib,
buzilgan jayga kiritildi. Keyin ligazalar go'shilgan gismning uchlarini
gizalog ipning normal sintezlangan gismining uchiari bilan bog'laydi.
Shundan so'ng, boshga tuzatish fermentlari dastlab shikastlangan
ipdagi nugsonni bartaraf giladi va DNK “davolanadi®. Shu bilan birga,
ona ipidan kesilganidan keyin golgan bo'shliq DNK polimeraza | bilan
qurilgan va uchlari ligaz bilan bog'langan.

505 ta'mirlash. Agar hujayra DNKni ko'paytirish kerak bo'lgan
joyga kelsa, lekin yugorida tavsiflangan tuzatish tizimlarining hech biri
tiklay olmaydigan jarohatlar bo'lsa? Dastlabki tiklanmagan zarar
natijasida replikatsiya to'xtaydi va agar DNKda ularning ko'pi bao'lsa,
hujayra o'lishi kerak. Bunday sharoitda 1974 yilda birinchi marta M.
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Radman tomonidan kashf gilingan yana bir o'ta xavfli ta'mirlash
mexanizmi hujayralarda faollashadi. U bu DNK polimeraza kompleksi
bilan bog'laydigan ogsillaring sintezini go'zg'atadi va matritsa
zanjirining garama-qgarshi nuqgsonli bo'laklariga DMK tuzilishini
ta'minlaydi, deb anigladi. Radman ushbu mexanizmni S05-tiklash deb
nomladi, SOSni tiklash natijasida ushbu bosqgichda hujayra saglanib
goladi: xato bo'lsa ham, uning DNKi ikki baravar ko'payadi va endi
hujayralar ba'linishi mumkin. Ammo agar hayotiy funktsiyalar hali ham
umidsiz ravishda buzilsa, bunday hujayralar keyinchalik baribir o'ladi.

Moto'g'ri tuzatish tizimlari inson tomonidan meros gilingan
ba'zi kasalliklar bilan bog'lig.

1968 yilda ). Klever davolab bo'lmaydigan kasallikning sababi -
kseroderma pigmenti turli xil tuzatish tizimlaridagi nugsonfardan kelib
chigadi. Kasallikning tashuvchisida, odatda quyosh nurlari ta‘sirida,
deimo UB nurlari mavjud bo'lib, terida gizil dog'lar paydo be'lib, ular
asta-sekin o'smaydigan po'stlogiiga aylanib, ko'pincha saraton
o'smalariga aylanadi.

Hozirgi vaqtda ma'lumki, insonning ko'plab boshga irsiy
kasalliklari turli xil ta'mirlash jarayonlarining alohida bosgichlariga
zarar etkazadi.

6.7. Krossingoverning molekulyar asoslari.

Genetika rekombinatsiyasi bir-biri bilan o'zaro bog'liq bo'lgan
bir necha jarayonlarni o'z ichiga oladi, natijada ular paydo bo'lgan
hujayralar yoki organizmlarda elementlarning yangi birikmalari -
genetik ma'lumot tashuvchilari yaratiladi. Homolog xromosomalar
o'rtasidagi rekombinatsiya meiosis paytida otalar va onalar genlarining
keskin aralashishiga olib keladi. Qoidaga ko'ra, DMK replikatsiyasi
paytida yoki undan keyin somatik hujayralarda sodir bo'ladigan va
singil xromatid almashinuvi sifatida paydo bo'ladigan rekombinatsiya
hodisalari hujayra genotipi yoki fenotipining o'zgarishiga olib
kelmaydi. Bunga rekombinatsiya mos keladigan tayanch juftliklar
o'rtasida sodir bo'lishi, shunda rekombinant xromosomalardan hech
ganday nukleotid qo'shilmaydi yoki chigarilmaydi.

Rekombinatsiyaning uch turi mavjud: 1) umumiy yoki
homologik, 2) saytga xos, 3) tasodifiy yoki homolog bo'imagan.
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Gomologik DNK ketma-ketiiklari o'rtaci
ichiga olgan rekombinatsiya umumiy yoki hom - s
deyiladi. Eukaryotlarda, odatda, meuzistia DNK q?slﬁja‘iirj:::s;l::; T

‘ erkaklarda I{spermam.gmez Paytida) va ayollarda (cogenez
davrida). Bu to'rtta xromatidlar bosqichida sodir bo'ladi va to'rits
xromatiddan ikkitasi almashinuvda ishtirok etadi.

Hodisaning yana bir turi anig ketma-ketliklar orasidagi
rekombinatsiya bilan bog'liq va prokaryotlar va xamirturushlarga
wosdir, Saytga xos rekombinatsiya faj genomlari bakterial xromosoma
tarkibiga kirganda yuzaga keladi. Rekombinatsiya natijasida
homologiyaning gisga bo'limlarini aniglaydigan faj va bakterial DMK
ketma-ketliklari almashinadi. Ushbu hodisada ishtirok etadigan
fermentlar fagat ma'lum bir juft ketma-ketlikda harakat giladi.

Gomologik bo'lmagan nukleotidlar orasidagi rekombinatsiya
kamdan-kam hollarda prokaryotik va xamirturush hujayralarida va sut
emizuvchilar  hujayralarida  uchraydi. Gomologik be'lmagan
rekombinatsiya hayvonlar hujayralarining DNKiga virusli yoki plazmid
DNKni tasodifiy kiritish jarayonini o'z ichiga olishi mumkin,

Gomologik rekombinatsiya. Gomologik rekombinatsiya ikki
tomanlama DNK molekulalari o'rtasida sodir bo'ladi. Shuni ta'kidlash
kerakki, ushbu jarayonda ishtirok etadigan fermentiar substrat sifatida
har ganday homologik ketma-ketlikni ishlatishi mumkin.

Krossoverning molekulyar hodisalari mezozning mill'luln'!
bosgichlari bilan chegaralanadi. Mayoz profilaktikasi bushlanrshim
individual xromosomalar ko'rinadigan bosqgich deb hiscblash mumkin.
Ushbu xromosomalarning har birida DNK allagachon ko'paygan va
ikki tomonlama DNKdan iborat ikkita singil xromatidlardan iborat
Gomologik xromosomalar bir-biriga jalb gilinadi, bir yoki bir nechta.
mintagada konjugatsiyalanadi, bivalents hosil giladi. Xromosomalarni
birlashtirish jarayoni tugagach, xromosomalar sinaptonemal kompleks
deb nomlangan struktura tufayli lateral ravishda birlashadi.

Xromosomalar orasidagi rekombinatsiya, "singish va birlashish"
tamayili bo'yicha sodir bo'ladigan gismlarning fizik almashinuvini
anglatadi, bunda ikkita opa-singil bo'lmagan xromatidlar sindirib,
keyin birlashadi, Xromosomalar tarqalishni boshlaganda, ularing bir-
biri bilan alogalari xiazm deb ataladigan shaklda qoladi.

dagi almashinishni o'z
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An‘anaga ko'ra, xiasmas o'tish joyining mavjudligini aks ettiradi,
ammo bu bog'liglikning rasmiy dalillari hali olinmagan.

Prokaryotlarda har bir rekombinatsiya bosgichida ishtirok
etadigan fermentlar va hec deb nomlanuvchi genlar ma'lum. Ushbu
genlaming mutatsiyalari fenotipik ravishda rekombinatsiya gila
olmaslik bilan namoyon beo'ladi. Ushbu genlarning 10-20 tasi
aniglangan.

Ko'rinishidan, DNK rekombinatsiyasining boshlanishidagi
birinchi gadam bu ikki tomonlama DNK molekulalarining birlashishi.

DMK duplekslari orasidagi almashinuv kamida ikkita bo'shligni -
niklarni shakllantirishni talab giladi. Umumiy rekombinatsiya
mexanizmida wushbu lagablarmning kelishilgan shakllanishi va
bo'shliglarning muhrlanishi fagat ikkita DNK iplari gologiyaning katta
hududlarida bo'lganda mumkin bo'ladi. Bunday tuzilmani olish uchun
keyingi zanjir bilan to'rt zanjiming har birida bo'shlig hosil bo'lishi
kerak.

Hatto bitta DMK molekulasidagi bitta bo'shliq ham umumiy
rekombinatsiyani boshlash uchun etarli ekanligiga ko'plab dalillar
mavjud. Bitta simli taxalluslarga olib keladigan kimyoviy moddalar yoki
nurlanish rekombinatsiyvani rag'batlantiradi.
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27-rasm. RecB, C, D proteinli kompleksining faoliyati (chapda), A-
bakteriyofagi DNKsining bakterial xromasomaga joylashtirilishi {o'ngda).

Fag Mut mutantlari DNKning rekombinatsiyasini boshlaydigan
maxsus bo'limlariga ega: uzunligi 8 bp nuklectid motiflari, ular o'zlari
rekombinatsiyaga olib kelmaydi, lekin buning uchun zarurdir. Ular
go'shni DNKda rekombinatsiyani 10 TPNgacha bo'lgan masofada
rag'batlantiradilar. Jarayon bir necha ming juft juft nukleotidlarming
xiydan va ma'lum bir yo'nalishda ketma-ket uzilishi natijasida
facllashadi. ¥i joylari E. coli recB, C, D genlari tomonidan kodlangan
fermentlar majmuasi uchun magsaddir (27-rasm). Birinchidan, RecB, C
D oqgsillari DNKdagi ikki gatorli tanaffus bilan bog'lanadi, so'ngra ular
harakatlanadi.

DNKni  bo'shatib, zanjirning  3™-uchini  yomonlashtiradi.
Kompleks chi lokusga yetganda, u ushianib qoladi va shu zanjirning
birini bog'laydi, shundan keyin u protein proteinini yo'qotadi. Shu
sababli kompleks nuklazali faollikni yo'qotadi. RecB, C, D harakati

natijasida DNKning erkin uchi (“antennalar”) paydo bo'ladi, bu esa
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heteroduplekslarning birlashishi uchun joy hosil bo'lishiga olib keladi.
Ammo bu jarayon ancha murakkab. Bir heterodupleks molekuladan
zanjiming boshgasiga go'shilishi uchun E. coli tarkibida hessA geni
bilan kodlangan RecA oqgsil mavjud,

Katta kooperativ klasterlar ko'rinishidagi RecA  ogsil
nukleoprotein filamentini hosil qgilib, bitta simli DNK bilan gattig
bog'lanadi. U bir nechta DNKni bog'laydigan joylarga ega, shuning
uchun bitta va juft DNK iplarini bir-biriga bog'lab turish mumkin.
Ushbu saytlar RecA ogsiliga ikki gatorli DNK molekulasi va homologli
bitta torli mintagalar orasidagi ko'p bosqgichli reaktsiyani (sinapsis deb
ataladi) kataliz gilishga imkon beradi.

Sinapsning birinchi bosgichi go'shimcha nuklectidlarning
ketma-ketligini birlashtirishdir. Natijada uch zanjirli tuzilish. Shundan
sa'ng, gisqa shoxli molekulalardan iborat filtrlar «filial ko'chishi= tufayli
ko'payadi. "Filial ko'chishi" har ganday nugtada sodir bo'lishi mumkin,
bir xil ketma-ketlikdagi ikkita bitta DNK ipi bir-birini to'ldiruvchi ip
bilan birlashish qobilivati uchun ragobatlashadi. Yagona zanjirlardan
birining bo'linmagan gismi  filialning harakatlanish  nugtasini
harakatlantirib, ikkinchisining juftlangan mintagasi bilan almashtiriladi.
Filialning o'z-o‘zidan harakatlanishi har ganday yo'nalishda bir xil
darajada mumkin, RecA ogsillari filialning bir yo'nalishli harakatini
katalizlashtirgani sababli, bu uzunligi bir necha ming tayanch juftliklari
bo'lgan heterodupleks mintagani yaratadi.

Shundan so'ng, o'rganilgan organizmlarning aksariyatida,
Xollidid tuzilmalari o'zaro facliyat almashinuv zanjirlari paydo bo'lishi
boshlanadi. Ushbu tuzilmalarda, to'rtta zanjirming ikkitasi o'rtasida
hosil bo‘lgan almashinish tufayli bir-biriga bog'langan ikkita homolog
DNK molekulasi: har bir DNK molekulasidan bittasi. Holliday tuzilishi
ikki xususiyatga ega: 1) zanjirlar orasidagi almashish nugtasi tezda
orqaga va oldinga siljishi mumkin; 2) u ikkita juft zanjirdan iborat - bir
juft kesishgan va bir juft kesmaydigan.

lzomerizatsiya yuz berishi mumkin: bir gator aylanishlardan
so'ng dastlab ajraladigan molekulalar kesishadi wva aksincha.
lzomerizatsiya o'z-o'zidan va hujayraning nazorati ostida sodir bo'lishi
mumkin.

lkki alchida DNK ipini tiklash va shu bilan molekulalarni

birlashtirish _jarayonini _yakunlash uchun_ikkita kesishuvchi zanjirni
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kesish kerak. Agar ular izometizatsiya gilishdan oldin kesilgan b

ikkita asl spiral bir-biridan deyarli o'zqarishsiz ajralib chigadi A._: 3,
kesishgan iplar izomerizatsiya qilinganidan keyin kesilgan bo'lsa, se
DNK iplarining har biri bitta molekulaning bir gismiga uhn:ga“
boshgacha qilib aytga nda..ikkita DNK ipi kesib o'tgan. '

S oL e rekﬂmbm?miya, Umumiy rekombinatsiyadan fargli
o'larog, bir-ikkita rekombinatsiva molekulalarida mavjud be'lgan
nukleotidiarning ketma-ketligini aniglaydigan fermentiar nazorati
ostida saytga xos rekombinatsiya sodir bo'ladi. Ushbu turdagi
rekombinatsiya yordamida bakterial viruslar va mobil elementlar
genom bo'ylab harakatlanadi.

Saytga xos rekombinatsiya bakteriofagning E. coli xrormosomasi
bo'ylab harakatlanish mexanizmini o'rganish natijasida anigfandi.
Integratsiyalashgan holatda, virus bakterial xromosoma ichiga kiritiladi
va mezbon hujayraning DNK gismi sifatida ko'payadi. Virus hujayraga
kirganda, -integraz fermenti virusli genning matritsasida sintezlanadi.
Ushbu ferment rekombinatsiya jarayonini katalizlaydi, bu integral
oqsilning bir necha molekulalari faj halgasi xromosomasidagi ma'lum
ketma-ketliklar bilan mahkam bog'langanida boshlanadi. Natijada
paydo bo'lgan DNK-protein kompleksi endi bakterial xromosomada
o'xshash, ammo bir xil bo'lmagan ketma-ketliklar bilan bog'lanadi va
shu bilan bakterial va faj xromosomalarini birlashtiradi (27-rasm).
Keyin integraz DNK  molekulalarida kesmalar hosil qilib,
heterodupleksning kesishgan joyini tashkil qiladi. ‘

Integraz DNK topoizomeraziga o'xshaydi, chunki u DNK bilan
sindirilgan joyda kovalent alogani hosil giladi. Huddil shu s_aytga
tegishli rekombinatsiya mexanizmi fagat garama-garshi yo'nalishda,
integratsiya saytidan faj A chigarilganda kuchga kiradi. M.

Drosophilada  eksperimental  saytga  xos rekombinatsiya.
Xamirturush genomida rekombinatsiyani induktsiya gilish uchun zarur
bo'lgan hamma narsani (rekombinaza) o'z ichiga olgan FLF tizimi
mavjud. FLP ogsil mahsuloti FRT (FLP rekombinatsiya magsadiari)
saytlari tomonidan gabul gilinadi, ularning uzunligi gariyb 600 bp. FLP
2km doirali mini xromosomada (plazmid) joylashgan. FRT gismlari
genomning istalgan gismida joylashgan bo'lishi mumkin.

Plazmid 2 m doirada rekombinaz geni (FLP) ham, FRT mintagasi
ham mavjud. Ushbu gen elementlari to'plami rekombinatsiyadan
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o'tish uchun etarli. Bundan tashgari, agar FRT ketma-ketliklari bir-
biriga yo'naltiriigan bo'lsa, u holda inversiya orgali o'tish natijasida
hosil bo'ladi, agar FRT to'g'ridan-to'g'ri takrorlanish shaklida bo'lsa,
o'chirish va ko'paytirish olinadi.

Drosophila genomiga transformatsiya orgali butun tizimni
kiritish mumkin. Buning uchun ikkita konstruktsiya yaratildi: bitta
FLPda ular issiglik zarbalari genlari gqo'zg'atuvchisi nazorati ostida
joylashtirilgan, shunda rekombinatsiya yuzaga kelishi mumkin, boshga
konstruktsivada og gen FRTlar orasida joylashgan bo'lib, ularni yo'q
qgilish yoki ko'paytirish orgali kimdir sodir bo'lgan rekombinatsiya
to'g'risida hukm chigarishi mumkin (28-rasm).

Shubhasiz, agar siz FRT ketma-ketliklarini  P-elementga
joylashtirsangiz va uni genom bo'ylab harakat gilsangiz, Drosophila
genomining eng xilma-xil gismlarida P-elementning yozuvian va
shuning uchun FRT bo'limlari bilan juda ko'p sonlarni olishingiz
mumkin. Keyin, P-elementlaming ma'lum lokalizatsiyasiga ega bo‘lgan
chiziglar juftligini tanlab, tanlangan xromosoma mintagalari orasidag
yo'nalishni, ko'payishni va inversiyani olish mumkin (28-rasm).

Tasodifiy rekombinatsiya. Ko'pgina mobil DNK ketma-ketliklari,
shu jumladan viruslar va mobil elementlar, ulaming DNKlarini
bakteriofagdan fargli mexanizm yordamida xromosoma ichiga
kirishiga imkon beruvchi integrallarni (yoki boshgacha aytganda,
transpozazalarni) kodlaydilar. A-integraz singari, ushbu fermentlarning
har biri rekombinatsiyasi katalizatsiyalanadigan mos keladigan
harakatlanuvchi elementdagi o'ziga xos DNK ketma-ketliklarini
aniglaydi. Fag A integrazidan fargli o'larog, ushbu integrallar o'ziga
xoslikni talab gilmaydi

Magsadli xromosomada DNK ketma-ketligi va heterodupleks
birlkma hosil gilmaydi. Buning o'miga, ular harakatlanuvchi
elementning chizigli ketma-ketligining ikkala uchida kesmalar hosil
giladi va keyin DNKning bu uchlarining magsadli DNK bilan o'zaro
ta'sirini katalizlaydi va undagi fosfodiester alogalarini buzadi. Natijada,
harakatlanuvchi elementning har uchida bittadan rekombinant DNK
molekulasida ikkita gisga torli bo'shlig hosil bo'ladi. Rekombinatsiya
jarayonini yakunlash uchun ular DNK polimeraza bilan to'ldiriladi.
Ushbu mexanizmga muvofig, joylashtiriladigan joyga ulashgan

xujayraning DNKida gisga nusxalar_hosil bo'ladi. Bunday yonma-yon
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takrorlanish  tasodifiy yoki  transpozitsion, saytga  xos
rekombinatsiyaning belgisidir. Ushbu turdagi integraz
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28- rasm. Drosofila genomidagi transformatsiya orqali rekombinatsiyo
Tepada: Drozofilada FLP va FRT yordamida transformatsiyani
amalga oshirish
Pastda: ikkita garama-qarshi yo'naltirilgan FRT-hududiar yordamida
inversiyani yuzaga keltirish
Tasodifiy rekombinatsiya. Ko'pgina mobil DNK ketma-ketliklari,

shu jumladan wviruslar va mobil elementlar, ularning DNKlarini
bakteriofagdan fargli mexanizm yordamida xromosoma ichiga
kirishiga imkon beruvchi integrallarmi (yoki boshgacha aytganda,
transpozazalami) kodlaydilar. A-integraz singari, ushbu fermentlarning
har biri rekombinatsiyasi katalizatsiyalanadigan mos keladigan
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harakatlanuvchi elementdagi o'ziga xos DNK ketma-ketliklarini
aniglaydi. Fag A integrazidan fargli o'larog, ushbu integrallar o'ziga
woslikni talab gilmaydi

Magsadli xromosomada DNK ketma-ketligi va heterodupleks
birikma hosil gilmaydi. Buning o'miga, ular harakatlanuvchi
elementning chizigli ketma-ketligining ikkala uchida kesmalar hosil
giladi va keyin DNKning bu uchlarining magsadli DNK bilan o'zaro
ta'sirini katalizlaydi va undagi fosfodiester alogalarini buzadi. Natijada,
harakatlanuvchi elementning har uchida bittadan rekombinant DNK
molekulasida ikkita qisga torli bo'shlig hosil bo'ladi. Rekombinatsiya
jarayonini yakunlash uchun ular DNK polimeraza bilan to'ldiriladi.
Ushbu mexanizmga muvofiq, joylashtiriladigan joyga ulashgan
xujayraning DNKida gisqa nusxalar hosil bo'ladi. Bunday yonma-yon
takrorianish  tasodifiy yoki  transpozitsion, saytga  xos
rekombinatsiyaning belgisidir. Ushbu turdagi integraz fermenti avval
faol bakteriya Mu bakteriyofagidan ajratilgan.

6.8. Gen konversiyasi

Ba'zida, miyozit natijasida, uchta allelning onadan va bitta otalik
alleldan bitta nusxasi olinadi, bu otalik allelning bitta nusxasi onalikka
o'zgartirilganligini ko'rsatadi. Ushbu hodisa gen konversiyasi deb
ataladi. Bu ko'pincha umumiy rekombinatsiya va DNKning ta'mirlanishi
bilan bog'lig.

Yugorida ta'kidlab o'tilganidek, meiosis. vagtida homologik
onalik wva otalik xromosomalari orasidagi kesishish joylarida
heterocdupleksning birikmasi hosil bo'ladi. Agar xromosomalarning
ushbu bo'limlari bir oz farq qilsa, qo'shilish mintagasida
nomuvofigliklar paydo bo'lishi mumkin: Ushbu buzilishlar DNK
tuzatish tizimi tomonidan tuzatiladi. Buning natijasi genlarni
konvertatsiya qilish bo'ladi. Gen konversivasi boshga bir gator
mexanizmlar tomonidan ham sodir bo'lishi mumkin, ammo ularning
barchasi umumiy rekombinatsiyaning ba'zi variantlarini amalga
ashirishni talab giladi, unga ko'ra ikkita homologik DNK molekulalari
bir-biriga joylashadi. DMK parchalarining qo'shimcha nusxalarn
tayyorlanganda, konversiya jarayoni cheklangan DNK sintezi bilan
birga keladi. Tajriba shuni ko'rsatadiki, odatda fagat kichik
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29-rasm. Genlar konversiyasi sxemasi.
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Jarayon DNK zanjidardan birida uzilish paydo bo'lishidan
boshlanadi. Birinchi bosgichda DNK polimeraza asl nusxasini
almashtirib, qora zanjirning go'shimcha nusxasini sintez qilishni
boshlaydi. Ushbu bittali zanjir kulrang zanjiming gomolog hududi
bilan birlashadi. Keyin kulrang zanjirning gibridlanmagan gisqa hududi
olib tashlanadi. Natija odatda keyingi hujayralar ko'payishi tsiklida
ko'rinadi.

DMK bo'limlari gen konversiyasiga uchraydi va ko'p hollarda
genning faqat bir gismi o'zgaradi.

Gen konversiyasi mitotik hujayralarda paydo bo'lishi mumkin,
ammo kamroq tez-tez. lkkala meiotik va mitotik hujayralardagi
genlarni konversiyasining juda mumkin bo'lgan mexanizmlaridan biri
sek. 29.

Nazorat uchun savollar:

1. Mutatsiyalarning xususiyatlori

2. DNKni tiklash mexanizmlari

3. Kesishning molekulyar asoslari.

4. Gen konversiyast
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7 BOB. GENOM XROMOSOMALARINING TUZILISHI

Virusiar, prokariot va eukariof hujoyrolarining organoidlarini
xromosomalari, Achitgilorning xromosomalari va genomi Yugori
darajoda tuzilgan eukariotlarning mitotik xromosomalari Euxromatin
va geteroxromatin. Telomeralor va telomerlarning getexromatini
Xromatin va xromosomaning diminuitsiyasi. Tsentromeraning tuzilishi
V-xromosomalar.

7.1. Virus, prokariot va eukariot hujayralari
organoidlarining xromosomalari.

DNK —tutuvchi viruslar, bakteriyalar, ko’k-yashil suv o'tlari va
o'z-0'zidan replikatsiyalanadigan eukariot hujayralarining
organoidlarida (plastida va mitoxondriyalar) xromosoma qo'sh zanjirli
DNK molekulasidan tashkil topgan. Ko'pchilik shakllarida ushbu
molekula o'ralib, halga shakliga keladi, ya'mi xromosoma o'ta
spirallashgan holatda bo'ladi.  Bakteriyalarning genomi  maxsus
“yadro" shaklida tuzilgan bo'lib, "nukleoid” deb nomlanadi (nucleus-
yadro, oid - o'xshash). Bunday hujayra yadrosini shakllanmagan yadro
deb ham ataladi.

Xromosomaning  replikatsiyasi ma“lum  bir joyidan (nugta)
boshlanadi (replikatsiyaning initsiatsiya nugtasi) va butun xromosoma
replikatsiyvaga uchraguncha davom etadi. Demak, xromosoma
replikatsiya jarayonini birligi hisoblanadi va replikon deb nomlanadi.
Replikatsiya ko'pincha birdaniga xromosomaning har ikki tomonidan
boshlanadi, bakteriyalarda esa, bu shakldagi replikatsiya doimiy tarzda
kuzatiladi.

Virus va bakteriyalarda replikatsiya jarayoni juda tez o'tadi, bir
minutda taxminan 30 mkm tezligida. Prokariotlaming xromosomasi
hujayra membranasini ma“lum joylariga — replikatsiyaning boshlangich
nugtalari (oriC) va replikatsiyaning to'’xtatuvchi nugtalanga (oriC) kelib
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birikkadi. DMK —tutuvchi viruslar, bakteriyalar, ko'k-yashil suv o'tlarida
xromosomalarining DNK molekulasini uzunligi har xil.

Bakteriyalarning genomi. Ayrim bakteriyalarning genomi to'lig
sekvenirlan bo'lib, ko'rinishi halga shaklidagi DNK molekulasidan
iborat bo'lganligi, o'lchami va genlarining migdori aniglangan.
Masalan, Bacillus subtilisda DNK uzunligi 4214814 tpn ga teng,
genomi 4100- 4220 genlardan tashkil topgan, E. Coli da — 4639,221
tpn va taxminan 4290 genlardan iborat bo'ladi..

Bakteriyalarning irsiy apparati — nukleoid eukariotlar
hujayrasining yadrosiga mos keladi: DNK, ogsil va RNKdan tashkil
topgan, lekin yadro membranasi bo'lmaydi. MNukleoid hujayra
tsitoplazmasida erkin joylashadi. Uning uzunligi, masalan ichak
tayogchasida 1 mkm ga teng. MNukleoidlar hujayra membranasiga
birikkan bo'ladi, lekin fagat oriC va terC joylarda emas, balki "siljigan
uchastkalar" deb nomlangan joylarda ham. Ushbu joylarda aynan shu
vaqtda replikatsiya jarayoni amalga oshgan bo'ladi. Bundan tashgar,
membrana bilan boshga “nospetsifik” kontakt hosil gilgan joylar ham
mavjud ekan.

Hujayralarning bo'linishidan oldin nuklecidlarning irsiy moddasi
ikki xissa ortadi, so'ng "qiz" nukleoidlar bir biridan ajralib ikkita qarama
garshi qutblarga yo'llanadi.

MNukleoidlarning ikki qutbga ganday mexanizm asosida
yo'llanishini xozirgacha ham aniq emas. 1940-1950 yillarning boshlarida
alimlar  kuyidagi fikrga kelgan edilar prokariotlarda ham
eukariotlarnikiga o'wshash kariokinez jarayoni kuzatiladi. Keynchalik,
nukleoidlarming ajralishi oddiy passiv jarayon degan xulosaga kelishadi,
hujayra aro to'siq ikki nukleoid orasiga kirib ulami ikkiga bo'ladi.

Oxirgi vyillarda olimlar orasida nuklecidlarni ikki qutbga
ajralishini maxsus oqsil kompleksi bajaradi degan fike hukmronlik
giladi. Bakteriyalarning nukleoidida DNK kamida 5 xil ogsillar bilan
assotsiatsiyada bo'ladi: HU, INF, HI, HLP, N. Ushbu ogsillar
aminokislotalar tarkibi va boshga xossalan bo'yicha eukariotlarning
gistonlariga o'xshashdir. Ularning razmerlari katta emas - 9-28 kDa ga
teng va ko'pchiligi asosli (ishgorli) ogsillardir. YAna shu narsani aytish
o'tish kerak, ushbu ogsillar juda konservativ xususiyatlarga ega, chunki
ichak bakteriyalar va ko'k-yashil suv o'tlarida 2-3 mird yil oldin HU-
oqsillar_antigen xususiyligi bilan_boshga ogillarga_o'xshash bo'lgan.

X2




M

Demak, divergentsiya tufayli ogsillarning har xil shakllari payda
bo'lgan ekan. E.coli tarkibida 30 minga yaqin dimer ogsil HU va 120
ming monomer ogsil H ba'lishi aniglangan.

Ogsil HU DNK molekulasini kondensatsiya gilib, nukleosomalar
shakliga keltiradi va DNK replikatsiyasini kuchaytiradi. Lekin, E.cali
tarkibidagi 30 mingta HU dimer ogsil fagat nuklecidning 1/8
DMKning shakllanishiga etadi xolos.

Ogsil HI DNK bilan bog'lanadi, lekin uning vazifasi anig emas.

Ogsil R - sekvenirlangan, aminokisiotalarning joylashish tartibi
bo'yicha protaminlarga o'xshab DNK molekulasi bilan bog'lanadi, lekin
qganday wvazifa bajarishi noanig. Ogsil INF nuklecidning domen
strukturasini shakllantirishda gatnashadi, degan ma"lumaotlar ilmiy
adabiyotlarda keltirilgan.

Mukleoidning tarkibida DNKning migdori 80%ni tashkil etadi.
{(eukariotlarning hujayra yadrosida DNKning migdori fagat 50%). DNK
molekulasi halgalar hosil gilib o'ralgan bo'ladi, har bir halga 40ta tpn
tashkil topgan. Genomda halqalar, ya"ni domenlar soni 100 atrofida
bo'ladi,

Mitoxondriyalarning genomi. Mitoxondriyalar - hujayra
organoidiari bo'lib, oksidlanish-fosforillanish (OF) jarayoni asosida
ATF sinteziga javobgardir. Mitoxondriyalamning ichki membranasi
kristalar hosil giladi. Kristalarda 5ta fermentlar kompleksi joylashgan
bo'ladi. Fermentlar kompleksi energiya hosil gilish va to'plash uchun
oksidlanish-fosforillanish  (OF)  apparatini  shakllantiradi. 1=V
komplekslar ketma-ket joylashadi va elektronlar tashish zanjirini hosil
giladi, V-chi kompleks tarkibiga ATF-sintetaza fermenti kiradi va .#.Tlf
sintezini amalga oshiradi. OF jarayonida ishtiroq etuvchi
polipeptidlarning ko'pehiligi, ulaming soni 70 dan ko'prog, yadro
DNKsi tomanidan kodlanadi. Ular 805 ribosomalarda  sintezlanadi va
mitoxondriyalarga  etqaziladi.  10taga  yagin  polipeptidiar
mitoxondriyalarning genomi bilan kodlanadi, lekin shu ogsillarsi OF
jarayoni amalga oshmaydi. In situ ogsil sintezida gatnashuvchi t-
RMKning deyarli barcha komponentlari (22-tRNK), mitoxondriyalarning
o'zini mahsulotidir. Bundan tashgari, mitoxondrial DNK (mtDNEK) ikki
xil rRNKni ham kodlaydi.
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Mitoxondriyalarning DNKsi qo'sh zanjirli, halga shaklida o'ta
o'ralgan molekula bo'lib, ko'pincha G-C juftlar hisobiga ancha
og'irroq.

Hayvonlarda mtDNKning razmeri 20 tpn dan kamrog, odamda -
16 569 tpn, ksenopus va drozofilada — 18400 tpn, achitgilarda
mDNKning o'lchami yanada kattaroq - 80tpn atrofida, o'simliklarda
esa undan ham ko'prog - 100-2000 tpn.

Mitoxondriyalarning tarkibida bakteriyalarnikiga o'sxshagan
nukleocidlari be'lib, ularning har biri mtDNKni bir necha kopiyalarini
(nushalarini) o'zida saqglaydi. Masalan, achitgilarning har bir
mitoxondriyasida 10-30 ta nukleoidlar aniglangan bo'lsa, har bir
nukleoid 4-5 DNK molekulasidan tuzilgan bo'ladi. Achitgilarning bitta
hujayrasida bittadan to 45 gacha mitoxondriyalar ba'lishi mumkin,
demak mtDNK molekulalarini soni 40-6750gacha boradi yoki 3200 va
540000 tpn, ya“ni genomning DNKsidan ancha ko'p (17500 tpn).

Odamning mitoxondrial DNKsi ikki zanjidi spiral shaklidagi
molekula bo'lib, 16569 pn dan (nukleotidlar ketma-ketligi) tashkil
topgan (rasm 30). Zanjirlar bir biriga G va S lar nisbatan asimmetrik
joylashgan bo'ladi. Guaninga boy bo'lgan oglir zanjir (N) — rRNK
kupchilik mRNK va tRNK genlarini o'zida saqlaydi va asosiy kodlovchi
zanjir hisoblanadi. TSitozinga boy bo'lgan engil zanjir (L) tarkibiga fagat
bitta strukturaviy gen (ND6) va tRMKning 22 genidan 8 si kiradi
Hammasi bo'lib mitoxondrial genlarning 37 tasi (13 OF genlari, rRNKning
ikkita geni va tRNKning 22 geni) | ogsil kompleksining ettita subbirligi, 1ll
kompleksning bitta subbidigi, IV kompleksini uchta subbirligi va V
kompleksning ikkita subbirliglarining sintezida ishtirok etadi.

Odamning mitoxondrial genomi 16569 nj (nukleotidlar
juftligijdan iborat. Uning tarkibiga quyidagilar kiradi: D-halga -
mtDNK joylashgan rayon bo'lib, razmeri 1122 p.n. tashkil topgan
(16024-576 pozitsiyalar), Ushbu rayon replikatsiva va transkriptsiya
jarayoniga javob beradi. Tarkibiga terminatsiyaga (16157-16172)
bog'liq bo'lgan TAS ketma-ketligi kiradi. ON - — replikatsiyalanuvchi
og'ir zanjirning initsiatsiya nugtasi (110-141), konservativ bloklarning
ketma-ketligi CSBI (213— 235), CSBIl (299-215) va CSBIIl (346-363),
transkriptsiyva omilning bog'lanish saytlari mtTF (233-260, 276-303,
418-145, 523-550), mitoxondrial praymerini replikatsiiyasi (317-321),
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PL — engil zanjirning promotori (392-445), RN1 —asosiy (545-567) va
RH2, — og'ir zanjiming minor (~654 pn) promotorlari.
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30- Rasm. Odam mtDNKsining funktsional-genetik xaritasi.

Membranaga birikkan sayt taxminan 15925-199 rayonida
Joylashadi. Boshga regulyator (boshgaruvchi) ketma-ketliklar D-
halganing tashqarisida joylaashadi va OL — engil zanjirning initsiatsiya
nugtasi (5721-5798), rRNK:mRNK nisbatini boshgaruvchi transkriptsiya
terminatorini o'zida saglaydi. ribosomal RNKning 2 geni: 125 (648-
1601); 165 (1671-3229). transport RNKning 22 geni ( gorizontal shtrix
bilan ko'rsatilgan): A — alanin (5587-5655), R — arginin (10405—
10469), N — asparagin (5657-5729), D — aspartat (7518-7583), § —
tsistein (5761-5826), E — glYutamat (14674-14742), Q — glYutamin
(4329-1400), G — glitsin (9991-10058), N — gistidin (12138-12206), |
— izoleytsin (4263-4331), L — leytsin (3230-3304 | 12266-12336), K —
lizin (8295-B364), M — metionin (4402-1469), F — fenilalanin (577-
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647), R — prolin (15955-16023), 5 — serin (7445-7516 i 12207-12265),
T — treonin (1588-15953), W — triptofan (5512-5576), T — tirozin
(5826-5891), V — wvalin (1602-1670). OFning subbirliklarini kodlovchi
13 gen, | —chi polipeptid kompleksining genlari (NADH-
degidrogenaza) — ND1 (3307-4462), ND2 (4470-5511), ND3 (10059-
10404), ND4 (10760-12137), ND4L (10470-10766), MND5S (12337-
14148}, ND6 (14149-14673); Il —chi polipeptid kompleksining genlari
(tsitoxrom b) — Cytb (14747-15887); IV—chi polipeptid kompleksining
genlan tsitoxrom oksidaza 5) — COI (5904-744), SOIl (7586-8262),
SOIll (9207-9990); V—chi polipeptid kompleksining genlari (ATR-aza)
— ATRE (B527-9207), ATRB (8366-8572).

Qizigarlisi shuki, sut emizuvchi hayvonlarning mitoxondrial
genomi tuzilishi jihatidan prokariotlarning genomiga juda o'xshash,
eukariotlar genomiga emas: mitoxondriyalarning genlarida introniar
bo'lmaydi va trankriptsiya jarayoni politsistron ahborotli (informatsion)
RNK shaklida ikkita promotorlardan boshlanadi. tRNKning genlari
struktur genlarining oralarida joylashgan bo'lib, ularni bir biridan
ajratib turadi. Birlamchi transkriptlar nukleazalar yordamida tRNKning
chetlaridan “kesilib® hosil bo'ladi. tRNKning to'plami  ham kam,
mitoxondriyalarning genomida - 22, yadro genomida- 32,

Replikatsiya, transkriptsiva | translyatsiva. Replikatsiva va
transkriptsiya jarayonlar 1122 pn (16024-576) tashkil topgan bo'lib va
kontrol (nazorat) rayoni (KR) deb atalgan gismidan boshlanadi (rasm
30). Ushbu rayonda boshqgaruvchi nukleotidlarning ketma-ketliklarini
ko'pchiligi joylashgan bo'ladi. SHu bilan birga nazorat rayoni -
molekulaning asosiy kodlamaydigan qgismi  hisoblanadi, chunki
mtDNKning fagat 87 pn boshga tsistronlararo rayonlarida joylashgan
bo'ladi. KR da uch zanjidi D- halga joylashadi. Halga M-zanjirning
replikatsiya jarayonida ona zanjiri bilan juftiashgan bo'lib kalta
segmentining - 75 DNK sintezi natijasida hosil bo'ladi.

Har xil populyatsiyalarning individual mtDNKsini tekshirishlari
natijasida nazorat rayonning Yuqori darajada variabelligini aniglandi:
variabel gismlar asosan zanjirning 5'- va 3'-gismlarida joylashgan
bo'ladi. Gipervariabel segmentlar GVS-1 (16000- 16400) i GVS-II (70-
380) taxminan 710 pn tashkil topgan.

mtDNK ning N-zanjirning replikatsiyasi 75 DNK sintezidan

boshlanadi. Replikatsiva L-zanjiri bo'ylab_genomni 2/3 gismini_o'tib
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bo'lgach engil zanjirining replikatsiyasini initsiatsiyatsiya nugtasiga
etib boradi. L-zanjirining sintezi maxsus praymaza tomonidan
initsiatsiyaga uchraydi va N-zanjirining matritsasini teskarisidan davom
etadi. Replikatsiyaning har xil tomenlama va asinxron amalga oshishi
fagat mitoxondrial genomiga xos.

Odam mitoxondrial genomini  transkriptsiyasi ham o'z
xususiyatlariga ega. Har bir zanjirning transkriptsiyasi nazorat rayonida
joylashgan maxsus RL yoki RH1 promotorlardan boshlanadi. RNKning
birlamchi matritsali transkriptalarini sintezi ikki yo'nalishda amalga
oshadi.Transkriptsiya jarayoninig initsiatsiyasida maxsus omil (mtTFl)-
transkriptsiya omili ishtirog etadi. Omil mtDNKning transkriptsiyasida
katta ahamiyatga ega. Maxsuslashgan mtRNK-polimeraza zanjir
bo'ylab harakatlanadi va natijada politsistron mRNKni hosil giladi.
Keyinchalik maxsuslashgan endonukleaza politsistronli mRNKni kesadi
va ribosornal, tashuvchi va matritsali RNKlarni ajratadi. YAna shu
jarayonga e“tibor berish kerak, chunki mRNK ning hosil bo'lishi kopiya
usulida emas, poliadeninlik usuli yordamida amalga oshadi ekan.

Mitoxondrial mRNKning translyatsiyasi mitoxondriyalarning 555
ribosomalarida amalga oshadi. Har bitta ribosoma bitta katta (395) va
bitta kichkina (28S) subbirliklardan tuzilgan bo'ladi. Bunday
ribosomalarda rRNKning miqdori bakteriyalar yoki eukariotlaming
ribosomalariga nisbatan kam, lekin ribosomal ogsillarning ulushi
ko'prog bo'ladi. Mitoxondriyalaming ribosomalari bakteriyalarning
ribosomalarini ingibitori - xloramfenikolga sezuvchan bo'ladi. Lekin,
tsitoplazmatik 805 ribosomalardan fargli ravishda, mitoxondriyalarning
ribosomalari  tsiklogeksimid wva emetinga chidamli ba'ladi.
Mitoxondrial tRNKning tuzilishida ham bir gator o'ziga xos
xususiyatlar mavjud. Mitoxondrial mRNKda SHayn-Dalgarno deb
ataladigan nukleotidlar ketma-ketligi bo'lmaydi. Translyatsiya
jarayonining initsiatsiyasi ribosomalarning kichik subbirligini mRNKni
40 pn dan tashkil topgan maxsus ray'nni bilan bug'lan'rshi bilan
boshlansa kerak, degan fikrlar bor. mRNK ribosomani o'rab oladi va
shu bilan polisomalarning hosil be'lishini chetlatadi degan olimlarning
taxminlari ilmiy adabiyotlarda keltirilgan.

Sut emizuvchilaming mitoxondrial DNKsi yadroning kodidan
fargli ravishda o'ziga xos unikal genetik kodga ega: masalan, UGA

tripleti_triptofanni_kodlasa, AUA — metionin, AGA va AGG stop-
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kodonlar vazifasini bajaradi. mtDNK ning translyatsiya jarayoni
modifikatsivaga uchragan “kodonlar siljishish qoidasiga™ bo'ysinadi,
natijada barcha kodonlami “o'gib chigish® uchun 22ta tRNK etarlidir.

Xloroplastlarning genomi. Xloroplastlar va mitoxondriyalar
genomi ko'p  xususiyatlari bo'yicha bir biriga  o'xshash.
Xloroplastlarning DNKsi (xpDMNK) ham go'sh zanjirli, o'ta o'ralgan va
oqgsillari bo'lmaydi. Ko'pincha G-C —juftlar migdori bilan yadro va
mitoxondrial DNKlaridan farg giladi (rasm 31). xpDNK molekulasini
razmeri 80-600 tpn ga teng. 31 rasmda

31- Rasm. Mox o'simligi (Marchantia polymorpha) xioroplasti DNKsining
genetik xaritasi

IRa, IRb, LSC, 55C (ichki doirada) — invertirlangan
taqrorlanishlar va bir kopiyali uchastkalar ko'rsatilgan. Ko'k rangda
iRNKning oqsillarini kodlovchi va translyatsiyada ishtirog etuvchi
genlari ko'rsatilgan (rps — ogsillar 305, rpl — 505 ribosomalarning
subbirliklari; 4.55, 55, 165, 235 — rRNK: inf A — initsiatsiya omili; secX
—oggsil 505 ribosomaning subbirligi), yashil rangda — fotosintez va
elektronlar tashish zanjiri (rbc — ribulozobifosfatkarboksilaza; psa —
fototizim 1; psb — fototizim 2; pet —tsitoxrom kompleksi b/f; atp —
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ATR-sintetaza; five — temir-oltingugurt ogsillar; ndh — NAD(P)II
oksidoreduktaza), qizil rang bilan — RNK-polimerazalarning
subbirliklarining genlan, sarig ranglilar — permeazalar.

Bitta hujayrada DNK molekulasini nusxalarining soni har xil.
Masalan, laviagining barglarida bitta nuklecidga 4-8 DNK molekulasi
to'g'ri keladi, agarda bitta xloroplastda 4-18 nuklecid bo'lsa,
hujayrada taxminan 40 xloroplast aniglansa, demak har bir hujayrada
6000 gacha xpDNK molekulasi bo'lishi mumkin. Xlamidomonada suv
o'tining bitta xloroplastida 500-1500 xpDNK molekulasi aniglangan.

YUksak o'simliklarning xloroplastlarini genom uzunligi bo'yicha
har xil, lekin o'ziga xos xususiyatlariga ega. Genomda invertiashgan
tagrorianishlar deb ataladigan (IRa i IRb) tagrorlanishlar mavjud.
Ushbu tagronishlaming ichida joylashgan genlar genomda ikkita
nusxada bo'ladi. IR tagrorlanishlarning orasida S5C (short single copy
sequence) va LSC (long single copy sequence) deb nomlangan
uchastkalar joylashadi. Xloroplastiaming genomi barcha rRNK
genlarini, ya"ni 165, 235, 4,55 i 55 (har qaysi 2 ta nusxadan), tRNK ning
32 geni va xloroplastlaring genetik apparatiga yoki fotosintezi uchun
zarur bo'ladi. Ayrim ogsillami  kodlovchi genlar (masalan,
ribosomalarning  ogsillarini,  RNK-polimerazaning  subbirliklarini,
translyatsiyva omillarini va h.k.) o'zida saglaydi.

Ogsillar va tRNKni kodlovchi ayrim genlarida intronlar
aniglangan. Xloroplastlarning genomida kodlanadigan barcha mRNK,
o'zining ribosomalarida, ya'ni xloroplastlarning  ribosomalarida
ranslyatsiyaga uchraydi.

Achitgilarning genomi va xromosomalari. Tuban eukariotlaming
xromosomalarini mikroskop ostida ko'rib  bo'lmaydi, lekin  genetik
tuzilishi bo'yicha 16 birikish xromosomalar guruhlari  ajratiladi.
Saccharomyces cerevisiae achitgining genomi to'lig sekvenirlangan va
kuyidagi mahlumotlar aniglangan: DNKsini umumiy uzunligi 13390 tpn
dan tashkil topgan, xromosomalamning uzunligi 229tadan to 1530 tpn
gacha borishi mumkin, Albatta bunday kichik xromosomalami oddiy
yorug'lik mikroskop ostida ko'rib bo'lmaydi. Drozofila pashshasini eng
kichik xromosomasi — to'rtichi jufti xuddi nugta bo'ib ko'rinadi va
genomining DNKsini 1-4% ni tashkil etadi. Agarda drozofilaning D.HH
genomi 185 min pn dan tashkil topgan bo'lsa, to'rtinchi xromosomasida

1850 tadan boshiab, to_ 7400 tpn joylashadi bo'ladi Bu_ragam
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achitgilaring eng uzun xromosomasining uzunligidan ancha Yugori,
Achitgilarning genomida 6085 genlar aniglangan.

7.2, Yuksak eukariotlarning mitotik xromosomalari.

Mavashin tasnifi bo'yicha xromosomalarnng tuzilishi, ya®ni
tsentromerasining joylashishi, elkalarining uzunligi va hk, belgilari
bo'yicha xromosomalar 4ta tipga bo'linadi. Olimlarning ko'pchiligini
fikri bo'yicha har bir xromosomaning albatta ikkita elkasi bo'ladi, ya"ni
telotsentrik xromosomalar bo'lmaydi. Telotsentrik xromosomalarning
kichkina bo'lsa ham kalta elkasi bor. Zamonaviy ma“lumotlarga ko'ra
xromosomaning ikkala uchida maxsus tuzilma-telomera bo'lishi kerak.
Demak, tsentromera xromosomaning uchida joylashmaydi, shu
sababdan tabiatda telotsentrik xromosomalar bo'lmaydi.

Kariotip va idiogramma. Kariotip tushunchasi 1924 yilda GA.
Levitskiy tomonidan fanga kiritilgan. “Irsiyotning material asoslari® deb
nomlangan kitobida (1924) olim yozadi: “Agarda organizmning tashgi
belgilarini yig'indisi “fenotip” deb nomlansa, yadro xususiyatlarini
yigiindisiga “kariotip® degan atama mos keladi” “"Kariotip”
tushunchasi, bir tomondan fenotip ma“nosini to’ldirgan bo'lsa, ikkinchi
tomondan - “genaotip” tushunchasiga zich bog'langan bo'ladi, ya"ni
organizmning irsiy omillarini yoki genlarini yig'indisiga. G.A. Levitskiy
bo'yicha kariotip - bu organizmning barcha individual
xromosomalarini yig'indisi - soni, razmeri, morfologiyasi, eu- va
geteroxromatinini joylashishi, ya“ni barcha xususiyatlarini yig'indisi.

Kariotipning asosiy belgisi = xromosomalarning juftligi, ya"ni
organizmda xromosomalar juft bo'ladi: tuzilishi, genlar tarkibi va
ularming joylashish tartibi bilan o'xshash. Bunday juft xromosomalar
gomologik xromosomalar deb nomlanadi. Har bir juft xromosomalar
tuzilishi bilan boshga juft xromosomalardan farg giladi. Har xil
juftiarning xromosomalari nogomologik, ya®ni gomologik bo'lmagan
xromosomalar deyiladi.

Xromosomalarni jufti, katta-kichikligi, tsentromerasi va eu-va
geteroxromatinni joylashishiga garab idiogramma tuziladi.

Xromosomalaming differentsial bo'yash. 1968 yilda T. Kaspersson
va uning kasbdoshlari xromosomalarni akrixin-iprit bilan bo'yash usulini
taqlif etishadi. Bo'yalgandan so'ng preparatlar ultrabinafsha nurlar bilan
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nurlanadi va flurestsentsiyasi induktsiyalanadi. Bunday bo'yash usuli
yordamida aniglangan bo'ldi: xromosomalarning har xil joylari har xil
intensiviikda bo'yalishi, bo'valgan gismlaming razmerlarini farglanishi,
ya'ni xromosomalar bo'yoq bilan bog'lanish saytlari migdori bilan farg
giladi. Natijada, har bir juft xromosoma boshga juft xromosomadan farg
qilishi, ya"ni individual tuzilishga ega, hatto xromosomalaring elkalari
ham individual ekanligi aniglandi. SHunday qilib, har bir xromosomani
aniglab, boshqgalardan ajratish mumkin bo'ladi. Ushbu usul Q-ba'yash,
yoki Q-banding (quinacrine so'zidan).

1971 yilda. K. SHo (S. Shaw), E. Samner (A, Sumner) i U. SHned|
(W. Schnedl) G - bo'yash usulini taglif giladilar. Preparatlar dastlabki
ishgor modda bilan ishlov berilgandan so'ng standart tuz eritmasida
(2 x S5C) inkubatsiyalanadi va Gimza-Romanovskiy bo'yog'i bilan
bo'yalanadi. Natijada xromosomada to'q bo'yalgan yo'l-yo'l chiziglar
hosil bo'ladi.

Hozirgi kunda xromosomalar segmenlarga bo'yashining bir
gancha usullari taglif etilgan: Q- G1-, R-5, T-, S-bo'yoq va Fyclgen
bo'yicha bo'yashlar. Bunday differentsial bo'yash usullari 1971 yilda
Parij konferentsiyasida taqlif etilgan edi. Keyinchalik xromosomalar
enzimlar yordamida differentsial “hazm® qilish va in situ (FISH)
fluorestsent gibridizatsiya usullari ishlab chigildi.

N- i Q- bo'vash. Geteroxromatinni aniglashda flucrestsent
bo'yoklar - kvinakrin (Q-bo'yash) va Xekst (Hoechst 33258 — N-
bo'yash) effektiv hisoblanadi. Ikkalasi ham A-T-juftlari bilan boy
bo'lgan xromosomaning gqismiar bilan bog'lanadi, lekin ularning
bog'lanish mexanizmlari har xil.

G-bo'yash. Bunday differentsial tipdagi bo'yash ancha yaxshi
natija beradi, chunki ko'ndalang yo'l-yo'l chiziglar xromosomaning hvr
wil gismlarini qulay markyorlari bo'lib xizmat giladi. Ko'ndalang
chiziglar ma“lum ragamiar bilan belgilanadi va ularga nisbatan genlar
ma"lum tartibda xromosomada joylashtiriladi (rasm 32).

Lekin, ma"lum bir xromosomada ko'ndalang chiziglarning soni
va joylashish joyi har xil olimlarining ma"lumatlari bo'yicha farg giladi.
SHu sababdan kariotipni standart taxlil qilish uchun Parij
nomenklaturasi odam xromosemasi uchun normada G-chiziglar soni,
joylashish joyini aniglangan bo’ladi (rasm 33).
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Nomenklatura bo'yicha odam genomining xromosomalarini
ko'ndalang chiziglari mikroskop ostida har xil kattaligida ko'rinishini 3
xil tipi belgilangan: 400, 550 i 850ta chizig. Bundan tashqgari, Yugori
darajada kattalashtirib ko‘rsatadigan usul yordamida taxminan 1350
ko'ndalang chiziglarni aniglash mumkin.
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32- Rasm. Birinchi xromosomado kasalliklar genlarining joylashishi.
Ramka bilan chegarangan allel holatlar; r — kalte, q — uzun yelka; 1-3, 1-
4 —xromesomaning hududlari
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Xromosomalarning G-usuli yordamida markirovka gilish har bir
individual xromosomani va uning fragmentlarini indentifikatsiya qilish
va bundan tashqari, ularming evolYutsiya jarayonida mutatsiyalar va
har xil ekologik omillar ta'sirida joyini o'zgarishini nazorat gilish

imgoniyatini yaratadi.

Bundan tashgari, to'g bo'yalgan chiziglaming xromosomada
joylashgan gismlari ma"lum holatda bo'lishi to'g'risida dalolat beradi.
Masalan, G-chiziglar joylashgan xromosoma gismlarida genlarning
migdori kam, A, T nukleotidlar va LINE-elementlar soni ko'p bo'lishi
aniglangan. G-chiziglardagi joylashgan DNK interfazaning 5-dawvrida
kech reduplikatsiyaga uchraydi [Craig, Bickmore, 1993].

B
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33-Rasm. Parij konferentsiyasida (1971) qabul gilingan odam
xromasomalarning G-segmentlarini sxematmk ko'rinishi. Roqamlar bilan
xromosomalarning nomerlari belgilangan: X va ¥ —jinsiy xromosomalar; r
—kalta, g — xromosomaning uzun yelkasi
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R-bo'yash.  Bufer eritmasida Yugori haroratda xromosoma
preparatlarini inkubatsiya qilish yoki ma"lum pH muhitida Gimza
bo'vog'i bilan bo'yalishi natijasida xromosomaning segmentatsiyasi G-
segmentatsiyaning teskarisi kuzatiladi. R-chiziglarda genlaming Yugori
kontsentratsiyasi  jovlashgan, ular G, 5 nukleotidlar va SINE-elementlar
bilan boyitilgan bo'ladi, bundan tashgari, ushbu fragmenlaming DNKsi 5
~davrida erta replikatsiyaga uchrashi aniglangan.

T- bo'yash. Ushbu bo'yash R - bo'yashning bir varianti
hisoblanadi, lekin bo'yalgan fragmentlar asosan xromosomaning
uchlarida, ya"ni teloier rayonlarida joylashgan bo'ladi. SHu chiziglarda
genlar Yuqori darajadagi zichlikda joylashadi, G, 5 nukleotidlar va
S5INE-elementlaming Yuqori kontsentratsiyasi  aniglanadi. DNK
replikatsiyasi esa, erta amalga oshadi,

Felgen bo'yicha bo'yash. Xromosoma preparatlari ishgor bilan
Yumshoq tarzda ishlov berilgandan so’ng sovug tuz eritmasida uzoq
vagt davomida ekspozitsiyalanadi, keyin Xromosoma
segmentatsiyasini Fyolgen reaktsiya yordamida aniglanish mumkin
bo'ladi.

5-bo'yash. 1970 yilda Dj. Goll {). Gally va M. PardYu (M. Pardue)
sichgonlarning xromosomasini tekshirishadi va tsentromerasiga yaqin
joylashgan geteroxromatinni DNKsining denaturatsiya-
renaturatsiyasidan so’'ng Gimza bo'yogi bilan bo'yashganda
euxromatinga nisbatan yaxshiroq (intensiv) bo'valishini aniglashgan.
1971 yilda T. SHu (T. Hsu) i F. Amigi (F. Arrighi) xromosoma
preparatlarini ishlov berish yangi usulini taglif etishadi. Usul
yordamida eu- va geteroxromatinlami alohida bo'yash imgoniyatini
beradi. Protseduraning asosiy etaplariga xromosomalarning DNKsini
0,7 N MaOH eritmada denaturatsiyasi, 65°S haroratda renaturatsiya va
Gimza eritmasida bo'yash kiradi. Olimlar sut emizuvchilarni 20
turining xromosomalarini tekshirib kuyidagi xulosaga kelishadi:
geteroxromatin joylashgan joylar yaxshi bo'yalgan, euxromatin gismiar
esa, rangsiz. Bunday bo'yash usulini mualliflar konstutiv bo'yash (S -
constitutive) yoki S-bo'yash (C-banding) deb atashgan.

Bo'yalish mexanizmi aniq emas. Ka'pincha
xromosomalarning S-chiziglari satellit DNK joydashgan rayonlarda
aniglansa ham, istisno tarigasida misol keltiish mumbkin: Y-
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xromosomaning D. hydei satellit DNK yo'g, ammo 5-bo'yalish
ravshanlik bilan aniglanadi.

Bundan tashqari, embrional taraggiyotning ilg boshlarida
ushbu usul bilan geteroxromatin bo'yalmaydi, lekin keyinchalik,
aynigsa homila rivojlanishining oxirgi davrlarida shu rayonlarming
bo'yalishi  kuzatiladi, ammo DNKning birlamchi  strukturasi
o'zgarmagan sababli xulosa gilish mumkin: 5-bo'yalish yordamida
geteroxromatinga xos bo'lgan ogsillar aniglanadi.

«0Odam genomi» loyhasini natijalari (2001 yilda ilmiy maqola
shaklida bildirilgan) bo'yicha Homo sapiens ning 20% atrofida DNK
genomi xromosomalarning 5-chiziglarida joylashgan ekan.

Enzimlar yordamida xromosomalarning differentsial “hazm®
gilish  usuli. Mitotik xromosomalarda nukdeotid juftlarini geterogen
joylashini restriktsiva enzimlari yordamida “hazm® gilish usuli bilan
aniglash mumkin. Muklectidlarning tagrorlari bilan boyitilgan va
ushbu fermentga nisbatan saytlari bo'lmagan xromosoma gismlari
shikastlanmaydi va har xil DNKni aniglovchi bo'yoglar bilan bo'yaladi,
masalan, etidiy brom bilan. Bunday gismlar ko'pincha tsentromeraga
yagin geteroxromatin joylashgan rayonlarda aniglanadi.

7.3. Ko'p rangli fluorestsent gibridizatsiya in situ.

1990 yillarda tsitogenetika fanida yangi usullar paydeo bo'ladi,
ularning asosida nukiein kislotalarning fluorestsent gibridizatsiya in
situ (fluorescent in situ hybridization — FISH) yotadi. Bunday
kashfiyatlar mikroskopik tasvidarni tahlil gilish uchun yangi effektiv
fluoraxrom va yangi apparaturalarni go'llashlar bilan bog'liq.  Asosiy
usulladan biri ko'p rangli gibridizatsiya in situ hisoblanadi.

Har xil rangli tasvirlar olish uchun har xil DNK zondlari bilan
nishonlangan fluoroxromlar go'llaniladi. Xar bir fluoroxromning
nurlanishni intensiviik darajasi va rangi kempYuterga alohida yozilib
boriladi. Bir necha xil fluoroxromlarni qo'llash har xil ranglarda ko'rish
imgoniyatini beradi. Masalan, agarda xromosomaning bir gismi a
fluoroxrom bilan bo'yalgan bolsa, b —fluoroxrom xromosomaning
boshga fragmentini bo'yasa, unda ikkala fluoroxrom a va b bilan

bo'yalgan xromosomaning gismi yana boshqa rangda bo'yaladi.
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34- Rasm. Odam xromosomalarinngi 24-rangli FISH- bo‘yalishi. a-
metafaza plastinkosi, har bitta xromosoma o'z rangiga bo'yalgan; b -
yashil va qixil ranglar 8 va 17-chi xromosomalar orsida translokatsiya

kuzatilishini ifodalangan.

Agarda ikkala fluoroxromlardan tashqari p migdor go'llansa,
unda DNK fragmenlaming 2"- 1 joyi aniglangan bo'ladi. Demak, 5ta
fluoroxrom go'llansa gibridizatsiya in situ usuli yordamida DNKning
31 fragmentini aniglash mumkin bo'ladi.

Har bitta xromosomani o'zini rangi bilan nishonlash uchun
xromosomaning DNKsini preparatdan mikromanipulyator yordamida
to'planadi, polimeraza zanjirli reaktsiya yordamida amplifikatsiya
gilinadi va 3ta fluoroxrom kombinatsiyasi bilan nishonlanadi MNatijada
Xromosoma o'z rangiga ega bo'ladi. Xuddi shu operatsiyani boshga
xromosomalar bilan o'tkazilishi natijasida har bir xromosoma o'ziga
¥0s rangiga ega bo'ladi (rasi 34, a). Agarda xromosoma bir necha xil
rangli bo'lsa, demak translokatsiya bo'lganligi aniglanadi (rasm. 34, b).

Ayrim diagnostik markazlarda odam xromosomalaridagi
o'zgarishlarni tahlil gilish uchun ko'p rangli FISH  usullarining
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variantlari go'llaniladi. Usulning mohiyati shundan iboratki, oddiy in
situ  gibridizatsiyasida kuzatilgan kuchsiz signalni preparatda
“kuchaytirish®  mumkin, keyin kompYuterning CCD-kamerasi
yordamida undan ham yirikroq qo'rinadigan qgilinadi, natijada hattoki
mitotik xromosomalarda ham ko'rinadigan bo'ladi. SHu sababdan
FISH tsitogenetik ishlarda keng go'llanilmogda.

«Myoller qoidasi» va sinteniya hodisasi. 1911 yida U.
Robertson (W. Robertson) to'g'ri ganotli hasharotlarning bitta turini
¥romosomalarini  tekshiradi va bir narsaga e"tibor beradii shu
hasharotning metatsentrik xromosomasi boshga turdagi hasharotning
ikkita akrotsentrik xromosomalariga to'g'r, ya"ni mos kelishiga.
SHunga asoslanib olim shunday xulosa keladi, demak, evolYutsiya
jarayonida metatsentrik xromosomalar akrotsentrik xromosomalarning
go'shilishi natijasida hosil bo'lishi mumkin. Xromosomalarning butun
elkalarini go'shilishiga robertson translokatsiyalar deb ataladi. Uzun
elkalarining soni o'zgarmaydi yoki doimiyga ragamaa yaqin bo'ladi. |

1934 yilda N. P. Dubinin drozofila pashshasining karitipidagi
xromasomalar sonini tajriba yo'li bilan o'zgartirishga muvaffag bo'ladi.
Awvalambor olim translokatsiya yo'li bilan to'rtinchi xromosomani Y-
xromosomaga o'tkazadi. So'ng gibrid xromosoma 4 - Y wva X-
xromosoma bilan  krossingover usuli  yordamida  to'rtinchi
Xromosomani X-xromosomaga o'tkazadi. Bundan keyin urgochi
pashshalarda 4-X xromosomani gomozigota holatiga o'tkaziladi. I
Matijada kariotipdagi xromosomalar soni 3 juft bo'ladi. Erkak drozofila 1
kariotipida 2 juft autosoma, 4-X va 4 - Y xromosoma bo'ladi, ya"ni
oltita xromosoma. SHunday gilib, drozofilaning yana bir shakli - 6ta
Xromosomaga ega bo'lga shakli hosil bo'ladi. YAna ikki yildan keyin
Sta xromosomaga ega bo'lgan pashshaning yana bir shakli hosil
bo'lgan. Demak, tajriba usullar yordamidda organizm karitipini
o'zgartirish  (ko'paytirish yoki kamaytirish) mumkin  ekanligi
aniglangan,

Robertson translokatsiyalar populyatsiyalarning evolYutsiya
jarayonida (odam populyatsiyasida ham) kuzatilishi mumkin, 1960
yilda P, Polani (R. Rolani) kasbdoshlari bilan Daun sindromi robertson .
translokatsiya tufayli rivojlanish  mumkinligini isbotlashadi. -

Kariologlar tomonidan aniglangan: odam turida 23 juft

xromosoma bo'ladi, odamsimon maymunlarda esa, 24 juft. Kariologik
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tahlil shuni ko'rsatdiki odamning ikkinchi yirik xromosomasini ikkala
elkasi maymunlarning ikkita har xil xromosomalariga to'g'n keladi
(shimpanzening 12 va 13 va gorilla va orangutanning 13 vald
xromosomalariga).

V 1940 yilda G. Myocller taxmini bo'yicha turli xil drozofilalarning
kariotipidagi xromosomalarini 6ta elkasi evolYutsiya jarayonida
o'zgarmasdan saglangan. Drozofila aviodining kariotipi  5ta
tayogchasimon  xromosomalardan wva  bitta nugtali  oltinchi
xromosomadan tashkil topgan. EvolYutsiya jarayonida fagat
paratsentrik inversiva va tsentrik go'shilishlar kuzatilgan bo'lishi
natijasida bir biriga yaqin bo'lgan turlarda genlaming birikish
guruhlari o'zgarmasdan saglanadi. Bir yildan keyin A. Stertevant va
¥U. Novitskiy drozofilalaming har xil turlarini genetik xaritalarini tuzib,
kuyidagi xulosaga kelishadi: xromosomalar to'plamining elementlari
aniq va doimiy genlar to'plamiga ega bo'lishi. Xar bir birikish
guruhidagi farglar fagat genlarning joylashish tartibiga bog'liq xolos.
Masalan, D. melanogaster ning u, w, sn va v genlar X-xromosomada
joylashgan bo'ladi, boshqa tur drozofilalarda ham ushbu genlar  X-
xromosomada joylashadi, lekin juda ko'p inversivalar tufayli ularning
joylashish tartibida katta farglar kuzatiladi. Turli xil xromosoma
elementlaming orasidagi gomologlar 26 drozofila turlarida
aniglangan. 80-90-yillarda drozofilaning birikish guruhlari bilan
boshqa qo'shganotlilar (Diptera) turkumining wvakillari (Musca
domestica, Lucilia cuprina, Ceratitis capitata, gavay drozofilalari)
o'rtasida gomologiya aniglanadi.

Myoller koidasi in situ gibridizatsiya usulini go'llaganda yaxshi
amaliy natijalar beradi. Masalan, D. melanogaster ni 4ta
xromosomasida joylashgan genlarining bittadan DNK klonini olib
boshga turdagi drozofilaning politen xromosomasiga o'tkazilganda D.
melanogaster ning birikish guruhlari va individual xromosomalar va,
bundan tashgari, boshga turning birikish guruhlari bilan mosligi
aniglandi.

Har xil turlarning xromosomalarini gomologik elemenlarida
joylashgan bir xil genlar sinten genlar deb ataladi. Demak, kelib
chigishi jihatidan wuzogq turlardagi xromosoma gismlaming
gomologiyasiga — sinteniya deyiladi.
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Chironomus  avlodining vakillarida ham xromosomalarining
elkalarini katta gismining gomologiyasi aniglangan. Gomologik
gismlarni politen xromosomalarda yaqqol ko'rish mumkin. Ushbu
ma“lumotlarni avlodning turlari orasidagi evolYutsion bog'lanishlarni
sxema shaklida tuzish uchun qo'llaniladi. Hozirgi  kunda
vironomusning taksonomik ma"lumotlari aniglanmogda.

Owxirgi yillarda bitta turning DMNKsi boshqa kariotip bilan
duragay chatishtirilib, gomologik gismlari aniglanadi. SHu maqsadda
1990 yilda taglif etilgan usul Zoo-FiSH usuli go'llaniladi. Oldin maxsus
sorting deb atalgan yoki mikroklonlash usuli  yordamida
organizmning kariotipidan bitta xromosoma ajratiladi, rang bilan
nishonlanadi va DNK klonlarining xromosomalar “kutubxonasi”
tuziladi. Keyinchalik ushbu xromosomalar kutubxenasi zondlar
shaklida qo'llaniladi va in situ boshga turdagi (aviod, oila, sinf)
kariotiplarda gibridizatsiya o'tkaziladi, natijada gomologiya zonalar
aniglagan bo'ladi (rasm 35).

1998 yilga kelib dunyo migyosida 200 tadan ortig sut
emizuvchilar turlarida o'xshash tajribalar o'tkazilgan. Xromosomalarda
genlarning konservativ joylashini bir necha tiplari aniglanadi: 1)
konservativ sinteniya — ikkita yoki undan ham ko'prog gomologik
genlar ikki tur organizmlarda bitta xromosomada joylashgan bo'ladi.
Ularning joylashish tartibini ahamiyati yo'q; 2) konservativ segment -
ikkita yoki undan ham ortiq gomologik genlar ikki tur organizmlarda
gomologik bo’lmagan segmentlar bilan ajralmagan; 3) konservativ
tartib - uchta yoki undan ham ko'prog gomologik genlar ikki tur
organizmlarda  bitta xromosomada joylashgan bo'ladi, ikkala tur
organizmlarida bir xil tartibda

Ba'zi konservatizmga keltiriigan misollar ajoyib. Masalan,
odamning 17-chi xromosomasi cho'chga, xo'kkiz, ot, mushuklarning
shu xromosomasi bilan to'liq gomologik ekan yoki norka va
tYulenning butun elkalari bilan, bug'u, go'y, shimpanze makaka va
kitsimonlar oilasini  vakili — finvalning xromosomalarini  ayrim
segmentlari  bilan gomologik. Agarda butun kariotip tahlil gilinsa,
odamning DMK molekulasini tYulenni metafazali xromasomalari bilan
duragaylashi natijasida 30tadan Yugori gomologik segmenlar
aniglanadi. Demak, har il turlarga mansub bo'lgan organizmlarda

Xromosomalarining ayrim gismlari gomologik ekan.
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H22 o HI2
35- Rasm. Zoo-FISH usull yordamida odam va sug ‘ur hayvonning
xromosomuasida gomologik qismlarining aniglanishi. Odamning 12-chi
{gizil rang bilon belgilangan) va 22-chi (yashil rang bilan)
xromosomalarining DNKsi sut sug'ur xromosomasi bilan (ko'k rengli)
duragaylanadi. Natijodo, edamning ikkita har xil xromosemalarining
markerlari hayvonning belgilangan ikki juft xromosomasini egollaydi
Yana bir ajoyib misol: Yapon dengizida yashaydiga baliq - Fugu
rubripes genomi wva odam xromosomalarini solishtirilganda bir xil
genlar bo'lishidan tashqgari, ular bir xil tartibda joylashganligi aniglandi.
Odamda 14-chi xromosomaning AD3 lokusida Altsgeymer
kasalligining geni joylashgan bo'ladi, xuddi shu lokusda yana 3ta
boshgqa genlar: 531UH25, S520H5, FOS geniga birikkan xolda
joylashadi. Birinchi uchchala genlar baliq genomida ham uchraydi va
bir il tartibda joylashgan bo'ladi, lekin ularning uzunligi 12,4 tpn teng
bo'lsa, odamda esa, 600 tpn ni tashkil etadi. Demak, baligning genomi
odam genomidan 7.5 barobar kichik, shu sababdan baliq genlarini
joylashish zichligi ham Yugoriroq bo'ladi.
Euxromatin va geteroxromatin, XX asrning boshlariga kelganda
ayrim xromosomalar yoki ularning fragmentlari hujayraning bo'linish
davrida ko'prog kendesatsiyalangan wva intensiv bo'yalgan bo'lib
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ko'rinadi. Bunday farglar geteropiknoz (Yunon. geterc — boshga,
piknozis — zichlik) deb nomlangan. Geteropiknoz bo'lishi mumkin
salbiy - kuchsiz va ijobiy - kuchli bo'yalganda. Interfazada turgan
yadrolarda tsitologlar intensiv bo'yalgan va quYuglashgan moddalarni
ko'rib xromomarkazlar (xromotsentriar) deb nomlaydi.

E. Xayts (E. Heitz) xromosomalarning geteropiknotik uchastkalar
va interfaza davridagi xromomarkazlarning mitoz bo'linishidagi
xolatlarini tahlil gilib kuyidagi xulosaga keladi: zich joylashgan, kuchli
bo'yalgan xromasoma rayonlan telofazada dekondensatsiyalanmaydi
va o'zining zichligini yo'qotmaydi. Mana shu joylar xromomarkazlarni
hosil qgiladi. Mitotik tsiklning barcha davrlarida xromosomalarni
musbat geteropiknoz hosil gilgan joylarini  E. Xayts 1928 y.
«geteroxromatin» degan atama bilan nomlanishini taglif etadi.
“Euxromatin® deb nomlangan mitotik xromosomaning asosiy
gismidan farg giladi, chunki mitoz jarayonida bunday qismi kompakt
va dekompakt holatlarga o'tadi, geteroxromatin esa, doimo kompakt
holatda ba'ladi.

Eukariot turlarining xromosomalarida eu- va geteroxromatin
rayonlar bo'ladi, lekin ko'p xollarda geteroxromatin genomning ko'p
qismini tashkil etadi. Masalan, D. melanogaster pashshasida
erkagining Y-xromosoma to'lik geteropiknotik tuzilishga ega, X-
xromosomasida  geteroxromatinning ulushi  40% atrofida, 2-chi
Xromosomada - 29%, v 3-chi sida— 25% xromosomaning uzunligini
tashkil etadi. 4-chi xromosomaning ko'p gismini geteroxromatin
egallaydi. Drozofila karitipini 33%ni geteroxromatin tashkil etadi.

Geteroxromatin ko'pincha tsentromera va ba"zan telomeralarga
yagin joylashgan bo'ladi. Xromosomalarning euxromatinli elkalarida
geteroxromatin uchastkalar ham aniglanadi. Ular euxromatin orasida
guyo xol-xol (interkalyatsiyalar) bo'lib joylashgan bo'ladi. SHu
sababdan bunday geteroxromatin interkalyar geteroxromatin deb
ataladi. Tabiiyki interkalyar geteroxromatinni o'ta dekompaktiangan
xromosomalarda, masalan, politen xromosomalarda yoki meyoz
be'lishiining profazasini pawitena davrida turgan xromosomalarda
osongina kuzatish mumkin. Geteroxromatin rayonlar oziga xos
bo'lgan xususiyatiarga ega bo'ladi va shu bilan euxromatindan farg

giladi.
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Xromatinning kompaktizatsiyasi. Xayts ma"lumotlari bo'yicha
profazaning ilk davridan boshlab xromosomalarning geteroxromatin
rayonlari  anig ko‘rinadigan bo'ladi va euxromatindan intensiv
bo'yalishi bilan farglanadi. Metafazaning oxirida bunday farglar
yo'goladi. Telofazada euxromatin rayonlar dekompaktlashadi,
geteroxromatin rayonlar esa, o'zgarmaydi va tsitologik usuli
yordamida yana ko'rinadigan bo'ladi. Mitotik tsiklining keyingi davri -
interfazada geteroxromatin yaxshi bo'valgan donachalar yoki yirik
bloklar shaklida ({geteropiknotik gism) ko'rinadi va gadimdan
xromomarkazlar deb ataladi.

Sentromeraga yaqin joylashgan geteroxromatin to'grog
bo'yaladi.

SHunday qilib, euxromatin hujayraning bo'linish davrilarida
o'zining kompaktlik darajasin o'zgartiradi, geteroxromatinning
kompaktligi o'zgarmaydi. Lekin, uning kompaktligi nisbiy hisoblanadi,
chunki kuyidagi dallillar bilan isbotlanadi:

1. Drozofilaning autosomalari to hujayra bo'linishigacha,
ya"ni profaza davrigacha yaxshi bo'yalmaydi.

2. Embrional  taraggiyotining  maydalanish  davrida
embrionlarning xromosomalarida geteroxromatin rayonlar
aniglanmaydi.

3. Lrozofilaning interfaza davridagi hujayra  yadrolarida
xromomarkazlaming miqdori Odan to 5 gacha be'ladi.  Ulaming
bo'lmasligi geteroxromatinning dekompakt holatda bo'lishi to'g'nisida
dalpl bo'ladi. Olimlarning taxmini bo'yicha bunday holat interfazaning
S-davrida  geteroxromatinni DNKsini replikatsiyasida kuzatilishi
mumkin.

4. Mitotik tsikl jarayonida geteroxromatin euxromatinga
o'xshab, kompakt holatga o'tadi. Drozofilaning har xil kompaktizatsiya
stadiyasidagi bo'lgan mitotik xromosomalarini uzunligini o'lchaganda
aniglangan bao'lib, xromesomaning tarkibida geteroxromatinni
migdori gancha ko'p bo'lsa, shuncha uning uzunligi kam gisqaradi.
Drozofilani  barcha xromosomalarining geteroxromatinni  umumiy
uzunligi 4,1-7.2 mkm chegarasida bo'lsa, gaploid sondagi
xromosomalarning uzunligini chegarasi 134-67.0 mkm ga teng.
Ushbu ma“lumotlar birinchidan, geteroxromatin mitozning birinchi

stadiyalarida anchagina kompakt bo'lishi,_ikkinchidan, hujayra
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tsiklida kompaktlik darajasini o'zgarishi to'g'risida dalil bo'lib xizmat
giladi. Geteroxromatinni  kompakt bo'lishi  asosan mitozning
profazasida kuzatiladi.

5. Kompaktizatsiya jarayoniga har xil omillar ta"sir etadi:
kimyoviy va fieikaviy.

Hujayra tsiklida xromosomaning gismini kompakt holatga o'tish
x0ssasi  ushbu rayonda geteroxromatin joylashishi to'g'risida dalil
hisoblanadi.

Differentsial bo'yalish. Odatda barcha tekshirilgan turlarda
geteroxromatinning  joylashishi  S-bo'yalish  va  allotsiklik
kompaktizatsiya usullari bilan aniglanganda bir xil natija beradi.

Geteroxromatin gismlari har xil bo'yoglar bilan bo'yaladi, shuni
hisobga olgan holda olimlar drozofilaning geteroxromatiiini
tsitogenetik xaritasini tuzishadi va rayonlariga 1dan to 61 gacha
ragam qo'yadi.

Geteroxromatin rayonlarini konYugatsiyasi. Geteroxromatin
rayonlarni maxsus xossalaridan biri ular bir biri bilan kontakt hosil
gilish ekan. Interfazadagi yadrolar tarkibida albatta bitta yoki bir
nechta xromotsentrlar  (xromomarkazlar  )aniglangan.  limiy
adabiyotlarning ~ ma“oumotlari  bo'yicha  ular  kariotipdagi
xromosomalarning geteroxromatin rayonlarini go'shilishi natijasida
hosil bo'lar ekan.

Profaza davrining boshlarida geteroxromatin  rayonlar
xromomarkazlar  hosil gilgan bo'ladi.  Mitozning profaza davrida
kongatsiyalangan opa-singil xromatidalarning euxromatin  gismilari
metafaza davriga o'tganda bir biridan ajraladi, lekin geteroxromatin
rayonlari kontakt holatini anafazaning boshlanishigacha saglaydi.
Ko'p geteroxromatinga ega bo'lgan xromosomalaming xromatidalari,
masalan  U-xromosoma yoki drozofilaning 4-chi xromosomasini
xromatidalari anafaza davri boshlangandan keyin bir biridan ajraladi.

Xromatidalaring geteroxromatin rayonlarini  konYugatsiyasi
0'zini geteroxromatin xossasiga bog'lig, tsentromeraga emas.

Gomalogik xromosomalarning geteroxromatin rayaniari mitotik
tsiklning S-davridan boshlab to metafazagacha  bir biri bilan zich
birikkan be'lishi kuyidagi tajriba bilan isbotlanadi, Krossingover
Jjarayonini kuchaytiish uchun sun"iy usulda o'stirilayotgan

hujayralarga _maxsus _induktor bilan ta'sir _etiladi_va__gaysi




xromosomada geteroxromatin rayonlar ko'p bo'lsa, o'sha xromosoma
bo'yicha mozaiklaming migdori ko'p bo'lar ekan. Masalan,
drozofilaning X-xromosomasini genlari bo'yicha mozaiklaming soni
geteroxromatinga boy bo'lgan turida ko'p bo'ladi.

Drozofila pashshasida meyoz bo'lishining | =chi profazasida
tsentromeraga yaqin bo'lib joylashgan geteroxromatin to'g bo'yalgan
zich tuzilgan tanacha shaklida ko'rinadi va xromomarkaz deb ham
ataladi, Bunday xromomarkazlar ko'pchilik turlarda aniglangan.
Taxminlar  bo'yicha  xromomarkaz  meyozning  profazasida
xromosomalarning yo'nalishini aniglashi mumkin ekan. Gomologik
bo'lmagan erkak drozofilalarda X - i Y-xromosomalarning birinchi
meyotik bo'linishidagi konYugatsiyasi geteroxromatinda joylashgan
maxsus saytlar tufayli amalga oshadi.

Geteroxromatinni yadro qobigi bilan kontaktlari. Interfaza
davrida turgan xromosomalaming geteroxromatinidan tashkil topgan
xromomarkazlar yadro gobig'ida joylashgan bo'ladi. Mitotik bo'linish
jarayonida geteroxromatin rayonlaming yadro ichki membranasi bilan
bog'lanishi prometafaza davrigacha saglanadi.

7.4, Geteroxromatin va xromosomalarning
gavta qurilishlari.

Geteroxromatin kariotipning evolYutsiya jarayonida muhim rol
bajarishi to'g'risida ko'plab ma"lumotlar keltirilgan. Geteroxromatin
joylashgan joylarda xromosoma elkalarning bir biriga qo’shilishi,
ajralishi kuzatiladi, natijada xromosomalarning soni va morfologiyasi
o'zgaradi.

Xromosomalar to'plamining evolYutsiya jarayonidagi  asosiy
mexanzmi bo'lib, robertson o'zgarishlar hisoblanadi, Bunday
o'zgrishlar natijasida ikki elkali xromosoma ikkita akrotsentrik
xromosomalarga ajraladi yoki ular bir biri bilan go'shilib, bitta
xromosomani hosil giladi.

Ko'p vaqtlar davomida xromosomalardagi o'zgarishlarda
tsentromeraning ishtiroq etishi noanig edi. Lekin, ikkita
xromosomaning tsentromeralari orgali birikishidan odamning 2-chi

xromosomasi hosil bo'lgani to'g'risida ma*lumotlar ilmiy adabiyotlarda
keltirilgan,
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Turlar orasidagi kariotipning polimorfizmi ham
xromosomalarning gayta qurilishlariga wva geteroxromatindagi
o'zgarishlariga bog'lig.

Drozofila pashshasida sun'ly o'stirlayotgan  hujayralarini

ultrabinafsha nurlari ta"siridagi xromosomalarinig gayta qurilishlari
asosan X- i Y-xromosoma va autosomalarininng geteroxromatinida
aniglanadi. Masalan, mus geni bo'ycha mutatsiyalar migdori 109
gacha borgan, ya"ni bunday o'zgarishiar xromosomalaming 80%
geteroxromatinda kuzatilgan.
Kechki replikatsiva. N-timidin bilan nishonlangan chigirtkalarning
spermatotsitiari radioavtograflarda nishenlarning joylashishini A. Lima-
de-Faria 1959 yilda 4 xilini aniglagan. Bir guruh hujayralarda nishonlar
mutlago aniglanmagan, boshga guruh hujayralarda nishonlar fagat
autosomalarning  euxromatinida  joylashgan,  wuchinchi il
hujayralarining yadrolari nishonlarga to‘lgan edi, yana bir guruh
hujayralarda nishanlar fagat jinsiy xromosomalarning
geteroxromatinida joylashgan bo'ladi, Olimlaming  tekshiruviari
bo'yicha nishonlarning joylashishini ta'rtinchi tipi mitotik tsiklining 5-
davrini ohirgi vagtlariga to'g'ri keladi.

Keyingi yillarda bir gancha tajribalar yordamida
geteroxromatin joylashgan xromosoma gismlarida DNK replikatsiyasi
kechikib borishi tasdiglanadi.

Ayrim mualliflarning taxmini bo'yicha geteroxromatinni hosil bo'lishi
DNKning kechikib sintezlanishiga bog'liq Lekin istisno tariqasida
misol keltirish mumkin: moxlarning ayrim turlarini E. Xayts 1928 yilda
geteroxromatinini tasvirlaganda  kuyidagi  xulosaga  keladi:
geteroxromatin rayonlarning replikatsiyasini erta tugashiga. DMK
replikatsiyasining vaqti interfaza davridagi dekompakt holatiga
kelishiga bog'lig. Masalan, moxlarning ayrim turlari geteroxromatini
G1-davrida kompakt holatda bo'ladi, keyin S-davri boshlanishi bilan
diffuz holatiga o'tadi. S-davri o'rtalariga kelib replikatsiya tugashi
bilan yana kompaktiashadi. :

Ontogenez  davrida  xromosomalarning  geteroxromatin
rayonlarini shakllanishi. 1960 yillaring boshlarida A. A. Prokofeva-
Belgovskaya bir gator hayvonlar (baliglar, amfibiyalar, sut
emizuvchilar) ustida tajribalar o'tkazadi va kuyidagi xulosaga keladi:

embriogenezning il davrilardagi metafaza xromosomalari_embrion
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rivojlanishining oxiridagi metafaza xromosomalaridan morfologiya
jihatidan farg giladi: ular ancha ingichka kuchli dekompaktlashgan va
geteroxromatin bloklari ko'rinmaydi.  Olim bunday xromosomalarni
Yuvenil xromosomalar deb nomlaydi.

Emriogenezning boshlangich davrilarida barcha tekshirilgan
hayvonlaming - tsiklop, losos, forel, bir gator amfibiyalar, sichqon —
dastlabki maydalanish davridagi blastomerlarning interfazada turgan
yadrolari o'ziga xos xususiyatlarga ega. Miqdori ikki-to'rt davrlardagi
blastomerlar noto'g'ri shaklidagi pufakchalar ko'rinishida bo'ladi,
karioplazmasi tinig, geteroxromatin rayonlari aniglanmaydi. Bunday
yadrolardagi xromosomalar despiral holada bo'ladi, yadrochalar
aniglanmaydi. Metafaza davrdagi xromosomalar ingichka ipchalar
shaklida ko'rinadi. Blastomeralaming keyingi bo'linish davrlarida
yadrolari asta-sekin shakllanadi, yadrochalar rivojlanadi, natijada
xromosomalar tur uchun metafazaga xos bo'lgan morfologik tuzilishi
va shakliga ega bo'ladi. Ushbu davrdagi rivojlanish stadiyalarida
geteroxromatin tarkibida asosan giston ogsillar aniglanadi, lekin
gistonsiz ogsillar bo'lmaydi.

Drozofilaning blastula davrgacha bo’lgan emriogenezi to'lig
o'rganilgan. Otalanishdan so'ng zigotaning yadrosi tez birin-ketin &
marta bo'linadi, blastomeralar tuxumning Yuzasiga qarab
migratsiyalanadi, lekin bo’linish jarayoni davom etaveradi. Tuxumning
Yuzasida blastomeralar yana 4 marta (10-13 tsikllar) bo'linadi va bir
gavatli embrion hosil giladi (sintsitiy). YAdrolar atrofida qobig’i hosil
bo'lganidan  keyin 14-chi tsiklning interfazasida embrionning
blastoderma gavati shakllanadi.

Hujayra bo'linishlar, maydalanishlar juda tez vaqtda davomida
amalga oshadi. Masalan, bitta mitotik tsikl o'rtacha 10 minut davom
etadi. Lekin, 12-chi bo'linishidan keyin har bir tsikining davom etishi
uzayadiz 124 min gacha-12-chi; 21,1min-13-chi. Birinchi11-12
bo'linishlarda blastomerlarning yadrolaridagi yadrochalar va
xromomarkazlar aniglanmaydi, xromatin esa, Yupga dispers
ko'rinishida  aniglanadi, mitotik xromosomalarda eu- va
geteroxromatinga differentsiatsiyasi kuzatilmaydi.

YAdrochalar va xromomarkazlar embrional rivojlanishing
blastoderma davrida paydo bo'ladi. Agarda blastoderma hujayralarini

yadrosini__otalanmagan _ tuxumga o'tkazilsa,  yadrochalar _va
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¥romomarkazlar yo'qoladi, xromatin Yupga dispers to'r shakliga
aylanadi va 15 minutdan so'ng yana maydalanish davri boshlanadi.

Birinchi 4-5 bo'linish tsikllaridagi metafaza xromosomalar S-
bo'yoq bilan bo'yalganda ularning geteroxromatini blastoderma yoki
neyroblastlarning geteroxromatinidan farg gilinadi. Ular uzun
ingichka bo'sh kondensatsivalangan ipchalar shaklida bo'ladi
Kariotipda etarli darajada bo'yalgan fagat F-wromosoma bo'ladi,
tsentromeraga vagin  joylashgan boshga xromosomalarning
geteroxromatini deyarli bo'yalmaydi. Geteroxromatinga xos bo'lgan
maxsus ogsil NR1 maydalanishning to 5-6 tsiklargacha yadrolarda
aniglanmaydi, fagat 10-11 bo'linish tsikllaridan boshlab aniglanadi. Bu
davrda xromosomalarda transkriptsiya jarayoni boshianadi. SHunday
gilib, blastoderma davri kritik davri hisoblanadi, chunki shu davrdan
boshlab genlar faollashadi va xromosoma eu- i geteroxromatinga
differentsiyalanadi.

Ketma-ketliklarning qaytarilishlari. Eukariot organizmlarning
genomini bir qismi kalta bir necha marta tagrorlangan
nuklectidlarning ketma-ketligidan tashkil topgan bo'ladi. Bunday
DNK ning ketma-ketliklami aniglash mumkin Yugori tezlikdagi
renaturatsiya yoki tseziy xlor muhitida tsentrifugirlanganda. Azot
asoslarining tarkibi genom tarkibiga kirgan asoslaridan farq qiladi.
DNKning asosiy qismi cho'kmani eng muhim tilimini tashkil etadi
(asosiy pik), tagrorlangan nuklectidlar esa, bitta yoki bir nechta
qo'shimeha (satellit) tilimlarni hosil giladi (Rasm 36).

Gibridizatsiya in situ yordamida olingan barcha ma"lumotlar
bo'yicha satellit DNK metafaza xromosomalarning tsentromerasiga
yagin joylashgan geteroxromatinda va interfaza davrida turgan
yadrolaming xromoma marrkazlarida joylashgan bo'ladi Kamdan kam
satellit ketma-ketliklar euxromatinda joylashadi.

Tsentomeraga yaqin joylashgan geteroxromatinda satellitlardan
tashgari DNKning ribosoma genlarini mo'tadil ketma-ketliklari
joylashgan bo'ladi. Drozofilaning juda ko'p marta takrorlangan ketma-
ketliklarini taxlil gilinganda nukleatidlaming tarkibi va takrorlanish
darajasiga asoslangan holda ularni uchta guruhga ajratish mumkin: 1)
1,679 g/sm3 zonada cho'kadigan fraktsiya bo'lib, ribosomal DNKning
ketma-ketligidan tashkil topgam; 2) 5-10 pn tagrorlanganlardan
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tuzilgan satellitlar; 3) 1,688 gfsm zonada cho'kma hosil giladigan
satellit— tandem tagrorianishini uzunligi 359 pn ga teng.

M I ) B 1| 12 M
XL - I C
w— ELTH A
— %
LTt o
= AATAT
2 34 ST O LT gt o T A T TS R R | - S RO BT
. b Dd D N Bl il -
— — — — - AATAT
- - om - S AGAR
- - - - A
- o AT
— ANTAC
— AaATAG
- AATAOALC
L AATAAAL
e [ELE]
M W B4 beidpdi] Al dkde 4% B4
2 I A | =
- — - o AAAT
- - AR
—— AdLah]
- A AT R
— AXTHRAL AT AET
- B
== AAl AL

47 & F} 30 41 A2 53 3453 5% ST 4

i EEE NN
— 4 ATARCATAR
— AATAR
S i
4 . I 4H
— AATAT
= AAGAS

36- Rasm. D. Melanogaster mitotik xromosomalarining geteroxromatinida
har xil satellitlarning joylashishl Bo'yalgan bloklar geteroxromatin
Jjoylashgan hududlar. Xromosomalar ustidogi ragamlar turli differentsial
bo'yoglar bilan bo'yalgan gismiari. Xromosomalar tagidagi gorizontal
chiziglar ma’lum satellitntng joylashgan joyi. Nuklectidlarning ketma-
ketligi 0’ng tornonda ko ‘rsatilgan.

Drozofilani satellit DNKsidan ajratib olingan kalta (300-600 pn)
fragmentiari klonlashtirilib va ularning nukleotidlar ketrna-ketligi
tekshirilishi natijasida aniglagan: 1. Satellit DNKning tarkibiga 11 tip
tagrorlanishlar kiradi, ularning to'rtasi major va ettitasi — minorlar. 2,
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Tagrorlanishlarning ko'p tipi har bir xromosomada bo'ladi, lekin
ma"lum bir xromosomaning o'ziga xos maxsus tagrorlanishlari ham
bor, masalan, satellit 359 pn (rasm 36). 3.0datda tagrorlanishlarning
nukleotid tarkibi gomogen, ayrim almashinishlar ming juft
nuklectidiarga nisbatan bitta-yarimta uchraydi, lekin ayrim holatlarda
almashinishlarning migdori 100 martaga oshib ketishi mumkin.

4. Satellitlarning ketma-ketliklari orasida ko'plab o'rta meyordagi
takrorianishlar uchraydi (mobil elementlar).

Ko'p marta tagrorlagan ketma-ketliklar genomning asosan
doimiy bo'lmagan gismlari hisoblanadi. Satellit gismlari bir binga
yagin bo'lgan turlarda ham farg giladi. Masalan, D. Virilis turida DNK
ning 40% satellitiar ketma-ketliklari tashkil etadi, D. texana turida —
35%, D. ezoana da satellitlar mutlago aniglanmagan. Drozofilada
geteroxromatinning DNKsini ko'p gismini mobil elementlar egallaydi.
Ular har bitta oilaga xos bolgan uchastkalarda joylashadi wva
drozofilaning har xil turlarida o'xshash bo'ladi

Ko'pchilik hayvonlarda, drozofila, sut emizuvchilar va odamda
ham Y-xromosoma asosan tagrorlangan ketma-ketliklardan tuzilgan
(rasm 36). Ushbu xromosoma otadan o'gliga nasllanadi va
rekombinatsiyani meyoz jarayonida boshidan kechirmaydi. SHu
sababdan yagona wva tagrorlangan ketma-ketliklaming barcha
individual tuzilishini  o'zgarishi ¥-xromosomaning  evolyutsiya
jarayonida kelib chigishini ko'rsatadi.

38-chi rasmda Y-xromosomaning avloddan avledga ganday
o'tishi ko'rsatilgan. Demak, Y-xromosomaning yagona erkak ajdoddan
kelib chigishi anig.

Molekulyar strukturasi jihatidan Y-xromosoma har xil
populyatsiyalarda  turli o'zgarishlarga uchrashi mumkin: insertsiya,
deletsiya, duplikatsiya, inversiya, yirik va mayda satellitlarning ketmla—l
ketligi, mikrosatellitlarni va restriktsiya fragmentlarning uzunligini
o'zgarishi, Mikrosatellitlarni har xil genetik tahlillarda go'llash muhim
ahamiyatga ega. Odatda bular juda kalta (2-5 pn) tandem
tagrorinishlar bo'lib, eukariot organizmlarning genomi ba'yicha
targalgan. Bunday tagrorlanishlarning nushalarini soni  har I:rif
joylashgan joyida o'zgargan bo'ladi. Masalan, odam Tm-globinini
psevdogenining intronida beshta ATGT ketma-ketligini tagrorlanishlar

aniglangan, _ shimpanze yoki gorillada_xuddi shu_joyda — 4ta,
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orangutan, gibbon va boshga tur maymonlarda bunday ketma-ketlik
faqat bir marta uchraydi. Aniglangan barcha xususiyatlar
yig'indisining kombinatsiyasi (polimorfizm) gaplotipni hosil qgiladi.
O'ta variabel polimorfizmlar Y-xromosomani aniglashga, unchalik
variabel bo'lmagan belgilar esa, xromosomalarni guruhlarga ajratishga
imgoniyat yaratadi xromosom,

3 ® -
i O
Rasm 37. Odam Y-xromosomasining ayrim gaplotiplarining har xil
populyatsiyalarda kuzatilishi.
Vertikalda — gaplotiplar: Af — afrikalik, R —pigmey tipi , 1K —
IKung, Med — o'rtadengiz, ] — yapon, At — ameriko-indey. Katta
gora doira — bunday gaplotipni populyatsiyada keng tarqalishi, kichik

gora doira — gaplotipni populyatsiyada kamdan-kam uchrashi, og
rangli doira — alohida individlarda kuzatilishi.
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Bugungi kunga gadar odamda Y-xromosomaning 9 gaplotipi
aniglangan.

G e v [ carbh
. . —! (lenetik xasita
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38- Rasm. D. melanogaster A-xromosomasining genetik xaritasida mitotik
xromosomadagi eu- vo geteroxromatiniarning joylashishi bilan
taggoslash sxemasi

Xromosomalarning geteroxromatin rayonlarini genetik tuzilishi.
Ma"lumki kompakt holdagi mitotik xromosomalar funktsional nofaol
bo'ladi. Bunday ma"lumotga asoslanib E. Xayts  (1929-1933),
geteroxromatin genetik nofaol bo'lishi to'g'risida taxmin qilgan,
chunki geteroxromatin ham kompakt holatda turgan xromosoma
gismidir. Lekin, olimning tsitologik nugtai nazardan gilgan xulosasi,
o'sha davrdagi genetik ma“lumotlarga teskari edi. Masalan, 1916 yilda
K. Bridjes aniglagan: meyoz jarayonida xromosomalar noto'g'ri
tagsimlanishi natijasida erkak organizmlarning kariotipida Y-
xromasomasi bo'lmasa (XO), organizm hayotchang, ammo bepusht
bo'lar ekan. Demak, Y-xromosomadagi geteroxromatin tarkibida aviod
hosil bo'lish xususiyatga javob beradigan omillar bo'lishi kerak.

30 vyillarning boshlarida X-xromosomaning genetik xaritasi
tuzilgan edi (rasm 38). Xarita shuni ko'rsatdiki, xromosomaning barcha
genlari (bobbed lokusdan istisno) zuxromatinda joylashgan, ya“"ni
geteroxromatin anchagina genetik inert ekan. Ammo, drozofilaning
geteroxromatin bloklarini olib tashlansa, pashsha halog bo'ladi, demak
uning geteroxromatinida genlar ham bo'ladi (Dj. SHults, 1947). Bunday
teskariliklar 80 yillarda xromosomalaming har xil gayta qurulishlarini
differentsial bo'yashlar bilan aniglash va gibridizatsii in situ usullarini
qo'llashi natijasida hal bo'ladi.
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39- Rasm. D. Melanogaster A-xromosomuasl geteroxromatinining
funktsional saytlari
a —inversiyaning wuzilgan nugtali; b — geteroxromatin

bloklarining (26-34) tsitologik xaritasi; v —funktsional saytlarinin
xaritasi; g — joylashish effektini modifikatsiya giluvchi rayonlar, d —
lichinkalar so'lak bezlarini hujayralaridagi rDNK endoreplikatsiyasiga
ta"sir etuvchi rayonlar.

Hozirgi vagtga kelib, drozofilaning har xil turlarini, aynigsa D.
Melanogasterni  geteroxromatini, X-,  Y-xromosomalari @ va
autosomalarning genetik tuzilishi yaxshi o’rganilgan.

Drozofila pashshasini ikkinchi xromosomani tsentromerasiga
yagin joylashgan geteroxromatinida 13ta lokusda joylashgan va 113
mutatsiyalar xili aniglangan. Ushbu xromosomada ilgari ham bir
nechta genlar aniglangan edi, hammasi bo'lib 18 ta gen joylashgan
boa'ladi.

Demak, bunday ma"lumotlar shuni ko'rsatdiki ganchalik

geteroxromatin genlarga kambag'al ekan, eukariotlarga nisbatan: 2-
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chi xromosomasining geteroxromatinida genlarning  migderi
euxromatinga nisbatan 1%ni tashkil etadi xolos..

Pashshaning uchinchi xromosomasida 12ta gen aniglangan,
demak genlarning joylashish zichligi ikkinchi xromosomadagiga yagin.

lkkinchi xromosomada joylashgan genlar klonlashtirilgan va
ta'riflangan: masalan, rolled geni proteinkinazani mitogen
faollashtiradigan ogsilga gomologik bo'lgan ogsilni, concertina geni
embrional taraggiyotda hujayra aro kommunikatsiyalarda muhim rol
bajaradigan G-proteinning alfa-subbirligini kodlaydi.

39 rasmda X- i Y-xromosomalarning tsitogenetik xaritasi
keltirilgan.

X- i Y-xromosomalarning geteroxromatinida joylashgan ayrim
genlarning gisga ta"rifi kuyidagicha: bb (bobbed) — 150-250 marta
tagrorlangan genlarning joylashgan rayonlari va ribosomali RNK 185
va 285 kodlaydi; cr (compensation response) — gomologlarning
bittasi yo'golganda rDNK genlarining politenizatsiyasini kuchaytiradi;
abo/ABO-tizim (cistema) (abnormal oocyte)} — balki hujayrada
ribosomali RNKning migdorini nazorat gilsa kerak; Rex (ribosomal
exchange) —ikkita rDNKning klasterlarini orasidagi mitotik
almashinuvini induktsiya giladigan lokus; cry (crystal) / Ste (Stellate) —
genlar o'zaro ta"sirini amalga oshiruvchi tizim; Ste X-xromosomaning
euxromatin qgismini o'rtalarida joylashgan; cry (yoki boshgacha —
Su(Ste)) —Y-xromosomaning h11 blokida joylashadi. Erkaklari cry, Ste
steril (bepusht) bo'ladi. Molekulyar darajada cry — bu 80-marta
tagrorlangan, restriktsiya saytlari Cfol bilan chegaralangan va uzunligi
800 pn atrofida bo'lgan DNK elementlari, Ste gism cry bilan gisman
gomolog bo'lib, bir necha marta tagrorianadi: 200 kopiya (nusha) Ste
da va ~20 kopiya Ste+da. Uchinchi sayt Ste tagrorlanishning
joylashishi  X-wromosomaning  geteroxromatinida  aniglanadi.
Prisutstvie Mormal allelning cry bollishi RNK Ste+ to'planishini
ingibitsiva giladi. Y-xromosomani chetlatishi RMK Ste+ mahsulotini
o'ta sinteziga olib keladi.

cry Ste+ faolligini nazorat gilsa kerak, degan taxminlar baor.

G. Meyer, O. Xess i V. Beermann 1960 yillarning boshlarida D.
melanogaster ning spermatotsitlarini yadrolarida alohida maxsus
ipsimon tuzilmalami (*halgalar”) ta'riflashgan. Keyinchalik ushbu

“halgalar®- Y-xromosomaning kompakt bo'lmagan gismiari_ekanligi
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aniglangan bo'ladi. SHu joylarda RNK sintezlanadi va oqggsillar yig'iladi.
Har bir halga ma“lum kattalikda va o'z tuzilishiga ega bo'ladi. Erkak
organizmlarda X0 bunday halgalar bo'lmaydi, lekin XYY erkaklarda,
halqalar soni ikki marta ko'p bo'lishi aniglangan. Agarda Y-
xromosomani qaysi bir gismii duplikatsiyasi kuzatilsv, shu joyda
joylashgan halga duplitsirlangan bo'ladi. Olimlarning fikrilari bo'yicha
erkak organizmning serpushtligi halgalarga bog'lig ekan, chunki gaysi
birining yo'qolishi bepushtlikka olib keladi. Y-xromosomada 7-ta halga
aniglangan, ya“ni fertil genlarning migdoriga yagin (7-16). 5SHu
genlaming bittasini  funktsiyasi  aniglangan: kl-5  geni
spermatozoidning dumidagi tashgi mikronaychlarini shakllanishini
nazorat giladi.

D. hydei turidagi drozofilaning halgalarni umumiy uzunligi 1000
mkm, yoki Y-xromosomadagi DNKning 1/12 gismini tashkil etadi.
Qolgan halgalaming 11/12 funktsiyasi hali noma®lum. Fertil genlarining
uzunligi juda katta: 4000 tpn gacha etadi. Ulaming tarkibida
polipeptidlarni kodlamaydigan ko'p migdorda satellit DNK lar kiradi.

D. hydei ning Y-xromosomasi 2 tipagi DNKdan tuzilgan: 1) ¥ -
maxsus, satellitiarga o'xshash, fagat shu xromosomada uchraydigan va
oilalar hosil gilib joylashgan 200-2000 nushalar tandem shaklidagi
ketma-ketliklar, 2) Y-xromosomaga bog'langan tagrorianishiar.
Bunday tagrorlanishlar odatda genomning maobil elementlari bo'lib,
shu xromosoma va boshga xromosomalarda ham uchraydi. Halga
gigant transkript hisoblanadi. Uning tarkibida asosan DNKning
tagrorlangan ketma-ketliklar — satellitlar, defekt va normal mobil
elementlar bo'ladi.

D. melanogaster ning uzunligi 1300 tpn atrofida bo'lgan
halgasida ki-5 geni joylashgan. Genning ekzonlarini uzunligi taxminan
14 tpn ga teng bo'lib, satellitlar AAGAG va AAGAC va mobil
elementlar orasida joylashadi.

D. hydei ning boshga bir halgasida thread fertili A geni
joylashgan, Halganing chegarasida gomogen tagrorianishlarning
bloki ¥LI uzunligi 1,5 min pn ga teng be'lib, rally deb nomlangan
(umumiy uzunligi 400 tpn) tagrorlanishlaming bloklari bilan uzilib
tuzilgan. Transkriptning golgan gismi micropia oilasiga kiruvchi
tagrorlangan retrotranspozonlardan  va YLII tagrorlanishlardan
tuzilgan bo'ladi.
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Halgalar transkriptsiya jarayonida g ope :
3N-uridin  bilan hujayra yadrosi nishnnfl:::;::::”q :;::La?::ﬂ:nf
nishonlanishning rn.iqdc:n ?'Wmﬂmmada, qolgan 509 bnsh:?;
xromosomalarda aniglangadi.

Genlar l:.rilan kodlangan ko'p migdordagi ogsillar har il
xromosomalarning (Y- xromosomada emas) halgalarida to'planadi,

Zamonaviy ma‘lumotlar  asoslangan  xolda, halgalar 1)
spermatidlarning rivojlanishini  boshgaradi: 2) spermatotsitiaming
shakllanishiga kerak bo‘lgan katta hajmdagi ogsillarni bog'laydi; 3)
spermatozoidlarning o'ta uzun dumcha hosil be'lishini ta*milaydi.

Barcha ma"lumotlarni tahlili natijasida xulosa qilish mumkin:
euxromati va geteroxromatin DNK sining molekulyar va genetik
tuzilishi bo'yicha katta farg qgiladi.

Savol tug'iladi: euxromatin va geteroxromatin qanday vazifalar
bajarishi mumkin. Euxromatinda organizmning rivojlanishi  va
hujayralarining hayoti uchun zarur bo'lgan genlarning asosiy gismi
joylashgan bo'lsa, geteroxromatin unda qanday vazifa bajarishi xozirgi
kungacha noanig, fagat ayrim mulohazalami keltirish mumkin: |

1. Geteroxromatindyarli barcha turlaming genomida bo'ladi,
demak kerak ekan. 2. Geteroxromatinni hosil gilgan DNI{nin.g
nukleotidlarini  ketma-ketliklan  ontogenez jaraj.mnil:fa somatik
hujayralaring yadrolaridan osongina yo'qolishi rnurlnklm I‘I‘!JH_SEHIHI"I.-
drozofilaning  xromosomalanini  politen shakllariga ﬂ‘ltﬁ"'“_jﬂ_
(politenizatsiya),  askarida va  tsikloplarning frﬂlmat"h””’
diminutsiyalarida, infuzoriyaning makronukleusining Elltilishldla va hk.
Lekin, xomilaning rivojlanishini barcha davrilarida hUJHl"“EE‘”'?IE DNK
ning shu ketma-ketliklarini migdori turga xos bo'lgan mqulnrda.
doimo saglangan bo'ladi. 3. Geteroxromatinda joylashgan Mquﬂfl
kam bo'lgan genlar ko'pincha embrionning hujayralarida rna"l_u_rn Ihll‘
funktsiya bilan bog'langan bo'ladi, masalan, gametalaming etilishida
ishtiroq etadi. Geteroxromatinda joylashgan ayrim DNKning ketma-
ketliklari meyoz jarayonida jinsiy xromosomalamni profaza davrining
kongatsiyasida ishtiroq etadi.

Demak, geteroxromatin embrionning taragqgiyotida muhim rol
bajaradi.

133



Telomeralar va telomeralaming geteroxromatini. 1980
yillarning  boshlarida  xromosomalarning  uchlarida  ma®lum
tuzilmalarning bo'lishi to'g'risida faktlar yig'iladi. SHu jumlasida:

1. TSitologlar o'simliklar va hayvonlar kariotiprini tekshirishib
aniglashadi: ayrim xromosomalarning morfologiya va umumiy
to'plami o'zgarmas ekan. Agarda xromosomalar bir biriga yaqin
kelganda uchlari bilan yopishish xususiyatga ega bo'iganda, bunday
doimiylik kuzatiimas edi. Demak, xromosomalar tarkibida gandaydir
tuzilmalar bo'lib, ularning uchlari bilan yopishishga to'sqinlik giladi.

2. 1927 yilda G. Myoller drozofila pashshaning hujayralariga
rentgen nurlarini ta"sir etib, sun"iy usulda mutatsiyalarni hosil giladi.
Mutatsivalar har xil bo'lishi mumkin: nugtali yoki xromosomalarning
tuzilishini  o'zganshi  (inversiya, translokatsiya, deletsiya va
duplikatsiyalar). Xromosomalaming qgayta qurilishlari  turli joylaridagi
uzulishlar va so'ng yana bir biriga yangi tartibda go'shilishlari
natijasida hosil bo'ladi.

1932 yilda G. Myoller xromosomalaming gayta qurishlarning
hosil bo'lish gonuniyatiarini tekshiradi va 2ta xulosa giladi: 1) sun”iy
usulda hosil bo'igan xromosomalarning uchlari xuddi shunday sun”iy
hosil bo'lgan gismlari bilan birlashadi, ya"ni normal xromosomalarning
uchlari bilan emas; 2) nurlanishning ta'sirida  normal
xromosomalarmning uchlari xech gachon xromosomaning ichkarisiga
o'tmaydi. Olingan natijalami izohlash uchun olim taxmin giladi,
xromosomalarming o'rta gismlarida joylashgan fragmentlar "genlar”
(Myolleming ta®rifi bo'yicha) bipolyar xususiyatga ega, ya"ni
xroiosomalarning boshga gismlari bilan ikkala tomoni bilan birikishi
mumkin. Normal xromosomaning uchlarida joylashgan “genlar’,
Myollemning fikri bo'yicha, unipolyar bo'ladi, ya"ni birikishi mumkin
fagat xromosomaning ichki tomoniga qaragan gqismi bilan. SHu
sababdan, olim taxmin giladi, shu xromosoma uchida joylashgan
unipolyar “gen” xromosoma uchini “bekitish” uchun go'llaniladi.
Bunday «gens» maxsus atama bilan nomlanadiga bo'ldi - «telomera»
(yunon. «teloss — uchi, «meros» — gism) (rasm. 40).

1941 vwilda B. MakKlintok makkajo’xorini xromosoma
gaytaqurilishlarini  induktsiyalab, xuddi Myollerning xulosalanga
o'xshagan natijalar oladi. Bundan tashqgari, telomeralaming passiv

holati_xromosomalarning boshga gismlari va boshga xromosomalar
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bilan uchma-uch birlashishga, ya*ni yopishishga to'sginlik = gilishda
muhim vazifa bajaradi, natijada xromosomalarning va butun kariotipni
individualligi va doimiyligini saglashda katta ahamiyatga ega.

Mitotik 0'q ipagi 4
4 Sentromera
: -
- L
‘.' - Telomera
Telomera

40- Rasm. Mitotik xromosomalarning uchlaridagi telomerlar

3. DNK strukturasi wva replikatsiyasini  mexanizmlari
aniglangandan so'ng rus olimi AM. Olovnikov DNK maolekulasini
uchida replikatsiya ganday amalga oshish jarayonini mexanizmi bilan
qizigadi. CHunki har bitta xromosoma bitta uzuluksiz DNK
molekulasidan tashkil topgan va molekulaning uchlari xromosoma
uchlari bilan bir biriga to'g'ri keladi. DNK molekulasini standart
replikatsiyasining modeliga ko'ra DNK zanjirinin ikki xissa ortishi kalta
RNK-praymerlaridan boshlanadi va 3'-uchlaridan boshlanib, to
molekulaning oxirigacha davom etadi, natijada  DNK gismlari
sintezlanadi — Okazaki fragmentlari. So'ngra RMK-praymer olib
tashlanadi, hosil bo'lgan bo'sh joylar (geplar) DNK fragmentlari bilan
to'ldiriladi. DMK  fragmentlari praymer shaklida  Okazaki
fragmentlarining 3'-uchlaridan foydalanib sintezlanadi. DNKning
oxirgi fragmenti uchun praymeri bo'lmagan sababli hosil bo'lgan
zanjir asos qilib olingan znjirdan 8-12 nuklectidlarga kam bo'ladi
(RMNK-praymeming uzunligi). Matijada DMK replikatsiyasini har bir
tsiklini oxirida to’rtta zanjirining bittasi 8-12 pn ga kalta bo'ladi, ya“ni
DNKning har bir zanjirlar 2-3 nukleotidlarga kaltaroq bo'ladi. SHu
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sababdan AM. Olovnikov kuyidagi xulosaga keladi: agarda hujayrada
nukleotidlar  kamayishini oldini olish maxsus mexanizmlar
bo'lmaganda edi, xromosomalar borgan sari kaltalashib pirovardiga
kelib yo'golar edi, ya"ni hujayrani o'limiga olib keladi.

Hagigatdan ham sun"iy usulda (in vitro) o'stirilayotgan
hujayralar, masalan, odam hujayralarining bo'linishi chegaranlangan
migdorda kuzatiladi. Amerikadik olim L Xeyflikning (1965)
ma"lumotlari bo'yicha, agarda suniy usulda o'stirish uchun yangi
tug'ilgan chaqgaloglarning hujayralari olingan bo'lsa, ular 80-90 marta
bo'linishi mumkin ekan, 70 yoshdagi odamlarning hujayralari fagat
20-30 marta bo'linar ekan. Hujayralaming bo'linishi chegaralangan
migdorda kuzatilishi Xeyflik bareri (to'sig') debnomlanadi. Odatda
hujayralar 20-90 marta bo'linish chegarasidan chigmaydi, Xeyflik fikri
bo'yicha hujayralaming bo’linishlarini o'rtacha migdori 50110 teng.
In vitro o'stirilayotgan hujayralarning har ganday klonini  hayot
muddatini aniglash uchun A.M. Olovnikov { 1971) kuyidagi formulani
taglif etadi:

T — hujayralarning hayot muddati; k - hujayralar klonining
yashash muddati bilan DMK replikatsiyalar migdori o'rtasidagi
korelyatsiya koeffitsienti; It —telomer gismining uzunligi; Im — har bir
replikatsiya tsikli natijasida yo'golgan DNK fragmentining uzunligi; n
— o'tilgan replikatsiyalarming migdori.

SHunday qilib, Olovnikov hujayra klonlarining hayot muddatini
telomer qgismlaridagi DNKsini uzunligi  bilan  bog'laydi.
Xromosomalarning  uchlarida joylashgan replikonlarni  vaqtincha
himoya gilish uchun hujayra majbur bo'ladi telomeralarda joylashgan
telogenlari bilan foydalanishish. «Telogen“larming funktsiyasi uzoq
vaqtlar davomida noaniq edi, xozirgi kunga kelib, noinformatsion gen
deb nomlanadi va o'zida “bufer” funktsiyasini saglaydi, hamisha bir xil
nukleotidlar ketma-ketliklaridan tuzilgan bo'ladi. Mitoz jarayonida
telogenlar kaltalashadi va shu bilan informatsion genlarni replikatsiya
vaqtida kesilishidan saglaydi.

Hagigatda ham, DMK ning uchini kaltalashishi to'g'risida
kuyidagi tajribalaming natijalari  dalil bolib xizmat giladi.
Drozofilaning  X-xromosomasining  telomer gismida  DNK
molekulasining ko'prog distal joylashgan nukleotidlar ketma-ketligini

olib tashlaydigan (chetlatadigan] terminal deletsivalar aniglangan.
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Keyingi avlodlarda shunday deletsiyalarga ega bo'lgan liniyalarda
DMNKning uchida joylashgan fragmentlarining yo'golish tezligi har bir
aviodda 50-100 (o'rtacha 75) juft nukleotidlarga teng. DNK
replikatsiyasida yo'golgan fragmentnig uzunligi Ogazaki fragmetlarni
sintezini initsiatsiyalovchi  RNK-praymer uzunligiga teng bo'ladi.
Lekin, telomeralai bor bo'lgan xromosomalarning DNK
melekulasining uzunligi o'zgarmas ekan.

Telomerlarning tuzilishi. Oxirgi yillar turli xil bickimyowiy usullar
yordamida bir necha organizmiarning DNKsidan telomeriarlar ajratib
olingan. Hayvon va o'simliklarning ko'pchilik turlarida telomerlarning
tuzilishi umuman olganda o'xshash ekan. Odatda telomer rayoni
tarkibiga ikki tipdagi fragmentlar kiradi: xromosomaning xususiy oxirgi
gismi (yoki telomerning uchini tagrori — TR) va telomer bilan
bog'langan proksimalrog joylashgan ketma-ketligi (TAS).

Tetraximena deb nomlangan infuzoriyada DNKning eng oxirgi
gismi tarkibiga ko'p marta tagrorlangan geksanuklectidning 5'-
CCCCAA-375'-TTGGGG-3' ketma-ketligi  kiradi. Ketma-ketliklarning
Jjoylashishi kuyidagicha: TTGGGG-tagrorlar DNK bitta zanjirining 3'-
uchida joylashgan bo'lsa, SSSSAA- tagrorlar ikkinchi zanjinining 5'-
uchini hosil giladi. Qulaylik uchun birinchi zanjirni G-zanjir, ikkinchisini
5-zanjir bilan nomlanadigan bo'ldi.

Hozirgi wvagtga kelib  aniglangan: ko'pchilik  tirik
arganizmiarning telomer fragmentlarining tuzilishi o'xshash, ular G i 5
nukleotidlari bilan boyitilgan bo'lib, o'xshash tartibda joylashadi. Bir
necha belgilari bilan TR tuzilmasi ayrim zamburug'larda va aynigsa
drozofilada farg giladi.

Tetraximena infuzoriyadan tashqari, telomer tagrorlar boshga
sodda hayvonlarda o'rganilgan, shu jumladan stilonixiya va
oksitrixiyada, ularda tagrorlangan birlik bo'lib oktamer 5'-5555AAAA-
ZU  3F-GGGGTTTIT-5' xizmat qiladi. Ushbu oktanukleotid
xromosomaning uchlarida shunday joylashar ekan-ki, DNKning G-
zanjirini bir gismi ba'sh ba'lib goladi, chunki ikkinchi zanjiri bo'lmaydi.

DNK zanjirining 3'-uchi xromosomaning uchi bo'lib xizmat
gilayotgan bo'lsa, asosiy tagrorlangan birligi oktanuklectid 5'-T4G4-3
bo'lishi anig. DMK zanjirlarini chigib turgan uchlari barcha
organizmlarning telomeralarida aniglangan. Uotson-krik qo'sh zanjiri

o'mini_egallagan _oktanukleotid _bir zanjirli va erkin G-uchli_deb
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nomlanadi. Qizigarlisi shuki, barcha organizmlarda, har xil taksonomik
guruhlarga mansub bo'lsa ham, telomeralarining bir zanjirli va erkin
G-uchli gismlari deyarli bir xil ekan, achitgilardan tashgari. Tahlil
gilinganda aniglandi, DNKning chigib turgan uchlarida joylashgan
guaninning to'rta molekulasi, tsitozin molekulalari bilan kontakt
gilaclmagan bo'lsa ham DNK molekulasidagiga o'xshab, banbir o'zaro
bog'lanar ekan. Ular bir tekislikda joylashib o'zaro vodorod bog'larini
hosil qgilib bog'lanadi.

Bunday tuzilmaning shakllanishini o'ziga xos xususiyati shundan
iboratki, nukleotidlarning bog'lanishi komplementarlik printsipida
emas, bir xil azotli asosning molekulalari orasida - guaninni orasida
hosil bo'ladi.

YUqgorida  aytilganidek, telomeraning gayta tagrorlanishi
yaginida DNKning subtelomer tagrorlanishlari deb nomlangan (TAS)
go'lami katta bo'lgan (uzog masofali) DNK gismlari joylashgadi.

Achitgilarda ikkita subtelomer tagrorlar ta'riflangan X i ¥'. X
ning razmeri 0,3-3,75 tpn ga teng, unchalik konservtiv bo'lmagan ¥
(5.2-6,7 tpn) ga nisbatan. drojjey opisano dva subtelomemyx povtora,
X1 Y. 1 menee konservativen, chem). Ular navbatma navbat joylashadi
yoki tagrorianishlar X-elementiardan tuzilgan bo'ladi.

Subtelomer tagrorlanishlar ko'pchilik turlarda aniglangan.
Umumiy uzunligi juda katta bo'lishi mumkin — xironomusning har bir
telomerasida to 300 tpn gacha bo'ladi.

Telomeralarning ketma-ketliklari bilan ikkita ogsil bog'langan
bo'ladi. Odamda TRF1 va TRF2 (TTAGGG repeat factors 1 and 2). Ular
achitgilarning oqsillariga Thflp (TTAGGG-binding protein) gomologik
bo'ladi. Har ikkala polipeptidning S-terminal ketma-ketligi telo- boks
deb nomlanadi. Ushbu oqgsillar DNKning chigib turgan uchlari va
subtelomer ning ikki zanjirli gismini “yopib”, ya"ni goplab turadi.

"Telomera” atamasi drozofila pashshaning ustida olib borilgan
tajribalarning natijalani asosida taqlif etilgan, lekin drozofila genomida
kalta telomer G-boyitilgan, boshga ko'pchilik turlarga xos bo'lgan
ketma-ketliklar aniglanmagan.

Drozofilada xromosomalarining uchlarida  telomer-xususiy
retrotranspozonlar - MeT-A va TART joylashadi. Umumiy olganda
ularning tuzilishi o'xshash bo'ladi. Ikkalasini 5'-uchida uncha katta

bo'lmagan tagrorlangan ketma-ketliklar, 3'-uchida — ancha cho'zilgan
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uzun, fagat adeninlardan (A)n tashkil topgan tagrorlanish fragmenti
Jjoylashadi, Ularning fargi NeT-A da ogsillarni kodlaydigan ikkita bir
biri ustida gisman joylashgan “o'giydigan” ramkalar (ORF) bo'ladi,
TARTda — ikkita, ORF1 va ORF2 ramkalar tandem joylashadi. Ikkala
retrotranspozonlar juda ko'p nusxalarda, asosan tsentomeraga yagin
bo'lgan rayonlarda joylashgan bo'ladi. Ular genom bo'yicha
harakatlanadi va xromosomaning telomerasi yo'qolganda o'miga kelib
xromosomaga birikadi va telomer tuzilishini tiklaydi.

DNK replikatsiyasi jarayonini oldidan DNK telomeraza fermenti
telomer tagrorlarning bir necha nusxalarini DNKning 3'- uchiga
biriktiradi. Bundan keyin replikatsiya o'z tartibi bo'yicha davom etadi.
Orgada qolayotgan zanjir asosida RNK-praymerlari sintezlanadi, lekin
eng uchidagi praymer telomer tagrorini asosida sintezlanishi
aniglangan. Replikatsiya tugaganidan keyin fagat telomer ketma-
ketligi asosida sintezlangan RNK-praymerning joyi bo'sh goladi.
Matijada DNKning “qiz" zanjirlarini kodlaydigan gismlarini uzunligi
“ona" zanjirga teng bo'ladi. Orgada qolayotgan zanjiring 3'-uchida
joylashgan nuklectidlarning bir gismi replikatsiyaga uchramaydi. Lekin
bunday to'liq bo'lmagan replikatsiya telomer tagrorlanish zonasida
joylashgan sababli xech ganday yonida joylashgan genlarga salbiy
ta"sir ko'rsatmaydi. Ammo replikatsiyalarning bir necha tsikllaridan
so'ng telomer tagrorlanishning kamayishi tufayli to’liq bo'imagan
replikatsiya asta-sekin yonida joylashgan genlarga salbiy ta"sir
ko'rsata boshlaydi. SHu sababdan, telomerazaning ikkinchi vazifasi G-
ipini doimo to’ldirib turishdan iborat, Telomerazaning o'zini matritsa
gismi bo'lgan RNK-molekulasi bo'ladi. Ferment shu matritsasi argali
telomer tagrorni aniglaydi (rasm 41). 5'-SAASSSSAA-3' ketma-ketligl
telomeraza molekulasini tarkibida bo'lib, telomerning tagrorlanishini
ketma-ketligi 5'-TTGGGG-3' bilan juftlashadi (rasm 41, a).
Telomerazaning RNKsidagi AAS nuklectidlar juftlanmay goladi, lekin
ularning asosida TTG nukleotidlar sintezlanadi (41.b). Ferment
telomerning ketma-ketligini eng uchiga o'tadi, ya"ni TTGGGGTTG ning
butun uzunligi bo'yicha, telomerazaning RNKsidagi AAS nukleotidlar
telomeraning DNKsidagi TTG nukiectidlari (41, v} bilan juftlashadi.
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41-Rasm. Telomeraza fermenti yordamida telomera
takrorlanishiarining uzaytirilishi.

SHundan keyin ketma-ketliklarning barcha tagrorlari hosil
bo'ladi. Drozofilaning DMK molekulasini uzayishi mana shu printsipda,
boshga turlamikiga o'xshab amalga oshadi.

SHunday qjlib, xromosomaning uchi ~ maxsus DNK-ogsil
tuzilma (struktura) bilan guyo ‘pechatlangan” bo'lib, butun
xromosomaning DNKsini normal replikatsiyalanishiga imgoniyat
yaratadi. Xozirgi vagtda telomer tagroranishning uzayish mexanizmini
buzulishi xavfli o'smalaming rivojlanishiga olib kelishi va qarilik
jarayonida muhim rol bajarishi to'g'risida ma“lumotiar to'planmogda.

Embriogenez hujayralarining telomeralari telomerazaning
yugori facliyati tufayli o'zining uzunligini saglab turadi. Lekin, somatik
hujayralarini sun"iy usulda in vitro, o'stirilganda, telomeraza nofaol
bo'lar ekan, shu sababdan telomerlar borgan sari kaltalashadi.

SHu bilan Xeyflik barerini mavjudligini tushuntirish mumkin. Rak
hujayralarida bo'linishlar to'xtamaydi, lekin telomeralar kaltalashmaydi.
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Ma"lum be'ldiki, barcha o'smalarning hujayralarida, sun”iy o'stirganda
yoki butun organizmdan olingan namunalarda, telomerazaning
faolligi yugori darajada kuzatiigan. Bu holda olimlar kuyidagi fikr
yuritishadi: agarda o'sma hujayralarining telomerazasini biror modda
bilan inaktivatsiya qilish mumkin bo'lsa, unda o'sma hujayralari tezda
Xeyflik bareriga  etib, halog bo'lishar edi, atrofidagi somatik
hujayralarga ta“sir etilmaydi, chunki ularda telomerazasi bo'Imaydi.

Demak, xromosomalaming uchlarida joylashgan telomeralar
organizmning hayotida muhim ahamiyatga ega ekan.

Telomerlar ayrim xossalari bilan geteroxromatinga yaginlashadi:

1. Telomeraning tarkibiga tagrorlangan ketma-keliklar kiradi,
nusxalarning migdori o'zgaruvchan bo'ladi. Arpaning
xromosomalaridagi  geteroxromatinning  o'ta  yirik  bloklan
telomaralarda joylashgan bo'ladi. 2. Telomeralar odatda yadro
qobig'ida joylashadi. 3. Xar xil xromosomalarning telomer uchlari
ko'pincha konyugatsiyalanadi. 4. Telomeralar genomning boshga
gismiari bilan assotsiatsiyalanadi, birinchi navbatda interkalyar va
tsentromeraga yaqin joylashgan geteroxromatin bilan. 5. Kamdan kam
holatda telomerlarning juda kam 5-bo'yoq bilan bo'yalishi kuzatiladi.
6. Politen xromosomalarda telomer rayonlari politenizatsiyaga
uchraydi, lekin to'liq emas, ya‘ni telomemning DNKsi oxirigacha
replikatsivalanmaydi. 7. NR1 ogsil telomeralarda aniglanadi. 8. Genlar
inaktivatsiyaga uchrashi mumkin, agarda ular tsentromeraga yagin
joylashgan geteroxromatinga o'tkazilgan bo'lsa  (ushbu xossa
“genlarning joylashish effekti® deb nomlanadi). Joylashish effektini
modifikatorlari telomeralaming xususiyatlariga ta"sir etishi to'g'risida
ma"lumotlar bor,

Xromatin va xromosomalarning diminutsiyasi. Murtak yo'lini
hujayralari va xromosomalarining differentsiyalanishi embrional
taraqgiyotining beshlangich davrlarida genetik materialning hi_r
gismini yo'golishi bilan  amalga oshadi (xromatin diminutsiyasi,
xromosomalarning eliminatsiyasi), tabiatdta keng targalgan. Masalan,
askaridaning ayrim turlarida, togko'z (tsiklop), infuzoriyalar, k;lanafar.
go'ng'izlar, kapalaklar, pashsha wva baliglarda xromatinning
diminutsiyasi kuzatiladi

Askaridaning Parascaris univalens turining zigotasida ikkita

xromosoma bo'ladi. har ikkalasida ham tsentomerasiga__yaqin
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joylashgan yupga va eng chetida galinrog rayonlarni ke'rish mumkin.
Boshga turida R. equorum xromosomalar soni 2p = 4 teng.
Xromosomalar tarkibida uncha katta bolmagan va kam bo'yalgan
materialdan tashkil topgan uchastkalari bo'lib, ular katta hajmdagi 5-
geteroxromatinga ora-sira joylashadi.

1887 yilda T. Boveri ma"lumotlari bo'yicha, zigotaning ikkinchi
maydalanish davridayoqg R univalens hujayralarini bittasida
xromosomalarining qalin  uchlari o'rta gismidan ajraladi va
tsentromerasi bo'lmagan sababli ekvator rayonida golib ketadi va
degeneratsiyaga uchraydi. Natijada xromosomaning katta gismi
yo'qoladi va Boveri ning tushunchasi bo'yicha xromatin
diminuitsiyaga uchraydi. Diminuitsiyani o'tgan hujayradan bo'linish
yo'li bilan hosil bo'lgan hujayralarining xromosomalari ancha kalta
bo'ladi (rasm 42).
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42- Rasm. Ascaris megalocephala univalens turi embriogenezining
boshlang'ich davridagi xromatini diminuitsiyasining sxematik ko rinishi
(2-4 hujayra bosgichi).

Qora doiralar bilan to'liQ genomga ega bo'lgan hujayralar
ko'rsatilgan; oq doiralar ichidagi qora nugtalar bilan — diminutsiyani
boshdan kechirgan hujayralar, oq doiralar — genomi reduktsiyaga
uchragan hujayralar ko'rsatilgan.
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lkkinchi giz hujayrada diminutsiya kuzatilmaydi, uning bo'linishi
natijasida yana ikkita qgiz hujayra hosil bo'ladi. Bittasida diminutsiya
kuzatiladi, ikkinchisida - kuzatilmaydi. Natijada, agarda embrion 32ta
hujayradan tashkil topgan bo'lsa, fagat ikkitasida DNK ning ketma-
ketligini to’lig to'plami aniglanadi. Keyinchalik ulardan  murtak
yo'lining hujayralari hosil bo'ladi, golgan 30sidan somatik hujayralar
rivajlanadi. Xuddi shunga o'xshash diminutsiva boshga turdagi
askaridada - A. Lumbricoides kuzatiladi.

Parascaris  equorum  turida  diminutsiya  jarayonida
xromosomaning ichki gismida joylashgan galin uchastkalar yo'qoladi,
golgan segmentlar esa go'shilishib bitta yahlit xromosomani hosil
giladi. Askaridada tsentromerasi golotsentrik bo'ladi, bo'linish dukning
iplari  butun xromosoma bo'ylab bir necha joyiga kelib birikadi.
Diminutsiya jarayonini oldidan hujayralarining mikronaychalari
diminutsiyada yo'golmaydigan xromosoma gismlariga birikadi.

R. univalens turida diminutsiya jarayonida xromosomadan
ajralgan uchki gismi (xromosoma materialini 80% tashkil giladi)
geteroxromatinga xos bo'lgan xususiyatlarga ega, masalan, N- va 5-
bo'yicha bo'yalishi, satellit DNK bilan in situ duragaylar hosil gilishi. R.
univalens diminutsiyada xromosomaning ajralmagan markaziy gismi ,
N- va S- bo'yicha bo'yalmaydi va satellit DNK bilan duragaylar haosil
gilmaydi. R. equorum ning xromosomaning barcha kalinlashgan
gismlari - va N bilan bo'yaladi va diminutsiyada ajralib ketadi.

Diminutsiyaga mubtalo bo'lgan DNK tagrorlar bilan boyitilgan
bo'ladi. Masalan, R, equorum da embrion yo'llarining hujayralari ikkita
engil satellitlar saglaydi, ular birgalikda zigotadagi DNKning 85%
tashkil etadi. SHu satellitlar somatik hujayralarda eliminatsiyaga
uchraydi.

Ascaris lumbricoides turida eliminatsiyaga uchraydi o'ta yugori
darajada tagrorlangan DNK, tagrorlangan birliklarning uzunligi 125 va
131 pn (nukleotidlar ketma-ketligi)

Murtak yo'lining hujayralaridagi joylashgan satellit DMKning
99%-i diminutsiyada eliminatsiyaga uchraydi. O'rta meyorda
tagrorlangan  rDNK ning bloklari chetlanmaydi. Eliminatsiyaga
uchraydi harakatchang elementlar va noyob ketma-ketliklarning bir
gismi. Natijada hosil bo'lgan somatik yadrolarning genomida fagat

10% tagrorangan bo'ladi va_fagat 0,01-0,05 % yuqori darajada.
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¥Xromosomaning uchlarida joylashgan geteroxromatin fragmentlan
chetlatilgandan so’ng yangi telomerlar hosil bo'ladi (tagror TTAGGC).

Xromatin va xromosomalar  diminutsiyasining  fiziologik
ahamiyati. llmiy ma"lumotlarga ko'ra jinsiy yo'llarning hujayralarida
saglangan DMNKdagi genlar embriogenez, lichinkali davri va etuk
organizmning funktsivalarining genetik nazoratida ishtirog etmas
ekan. Demak, ushbu genlar cogenez va spermatogenez jarayonlarida
gatnashadi degan fikrlar bor.

V. Xennig (W. Hennig) tushunchasi bo'yicha geteroxromatin
murtak yo'lini hujayralarining  maxsus funktsiyalari bilan bog'lig
bo'ladi. A Prokofeva-Belgovskaya fikri  bo'yicha askarida
xromosomalarining geteroxromatin rayonlari meyoz jarayonini amaiga
oshirish uchun zarur ekan.

Lekin, teskari nuqtai nazaarlar ham bor. Masalan, AP. Akifev va
A K. Grishanin yozishadi : tsiklopning genomini 94%, stilonixiyaning
genomini 98% faqat jinsiy hujayralarning xususly wvazifalarini
bajarishsa, golgan gismi - boshga funktsiyvalarni, ishonish giyin.

Ortigcha DNKning biologik ahamiyati to'g'risida taglif etilgan
gipotezalar noto'g’ri be'lib chigdi, chunki birinchidan ular sornatik
funktsiyalariga asoslangan edi va ko'pincha genetik boshgarilishiga.
Xromatinning diminutsiya hodisasi ortigcha DNKning asl ahamiyati
murtak hujayralari bilan chegaralangan bo'lishini anig ko'rsatatadi

A.P. Akifeva va uning kasbdoshlarini fikrlari bo'yicha , bu teskari
fikr emas, murtak hujayralaridagi ortigcha DNKning bajaradigan
vazifasi bu turlaming alohidalanishida omil vazifasini bajaradi.
Ortigcha DNKning eng yaxshi o'rganilgan gismi geteroxromatindir.
Xromatinning diminutsiyasi to'g'risida va yugorida aytib o'tilgan
ma'lumotlar asosida olimlar geteroxromatinning asosiy vazifasi
murtak yo'lining hujayralari bilan chegaralangan degan xulosaga
kelishadi. Kodlamaydigan gismlaming molekulyar tuzilishida gancha
ko'p farglar bo'lsa, shuncha duragaylarning gomologlarida
konyugatsiya jarayonini buzilish xavfi yuqori bo'ladi, Tog ko'zning
ayrim turlarini ajratish qgiyin, chunki ularing noyob genlari bir biriga
juda o'xshash. Lekin, egoistik DNK orasidagi farglar yagin turlar
orasida duragaylarning hosil bo'lishiga to'sginlik giladi, Ushbu
ma"lumotlar ortigcha DNKning evalyutsion ahamiyatini tasdiglaydi.
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romatinning diminutsiyasi genetik ST
Nazoratning har bir etapi tahlilnii gilgan D|ir:|::nr?r:1?:mx:|f:lu:::;qr;
Dj. SHapiro, tsikloplar uchulnl- 5. Beerman i A, Akifev va ularning
kasbdoshlari, shuni ko'rsatdiki diminutsiya jarayonini amalga oshirish
uchun bir gancha genlar ishtiroq etishi kerak.

TSikloplarning har xil turlari orasidagi morfologik tuzilish farglari
juda kam bo'lishi sababli ularni ajratishi xromatinining diminutsiyasigi
asoslanish qulayrog bo'ladi,

Poliploidizatsiiyadagi genomning recrganizatsiyasi.
O'simliklarning mitotik xromosomalarini poliploidizatsiva jarayonida
razmerlarini kichrayish holati allagachon aniglangan, masalan, LN.
Delone 1926 yilda piyozdoshlar oilasiga mansub bo’lgan vakillarida,
YA.SHarmoy — ayrim bir pallali o'simliklarda, A.Bebkon o'simliklarning
Crepis avlodida Xromosomalarning razmerini kamayishi geksaploid
davridan boshlanishi Poa avlodiga kiruvchi ayrim turlarida.

Aynigsa ko'zga tashlanadigan farglar tut o'simligining
kariotipida  S.. Radjabli olim tomenidan aniglangan. Diploid va
tetraploid wromosomalar to'plamiga ega bo'lgan  o'simliklarda
sromasomalrning katta-kichikligi o'zgarmagan edi, magdori ko'paysa
ham. Xromosomalar migdori yanada ko'payganda
wromosomalarning  razmeri  kichiklashib  boradi. Masalan, 303_.
xromosomali shaklida Morus nigra ning xromosomalarini razmerlari
keskin kichiklashadi, Fagat razmerlari o'zgarib qolmasdan balki
shakllari ham o'zgarar ekan. Xromosomalar yumaloglashib b‘“?d'-
xatto ko'pehiligi dumalog shakliga keladi. SHu sababdan A—gufuhlgﬂ'
kirgan ikki elkali xromosoma ko'rinmay qoladi. Tut o'simligida ham
xromosomalarining kichrayishi geksaploid to'plamiga ega bo'lgan
shaklidan boshlanadi.

Tsitofotometrik usuli yordamida tutning genom va har bitta
alohida poliploid shakilaridagi xromosomalarining DMK miqdc!ri
aniglanishi natijasida xromosomalar diploid to'plamidan tetraploid
to'plamigacha ko'payganda DNK migdori ham xromosomalar soniga
karra oshib boradi. Lekin 308-xromosomali shaklida Marus nigra ning
xromosomalarining migdori 11 marta oshganiga gqaramay, DNK
migdori fagat 4 marta ko'paygan. Har bitta xromosomadagi DNK
migdori tekshirilgan tutning di-, uch- va tetraploidlarida bir xil bo'isa,
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22-ploidli shaklida esa (2p = 308) bunday ko'rsatgichlar uch barobar
kam bo'ladi, kam ploidli tutlarga nisbatan

12- va 13-ploidli gibridiarda bitta xromosomadagi DNK migdori
fagat 2 marta kamaygan xolos, kam ploidli turlarga nisbatan.

Ushbu ma"lumotlar asosida xulosa gilish mumkin: evolyutsiya
jarayonida Morus avlodida genom tuzilishini keskin o'zgarishi
natijasida xromosomalar soni oshsa ham, DNK migdori keskin
kamayadi.

TSentromeraning  tuzilishi. TSentromera — eukariotik
xromosomaning maxsus joyi bo'lib, hujayraning mitoz va meyoz
bo'linishlarida fundamental vazifa bajaradic hosil bo'lgan giz
xromatidalarni (bo'lajak giz hujayralarining xromosomalari) ikkita
qarama-qarshi qutblarga yo'nalishini va joylashishini ta"minlaydi. Bu
jarayonda  xatoliklar kam  kuzatiladi. Masalan, achitgilarda
xromosomalaming ajralmaydigan holati 10-5 yoki undan ham kam
uchraydi. Odamda bu ko'rsatgich yuqoriroq bo'ladi, lekin ajralmagan
xromosomalari bo'lgan zigotalar ko'pincha halog bo'ladi

Xromosomalar ajrashmasligi mumkin agarda tsentromera o'z
vazifasini bajarmagan holda.

TSentromeraning anig ko'rish mumkin xromosomalar mitoz
bo'linishiga tayyorlanishini boshlangich davrlarida. TSentromera ikkita
tsilindrik shakldagi tanachalar - tsentriolalarga ajraladi. TSentriolalar
asta sekin ikkala garama-garshi qutblarga gqarab harakatlanadi.
Tsentriolalar orasida maxsus asosli bo'yoglar bilan bo'yalmaydigan
ipchalar — axromatin ipchalar deb nomlangan bo'linish dukning iplari
paydo bo'ladi. Ular ikkala tsentriolalami o'zaro bog'laydi. Bo'linishning
profaza davrida, xromosomalar shakllanib borishi bilan tsentromera
ham shakllanib boradi, ya'ni bo'linish dukni hosil qiladi. Xujayra
metafaza davriga kelganda xromosomalar to'liq shakllanadi va
bo'linish dukning shakllanishi ham tugaydi: ikkita tsentriolalarni
birlashtirib turgan axromatin ipchalardan tashgari, yana bir guruh
ipchalar paydo bo'ladi va har bitta xromosomaning tsentromerasiga
kelib birikadi. Hujayra anafaza davriga kelganda ikkinchi guruh
ipchalar gisqarib boradi va xromatidalarni ikkala qutbga, tsentriolalar
joylashgan joyga olib boradi. Ona xromosomalarning xromatidalarini
bir biridan  ajralishi ularning orasida itarish kuchlarini paydo

bo'lishidan_boshlanadi,_so'ng bo'linish_dukning ipchalari_gutblarga
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tortib keltadh Bu _!arayrl:np m:mc—: va meyuznir_ng 2-anafazasida kuzatilagi
Meyozning 1-chi be'linishining anafazasida bivalent hosil qit
gomologik xromosomalarning tsentomeralari birinchi be'lib bir h?rig::
ajraladi, natijada ikki garma-qarshi qutblarga xromatidalar emas, balki
butun xromosomalar tortiladi.  TSentromera metafazada turgan
xromosomada  bo'yalmagan gism bo'lib ko'rinadi. TSentromera
joylashgan joyda xromosomaning ikkala xromatidalarini birikkan gismi
bo'lib, xromosomani ikki elkaga bo'ladi va birlamchi belbog’ deb
nomlanadi (rasm 42).

Ayrim o'simliklar va hayvonlar turida politsentrik va diffuz
joylashgan tsentromaralarga ega bo'lgan xromosomalar uchraydi.
Bunday tuzilishga ega bo'lgan xromosomalar Luzula purpurea turida,
chayon, hasharotlilarning yarim gattiq qanotltlar turkimining ayrim
vakillarida va askarida A. Megalocephala murtak yo'lini hujayralarida.

I

43- Rasm. Acrididae spermatogoniyalaridagi xromasomalarning
sentomera hududiari

Bo'linish o'gining iplari bunday xroomosomalarning }r:uzasigla
butun uzunligi bo'ylab joylashgan bo'ladi. Anafaza davrida qiz
wromosomalar qutblarga bir biriga parallel xolda to'g'n tayoqchalar
shaklida targaladi. Rentgen nurlari ta"sirida bunday mensamalar
fragmentlarga ajralib ketadi va har biri tsentromera hosil gilib, normal
xromosoma vazifasini bajaradi, .

TSentromerada kinetoxor deb nomlangan tsentomera rayoni
bilan kontakt hosil gilgan tuzilma bo'lib, unga bo'linish dukining
iplari-mikronaychalar birikadi. SHakllangan kinetoxor metafaza davrida
turgan xromosomalarda uch gavatli plastinka shaklida bo'ladi. Ichki
gavatining qalinligi 40-60 nm, och bo'yalgan o'rta gavati taxminan 25-
30 nm wva tashgi gavati-40-60 nm dan tashkil topgan bo'ladi.
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Kinetoxorning ichki qavati xromatin iplarini yonida joylashadi va
tsentromeraning xromatini bilan o'zaro bog'lanadi.

Ingichka xromatin ipchalari kinetoxorning o'rta gavatidan o'tgan
bo'lishi tufayli tashqi va ichki gavatlari bilan bog’lanadi. Kinetoxor
bilan bog'langan mikronaychalar tashqi gavatida tugaydi va kamdan
kam o'mta va tashgi qavatigacha cho'ziladi. Mikronaychalardan
tashgari kinetoxorning tashqi gavatida “tivitli sirt" yoki fibrillalardan
(ipchalar) tuzilgan halgalar shaklidagi toj joylashadi. Mitozning ohirida
kinetoxor maxsus tuzilma shaklida yo'qoladi.

Molekulyar-biologik nugtai nazardan kinetoxorning tuzilishi
yaxshi o'rganilmagan. Lekin, kinetoxor tarkibida DNK, DNK-
bog'lovchi ogsillar, balki RNK va tubulin bo’ladi. Sut emizuvchilarning
xromosomasini DNK-aza fermenti bilan ishlov berilganda, kinetoxor
plastinkasi o'ziga xos kondensatsiyalanadi, lekin  RNK-aza ning
ta"sirida kinetoxor o'zgarmaydi.

Xozirgi vaqtda eukariot xromosomalarning tsentromerasini
tuzilishi fagat ayrim ob"ektlarda o'rganilgan.

1980 yillarda  achitgilaming  Saccharomyces  cerevisiae
tsentromeralarida shunday nukleotidlar ketma-ketliklari aniglangan-ki,
ularning deletsiyasi tsentromeraning funktsiyasini yo'golishiga olib kelar
ekan, natijada tsenntromerani molekulyar darajasida joylashgan joyini
aniglash mumkin bo'ladi. Achitgilarda tsentromera rayonlari  CEN (
centromere so'zidan olingan) rayonlari deb nomlanadi, yoniga
Wromosomaning  ragami  qo'yiladi. Har xil xromosomalarning
tsentromeralarini  tuzilishi tahlil qgilinganda kuyidagi gonuniyatiar
aniglandi. barcha xromosomalarning tsentromeralari shu turdagi
achitgilarda duragaylar hosil gilar ekan, demak ular gomologlar bo'ladi.
Achitgilaming genomi to'lig selvenirlangan bo'lib aniglandi, barcha 16ta
xromosomaning tsentromera rayonlarida konservativ  domenlarning
CDEl {centromere DNA element 1), CDENl va CDEIl mavjudligi (borligi).
Hamma tsentromeralar o'xshash tuzilishga ega va bir xil vazifa bajarsa
ham, ularning nukleotidlar ketma-ketliklari to'liq identik emas,

CDEl deb nomlangan element tarkibida ko'pincha 7ta
konservativ nukleotidlar  TCACATG bo'ladi. Keyin 76-86 pn
(nukleotidlar soni har xil xromosomalarda har xil) nukleotidlar ketma-
ketliklardan tashkil topgan CDEll — fragment joylashadi.
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MNukleatidlarning ketma-ketliklari xromosomalarda farg gilsa ham, A-
T-juftlar migdori hammasida 90 % oshmaydi (93-94 %),

Mikronaycha
20 nm
- [
COF3? Kard?
-
Linker?

. CBF3

CDEM

CHEIT

Rasm 44. Achitgilarning kinetoxor tuzilishini gipotetik iodeli

CDEIl elerment 25 pn nukleotidlar ketma-ketlilaridan tashkil
topgan bo'ladi, lekin, G-----G----CCGAA-==---=- ketma-ketliklar barcha
16 ta xromosomalarda ham bo'ladi.

Achitgilarning tsentromeralarini o'zida saglagan plazmidalarda
olimlar deletsiyalar haosil gilib aniglashadi, CDEINl rayonlar mitoz
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jarayonini avtonom replikatsiyalanuvchi plazmidaning (ARS) ketr|:13~
ketligini stabil holatda saglash uchun zarur. TSentromeralarning
funktsiyasi bajarilish uchun butun elementlar kerak emas, fagat
ularning konsensus guruhlari go'llaniladi xolos. Masalan, beshta |
elementning chap tomonida joylashgan nuklectidlarning deletsiyasi
CENII tsentromeraning faolligiga deyarli ta"sir etmaydi, lekin A-T boy
bo'lgan  (CDEI) gismi olib tashlansa, tsentromera nofaollashadi.
YUgori konservativ bo'lgan uchinchi  element (CDEIN) ham
tsentromeraning funktsiyasini bajarilishi uchun zarur. Bir necha ilmiy
maqololarda ushbu rayondagi 1-2 deletsiyalar ham tsentromeraning
funktsiyasini to'lig inaktivatsiya giladi degan ma"lumotlar keltiriligan.

Tsentromeraning DNK ketma-ketligi bir gator organizmilar
uchun aniglangan. DNK ketma-ketliklar 5. serevisiae turida va
umuman olganda har xil turlarda farq giladi. Masalan, 5. pombe
achitgining tsentromerasini uzunligi 40 to 80 tpn gacha boradi,
nukleotidlari  har xil ketma-ketliklaming tagrorlanishlar  bilan
murakkab almashingan bo'ladi. bo'ladi. SHunday qilib, barcha tirik
organizmlarda tsentromeralarining  funktsiyasi bir xil bo'lishiga
garamay, ushbu funktsiyani bajarishga javobgar bo'lgan DMNKning
ketrma-ketliklari bir xil emas.

Savol tugliladi, ganday tsentromeraning DNKsi xromatin
tuzilishida ishtiroq etadi va mikronaychalar kelib ganday birikadi.
Xozirgi vaqtga kelganda, tsentromera wva mikronaychalar bilan
bog'langan ogsillarning ayrim tiplari aniglangan (rasm 43).

Ushbu modelda CBF1 {(centromere binding factor 1) motiv
CDEl bilan bog'lanadi; ogsillar kompleksi CBF3 CDENl bilan
bog'lanadi. CDENl ning uzun ketma-ketligi gistonning oktamerini
atrofini o'raydi degan taxmin bor. Balki linker ogsili yordamida
CBF3 omili mikronaychalarning uchlari bilan bog'lansa kerak, degan
ma"lumatlar keltirilgan.

7.5. V-xromosomalar yoki go'shimcha xromosomalar.

V-xromosomalar yoki qo'shimcha xromosomalar deb struktura
va funktsiyalari jihatidan boshga vyadro xromosomalardan fark
giladigan xromosomalar bo'lib, xromosomalarning asosiy to'plamidan
(A) tashgari kuzatiigan guruh xromosomalardir. V-xromosomalar
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barcha tirik organizmning tana hujayralarida — somatik va jinsiy
hujayralarda uchraydi.

V-xromosomalar ikki pallali o'simliklarning 510 turida
(kariotiplari aniglangan turlar ichida 2,6% tashkil giladi) va bir pallali
o'simliklarning 1007 turida (3,6%) aniglangan. V-xromosomalar 263
tur hayvonlarda ham aniglangan, shularning ichida 40%dan eshigrog
hasharotlardir.

V-xromosomalarning soni har xil individlarda o'ta o'zgarvchan,
ko'pincha 1-2 xromosoma bo'ladi, kamdan-kam 6ta, xatto 12ga ham
borish mumkin.

Olimlarning ko'pchiligi V-xromosomalar asosan
geteroxromatindan tuzilgan deb ta"gidlaydi. Paoliten xromosomalari
bo'lgan turlarda V-xromaosomalar ham politeniyaga uchraydi. Tuzilishi
jihatidan V-xromosomalar wilma-xil: ma"lum strukturaga ega
bo'lmagan xromatinning . govak yoki kompakt palaxsalari shaklida
bo'lishi mumbkin. Ayrim hollarda uncha katta bo'lmagan yumalog yoki
cho'zilgan o'ta geteropiknotik tanachalar ko'rinishida bo'ladi. Ba"zan
V-xromosomalar politen xromosomalarga oid bo'lgan  disk
{gardishsimon), puflar ko'rinishida bo'ladi va ko'pincha  yadrochalar
aniglanadi.

Disk shaklidagi V —xromosomalar geteroxromatinni eslatadigan
kompakt moddaning 1-2 yirik bloklari ko'rinishida bo'ladi.

V-xromosomalar geteroxromatinga boy bo'lishini kuyidagi
fagtlar isbotlaydi: hujayra yadrosida yadro gobigining ichki
membranasida joylashadi, ektopik kontaktlarda ishtiroq etadi,
ko'pincha politeniyaga uchramaydi (geteroxromatinga xos bo'lgan
xususiyat), S-xromatin  bo'yoglari  bilan  bo'yaladi va V-
xromoscmalarning fragmentlari kech replikatsiyalanadi.

V-xromosomalar ko'pincha satellit DNKlar bilan boyitilgan
bo'ladi, Bunday tagrorlanishlarning oilalari fagat V-xromosomalalarga
wos bo'ladi yoki V-xromosomalarda ham, boshga xromosomalarda
ham uchraydi. Ko'pchilik olimlarning fikri bo'yicha, V—xrc:nmsnmelular
A-xromosomalardan  kelib  chiggan: 1) har xil turlarning
duragaylashishi natijasida; 2) A-xromosomalarning ayrimlarini  bir
biridan ajralmasligi va trisomiyalarning hosil bo'lishi tufayli

Proto-V-xramosoma paydo bo'lganidan so'ng, unda joylashgan

genlarning_inaktivatsiyasi_boshlanadi va deletsiyalar tufayli genetik
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materialning bir gismi yo'goladi, satellit DNK va mobil elementlar
fiksatsiyalanali.

Nazorat uchun savollar

1. Viruslarning irsiy moddasining tuzilishi

2 Prokariot xromosomalarini tuzilishi

3. Eukariot hujayralarining organoidlarini
xromosomalarining tuzilishi

4. Achitgilarning xromosomalari va genomi.

5. Yugori dargjada tuzilgan eukariotlarning  mitotik
xromosomalari

6. Euxromatin va geteroxromatin.

7. Telomeralar va telomerlarning getexromatini
8. Xromatin va xromosomaning diminuitsiyast
9. Sentromeraning tuzilishi

10.  V-xromosomalar shchziga xos tuzilishi
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8 BOB. XROMOSOMALARNING TUZILISHI

VATURLARI
e ————————— ]

Genning joylashish effekti DNKning xromosomada joylashishi
«Lampa chyotkasiga» o'xshash xromasomalar. Politen xromosomalar.

8.1. Genom tizimida genning joylashgan joyini o’zgartirishi
tufayli faolligini o'zgarishi.

Gen to'g'risidMoa ma"lumotlar to'plangandan so'ng: irsiy
informatsiyaning birlik bo'lib xisoblanishi, xromosomalarda ma®lum
joyida joylashib va ma"lum vazifa bajarishi va hk, genetiklar yana
izlanishlarini davom eftirb, kuyidagi xulosalarga keladi - gen
joylashgan joyini o'zgartirsa, uning faolligi ham o'zgarar ekan. Gen
Joylashish joyini o'zgarishi tufayli uning faolligini o'zgarishi joylashish
effekti deb nomlanadi.

Birinchi marta joylashish effekti xodisasi genetika fanining
asoschilaridan biri A. Stertevant (1925) tomonidan aniglagan edi. Olim
drozofila pashshasida izlanishlar olib borar ekan kuyidagi hodisaga
e"tibor beradi: drozofilaning Bar geni teng bo'lmagan krossingover
tufayli ikkala mutant alleli bitta xromosomaga tushib goladi, natijada
pashshalarning mutant fenotipini ekspressiyasi, ushbu allellar har xil
gomologik xromosomalarda joylashganiga nisbatan o'zgarar ekan.
Stertevant kuzatgan xodisa boshqga joylashish effektlardan farg giladi,
chunki mutant fenotip deyarli stabil holatda namoyon bo'ladi. SHu
sababdan , bo'lajak nobel laureati E. Lyuis {1954) stabil joylashish
effekti deb nomlaydi. Bunday tipdagi o'zgarishlaming xususiyatlari
bo'yicha oddiy mutatsiyani eslatadi va tabiatda keng uchraydi, aynigsa
tajribalar amaliyotida. Masalan, 80-chi yillarda transpozon tarkibidagi
white geni xromosomaning har xil joylariga biriktirishi tufayli, uning
faolligi keskin o'zgarishi aniglandi. SHunday gilib, barcha keltirilgan
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misollar genning ekspressiyasi atrofidagi maxsus muhitga bog'lig
ekanligini tasdiglaydi.

1934 yilda N.P. Dubinin va B.N. Sidorov cubitus interruptus (ci)
genining normal allelini tsentromeraning vyonidagi joylashgan
geteroxromatindan olib euxromatin rayoniga o'tkazilganda, dominant
holatdagi allel o'zining dominantlik xususiyatini susaytiradi, demak
gen normada joylashgan joyini o'zgartirsa, inaktivatsiyaga uchrar ekan.
Bunday hodisa Dubinin effekti deb ataladigan bo'idi.

Alohida hodisa bo'lib mozaik tipidagi joylashishish effektini
(MEP, ingliz abbreviaturasi bo'yicha — PEV) kuzatilishi. 1930 yilda G.
Myoller ajoyib vogea kuzatadi: xromosomaning gayta qurilishida
joylashgan va nurlanish tasirida hosil bo'lgan allel gen o'zining
dominantlik holatini yo'gotadi, ya"ni geterozigotadan R{g+)/g ( R —
xromosomaning qayta qurilishi, a g — gen) allel g+ kuzatilmaydi va
individ mutant g-fenotipga ega bo'ladi.

Myuller o'zi genetik inaktivatsiya hodisani kuzatadi, birinchidan,
xromosomaning gqayta qurilishi  tufayli, ikkinchidan, gen
tsentromeraga yaqin joylashgan geteroxromatinga o'tkazilishi kerak
bo'lganda. Uchinchidan, genning yuzaga chigishi mozaik tipda amalga
oshadi, ya"ni ko'p migdordagi bir xil hujayralarni tahlil gilganda ,
masalan, ko'p fasetkali ko'zning ommatidiyalari bir xil genotipga ega
bo'ladi — R{g+)/g, bitta guruh hujayralarida mutant appel aniglanadi,
ikkinchida esa — normal allel bo'ladi.

Mozaik tipidagi joylashish effektining gen strukturasi. N.P.
Cubinin va B.N. Sidorovlaring (1935) izlanishlari bo'yicha aniglangan:
mozaik tipidagi joylashish effektining geni yo'golmas ekan, uning
holati o'zgaradi xolos. Olimlar krossingover yorlamida xromosomaning
gayta qurilishidan faollashmagan allelni ajratib olishadi, ya"ni
tsentromera yonidagi joylashgan geteroxromatindan, natijada gen
stabil normal fenotip hosil giladi.

Keyinchalik 1938 yilda LB. Panshin sromosomaning gayta
qurilishlarini teskarisini hosil qilishadi, ya'ni geteroxromatindagi
inaktiv holatda turgan genni dastlabki holatiga — euxromatinga
o'tkazishadi, natijada gen faolligi tiklanadi.

Xromosomalarning gayta qurilishlarini ko'p migdorda hosil
gilish va ularning genetik inaktivatsiyasini indutsirlash ishlari natijasida

aniglanadi:_mozaik tipdagi joylashish effekti kuzatiladi fagat eu- va
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geteroxromatinning o'rtasidagi gayta qurilishlarda,
ganday geni mos keladigan qayta qurilishi natjasida
o'tkazilganda inaktivatsiyaga uchrashi mumkin, ya
joylashish effektini boshidan kechiradi,

Drozofilaning har
Qeteroxromatinga
NI mozaik tipdagi

Sentromera yonidagi
EeleToXTOmat
o caarhiede - =
Eenfromera

R EE T

a h e de
a h e de
a b cde
a'becde
a hede
a hede
Rasm 45. Drozofilaning mozaik tipidagi joylashish effekti sharoitidegi
genetik inaktivatsiyaning sxemasi:

a — geterozigotali genotip, bitta xromosomaning [rasmniqg
yugorisida) ipida mutang genlar { a dan e gacha) joylashgan, lekin
odatdagi tartibda xromaning uchida, geteroxromatindan uz_uqlﬁhga“
joyda, ikkinchi xromosoma (pastda) tarkibida ushbu genlarning nc:_nﬂal
allellari joylashgan, ammo ular geteroxromatin atrofiga Intk.azrlgan
bo'ladi, demak inaktiv holatga o'tishi mumkin; b — genlarning yuzaga
chigishi. Agarda genlarning bittasi ham inaktivatsiyaga uchramasa,
pashshaning fenotipi kuyidagicha bo'lladi: a+ b+ c+ d+ e+, agardaf
gen e inaktiv holatda bo'lsa — geteroxromatinga yagin joylashgani
fenotipi bolladi a + b+ s + d + e agarda iklita yagin joylashgan
genlar: d w e inaktiv bo'lishsa fenotipi bo'ladi — a+ b+ d e vahk
Agarda bitta zanjirdagi barcha genlar inaktiv bo'lsa, pashshaning
fenotipi to'lig mutant bo'ladi: absde
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Inaktivatsiyaning targalishi. Individlarning bitta xromosomasida
genlaming mutant allellari bir biriga yagin joylashgan bo'lsa (a - e),
boshgasida — ularning normal allellari, lekin geteroxromatinga
o'tkazilgan bo'lganda bir necha ketma-ket joylashgan genlar
inaktivatsiyaga uchrashi mumkin (rasm 43). Ushbu zanjirdagi
genlardan (a+- e+) ko'pincha geteroxromatinga yaginroq joylashgan
e+ geni inaktivatsiyaga uchraydi, kamrog migdorda d+ i e+ genlar,
birdaniga ikkalasi inaktivatsiyalanadi, undan ham kamrog — s+, d+ i
e+ genlarning inaktivatsiyasi kuzatiladi va hk. Keltirilgan misollar
asosida hulosa gilish  mumkin:  inaktivatsiya zu- va
geteroxromatinlarning tutashgan joyidan bashlanib
geteroxromatindan telomeraga yo'nalishi bo'yicha targalishi mumkin
ekan. Geteroxromatindan uzoglashgan sari inaktivatsiya susayadi.
Inaktivatsiya uzoq masofalarga targalishi mumkin — bir necha o'n
santimorganlarga.

Mozaiklikning tiplari, Hujayralarning bir gismida genlarning
geteroxromatinga yaginlashish usuli bilan inaktivatsiya hosil qilish
(mozaiklik) ehtimolligini kuzatish uchun bir xil guruh hujayralarida,
masalan, pashshaning  murakkab fasetkali ko'zida yoki uning
kutikulyar gobig'ida olib borish mumkin.

Gen inaktivatsiyasmning darajasi. Uzoq vaqtlar davomida
normal funktsiyani buzilishi gaysi darajada kuzatilishi to'g'risida
muhokamalar olib borildi. Ma"lum be'ldi-ki, mozaik tipdagi joylashish
effektida gen strukturasi buzilmas ekan. Bundan tashgari, mutant
fenotipga ega bo'lgan hujayralarda invaktivatsiyaga uchragan genning
transkriptlarini migdori kam va uning ogsil maxsuloti ham kam bo'lishi
aniglangan. Demak, joylashish effekti deganda, birinchi navbatda gap
transkriptsiyaning inaktivatsiyasi to'g'risida ketadi. Buning bevosida
dalili bo'lib yaxshi o'rganilgan genlar transformatsiyasi tajribalarini
natijalari xizmat giladi. Masalan, drozofilalaming shunday liniyalari
hosil gilindi-ki, ularda issiglikda shokga olib keluvchi gen hsp26
euxromatin yoki geteroxromatinga o'tkazilgan edi. Euxromatinga
o'tkazilganda gen hsp26 normal funktsiya bajargan edi va issiglik
shokning induktsiyasiga javob bergan, lekin, geteroxromatinga
o'tkazilganda issiglik shokga transkriptsiyali javobi nofaol edi.
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.mylashiﬂh Elffelcjcida *romasomaning inaktivatsiyaga uchra
gen joylashgan gismi kompakt holatiga  keladi, Ushbu jmagyx
drqmﬁmnling Hchin.kaiar'tni so'lak bezlari politen xromosomalari bor
hujayrala‘rlr;la. I{uzatllgran:lxmmﬂmmaning materiali  zichlanadi, o'ta
bo'yaladi, disklar qo'shilib, euxromatin bilan geteroxromatinkontak
hosil gilgan joydan boshlab, bitta zich blekni hosil giladi.

Kompaktizatsiya katta masofalarga tarqalishi mumkin, masalan,
politen xromosomalarining 170 disklarigacha. Drozefilaning politen
xromosomalarini  bitta diski o'rtacha 30 tin ga teng bo'lsa,
inaktivatsivaga uchragan masofa 5000 tin ga etadi.

1991 vilda ES. Belyaeva noyob vogea kuzatadi -
geteroxromatin yaginiga o'tkazilgan xromosomalar gismlarining
uzulib-uzulib  inaktivatsiyasiga uchrashi. Demak, genlar bir tartibda
inaktivatsiyaga uchramas ekan, e dan boshlab k a gacha (rasm 44),
balki uzug-uzug bo'lib, masalan, e+ ds+ba+yokieds + avahk,
xromosoma darajasida esa, kompakt rayonlar odatdagi rayonlar bilan
almashinadi.

Agarda uzuluksiz inaktivatsiyani oson tasavwvur qgilish m:umkirf
bo'lsa, geteroxromatindan gandaydir "inaktivatsiyani hosil qﬂuw:hf
signal® chigib butun xromosoma bo'ylab tarqaladi.h u:uluql:l
kompaktizatsiyada esa, gandaydir noma'um mexanizm tufﬂ'}”!
“inaktivatsiyani hosil giluvchi signal® hatlab o'tishga imgoniyat yaratadi
deb o'ylash mumkin, .

Kompaktizatsiya tufayli xromosomalarning awvalgi eu:mrnalt?n
rayonlari geteroxromatinga xos bo'lgan xususiyatlarga ega bo'lib
qoladi: ular kech replikatsiyaga uchraydi va ektopik kontaktlar hr:u?ll
giladi. Politen xromosomalaming kompakt rayonlarida DNK to'liq
replikatsiyalanmaydi, go'yo tsentomeraga Yyagin jwlashgan
geteroxromatinga  o'xshab.  Kompakt  xromatin bhkland_a_
geteroxromatinning  struktura komponenti bo'lmish NR-1 ogsili
aniglanadi. Natijada avvalgi xromosomaning euxromatin uchastkasi
geteroxromatinga aylanadi, ya'ni geteroxromatinizatsiyalanadi.

Haroratga sezuvchanlik davri  embrional taraggiyotning
dastlabki davrilarga to'g'ri  keladi, ya'ni xromosomalarda
geteroxromatin tsitologik tuzilma (struktura) shaklida aniglanishini
bashlanishiga.
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Kompaktizatsiya jarayoni joylashish effektining genetik
inaktivatsiyasiga xos bo'lga uchta xususiyat ega: 1) mozaiklik, ya"ni
bitta hujayrada xromosoma gismi kompakt holatda bo'lsa, boshga
qo'shni hujayrada normal euxromatin tuzilishiga ega; 2) eu- va
geteroxromatin  kontakt hosil qgilgan joyidan boshlab butun
x¥romosoma bo'ylab targalishi; 3)uzulukli targalish imgoniyatiga ega.

Joylashish effektining modifikatorlari.  Mozaik fenotipning
yuzaga chigish darajasiga bir nechta omillar ta"sir etadi. Masalan, past
harorat (14-18"5, drozofilaning normal taragqiyoti odatda 25°5 o'tadi)
genetik inaktivatsiyani keskin kuchaytiradi, natijada bo'yalmagan
fasetkalarning sektorlari kattalashadi, xromosomalardagi kompakt
uchastkalar cho'ziladi.

Joylashish  effektining yuzaga chigishiga genomdagi
geteroxromatin migqdori ham ta®sir etadi.  Geteroxromatinning
migdorini o'zgartirish Y- xromosomada kuzatish oson, chunki bu
genomning eng katta geteroxromatin blokidir, bundan tashqgari,
odatdagi duragaylash usullari bilan Y-xromosomani genomdan olib
tashlash yoki kiritish mumkin.

Y-xromosoma olib tashlanganda (erkaklarining genotipi X0),
genetik inaktivatsiya kuchayadi. Qo’shimcha kiritilgan geteroxromatin
(XYY) inaktivatsiyani susaytiradi. Demak, genomdagi Y-
xromosomaninig migdori  joylashishi effektining kuchli modifikator
vazifasini bajaradi.

Bundan tashgari, xozirgi wvagtda bir gancha genlarming
mutatsiyalari genetik inaktivatsiyani kuchaytirish yoki susaytirish
mumkin  ekanligi aniglangan, va'ni joylashish effektining

maodifikatorlari hisoblanadi.
Dominant kuchaytirishlarning hosil gilish uchun kuyidagi sxema
bo'yicha olib boriladi: (enxanserlar — enhancers, Ep)} va

susaytirishlarni (supressorlar suppressors, Su) (rasm 45), Tajribalar
uchun xromosomalari qayta qurishlariga ega bo’lgan urgochi
pashshalar mutang zrkaklari bilan chatishtiriladi. Urg'ochi
pashshalarda genlar joylashishi effekti kuchli rivojlanmagan bo'ladi,
masalan, In{liWmd kuchsiz w geni bo'yicha mozaiklik xususiyatiga ega
indivilar. Agarda enxanser mutatsiya indutsirlangan bo'lsa, aviodlar
orasida ko'zining mutant sektori keskin ko'payaygan individlar paydo
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bo'ladi, supressor mutatsivalar indutsirla g :
fasetkalar I‘I'I'Iq'I.jﬂl'i . tesk.a r_isir sezilarli daraj agzmha{;;ﬁ?. bo'yalmagan

Joylashish ef'Fektn_-nng modifikatorlari inaktiy atsivaga ucheagan
euxromatin  uchastkasini kc:njpak‘t holatining darajasini o'zgartiradi.
Genomdan geteroxromatinni olib tashlanganda, past harorat va
genetik enxanserlarning ta"sirida  kompakt holatdagi  turgan
xromosomalarning  gismianini - migdori  keskin  ko'payishi  va
kompaktizatsiya masofani cho'zilishi kuzatiladi. YUqgori harorat,
geteroxromatinni  qo'shish va  joylashishi  effektining genetik
supressorlari ta"sirida teskari natijalar olinadi.

Xozirgi kunga ma“lum bo'lgan modifikator genlarning DNKsi
klonlashtirilishi, ular tomondan kodlangan antitelalar {(antitanachalar
yoki antijismlar) olib va shu antitelalarning hujayrada joylashish joyi
aniglanishi natijasida ma®lum bo'ldi. modifikatorlaning ko'pchiligi
xromosomalar tarkibiga kirgan oqsillarni  kodlar ekan. A}'liﬂl‘l
modifikator genlar xromatin tarkibiga kiruvechi ogsillarni kud!ayFHT
boshqalari — xromatinning shakllanish jarayonida boshgaruvchi rolini
bajaradigan ogsillarni. n e

Xramatinning shakllani jarayonining boshqarish usul.landafn I::!n
gistonlarming modifikatsiyasidir, ya“ni ularming atsetillashishdir.
Demak, gistonlarning atsetillashish jarayonini kthaﬁifgan mutatsiya
joylashish effektining yuzaga chigishini susaytirishi kerak. Frieds

Ogsillami modifikatsiyalovchi fermentlar va [}h!li rei.‘_:fll_:atsrya‘:u_lnl
amalga oshiruvchi omillardagi mutatsiyalar mozaik tipdagi jﬂ}"'ﬂﬁhfﬁh
effektini susaytirish yoki kuchaytirish wususiyatga egall bﬂ_’ladi. S. cerevisiae
achitgisida multisubbirrlik kompleks oridjina replikatsiyasi (ORC)

DNK replikatsiyasi uchun ham, mating type {f'f-'lAT]l*
inaktivatsiyasi uchun ham zarur. ORC ning 51.3!.‘:hurhklaru:lagl
mutatsiyalarning effektlari  har xil bolgan sababli ORC va
replikatsiyaning boshlanishi bir biriga bog'liq emas. Dmmﬁlaf:ta EIRL‘%
ning subbirligi geteroxromatinda joylashgan bo'ladi defektlari MEP ni
susaytiradi. Achitgilar va drozofilada genlar inaktivatsiyasiga bir ::ul
ogsil ishtiroq etishi sababli saylensing mexanizmi yugori konservativ
deb hisoblash mumkin
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46- Rasm. Joylashish effektining enxanser va supressorlor hosi gilish
uchun duragaylashning sxemasi.

Va nihoyat, mozaik tipdagi joylashish effektiga jiddiy ta"sir etadi
xromatin ogsillarini kodlovchi genlar. NR1 oqsili, Su(var)2-5 geni bilan
kodlangan, va SU(VAR)3-7 ogsili geteroxromatinning tuzilish bloklaridir,
yavlyayutsya strukturnymi blokami geteroxromatina. Ushbu oqgsillaming
birortasini yo'qolishi MEP ning supressiyasiga olib keladi.

Euxromatinni  shakllanishiga zarur bo'lgan  ogsillarning
kamayishi MEP ning kuchayishiga alib keladi. Misol qilib dekompakt
holatdagi facl xromatinni shakllanishida muhim rol bajaradigan, gen
trithorax like bilan kodlanadigan GAGA-omil ogsilini olish mumkir.

Enxanser va supressorlami tekshirishlari natijasida aniglanadi,
bitta gen ham enxanser, ham supressor bo’lishi mumkin. Hamma gap
genning dozasida. Bunday vokeani tushuntirish mumkin agarda
xromosoma materialini kompakt va dekompakt holatga keltiradigan
oqgsil mavjud bo'lsa. Ikkita dozada bo'lsa, ular o'ziga xos vazifalarini
bajaradi, ya'ni ma'lum  darajada  kompaktizatsiya  va
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dekompaktizatsiya jarayonlamni saglab turadi. Kompaktizator — ogsil
molekulalarining dozasini kamaytirilishi  bittagacha xromosoma
gismining  kompaktizatsiyasini  susaytirish wva gen faolligini
kuchaytirishga olib kelishi kerak. Natijada joylashish effektining
supressiyasi kuzatiladi. Xuddi shu oqsil molekulalar uchta dozada
xromatinning kuchlirog kompakt holatga keltiradi va shu tufayli
Joylashish effekti kuchayadi. SHunga o'xshash mulohazalar xromatinni
dekompakt holatiga olib keluvchi ogsillarga tegishli.

8.2 Geteroxromatinizatsiyaning mexanizmlari.

Mozaik tipdagi joylashishi effektining genetik inaktivatsiya
mexanizmiga ikkita nugtai garash (nazar) mavjud: birinchidan,
xromatin strukturasidagi o'zgarishlar genning boshgaruvchi omillarga
sezuvchanligini  yo'golishiga olib  keladi, ikkinchidan, beshga
olimlarning fikricha , xromosomalarning gayta qurilishlari  hujayra
yadrosining kompartmentalizatsiyasini o‘zgartiradi. lkkinchi nazariya
bo'yicha xromosomalar yadroda maxsus joyini egallaydi va saylesing
va transkriptsiyva omillari yadroda notekis targalgan bo'ladi. SHu
sababdan genni yadroning bitta joyidan ikkinchi joyiga ko'chirilsa
uning faolligiga ta"sir etish mumkin.

Kompartmentalizatsiya to'g'risidagi  fikrlar tasdiglanishi
mumkin xromosoma qayta qurilishlar va transpozonlamni go'llanish
tajribalarining natijalari asosida. Masalan, transpozonga Kkiritilgan
white+ gen, to'rtinchi xromosomaning telomer rayonida joylashgan
bo'lib, o'ta nofaol bo'ladi. Lekin, agarda translokatsiyani go'llab,
to'rtinchi xromosomaning uchida joylashgan materialni uzunrog
ikkinchi xromosomaning uchiga o'tkazilsa , ya"ni geteroxromatindan
uzoqroq masofaga o'tkazilsa, white+ genining nofaolligi ancha
susayadi. Xromosomaning gqayta qurilishi tufayli o'tkazilgan genga
geteroxromatin nofaol ta"sir etadi, degan gipotezalar keng tarqalgan.

Nima sababdan geteroxromatinga o'tkazilgan gen tufayli
xromosoma qismi kompaktizatsiyaga uchraydi va natijada Igennmq
inaktivatsiyasi kuzatiladi. K. Tartofa va kasbdoshlarining gipotezasi
javobga  yaginroq keladi (rasm  46). Model bo'yicha
geteroxromatinning 1 bloki DNK ning ketma-ketliklaridan tuzilgan
bo'lib asosan geteroxromatinlardir.
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Rasm 47. Mozaik tipdagi joylashish effektining genlar inaktivatsiyasini
modellari.

Shu bilan birga ular bir birga qarama-garshi yo'nalishgan va bir
birini tenglashtiradi. Agarda w+ geni ularga o'tkazilganda, u
kompaktizatsiya jarayonini geteroxromatinning bitta domeni bilan
birga o'tadi. Lekin, olimlaming o'zini fikri bo‘yicha, ushbu model
ganday qilib nofaollashish jarayoni uzogq masofalarga - politen
xromosomalaming bir necha o'n disklarigacha targalishini
tushuntirmaydi.

Alternativ bo'lib model 2 hisoblanishi mumkin, lekin shu model
bo'yicha geteroxromatinning domenlarini chetlari chegaranlangan
bo'lishi kerak. Ular boshlanishi mumkin initsiatsiya saytlaridan (1),
terminatsiya saytlari bilan tugaydi (t). Ikkala saytlarni orasida
joylashgan DMK kompaktizatsiyaga uchraydi va natijada xromosoma
gismi geteroxromatinga aylanadi, Ushbu modelni variantlaridan biri =
terminatorlami  bo'lmasligi, agarda initsiatsiya saytlari bir birga
garama-garshi  yo'nalishgan bo'lsa (rasm 46). Kompaktizatsiya
initsiatorlardan boshlanib xromosomaning euxromatin gismiga o'tadi.
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SHunday gilib, joylashish effekti —bu nofaol holatda turgan
geteroxromatinni xromosoma gayta qurishi tufayli euxromatinga
o'tishiga aytiladi. Demak, tsentromeraga yagin joylashgan
geteroxromatinni  nofaol holati va joylashish effekti tufayli
euxromatinnin geteroxromatinga aylanishining sabablari umumiy,
ya'ni birxil. Hozirgi kunga kelib, ko'pchilik olimlar tomonidan kuyidagi
tasavwur gabul gilingan: tsentromeraga yagin joylashgan nofaol
superkompakt holatdagi geteroxromatin murakkab ogsil komplekslari
bilan ta"minlanadi.

Ushbu komplekslar nofaollik "markazlarda® shakllanadi, ya"ni
ushbu oqgsillar bilan bog'lanish o'ta yugori imgoniyatga ega bo'lgan
DNKning ketma-ketliklarida  (taxminan, chunki "markazlar® hali
aniglanmagan va xususiyati noaniq), so'ng kooperativ effekt tufayli
(birinchi ogsil molekulalaming birikishi boshgalarini  birikishini
kuchaytiradi va h.k.) kristallar kabi o'sadi. Natijada multimer kompleksi
(har xil ogsil molekulalardan tashkil topgan) uzog masofalarga
targalib, xromosoma ipini nofaol bloklarga joylashtiradi -
geteroxromatin domenlariga. SHu model bo'yicha joylashish
effektidagi genetik nofaollikning tushuntirish juda oson: xromosoma
qgayta qurilishi domen chegarasida DNKni yirtadi va kompaktizatsiya
o'tayotgan  joyga genni o'tkazadi. Kompaktizatsiya jarayoni
initsiatordan boshlanib xromosomaning euxromatin gismiga o'tadi.
Euxromatin bilan geteroxromatin o'rtasidagi odatdagi chegara
bo'Imasligi tufayli kompaktizatsiya yangi euxromatin gismiga (qo'shni
euxromatin gismi) targaladi. Bu sxemada gipotetik fikrlar ko'p, chunki
inaktivatsiyva markazlar va terminatorlar maxsus ketma-ketliklar
shaklida aniglanmagan. Lekin, bunday tuzilmalar bo'lishi bevosita
kuyidagi faktlar bilan tasdiglanadii hamma qayta qurilishlar ham
joyiashishi effektini hosil gilmaydi. o

YAdrodagi geteroxromatin miqdorini o'zgarishi ganday gilib
genlarning nofaolligiga va xromosomalar  kismilarining
kompaktizatsiyasiga ta”sir etadi?

Geteroxromatin materialini joylashtirishida kompakt hosil
giluvchi ogsillar muhim rol bajaradi. Genomdan Y-xromosomani olib
tashlansa (va"ni geteroxromatinni katta gismini) kompaktizatsiya
ogsillarini etarli darajada saqlamaydi, ya™ni bog'lovchi nishonlarni,

tsentromeraga__ yagin _joylashgan geteroxromatinnini___zichrog
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joylashtiriladi va u bilan birga birikkan euxromatin gismini.
Hozirgacha noanig, nima sababdan ushbu jarayonlar mozaik shaklda
amalga oshadi, ya"ni ikkita yonma-yon joylashgan hujayralarda
joylashish effekti mozaik tipida bo'lsa, ikkinchisida esa, bunday
joylashish effekti kuzatilmaydi.

Geteroxromatinning shakllanishi to'g'risida yangi ma“lumotlar
kupayib bormogda. Geteroxromatin  inaktivatsiya jarayonini
rivojlanishi asosan kodlanmaydigan DNK ketma-ketliklariga bog'lig
bo'ladi.  Ularning inaktivatsiyasi hujayrani keraksiz materialining
ekspressiyasidan saglaydi, politen xromosomalari ega bo'lgan maxsus
to'gimalarda esa, ulaming to'liq replikatsivaga to'mqinlik giladi,
natijada hujayra uchun foydalidir.

Drozofilada mozaik tipdagi joylashish effektining izlanishlarning
natijasida muhim umumiy genetik xulosalar kelib chigadi:

1. Geteroxromatinning alohida tuzilishining asosida hagigatda
ham zichroq kompakt xolda joylashgan material bo'ladi.
Kompaktizatsiya jarayoni geteroxromatinni maxsus markazlarida
boshlanadi va xususiy kompaktlar hosil giluvchi ogsillar yordamida
targaladi. Geteroxromatindan hosil bo'lgan kshunchalik yuqori ekan-ki
hatto euxromatingacha etib boradi, agarda u geteroxromatin atrofiga
o'tkazilgan bo'lsa,

2Mozaik tipdagi joylashish  effekti ¥romatinning
kompaktizatsiya holatini o'zgartiradigan ogsillarning ta”sirini o’rganish
uchun juda yaxshi model hisoblanadi. Joylashish effektining
modifikatorlarini aniglash xromatinning komponentlarini genetik tahlil
gilish uchun imgoniyat yaratadi.

Telomer geteroxromatinning joylashish effekti. Telomer
geteroxromatin ta"sirida genetik inaktivatsiya kuzatilishi V. Gering va
Dj. Rubin laboratoriyalarida 1984 yilda Drosophila melanogaster
pashshasida aniglangan. lkkala izlanish guruhlari white+ geni tutgan
transpozon olib, telomerning ketma-ketliklariga o'tkazadi, natijada
white+ geni inaktivatsiyaga uchraydi va mozaiklik namoyon bo'ladi.

Telomer tsentromeraga yaqin joylashgan geteroxromatinlarning
joylashish effektining yuzaga chigishida ko'pgina umumiylik kuzatiladi.
Fargi fagat telomer geteroxromatin ta“siridagi genetik inaktivatsiya
boshga genetik modifikatorlar ta®sirida ham o'zgaradi. Masalan, gen

Sufvar)2-5_mozaik tipdagi joylashish effektning ko'rinishiga ta"sir
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etmaydi. Lekin Su(z)2 va Psc (Posterior sex combs) genlarining
mutatsiyalari mozaik tipdagi joylashish effektini supressiyaga
uchratadi. .

Dubinin effekti. 1934 yilda N.P.Dubinin va B.N. Sidoroviar
birinchi marta s (ci gen cubitus interrupts) geni bilan bog'lig be'lgan
Joylashish effektining o'zgacha hodisasini tasvirlashgan. ci+ geni eu-
va geteroxromatinning chegarnsida 4-chi xromosomosomada
Joylashgan bo'ladi. ci1 genining retsessiv mutatsiyasi gomozigota
holatda hashoratning ganotini kubital tomirini L4 uzug-uzug
tuzilishiga olib keladi. Agarda xromosoma gayta qurilishi (R natijasida
ci+ geni euxromatin rayonlariga o'tkazilsa, geterozigotalaring bir
qismi R{ci+)/cil mutant fenotipga ega bo'ladi. Bunday hodisa Dubinin
effekti deb ataladi.(ED).

Dubinin effektining tabiatinin tushunish uchun alimlar ci genini
molekulyar-genetik tuzilishini va uning ekspressiyasini o'rganadi.
Izlanishlar natijasida aniglandi, ci geni embriogenezning dastlabki
davrining genlar guruhiga kirishini. Ushbu genlar guruhi embrion
segmenlarining qutblanishini boshgaradi. Uning mahsuloti Cl ogsil
bo'lib, transkriptsiya jarayonini omil vazifasini bajaradi. Normada
uning ekspressiyasi embrional segmentlarini fagat cldingi gismlari va
imaginal disklari bilan chegaralangan bo'ladi. Gen ekspressiyasining
boshqarilishida engrailed (en) geni muhim rol bajaradi, bundan
tashgari, gen ci genini embrionning orga qismida joylashgan
segmentlar va imaginal disklarni  negativ boshqaridishida ham
ishtirog etadi..

Ci geni bir necha guruh letal va morfologik mutatsiyalarining
allel aro birlashish munosabatda bo‘lgan ytig'indisidan tashkil topgan.
Drozofila pashshasining ganotlarini retsessiv mutatsiyalar guruhi, bu
guruhga ci1 geni ham kiradi, genning boshgarish zonasidagi kichik bir
qismidagi o'zgarishlari bilan bog'liq. Xuddi shu gism bilan EN oqsili
bog'langan bo'ladi. Uzunligi 1,4 tpn teng ba'lgan DNK fragmentining
shikastlanishlari qganotning imaginal diskdagi negativ. gen
ekspressiyasining o'zgarishlariga olib keladi: barcha mutantlarda cil
ogsili diskning oldingi va orqa gismlarida ekspressiyaga uchraydi.

Imaginal diskning orga gismidan ganotning tomirlari L4 va L5
rivojlanishini bilish, o'rinli deb hisoblaymiz. EN ogsili ci+ekspressiyasini

tsic-, va trans-joylashganda ham boshgarishi mumkin. 1994 yilda Lokk
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i Tartoflar taxmin taklif etishadi, Dubinin effekti (ED) to'rtinchi juft
xromosomaning  konyugatsiyadan  sung  ajrashgan  negativ
boshqgarishning buzilishini natijasidir.

Shu gipotezani tasdiglovchi OV. Demakova tomonidan ayrim
ma"lumotlar keltiradi. Olima kuchli Dubinin effektini hosil giluvchi bir
necha translokatsivalar wva genning barcha allelari bo'yicha
geterozigotalarning hayotchanligi va fenotipini  giyosiy tahlil giladi.
Ma“lum bo'ldi, bunday geterozigotalar hayotchang, ya"ni gayta
qurilishdagi gen  R(ci+) inaktivatsivaga uchramagan. Barcha
ganctlardagi retsessiv cil guruhini mutatsiyalari  Dubinin effektini
namoyon qiladi, demak, effektning kuzatilishi allellar aro
munosabatlarga bog'lig ekan.

Bundan tashgari, OV. Demakova ikki  gurub
translokatsiyalarning tsitologik tahlilini o'tkazadi. Bitta guruhda
genini xromosomalarning distal rayonlariga o'tkazib, kuchli ED hosil
gilinadi, boshga guruhda genni proksimal rayonlariga o'tkaziladi,
natijada geterozigotalarda  Rici+)/cil  effekt deyarli kuzatilmadi.
lkkinchi guruh gqayta qurilishdagi tranlokatsiyalangan  4-chi
xromosomaning gomologi tsentomeraga yagin joylashgan
geteroxromatin bilan ko'proq ektopik kontaktlar hosil giladi. Yana
ma"lum ba'ldi-ki, ikkinchi guruhda translokatsiyalangan va 4-chi
xromosomaning normal gomologi bilan somatik konyugatsiyaning
gayta tiklanish darajasi va miqdori ko'proq kuzatilar ekan. SHunday
qgilib, Dubinin effekti 4-chi xromosomani gomologlarining somatik
konyugatsiyasiga bog'lig ekanligi tsitologik tasdiglanadi.

8.3. DNKning xromosomalarda joylashishi

1974 yilda birdaniga to'rtda izlanuvchilar yadro xromatini
tarkibida nukleosomalar borligini  aniglashgan: R.D. Kornberg
xromatin subbiriklardan tuzilganligini aniglaydi. Subbirliklar 200 pn
tuzilgan DMK wva ikkitadan 4 tipdagi giston molekulalardan tashkil
topgan. M. Noll ushbu tuzilmalarni ajratib oladi, A Olinsva D. Olins
nukleosomalarning birinchi elektron mikroskopik tuzilishini  nashr
gilishgan.

Xromatinning fundamental subbirligi nukleosamalir, uning
tuzilishi barcha eukariotlarda deyarli birxil. Muklosoma iplari past ion
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kuchi bilan ishlov berilgan yadrolarda aniglanadi. Individual
nukleosomalami hosil gilish mumkin xromatinga mikrokokkli nukleaza
-zndonukleaza  bilan ta"sir etib. Endonukleaza nukleosomalarni
birlashtiradigan DMK molekulasi ipini kesadi.

Har bir nukleosoma taxminan ogsil gisonlardan tuzilgan
oktamer zarrachalar bilan bog'langan bo'ladi, tarkibida taxminan 200
pn DNK molekulasi joylashadi. Gistonlar tarkibida N2A, N2V, NZ va
M4 molekulalarining ikkitadan nushasi bo'ladi. N1 gistonning
molekulasi monomer bo'lib nukleosomaning tashgarisida joylashadi,
chunki uni olib go'yilganda nukleosomaning tuzilishi o'zgarmaydi
(rasm 47).

MNukleosoma tsilindr shaklida bo'lib, atrofida DNK zanjiri ikki
marta o'raladi. DNKning bir marta o'rashiga 80 pn sarflanadi, natijada
DNK zanjirida uzogligi 80 pn joylashgan saytlar nukleosomaning yuz
gismida yonma-yon joylashgan bo'ladi.

lkkita nukleosoma orasidagi DNK qismi linker deb nomlanadi.
Oktamerni o'rab turgan DNK ipi uzunligi 146 pn teng bo'lsa, yana 50
pn linker uzunligiga to'g'r keladi.

Hujayrada DMK 90% nukleosoma tarkibida bo'ladi. DNK ipining
nukleosomaga joylashganidan so'ng ipning uzunligi & marta gisqaradi.
Xramatinni ultrastrukturasi elektron mikroskop ostida tekshirilganda
odatda ikkita nukleoprotein iplar aniglanadi: diametri 10 nm va 30 nm
ga teng bo'lgan iplar. Birinchi nukleosomada iplar ketma-ket
joylashadi, ikkinchisida - spiral holatda bo'lib, iplaming diametri 10 nm
teng. Spiralning har bir o’ramasida 6ta nukleosoma joylashadi.

V fibrille Diametri 30 nm ga teng bo'lgan fibrillada DNKning
upakovka koeffitsient DNK taxminan 36-40 teng, ya"ni ipning har bir
mikrometri 36-40 mkm DNK saglaydi.
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Rasm 48. Nukleosomaning tuzilishi (a) va H1 gistonining nukleosoma (b)
bilan bo'lgan munosabati

Xromatinni mikrokokkli nukleaza bilan ishlov berilgandan so'ng
elektroforez yordamida DNK gismlari uzunligi bo'yicha bir biridan
ajratadi, ya"ni DNK bo'laklari elektroforez moslamasidan maxsus
kovak-kovak geldan yuqori kuchlanishli elektr maydoni ta“sirida
molekulaning zaryadi va o'lchamiga binoan ajratiladi. DNK bo'lagini
maxsus bo'yog bilan bo'yvash natijasida oddiy ko'z bilan ko'rish
mumkin bo'ladi. DNKning mayda bo'laklari elektr maydonida gel
kovaklaridan yirik be'laklarga nisbatan tez harakat gilgani uchun
ularning startdan bosib o'tgan masofasini o'lchab DNK bo'lagining

katta-kichikligi aniglanadi, Hosil bo'lgan manzara foregramma deb
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nomlanadi. Foregrammadagi chiziglar DNK bo'laklarining startdan
bosib o'tgan masofasi be'lib, bitta nukleosomadagi DNK zanjirini
uzunligiga bog'liq bo'ladi, odatda 200 pn ga teng. Nukleosomalarning
90 % da DNK uzunligi shu razmerda bo'ladi. Lekin, zamburug'larda
nukleosomalardagi  DNK uzunligi 154 pn, dengiz tipratikonini
spermasida - 260 pn ga teng. CHiziglarning foregrammada "narvan”
ko'rinishida bo'lishi hamma linkerlar nukleaza bilan “kesilmagan®
bo'lgan sababli razmerlari har xil bo'ladi: 200 pn teng bo'lgan fraktsiya
monomer, 400 pn —dimerlar, 600 pn trimerlar deyiladi va h.k.

Mukleosomalarda giston molekulalari mahsus joyda joylashadi.
Barcha gistonlar ayrim molekulalarini  aminokislotalarning bo’sh
guruhlani bilan kovalent bog'lanib, modifikatsiyaga uchrashi mumkin.
Lizinning bo'sh  aminoguruhi atsetililanish va metiliflanishlari
mumkin.  Natijada musbat zaryad —MNH3+ olib tashlanadi. .
Metilirlanishi mumkin arginin va gistidin ham. Fosforillanish serinning
gidroksil guruhi bo'yicha kuzatiladi, gistidin ham. Natijada go'shimcha
manfiy zaryadli fosfat guruhi qo'shiladi Ogsil molekulasining zaryadini
o'zgarishi oktameming funktsional xususiyatlariga ta'sir gilishi
mumkin. Xromatin strukturasidagi bunday o'zgarishlar replikatsiya va
transkriptsiya jarayonlarida yoki hujayra tsiklining boshqa davrilarida
kuzatiladi. Masalan, giston N3dagi serinning fasforillanishi {10-chi
joyda joylashganligi) xromosomalar mitoz jarayonida kondensatsiyaga
uchraganda amalga oshadi.

Lekin, xozirgacha ham noaniq, DNKning maxsus ketma-ketliklari
nukleosomada doimo maxsus joyida joylashganmi (fenomen nomi
nukleosomalaming pozitsion yoki fazirolangan holati).

Xozircha anig, nukleosomalar gen uzunligi bo'yicha joylashishi
tasodifan emas, balki DNK maxsus ketma-ketligiga bog'lig bo'lad.

Ammo to'lig tushunarli emas, gen transkriptsiyaga uchraganda
nukleosomalarnin tuzilishi saglanadi-mi yoki yo'q-mi. Bo'linmayotgan
yadroda, vya"ni interfaza davrida turganyadroda, genlar faol
ishlayotganda nukleosomalar talabchanlik darajasida  promotor
gismining maxsus joylarida joylashgan bo'lladi.  Transkriptsiya
omillarini o'miga promoter rayonida nukleosomalarning bo'lishi
genlaring faolligini susaytiradi. Nukleosomalarning ogsillari  —
gistonlar transkriptsiya omillari bilan ogsillardan bo'sh bolgan DNK

gismlari uchun ragobat giladi. Bunday uchastkalar huj rada DNKning
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replikatsivasidan so'ng hosil bo'lishi mumkin. Agarda gistonlar
nukieosomalaming tuzilmalarini hosil qilishiga ulgursa, transkriptsiya
omillarining kontsentratsiyasi etarli darajada bo‘lmaganda, gen nofaol
holatda bo'ladi (repressiva holatda. Teskarisi, transkriptsiya
omillarining kontsentratsiyasi etarli darajada bo'lganda, ular gistonlar
bilan ragobatga uchraydi va promotor rayonida RNK-polimerazaga
birikib, maxsus tuzilma hosil giladi.

Lekin, faol transkiptsiya kuzatiladigan xromatindagi DMNKdan
gistonlar to'liq ajralmaydi. Ayrim genlarda, masalan, ribosoma
genlarining 185 i 285 RNK bloklarida, nukleosoma tuzilmalari deyarli
wo'lig yo'goladi, taxminan 85%. Boshga tomondan oladigan bo'lsak,
infitsifangan  hujayralardan  ajratib  olingan  virusning 5Va0
minixromosomasini  transkriptsiya komplekslari gistonlaming to'lig
to‘plamiga va nukleosoma tuzilmalari ega bo'ladi, lekin ushbu virusda
transkriptsiya intensivligi ancha sust, rRNKning genlariga nisbatan

Shunday qilib, zamonaviy  ma"lumotlari bo'yicha,
transkriptsiyalanayotgan genlar tarkibida nukleosomalar bo'ladi xuddi
transkriptsiva kuzatilmagan genlarga o'xshab. Demak, genlar
transkriptsiya jarayonida o'zgarishlarga deyarli uchramas ekan. Lekin
transkriptsiya jarayonida initsiatsiya gismda xromatinning o'zgarishlari
aniglangan bo'ladi.

Xromatin strukturasini o'zgarishini aniglash mumkin, agarda
DNK-azy | ning juda past kontsentratsiyasi bilan ishlov berilganda
ogsillar bilan himoyalanmagan DNK gismlari degradatsiyaga uchraydi
va natijada mono- va dinukleotidlargacha parchalanadi. DMK
molekulasiga ferment bilan ishlov berilganda DNK-aza | ga o'ta
sezuvchan uzulishlar hosil bo'ladi. Bunday saytlarda DNK nukleosoma
tuzilmalarini tarkibiga kirmaydi va ferment bilan ishlov berishiga 100
marta oddiy xromatinga nisbatan sezuvchan bo'ladi, Har bir genda
DNK-aza | ga sezuvchan 1-2 uchastka bo'lib, ular promotor zonasidan
yugorirog joylashadi. Ayrim paytlarda promotor uchastkasi har xil
nukleazalarga o'ta sezuvchan bo'ladi.

Transkriptsiya omillarining ta"sifida transkiptsiyaga bog'lig
bo’lgan o'ta sezuvchan saytlar hosil be'lishi mumkin.

Promotorlarini tuzilishiga ko'ra genlarning ikki tipi aniglanadi:
oldindan belgilangan (preset) va rekonstruktsiya gilingan (remodeling)

genlar. _Oldindan _belgilangan _genlar— shunday genlar ekan-ki_
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ularning promotor bog'lanish saytlari DMK-aza ga o'ta sezuvchan
bo'ladi, gen hali facllashmasdan turgan bo'lsa ham. Genning
faollashish jarayonida boshqaruvchi omillar r/wc-ishtirog etuvchi
boshgaruvchi elementlar bilan boglanadi va promotor rayonidagi
xromatin strukturasini sezilarli darajada o'zgarishlar hosil gilmay
transkriptsiya jarayonini amalga oshiradi. Rekonstruktsiyaga uchragan
genlarda boshgaruvchi elemenlarni faollashtirish uchun zarur bo'lgan
tsis-elementlar nukleosomalarda joylashgan sababli, ularga ta”sir qilib
bo'lmaydi. Faol signalga javob berish uchun nuklecsomalar shunday
gayta shakllanishi kerak-ki, tsis-elementlarga etib borish mumkin
bo'ladigan holatga. Natijada DNK-azaga o'ta sezuvchvn uchastkalar
hosil ba'lishi kerak bo'ladi.

hsp26 geni oldindan belgilangan genning induktori shaklida
yaxshi misol bo'ladi. lssig shok boshlanishida gen bir necha minutda
faollashadi. Induktsiyadan oldin genning boshgaruv uchastqasida
DNK-azaga o'ta sezuvchan ikkita saytlar joylashgan bo'ladi. Saytlar
HSE ning ikkita rayonidan joy olgan. Saytlarning yonida H5Ega
bevosita yondashgan S- va T- goldiglaridan tashkil topgan (GAGA-
rayon) traktlar joylashadi. Ular in vitro muhitida GAGA- omili bilan
bog'lanadi va futprintlar ustida in vivo aniglanadi. RNK-polimeraza |l
+25 bo'lgan uchastkani egallaydi va RNKning kichik molekulasini
transkriptsiya  qilib, pauzaga o'tadi. Gen issiglik shok bilan
indutsirlangan so'ng HSF ogsili HSE element bilan boglanadi va
RMK-polimeraza || esa harakatini davom ettiradi. Promotorning
xromatini tuzilishida o'zgarishlar kuzatilmaydi.  Gen hsp70 xuddi shu
tipda tuzilgan bo'ladi..

Sut emizuvchilaming hujayralarida mavjud bo'lgan MMTV LTR
genining promotor rayonida 6 nukleosoma bo'ladi.

Induktsiya hosil gilgan omillar GRE va NFIN nuklensnm?
joylashgan joy bilan bog'lanadi, natijada nukleosoma u'zg!aradl,
joylashgan joyi esa, DNK-aza | ga o'ta sezuvchan bo'lib goladi, NF1
ogsili u bilan bog'lanishini boshlaydi. :

Achitgilarda RNO5 genining promofor  rayoni  6ta
nukleocsomaga joylashgan bo'ladi. Ikkinchi nukie-usr::maning_ hgs:l
bo'lgan joyida transkriptsiya boshlanishining oldingi qﬁ’_'”'dﬁf
bﬂshqaruuchi RMO4 ni hng'luuchi Sa}l’t Jﬂ?'ﬂihﬂdl lkkinchi va uchinchi

nukleasomalar o'rtasida RNO4ni bog'lovchi ba'sh uchastok joylashgan
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bo'ladi. Fosfatlarning ishtirog'ida gen faollashadi, shu vaqtda to'rida
nukleosoma rekonstruktsivalanadi.

DNKning nukleosoma usti joylashishi. Mitotik xromosomalarni
galin tanachalar shakliga olib keluvchi kompaktizatsiya jaryoni bir
necha bosgichlardan o'tsa kerak (rasm 48). Birinchi bosgichi —
nukleosoma darajasi, giston o'zagi ustidan DNK molekulasini o'ta
o'ralishini ta"minlaydi. lkkinchisi - nukleomer darajasi (o‘tamunchoag),
bu darajada 6ta nukleosoma qo'shilib bitta globulani hosil giladi
Kompaktizatsivaning ushbu bosqichlari DNK molekulasini  uzun
zanjirlari ustida amalga oshgan sababli, bir biriga yagin joylashgan
nukleomerlar go'shilib 30 nanometr uzunligidagi DNP-fibrillasini hosil
giladi.  Uchinchi bosgichi — xromomer darajasi: DNP fibrillalarni
ilmoaglari, gistonsiz ogsillar yordamida go'shilib, kompakt tanachalar
(0,1-0,2 mkm) haosil giladi. Ular sun"iy kondensatsiya ta"sirida rozetka
ko'rinishidagi  tuzilmalar shaklini oladi. Domen ilmoglari va
xromomerlar bir tekis joylashmagan bo'lishi mumkin: xromosomalar
differentsial  bo'yalganda  hosil bo'lgan  chiziglar  mitotik
xromosomalarning tanasiga to'gri keladi. To'rtinchi bosqich —
wromonema darajasi: xromomeralar bir biriga yaginlashadi va yo'g'on
iplarni (0,1-0,2 mkm) hosil giladi, ularni yorug'lik mikroskop ostida
ka'rish murkin. Xromonema ipi xromatidada ganday joylashganligi
hali aniq emas: balki spiral shaklida yoki yana bitta ilmogli tuzilmalar
darajasini o‘tadi. Albatta  mitotik xromosomalarning bunday
tuzilishning umumiy sxemasi tuzilishining o'ziga xosligini, maxsus
uchastkalardan tuzilganligi, masalan, yadrocha hasil giluvchi gismi,
telomera va tsentromeralarni to'liq tushuntirmaydi,

SHunday qilib, ilmiy adabiyotlarni tahlil gilib, kuyidagi xulosa
gilish mumkin: xromosomaning ganchalik nafis tuzilishini bilsak ham,
yana undan ham ko'prog savollar tug'iladi.

Metafaza davrida turgan xromosoma tuzilishini yanada
yaxshirog o'rganish uchun xromosoma tarkibidagi giston ogillar 2M
NaCl yordamida olib tashlanadi. Giston ogsillar bilan gistonsiz
ogsillarning katta gismi ham chigib ketadi. Natijada xromosomaning
o'rnida gistonsiz ogsillaning sinchi (scaffold) goladi, undan uzunligi
10-30 nm DNK iplari chikib turgan bo'ladi.
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49 - Rasm. Xromatin kompaktizatsiyasining har xil darajalarini sxemasi
va o'lchamlorl

Markaziy skaffold metafazadagi xromosoma konturini (tashqi
ko'rinishi) saglaydi, hatto  nukleazalar ta'siida DNK to'lig
parchalangan bo'lsa ham.

CHigib turgan halgalari ko'pincha ilmogli domenlar deb
nomlanadi, Odamning o'rta kattalikdagi xromosomada 2000 iimoqgli
domenlar aniglanadi. Skaffald bilan bog'langan DNK kismiari SAR
(scaffold attachment regions) deb nomlangan. Interfaza davrida
turgan yadrolarda bunday halgalar ipcha va to'r shakldagi oqsil
tuzilmalari bog'langan bo'lib, yadro matriksini hosil giladi. YAdro
matriksi 1960 yilda G.P. Georgiev va YUS. CHentsovlar tomonidan
aniglangan.

Matriks ogsillari bilan birikkan DNEK fragmentlarini (ular MAR —
matrix attachment regions deb nomlanadi) ajratish uchun kuydagi

muolajalar go'llaniladi:_1) yadro hujayralari _ajratiladi;_2) gistonlar
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ekstraktsiya qilinadi; 3) restriktaza yoki DNK-aza bilan DNK
degradatsiya gilinadi; 4) golgan DNK-ogsil komplekslardan DNK
ajratiladi va tahlil gilinadi.

Agarda xromosoma halgalari bilan preparatiarni DNK-aza bilan
ishlov berilsa ogsil sinchini hosil gilish va so’'ng uning tarkibini aniglash
mumkin bo'ladi. Ma"lum bo'ladi, uning tarkibida yadro matriks
ogsillariga o'xshash 20 xil atrofida gistonsiz ogsillarning bo'lishi.
Ogsillarning ichida ustunlik qilgan ikkita frakisiyasi, molekulyar
massasi 170 va 135 kDa. Molekulyar massasi 135 kDa teng bo'lgan
ogsil topoizomeraza Il ni hosil giladi.

Owirgi yillarda olingan ma“lumotlar bo'yicha skaffoldlar artefakt
bo'lishi mumkin. Hagigatla ham xromosomaning tanasida DNKning yon
halgalarini asosini bog'lovchi gistonsiz ogsillar aniglangan, lekin ular
xromosomaning butun hajmi bo'yicha targalgan bo'ladi. Halgalarning in
vivo sharoitida bo'lmasligiga  kuyidagi argumentlar keltiriladi: 1.
Skaffoldlar fagat tajribaviy sharoitlarda shakllanadi, nativ xromosomalarda
aniglanmagan. 2. Agarda skaffold har gaysi xromosomaning tuzilishida
muhim rol bajarsa, demak uning tuzilishi o'zgarmasligi kerak, lekin bunday
holatlar kuzatilmagan. 3. Ogsillami aniglash uchun bo'yalgan metafazali
xromosomalarda  skaffold  aniglanmagan. 4. Gistonlami ajratib olish
uchun xromosomalami dispergirlanadi, bunday xromosomalarda skaffold
boshga hosil bo lmaydi.

Deproteinizatsiyaning har xil usullari yordamida shishgan
xromosomalamning periferik gismlarida halgalardan tashgari rozetka
shaklidagi DNKdan hosil bo'lgan tuzilmalar aniglanadi. Metafaza
davrida turgan xromosomalar preparatda yoyilib joylashganda
rozetkalarga o'xshagan tuzilmalamni eslatadi. Ushbu tuzilmalar ko'p
sonli umumiy markazdan chiggan halgalardan tashkil topgan bo'ladi.
Rozetkalar DNK zanijiri bilan bog'lanadi.

Bitta rozetkaning halgalarini  umumiy uzunligi xitoy
og'maxonning xromosomasida o'rtacha 14 mkmga teng, rozetkalar
orasidagi DMK uzunligi - 4,2 mkm, bitta rozetkadagi halgalar soni
taxminan 20 bo'ladi.

Bo'linayotgan hujayralaming xromosomasining skaffoldi  va

intefazali yadroning matriksi o'rtasida qanday munosabatlar bo'lishi
mumkin?
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Bir gator holatlarda DNKning ayrim fragmentlari xam sk
ham wva matriks oqgsillari  bilan bog'lanadi. YAdro ook

xromosomaning skaffoldi har xil ogsillardan tashiil t{:pg::htlel;:
umumiy ogsillari ham bo'ladi. Masalan, topoizomeraza ||

xromosomaning  skaffoldini  asosiy komponenti  bo'lib, Gitn
matriksining tarkibiga ham kiradi.

MAR ning kutiimagan xususiyati - bu uning tarkibida
konservativ ketma-ketliklarning bo'lmasligi. Ular odatda 70% A va T
nuklectidlardan tuzilgan bo'ladi, ammo xech qanday konsensus
ketma-ketliklari bo'lmaydi, topoizomeraza Il aniglovchi saytdan
tashgari.

Halgalar politen xromosomalarning xromomeralariga mos
kelishi noanig. Drozofilaning politen xromosomasini xromomerasinig
DMKsini uzunligi 1 tol6 halgalarning shakllanishiga etadi xolos.
Natijada drozofilaning razmeri 320 tpn bo’lgan JR-xromosomasini
oqsil skaffold bilan bog'langan saytdar xaritasi tuzilganda aniglanadi:
SAR-saytlar orasida DNKning razmerlari har xil 5 fragmenlari - 78, 43,
112, 26 va 62 tpn ga teng.Har bir halgada genlar soni 1-8 bo'ladi.

1980 yilda L. Djeras va G. Blobel tomonidan aniglangan, yadro
membranasini  ostida, lamina deb nomlangan, ogsil gatlami
joylashganligi. YAdro laminasi yo'g'onligi 23-1 00 nm teng bu'lgag
oqsil karkas bo'lib, oralig filamentlarga o'xshagan fibrillalardan tashkil
topgan. Lamina yadro gqobigiini ichki tomonidan qoplaydi va
nukleoplazmani ajratib turadi. YAdro laminasi yadro gobig'ini skefe’t
vazifasini bajarishda ishtiroq etadi va shu bilan interfaza yadrosini bir
butunligini saglashda gatnashadi. 2L,

Yadroninig katta hajmini egallagan xromatin yadro Iamin_am
bilan gandaydir qismilari bilan bog'langan bo'ladi. Mitoz jarayonida
yadro qobig'i parchalanadi va mayda pufakchalar shakligga aylanadi,
lamina esa ogsilning subbirliklariga dissotsiatsiyalanadi. Kechki
telofazada lamina dekondensatsiyalangan xromatinni o'rab oladi,
keyinchalik ushbu kompleks membrana pufakchalan bilan o'raladi va
shulardan yadro qobig'i tiklanadi. .

Yadro laminaning asosiy komponenti ogsillar bo'lib, laminalar
deb ataladi, Ayrim holatlarda ushbu ogsillar wromatin va SAR,
MARlarning ketma-ketliklari bilan xususiy bog'lanadi
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8.4. Xromosomalarning xromomer tuzilishi

XIX asming oxirida bir qator olimlar (E. Valbiani, W. Pitzner, W.
Flemming) mitozning profaza davrida turgan xromosomada uncha
katta bo'lmagan va juda yaxshi bo'yaladigan tanachalami yoki
xromomeralarni aniglashadi, xromomeralar katta-kichikligi va shakli
bilan farglanadi. Gomologik xromosomalarda xromomeralarning
ko'rinishi to'liq simmetrik bo'ladi (rasm 49). Vilson (1936) ta'rifi
bo’yicha “Ipning har bir xromatin donachasini boshqa ipda jufti bo'ladi
va kichkina bo'lsa ham bittasida kuzatilgan xususiyat ikkinchi ipida
bo'imasligi” deb yozadi olim. Har xil juft xromosomalarda
xromomeralar tuzilishi, katta-kichikligi, shakli, DNK migdori va
xromosomada joyi bilan farglanadi, ya'ni xromomeralar anig
individuallik xususiyatiga ega boladi va shu tufayli  har bir juft
xramasomalar ham individualdir. Ushbu indivduallik naslianadi

Barcha eukariotlarda fagat mitoz va meyozning (leptotena va
paxitena) profaza davridagi xromosomalarda xromomer tuzilishi
aniglanadi, hujayra tsiklining boshqa davrlarida kuzatich qiyin. Intefaza
davridagi yadro xromosomalarda xromomeralarning bo'lishi to'g’risida
1882 yilda V.Flemming fikr yuritgan.

Xromomerlar eng aniq ko'rinadi politen xromosomalar va
“lampa cho'tkali” xromosomalarda. X. Bauer (N. Bauer) 1935 yilda
taxmin giladi, politen xromosomalarning disklari hosil bo'lishi mumkin
parallel joylashgan ¥romatidalarning yon tomonida joylashgan
xromomeralarining go'shilishi hisobiga (rasm 50),
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Rasm 50. Agapantkus umnbellatus xromosomasinining xromomerali
ko'rinishi: meyozning paxitena (a), o'rtacha profaza il (b) va mitazning
o'rtacha-kech profazasida (v). Pastda politen xromosomalarda ko'ndalang
disklarning hosil bolish sxemasi.
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U. Dyurie 1941 yilda umurtqali hayvonlarning ko'pchiligi va
ayrim umurtgasizlarning birlamchi ootsitlarni  “lampa cho'tkali®
xromosomalaridagi  xromormeralarini tasvirlab beradi (profazaning
balki diplotena stadiyasida).

Xromomerlardan yon halgalar chigadi, natijada xromosomani
ko'rinishi kerosin lampani tozalash uchun ishlatadigan yumalog sim
cho'tkani eslatadi, shuning uchun bunday xromosomalami “cho’tkali
lampa" (lampbrush chromosomes) deb nomlangan. Amfibiyalarda
bunday tipdagi xromosomalardagi xromomeralarning ko'rinishi birxil
bo'ladi. Har xil turdagi salamandralarning karitipida xromomerlarning
soni 4-10 mingta bo'ladi.

Bunday tekshiruvlarning barchasini natijasida xulosa gilinadi —
xromosomalar xromomeralardan tashkil topgan. Lekin zamonaviy
ma"lumotlar bo'yicha xromomer tushunchasi universal emas ekan.

Xromomerlarning barcha tiplari uchun tallugli bo'lgan ikkita
xossa: birinchidan, ular barchasi kompakt holatda turgan DNK
bo'laklari, ikkinchidan, xromomerlalarining migdori va tuzilishi ma"lum
bir organizmda hujayra tsiklining ma®lum bir davrida doimiy bo'ladi.

Xromomerlarning har xil tiplari bir biridan ancha belgilari bilan
farg giladi. 1. Murtak yo'lidagi  hujayralarida  meyotik
sromosomalarining xromomerlari aniglansa, politen
xromosomalarning xromomerlari — somatik hujayralarida. Ontogenez
jarayonida so'lak bezlari differentsiyalashishning yaqunlovchi etapi
hisoblansa, meyoz davridagi hujayralar - yangi aviodning boshlangich
davridir, 2, Xromomerlarning miqdori har xil to'qima hujayralarida har
xil bo'ladi. Masalan, Agapantkus umbellatusning paxiten
xromosomalarida 1600 xromomerlar aniglanadi, Il meyoz
bo'linishining profazasida — 239, u Ornithogalum virens paxitena
stadiyasida — 274, chang hujayralarining profazasida — 67.
Xromatinning kompakt holatdagi  uchastkalami migdoridagi
farglaming sabablari hujayralar hujayra tsiklining har xil stadiyasidagi
xromosomalar bo'lib, kompaktizatsiya jarayonining har xil darajasida
turgandir. Agarda xromomerlar dekompakt holatdagi interfaza
davrida turgan politen xromosomalarning disklarini yig'indisi bo'lsa,
ular genom DNKning eng kichik fragmentlaridir, mitoz yoki

meyozning  xromomerlari  moddaning {materialning)  kuchli

kompaktizatsiyasi tufayli shakllanadi, balki interfazali
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xromomerlarining qo'shilishidan hosil bo'ladi, ya"ni xromatinning
yugori darajadagi taxlanishidir,

Hujayralar bo'linishining keyingi bosgichlarida xromomerlarning
kattalashuvi kuzatiladi, xromomerlar aro masofalalaming gisgarishi va
oxiida material go’shilib mitotik xromosomani shakllanishig olib
keladi.

3. Xxromomerlarming miqgdori o'zgarishi bilan ulaming genetik
tarkibi ham o'zgaradi. Loladoshlilar olilasiga mansub bo'lgan
o'aimliklarning meyoz jarayoni, xromomerlarini bir gator xususiyatiari
va genlari tekshirib Dj. Belling (1928) xulosa qiladi, xromomerlar bu
genlar, chunki genlar va xromomerlar xromosomada bitta chizig hosil
qilib joylashadi, o'zaro razmerlari bo'yicha katta farglanadi va ikkalalari
bir xil printsipda, gomologiya printsipida konyugatsiyalanadi. Mana
shu o'xshashliklar asosida olim genlar bu xromomerlar deb o'ylaydi.

Bunday gipotezaning foydali tomoni ham bor, chunki
informatsiya birligi (genom) va morfologik struktura - xromosomani
bir biriga mos kelishini aniglash uchun wrinib ko'radi. Lekin keyingi
ma"lumotlar bo'yicha bunday emas ekan, shu sababdan gipoteza
qoldiriladi..

Asosiy sababi genlarning migdori ancha ko'p bo'lishi kerak
aniglangan xromomerlarning soniga nisbatan. Lima-de-Faria (A. Lima-
de-Faria) fikri bo'yicha Homo sapiensning paxiten xromosomalarida
xromomerlar soni 500 atrofida bo'ladi. Agarda 1 gen — 1 xromomer
gipoteza to'g'ri bo'lsa, odamda 500 tuzilmaviy genlar bo'lishi kerak,
bu ragam juda kam, chunki E. coli bakteriyada genlar migdori 5000
atrofida aniglangan. Odamda genlar migdori 50 mingtadan to 100
mingtagacha bo'lishi mumkin degan ma“lumotlar keltirilgan.

SHunday gilib, olingan ma“lumotlarnin tahlil qilib, kuyidagi
xulosa gilish mumkin: xromomerlar - bu lokal xususiyatiga ega bo'lgan
xromosomalarning fragmentlaridir. Xromomer tarkibiga kirgan DNK
fragmentining  uzunligi  hujayra  tsiklining  xromosomalarini
kompaktaktizatsiya jarayoning etaplariga bog'lig. Ushbu ma"lumaotiar
xromomer genomning doimiy tuzilmasi emas, ontogenezning har bir
davri uchun o'zining xromomerlar to'plami bo'ladi deb hisoblashga
asos bo'ladi. SHu sababdan barcha xromomerlarning tiplarini to'rtda
guruhga ajratish mumkin: 1) leptoten, 2) paxiten, 3) “lampa cho'tkasi”
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xromosomalarning, 4) interfazadagi politen xromosomalarning
xromomerlari,

SHubhasiz, xromomerlarning funktsional tuzilishi va genetik
tarkibi har xil tipdagi xromosomalarda har xil.

8.5. "Lampa cho'tkasi” tipidagi xromosomalar.

"Cho'tkali lampa” tipidagi xromosomalar shakllanadi uzoq
davom etadigan, hatto bir necha oy, meyoz bo'linishining davrilarida.
SHu davrining maobaynida xromosomalar o'ta dekompakt holatda
bo'ladi va ularni yorug'lik mikroskop ostida bemalol ko'rish mumkin
Meyozning kechki davrlarida xromosomalar kompakt holatga o'tadi.
Tritonning Motophthalmus viridescens ayrim “cho'tkali  lampa”
ka'rinishidagi xromosomalarning uzunligi 400dan to 800 mkm gacha
boradi. Barcha "lampa cho'tkasi"tipidagi xromosomalar to'plamini
umumiy uzunligi 5-6 mm gacha boradi.

Bunday tipdagi xromosomalar 1878 yilda V. Flemming (W.
Flemming) tomondan aksolotining har xil rivojlanish stadiyalardagi
ootsitlarda aniglangan edi. Xromosomalar tasviri 1882 yilda berilgan.

U. Dyurie (1941) bo'yicha shu xromosoma uzn ipcha shaklida
bo'lib, uning ustida granulalar — razmeri 1-2mkm ga teng bo'lgan
sromomerlar joylashadi. Xromomerlar juft bo'lib joylashadi, ulardan
halgalar chigib turadi (rasm 50).

Dj. Goll izlanishlari bo'yicha xromomerlar va ularning orasidagi
iplar DMKdan tashkil topgan, eng yirik xromomerlar va ulardan
chiggan halgalarning o'ziga xos morfologik tuzilishi, razmerlari, ya"ni
individuallik xususiyatiga ega.

Bunday  xromomerlar, odatda kam uchraydi, “cho'tkali
lampa“tipidagi xromosomalarda bir gator halgalar shaklida joylashgan
bo'ladi (rasm 50). :

Tuzilishi jihatidan bir biridan keskin farg giladigan halqalarmng
bo'lishi xromosomaning maxsus joylarini va umuman xromosoman
o'zini aniglashga (identifikatsiya gilishga) markyorlar vazifa%ini
bajaradi. Ushbu markyorlar bunday  tipdagi xromosomalarning
genetik xaritasini tuzishda qao'llaniladi (rasm 50).
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"Cho'tkali lampa®tipidagi xromosoma  ikkita xromatidadan
tuzilgan bo'ladi. Bir juft xromomerdan chiggan ikkita halga aslida
ikkita xromatidalardir.
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Rasm 51. Notophthalmus viridescensdon ajratib olingan vo fiksatsiya
gilinmagan xromosomalarining faza-kontrastli mikroskop ostidagi
ko rinishi va tovuqning “lampa cho ‘tkasi“tipidagi xromosomalairda
halqalarning xaritasi

Har bir halqa murakkab tuzilgan: o'zak gismi ipsimon tuzilishga
ega, atrofi shu rayonda to'plangan faol mahsulotlar bilan o'ralgan
bo'ladi. Halganing boshlanish joyidan to chirigacha mahsulotlarni
yig'ilishi assimetrik tarzda amalga oshadi. SHu sababdan halganing bir
uchida mahsulotlar mutlago bo'lmasligi, boshga uchida — maksimal
to'plangan bo'ladi. Demak, halgalar mahsulotningto'planishi bilan
ham farglanadi.

1956 yilda Dj. Goll xromomerlar va halgalardagi xromatidaning
tuzilish sxemasini taqlif etadi. Sxema bo'yicha xromomer kompakt
holatdagi DMKdan tuzilgan, undan chigadi dekompakt holatdagi
halga. Halqada “matriksning” joylashishi transkriptsiyaning harakat
yo'nalishini aks ettiradi: halganing ingichka qismi — transkriptsiya
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Jarayonini boshlanishi, yo'g'on gismi - initsiatsiya uchastkasidan eng
uzoq joylashgan gism.

Transkriptsiya uchastkalarini halgada joylashishini bir necha tipi
aniglangan (rasm 52).
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Rasm 52. "Lempa chotkasi” tipidagi xromosomaning halgasidogi xar xil
tipdagl transkriptsiya jarayoni

Klassik tip — matriks halganing butun uzunligi bo'yicha
Jjoylashadi. Halgada ingichka va yo'g'on gismlari aniq ko'rinadi,
galinligi ingichka gismidan yo'g'on gismiga qarab asta-sekin oshib
boradi va maksimumga etkanda qgalinlashishi to'staydi.

Bunday tipdagi tuzilishda kuzatiladi:Proizvodnym etogo tipa
organizatsii yavlyaetsya sleduyushchiy: transkriptsiya birligi halgada
qutblangan holatda joylashgan bo'ladi, lekin uning boshlangich va
oxirgi gismlarida o'tmagan gismlari bo'ladi. SHunday halgalar borki,
ularning tarkibida ikkita va undan ham ko'prog teskari qutblangan
transkriptsiya birliklari bo'lib, ular bir biriga nisbatan "boshi bashga®
(transkriptsivaning  boshlangich gismi), yoki “dumi dumga®
(transkriptsiyanin terminatsiya gismi) joylashgan bo’ladi (rasm 53).

Har xl bolgan DNKning ketma-ketliklaridan in situ
gibridizatsiya natijasida aniglanadi, ayrim genlar halgalarda
transkriptsiya uchvstkalarni to'liq egalayli. Masalan, Triturus s. Camnifex
ning gistonlar genlarini DMK si 8 halgada joylashadi.

Halgalarda satellit DNK transkriptsiya jarayonini o'tadi. N.
viridenscens ning satellit DMKsi, satellit | deb nomlangan va uzunligi
222 nj ketma-ket joylashgan fragmentlardan tashkil topgan bo'lib,
fagat bitta transkriptsiya birligiga ega bo'lgan, gigant {juda katta)
halga bilan gibridlashadi (duragaylashadi). Qiziarlisi  shuki,

gibridizatsiya_aniglanadi,_agarda preparat_oldindan RMNK-aza bilan
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ishlov berilmagan va DNK denaturatsiyaga uchramagan bo'lsa.
Bunday vokea kuyidagi ma"lumotni tasdiglaydi: ushbu satellit DNK
transkriptsiyaga  uchraydi  “lampa cho'tkasi® deb atalgan
xromosomalarda.  Satellit TeS2 330 pn tuzilgan bo'ladi. Satellit
cotsitning juda ko'p halgalarida transkriptsiyaga uchraydi.
Transkriptlarni ootsitlaming tsitoplazmasida kuzatish mumkin,

“Lampa cho'tkasi® tipdagi xromosomalarmning  go'llanilishi
ancha kengayadi aynigsa Dj. Gollom i K. Morfi ning(1998) ajoyib
kashfiyotidan keyin. Olimlar “lampa cho'tkasi*tipidagi xromosomalarni
sun'iy usulda hosil gilish mumkin ekanligini aniglashgan. Masalan,
agarda spermiyni boshchasini o'zida bunday tipdagi xromosomalari
bor bo'lgan ocotsit hujayrasiga o'tkazilsa, spermiyning DNKsidan
“lampa cho'tkasi” tipdagi xromosomalar shakllanar ekan. Ulaming
soni shu turga xos bo'lgan xromosomalarning gaploid to'plamiga teng
bo'ladi. Bunday fenomen awvalambor ksenopusda aniglangan edi.
Keyinchalik “lampa cho'tkasi” tipdagi xromosomalar baga va baliklar
spermiyalarining boshchasidan, ksenopusning ootsitiga o'tkazilganda,
shakllanishlarini kuzatishgan. Agarda bunday xromosomalarni shu usul
yordamida hosil gilish mumkin bo'lsa, odamning xromosomalarini

undan ham anig genetik xaritasini tuzish imgoniyati bo'lar edi, degan
fikrlar bor,

8.6. Politen xromosomalar

Politen xromosomalar Chironomus plumosus lichinkalarining
so'lak bezlari, malpigi naychalari, ichak, gipoderma va muskul
hujayralarida aniglangan (1881, E. Balbiani (E. Balbiani)). Ular uzun
tsilindr shakldagi bog'ichlar deb tasvirlangan bo'lib, bir necha marta
o'raladi va  yadro hajmini to'ldiradi. Bog'ichlar  «permanent
spirema»deb ataladi, chunki har bitta yadroda fagat bitta shunday
bog'ich buladi va spiral shaklidagi ipni- spiremani eslatadi. To'qqiz
yildan so'ng E. Balbiani «permanent spirema» infuzoriyaning
makronukleusida aniglaydi.

1933-1934 villarda tri guruh izlanuvchilar, T. Paynter (T.
Painter), E. Xayts i X. Bauer (E. Heitz, N. Bauer), R. King i X. Bims (R,
King, N. Beams), ezilgan preparatlar usulini go'llashadi va «spirema»
yaxlit bog'ich emasligini aniglashadi, ya"ni ayrim elementlardan tashkil
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topganligini ishotlashadi, elementlarning soni mitotik
xromosamalarning gaploid to'plamiga yagin bo'ladi. Olimlarning fikri
bo'yicha  «spirema»ning har  bir  elementi  gomologik
xromosomalarning zich sinapsning natijasidir.

Paliten xromosomalarga xos bo'lgan xususiyatlar: 1) bular
maksimal dekompakt holatda turgan interfaza  davridagi
xromosomalardir, vya"ni genlari ekspressiva uchun maksimal
imgoniyatlari bor bo'lgan va o'z funktsiyasini  faol bajarayotgan
xromosomalar; 2) ular gigant razmerlarga ega, chunki minglab
gomologik ipchalardan — xromatidalardan tuzilgan bo'ladi; 3) bunday
xromosomalarda ko'ndalang chiziglar bo'lib xromomerlar joylashiga
mos keladi;  4) xromosomalarni elemenlarining soni  politen
xromosomalari bor bo'lgan yadroda ko'pincha gaploid bo'ladi, chunki
gomologik xromosomalar birr biri bilan konyugatsiyalanadi, ya"ni
juftlashadi, natijada xromosomalarning umumiy migdori ikki baravar
kamayadi.

Politen xromosomalarga ega bo'lgan hujayralar mitoz usuli
bilan bo'linayotgan hujayralaridan bir gator xususiyatlari bilan farg
giladi. Birinchidan, politen xromosomalarning shakllanishi hujayra
bo'linishining mexanizmini buzilishi bilan assotsiyalanadi, chunki
hujayra tsiklini fagat S, DNK sintezlanadigan davr va G davrini o'tadi
xolos, Ya'ni yadro moddasi ikki marta ko'payadi, ammo ikkita giz
hujayralarga tagsimlanmaydi. Bunday tipdagi hujayra tsigli drozofilada
emrional taraqqgiyotini o'rta davrlaridan boshlab kuzatiladi.

lkkinchidan, har bir replikatsiya jarayonining oxirida giz
xromatidalar segregatsiyaga uchramaydi (ya"ni bir biridan ajramaydi),
natijada ular juftlangan holatda goladi. Drozofila genlaridan bittasi
escargot, imaginal disklarda diploid hujayraming tsiklini saglashini
ta’minlaydi va  hasharotning lichinka  davridagi  politen
xromosomalarga ega bo'lgan hujayralarda nofaol holatda bo'ladi.
Balki, uning ekspressiyasi politeniyani rivojlanishini susaytirsa kerak.
Uchinchidan, shakllangan politen xromosomalar mitoz usuli bilan
ba'linmaydi. To'rtinchidan, yadro gobigi va yadrocha birin-ketin
keladigan DNK replikatsiyasining tsiklida intakt holatda bo'ladi.

Organ va to'gimalarda politeniya kuzatiladi rivojlanish Jjarayonini
shunday davrilarida gachonki a"zolarning tez o'sishi, funktsiyasini

bajarish _zurur bo'lganda. _Politen xromosomalariga_ega bo'lgan
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hujayralardan tuzilgan organlar, odatda gisqa vaqt davomida o'sish
bilan bog'liq bo'lgan intensiv sekretsiya jarayonida ishtirog etadi
Misol gilib olishimiz mumkin, ootsitlarni oziglantiruvehi hujayralan,
ipak wa so'lak bezlarining hujayralari, trofoblast, antipodlar,
endosperm va boshgalar. Politeniyaning o'ziga xos xususiyatlari ushbu
vazifalarni bajarishgan imgoniyatlar yaratadi. Hujayra tsiklida yadro va
hujayraning bo'linish  jarayoni  to'lig bloklangan sababli,
xromosomalarning replikatsiyasi soddalashgan va kam vaqt davomida
amalga oshiriladi. Politenizatsiya tufayli organ massasi diploid
hujayrarining mitotik bo'linishiga nisbatan tezroq kattalashadi.
Politeniya tipi bo'yicha hujayra tsikli organning yugori funktsional
darajada saglashga imqgoniyat yaratadi, chunki mitozlar bilan uzilib
turmaydi.

Evolyutsiya jarayonida rivojlangan barcha organizmlarda
politeniya aniglangan: infuzorivalar, yumshoq tanlilar {mollyuskalar),
hasharotlar,sut emizuvchilar va bir pallali, ikki pallali o'simliklarda.

Yadrochalar. Yadrochalar yadro tuzilmalari shaklidaa birinchi
marta politen xromosomalari  bo'lgan  hujayralarda  politen
xromosomalari bilan birga tasvirlangan, ya'ni 1881 yilda.

1930 yillarning o'rtalariga  kelib ma'lum  bo'ladi,
yadrochalarning shakllanishi xromosomaning maxsus  qismi bilan
bog'ligligi. 1965 yilda F. Ritossa va 5. Spigelmen aniglashadi, yadrocha
xromosomaning bir gismi bo'lib,  yadrochaning tashkilotchisi
(organizatori) deb nomilanadi. SHu joyda ribosomali 185 RNK | 285
RNK ning genlari transkriptsiya jarayonini o'taydi. rRNK genlprining
migdori har xil hayvonlarning genomida 30 dan to 700gacha bo'lishi
mumkin. V 1969 g. O. Miller va B. Bitti tomonidan yadrochaning suv
ustiga “yoyish” usulini ishlab chigishi natijasida o'ziga xos archaga
a'xshash tuzilmalarni aniglashadi. Ipchani ustida, ya"ni xromatidada,
ribonukleoprotein  «matriksin —  transkriptsiya  kompleksning
maolekulalari va "o'sayotgan® RMK molekulasi joylashgan bo'ladi.

Bitta gendan bir vagtning o'zida taxminan 100 RNK molekulasi
“o'giladi®.

Yadrochaning tashkilotchisi (organizatori) tarkibiga kirgan har
bir gen boshga genlarga alogasiz o'z vazifasini bajaradi. Agarda
genlardan bittasini transpozonga joylashtirilsa va transformatsiya usuli

yordamida_genomga_kiritilsa,_transpozon _o'rmashgan _joyda katta
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bo'lmagan  yadrocha shakllanadi. YAdrocha organizatorini  bir
gismining deletsiyasi bobbed mutatsiyalarni hosil giladi. Ma*lum
vagtdan keyin mutantlarda tagrorlanishlarning migdori normagacha
tiklanadi. Ushbu jarayonga magnifikatsiyva deyiladi, F. Ritossa
tomondan 1968 yilda aniglangan.

Yadrochalarning genlari ham amplifikatsiyaga uchraydi - rDNK
ning xromosomasiz  nusxalarini  ko'payishiga.  Amplifikatsiya
amfibiyalarning ootsitlarida Dj. Goll, D. Braun va . David lar tomonidan
1968 yilda kashf etilgan

Politen xromosomalarning genetik tahlilda go'llanilishi.
Fundamental kashfiyotlar bilan bog'lig bo'lgan politen xromosomalar
noyob ob"ekt shaklida uzogq yillar davomida go'llanib kelgan. 30-
yillarda politen xromosomalar ustida izlanishlar olib borishi natijasida
li v g. Dj. Patterson (1932) va O. Makkenzen (1934-1935) ma"lumotlari
bo'yicha, mayda deletsiiyalarni genlar xaritasini anig tuzish uchun
go'llanishi mumkin.

Ushbu usul yordamida politen xromosomalarning bir gancha
genlarini yuqori aniglik bilan genetik xaritasi tuzilgan, hatto yagona
diskdagi va diskning qismidagi genlarni ham. Genlarning joylashishi
tartibi xromosomaning genetik xaritasida v politen xromosomalarda
to'liq o'xshashdir. Xozirgi vagtga kelib drozofilaning deletsiyalar
yordamida yuzlab genlarini xaritalari tuzilgan.

Politen xromosomalarda geterozigot inversiyalar anig ko'rinadi.
1936yilda bir gator olimlar (N.P. Dubinin, N.N. Sokelov va G.G.
Tinyakov, shuningdek, A Stertevant va F. Dobrjanskiy) politen
xromosomalarni  inversivali  polimorfizm  va  populyatsiyaning
strukturasini izlanishlarida go'llanishgan. Owirgi 65 yil davomida
bunday izlanishlar ko'pgina ilmiy laboratoriyalarda olib borilimogda. _

TSitogenetik xarita tuzish usuli xozirgi vagtda gibridizatsiya in
situ usuli bilan to'ldiriladi. Ushbu usul yordamida genning joyi bir
necha ming nukleotidlar juftigacha aniglash imgoniyatini
beradi.PKlonlash usulini rivojlantirishda ham politen xromosomalarni
qo’llash hal giluvchi omil vazifasin bajaradi.

Mikroklonlash usullarini rivojlanishi xromosomalar tuzilishi va
funktsiyasini  tushunushda muhim  rol  bajargan,  chunki
xromosomaning kerak bo'lgan gismini aniglash, mikromanipulyator

rdamida kesib olish va politen xromosomanin shu rayonidagi
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mikroklonlarini qutubxonasini hosil gilish imgoniyatini  yaratadi.
Ushbu usul yordamida jinsiy X-xromosomaning muhim gismi va
ikkinchi xromosomaning bitta elkasi va tsentromeraning yonida

joylashgan  geteroxromatin  klonlashgan  bo'lib,
kutubxonasi hosil gilingan.

Politen xromosomalar gqo'llanishi natijasida aniglangan,
gormonlar genlar faollashishi orgali ta"sir etadi, genlar faolligini
gormonlar ta"sirida pog'onali ravishda o'zgaradi

Politen xromosomalarda umumbiologik hodisa kashf etilgan:
hujayralarning stress ta"siriga bergan javobi yoki issiglik shokning
sindromi. Insulyatorlar ham politen xromosomalarda aniglangan.

klonlarining

Nazorat uchun savollar:

[ Genlar faolligini joylashish joyini o'zgartirishi natijasida
o'zgarishi

2 Gen joylashish effekti,

3. Geteroxromatizatsiyaning mexanizmlari

4. DNKning xromaosomada joylashishi

5. Xromosomalarning xromomer tuzilishi,

6. Telomer xromatinning joylashish effekti

7. “Cho'tka lampasi” tipdagi xromosomalar.

a Politen xromosomalar.
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9 BOB. JINS ANIQLANISHINING GENETIK ASOSLARI
e

Ginandromorf, interseks, germafroditiar va boshga jinsning
e'zgarishlari  finsnin aniglanishini  balans nazoriyasi  Jinsning
aniglanishidagi genlar faoliyati. Sut emizuvchilarda jinsning aniglanishi
Genlar dozasini kompensatsiyasi

Chatishtirishning barcha shakllarida wurg'ochi va  erkak
avlodining paydo bo'lish ehtimoli 1:1 nisbatanga yagin, ya"ni 100
erkakga 100 urg'ochi to'g'ri keladi. Bunday nisbatdagi ajralish tahlil
chatishtirishdagi belgilarning ajralish nisbati bilan korrelyatsiyalanadi,
demak, ota-onaning biri geterozigota, ikkinchisi — tahlil gilinaytgan
belgi bo'yicha gomozigota bo'ladi.  5Hu sababdan a priori  taxmin
gilish mumkin, jinsiy xromosomalar bo'yicha erkak organizm -
geterozigota XY, urg'ochi —-gomozigota XX.

Lekin bunday tipdagi jinsiy xromosomalar sut emizuvchi
hayvonlarda, drozofila pashshasi va shuningdek odam uchun xosdir.
Ayrim  kapalaklar wva chuvolchanglarda erkaklarning  jinsiy
x¥romosomalari X0, urg'ochilarda =XX.

Qushlar, ayrim kapalaklar, baliglar, amfibiyalar (suvda va
quruglikda yashovchilar) va gulli o'simliklarning erkak organizmlar -
gomogametali — 227, urg'ochilai esa, geterogametali (jinsiy
xromosomalani har xil) - ZW yoki Z0.

Shunday gilib, jinsiy belgilarini ifodalochi genlar jinsiy
¥romosomiarda joylashgan bo'ladi. Qolgan barcha belgilar - tip, sinf,
oila va golaversa individual belgilarini ifodalovchi genlar asosan
autocsomalarda joylashgan.

Saval tug'uladi, ganday gilib jinsiy xromosomalarning soni va
tarkibi erkak yoki o'rg'ochi organizmning rivojlanishiga ta"sir etadi.
Yihna, gizig'igi shuki, drozofilani ¥- xromosomasi deyarli genlari yo'q
(xozirgi kunga gadar spermatozoidlarning rivojlanish va shakllanishiga
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ta"sir etuvchi 11 ta gen aniglangan). Bundan tashqar, Y-
xromosomaning bo'lmasligi, ya"ni  jinsiy xromosomalaming XO
bo'lishi ham erkak organizmni ifodalaydi. Jinsiy xromosomalar XXY —
sog’lom serpushtli urg'ochidir. Qanday gilib drozofilaning erkak va
urg'ochi lar shakllanadi?

Jinsning differentsiatsiyasini shakllanishi bo'ladi (fenotipik jins),
ya"ni tashgi jinsiy organlarning rivojlanishi, ikkilachi jinsiy belgilarning
paydo bo'lishi va birlamchi jinsning aniglanishi. Birlamchi jins
aniglanishi deganda tushuniladi, erkak va urg'ochilarda gonadalarning
(jinsiy bezlar: tuxumdon va urug'don) rivojlanishi. Ushbu jarayonning
printsipial sxemasi konservativ hiscblanadi. Maxsus boshgaruvchi
signal ta"sirida ma"lum gandaydir hal giluvchi gen faollashadi, natijada
gonadogenezning genlari facllashadi va jinsiy belgilarining rivojlanishi
amalga oshadi. Jarayonda ishtiroq etuvchi komponentiar har Kil
organizmiarda farglanishi mumkin.

Ayrim holatlarda erkak va urg’'ochi organmmilarning rivojlanishiil
irsiy omillarga emas, balki tashgi muhit ta"siriga boglig bo'ladi
Masalan, dengiz chuvolchangning Bonellia viridis erkaklari bir necha
mm kattalikda bo'lib, wurhochisining bachadonida yashaydi va
rivojlangan tuxum hujayralarni otalantiradi. Demak, erkaklar tipik
parazitlik hayot kechirishadi. Urg'ochilari olho'ri mevasining kattaligida
bo'lar ekan.

Otalangan tuxumdan rivojlangae lichinkalar ma"lum vagt
davomida erkin hayot kechirishadi, so'ng etilgan wurg'ochining
xartumiga yopishib oladi yoki suvning tubiga tushib birikadi. Ikki
toifadagi lichinkalar bir biridan farglanmaydi va gaerga birikishi ham
tasodifan, lekin lichinkadan voyaga etgan urg'ochi yoki erkagini
rivojlanishi tashqi muhit sharoitga bog'lig. Agarda lichinkalar urg'ochi
chuvolchangini xartumiga biriksa, ulardan erkaklar rivojlanadi. Erkaklari
urg‘ochining jinsly organlariga o'tib parazitlik hayot kechiradi, suvning
tubiga birikgan lichinkalardan urg’ochilar rivojlanadi.

Missisipi timsohlarda jinsning rivojlanishi tashgi muhit
haroratiga bog'liq bo'ladi.
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9.1. Ginandromorf, interseks, germafroditlar va boshga
jinsiy og'ishlar (patologiyalar).

Drozofila va boshga organizmlarda ham shunday holatlar
uchraydi -ki, tanasining har xil gismlari belgilari bo'yicha har xil jinsga
taallugli, ya"ni organizm jins bo'yicha mozaik bo'ladi, tananing bir
gismi erkaklarga xos bo'lsa, ikkinchi gismi — urg’ochilarga. Bunday
holat ginandromorfizm deb nomlanadi. Bunday vogeada zigota ikkita
X-¥romosomaga ega bo'ladi, demak urg'ochi organizm rivajlanishi
kerak. Urg'ochi organizm X-xromosomada joylashgan oq rangli ko'z
va kalta ganotiarini ifodalovchi genlar bo'yicha geterozigota bo'ladi
wm/w+m+. Birinchi bo'linishlar natijasida tarkibida w+m+ genlar
bo'lgan xromosoma  eliminatsiyaga uchrasa va bundan tashgari,
mitotik bo'linishning ekvatori embrionning bosh tomonidan to dum
tomoniga nisbatan simmetrik joylashgan bo'lsa, tananing bir gismi
bitta X-xromosomaga ega bo'lgan hujayralardan tashkil topgan
bo'ladi, ya"ni erkak genotipiga xos, ikkinchi gismining hujayralari ikkita
X-¥romosomaga ega, ya"ni urg'ochi organizm rivojlanadi.

Tut ipak qurtining bir turning Lymantria dispar erkak va
urg'ochilari bir biridan keskin farq giladi. Har xil geografik irglarga
(evropa va yapon) mansub bo’lgan kapalaklar chatishtirilganda hosil
bo'lgan aviodlarda erkak va urg'ochi belgilarga ega bo'lgan oralig
shakllar paydo bo'ladi, va'ni interseksuallik holatiga olib keladi.
Bunday organizmlar intersekslar leb nomlanadi Drozofilada
intersekslar  aniglangan.  Ginandromorflardan  fargli  ravishda
intersekslarda qaysidir gismi erkaklikga, boshga gismi - urg'ochilikga
xos bo'lishiga ajralmagan bo'ladi. Inintersekslarda rivojlanishning
ma"lum davrigacha genetik jihatdan determinatsiya gilingan jins
rivojlansa, keyinchalik ikkinchi jinsning belgilari paydo bo'ladi.

Matijada intersekslar sog'lom (normal) shaxslardan birlamchi va
ikkilamchi jinsy belgilar oralik darajada rivojlangan bo'ladi. Masalan,
drozofilaning intersekslari erkak va urg'ochilardan bemalol farg giladi,
ya'ni dag'al tukli yirk pashshalar bo'lib, ko'zlari katta, ganotiarini
chetlari arraga o'sxshash, Erkaklarga xos bo'lgan tojlar rivojlangan
bo'ladi. Qorin qismi erkak va urg'ochilarga xos bo'lgan belgilaming
oralik shakllariga ega. Tashgi jinsiy organlar ko'prog urg'ochilarga
x0s, lekin tuxumdonlari rudimentar, urug'donlar ham rivojlangan
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bo'ladi. Ko'pincha bitta jinsiy bezi tuxumdon bo'lsa, ikkinchisi —
urug'don. YOki jinsiy bezi urug'don bo'lib, lekin uning tarkibida kurtak
shaklida urug'don to’gimasi ham rivojlanadi

Ko'pchilik o'simliklar va tuban hayvonlarda germafroditizm
holati rivajlangan bo'ladi, ya"ni bitta organizmda ham erkaklik, ham
upg'ochilik jinsty organlar rivojlanadi.

9.2. Jins aniglashining balans nazariyasi.

Zamonaviy genetikning asoschilaridan biri K. Bridjes drozofila
pashshasini ustida izlanishlar olib borib, bir nechta urg'ochilarida
xromosomalarning triploid to'plamini, ya"ni 3X + 3A — uchta X-
xromosom tshplamini va uchta autosomalar to’plamini, kuzatadi.
Bunday urg'ochilar normal xromosomalarga ega bo'lgan erkaklari
bilan chatishtirilganda (2A + XY) aviodlarida normal urg'ochi va
erkaklari bilan birga jinsiy belgilarning oraliq shakllariga ega bo'lgan
individlar kuzatilgan. Jinsiy xromosoma va autosomalar nisbati
bo'yicha barcha aviodni 8ta sinfga ajratish mumkin;

1. 3X : ZA — triploid urg'ochi.

2. 2X : 2A — diploid urg'ochi.

3. (2X + Y} : 2A — urg'ochi.

Mana shu uchta sinfda X-xromosomalar migdori autosomalar
to'plamiga nisbatan bimni tashkil etadi. Y —xromosomaning bo'lishi
normal urg'echini rivojlanishiga ta"sir etmaydi.

5. Genomida XY : 2A xromosomalar nisbati kuzatilgan
individlar, ya"ni X-xromosomalarning migdori autosomalar to'plamiga
nisbatan 0,5 tashkil etganlar — normal erkaklar ekan.

5-6. Genotipi 2X : 3A i (2X + Y) : 3A bo'lgan injivilarda, ya"ni X-
xromosomalar migdori autosomalar to'plamiga nisbatan 0,5 va 1
oraligida bo'lsa, ham erkak, ham urg'ochi jinsiy belgilari rivojlangan
ekan. Bunday individiar intersekslar bo'lgan edi.

7-8. Nihoyatda, agarda autosomalar to'plami uch baravarga
ko'paygan bo'lsa, lekin bitta X-xromosomani bo'lsa ham (X: 3A),
“o'taerkak” rivojlanadi. Bunday erkak individda jinsiy belgilar o'ta
rivojlangan bo'ladi, ammao bepusht, nimjon va tez nobud bao'ladi.

Teskarisi, autosomalarning  dipleid  to'plamida  X-
xromosomalarning soni ko'paysa (3X: 2A), “o'taurg’ochi” organizm
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rivojlanadi, tuxumdonlari kattalashgan bo'ladi va boshga jins
belgilarining o'zgarishi ham kuzatiladi. Ular, “o'taerkak" larga o'xshab
nimjon tez nobud bo'ladi.

K. Bridjes xulosa giladi: demak, ikkita jinsiy X-xromosomani
bo'lishi drozofila pashshasida urg'ochi organizmning rivajlanishi yoki
Y-xromosomaning bo'lishi erkak organizmning rivojlanishiga olib
kelishi shart emas ekan, eng muximi, X-xromosomalarning migdorini
autosomalar to'plamiga bo'lgan nisbati, ya“ni Y-xromosoma
drozofilada jinsning rivojlanishida ahamiyati yo'g,

9.3. Drozofilada jinsning anigdanishida genlar faoliyati.

Savol tug'iladi, ganday gilib X-xromosomalar soni autosomalar
to'plamining nisbati jinsning aniglanishiga ta"sir etadi, Bridjesning
balans nazariyasi bo'yicha? Oxirgm vyillarda drozofilada jinsning
shakllanishiga ta"sir etadigan juda ko'p genlar aniglandi, masalan, Sxi
(sex lethal), da (daughterless), sis (sisterless), tra (transformer), dsx
(double sex) va boshgalar.

Tajribalar asosida aniglanadi, X-xromosomalar sonining
autosomalar  to'plamiga bo'lgan  nisbatini  embriocgenezning
boshlangich davrlarida Sxi geni gandaydir usul bilan tutib oladi. Ushbu
gen jinsning har xil uchta yo'nalishidagi differentsiyalashishini
boshgaradi: jinsiy belgilarni somatik hujayralari va murtak yo'lining
hujayralarida, bundan tashqgari, dozaga bog'lig kompensatsiyaning
rivojlanishiga (rasm 52). Ushbu jarayonlar ganday amalga oshadi?

Embrionda jinsning shakllanishini dastlabki etaplarida jinsiy X-
xromosomada joylashgan sis-a va sis-b genlar va autosomada
Joylashgan da geni ishtirog etadi. Ushbu genlarning mahsuloti
ogsilning kompleks molekulasini hosil giladi. da genining mahsuloti
onaning tuxum hujayrasiga o'tadi, uning migdori doima ikkita dozada
bo'ladi, chunki onaning juft autosomalarida joylashgan genlarning
mahsulotidir, sis-a i sis-b genlaming mahsuloti embriondagi X-
xromosomalar soniga bogliq bo'ladi. Urg'ochi embrionning
hujayralarida ikkita X-xromosoma bo'ladi, shu sababdan sis-a i sis-b
genlarning mahsuloti ham ikkita dozada bo'ladi. Erkaklarda bitta X-
xromosoma bo'lgan sababli, genlaring mahsulotining migdori fagat
bitta dozada bo'ladi. Ushbu mexanizm tufayli oqgsil kompleksda
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sis/da nisbati erkaklarda 1 : 2 to'g'ri kelsa, urg'ochilarda - 1:1 teng
bo'ladi. Ogsil mahsulotiar jinsning aniglashda hal giluvchi Sxl. genning
boshgaruvchi gismiga kelib tushadi. Genning boshgaruvchi gismi
ikkita uchastkadan tashkil topgan bo'ladi. Ushbu uchastkalar shu
genlardan RMNKning transkriptsiyasini faollashtiradi: erta va kechki
promotorlarni RE i RL (rasm 52). Lekin oqgsil kompleksi sis/da sis ning
2 dozada saglagandagina, erta promotorning faollashtiradi. Bu jarayon
embriogenezning boshlangich davrilarida, bastoderma davrida
kuzatiladi. Keyinchalik transkriptsiya kechki promotordan davom etadi,
XX/AA, ham  X/AA individlarga o'xshab. Lekin ikkala promotordan
amalga oshirilgan transkriptsivaning natijasi har xil bo'ladi.

Sxl  geni aminokislotalar ketma-ketligini ifodalovchi B
uchastkadan tashkil topgan bo'ladi— ekzonlardan, oralarida ayiruvchi
kodlamaydigan rayonlar joylashadi (rasm 52). Erkaklarda (X: A = 0,5)
kechki promotoring PL faollashishi uchinchi ekzondan boshlanadi
(rasm 52,a). Ekzon UGA ko'p migdorda kodonlardan tashkil topgan
bo'ladi. Har bir godondan o'tib bo'lganida translyatsiya to'staydi, shu
sababdan kesik hosil bo'ladi. Sxl genining normal funktsional ogsili
bo'lmagan sababli keyinroq joylashgan tra geninig oqgsili ham normal
vazifa bajarmaydi, natijada yana gisgargan nofunktsional ogsil
sintezlanadi (ikkinchi ekzonda joylashgan kodon UGA translyatsiyani
to'stadi). Lekin boshga genning- tra2 ogsili ikkala jinsda bo'lsa ham,
tra gening funktsional mahsuloti bo'lmagan sababli to'lig
shakllanmaydi. Bundan tashgari, tra va tra 2 genlarning normal
mahsuloti bo'Imagan sababli, "erkaklar” ogsili deb atalgan, maxsus
ogsil  dsxM sintezlanar ekan, chunki urg'ochi jinsiy belgilarini
rivojlanishini  repressiyaga uchratadi. Jarayonla ishtiroq etgan
genlarning buzilishlari tufayli erkak jins shakllanadi.

o Dozali kompensatsiya
.f: _-"i p.S_]_"'T L ]mi}rwm
A Homila bujayralarda
jinsiy belgilar
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Rasm 53. Xromosomalar balansini ko'rsatuvchi sxema. Jinsiy belgilarming
rivejlanishiga SxI genining ta'siri (yugorida). Genlarning pog‘onali o’zaro
ta'siri natijasida erkak {a) va urg’ochi (b) (pastda) organizmlarning
somatik jinsiy belgilarining rivejlanishi. Jarayonda ishtirok etadigan
genlar: Sxl, tra, tra2, ix va dsx. Ragamlangan to‘rburchaklar bilan genning
kodlovchi gismlari - ekzonlar belgilangan. Ekzonlarning bo yalgan
gismiari - aminokislotalarni kodlovchi hududlar. Egri chizig

bilan introntar ko'rsatilgan.

Urg'ochilarda (X : A = 1) SxI genini transkriptida stop-kodoni
bilan 3-chi ekzoni bo'Imaydi, natijada sifatli ogsil Sxl sintezlanadi.
Ushbu ogsil tra geni bilan o'zaro bog'lanib, tra2 genining mahsuloti
bilan kompleks ogsilini hosil giladi va urg'ochilarga xos bo'lgan dsxF
genining RNKsini sintezlaydi (rasm 52, b). dsxF mahsulotining ba'lishi
ix genini jarayonda ishtirog etishini ta"minlaydi. dsxF va ix genlarning
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oqsillari erkak jinsning rivolanishini ta"minlaydigan bir gancha genlami
inaktivatsivaga uchratadi, natijala urg'ochi organizm rivojlanadi. SHu
sxema bo'yicha tashqi (somatik) jinsiy belgilar rivojlanadi.

Uy pashshasida Musca domestica jinsning rivojlanishi ham anig
genotik boshgariladi. Erkagining Y-xromosomasida odatda jinsning
determinatsiyalovchi omil MY  bo'ladi. Ushbu omil jinsning
rivojlanishiga birlamchi signal vazifasini bajaradi. X-xromosomalar
migdori  jinsning  aniglanishiga ta"sir  etmaydi.  Boshga
populyatsiyalarga mansub  bo'lgan  individlarda ushbu  omil
autosomalarda, xatto jinsiy X-xromosomada joylashgan bo'ladi.
Demak, MY-omil mobil element bo'lsa kerak. MY-omili autosomalarda
joylashgan organizmlarda ¥-xromosoma bo'lmasligi mumkin, natijada
barcha individlarda fagat X-xromosomalar bo'ladi, lekin bunday
holatda erkak organizmlar rivojlanadi. Agarda omil jinsiy X-
xromosomada joylashgan bo'lsa, erkak va urg'ochilar autosoma M-
omili bo'yicha gomozigota bo'ladi.

Qanday qilib M/M liniyali organizmlarda urg'ochi jins
shakllanadi? Ma"lum bo'ldi, 4-chi xromosomada joylashgan F
genining dominant allelini hisobiga. Allel FD M geniga epistatik ta"sir
ko'rsatib, urg'ochi jinsning rivojlanishini ta*minlar ekan, M-omil
bo'lishiga garamay, xatto bir nechta nusxasi bo'lsa ham. Normal allel
— F+ negativ holda M-omillar tomonidan nazoratda bo'ladi.
SHunday gilib, dominant gen FD urg'ochilarning rivojlanishini
ta"minlasa, retsessiv gen F+ — erkaklarning rivojlanishini.

Crosophila melanogaster Sxl geniga gomologik bo'lgan DNK
ketma-ketligi Musca domestica genomida ham aniglangan, ammo
ushbu gen erkak va urg'ochilarda ham ekspressiyaga uchraydi:
rivajlanish jarayonida ikkala jinsda bir xil transkriptlar va ogsillarning
izoshakilari aniglangan.,

O'rta dengiz meva pashshasida Seratitis capitata ham Sxl
Drosophila melanogaster geniga gomologik bo'lgan gen aniglangan,
lekin drozofilaning bu turida, uy pashshaga o'xshab, gen ikkala jinsda
ham ekspressiyaga uchraydi.

Demak, har xil jinslaming rivojlanishini ta"minlovchi genlarning
dastlabki signallari har xil tur hayvonlarda keskin farg qiladi.
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9.4. Sut emizuchilarda jinsning aniqlanishi,

Sut emizuvchilarning jinsini aniglashda Y-xromosoma hal giladi.
Jinsiy xromosomalar XX- bo'lsa sog'lom urg’ochi, XY - sog'lom erkagi
rivojlanadi. Lekin Y-xromosomaning bo‘lmasligi urg'ochi jinsni
shakllantiradi, X- xromosomalarning soni nechta bo'lishiga garamay.
Jinsiy xromosomalar X0 be'lsa, asosan urg'ochi organizi rivojlanadi,
lekin  norma holatdan farg giladi. Masalan, odamlarda Terner-
SHerishevskiy kasalligi uchraydi, uning jinsiy xromosomalardan fagat
bitta X-xromosoma bo'ladi, ayollarga xos bo'lgan jinsiy organlar va
belgilar yaxshi rivojlanmaydi va bepusht bo'ladi. Agarda nechta X-
xromosomasi bo'lsa ham Y-xromosoma bo'lishi erkak belgilar
rivojlanadi, lekin to'liq emas, ayrim belgilari ayollarga xos (soqol-
meo'yloviar o'smaydi, tana nisbati ham ayolga xos), bepusht bo'ladi —
Klaynfelter sindromi (XXU).

Erkak sut emizuvchilaming jinsiy bezlarining rivojlanishida
dastlabki davrilaridayoq Y-xromosoma faol bo'lishi kerak, to'g'rirog’i u
bilan birikkan testis aniglovchi omil (testisdeterm ining factor — TDF).
Ushbu omil ¥-xromosomanining uncha katta bolmagan fragmentini X-
xromosomaga translokatsiyasi tufayli aniglangan, natijada jins bo'yicha
inversiyali individlar rivojlanadi — erkaklar XX, va urg'ochilari XY.

Bunday o'zgarishlar ayrim 17 oilaga mansub bo'lgan
individlarda aniglangan. Masalan, inversiyali erkak sichgonlarning
XXSxr X-xromosomasida Y-xromosomadan olib o'tkazilgan kichik
fragmentlari aniglangan. y da nebolshie fragmenty. Ularda t-EEHE{ErIE
bo'lgan, ko'payish tizimi shikastlangan, chunki spermatogenz jarayoni
anomaliyali edi.

Odamda TOF omili aslida Y-xromosomaning kalta elkasida
uzunligi 35 tpn bo'lgan SRY (sex determining region Y gene) geni
ekanligi 1990 yilda aniglangan. \

SRY geni tarkibiga 80 aminokislotalardan tuzilgan ogsil
molekulasini  kodlovchi  konservativ domen (HMG) kirgan bo'ladi.
Ushbu mahsulot xususiy holda DNK bilan bog'lanib, molekulasini
o'zgarishiga olib keladi. SRY-oqgsili va unga o'xshash mulekultatar
(100tadan ortiq SRY- domeni bo'lgan ogsillar aniglangan) bilan
indutsilangan DMK molekulasi mexanik usuli bilan uzog masofalarga
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ko'chib, transkriptsiva, replikatsiva va rekombinatsiya jarayonlarini
boshgarishda muhim rol bajaradi.

Fagat HMG-domen SRY genini konservativ gismi bo'ladi.
Boshga qismlaridagi ketma-ketliklar kelib chigishi jihatidan yagin
bo'lgan turlarda ham gomologik genlari bilan farg giladi. Masalan,
odamda shu gen wuzunligi katta emas, intronlari yo'g 204
aminokislotalardan tashkil topgan ogsil molekulasini godlaydi. Uning
gomologi, sichgon genomida ajratilgan, 395 aminokislotalardan
tuzilgan.

SRY genidan tashqari, Y-xromosomada spermatogenezni
amalga oshiradigan genlar joylashgan bo'ladi.

Genlar dozasini kompensatsiyasi. SHunday gilib, genetik
Jinatidan ikkala jins drozofila yoki nematodalar, shuningdek odamlarda
ham, jinsiy xromosomalar soni va tarkibi bilan farg giladi. Erkaklarida
X-xromosomada joylashgan genlar bitta dozada bo'lsa, urg'ochilarida
ikkita X-xromosoma bo'lgan sababli, ikkita dozada bo'ladi.

Agarda X-xromosomalardagi genlar bir xil intensiviik bilan
facliyat ko'rsatsa edi, urg'ochilarda ulaming mahsuloti ikki baravar
ko'p bo'lishi kerak, lekin unday kuzatilmadi.

Genlar dozasini kompensatsiyva deb nomlangan mexanizm
bo'ladi. A priori o'ylash mumkin, X-xromosomalardagi genlar bir xil
intensivligida facliyat ko‘rsatish uchun, erkaklarda ular ikki baravar
ortiq ishlashi kerak yoki urg'ochilarda X-xromosomalardan birini
inaktivatsiya gilish zarur bo'ladi. Tabiat ikkala mexanizmini go'llaydi.

Drozofilaning erkagida yagona X-xromosoma urgochilaming
X-xromosomalarining faoliyati  darajasigacha faollashar ekan, sut
emizuvchilarda esa, bitta X-xromosomasi inaktivatsiyaga uchraydi,
natijada genlar ekspressiyasi erkaklarning yagona X-xromosomasini
ekspressiya darajasigacha kamayadi.

Genlar dozasining kompensatsiyasi to'g'risidagi  asosiy
ma"lumotlar drozofila lichinkalarining so'lak bezlarini  politen
xromosomalarini tahlil gilishi natijasidan olingan, Erkaklarida (XY)
yagona politen X-xromosoma ikki baravar ingichkarog bo'lishi kerak
urhochilarning ikkita autosomalar yoki ikkita X-xromosomalariga
nisbatan. Lekin tsitologik preparatlarda u 25% foizga ingichkarog
bo'lib, unchalik kompakt tuzilma shaklida emas (“yumshatilgan®

holatda) _ekan boshga xromosomalarga nisbatan. "YUmshatilgan
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degan atama xromatin geteroxromatin shaklida emas, balki
euxromatin shaklida bo'ladi, ya"ni kompakt holdagi genetik material
transkriptsiya jihatidan nofacl bo'ladi, "yumshakt® material esa,
RMNKning sintezini yuqori darajada amalga oshiradi.

Yagona politen erkak X-xromosomasida gistonsiz ogsillarning
migdori taxminan 1,5 baravar kam bo'ladi urg'ochining bitta X-
xromosomasidagiga nisbatan.

"Yumshatilgan® va gistonsiz ogsillar bilan boyitilgan dozali
kompensatsiya uchun tuzilmaviy asos bo'lib xizmat giladi, chunki
hagigatda ham erkakning bitta X- xromosomasida transkriptsiya
jarayonining intensivligi ikki baravar oshigroq bo'ladi urg'ochining
bitta X-xromosomasidagiga nisbatan.

Erkak organizmining yagona X-xromosomasini
“yumshatilgan“tuzilma shakliga keltirilishi ~maxsus  mexanizm
nazoratida bo'ladi. Ushbu jarayonda beshta genning mahsulotiari:
msl-l, ms 1-2, msl-3, mle (MSL- oqsillar) va mof, bulardan tashgari,
kamida RNKning ikkita turi, bunday mexanizmda ishtirog etadi.
Beshta ogsillarning barchasi, ogsil kompleksni hosil giladi va
erkaklaming X-xromosomasini bir necha yuz uchastkalari bilan
bog'lanadi, natijada  xromosoma diffuz holatga keladi. MSL-
ogsillaming har bittasi butun kompleksning normal funktsiyasini
bajarishda ishtirog etadi. Dozali kompensatsiyaning kompleksi fagat
erkaklarning X-xromosomasida joylashgan bo'ladi.

Ushbu kompleksni tarkibiga kirgan ogsillami  qisqa
xarakteristikasini ko'rib chigamiz.

MSL-2 ogsilning DNK bilan intensiv bog'lanish xususiyatiga ega
bo'lgan maxsus gismi bo'lib, ring-finger deb nomlanadi. M5L-3 ogsili
tarkibida boshga faol gismi — xromodomen bo'ladi.  Bu gism,
ogsillarga xos bo'lgan xususiyatga ega, ya'ni xromatin bilan
bog'lanadi.  MSL-ogsillardan tashqari, ushbu jarayonda boshga
ogsillarning molekulalari - N4 gistonlar ishtirog etadi. Gistonlar
odatda teskari funktsiyani bajaradi ~—DNK molekulasi bilan
kompleksda nukleosomalarni hosil giladi. DNK nukleosomada zich
Jjoylashib, kompakt tuzilmani hosil  giladi. N4 gistonlar,  X-
xromosomani dekompakt holatga olib keladigan, DNKning kompakt
holatga olib keladigan N4 gistonlardan fargli ravishda

modifitsirlangan bo'ladi; N4 ogsilning 16-chi o'rinda joylashgan lizin
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aminokislota, atsetilidashgan bo'ladi, ya"ni tarkibida atsetil goldig'i
bo'ladi. Bunday modifitsilangan gistonlar (N4As16) xromosomaning
MSL-ogsillar joylashgan gismlarda joylashar ekan. N4 gistonlarning
modifikatsiyasini kompleks tarkibiga kirgan MOF- oqgsillar bajarishi
mumkin. Kak wyyasnilos, Gen mof  atsetiltransferaza fermentni
kodlaydi.

MSL ogsillar xromatinni transkriptsiva va tuzilishini nazorat
giluvchi xromosomalarning boshgaruvchi elementlari bilan o'zaro
ta"sir etadi. mle genini molekulyar tahlili bo'yicha u oldin ma"lum
bo'lgan DMKning ikkala zanjirini ajratishda ishtirog etgan genlar bilan
gomologik ekan, ya"ni transkriptsiya jarayonida zarur bo'lgan ferment
gelikazani kodlaydi. Oqsil MLE ning tarkibida ATP-bog'lovchi domen
bo'ladi, uni ko'pincha RNK-gelikaza deb atashadi. MSL ogsillar yana
boshga xususiyatga ega. Yaginda ma'lum bo'ldiki, drozofilada MSL
ogsillarga garshi hosil bo'lgan antitanalar ham boshga ikki ganotli
hasharotlarining erkaklarining  X-xromosomasi bilan bog'lanish
xususiyatiga ega. Demak, xulosa gqilish mumkin, dozali
kompensatsiyada ishtiroq etuvchi barcha ogsillar yugori darajada
konservativ bo'ladi, dozali kompensatsiya mexanizmi esa, allagachaon
evolyutsiya jarayonida paydo bo'lgan.

Erkaklarning politen X-xromosomalari bilan bog'lanadigan,
ogsillami  kodlamaydigan yangi RNK sinfi aniglangandi. Bunday
RMKlar roX (RNA on X-chromosome) nomlanadi. Xozirgi kunga qadar
ikkita gen ajratiigan goX — goX-l va roX-2. Ikkala genda ham
transkriptlar bo'ladi va fagat erkaklarga xos. RMKning bo'lishi va X-
Xromosoma bo'yicha targalishi tolliq be'lgan ogsil dozal
kompensatsiya kompleksining bo'lishiga bog'liq. Ogsillardan biri M5L
— MSL-1, MSL-3 yoki MLE bo'lmagan mutant lichinkalarda erkakning
X-xromosomasi to'liq RNK-ogsil komplesi bilan goplanmagan bo'ladi,
fagat 20 dan to 40gacha saytlar aniglanadi xolos. Ushbu saytlar
kiruvchi (entry) saytlar deb ataladi, ya"ni xromatinga kirish
uchastkalardir. SHulardan ikkitasi goX-1 va goX-2 ( 3F va 105 rayonlari)
genlarning joylashish joylariga to'g'ri keladi. Olimlarning fikricha, goX
genlar atrofida sintezlanayotgan RNK bilan birgalikda RNK-ogsil dozali
kompensatsiya kompleksini hosil giladi. Bunday kompleks goX genini
autosomaga o'mayotgan joyida ham hosid bo'ladi.
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goX-| va goX-2 genlardagi nuklectidlar ketma-ketliklarini tahlil
gilinganda aniglandi, ular bir biridan farq giladi, lekin X-xromosomada
joylashish joyi bir xil. Balki, kompleks tarkibiga genlar oilasiga goX
mansub bo'lgan xar xil RNKlar kirsa kerak.

goX genini autosomaga o'rnayotgan joyida  goX-ogsil
komplekslarni ko'pincha hosil bo'lish ekspansiyasi go'shni rayonlari
golib, uzogda joylar rayonlarga ham targaladi. Drozofilada dozali
kompensatsiva o'sha SxI geni nazoratida bo'ladi, ya'ni umuman
Jinsning rivejlanishini geni nazoratida.

SxI genini normal ogsili predotvrashchaet urg’ochilarda dozali
kompensatsiyani rivojlanishiga to'sqinlik giladi, natijada MSL ogsillar
xromosomada joylashmaydi. Sxi  genini mutatsiyasi MSL ogsillar
urg'ochi X-xromosomalarda paydo bo'ladi, shu bilan dozali
kompensatsiya jarayoni buziladi.

Olimlarning fikri bo'yicha SxI  genining mahsuloti birinchi
navbatda msl-2 geni bilan o'zaro ta"sirda bo'ladi (rasm 54).
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Rasm 54. Drozofilada dozali kempensatsiyaning boshqarilish sxemasi.
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X-xromosomalar soni autosomalar to'plamiga nisbatan birga
teng bo'lgan urg'ochilarda Sxl geni “ishga tushgan” holatda bo'ladi,
ya"ni msl-2 genining RMNK translyatsiyasini amalga oshmaydi. 5'-
translyatsiya kuzatilmaydigan rayondagi (5'UTR)  uncha katta
bo'lmagan intron msl-2 genining transkriptidan erkaklarda chetlatiladi,
lekin urg'ochilarning transkriptida saglanadi. SHunday gilib, 5Sx
geninig ogsili bevosita shu intronning alternativ splaysingini nazorat
giladi. msl-2 genida ogsil bilan bog'langan yana bitta SXL - 3"-uchida
(3'UTR) joylashgan sayt bo'ladi. Qanday gilib ushbu tuzilmalar
urg'ochilarning msl-2 genini translyatsiyasiga ta"sir etadi noma“lum,
lekin msl-2 genining mahsuloti yadroga tushmaydi. Uning bo'imasligi
tufayli boshga MSL ogsillari  X-xromosoma bilan assotsiatsiya
gilaclmaydi, gistonlaring atsetililangan shakllari.

N4Asi6 to'planmaydi  va urg'ochining X-xromosomas
transkriptsiya jarayonida o'ta faol bo'laolmaydi ( rasm 55).

X-¥romosomaning soni autosomalar to'plamiga nisbatan 0,5
teng bo'lganida, Sxl geni ishga tushmaydi. Mahsuloti SxlI bolmagan
tufayli msl-2 geni to'liq ekspressiyaga uchraydi va MSL ning ogsillarini
to'plami erkaklarnig X- xromosomasi bilan assotsiyalanadi.

Ogsillarning subbirliklari yadroga o'tib, X-xromosomaning 20-
40 “kirish” saytlarining komplekslarini sintezlanayotgan RNK goX
atrofida shakllantiradi. Komplekslar etilgan sari “kirish” saytlar orasida
aralashadi, natijada goX-l RNK tarkibida bo'lgan komplekslar goX-2
joylashgan uchastkalarga tushishi mumkin, Komplekslar X-xromosoma
bo'ylab tsis-yo'nalishda harakatlanadi. Natijada goX-oqsil kompleksi
bir necha yuz genlar-nishonlar bilan bog'lanadi, N4 gistonlar
atsetilidanadi  va natijada xromatinning  tuzilishi  o'zgaradi,
transkriptsiya jarayoni giperfaollashadi.

9.5. Sutemizuvchilarning genlar dozasini kompensatsiyasi.

Sut emizuvchi hayvonlarda genlar dozasini kompensatsiyasi
urg'ochilarda X-xromosomalaming bittasini inaktivatsiyasi tufayli
amalga oshadi.

1949 yilda M. Barr urg'ochi mushuklarning nerv hujayralarining
yadrolarida yadro materialining kompakt bo'lakchalarini aniglaydi,
erkaklarda bunday bo'lakchalar yo'q edi. Ushbu bo'lakchalar kashf
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etgan olimnmng nomiga Barr tanachalari deb ataladi. 10 yildan keyin
>. Ono xulosa qgiladi, Barr tanachasi urg'ochi sut emizuvchilarning
somatik hujayralaridagi bitta X-xromosoma hisobiga shakllanadi.

1961 yilda M. Layon (M. Lyon) xulosa giladi, sut emizuvchilarda
X-xromosomalarda joylashgan genlar dozasining kompensatsiyasi
urg'ochining har bitta somatik hujayrasida ikkita ota-ona
xromaosomilarining birini inaktivatsivaga uchrashi hisobiga amalga
oshadi.

Urg'ochi sutemizuvchilarning X-xromosomasini  inaktivatsiya
jarayoni  layonizatsiya deb nomlanadi. X-xromosomaning
layonizatsiyasi  embrional taraggiyotining boshlangich darilarida
kuzatiladi.  proisxodit v rannem embrionalnom razvitii. Inaktiv
holatdagi  X-xromosoma hujayra tsiklining barcha davrlarida
geteroxromatin shaklida va transkriptsiya jihatidan nofacl bo'ladi;
replikatsivalanadi kech 5-fazasida, autosomalar va faol X-
xromosomadan keyin, SHunday gilib, urg'ochi sutemizuvchilarning X-
xromosomalaridan biri kompakt holatda bo'ladi, ya“ni nofaol. Natijada
X-xromosomalarning genlar dozasi erkak wva urg'ochilarda
tenglashadi va bitta dozani tashkil etadi.

Sut emizuvchilaming X-xromosomasida alohida inaktivatsiya
markazi bo'ladi (Xic — X chromosome inactivation center).
Inaktivatsiya jarayoni yagona inaktivatsiya markazida initsiatsiyalanadi,
so'ng butun X-xromosoma bo'ylab progressiv tarzda tarqaladi.
Inaktivatsiva qonun bao'yicha * hammasi yoki bittasi ham emas”
amalga oshadi, X-xromosomaning nofaol holati embriogenezda hosil
bo'lib, giz hujayralariga barcha keyingi bo'linishlarda nasldan nasiga
o'tadi. Bunday alohida X-xromosomaning inaktivatsiya umumiy
markazini bo'lishi kuyidagi fagtlar bilan isbotlanadi:

1) inaktivatsiyaga uchraydi butun xromosoma va ikkitasidan -
bittasi; .

2) retsiproq translokatsiya bilan ajratilgan X-xromosomaning
faqgat gismi inaktivatsiyaga uchraydi, ikkinchi gismi kompakt holatga
o'tmaydi.

X—autosomalar  translokatsiyalarini  tekshiruviari natijasida
aniglandi, X- xromosomaning fagat bir gismi birikkan autosomaning
lokuslarini inaktivatsiya kilaoladi.
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Translokatsiyalar xaritasini tuzib, odam va sichgonning mitotik
¥romosomalarini inaktivatsiya markazini aniglash imgoniyati bo'ldi.

Xic markazini ifodalovehi DNK uzunligi taxminan 1 min pn.
Teng. Ushbu rayon tarkibiga X- xromosomaning inaktivatsiyasida
ishtiroq etadigan bir nechta elementlar va to'rtda gen kiradi. Ularning
eng asosiylari:

- Xist (X-inactive-specific transcript) — X-xromomosomani
inaktivatsiya holatiga olib keluvchi uzun kodlamaydigan RNKni
kodlaydigan gen;

- Tsix —parallel (ma"nosiz) Xist geninig DNK zanjiridan
transkriptsiyalangan element, ushbu RNK Xisf genining ekspressiyasini
nazorat giladi;

- Xce (X chromosome-controlling element) — ota-ona X-
xromosomalaridan gaysi biri inaktivatsiyaga uchrashini aniglaydigan
gen;

- DXPas34 —CpG- asoslari bilan boyitilgan, uzunligi 3 tpn teng,
Tsix faollashtirish uchun zarur bo'lgan, 34 marta tagrorlangan satellit
DNK dan tashkil topgan rayon.

Xist geni bir gator o'zgacha wususiyatlarga ega: uning
transkriptsiyasi urg'ochining nofaol X-xromosomasi bilan bog'lig
bo'ladi, Xist genining RNKsini fagat bitta X-xromosomaga ega bo'lgan
individlarda, yani erkaklarda va XO ga ega bollgan shaxslarda
aniglanmagan. Hujayra ichida, tsitoplazma va ribosomalarda RNK Xist
bo'lmagan. Demak, ushbu gen ogsilni kodlamaydi va uning RMKsini
translyatsiya gilmaydi. SHu bilan birga Xist genining RNKsi hujayra
yadrosida osongina aniglanadi, Barr tanachasi tarkibida. Ko'pchilik
olimlarning fikri bo'yicha shu RNK X-xromosomaning inaktivatsiyasida
bevosita gatnashadi.

Xist geni odamda genom DNKsining 45 tpn ga teng bo’lgan
gismini egallaydi, lekin uning 8ta ekzonini umumiy uzunligi 16,5 tpn ni
tashkil etadi.

Xist genining ekspressiyasida alternativ splaysing hu'lishi
aniglangan. kDMK ning ajratilgan ko'pchilik klonlarida 4 yoki bl
ekzonlar bo'lImagan, kamdan-kam boshga ekzonlar bo'lImagan kdunlaf
uchragan. Nozern-blot natijalarini tahlili yana bitta qizig faktni
aniglashga imqoniyat yaratdi: gibridizatsiya signali diskret chiziglar

shaklida aniglanmasdan, balki uzluksiz oynaga surtilgan yupga gatlam_
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shaklida kuzatiladi. Bunday ko'rinishi Xist genining tarkibida ko'p sonli
transkriptlarni  bo'lishi to'g'risida dalil bo'lib  xizmat giladi.
Transkriplarning katta-kichigligi har xil bo’lib 10 ptn gacha va undan
ham yugori be'lishi mumktn. PZR-polimeraza zanjirli reaktsiya
yordamida bir nechta har xil uzunligidagi transkriptlar aniglangan
bo'ladi. Demak, xulosa gilish mumkin, Xist genining transkriptsiyasini
initsiatsiyasi geterogen bo'lib, bir nechta initsiatsiya saytlariga ega.
Bundan tashgari, ushbu start saytini yaginida TATA-domen
kuzatilmagan, lekin SAAT bloki 99 o'rinda joylashgan bo'ladi. TATA-
domen minor start saytiga nisbatan 39 orinda (pozitsiya)
Jjoylashganligi aniglangan.

Gen Xist geni sut emizuvchmlilamig ko'pchiligida aniglangan.
Barcha turlaming ekzonlarida uzun “o'qish” ramkalari yo'g, eng uzuni
~ 483 pn ga teng, ya'ni ekzonlarning umumiy uzunligini taxminan
3%ni tashkil etadi.

Xist genidan chiggan signallarning X-xromosomaning boshga
uchastkalariga targalishi uchun shu xromosomaga xos bo'lgan ketma-
ketliklar kerak bo'lmaydi. Lekin, inaktivatsiya signali eng effektiv
targaladi ayni X-xromosomada.

Ushbu faktni tushuntirish uchun X-xromosomada signallarni
kuchaytiradigan va uzatadigan uchastkalar borligi to'g'risida gipoteza
taglif etilgan (eway stations» ili «boosters»). Bunday uchastkalarning
tuzilishi, kelib chigishi hali noma‘lum, lekin o'rta meyyorda
tagrorlangan ketma-ketliklardan tashkil topgan bo'lsa kerak degan
malumatlar yigilib bormogda. LINE elementlaming joylashishi G-
bo'yalgan gismlarga to'g'r kelmaydi; ular mushuk va odamning X-
xromosomasida bir tekis o'ta yargirog bo'yalgan bo'ladi.  SHu
sababdan LINE-elementlar Xist genining signallarini kuchaytirish
uchun kandidatiar vazifasini bajaradigan omillar deb garash mumkin.

Zamonaviy tushunchalar bo'yicha  Xist RNKsi  Xist
transkriptsiyasi initsiatsiya bo'lgan X-xromosomaning xromatini bilan
lokal tarzda o'zaro bog'lanadi. Matijada xromosoma kompakt h:::!a:ga
keladi va yadro qobig'i bilan bog'lanadi, urg'ochi sut emizuvchilarda
X-xromosomalardan biri zich tanachani — jinsiy xromatinni, ya“ni Barr
tanachasini hosil qgiladi. SHu X-xromosomadagi genlarning barchasi
nofaol holatda bo'ladi shu bilan genlar dozasi ikkala jinsda

tenglashgan bo'ladi.
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Lekin X-xromosomadagi hamma genlar Xist genining ta"sirida
inaktivatsivaga uchramaydi. Odamning X va Y-xromosomalarning
uchlarida uncha katta bo'lmagan genlar guruhi joylashgan be'lib
(psevdoautosom rayonlar - PAR), ular faol holatda goladi. Ular X- va
Y-¥romosomalarda gomologik bo'ladi. Kalta elkaning uchida
joylashgan PAR 1-rayon ning uzunligi 2600 tpn ga teng bo'lib,
tarkibida 8ta ekzon bo'ladi. Fagat ikkita gen (320 tin) uzun elkasini
uchida joylashadi. SHu psevdoautosom rayonlar meyoz jarayonida
konyugatsiyalanadi va rekombinatsiyaga uchraydi.

SHunday gilib, shu razdelda ko'rib chiggan izlanishlarning
natijalari asosida xulosa gilish mumkin, jinsni rivojlanish jarayonini
aniglashda zamonaviy genetika yirik muvaffagiyatiarga erishdi. Bir
gancha ma'"lumotlar olingan bo'lishiga qaramay, jins belgilarini
rivojlanishi va boshqarilishi oddiy genlar o'zaro ta"siriga bog'liq, deb
aytish mumkin. Evolyutsiya jarayonida dozali kompensatsiyaning
kamida uchta mexanizmi  shakllangan:  gipertranskriptsiya,
gipotranskriptsiyva wva transkriptsiyaning repressiyasi. Ularning
ikkitasida kodlamaydigan RNK molekulalarini ishtirogida tasodifan
parallellari aniglangan, lekin ushbu RNKlaming ta'siri natijasida
olingan natijalar har xil bo'lib chigdi.

Nazorat uchun savollar:

1.  Ginandromorf interseks, germafroditlar va jinsning
boshga o'zgarishlari.
linsning aniglanishini balans nazariyasi.

Jins aniglonishida genlar fooliyoti
Sut emizuwchilarda jinsni aniglanishi,
Genlarning dozasini kompensatsiyasi
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BOB 10. ONKOGENETIKANING ASOSLARI

Hujayralar transformasiyasi va o'smalar hosil bo'lish jarayoni
O'smalar haosil  bo'lishining sabablari Onkogenlar. Antionkogenlar
yoki o'smalarning supressor-genlari. Metastaziar hosil bo'lishining
genetik boshgarilishi. O'smalarning ko'p pog'onali shakllanishi
{o’smalar progressiyosi).

Statistika bo'yicha butun dunyoda har yili 6 mindan ko'proq
asosan oltita organlarning rak kasalliklari aniglanadi (o'pka, oshgozon,
sut bezi, to'g'ri ichak, bachadonning bo'yin gismi va prostata bezi).
Bemorlarning deyarli yarmi kasallikdan o'ladi. Demak, rivojlangan
mamlakatlarning aholisidan har beshinchisi onkologik kasalliklardan
halog bo'ladi (yunon. *onkos” - a'sma), ya'ni onkologiya sohasidagi
izlanishlar katta ahamiyatga ega va zarurdir. Xavfli o’smalarning
rivojlanishida hujayralarda kuzatilgan tuzilishi va funksiyasining
o'zgarishini aniglash fundamental va nazarly ahamiyatga ega.

10.1. Hujayralarning transformasiyasi va o‘smaning hosil
bo'lish jarayoni.

Har bir to'gimada hujayralar migdor, xuddi tanada egallagan
to'gima hajmiga o'xshab, deyarli o'zgarmaydi.  Tabiiy ravishda halog
bo'lgan hujayralar esa, yangi hosil bo'lgan hujayralar hisobiga tiklanib
turadi. Tiklanish jarayonini tempi ekzogen va endogen omillar nazoratida
bo'ladi. Agarda kamayish - to'ldirilish balansi gandaydir sabablarga
tufayli to'ldirish hisobiga o'zgarsa, hujayralaming ortiqcha massasi hosil
bo'ladi va balans o'zgargan joyda to'gimaning giperplaziyasi kuzatiladi.
Giperplaziya uzoq davom etsa, xavfsiz so'ng xavfli o'smalarga aylanishi
mumkin, Xavfsiz o'sma sekin o'sadi va o'zining to’gima chegarasidan
chigmaydi, ya'ni ostida yoki yonida joylashgan to'gimalarga n‘nﬂaydi_r
yoki qo'shni to'qimalarga invaziya kilmaydi va metastaziar hesil gilmaydi.
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Agarda o'sma xajmi bo'yicha kichikrogq bo'lsa, uning gon tomirlar
bo'lmaydi, natijada ozuga yetishmagan sababli hujayralar bo'linsa ham,
tabily halog bo'lgan hujayralar hisobiga jarayon tenglashadi va natijada
o'sma kattalashmaydi, ya'ni o'smaydi.

Jarrohlik yo'li bilan xavfsiz o'sma yonida joylashgan va
bo'linayotgan yosh hujayralari bilan birga olib tashlansa, odatda yangi
o'sma hosil bo'imaydi.

Xavfli o'smaning asosiy belgisi hosil be'lgan joyidan atrofidagi
to‘gimalarga o'sib boradi, chunki gon tomirlar o'sma ichiga garab o'sa
boshlaydi. Natijada yetarli darajada ozuga olib, o'sma o'sadi. Agarda
o'sma ostidagi to'gimaga o'sib ichiga kirib ketsa, o'sma hujayralarning
invaziyasi deyiladi.. Invaziya — xavfli o'smaning eng birinchi belgisi
hisoblanadi. Agarda o'sma hujayralari asosiy o'sayotgan joyidan uzilib,
limfa yoki gon orgali organizm bo'yicha targaladi va boshga
organlarda o'rashib qolsa, (ko'pincha limfa tugunlarida, jigar, o'pka),
shu joylarda o'smalar o'sishini ikkilamchi manbai hosil bo'ladi, ya'ni
metastaz jarayoni kuzatiladi (rasm 54).

Aynigsa mikrometastazlar juda xavfli bo'ladi, chunki o'smalar
o'sish joylari juda mayda bo'lib, uni aniglash giyin va olib tashlash ham
giyin. O'smani aniglash mumkin bo'lganda, o'sma ancha katta bo'ladi va
o'smalamni tarkibida yuz millionlar hujayralar bo'ladi: o'smada hujayralar
migdori 108 yetganda, uni rengen nurlari yordamida ko'rish mumkin
bo'ladi, migdori 109 bo'lsa uni palpasiya bilan aniglash mumkin. Bemaor
haleq bo'lishi mumkin qachonki o'smada hujayralar soni taxminan 1012
bo'lganda, chunki bunday kattalikdagi o'sma hayot uchun muhim
bo'lgan organlarni asaosiy vazifalarining buzilishiga olib keladi.

Har ganday o'smaning hujayralarini genetik jihatidan o'xshash
bo'lgan (singen) hayvonga o'tkazish va o'tkazilgan o'smani hosil gilish
mumkin. Natijada bunday o'sma chegarasiz o'saveradi, gancha marta
o'tkazilsa, shuncha o'sish davom etadi. O'smalarning rivojlanishi
avtonom tarzda amalga oshadi, chunki soglom hayvonga
o'tkazilganda ham, o'sishi davom etadi.

Xavfli o'smalarga atrofidagi to'gimala ta'sir etmaydi, natijada
ular boshga territoriyalarga invaziya giladi va boshga begona
to'gimalar orasida ham bemalol o'saveradi.

Xavfli o'smaning yana bitta ajralmas xususiyati hujayralarining

abadiyligi. Mormal hujayralar_o'limga mahkum, ya'ni ularning hayot
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siklida programmalashtirilgan o'lim — apoptoz bo'ladi. Sun'iy usulda
o'stirilganda ular ma'lum marta ba'linib, halog bo'ladi. O'smalarning
hujayralari bo'linish me'yorini bilmaydi xo organizmda bo'lsin, xo
sun'iy usulda o'stirilayotganda.

Eontakt orgali
sekmlashish
nmmﬂhlga;nlur n"mm boajayralar
A. Hujayralar ko'payishining o'ziga xosligi
normal biog
2 0'sma paydo be'lishiga olib keluvehi differensistsiyagn
of uctrzgan, oy,
A pokned
Fzma mitvistaiyasic
genetlk moddanmg
tmsnmiahi
¥sma promatsiyasic

B. Hujayralar iransformetsiyasi

Rasm 55. Kanserogenez sxemasi
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Xavfli o’sma uchun aynigsa juda muhim va majouriy bo'lgan
belgisi uning monoklonalligi. Xavfli o'sma bitta genetik o'zgargan
hujayradan rivojlanadi, ya'ni genetik jihatdan bir xil hujayralar
aviodidir. Monoklonallik xususiyati DNKsini  tahlili  natijasida
isbotlngan. Masalan, mieloid leykemiya bilan kasallangan
bemorlarning deyarli barchasida xromosoma tuzilishini o'zgarishi
(xromosomaning qayta qurilishi) aniglangan. Surunkali mieloid
leykemiyada oq qon tanachalar sog'lom hujayralardan filadelfiya
xromosomasini  mawvjudligi bilan farq gilar ekan (9 va 22
xromosomalarning uzun yelkalari orasida translokatsiya kuzatilgan).
Translokatsiya  kuzatilgan rayondagi DNKsi  sekvenirlanganda
aniglandi, uzilgan gismi va translokatsiyaga uchragan fragmentlarning
go'shilgan gismi barcha leykemiya hujayralarida va bemorlarda bir xil
ekan, ammo bemorlar bir biridan uzilgan va birikkan DNK gismlarini
xromosomada har xil masofada (yuz — ming juft nuklectidlargacha)
joylashganligi bilan farg giladi.

Keyinchalik, o'sma hujayralarning bo'linishida mutasiyalar hosil
bo'lib, yangi klonlar paydo bo'ladi, natijada o'sma to'qimasi tarkibi
genetik har xil hujayralardan tashkil topgan bo'ladi. O'smaning
progressiv rivojlanish jarayoni va hujayralar seleksiyasida awvalgi
to'gimaning belgilari asta-sekin yo'qoladi, ammo qaysi to'gimadan
o'smaning rivojlangan bo'lsa, o'sha to'gimaning belgilari to'lig
yo'qolmas ekan. O'smaning mana shu belgisi gaysi organ va ganday
hujayralardan paydo bo'lganligi va qaysi davolash usuliga sezuvchan
ekanligini aniglashga imgoniyat yaratadi.

10.2. 0'smalarning hosil bo‘lish sabablari.

Ma'lumki, o’smalami hosil gilishning bir necha xil inluktorlan
mavjud. Bularga kiradi: kanserogen moddalar, o'smalar hosil giluvchi
viruslar, rentgen va ultrabinavsha nurlar. Lekin ka'pincha, to'g'rirog’i
o'smalarning asosiy gismi tasodifan paydo bo'ladi, ya'ni indusirlangan
ta'sirotlar bilan bog'liq holda emas.

1. Kanserogen moddalar har xil - oddiylardan tortib (5514) to
Juda murakkab tuzilishlarigacha (metilxolantren yoki benzantrapen).
Ko'pincha ulaming ta'siri o'xshash biologik effekt rivojlanishiga olib
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keladi, ya'nn o'smalar hosil giluvehi hujayralarmi  ko'payishini
stimullashtiruvchi mutasiyalarni hosil bo'lishiga

Kanserogen moddalarga yagin keladi bitta-ikkita paydo bo'lgan
o'sma hujayralarning o'sishi va bo'linishiga imgoniyat yaratgan
moddalardir -  kanserogenezning promotorlari. Ushbu moddalar
kimyoviy kanserogenezning muhim komponentidir, chunki normal
to'gima ichida paydo bo'lgan yakka, yolg'iz o'sma hujayralari odatda
atrofidagi to'gima ta'sirida beo'lib, ko'paymaydi, ya'ni o'smaga
aylanmaydi va latent holatda yillar davomida saglanadi. Promotorlar
normal to'qimaning ta'sirotini yo'qotadi va kuchli kanserogen omil
vazifasini bajaradi.

Kanserogen moddalar (promotorlar ham) odamda juda ko'p
o'smalarning rivojlanishiga sababehi bo'ladi, masalan, ko'midagi forbol
efiri (kanserngenning promotori) "mo’ri tozalovchi® rak kasalligini
sababchisi bo'ladi, anilin esa, kraska zavodini ishchilarida - siydik
pufagini, nikotin - o'pkaning rak kasalliklarning sababchilari bo'ladi.

2. O'smalar hesil giluvchi viruslar. Bular bo’lishi mumkin
o'zida retroviruslar saglaydigan DNK yoki RNK tutuvchi viruslar.
Ularning barchasi noyob xususiyatga, ya'ni hujayra-xo'jayinning
genomi bilan integratsiya gilaoladi.

3. Birinchi marta o'sma hosil virus 1910 yilda P. Raus
tomondan tovuglarda aniglangan. Sarkoma o'smasidan olingan
hujayrasiz filtrat organizmga yuborilganda yangi o'smalar rivojlandi.
Infisilangan agent wvazifasini RMK-saglowvchi retrovirus bajargan edi
(Raus sarkomaning virusi), ya'ni virus bo'lib, uning RNK molekulasida
teskari transkriptaza fermenti yordamida DMK sintezlanadi va hujayra-
Xujayin genomiga borib  birikadi. .

Genotipning roli. O'smalarning ko'pchiligii kelib :.-hiqish]da
asosiy sabab genetik o'zgarishlar: har xil mutasiyalar va genomning
reorganizasiyasi.  Ayrim holatlarda bu tanlanishning "ﬂtllaﬂd":
Tanlanish usuli yordamida sichqonlarning toza liniyalari - 100% xavfli
o'smalaming rivojlanishiga olib keladigan (leykozlar, sut bezlarning
rak kasalligi, o'pka raki Jhayvonlar hosil gilinadi. Leykozlar va sut
bezlarining rak kasalligining kelib chigishi ham genotip, ham virusga
bog'liq bo'lsa, o'pka rak kasalligini rivojlanishi organizmning genotipi
va kanserogen moddaga bogligdir. Lekin, olimlarming fikricha

o'smalarning _rivojlanishi _asosan enotipga bogli a'ni _hujayra

231




normal bo'lishining nazorat giluvchi genlarning mutasiyalari natijasida
kelib chigadi. O'smalar progressiyasining  stadiyalan  va
metastazlarning hosil bo'lish jarayoni ham genlar nazoratida bo'lsa
keralk.

10.3. Onkogenlar.

Xavfli o'smalarning rivojlanishi genotipga bog'liq ekanligini
ikkita faktlar tasdiglash mumkin: 1. Masllanadigan o'smalar bilan
o'smalarning hujayralarida maxsus xromosoma gayta qurilishlarning
korrelyasiyasi. 2. O'smalarming xavflilik xususivatini  stabilligi,
transformirlangan hujayralarga va hujayra bo'linishida avlioddan
avlodga o'tishi.

Xavfli o'smalarning rivojlanish jarayoni genetik nazoratda
bo'lishini  bevosita tasdiglanishi  viruslarda harorat  sezuvchi
mutasiyalarni  hosil gilishida aniglandi. 1970-yillarning boshida
sarkoma virusining  harorat sezuvchi mutantlar hosil qilinadi.
Mutantlar maxsus harorat ta'siida normal hujayralami  rak
hujayralariga aylantirish xossasiga ega bo'ladi.  Demak, bunday
harorat ta'sirida ekspressiyaga uchraydi fagat bitta genning mutant
shakli, lekin o'sma hujayralariga transformasiya gilish va bunday
xususiyatni saglash uchun yetarli ekan. Ushbu mutasiyani boshga
harorat ta'sirida inaktivasiya gilish, hujayrani normal holatiga olb
keladi. Shunday gilib, xulosa gilinadi, sarkoma virusida bitta gen bo'lib,
o'smaning xavfliligini hosil giluvchi va saglovehi vazifasini bajaradi.
Mana shu gen onkogen deb nomlandi. 1981 yilda tovugning sarkoma
virusidan birinchi onkogen ajratildi — src (rasm 55).

Onkogenlar tutuvchi retroviruslar ichida Raus sarkomaning
virusi 0'ziga xos tuzilishiga ega, chunki viruslarning hayot sikli uchun
zarur bo'lgan uchta geni saglangan: gag, pol i env. Boshga onkogen
viruslarda shu genlarning bitta yoki ikkitasi gisman yoki to'lig
yo'golgan bo'ladi, transformasiyalangan onkogenni biriktirish uchun,
ya'ni almashgan bo'ladi. Shu sababdan transformasiyalangan virusning
zarrachalari  shakllanishi mumkin fagat hujayra ichida, bunday
hujayrada normal (defekt bo'lmagan) transformasiya bo'lmagan
yordamchi-virus  bo'lib kuzatilmagan funksiyalarni kompensasiya
giladi.
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Rasm 56, Sichqonning leykemiya virusini strukturasi (a) va Raus
sarkomani (b), hamda src onkegenini va protoonkogenini c-src {v). gag —
virusning kapsid ogsilini kodlovchi gen, pol — teskari transkriptazani, env

— virusning glikoprotein qobig'inl

Viruslarning LTR  tarkibida transkripsiyani boshgaruvchi
signallarini  ko'pchiligi  bo'ladi:  inisiasiya, transkripsiya va
poliadenilirovaniyani va boshgalar.

Tez orada aniglanadi, src genini sun'ly ravishda hujayraning
genetik apparatiga o'tkazilganda, virus bo'lmasa ham, hujayra
transformasiyaga uchraydi.  Bundan keyin viruslaming bashqga
onkogenlari aniglanadic myc, ras, abl va boshqalari. Demak,
o'smalarning viruslari o'zicha o'smaning rivojlanishini ta’'minlamas
ekan, viruslar onkogenni hujayraning genetik apparatiga o'tkazadi va
unga biriktiradi. Agrda virusning genetik apparatidan onkogenni olib
tashlansa, virus ko'payadi, hujayra genomiga kiradi, lekin xavfli o’smani
hosil gilmaydi.

Umurtgali hayvonlarning normal hujayralari tarkibida bo'ladi
gen src ga o'xshagan, Raus sarkomaning virusini tarkibiga kirgan,
lekin identik bo'lmagan, DNK fragmentlari. Shu sabdan genom va
virusning ketma-ketliklari har xil nomlanadi: v-src — viruslarda
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{onkogenlar), c-src — hujayrada (protoonkogenlar). c-src dagi
intronlar v-src da splaysinga uchraydi.

Keyinchalik 100 ortig viruslaming onkogenlari va ularga mos
bo'lgan protoonkogenlar aniglangan.

Ushbu genlar hujayraning normal hayotiy jarayonlarini
boshgaradi: usuvchi omillarga va gormonlar ta'siriga javobini,
bo'linishlarning odatdagi tempi va vagtini. Hujayra o’sishi va ko'payishi
uchun maxsus signallar zarur, signallarni ko'pincha boshga hujayralar
yoki hujayra o'zi ishlab chigadi. Odatda bular ogsil molekulalari ba'lib,
o'sish omillari deb ataladi (rasm 56). Ularning sintezi gatbiy ravishda
boshgarib turadi, lekin boshqarilishi buzilsa, omillar ko'p migdorda
to'planishi mumkin, MNatijada ular hujayraga o'sishi va bo'linishi
to’‘g'risida signal beradi, Shu sababdan o'sish omillami kodlovchi
genlar, onkogenlar vazifasini bajarishi mumkin. Omil reseptorga
birikkanda, reseptor faollashadi, ayrim holatlarda fermentativ reaksiya
shaklida, masalan, maxsus ogsillar fosforillashadi. Reseptorlaming
ayrim shikastlanishlari natijasida, ular o'sish omili bo'lmasa ham,
faollashishi mumkin wva osishi kerak bo'lishi to'g'risida uzuluksiz
signal berishib turadi.  Shikastlanishi tufayli reseptorning geni
onkogenga aylanadi. Hujayraning o'sishi to'g'risidagi signallarni
yetqazish fagat o'sish omillari va ularning reseptorlari  bilan
chegeralanmaydi. Signallami hosil gilish va o'tkazishda bir gancha
boshqa ogsillar ham gatnashadi, jarayon esa, ko'pincha bitta ogsil
ikkinchi ogsilni fosforildaydi, ikkinchisi — uchinchisini va hk. Ushbu
zanjirlarning ishtirogchilarini kodlovchi genlar onkogen rolini bajarishi
mumkin.

Signallarni  o'tkazish zanjiri  hujayraning yadrosida tugaydi.
Yadroda transkripsiya omillari faollashadi, ya'ni maxsus genlarning
boshgaruvchi uchastkalari bilan bog‘langan va ularni facllashtiruvchi
oqsillardir.

Bu ogsillar hujaraning o'sishi va ko'payishi uchun zarur bo‘lgan
ogsillardir. Transkripsiyani kodlovchi genlar orasida onkogenlar ham
bo'lishi mumkin (rasm 56). Shunday gilib, hujayraning o'sish va
ko'payishini to'g'risida signal beruvchi ogsillarni kodlovchi genlar
potensiai ongogenlar bo'laladi, chunki shikastlanganda yoki ushbu

genlarning boshgarmagan holda facllashishi tufayli, hujayralar rak
hujayralarga aylanadi.
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Rasm 57. Hujayraning o'sishi va bo linishi to'g risidagi signallarning
hujayra qobig‘idan to hujayra yadrosigacha o'tishining asosiy bosgichlarl.

Xulosa gilish mumkin, viruslaring rivojlanish siklida xujayinning
genini (odam yoki sichgonni) “ushlab” olish davri bo'ladi va natijada
x0jayin hujayralari ongogen rolini bajaradiv.

Protoonkogenlarning faollashtirishini bir gancha usullari mavjud
bo'ladi, natijala ular avtonom holatga o'tadi {rasm 58). Odatda har xil
kanserogen omillaming ta'sii  protoonkogenlarning  doimiy
facllashgan holatda turishiga olib keladi. Masalan, xromosomalardagi
translokatsiyalar tufayli protoonkogen yangi joyga o'tib golishi
mumkin - faollashgan promotorning nazoratiga. Matijada,
protoonkogen tinmay ishlaydi va hujayra bo'linishlar siklidan
chiqaolmaydi (myc) yoki membranadan yadroga (ras) tinimsiz signallar
yuborib turadi yoki o'sish omillarining sintezini amalga oshiradi.

Ayrim o'smalarni viruslarining tarkibida onkogenlar bo'lmaydi,
lekin xromosomaning protoonkogeni joylashgan joyiga birikib, uni
faollashtiradi, ya'ni uzuluksiz ekspressiya hosil giladi. Bunday vogeaga

"kiritilgan" kanserogenez deyiladi.
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Kanserogen moddalar va nurlanish yuqori darajada mutagen
faollikga ega bo'lib, har xil genlarda, shunindek protoonkogenlarda
ham mutasiyalar hosil giladi. Ushbu mutasiyalar protoonkogenlarning
boshqgarilishini  o'zgartiradi, natijada nazoratdan chigadi yoki
kodlaydigan ogsillarining xossalarin o'zgartiradi.

10.4. Antionkogenlar, yoki o’smalarning supressor genlari.

Vskore Birinchi onkogenlar kashv etilganidan so’'ng, shunday
genlar to'g'risida ma'lumatlar paydo bo'ladi, ularning yo'qolishi yoki
faolligini susaytirilishi ham o’smalarning rivojlanishiga olib keladi.
Boshga so'z bilan aytganda, ushbu genlaming ogsil mahsulotlari
hujayraning rak hujayrasiga aylanishga yo'l go'ymaydi. Bunday genlar
antionkogenlar yoki o'smalarning supressor genlari deb nomlanadi
(GS0). Ma'lum bo'lgan GSO larning migdori ko'payib bormogda, lekin
kashv etilganlarga nisbatan kamrog.

Taxminan 20 mingta bolalarning ichidan  bittasida
retinoblastomaga moyillik kuzatiladi. Kasallikning ikkita shakli mavjud:
irsiy va irsiy bo'lmagan, Irsiy shaklida o'smalar ikkala ko'zda ko'p
migdorda rivojlansa, irsiy bo'lmagan shaklida esa, bir dona o'sma hosil
bo'ladi va fagat bitta ko'zda.

60-chi rasmda retinoblastomani induksiya gilgan mutant
genining nasllanish sxemasi ko'rsatilgan. Taxmin gilinadi, irsiy shakli
bilan kasallangan bemorlarda o'smani rivojlantirish supressor geni
xromosomaning bittasida faolligini yo'gotdi. Shu sababdan shu
genning mutasiyasi bo'yicha geterozigotalar genetik jihatidan rak
kasalligiga moyil bo'lib qoladi. Ushbu lokusning birinchi somatik
mutasiyasi shu hujayrani mutasiya bo'yicha gomozigota holatiga
aylantiradi va natijada o'sma rivojlanadi. shunday qilib,
retinoblastoma ikkita mexanizm bo'yicha rivojlanadi; bittasi - mutasiya
generativ hujayralarida kuzatilsa, ikkinchisi — somatik hujayralarida.

| — virusning onkogeni: virusning genomini bir gismi xo’jayin
xromosomasiga kirgani (provirus). Onk - retroviruslarning onkogenlari,
masalan, sre, myc, ras, erb; Xr — xo'jayinning xromosomasi. Il —
hujayra onkogenning faollashishi birikkan provirus tufayli (masalan,
sichqanlarning sut bezlarini rak kasalligida onkogen onkogen Int-1). i
— xromosomning translokatsiyalari — uzulishi va har xi
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xromosomalarning fragmaetlarini qo'shilishi natijasida yahlit bitta
yangi xromosomani hosil bo'lishi, natijada onkogenning faollashishi
yoki yangi onkogenning hosil ba'lishiga olib kelishi mumkin.

Cmk
! 55
Xp Provirs
»  Onk
I -
Xp Provirus
A Omk
m ~
xp A xpB
A B
o v
Xp A Ximer ogsillar XpB

Ly M mpe nig LTSS [

v [ N

Onk®
v [
Xp
Fen-supressor®
v 1
Xpn
Y Omk
- (&R
Xpm
* — mutant gen

» — pen ekspressiyasining faollashishi
Rasm 58. Onkogenlarning kelib chigishi va follashishi.

Birinchi vogeada indamas gen faol turgan promotor yoki
hujayraning enxanseri nazoratiga tushadi va faollashadi {masalant gen
myc Berkitt limfomasida). Ikkinchi vogeada, uzulgan - c!u'shllgar:
joyda ximer oqsilini kodlaydigan yangi ximer geni hosil bo'ladi
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(masalan, ximer genining ogsili bsg-abl surungali mieloleykozda). IV
— protoonkogenning amplifikasiyasi (nusxalar migdorini ko'payishi)
tufayli o’smalarning transformasiyasi kuzatiladi (nerv sistemasining
o'smalarida tue genining amplifikasiyasi) V —protoonkogenning
mutasiyasi — mutant onkooqgsilining mutasiyasi (masalan, c-ras
spontan va kanserogen o'smalarda). VI — inaktivasiya yoki o'smaning
o'sishini supressor genini yo'golishi tufayli onkogenning faollashishi
(masalan, RB geni odam retinoblastomasining hujayralarida; gen r33
odam har xil o'smalarining hujayralarida).

Faol bo'lmagan gen odamda retinoblastoma rivojlanishining
jiddiy omili hisoblanadi va Rb deb nomlanadi. Rb genining normal
alleli bo'yicha gomozigot bolalarda o'sma kamdan-kam rivojlanadi,
agarda tasodifan bitta hujayraning ikkala xromosomasida shu genning
mutatsiyasi kuzatilsa, ana shunda retinoblastoma rivojlanali.
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] L 4 e ik 13 o - s [ A .
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-Mhm whl uunim{um t;ur " “ ” "
Wb by srymming, raslide
.Y bazom ikkinchi b gesh ham
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.f-*'!-” Ssjayvalarning lerlashgan
Mm‘uﬂ Efuumhum
i lintadgm i keled
Hutige: o'mma hosil bo'lmaysi Fulijn: muletsiym nasllasik o'igan ‘Hatijac 30060 soglom odamdan fagel
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Rasm 58. Rb geni mutatsiyasining sxemasi va odamda retinoblastornaning
irsiy wva irsiy bo'lmagan shakllarining rivojlanishi.

Keyingi izlanishlarda aniglanadi, Rb genining faolligini yu'qulishi
fagat retinoblastomani emas, balki har xil o'smalaming rivojlanishini
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sababchisi bo'ladi. Rb geni 1986 yilda kionlangan beo’lib, genomda 180
tpn ga teng joyni egallaydi va molekulyar massasi 110 kDa bo'lgan
oqsilni kodlaydi. Ko'pchilik normal hujayralarda gen faol ravishda o'z
funksiyasini bajaradi, uning maxsuloti hujayra bo'linishlarda asosiy
“tormoz’lardan biri bo'lib xizmat giladi. Rb genining funksiyasi
hujayrani mitotik sikidagi harakatini nazorat qilishdir. Hujayralar
ko'payishda hujayra siklining bir nechta fazasi o'tadi. Muhim fazalari
— hujayralarning bo'linishi yoki mitoz (M); DNK sintezidan oldingi faza
(G1); DMK replikasiyasining fazasi (S); undan keyin bo'linishga
tayyorgarlik fazasi (G2) va yana mitoz (M). Bundan tashqari, hujayralar
o'tishi mumkin G1 dan S fazaga emas, balki GO fazaga. Hujayra
siklining bitta fazasidan ikkinchi fazasiga o'tish qgatiy ravishda
boshgaraladigan  jarayon. Hujayra siklini  ma'lum  etaplarida
“tekshiruvchi nugtalar® (checkpaints) bo'lib, maxsus ogsillar aniglaydi,
hujayrada hamma narsa joyidaligi, siklnig keyingi fazasiga o'tishiga
tayyor ekanligini. Masalan, agarda hujayrada DNK shikastlangan
bo'lsa, signal orgali keyingi fazaga o'tish to'xtatiladi, Bunday tekshirish
tizimi katta migdorda maxsus ogsillarning bo'lishini talab qiladi. Sikl
bo'yicha harakatlanishga ruhsat berishda hal giluvchi rolini siklinlar
oilasiga kiruvchi ogsillar bajaradi. Ular ogsillaring fosforillanishini
amalga oshiruvchi maxsus fermentlar bilan boglanadi - siklinga
bog'liq bo'lgan kinazalari bilan (SZK, yoki Cdk). Fagat siklinlar
kompleksida bo'lgan Cdk o'zini ogsil - nishonlarini fosforillashtiradi,
natijada sikining keyngi fazasida maxsulotlari kerak bo‘igan genlar
faollashadi.

Har bir hujayra siklida transkripsiyaning omillar kompleksi hosil
ba'ladi DP1/E2F gen Rb (pRB) ning fosforillanmagan holatda bo'lgan
maxsuloti bilan (rasm 589, a).

Ushbu kompleks  DNKning replikasiyaga tayyorlanish
jarayonida ishtiroq etmaydi, natijada hujayra GT fasidarz 5 fazaga
o'tmaydi. Bunday holat saglanganicha hujayra G1 fazasida turgan
bo'ladi. i

Agarda pRb ogsil siklin/sikinga bog'liq kinaza ta'sirida
fosforillashmasa, u transkripsiya omillari bilan DP1/E2F bnsh_qa
bog'lanmaydi. Ozod bo'lgan molekula DP1/E2F hujayra 5-fazaga o'tish
uchun faollashishi kerak bo'lgan genlaming boshgaruvchi gismiari
bilan bog'lanadi va ularni ishga soladi.
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Agarda hujayradagi ikkala gomologik genlar mutant holatda
bo'lishsa, Rb ogsil o'z fuksyasini bajarmaydi, ya'ni kompleks DP1/E2F
bilan bog'lanmaydi, natijada 5-fazasiga o'tish jarayoniga javobgar
bo'lgan genlar  faollashmaydi. Hujayraning bo'linishi ko'prog
kuzatiladi, normaga nisbatan (rasm 59, b).

Ayrim onkogen viruslar (masalan, adenoviruslar, virus SV40)
o'zining onkogenlari tufayli o'smalaming o'sishini ta'minlaydi.
Onkogenlar kodlaydigan ogsillar pRb ogsili bilan kompleks hosil
giladi, natijada transkripsiya omillari bilan bog'lana olmaydi DP1/E2F

(rasm 59, v).
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Rasm 60. Hujayra siklining G1 bosgichdan S bosgichga o tishida pRb
ogsilining roli

Boshga o'sma hosil giluvchi supressor geni p53 deb nomlanadi
(p — protein, 53 — molekulyar massasi, kDa). Ushbu genning
ajratilgan mutant allellari, ularning migdori 3400 ortiq, odamda
kuzatilgan barcha tipdagi o'smalarning 50% ni tashkil etadi. r33
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Rasm 61. DNK tuzilishining buzilishi tufayli hujayra siklining G1
bosqichda to'xtab golish jarayoni bosgichlari.
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Agarda hujayra siklini o'tayotib gaysidir tekshirish nugtada
to'xtab golgan bo'lsa, masalan DNK ning shikastlanishi natijasida,
hujayrada gqanday o'zganshlar kuzatiladi. Birinchi yo'li —
shikastlangan DMNKning maxsus reparatsiya fermentlari yordamida
gayta tiklash. Agarda reparatsiya amalga oshmasa, hujayra apoptozga
uchraydi. Maxsus hujayra tizimiari ishga tushib, hayot uchun muhim
tuzilmalarni buzilishiga olib keladi, natijada hujayra halog bo'ladi.

Aniglanmagan sabablarga ko'ra DMKning shikastlanishlari p21
oqgsilini kodlaydigan WAF1 genini faollashtiradi va p53 ogsilini
stabillashtiradi. Hujayrani G1 fazasidan S-fazaga o'tishi uchun zarur
bo'lgan kinazaning faclligiga p21 oqggsili to’sqinlik giladi.

Ushbu mexanizmlar tufayli onkogen xususiyatlarga ega bo'lgan
hujayralar halok bo'ladi.

Yugorida aytib o'tilganidek cyc/Cdk ogsil kompleksi
hujayraning G1 fazasidan S-fazaga o'tishini stimullashtirish xossasiga
egadir.

p53 genining maxsuloti bo'lgan ogsil har xil genlarmning
boshgaruvehi hududlari DNKsi bilan bog'lanishi mumkin bo'lib,
transkripsiya omili shaklida ta'sir etadi (rasm 61). p53 dan signal gabul
giluvchi genlardan biri WAF1 dir, uning maxsuloti - r21ogsili bo'lib,
cye/Cdk majmuasi bilan bog'lanadi, natijada kinaza faolligiga to'sqinlik
giladi va Gldan S-fazaga o'tishiga yo'l go'ymaydi. Lekin p53 ogsili
normal hujayrada stabil bo'lImagani tufayli r21 oqgsili kam migqdorda
sintezlanadi.

Hujayrani G1 fazada to'xtatish uchun genlarini faollashtirish
kerak. Normal hujayraning genlarini faollashtirishini eng oddiy usuli
DNK molekulasida shikastlarni hosil gilishdir, masalan, nur bilan ta'sir
etish. Matijada DNKdagi o'zgarishlar ogsil r53 stabillashtiradi va &0
rasmda ko'rsatilgan jarayonlar ketma-ket amalga oshadi.

Hujayra G1 fazada to'stab qolishi natijasida DNKsining
reparatsiya tizimini induksiya qilishi uchun vagt beriladi. Agarda
DNKning shikastlari juda yuqori darajada kuzatilgan bo'lsa, ulami
gayta tiklashning imgoniyati bo'lmasa, hujayra apoptoz holatiga
uchraydi. Apoptozni induksiya gilish r53 genini asosiy vazifasidir.

p53 genining mutasiyasi bo'yicha gomozigota-hujayralarda

WAF1 geni faollashmaydi, cyc/Cdk faolligini yo'gotish uchun r21 ogsil
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sintezlanmaydi, natijada hujayra G1 fazada to'xtaydi va apoptoz
kuzatilmaydi. Shikastlangan DMKga ega bo'igan hujayra S-fazga
o'tadi. Mana shularning barchasi rak kasalligini rivojlanish xavfligini
kuchaytiradi.

10.5. Metastazlarning kuzatilishini genetik nazorati.

Zamonaviy onkologiyaning asosly muammolardan  bin,
metastazlarning rivojlanishini mexanizmlarini aniglash: nima sababdan
w'sma hujayralari boshga begona territorivalarda ham o'sadi, ganday
gilib o'sma hujayrasida boshqga to'gima hujayralarning hujayra aro
moddasi bilan alaga qilish xususiyati payde bo'ladi. 1984 yilda mts-1
geni klonlangan bo'ladi, tkki xil liniyalarming sichgonlarning CSML-100
va CSML-0 o'sma hujayralari tahlil gilingada niglandi, CSML-0 liniyali
sichqonlarda metastazlar hosil bomadi. CSML-100 liniyada uzunligi
055 tpn teng bo'lgan mRNK aniglangan, CSML-0 liniyada esa,
aniglamagan. Ushbu mRMK metastazlar hosil giluvehi ko'pehilik
o'smalalarda aniglanadi, mts-1 genini ishtirog etishi to'g'risidagi
isbotlovchi  dalillar trasgen haywonlar ustidagi tajribalar asosida
ishotlangan. Agarda sichgonning tuxum hujayrasining yadrosiga gen
mts-1 ni saglaydigan konstruksiya yuborilsa, so'ng ushbu transgen
sichqonlarni xuddi shu liniyadagi, lekin sut bezining rak kasalligini
rivojlanishiga o'ta moyil bo'lgan sichgonlar bilan chatishtirilganda,
hosil ba'lgan avlodlarning ko'pehiligida ham sut bezlarida, ham
o'pkada, metastazlar tufayli o'smalar rivojlangan bo'ladi.

10.6.0'smani shakllanishining ko’p bosqgichliligi
[o'smaning progressiyasi].

Rak kasalligi bilan kasallanish xavfi insonning yoshi o'tgan sari
ortib boradi: masalan, 40 yashdagi insonlarda 100000 sidan Sta bemor
aniglangan bo’lsa  (Angliya va Uel's ayollardagi ma'lumotlar), 60
yoshdagi insonlarda — taxminan 60 atrofida, 70 yoshdagilarda - 120.
Kasallanish xavfi insonning yoshi o'tgan sari ortib borishi o'smalarning
ko'pchiligini rivajlanishi ko'p bosgichli bo'lib, bir nechta genlarming
mutasiyalarini to'plab borishi (akkumulyasiya) tufaylidir.

Birinchidan, o'smaga qon tomirlaming o'sib chigishi bir_qatmi
genlaming nazoratida bo'ladi. Keyin, o'smaning  hujayrasi
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boshlangich o'sma massasida uzilib wva metastazlar hosil qgilish
xossasiga ega bo'lishi uchun kadxerin-katenin genlarning mutasiyalari
bo'lishi kerak. Ushbu genlarmning maxsulotlari barcha epiteliy
hujayralarni  o'zaro bog'lab birgina yahlit sistemani hosil giladi.
Odamda o'smalarning hosil bo'lishi bo'yicha statistik ma'lumotiarga
ko'ra, oxirgi 10 yil mobaynida hujayrada 6-7 mutasiya yig'ilganda,
rak kasalligi rivojlanar ekan. Masalan, ve'g'on ichakning xavfli
o’'smasini rivojlanishida bir gator stadiyalar kuzatiladi. Avvalambor,
gen-supressor ARS (adenomatous polyposis coli) yo'goladi, natijada
kichik hajmdagi o'sma paydo bo'ladi. Agarda DNKning
gipometilirlanishi qo'shilsa, | sinfdagi adenoma hosil bo'lishi mumkin
(yo'g'on ichak yoki to'g'ri ichakning epiteliy to'gimasidan o'sib
chiggan kichkina polip) .  So'ng, agarda mutasiya tufayli
protoonkogen K-ras onkogenga aylansa, o'sma kattalashadi (Il
sinflangi adenoma). Bundan keyin o'smaning supressorini DCC
mutasiyasi bo'yicha gomozigotizasiya kuzatilsa, o'sma undan ham
kattaroqg bo'ladi va 1l sinfdagi adenomaga aylanadi.

r53 genining ikkala nusxasini yo'qolishi xavfsiz adenomani xavfli
karsinomaga aylantiradi. Boshga gandaylir genlarning yo'qolishi esa,
metastazlarning rivojlanishiga olib keladi.

Nazorat uchun savollar:

1. Hujayralarning transformasiyasi va shsmaning hosil
bo'lish jarayoni.,

2. O'smalarning paydo bo'lish sabablari

3. Onkogenlar. Antionkogenlar, yoki o‘'smalarning supressor

genlari.

4, Metastazlaming hosil bo'lish jarayonining genetik
nazorati

5. O'smani shakllanishining ko'p besgichliligi (o’smaning
progressiyasi).
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11 BOB. GENETIK MUHANDISLIKNIING ASOSLARI
e

Genetik muhandislikning fermentlari. Restriktazalarning tavsifi
(xarakteristikasi). Rekombinant DNKlarni konstruksiyva gqilish. Yangi
genni hujayraga kiritish. Bakteriye hujoyralari  bilan  genetik
manipulyasiyalar o'tkazish. Sut emizuvchilarning hujayralariga genlarni
kiritishi. Genoterapiya. CRISPR ning genlar tahriri texnologiyasi

11.1. Genetik muhandislikning fermentlari.

Restriktaza va polimerazalarining xarakteristikasi. Gen
injeneriyasi - organizmlar genlari yoki genlar majmuasining faoliyatini
ko'zlagan holda o'zgartirilishiga aytiladi, ya'ni rekombinant DNK va
RMK hosil qilish, genlarni hujayradan (organizmdan) ajratib olish,
genlar bilan har xil manipulyasiyalar qilish, va genlamni boshga
hujayralarga (organizmaga) o'tkazishda, usullar va texnologiyalar
majmuasini go'llashdir. Ushbu usullarning magsadi  hujaraning irsiy,
genetik  apparatini o'zgartirish.  Natijada, ko'p sonli mutant-
bakteriyalar hosil gilish va magsadga muvofiq ulardan ajratib clish va
qo'llash. Biclogiyaning muhim kashfiyotlardan biri, bu kimyoviy va
radiasion mutagenezni hosil qilish. Lekin, mikroorganizmlaming
imgoniyatlari tuzilish xossasi bilan chegaralangan bo'ladi. Masalan,
mikroorganizmilar o'simliklarda, aynigsa dorivoriarida to’planadigan
gmmmatli moddalarni sintezlana olmaydi. Odam va hayvonlarning
hayatiy jarayonlari uchun zarur bo'lgan bir gator fermentlar, peptid
gormonlar, immun ogsillar, interferonlar va fagat odamda va hayvrnlar
organizmida sintezlanadigan boshqa oddiy birikmalarni bakteriyalar
sintez gila olmaydi. Olimlar o'simlik va hayvon hujayra va to'gimalarni
sun'iy usulda o'stirish usuli bilan chegaralarni chetlatish  uchun
harakat gilishgan va qilmogda. Oxirgi o'n yillar davomida olimiar
o'simlik va hayvonlarning to'gima hujayralarini organizm tashqarisida,
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ya'ni sun'iy usulda o'sishga va ko'payishga majbur gilish usullarini
yaratadi, guyo bakteriyalarga o'xshab.

Rekombinant DNKlarning konstruksiya gilishda go'llaniladigan
fermentlarni bir nechta guruhlarga ajratish mumkin:

» DNK fragmentlarni hosil gilishda qo'llanadigan fermentlar
{restriktazalar);

« DNK matrisasida DNK sintezini amalga oshiruvchi fermentlar
(polimerazalar) yoki RNKni (teskar transkriptazalar);

+ DNK fragmentlarini bir biriga ulaydigan fermentlar (ligazalar);

« DNK fragmentlarini uchlaridagi tuzilmalarini o'zgartirish
imgoniyati bor bo'lgan fermentlar.

Restriktazalar. Restriktazalar (restriksiya gila oladigan
endonukleazalar, restriksiyaning endonukleazalari) - bular fermentlar
bo'lib, DNK maolekulasining nuklectidlari ma'lum ketma-ketliklanni
(restriksiya saytlari) aniglaydi va hujum giladi. 1953 yilda aniglangan
edi, E. soli ma'lum shtammini DMNKsini olib boshga shtammdagi
bakteriyaga yuborilganda (masalan, shtamm V DNKsini -shtamm 5
hujayralariga), DMKning faolligi kuzatilmadi, chunki tezdagina
fragmentlarga bo'linib ketdi. 1966 yilda aniglandi, bunday holat
xo'jayin DNKsini maxsus modifaksiyasiga bog'liq ekanligi tufayli kelib
chigadi, molekula tarkibida bir necha metililangan asoslar buladi,
modifisilanmagan DNKda kuzatiimaydi. Metilidanish (asosga metil
guruhi birikadi) replikasiya tugashidan keyin kuzatiladi. Bakteriya
o'zining DNKsini modifikasiyasi tufayli boshqga, har ganday begona
DNKdan ajrata oladi. "Nishon® hosil qilish uchun javobgar
modifikasiyaning metilidangan fermentlari, ya'ni DMNK-metilazalar.
Modifikasiyadagi farglar begona DNKni restriksiya fermentlariga
sezuvchanlik hosil qiladi, natijada ular kerakli saytlarda metil
guruhning bo’imasligini aniglaydi.

Restriksiva va modifikasiyalar bakteriyalarda keng targalgan;
ularning kuzatilishi rezident DNKni boshga begona nukleotidlar
ketma-ketliklari bilan “ifloslanishidan™ himoya qgiladi. Metilifanmagan
DNKni parchala oladigan restriktaza 1968 yilda Mezel'son va Yuan
tomonidan aniglangan. Ushbu ferment DMNKning ma'lum ketma-
ketliklariga nisbatan o'ta xususiylikga ega, lekin boshqa uncha uzogda
bo'lmagan joyda joylashgan molekula gismlarini ham nospesifik

tarzda _parchalashi mumkin. Yagin orada, 1970 yilda Smit va Vil'koks
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Haemophilus influenzae dan birinchi  restriktazani ajratib olishadi.
Ushbu ferment DNKning ma'lum tartibdagi ketma-ketliklarni (Hind 111)
parchalash xususiyatiga ega bo'ladi. Har xil bakteriyalar o'zining
DNKsini o'zgacha nishonlagan tufayli, restriktazalar ham bunday
ketma-ketliklarni “tanish® kerak. Hagigatda ham, o'sha vagtdan beri
150tadan ortig restriksiya saytlarini (DNKni parchalash joyi) aniglovchi
restriktazalar ajratilgan.

Polimerazalar. Birinchi marta DNK-polimerazani Komberg o'z
kasbdoshlari bilan 1958 yilda E. Coli dan ajratib olishadi.

E. coli (Pol Ining DNK-polimerazasi | ikki zanjirli halga
shaklidagi DMK bilan bog'lanmaydi. Lekin, agarda bunday
molekulalarini denaturatsiya qilinsa va bir zanjirli shakllari hosil bo'lsa,
ana shu holatdagi molekulalar bilan polimeraza bog'lanar ekan.
Bog'langan molekulalar migdori ushbu uchastkalar uzunligiga to'g'r
proporsional, takminan — bitta molekula 300ta nuklectidlarga to'g'ri
keladi, Pol | ikki zanjiri DNK spiralini bir zanjirli uzilgan qismlari 3'-
gidroksil 5'-fosfat bilan va ikki zanjili DNK molekulasining uchiari
bilan bog'lanadi.

Ferment monomer polipeptid zanjiri bo'lib, molekulyar massasi
109 kDa teng va 3- domen tuzilma shaklida bo'ladi. Har bir domen
o'zining fermentativ faclligiga ega: 5 - 3’ polimeraza, 3' - 5
ekzonukleza, 5' - 3' ekzonukleaza. .

1. 5'—3' polimeraza faolligi. Reaksiya uchun kerak bo'ladi
bir zanjirli DMK-matrisa va unga komplementar fragment praymer 3'-
ON uchi bilan.

2. 3—5' ekzonukleaza faolligi. Bir yoki ikki zanjirli DNKni 3'-
ON uchi tomonidan gidrolizlaydi. 3—5' nukleaza fagat DNK ey
komplementar bo'lmagan uchastkalarda diefir bog'ni uzadi. Ma'lumki,
polimeraza reaksiyalarida o'sayotgan  zanjirga komplementar
bo'lmagan nukleotidlar ham tushib golishi mumkin. Lekin polimeraza
bunday nukleotidni zanjirga bog'la olmaydi. Shu sababdan = 3'—5%'
ekzonukleaza "yordam beradi®, ya'ni adashgan nukiec:tidrm olib
tashlaydi va o'miga komplementar — to'g'ri bo'lgan nukleotid kelib
birikadi. 3'—5' ekzonukleolitik faollilik DNK sinteziga garshi
yo'nalishda amalga oshadi (rasm 8). Shunday gilib, ~ DNK-
polimerazaning 3'—5' ekzonukleaza faolliligi matrisadan

polimerizasiyani_aniglik_bilan o'tishida_muhim_rol baiaradi. Ushl:u;
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ekzonukleazaning effektivligi yoki jarayonning davralarini migdori
optimal sharoitda polimeraza faolligining subbirliklarini davrilari
soniga nisbatan 2% ni tashkil etadi.

3. 5—3 ekzonukleaza faolligi. Ikki zanjirli DNKning bitta
zanjirini bo'sh S5'-uchilan boshlab degradasiyaga uchratadi. 3'—3%'
ekzonukleazadan fargli ravishda 5—3° ekzonukleaza fagat
komplementar bo'lgan ikki zanjirli DNKning diefir bog'ini uzadi.
Bundan tashgari, agarda 3'—5' nukleaza bir uzushda fagat bitta
nukleotidni olib tashlasa, 5'—3' nukleaza 5'- uchidan boshlab uzunligi
o'ntagacha oligonukleotidlami uzishi mumkin (gidroliz mahsulotlarini
20% atrofida). Nukleazaning nuklectidlarning olib tashlash tezligi
kuzatilayotgan polimerizasiya jarayonidan bir tartib yugori bo'ladi.
Matijada DNK gidrolizining maxsulotlarida oligonuklectidlarning nisbiy
migdori ko'payadi.

Fermentlar faolligini bunday birga kuzatilishi E. coli DNK-
polimeraza | siga shikastlangan DNKning in vivo sharoitida reparatsiya
jarayonida faollik rolini bajarishga imgoniyat yaratadi. N - uchli
domen aminokislotalarning qoldiglaridan tashkil topgan qo’shni halga
bilan bog'langan bo'lib, proteclitik fermentlar yordamida osongina
ajraladi. Qolgan gismi bifunksional bo'ladi, chunki polimeraza va 3' - 5°
ekzonuklezadan tuzilgan bo'ladi va Klenov fragmenti deb nomlanadi
(tasvirlagan olimning nomi bo'yicha). Klenov fragmenti funksiyasini
bajarish uchun matrisali osDNK (Mg) 3'-ON-uchi bo'sh bo'lgan
promotor- zatravka bo'lishini talab qiladi. Klenov fragmenti DNK-
polimerazaning | molekulyar massasi 76 kDa atrofida bo'lgan
polipeptid zanjirini  bir qismi bo'ladi, uning tarkibida 5'—3'-
ekzonukleazaga mos keladigan domen bo'lmaydi.

DNK-polimeraza | wva uning fragmenti ham, radiaktiv
nishonlangan  dezoksiribonukleotidlarni  sintezlanayotgan DMK
zanjiriga nik-translyasiya usuli yordamida kiritishda qo'llaniladi, ya'ni
dsDNK molekulaning bir zanjirini uzunasi bo'yicha uzishini siljishida 3'-
ON-uchi fermentlar uchun zatravka bo'lib xizmat giladi. Polimerizasiya
jarayonida DNK-polimeraza | 5'—3'-ekzonukleaza yordamida matrisa
bo'ylab siljiydi, Klenov fragmenti esa, DNK zanjirini 5'-uchidan
boshlab bo'shatadi, ya'ni nuklectidlarini asta-sekin olib tashlaydi.
Bundan tashqari,  Klenov fragmenti kDNK ning ikkinchi zanjirini

sintezi__uchun, __ Senger usuli bo'yicha_DNKning _sekvenirlash,
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“to'mtaguchlar hosil gilib, 5'- chigib turgan DNKning "vopishqog”
uchlarini to'ldirish, radiaktiv nishonni kiritish va fermentning 3'—5'-
ekzonukleazasi yordamida DNKning restriksiya fragmenlarining 3'-
chigib turgan qismlarini olib tashlash vazifalarni bajaradi.

11.Z. Teskari transkriptaza.

Teskari transkriptaza mRNKning transkripsivasida DNKni
ikkinchi komplementar zanjirini hosil gilishda go'llaniladi, Genomi bitta
zanjirli RMKdan tashkil topgan retroviruslarni - tekshirilganda
aniglangan bo'ldi, hujayra ichi rivojlanish jarayonida retrovirus o'zining
genomini ikki zanjirli DNK molekulasi shaklida xofjayin =hujayra
Xromosomasiga integratsiya stadiyasini o'tadi. 1964 yilda Temin RMEK-
matrisa asosida komplementar bo'lgan DMK sintezini amalga
oshiradigan wvirus xususiylik ferment bo'lishi to'g'risida gipotezani
taglif etadi. Fagat 1970 yilda Temin va Mizutani, va ularga bog'liq
bo'lmagan holda Baltimor ushbu fermentni Raus sarkomaning virusini
hujayra tashqarisidagi wvirionlar preparatida ajratishga muvaffag
bo'ldilar, otkrili iskomiy ferment v preparate vnekletochnix virionov
virusa sarkomi Rausa. Bunday ferment RMKga bog'lig bo'lgan DNK-
palimeraza teskari transkriptaza yoki revertaza deb nomlandi,

Qushlarning retroviruslarini revertazasi yaxshi o'rganilgan. Har
bir virion tarkibida ushbu fermentning 50 molekula atrofida bo'lar
ekan. Teskari transkriptaza ikkita subbirliklardan tuzilgan — a (65
kDa) va r (95 kDa), polimer tarkibida ekvimolyar miqdorda bo'lib,
kamida uchta fermentativ faollikga ega: 1) DNK-polimerazali
matrisa vazitasini RNK ham, DNK ham bajarishi mumkin;

2)  RMKazi N ning faolligi bilan, gibrid RNK—DMNKda
tarkibidagi RMKni gidrolizlaydi, lekin, bir yoki ikki zanjirli RMEni emas;

3]  DMNK-endonukleazali faolligi bilan.

Birinchi va ikkinchi tipdagi faolliklar virus DMKsini sintezi uchun
zarur, endonukleaza esa, virus DMKsini hujyra-xojayin  genomiga
integratsiyasi uchun Tozalangan teskarl transkriptaza DNK sintezlaydi
RMEK- ham DMK-matrisasida. Sintezni boshlash uchun revertazaga,
boshga polimerazalarga o'xshab, kaltagina ikki zanjirli uchastok
{praymer). Praymerom bo'lib xizmat  qilishi mumkin reaksiya
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jarayonida yangi sintezlangan DNK zanjiri bilan kovalent bog'langan
bir zanjirli RNK va DNK segmentlari.

Teskari transkriptaza asosan gqo'llaniladi matrisali RNKdan
komplementar DNK ning hosil bo'lishida (kDNK) (rasm 61).Teskari
transkripsiya reaksiyasini maxsus vyaratilgan sharoitda RNKazaning
faolligini kuchli ingibitorlari yordamida olib boriladt. Matijada RNk
molekulalarining to'liq razmerlardagi DNK-nusxalarini olishga erishildi.
Teskari transkripsiyada poli (A)-tutuvchi mRNKni praymer vazifasini |
oligo (dT) bajaradi, 3'-poli (A} uchlari bo'lmagan RNK uchun—
kimyoviy usul yordamida sintezlangan 3'- RNK uchiga tekshirilayotgan
RMNKga bo'lgan koiplementar oligonukleotidlar, mRNK asosida
komplementar bo'lgan DNK sintezidan va RNKning parchalanishidan
keyin (odatda ishqor bilan ishlov beriladi) DMKning ikkinchi zanjirini
sintezi kuzatiladi. Bu jarayonda revertazaning 3'-uchida bir zanjirli
kDNK o'zining komplementar bo‘lgan qismlarini hosil qilish xossasi
bilan foydalaniladi va mana shu gismlar praymer vazifasini bajaradi.
Matrisa bo'lib kDNKning birinchi zanjini xizmat giladi. Ushbu reaksiya
revertaza bilan ham katalizlanadi, E. Coli ning DNK-polimerazasi |
bilan ham. Ikkala fermentlaming birga bo'lishi tufayli sifatli ikki zanjirli
kDMK hosil gilish imgoniyatini  yaratadi. kDNKning ikkala zanjiri
sintezlangandan so'ng, ikktnchi zanjirin hosil gilishda praymer
vazifasini bajargan DNK gismlari orgali o'zaro kovalent bog'langan
bo'ladi.

Hosil bo‘lgan halgani endonukleaza S1 yordamida nuklein
kislotalarning maxsus bir zanjirli gismiarini parchalanadi. Hosil bo'lgan
uchlari har doim to'mtog bo'Imaydi. Keyingi kionlashning effektiviigini
ko'tarish uchun Klenov fragmenti va E. coli ning DNK-polimerazasi |
yordamida to'mtoq uchlar hosil gilinadi.

Hosil bo'lgan ikki zanjidi kDNKni konlanayotgan vektorlarga
kiritish, DNK gibrid molekulalari tarkibida ko'paytirish va keyingi
izlanishlarda go’llash mumkin bo'ladi.

1961 vyilda Mezel'son va Veygl aniglashadi, rekombinasiya
jarayoni uzilish va DNK molekulasini gayta tiklanishini o'z ichiga oladi.
Ushbu ma'lumot asosida olimlar DNK fragmentlarini  bir biriga
ulaydigan fermentlarni izlashadi. Mana shunday ferment 1967 yilda
aniglanadi va DNK-ligaza deb nomlanadi. Ferment ikki zanjirli nuklein

kislotaning molekulasida fosfodiefir boq'ining sintezini katalizla
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Rasm 62. RNK molekulalaridan ikki zanfirli DNK ning nusxolari
sintezi swemasi

11.3 Ligazalar.

Ikki zanjirli DNKning bir zanjirli uzilishlarda DNK-ligaza
yordamida fosfodiefir bog'larning hosil bo'lishi, restriksiyaga o'xshab,
in vitro sharoitida rekombinant DNKning sintezlash jarayonida asosiy
etaplardan biri hisoblanadi. DMNK-ligazalarni, AMR donori sifatida
ganday kofaktor go'lianishiga qarab, ikkita oilaga ajratishadi: 1) ATP-
bog'li bo'lgan ligazalar, ular bakterial va eukariotik viruslar, achitgilar,
eubakteriyalar va sutemizuvchilarda aniglangan.

2)  NAB+-bog'lig bo'lgan DNK-ligazalar, ular fagat
eubakteriyalarda  aniglangan, entomopoksviruslar, hasharotlar
Melanoplus sanguinipes va Amsacta moorei dan tashqari,
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Xozirgi kundagi gen-injener izlanishlarda ko'proq go'llaniladi T4
bakteriofagning ATP-bog'liq bo'lgan DMNK-ligazasi. T4-DNK-ligaza
"yopishqoq” yoki “to’'mtog” uchlari bo'lgan komplementar dsDNK
fragmentlarini o'zaro bog'laydi. Reaksiya mexanizmini asosida xulosa
qgilish mumkin, demak, boglash jarayonini asosiy sharti bo'lib,
DNKning uzilgan joylarida 5'-uchini R va 3-ON gidroksillaming
bo'lishidir  Shu bilan birga DNK fragmentlarini T4-DNK-ligaza
yordamida "to'mtoq” uchlari orgali bog'lanishning effektiviigi T4-
RNK-ligazaning bo'lishi tufayli oshib boradi, chunki T4-RNK-ligaza 5'-
fosforililangan uchlarini osDNK yoki RNKni bir zanjirli nuklein
kislotalarming 3°-ON-guruhlari bilan kovalent bog'laydi.

11.4. Polinukleotidkinazalar.

Gen injeneriyasida go'llaniladigan ko'pgina fermentlar orasida
polinukleotidkinazalarni alohida e'tibor berish lozim, chunki ular y-
fosfat guruhlarni ATPdan DMK yoki RNK 5'-OH guruhlariga o‘tkazadi.
T4 bakteriofagninng polinukleatidkinazasi radiaktiv nishonlangan
zondlarni hosil gilish va nuklein kislotalami sekvenirlash uchun
radiaktiv nishonni DNK yoki RMKga o'tkazishda keng qo'llaniladi.
Polinukleatidkinaza yordamida DNKga nishonni kiritishida ikki xil
tipdagi reaksiyalar go'llaniladi; bevosita reaksiya, ferment y-fosfat
guruhni DNKning defosfolilangan  5'-uchiga bevosita yetqazadi va
almashinuv  reaksiyasi. Almashinuv  reaksiyada  reaksiyaning
aralashmasida  ADRning  ortig  miqdorini  bo'lishi  tufayli
polinuklectidkinaza majbur bo'ladi  fosfat guruhni DMK ning 5'-
uchidan ADP ga, ATRni hosil gilib, o'tkazishga, bo'shagan OH-guruh
esa, yana y-fosfat bilan fosforililashadi odatdagi mexanizm bo'yicha.

Terminal  transferaza.  Osushestvlyaet  posledovatelnoe
prisoedinenie AMR iz pula dezoksiribonukleozidtrifosfatov k 3'-0H-
gruppam  molekul DNK, ispol'zuetsya dlya wedeniya radioaktivnoy
metki v sostave mechenix nukleotidov v 3'-konsi DNK
Dezoksiribonukleozidtrifosfatlardagi AMRRi DNK ning molekulasini
3-0H- guruhlariga  ketma-ket biriktirish  vazifasini  bajaradi.
Nishonlangan nukleotidlaming tarkibidagi radiaktiv nishonni DNK 3'-
uchidagi fragmentlarga (aynigsa kDNK) gomopolimer nukleotidlar
ketma-ketliklami (konnektorlarni) keyinchalik klonlash uchun.
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Ishgqorli fosfatazalar Hnnlashning —

i ; effektiviigini %
uchun qo'llaniladi. DNK yoki RNK ning 5'-fosfat gurlg::;ﬁ:ilﬁ::ﬁl:g:
datis

reaksiyalarini katalizlab, ik

. demlv:slirib::nnu_kleqzldtrl'fnﬁflatlarning makroergik hng'hn?::il
ulzadl. Ularni nuklein kislotalarning fragmentlarini  5'-uchji kil
nishon R ga kiritish uchun tayyorlashga qo'llaniladi va DNK vektor
molekulalarining o'zaro bog'lanishga garshilik qiladi.

Gen injeneriyasida nukleazalar. E.coli Ekzonukleazasi Ill, Fag X
nukleazasi. S5l-nukleaza. RNKaza A. DNKaza 1. E. coli ekzonukleazasi ||
5'-nuklectidlarni dsDNKdan ketma-ketlik bilan 3'—5° yo'nalishda
ajratish reaksiyalarni katalizlaydi. Ferment apurinizilangan DNKga
nisbatan endonukleaza faolligigaga, RNKaza H ( RNK-DNK-gibridiarda
RNK gidrolizi) va 3'-fosfataza faclligiga ega bo'ladi.

Fag X ekzonukleazasi S-uchli fosfat guruhlari bo'lgan 5'-
monanuklectidlarni  birin-ketin  ajratish reaksiyalarini katalizlaydi.
Ferment osDMK molekulalarini hosil qilishda va keyinchalik
sekvenirlash uchun go'llaniladi. ;

Aspergillus orizae (35 kDa, 267 a. 0) nukleaza S1si Zn ionlari
bollgan muhitda bir zanjirli uzulishlar va ikki zanjiri DNKning
halgalarida osDNK va RNK lamni, 5'-fosforilidangan mono- |
oligonukieotidlarni hosil qilib, xususiy parthﬂiﬂ}'f!h lekin notogri
juftiashgan nukleotidlarni emas. Bunday xususiyatlar loviyaning
(mung bean) va P1 Penicillium citrinum nukleazalariga xosdir.

Oshqozon osti bezining ribonukleazasi A (RNKaza A) ‘uncha
katta bo'lmagan ogsil bo'lib, (124 a.a., endaﬁh:mul%leaz_a fanthg!*ga
ega. Ferment xususiy tarzda  pirimidin asoslami orasidag! fusfﬂd'“ﬁ:r
bog'larni  swyazi uzadi. Gidroliz reksiyalarni rl'}a‘l‘-illlﬂﬂﬂ” ; 3=
fosforilidangan pirimidin - mononukleotidiar va ?'199”“*“5-'_‘”“‘:“:'“"
bo'lib,  uchida pirimidin-3'-monofosfatlar  joylashadi. Sut
emizuvchilarning ko'pehilik  to'gimalarida  maxsus oqsil ingibitor
aniglanadi RI (450-460 a.0.), tuzilishi bilan RNKaza A ga o'xshash.

Oshgozon osti bezining  dezoksiribonukleazasi | (DNKaza |)
endonukleaza bo'lib, bir-, va dsDNKlarni gidrolizlaydi, natijada 5'-
fosfat guruhlar saglaydigan mono- va oligonuklectidlardan tuzilgan
murakkab aralashma hosil bo'ladi. Mg ionlari muhitida bo'lgan
DNKaza | DNKning har bir zanjiriga alohida ta'sir etadi; uzilgan joylar
molekulaning uzunasi_bo'ylab joylashadi Mn ionlarini ta'sirida esa,
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DMKning ikkala zanjin, deyarli bir biriga qarshi bo'lgan joylarda

parchalanadi.
Restriktazalarning xarakteristikasi. Atamalar «restriktazas,
arestriksiyaning endonukleazasin va «XLISUSIY

endodezoksiribonukleaza» sayti sinonimlar hisoblanad.

Bakteriyalarning barcha restriksiya endonukleazalari maxsus
ancha kalta bo'lgan DMK ketma-ketliklarini “taniydi® va ular bilan
bog'lanadi. Ushbu jarayonda DMK molekulasi tanish saytida yoki
boshga joyda, bu ferment tipiga bog'lig, kesiladi. Bakteriyaning
shtammi restriksiya faolligiga bilan birga DNKning metilirlash
xususiyatiga ega bo'ladi. Ushbu jarayonga ham shunday xususiylik
restriksiyaga o'xshagan DNK ketma-ketliklariga ham xos. Metilaza
metil guruhlarni restriksiya fermenti bog'langan joyiga adenin yoki
sitozin qoldiglariga biriktiradi, ya'ni o'sha saytning o'zida. Metilirlanish
natijasida sayt restriksiyaga nisbatan chidamli (mustahkamlangan)
bo'ladi. Demak, DMNKning metilirlanishi, uni kesilishidan saglaydi.

DNK-metilazi. E. coli shtammlarining ko'pchiligi DNKning
metilirlanishini ikki il fermentlani saqlaydi: dam- va dem-metilazalarni.
Birinchisi metil guruhlarini adeninning GATC ketma-ketligidagi N-
o'riniga olib o'tkazadi. Bunday vaziyatlarda restriktazalaming
ko'pehiligi (masalan, Bell, Mbol yoki Clal), restriksiya saytlarning
tarkibiga kirgan shu metilidangan ketma-ketligi, ushbu saytlar
bo'yicha DMKni parchala olmaydi. Ayrim restriktazalarga, masalan,
EeoRll ni, dcm-metilaza ham xuddi shunday ta'sir ko'rsatadi. dem-
metilaza fermenti CMeCAGG va CMeCTGG ketma-ketliklarda S55-
o'rinda joylashgan sitozin goldiglarini metilifanishiga olib keladi.
Bunday metilazalarning klonlashgan DMKga xohlamagan ta'sirini
chetlatish magsadida xo'jayin sifatida E. soli ning mutant shtammlari -
dam- i dem- qo'llaniladi.  Bakterial tizimining restriksiya va
modifikasiyalaring DMNK-metilazalari, gomologik restriktazaning katta
razmerlardagi fragmentlarini hosil gilish magsadida, in vitro sharoitida
tekshirilayotgan DNK fragmentlarida mos bo'lgan restriksiya saytlarini
blok hosil gilish uchun go'llaniladi. Restriktazalaming 3 asosiy sinflari
bo'ladi: 1,2 3.

Barcha restriktazalar ikki zanjirli DNK molekulasida anig ma'lum
bo'lgan ketma-ketliklarni “taniydi®, lekin 1-chi sinfning restriktazalari

DMK molekulasining har xil joylarida uzilishlar hosil gilsa, 2-chi va 3-chi
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sinflardagi restriktazalar DNKning fagat ma'lum ——

"taniydi”® va shu _ic:y.iarni yoki ulardan ma'lum n‘f::;:::; J_-E:::::?ri”i
gismlarni parchalaydi. gan
: hova 3 F'Ipdagfi fErr!'l.entEar murakkab subbirik tuzilma shakiida
bo'lib, ikki xil tipdagi facliiklarga ega - madifisirlangan Ometilirlangan)
va ATF ga bog'liq bo'lgan endonukleazanin,
Ikkinchi 5|nf|:|agi fermentlar ikkita aloxids oqgsillardan tuzilgan:
restrisirlangan endonukleaza va modifisilangan metilazadan, shu
sababdan gen injeneriyasida fagat 2-chi sinfdagi fermentlar
qo'llaniladi. Kofaktorlar sifatida magniy ionlari ishlatiladi.

Xozirgi kunga gadar 500 dan ortiq 2-chi sinfdagi restriktazar
ajratilgan, lekin mikroorganizmlardan ajratilgan fermentlar ichida
DNKda bir xil tartibdagi ketma-ketliklami taniydiganlar aniglangan.
Bunday juftlar yoki guruhlar izoshizomerlar deb ataladi
lzoshizomeriya bo'lishi mumkin, hagigly - fermentiar nuklemidlarning
bir xil ketma-ketliklari aniglanadi va xuddi shu joyda DNK mulekuiasinj
uzadi, va yolg'on - fermentlar DNKda bir xil saytlarini _aniqlaydh
saytning ichida lekin har xil joylarida molekulani uzadi. Bunday
restriktazalar geteroshizomeralar deb nomlanadi.

2-chi sinfdagi restriktazalarning ko'pchiligi 4 dan_m & qa::l.'sa
nukleotidlar juftlarning ketma-ketligini taniydi, s!1u tufa;,rli u!ar _!l:klta
guruhga bo'linadi: birinchi - tetranukl:entldlarr?l_ taniydi va
molekulaning bir necha joyidan uzadi, ikkinchisi — ofti juft ketma-ket
joylashgan nuklectidlarni aniglaydi. :
.myl gEunda*,r xodisa to'rtda nukleotidlar ma'lum tartibda }ﬂ}fiﬂhg?“
ketma-ketliklarni uchrash ehtimolligi ko'prog bo'ladi oitita
nukleotidlarning  ketma-ketliklariga  nisbatan. N_iﬂﬂiaﬂr TT't
bakteriofagning 40000 p. o. dan tuzilgan DNKsida E. soli restriktazasi
R1 taniydigan ketma-ketliklar yo'q.

Birinchi guruh restriktazalarga kiradi Hpa Il va Alu‘mrﬂ'iruhatlter
luteus dan), ikkinchi guruhga - Eco R | ( Escherichia coli dan) va Hmd
lll. Faraz gilish mumkin, DNK zanjiri bo'yicha restriktazalar taniydigan
uchastkalar tasodifan joylashgan bo'lsa, fermentlar uchun to'rtda
ketma-ket joylashgan nukleotidlar (sayt) nishon vazifasini bajaradi,
bunday holatda saytlar har 256 p.o. bir marta uchrashi kerak, oltita
nukleotidlarni taniydigan fermentlar uchun har 44096 p.o. Agarda
restriksiya sayti gen ichida joylashgan bo'lsa, unda DNK-restriktaza
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bilan ishlov berilganda, gen inaktivasiyaga uchraydi. Bunday vogeani
uchrash ehtimolligi birinchi guruh restriktazalar bilan ishlov berilganda
juda yugori bo'ladi, ikkinchi guruh restriktazalarga nisbatan.  Shu
sababdan shikastlanmagan gen hosil qgilish uchun parchalashni
ikkinchi guruh bir necha ketma-ket restriktazalar yordamida olib
boriladi yoki restriksiyani shunday sharoitda o‘tkaziladi, parchalanish
fagat bitta joyda kuzatiladi xolos, bitta saytda.

Restriktazalaming nomenklaturasi. 1973 yilda Smit va Natans
restriktazalarning  kuyidagi ma'lumotlarga asoslangan  holda
nomenklaturasini taglif etishadi:

1) har bir fermentning nomi ushbu metilaza - restriktaza tizimini
saglovchi mikroorganizmning binar nomidan kelib chiggan bo'ladi.
Qoida bo'yicha tuziladi: avlodning nomini, birinchi katta harf bilan
yoziladigan so'ziga, turning ikkita birinchi  kichkina harf bilan
yoziladigan nomi qo'shiladi. Masalan, Streptomyces albus - 5al,
Escherichia coli - Eco;

2). kerak bollganda serotip yoki shtammning belgilashini
qo'yish mumkin, masalan, Yeso B;

3) restriksiyaning turli sistemalari - bitta bakteriya hujayrasi
bilan kodlangan modifikasiyalar rim ragamlar bilan belgilanadi: Hind 11,
Hind I, Hind 1ll (Haemophilus influenzae).

4) restriktazalar R harfi bilan belgilanadi (R Hind I}, metilazalar
- M {M Hind ).

Yangi restriktazalar ochilishi bilan Roberts 1978 yilda
fermentlarning rasional belgilashlarga qo'shimcha so'zlar kiritishga
majbur bo'ladi: agarda gisqargan nomi bir necha fermentlar uchun bir
xil bo'lsa, ikkita birinchi harflar shunday qoladi, uchinchisi esa, tur
namining keyingi harflari olinadi: Haemophilus parainfluenzae - Hpa |
yoki Haemophilus parahaemolyticus - Hph 1. Ushbu restriktazalar DNK
molekulasini turlicha parchalaydi. Birinchisi "to'mtoq” uchlar hosil
gilsa, ikkinchisi - “yopishgog" uchlar, ya'ni hosil bo'lgan
fragmentlarning uchlarida bir zanjirli o'zaro komplementar, to'rtda
nukleotid uzunligidagi gismlari bo’ladi. Bunday fragmentiar
rekombinant DNK hosil gilishda juda qulay.

Restriktazalar ta'sirining mexanizmi. Nishonlar sifatida (tanish
sayti) ko'pinchv 46 juft asoslardan tashkil topgan palindromiar —

restriksiva saytlari, Restriktazalar taniydigan nugtalar 18005 aylanis
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nisbatan simmetrik joylashgan bgiag; —

nukleotidlar ketma-ketligi chap tomondan j:;‘; qt:;‘:.z Zanjirdag
zanjirdagi nuklectidlar ketma-ketligini o'kshash, fagat qu; mr:DSn:qa
chapga qarab, masalan: 3-GAATTC-5' jli s-cTTAAG.3: fms:. 533?
Simmetrik deganda, metilirlanganiar DNKning ikkala zanjirida bo'lishi
kerak. Natijada, sayt-nishon to'liq metililangan bao'lishi mumkin (ikkala
zanjirlar - modifisirlangan), yarimmetilirlangan fagat  bitta zanjir
metililangan) yoki metilirlanmagan bo'ladi.

i TACG. . . TACG
Simmetrik fn.mc. : .c-:'-wr
TACG. . .GCAT
Invertirlangan ATGE. . .OCAT
TACG. . .CGTA
Bevosita ATeh. .. TACE
komplementar TACG. ATGC
TAAT -
ATTA Palindrom

Rasm 63. Nukleotidlarning ketma-ketliklardagi Mkrﬂrhnllhhd
quyidagilarga bo’linadi: bevosita, invertirlangan, simmetrik, bundan
tashqgari, palindromliar va bevosita komplementar palindromiar.

To'liy metililangan sayt restriksiya va mﬂdiﬁ‘faﬂ‘ﬁ_’ﬂa
uchramaydi. Yarimmetililangan sayt restriksi}fa ferrr.uelnt: bilan
aniglanmaydi, lekin metilaza yordamida to'liq mEt"'ﬂEHQ?”Qa
aylanishi mumkin. Bakteriyalarda metilirlanish cdatdal hosil bo'lgan
modifikasiya holatini saglashga qaratilgan bu'lac‘rj. s'.?razanﬂps
soxraneniem  imeyushegosya  sostoyaniya mu-drﬁkasn._ Tullg
metililangan DNKning replikasiyasi yarim metilirlangan DNIA_‘!nm:g h:?sﬂ
bo'lishiga olib keladi. Yarim metililangan saytlamni tanib olish in vivo
sharoitida metilazaning funksiyasini bajarishini odatdagi etapi bo'lsa
kerak. Metililanmagan sayt-nishon restriksiya yoki modifikasiya uchun
in vitro sharoitda substrat vazifasini bajaradi. Hujayrada
modifikasiyalanmagan DNK restrisiyaga uchrasa kerak.
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Kesish reaksiyasi ikki pog'onada amalga oshadi. Oldin
DNKning bitta zanjiri kesiladi, keyin ikkinchisi. Kesish saytiariga ikkala
tomondan yaqin joylashgan xududlarda ekzonukleotik degradasiya
jarayoni kuzatilishi mumkin, ATFning effektiv gidrolizi kuzatiladi, lekin
uning vazifasi noaniq.

Savol tug'iladi, ganday gilib ferment bitta saytni taniydi, lekin
boshga, uzoqda joylashgan bo'lsa ham, saytni kesadi. Muhim bo'lgan
vogea, DNK molekulasi bilan birinchi be'lib bog'langan ogsil, undan
hech gachon ajralmayji. Agarda fermentni medifisirlangan va
modifisirlanmagan DNKning aralashmasida inkubasiya gilinsa, ferment
ko'progq modifisilanmagan DNK kesadi. Demak, bog'lanish saytini
tanib, kesish saytini aniglash uchun ogsil metililanmagan DNKdan
ajralmaydi.

Tanish va kesish saytlarni o'zaro bog'lanishlari borligi to'g'risida
ikkita alternaativ modellar tushuntiradi; bitta model bo'yicha, ferment
DNK molkulasi bo'ylab harakatlanadi, ikkinchi modeli bo'yicha = DNK
o'zi siliiydi. Agarda ferment harakatlansa, kesish  saytini
aniglangandagina to'staydi. Agarda DNK siljisa, ferment tanish
saytiga birikganicha qoladi, DNK esa, fermentdagi bog'lanish
saytigacha yetib boradi. Bu jarayon davom etadi toki ferment kesish
xududiga yetganicha. Elektron mikroskopik ma'lumotlar asosida
xulosa gilish mumkin, DNK molekulasida ferment halgalar hosil giladi,
kesilgandan keyin ham tanish sayti bilan bog'langanicha qoladi
ushbu ma'lumatlar ikkinchi modelni tasdiglaydi.

11.5. Rekombinant DNK konstruksiyasining hosil gilinishi.

Rekombinant DMK deganda, har xil biclogik manbalardan
olingan ikki yoki bir necha DNK fragmentlarini in vitro sharoitida
(probirkada) o'zaro bog'lab  hosil gilingan molekuladir. Asosiy so'zlar
«DNK fragmenti» va "in vitro sharoitida qo'shish®, genetik injeneriya
usulini mazmunini yoritadi va gibrid (yoki ximer) organizmlarning hosil
gilishning boshga usullaridan, masalan, genetik seleksiya, embrional
injeneriya va h.k., farq gilishi. DMK fragmentlarini, shunindek, tarkibida
gen bo'lgan fragmentlarini restriktazalar yordamida hosil gilinadi.
Restriktazalar hosil qilishi mumkin ham to'mtog, ham yopishgqodg
uchlari bo'lgan fragmentlarni. Fragmentlami bir biriga ulash, DMKRing
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fragmentlarini uchlari bog'liq, ascsan uchta usul yorlamida olib
boridadi.

Restriksiya-ligaza usuli. "Yopishgog" uchlari orgali bir biriga
ulash. Ushbu usul eng keng targalgan usul hisoblanadi. Birinchi marta
ushbu usul yordamida gibrid DNK hosil gilgan olimlar 5Koen o’z
kasbdoshlari bilan 1973 yilda. Ayrim restriktazalar, masalan Pst |, DNK
zanjiriga simmetrik, bir biriga nisbatan giyasiga joylashgan, tanish
saytining markazidan bir xil masofada joylashgan va “pog’ona” hosil
gilgan uzilishlarni DNK kiritadi (rasm 65). Bunday komplementar
bo'lgan uchastkalarni, azot asoslarini juftlashishi tufayli, ya'ni
assosiasiyalar hosil gilish moyilligi bo'lgan sababli, ular komplementar
yoki yopishqoq uchlari deb nomlanadi.

Asoslarning juftlashishi fagat komplementar ketma-ketliklar
orasida kuzatiladi, shu sababdan Eco Rl nnng AATT-uchlari Hind Il
hosil gilgan AGST-uchlari bilan juftlashmaydi. Lekin, bitta restriktaza
ta'sirida hosil bo'lgan, har qanday ikkita fragment (kelib chigishini
ahamiyati yo'g) bir zanjirli komplementar nuklectidlar bir biri bilan
vodorod bog'lari orgali birikishi mumkin (rasm 65).

Ammo bunday juftlashish natijasida  ikki zanjirli yahlit spiral
molekula hosil bolmaydi, chunki fosfodiefir bog'lanishda ikkiti!
uzilishlar kuzatiladi. Ularni tiklash uchun DNK-ligaza ferment!
qo‘llaniladi. Tirik hujayrada ushbu ferment o'zining funksiyasini, ya'ni
replikasiya natijasida hosil bo'lgan DNK fragmentlarini oZzaro
bog'laydi.

Konnektor usuli, “To'mtoq uchlari® bilan bogflash. DNK
fragmentlarini bog'lash uchun fagat yopishgoq uchlarini ba'lishi shart
emas, to'mtoq uchlari orgali ligaza yordamida ham bog'lash I'I"lUI'I“IlI:IrT
ekan, agarda ligaza va to'mtoq uchlar reaksiya aralashmasida yAqan
konsentratsiyada bo'lsa. Bunday holatda ligirlanish (tikish) reaksiyasi
o'ziga hos bo'lgan xususiyatlarga ega bo'ladi va uning eﬁektwhg!;
yopishgog uchlari bilan bog'lash effektiviigi nisbatan pastrog bo'ladi.
Bunday tajribalar birinchi marta 1972 yilda Pol Berg tnmc:rndar!
Stenford universitetida AQSh o'tkazilgan, Yopishqog uchlami
fermentlar yordamida DNKning molekulasini to'mtoq uchlariga
biriktirish mumkin. Buni uchun buzogchaning timusidan (ayrisiman

bezi) ajratilgan uchli transferaza qo'llaniladi. Agarda in vitro

rekombinasiya _ gilingan DMK f@merﬂﬂli 3'-uchiga uchli
259




dezoksinukleotidiltransferaza yordamida bir zanjiri ma’lum
uzunligidagi oligo (dA)-segmentlarni biriktirilsa, boshga fragmentning
uchiga  xuddi shu wuzunligidagi — oligo (dT)-segmentlar

biriktirilganda, so'ng shu usul bilan hosil qilingan fragmentlar
aralashtiriladi, natijada ular bir biri bilan, ya'ni oligo {dA)- va oligo (dT)
—ketma-ketliklar vodorod bog'lan orgali bog'lanadi (rasm 66). |kkita
fragmentlarni kovalent bog'lash uchun DNK-ligaza go'llaniladi. Bunday
muclajalar urmumiy rekombinant DNK molekulasini hosil gilish ikkinchi
usuli amalga oshirish uchun asos bo'ladi.

DNE 1

msln'ktazg | L ! , ' :@

Hind ITT

Rosm 64. Restriktaro-ligaro ususlining sxemasi

B IITUT-LUA ATT TTTTTULA
A e ik TAUAAAAATTT
fragment | fragment 2 "biriktirilgan” DNK

Rasm 65. “Yopishqoq” uchlar va DNK bo'laklarining birikishi

O'zaro komplementar bo'lgan bir zanjirfi uzun uchlarni hnsi!
gilish mumkin bo'lgan tufayli gibrid molekulalar yugori eﬁektivhg:_
bilan hosil bo'ladi, shuning uchun mRNKning DNK-kopiyalarini
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klonlashda, ularni miqdori chegaralangan oyl ﬁ

. iz : an :
usull go'llaniladi. Bunday biriktirizh usu'lidga fr:‘::::':t-l::mnekmr

AAAAA uchastkalar go'shilib goladi.  Qo'shimcha zrasiga
ketliklar bog'langan molekulalarini funksiyalariga ta'sir ql'rllislhl iI mue:;;_

shu sababdan DMKning rekombinant molekulalarni hosil qilishda
murmkin gadar, restriktazala yordamida hosil bo'lgan, ]r"ﬁF'iShqm:;
uchlari bilan foydaliniladi, ya'ni turli nomli yopishgoq uchlari bo'lgan
fragmentlarni o'zaro bog'lash. Agarda restriksiyaning har il
endonukleazalari yordamida hosil bo'lgan fragmentlami bog'lash
kerak bo'lsa, ya'ni fragmentlarning uchlani bir biriga komplementar
bo'lmagan, unda linkerlar (perexodnik - o'tishga oid) go'llanadi.
Linkerlar — kimyoviy sintezlangan oligonukiectidlar bo'lib, restriksiya
saytlari yoki ularning kombinasiyalaridir. Ushbu g'oyani birinchi ba'lib
taqlif etgan olim Sheller o'z kasbdoshlari bilan (1977). Bunday
linkerlarning soni juda ko'p. Tabiiyki, linkerlar bilan foydalanayotganda
genetik informasiyanin goidalariga rioya gilish kerakligi. Ko'pincha
linkerning o'rtasiga boshgaruvchi genetik element joylashtiriladi,
masalan, promotor yoki ribosoma bilan boglangan gism. Bunday
holatda linkerlar fagat genlarni yigiishi vazifasidan tashqari, ularning
ekspressiyasini ham boshgaradi. Shunday linkerlar borki i’tﬂ‘mmq U":h[
~ yopishqoq uchi’lariga genetik informasiyani o'tkazadigan. Kerakl
bo'lsa, yopishqog uchlarini to'mtoq uchlariga aylantirish mumkin.
Bunga erishish mumkin, agarda fagat bir zanjirli DNK molekufasin
parchalaydigan ferment endonukleaza S1 go'llanilsa yoki yopishqog
uchlarni DNK-polimeraza | yordamida ikkinchi zanjirni sinteziash usul
yordamida.

11.6. Yangi genning hujayraga kiritilishi.

Rekombinant genni hujayraga kiritish mumbkin ikkita L.ISIf.I|i hulani
vektor konstruksiya yordamida yoki to'g'ridan to'g’ri bevosita usuli
bilan, |

Marker — genlar, Vektor - DNK molekulasi bo'lib, ikki
komponentdan tashkil topgan: vektor gismi (tashuvchi) va kionlangan
begona gendan. Vektor wvazifasi - tanlangan DNKni  hujayra-
resipientga yetgazish va genomiga kiritish, transformasiya gilingan
hujayralarni identifikasiya qilish, kiritilgan genning ekspressiyasini
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stabil holatini ta'minlash. Shunday qilib, vektor uncha katta bo'lmagan,
xo'jayin-hujayrasida o'z-o'zini tiklash (replikasiya bo'lishi), ko'p marta
nusxa hosil gilish (amplifikasiyalanish), birikkan genni ekspressiyalash
(tarkibida boshgaruvchi ketma-ketliklarni bo'lishi), tarkibida effektiv
seleksiya uchun albatta bo’lishi kerak gibrid hujayralarni aniglaydigan
nishon-gen; organizm hujayrasiga o'ta oladigan gobiliyatiga ega
bo'lish. Transformasiyalangan hujayralarni  aiglaydigan nishon
genlaming ikkita guruhi ajratiladi: selektiv genlar antibiotikiarga
(kanamisin, tetrasiklin, neomisin va boshg) va gerbisidiarga
(o'simliklarda) chidamlilik hosil giladigan wva substrati bo'yicha
auksotrof genlar va hk. Bunday nishonning ishlash prinsipi -
transformasiyalangan hujayralarning selektiv ozuga muhitda o'sishi.
Bunday ozuga muhitga transformasiyalanmagan,  normal
hujayralarning o'sishi va bo'linishini ingibisiya ta'sir ko'rsatagan
moddalar go’shiladi Reporter genlar, hujayra uchun neytral ogsillarni
kodlaydigan genlar bo'lib, to‘gimalarda bo'lishini osongina aniglash
mumkin. Ko'pincha reporter genlar sifatida qgo'llaniladi:  B-
glyukuronidaza (GUS), yashil flyuoressent ogsili (GFP), lyusiferaza
(LUC), xloramfenikolasetiltransferazalarning (CAT) genlari. Xozirgi
kunda ushbu genlar arsenalidan eng ko'p go'llanadigan genlar GUS va
GFP, kamroq - LUC va CAT genlar. Xozirgi kunda reporter gen sifatida
go'llaniladi GUS geni. Ushbu gen E. coli ning modifisirlangan geni
be'lib, molekulyar massasi 68 kD teng bo'lgan B-glyukuronidazani
kodlaydi. GUS faol bo'ladi tashqi muhitning keng diapazon sharoitida,
lekin optimum rN (5-8) va 37°S ga to'g'ri keladi, U keng spektrdagi
tabiiy va sintetik glyukuronidlarni gidrolizlashi mumkin, natijada
spektrofotometrik yoki flyuorimetrik yordamida fermentning faolligini
aniglash, kerakli bo'lgan substratlarni tanlash va to'gimalarni
gistokimyo in situ bo'yashga (masalan, ko'k rangga) imgoniyat
varatiladi. Ferment yetarli darajada stabil: isitishga (hayotchanligi 55°5
- 2 soat) va detergentlar ta'siriga chidamli, Muzlatish va muzdan
tushirish jarayonida GUSning faclligi o'zgarmaydi. Gen injeneriya
usullari yordamida hosil bo'lgan ximer ogsillarning tarkibida ham GUS
o'z faolligini saqlaydi. Tirik hujayralarda ham GUS ogsili bir necha
soatlardan to bir necha sutkalargacha stabilligi va falligini saglaydi.
GFP (green fluorescent protein - yashil flyuoressent ogsil, yoki yashil

flyuoressensiyaning oqgsili) Shimomura va hammuallifiar bilan_birga,
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1962 yilda lyuminessifangan  meduzada —

aniglashgan. GFP geni 1992 yilda Prasher v hammi:‘ﬂ‘;lﬂ;rrm victoria
aniglanganadi va bir necha yildan so'ng reporte tomondan

F geni sifati i
pro- va eukariot organizmlar bilan ishlagandg f;:ra;g’:la:?:a;"l
¥ozirgi kunda  GFP geni butun jahon boYyicha yuzlab ilr‘n.i;,u-I

izlanislhla:rda q::-'llanil:_l _hcrrmnqda, Bunday qo'llanishning keng
tarqallshl_, £'%FP r::qsninmg maxsus xossalari  tufayli, chunki wu
flyuoressirlanish xususiyatiga ega bo'lib, uzun te'lginli ultrabinafsha
nurlari ta'sirida yashil rangda ko'rinadi. Mana shu flyuoressensiya
bevasita ogsilga bog'liq bo'ladi va uning ko'rinishi uchun substratlar
yoki kofaktorlarning be'lishini talab gilmaydi. Ushbu xususiyati tufayli
GFP geni kelajakda juda perspektiv reporter gen bo'lib, transgen
organizmlarda har xil hayotiy (destruktiv bo'lmagan) izlanishlarni alib
borish imgoniyatini yaratadi. GFP ko'p miqdordagi hosilalan umumiy
atama bilan nomlanadi - AFP (autofluorescent proteins -
avtoflyuoressent ogsillar). Dengiz anemonadan Discosoma sp.
yaginda yana bitta ogsil ajratilgan DsRed bo'ladi, agsil gizil yorug'likda
flucressirlanadi. Yana bir necha shularga o'xshash fluoressirlanadigan
ogsillar Rossiya olimlari tomonidan korall poliplardan Anthozoa ajratib
olingan. Ogsil denaturatsiyaga uchrashi mumkin juda yugori harorat,
N ning eng chetdagi ko'rsatgichlar va kuchii gayla tiklovchilar,
masalan, Na2SO4 tipi ta'sirida. O'zining fiziologik muhitiga n’tganda
GFP flyuoressensiya xususiyatini salmeqgli darajada gayta t_ikla}'dl. Gfﬂ
injeneriya usullari yordamida hosil bo'igan ximer oqgsillarning tﬂ'["!“'f‘ﬁ
GFP o'z faolligini va tirk hujayralarda ham GFP ogsili stahl_HlEI“'"
saqlaydi. CAT genlar xloramfenikolasetiltransferaza sintezga Ja'mtf
beradi (Escherihia coli dan ajratilgan). Ushbu ferment asetil guruhni
asetil-KoAdan olib xloramfenikolga o'tkazish reaksiyasini kataliziaydi.
Opredelyaetsya Gistokimyoviy usul yordamida aniglanadi: mos keigan_
substat qo'shilganda to'gimaning rangl o'zgaradi. LUC - geni
lyusiferaza (bakteriyalardan klonlangan) fermentni kodlaydi. Ferment
transformiriangan hujayralami nurlantiradi.

Bakterialardan olingan ferment ikkita subbirliklardan tuzilgan.
Fermentlarming faolligini aniglash uchun maxsus uskunalar kerak bo'ladi-
fluorimetr va yorug'lik signal beruvchi amplifikatori bo'lgan, ragamlar
bilan ifodalangan videokamera. Ferment oz faolligini yo'gotadi
detergantlar va_yugori_harorat ta'sirida. Selektiv genlaming reporter

263




genlarga almashtirish transgen o'simliklarni tanlashda juda ma'qul,
chunki reporter genlami go'llaganda atrof muhit va odam salomatligiga
amaliy ta'sin bo'lmaydi. Lekin, reporter genlaning qo'llanish sohasi ancha
keng, fagat transgenozni oddiy nazorat gilish emas. Boshga muhim
vazifasi, konkret genlaming (o'ziniki yoki begona kat'ly nazar)
ekspressiya makon va zamon (imgoniyati boricha migdoriy jihatdan)
xususiyatlarini aniglashdir. Rreporter genini prmotorga biriktirish usuli
yordamida uning transkripsiya jarayonida tekshirilayotgan genning
ekspressiyasini boshgarishidagi roli aniglanadi.

Genning oqsil kodlaydigan qismini,  5'-uchli tranlyasiya
bo'lmagan mRMK ketma-ketligini saglangan holda, reporterga
almashinishi shu ketma-ketlikning mRNKning yadrodan sitoplazmaga
transporti va translyasiyaning inisiasiyadagi rolini aniglashga
imgoniyat yaratadi. Genning asosiy xususiyatlardan biri - bu
ekspressiya xossasi. Bu xossaga javobgar bo'ladi, tarkibida gen
bo'lgan, vektor molekulasiga kiritilgan har xil genetik elementlar.

Hujayraga genning bevosita kiritish usullari. Genning hujayraga
bevosita kiritishini  bir necha usullari mavjud: transfeksiya,
mikroin'eksiya, elektroporatsiya, smini-hudayra= usuli, liposomalarga
joylashtirish va elektron zambarak.

Transfeksiyada DNK adsorbiruetsya kalsiy fosfatning
kristallarida adsorbsiya bo'ladi (Grexem Van der Eb, 1973), natijada
kalsiy presipitat zarrachalari hosil bo'ladi. Ular fagositoz yo'li bilan
hujayraga yemiriladi. Tarkibida seleksiya olib boradigan gen bo'lgan
xususiy DNKga transformasiyasining effektivligini oshirish uchun
nospesifik DNK-tashuvchi qo'shiladi. Odatda bunday maqsadga
erishish uchun DNK buzogchaning timusidan yoki losos baligning
spermasidan olinadi. DNKning bir gismi membranaga birikadi,
natijada hujayraga tushmaydi. DNK ni aksepsiya gilgan hujayralarning
migdori 15% dan to 90%gacha borishi mumkin. DNKning kiritishidan
bir necha sutka o'tgach hujayralarming katta bo'imagan gismi begona
genlarning ekspressiyaga uchratadi, lekin keyin ekspressiya darajasi
susayadi, fagat 10-3-10-5 miqdordagi  hujayralar  stabil
transformasiyani o'tadi xolos.  Transfeksiya uchun DNKni adsorbsiya
giluvchi polimer DEAE-dekstran go'llanadi. Hujayraga kirish effekti va
ekspressiya  vagti yugori darajada kuzatilsa, lekin stabil

transformasivani _amalga__oshish__ darajasi__kalsiy _presipitatning
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qgo'llanishiga nisbatan pastrog bo'ladi. Transfeksiyani chastotasini
"gliserin shoki" deb atalgan muhit (4 min 15% gliserin NEPES-
buferdagi eritmasi) kuchaytiradi, Hujayraga har ganday genni kiritish
mumkin, agarda u klonlangan selektiv nishon {marker) bilan oldindan
boglangan bo'lsa. Lekin keyingi izlanishlar natijasida aniglanadi,
hujayra tashqarisida bog'lash shart emas. Selektiv gen tarkibida
bo'lgan hujayralar, kalsiy prsipitatda bo‘lgan boshga DNKni ham
fagositoz qilishi mumkin ekan, Demak, kotransformasiya usulidan
foydalanib, har ganday klonlangan DNK segmentini sun'iy usulda
o'stirilayotgan eukariot hujayralarga kiritish mumkin, agarda shu
DNKni selektiv marker bilan hosil bo'lgan kalsiy presipitat eritmaga
qo'shilsa. Transfeksiya hosil qgilish uchun xromosomalar yoki uning
fragmentlari ishlatiladi. Hujayralar-donorlar  mitoz bo'linishning
stadiyalarida bloklanadi (to'xtatiladi). Mitotik xromosomalar osmaotik
shok va gomogenizasiya ta'sirida ajraladi. Ularni  differensial
sentrifugiriash usuli bilan tozalanadi. Xromosomalar kalsiy xlor
yordamida hujayralarning sirtida cho'qindi hosil giladi. Bir necha
soatdan keyin reagent bilan ishlov beriladi, natijada membranani
teshish imqgoniyati bo'ladi (masalan gliserin yordamida). Hujayra-
resipientlarga ishlov berish uchun xromosomalarning toza preparatlari
go'llaniladi, chunki xromosomalar bunday holatda kamrog
shikastlanadi.  Bitta hujayraning xromosomalariga ishlov berish
chegaralangan migdorda bo'ladi, shuning uchun yaxshisi bitta hujayra
resipientga 20 tadan ortiq bollmagan xromosomalar qo'llaniladi
chunki suzspenziyada xromosomalar konsentratsiyasi yugori bo'lsa,
ular agglyutinasivaga uchraydi. Resepient hujayrada donorning
xromosomalarini fragmentlari bo'lib, genom tarkibiga kirishi mumkin
va musta'qil holda replikasiyalanishi ham mumkin. Kiritilgan
fragmentlarda ko'pincha delesiyalar kuzatiladi. Hamma hujayralar ham
genom DNKning transformasiya xususiyatiga yugori chastotada ega
emas. Odamning fibroblastlari plazmidalarning DNKsini  effektiv
darajada kiritadi, ammo genomning DNKsini mutiago qabul gilmaydi.
Sut emizuvchilarning hujayralariga DNK mikroin‘eksiyasi mumkin
bo'ldi, diametri 1-0.5 mikronga teng ba’lgan mikropipetkalarni sozlash
asbobnini va mikromanipulyatomi paydo ba'lishi bilan (rasm &7).
Tarkibida gerpes virusini fragmentlari va timidinkinazaning geni (TK)

bo'lgan _plazmidalar _va_plazmida rVR322 TK-hujayralariga_in eksiya
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gilinadi, natijada aniglandi,  TK-geni yadrolarga kirib normal
replikasiyalandi. DNK ni mikroin‘eksiya yordamida kiritish usuli
Anderson va Diakumakos tomondan 70-yillarning boshida ishiab
chigilgan. Agarda kerakli asbob va uskunalar bo'lsa bir soatda 500-
1000 hujayralarga in'eksiva gilish mumkin va 50% hujayralarda
in‘eksiya gilingan genlarning stabil intergratsiya va ekspressiyasi
kuzatiladi.

Ta'riflangan usulning afzalligi shundan iboratki, u har ganday
DNEni  har qanday hujayralarga kiritishga imkon beradi va

hujayralarga kiritilgan genni saglab qolish uchun selektiv bosim talab
gilinmaydi.

Rasm 66. DNK ning mikroin‘eksiyasi

Mdmjx“m Elelarod

Razm 67. Elektroporatsiya usuli

Elektroporatsiva usuli yugori kuchlanishli impulslar ta'sirida
biomembranalaming gaytariladigan o'tkazuvchanligini kuchaytirishga
asoslanadi. Elektroporatsiya uchun muhitga hujayralar va hujayraga
kiritish uchun mo'ljallangan DNK fragmentlari qo'shiladi (rasm 66).
Muhitdan yugori vol'th impulslarni o'tkaziladi (kuchlanishi (200 — 350)
V, impulsning davomliligi 54 m/s), natjjada sitoplazmatik membranada
poralar (teshikchalar) hosil bo'ladi. Teshikchalarning saglanish vaqti va
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razmeri, DNKga o'xshash makromolekulalar .

tashgi muhitdan hujayraga kirishga yetari; huﬁ;’;‘f‘t'k”:gf'r; ta's.irida
hajmi kattalashadi. jada hujayra

Saglanib golgan hujayralar DN miigdorinin
o'ziga olish uchun elektr maydonning kuchlanishi va ta'sir vaqti
transformasiyalanuvchi : DNK va resipient hUjﬂyra!arnim_;;
konsentratsiyasi  har bir  hujayralar tizimiga tajriba usuli bilan
aniglanadi. Elektroporatsiyaning optimal sharaitids
transformantlarning migdori tink hujayralarning 80% tashkil etadi
Elektroporatsiva — fizikaviy, biokimyoviy usul emas, shu sababdan
bo'lsa kerak, uning keng qo'llanilishi. Ko'pgina izlanishlar natijasida
aniglandi, elektroporatsiya muvaffagiyatli go'llanishi mumkin DNK
molekulalarni har il tipdagi hujayralarga kiritish mumkin, masalan,
hayvonlarning sun'iy o'stirilayotgan hujayralariga, sodda hayvonlarga,
achitqi va bakteriyalarga va o'simliklarnin protoplastiariga. \’ut_qqr‘!
razryaddagi kuchlanishning bisloy lipidii membmnagal ta'sirini
elektroporirlanuvchi effekti, balki uning egrilik radiusiga bog'lig b'-'-'r"“!
kerak. Shu sababdan kichik bakteriya hujayralari ancl'lia yugori
darajadagi kuchlanishda (10 kV/sm va unfan ham yugori) IDNKnl
effektiv “yutadi® yirik hayvonlar va o'simlik hujayralarga nisbatan
(maydonning kuchlanishi 1—2 kV/sm teng bo'lganda ”llaf eﬂ‘?ktw
“yutadi”). Elektroporatsiya —eng oddiy, effektiv va gayta gilaoladigan
DNK molekulalarini hujayralarga kiritish usuli. Lekin yagindagicha ham
ushbu usul fagat ayrim laboratoriyalarda go'llangan xolos, chunki
seriyali asboblar — elektroporatorlar bo'lmagan. Bunday asboblarning
paydo bo'lishi va takomillashishi tufayli genetik injeneriyada keng
go'llanadigan bo'ldi, «Mini-hujayralarniz hosil qilisl':. !'nulmklrn dFrrIDf
hujayralarni mitoz jarayonida kolsemnid ta'sirida be'linishi to ::ctahllﬂdi.
ya'ni bloklanadi. Hujayralami uzog vaqt davomida kolsemid hll_a':
ishlov berilsa har bitta xromosomaning atrofida yangi yadro qﬂbl‘ﬂ'
shakllanadi. Sitoxalazin V bilan ishlov berilsa VaaNae n%
sentrifugirlanganda  mini-hujayralar  hosil bo'ladi, to'grirogi
sitoplazratik membranaga o'ralgan mikroyadrolar. Hosil bo'lgan
mini- hujayralar har xil ta'sirotlarga o'ta sezuvchan bo'ladi, shu
sababdan biriktirish uchun maxsus sharoitlar yaratiladi. Usul
murakkab, effektivligi past - 10-6-10-7.

g gancha ke'p
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Lizosomalarga joylashtirish ekzogen genetik materialni
restriktazalarning halokatli ta'siridan himoya gilish uchun go'llaniladi.

Liposomalar - sferik shaklidagi fosfolipidlardan tuzilgan
qobiglar (rasm 67). Ular hosil qilinadi suv bilan lipidlar aralashmasini
keskin silkitish yoki fosfolipidlarning suv emulsiyasini ul'tratovush bilan
ishlov berish usullari yordamida. Fosfatidilserin va xolesterindan
tuzilgan liposomalar hayvon va o'simlik hujayralarigi DNKning
kiritishning eng qulay hisoblanadi. Liposomalar orqali o'tkazish tizimi
hujayralar uchun kam zararlidir.

Rasm 68. (a) Liposomalar - bir gavatli (diametr 250-300 angstrem) va ko'p
qovatli (5 - 50 mikrometr). Shtrix go'yilgan gismlar - suvning joylashgan
Joyi, och rangli gism - bimolekulyar lipid qavati, molekulalarming
qovatning ichiga qaratilgan «dumlaris. (b) Hujoyra membranasi bilan
liposomalarning o'zaro ta'sirining shalkllari: liposoma membrananing
o'thazuvehanligini kuchaytirishi mumbin — go'shimcha kanallar hosil gilib
(1); membranagao birikish- adsorsiyalanish (1); o ‘zaro ta'sirining
ahamiyatli shakli - liposomalar hujayraga kirishi (emirilishi), bunday
munosabatda liposoma olib kelgan modda hujayraga bevosita tushadi
(I1i); ayrim holatlarda hujayra membranasi va liposomalar lipidiari bilan
almashinadi (IV), boshqa holatiarda esa, hujayra membranasi va
liposomalar qo’shilib ketadi (V).
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Biclogik ballistik usuli (biolistika) yordamida o'simliklarning
transformasiyasi amalga oshirilgan, aynigsa bir pallalilarning
o'simliklarni, va bugungi kunda eng effektiv usullaridan biri
hisoblanadi. Usulning mazmuni shundan iboratki, diametri (0,6—1,2)
mkm teng bo'lgan vol'framning mayda zarrachalariga transformasiya
uchun kerak bo'lgan gen konstruksiyasini o'zida tutgan vektorning
DNKsi  changitib  yuboriladi. DMK tarkibida bo'lgan wvolfram
zarrachalari sellofandan tuzilgan mahsus idishga tushiriladi va
biolistik pushkani ichiga o'rnatiladi. Odatda markazda joylashgan
hujayralar vel'fram zarrachalarning migdori va yugori bosimi tufayli
halog bo'ladi, markazdan 0,6—1,0 sm narida joylashgan hujayralar
eng muvaffagiyatli transformirlangan bo'ladi.  So'ng hujayralar
eg'tiyotlik bilan mahsus muhitga sun'iy usulda o'stiish va
regeneratsiya uchun o‘tkaziladi, Biolistik pushka yordamida bir pallali
o'simliklar, masalan, makkajo'hori, bug'doy, arpa wva sholi
transformirlangan bo‘ladi, Natijada stabil o'simliklar-transformantiar
hosil bo'ldi. Biolisticheskaya transformasiya yordamida transgen bir
pallali o'simliklarni yaratilishdan tashqari, DNKning bevosita embrional
changga o'tkazib, tezdagina transgen digaploidli o'simliklarni hosil
gilish seleksiya ishlarida go'llaniladi. Xozirgi kunda ushbu usul
yordamida tamakining transformasiyasi amalga oshirildi, gaploid
o'simliklarning regeneratsiyasidan so'ng stabil transformantlar hosil
qilindi. Ballistik transfeksiyaning asosida organ va to'gimalamni o'gqa
tutish jarayoni yotadi, shunga asoslangan holda tilla plazmidaning
DNKsi bilan goplanadi. Mikrozarrachalar hujayra qatlamlaridan o'tib,
genetik konstruksiyaning bevosita yadro hujayralariga yetkazadi. Shu
magsadda yaratilgan "gen pushkasi® (gene gun) tuzilishi jihatdan
miltiqga o'xshash. Mikrozarrachalarning o'tish chugurligi odatda katta
emas - 1 mm gacha, shu sabbadan ushbu usul asosan teri yoki uni
tagida joylashgan togay hujayralarning transfeksiya gilish uchun
ma'ljallangan. Lekin, otishning maxsus sharoitlarida mikrozarrachalar
to'gimaga kirishi to 4-5mm chugurlikgacha va genni ko'ndalang-targ’il
muskullarning talalarigacha yetgazish mumkin.

Bakterial hujayralari bilan genetik muolajalari. Bakteriya E. coll
xozirgi kunda eng yaxshi o'rganilgan hujayra hisoblanadi. To'liq
o'rganilgan faglarning ko'pchiligini xojaiyini E. soli bo'ladi..
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E. coli ning protoplasti murein gopga o'ralgan bo'lib, tashqi
membranaga birikadi. E coli ekzogen DNKning yutish qobiliyatiga ega
emas. Shu sabadan shunday sharoit yaratish kerak-ki hujayra
gobig'idan o'tish imgoniyati  mumkin bo'lishi.  Oldin hujayralar
izotonik eritmada lizosim bilan ishlov berilishi natijasida sferoplastlar
hosil gilinadi. Grammanfiy bakterivaning tashgi membrananing
liposaxarid gavati ikki valentlik kationlar bilan stabillashgan bo'ladi,
shuning uchun Esoli ning tashgi membranasini yumshatish uchun
etilendiamintetrasirka kislota (EDTA) qo'llaniladi, kislota ikki valentli
kationlarni  bog'laydi. EDTA  bilan ishlov berilganda
lipopolisaxaridlarning  bir gismi hujayraning tashgi membranasidan
gjralib chigali va lizosim murein gopgacha yetib borib, uni
gidrolizlaydi. Natijada hujayra qobig'ining o'tkazuvchanligi kuchayadi.
Sferoplastlarni E. coli dan hosil gilish va ularni transfeksiya usullarini
takomillashishi tufayli  har xil faglarning DNK molekulasini
transformasiyasini effektiv darajaga yetgazish imgoniyati yaratilgan
bo'ldi. Zararlikning rivojlanishiga jiddiy ta'sir etadi faglarning DNK
molekulasini in vivo sharoitida olgan shakli Halga yoki chizig
shakidagi, lekin tez o'raladigan DNK adan tuzilgan faglar (lyamboid
faglar) transfeksiyaning yuqori effektivligiga ega. Ichak tayogchasi
ustida olib borilgan muvaffagiyatli tajribalar boshga prokariot
organizmlar bilan analogik ishlar olib borish uchun stimul bo'ladi.
Yaxshi natijalar olindi Bacillus subtilis hujayralari bilan ishlaganda. B.
subtilis - nopatogen tuproq mikroorganizm bo'lib, fagat aerrob
sharoitida yashaydi. Basillalar toksinlar hosil gilmaydi va hayvonlar
uchun ham, odamlar uchun ham nopatogen bo'ladi, lekin E. coli ning
hujayra qobig'i tarkibida endotoksin bo'lishi tufayli uni gen
injeneriyaning maxsulotlaridan ajratish qiyin.  Bundan tashgari,
basillalarning hujayra qobig'i oddiy tuzilishga ega bo'lib, bakteriyalar
sekresiya hosil gilgan ogsillami atrofidagi muhitga o'tkaza oladi.
Masalan, 20 xil basillalar atrofidagi muhitga 40tadan ortiq fermentlar
ajratadi. E. coli nisbatan kam ogsillar sekresiya giladi va ularni ajratish
va tozalash ham ancha giyin. Basillalar tarkibida xozirgi kunda yaxshi
o'rganilgan plazmidalar va faglar xam aniglangan. Begona genlarni
klonlashadi tashuvchi vektorlarda. Ushbu vektorlar bir necha
xo'jayinlarda bir xil muvaffagiyatli replikasiyalanadi, masalan, E. coli va

B. Subtilis_hujayralarida. Vektorlar hosil bo‘lgan _plazmidalarnin
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fragmentlarini in vitro sharoitida kombinasiyasi
tarkibida bo'lgan E. soli ning genlari o'zining
funksiya bajarmaydi, shu sababdan B. Subtilis
rayonlari gollaniladi.

Tarkit.}ida. gkﬁpressiyaga ulchmtadigan gen bo'lgan rekombinant
DNKni hosil gilish uchun kuyidagi strategiyaga amal qilish kerak.
Awalambor kDMK  sintezlanadi  yoki  klonotekdan genomini
fragmentida kerakli geni bor bo'lgan hujayralar ajratiladi va mos
ba'lgan wvektorda klonlanadi. Genom DNKning fragmentlari
modifikasivalanadi — ulardan kodlanmaydigan gismlari va go'shni
genlarning uchastkalari olib tashlanadi. Ko'pincha bu operatsiyani
o'tqazish uchun DNKning shu fragmenti sekvenirlanadi. 5o0'ng oralig
rekombinan DNK konstruksiya qilinib, ichiga bakterial boshgaruvchi
elementlar (promotor, operator, ribosomalar bilan bog'langan
nugtalar) nazoratida turgan gen joylashtiriladi. Ushbu elementlar
boshgaruvchi elementlar manbai sifatida konstruksiya qilingan gibrid
plazmidalardan ajratib olinadi. Hosil bo'lgan konstruksiya mos keigan
vektorga o'matiladi, masalan, pBR 322ga, va so'ng gen bakteriya
hujayrasida ekspressiyalanadi. Lekin genni maxsus ek:lv.preﬁ!-'?ﬂ
gilinadigan vektorga o'matish qulayroq hu‘ladi,. ::hgnki vektor
tarkibida rekombinant plazmidani bakteriya hujayrasiga kirganda fan:f
ekspressiyani amalga oshiruvchi boshgaruvchi elementlar saglanadi.
Bunday effektiv requlyator uchastkalarga kiradi, mas;lan: _Flrlaktﬂmiﬂa
genining kuchli promotori (gen penisillinga chidamli bo'lib, plazmida
pBR 322 tarkibiga kiradi). : _

Bir qator genlar, ularga insulin geni ham kiradi, QE“”'"‘I; St_m““r
gismida joylashgan restriksiya Pst | saytiga kiritilgan botladi. Shu
genning promotori toki RNK-polimeraza o'rnatilgan  genning
terminasiyasiga yetishigacha effektiv transkripsiyani amalga ﬂs':"rad_‘-

Vektorning markirovka  gilish misolida E. soli TIIIHEI
plazmidalaridan biri rBR322 insulin olish uchun Gilbert tc:mme!an
o'tkazilgan birinchi tajribalarni olinadi. Plazmida pBR322 tarkibida
ampisillin va tetrasiklinga chidamli 2 gen bo'ladi. Restriktaza Pstl
ampisillinga chidamililik hosil gilgan genning o'rta gismida joylashgan
plazmidani parchalaydi. Parchalangan plazmidaning uchlariga uchli
transferaza yordamida guanin goldiglari bilan birga to'rtda

nukleotiddan tuzilgan ketma-ketliklar ulanadi. So'ng, odatdagidek
271

natijasida, v subtilis
requlyator rayonlari bilan

ning o'zining gomalogik




ligazalar yordamida proinsulin geni "tikiladi®, natijada rekombinant
DNK hosil bo'ladi.  Plazmidaga o'rnatilgan DNK fragmenti ampisillinni
parchalaydigan fermentni sintezini buzadi, lekin tetrasiklinga nisbatan
chidamlilikning ta'minlovchi genning faolliligi saglanadi. Shunday
usul bilan transformasiyalangan E. coli hujayralari penisillaza va
proinsulin  ketma-ketliklarini saglagan gibrid ogsil sintezlanadi,
shuning uchun biologik faol bo'lgan insulin hosil gilinadi penisillaza va
proinsulinni o'rta segmentini olib tashlash usuli bilan. Agarda begona
DMNKning fragmenti chidamlilik hosil gilgan genlaming bittasiga kirib
golgan bo'lsa, u inaktivasiya qilinadi. Demak, begona DNKning
fragmentini chidamlilik hosil gilgan genlarga kiritib osongina hosil
gilish mumkin bakteriyalarda antibiotikga chidamlilikni yo'gotish.

11.7. Sut emizuvchi hayvonlarning hujayralariga
genlarning kiritilishi.

5ut  emizuvchilarning  hujayralari  bilan  o'tkaziladigan
manipulyasiyalarni 2 katta guruhga ajratish mumkin: somatik
hujayralari bilan o'tkaziladigan tajribalar va jinsiy hujayralarning
transformasiyasi bo'yicha  tajribalar  Ikkinchi guruhdagi
manipulyasiyalar natijasida transgen organizmlar hosil gilinadi.

Genlarning hayvon hujayralariga o'tkazish vektorlarning
xarakteristikasi. Hayvon hujayralariga begona bo'lgan informasiyani
yaxshi olib utuvchilardan biri retroviruslar asosida tuzilgan vektorlardir,
masalan, sichqonlarning virusini asosida. Ular yugori effektiv darajada
genlarni tashish va stabil holatda hujayralar-nishonlarga kiritishni
ta‘'minlaydi. Hayvon hujayralaring transformasiyasi asosan retroviruslar
yordamida (barcha transformasiyalarni 40%ni tashkil etadi) yoki DNK
liposomalarga kiritiladi  (25%), kamrog adenoviruslar qo'llaniladi,
chunki ular kuchli immun javob hosil qilish mumkin, bundan tashqari,
gayta kiritish mumkin emas. Begona DNKni in vitro yetgazish
muammo emas, chunki uni har xil to‘gimalarning hujayra-nishonlarga
in vive sharoitda yetqazish hal bo'lgan, asosan to‘gimalar uchun
xususly bo'lgan reseptor ogsillami, shuningdek antigenlarni
yetgazadigan konstruksiyalar yaratilgan. Ammao vektor tizimlarning
xususiyatlan (integratsiyaning stabilligi, boshqariladigan ekspressiya va
xavfsizligi) to'lig hal bo'lmagan, integratsiyaning stabilligi. Xozirgi
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kunga gadar genomga integratsiya hosil gilish fagat retrovirusli yoki
adenoassosiirlangan vektorlar go'llanilgandagina amalga oshar edi.
Stabil integratsiyaning effektivligini. kuchaytirish mumkin genlarning
konstruksiyasini  takomillashtirish yo'li bilan yoki stabil episom
vektorlarning (DNK-strukturalar, yadro ichida uzog davom etadigan
persistensiyalash xususivatiga ega bo'lgan) yaratilishi tufayli,

Oxirgi yillarda alohida e'tibor sut emizuvchilarning sun'iy
xromosomalarining  asosida (MAC - mammalian  artificial
chromosomes)  vektorlar hosil  gilishga garatilgan.  Oddiy
xromosomalaring asosiy tuzilmaviy elementlari  bo'lishi tufayli
bunday mini-xromosomalar hujayrada uzog vaqgt davomida saglanadi,
bundan tashqari, ular genomning genlarini va genlarning kerakli
to'gimada, kerakli vaqtda to'gri ishlashga zarur bo'lgan tabiiy
boshqaruvchi zlementlarni tashish xususiyatiga ega bo'ladi. Bunday
sun'ly xromosomalar achitgilar (YAK) uchun yaratilgan, chunki
achitgilaming  genomi  tollig  xaritalangan.  Modifisilangan
hujayralarning identifikasiyasi uchun markerlar (nishonlar) kerak
bo'ladi. Agarda somatik hujayralar transformasiyaga uchrasa, odatda
selektiv markerlar go'llaniladi.

Aksel' va uning kasbdoshlari (Kolumbiya universiteti) sichqon
hujayralarining “genetik® defektini to'g'rilaydi. «ispravili= takim
obrazom geneticheskiy defekt kietok mishi. Olimlar gerpes virusidan
ajratib olingan timidinkinaza (TK) genini saglaydigan DNK fragmentini
olib, bir necha milligramm lososs spermasidan ajratilgan tashuvchi -
DNK bilan aralashtiriladi va sichgonlarning L-hujayralari o'sayotgan
timidinkinaza geni (TK—) bolmagan muhitga o'tkaziladi. 100000
hujayralardan bittasi TK geniniga ega bo'ladi, shu sababdan
TK—hujayralari o'smaydigan muhitda, TK+-hujayralar o'sadi va normal
ko'payadi. :

Boshga selektiv marker - digidrofolatreduktazani (DGFR)
kodlaydigan gen bo'lib, sichqonlaming  mutant bu'lmﬂg?“
liniyalaridagi hujayralarining transformasiyasida go'llash 1murnkm-
Ushbu genning ko'p migdorli kopiyalarini ekspressiyasi tufayli, ha'.'l'"“":"”_‘
hujayrasi  plazmidasi  bilan  birga  fermentning  yuqori
konsentratsiyadagi ingibitorlariga chidamlilik hosil qiladi, l“ﬂ"_'.l'““:_"?I
ingibitarning yugori konsentratsiyalarida transformantlarni  ajratib

olish mumkin bo'ladi. Yana normal hujayralarda oz funksiyasini
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bajaradigan, marker genlarga ega bo'lgan ikkita universal vektorlar
ishlab chigilgan. Ulamning tuzilishi bitta prinsipda amalga oshadi:
transfesirlangan hujayralarning fenotipini ifodalovchi prokariotlarning
genlari, eukariotlarning regulyator signallari bilan  biriktiriladi.
Vektorlardan bittasi prokariotiarning antibiotik neomisinga chidamlilik
hosil gilgan genidan tuzilgan bo'lib, SV-40 genomiga kiritiladi.
Eukariot hujayralar neomisinning analogi ba‘lmish G 418 ga sezuvchan
bo'ladi, lekin gen maxsuloti ta'sirida sezuchanligi yo'qoladi. Shunday
qilib, transfesirlangan hujayralar G 418 bo‘lgan muhitda yashash
xususiyatiga ega bo'ladi.

Sut  emizuvchilarning somatik  hujayralarining  genetik
transformasiyasi. Sut emizuvchilarning transformirlangan hujayralarni
har xil moddalarni sintezlash uchun go'llaniladi. Hayvon hujayralari
sun'ly usulda ko'pgina o'stirish mumkin bo’lsa ham, ekonomik jihatdan
unchalik foydali emas, bakterialar va achitqilarga nisbatan. Lekin ular
muhim afzallikga ega - sut emizuvchilarning geninig maxsulotini, ya'ni
ogsilni mayda, ammo juda ahamiyatli modifikasiyalar hosil gilish
Xususiyatiga ega. Masalan, bir gator ogsillarning effektiv funkiyasini
bajarish uchun ularga uglevodlar yoki lipidlar molekulalarining
zanjirlari birikishi zurur. Bunday zanjirlarning hosil ba'lishi va birikishi
sut emizuvchilarining hujayralari uchun oddiy jarayon hisoblanadi,
bakteriya hujayrasi esa, shunga o'xshash modifikasiyalar gila olmaydi.

Sut emizuvchilaming somatik hujayralarini transformasiyasi
hujayralar-produsentlar hosil gilishdan tashgari, genlar
ekspressiyasining boshqarilishini nafis mexanizmlarini  ©‘rganish
uchun imqoniyat yaratadi va hayvon hujayralarini genetik apparatini
magsadli modifikasiyalash, kerak bo'lsa odamning ham, ya'ni tibbly
genetika uchun katta ahamiyatga ega.

Sut emizuvchilaming suniy usulda o'stirgan hujayralar
hayvonlar va odamga vaksina hosil gilishda ayrim virus antigenlarini,
ajratish manbai bo'lishi mumkin. Vaksinalar hosil gilish uchun bunday
hujayralarni rekombinant DNK olish texnikasi va sut emizuvchilar bilan
odam uchun tayyorlangan effektiv ekspressiya vektorlar yordamida
amalga oshiriladi. DNK-vaksinalarni go'llashda organizmga antigen
yuborilmaydi, shu antigenni kodlaydigan gen yuboriladi.  Gen
plazmidaga kiritiladi, plazmida esa, organizmga oddiy in'eksii shaklida
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yuboriladi. DNK-vaksinalarning hayvon xujaligida qo'llashda yaxshi
natijalar olish mumkin.

Fiber — virus gobig‘ining ogsili. Fiberning epitopi kodiruet sintez
protektiv antitelalarning sintezini kodlayidi. Qushlarning kasalliklaridan
biri —tuxum qo'yishning susayish sindromini virus chagiradigan
kasallikdir. Ushbu wirusning DNEKsidan fiberni kodlaydigan gen
ajratiladi, so'kn klonlashtiriladi va plazmidaga kiritiladi. Rekombinant
vaksina organizmga kiritilganda o'zl bilan birga fiberning DNKsini ham
hujayraga olib kiradi, natijada virus ogsilini sintezlanishi xususiy
antitelalarning (antitanachalar) sintezini amalga oshiradi, ya'ni immun
javob hosil bo'ladi. Bunday vaksinalarning afzalligi shundan iboratki,
birinchidan — kichik xajmi {bitta sichqonni immunizasiya gilish uchun
10-50 mkg, bitta sigir uchun - 200-300 mkg), ikkinchidan, organizmda
bir yilgacha saglanadi.

Xozirgi vaqtda mikoplazmalar, sil kasalligini chagiruvchisi,
salmonella wva leyshmaniyalarga garshi  DNK-vaksinalar  klinik
sinovlarini a'tilmogda.

Havfli o'smaning organizmda rivojlanishi odatda immunitetni
susaytiradi. Demak, o'smalarga garshi kurashda immun tizimining
facliyatini kuchaytirib, ta'sirini rak hujayralarga gqarshi yo'naltirish
kerak. Enn-Arbor tibbiyot maktabining izlanuvchilari (Michigan) rak
kasalligiga garshi usul yaratadi. Sichgonlarning yo'g'on ichagini u'smzf
hujayralariga bashga sichgonlarning ogsillarini kodlaydigan genlfm
yuboriladi. Genlarni liposomalar yoki viruslar orgali yuborish mumkin.
Hujayra membranasining tashgi tomonida ushbu ogsillar paydo bcf'lsa.
demak immun tizimi bunday hujayralarga garshi kurashgar? bo'ladi. 20
% kasallangan sichgonlar sogayib ketadi, 70% 5|chqunla_rda
o'smaning xajmi kamayadi, nazorat guruhida esa, st:hqonlam!ng
barchasi haloq bo'ladi. Limfositlar fagat "nishonlangan” o'smaning
hujayralari bilan qurashdan tashqari, metastaz hujayralari bilan hf"‘f
kurashgan bo'ladi, demak, immun tizimi “o'yg'ondi‘ekan. Xozirg|
vagtda teri rak kasalligi bilan kasallangan bemorlar ustida tajribalar
olib borilmogda.
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11.8. Genoterapiya.

Genlar yordamida kasalliklaming davolash genoterapiya deyiladi.
Butun dunyo bo'yicha 400ga yakin loyhalar genoterapiya davolash
usulini ishlab chigishga gqaratilgan. Gen terapiya loyhasini ishlab
chigishdan oldin to'gima hususiylikga tegishli gen ekspressiyasini,
birlamchi  biokimyoviy defektining identifikasiyasi, uning ogsil
mahsulotining struktura va funksiyasini, hujayrada Ushbu barcha
ma'lumotlar tegishli tibbiy protokol tuzilganda e'tiborga olinadi.

Irsiy kasallikning genckorreksiyasini aprobasiyasi bemorlarning
sun'iy usulda o'stirilgan (in vitra), ushbu gen normada funksional faol
bo'lgan hujayralarida olib boriladi. Mana shu hujayralar modellarida
ekzogen DNKni tanlangan o'tkazish tizimini effektiviigi baholanadi,
kiritilgan genetik konstruksiyaning ekspressiyasi, hujayra genomi bilan
bo'lgan  munosabati tag'lil gilinadi, bundan tashqari, biokiyoviy
darajada korreksiya usullari ishlab chigiladi. Hujayralarni sun'iy usulda
o'stirib, rekombinant DMKni kerakli joyga yetkazish tizimini ishlab
chigish mumkin, lekin ganchalik ushbu tizim ishonchli darajada
ishlashini fagat organizm darajasida aniglash mumkin (in vive). Shu
sababdan, alohida e'tibor genoterapiyaga bag'ishlangan loyihalarida
in vivo sharoitida tabily va sun’ly irsiy kasalliklar bilan kasallangan
hayvonlar ustida izlanishlar olib boriladi.

Bunday hayvonlarda genetik defektlarni  muvafaggiyatli
korreksiya gilish, wva genoterapiyaning keraksiz qo‘shimcha
effektlarning bo'lmasligi klinik tajribalar o'tkazish uchun imgoniyat
yaratiladi.

Shunday qilib, irsiy defektning genokorreksiyasini standart
sxemasi bir gator ketma-ket kuzatiladigan etaplardan tashkil topgan
bo'ladi. Eng oldin sifatli ishlaydigan, ya'ni ekspressirlanadigan,
tarkibida oqsilni kodlaydigan va genning boshqaruvchi gismi
bo'ladigan genetik konstruksiya tuziladi. Keyingi etapda vektormning
muammosi hal gilinadi va iloji bo'lsa, hujayra nishonlarga genning
yetqazish usuli aniglanadi. So'ng transfeksiya (hosil bo'lgan
knstruksiyani o'tkazish) hujayralar-nishonlarga o'tkaziladi,
transfeksiyaning effektivligi va birlamchi biokimyoviy defektning
korreksiya bo'lish darajasi in vitro va in vivo sharoitlarda baholanadi.
Shundan keyin klinika sharoitida tajribalar o'tkazish mumkin.

———
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Genoterapiyaning ikki tipi mavjud: o'mini bosuvchi va
korreksiya qilish. O'rnini  bosuvchi  genoterapivada hujayraga
shikastlanmagan gen kiritiladi.

Kiritilgan kopiya funksiya jihatidan bemorning defekt genini
o'rnini oladi. Xozirgi kunda barcha klinik sinoviar hujayraga qushimcha
DNK  kiritish usuli bilan amalga oshiriladi. Korreksiya usuli bilan
o'tkaziladigan terapiyada defekt geni rekombinasiya natijasida normal
genga almashtiriladi. Hozircha ushbu wusul laborator sinovlarda
qolianiladi, chunki uning effektiviigi juda past.

Ekzogen DNKni pasient genomiga kiritish usuli in vitro (ex vivo)
yoki in vivo sharoitda amalga oshirish mumkin.

Hujayra gen terapiyasi yoki terapiya ex vivo da pasientning
xususiy tipdaga hujayralar ajratiladi va sun'iy usulda o'stiriladi, so'ng
ulaming tarkibiga begona genlar |kirtiladi, undan keyin
transfesirlangan hujayralar tanlanadi va o'sha pasientga reinfuziya
gilinadi. Misol gilib olish mumkin, kombinasiyalangan
immunodefisitning davolashishi. Kombinasiyalangan immunodefisit
adenozindezaminaza genining defektini natijasi bo'lishi mumkin,
Birinchi marta bunday bemorni genoterapiya usuli bilan davolashga
urinishgan 1990 yilda AQShda.

Bemor boladan T-limfositlar ajratib olinadi, retrovirus 'ufekTuri
yordamida transformasiya qilinadi, so'ng adennzindezaminazalnmg
sog'lom geni yuborilib, hujayralarni yana shu bemorga yubnr!radl.
Bemorga bir necha marta hujayralarni gayta yuborish kerak bo'ladi.

Suyak iligining o'zak hujayralarini transformasiyasi effektiviirog
natija beradi.

in vivo sharoitdagi gen terapiyasi bemorning maxsuslashgan
to'gimalariga klonlashgan va ma'lum shakida joylashtiriigan DNK
ketma-ketliklari to'g'ridan to'q'ri yuboriladi. Hozirgi vagtda o'pka
hujayralarni su'iy usulda o'stirishni hammabop usuli }Ifﬁ'ﬂl- 5':“—'
sababdan o'pka kasalliklarida begona genni kiritishini bittagina usuli -
genni o'zini to'g'ridan to'g’ri organizmg yuborish.. , .

Mukovissidoz — oq tanlilar orasida keng targalgan irsiy kasallik,
masalan, Markaziy yevropa aholisida 2500 tugfilgan chagaloglarga
bitta bemor to'g'ri keladi. Kasallikning kelib chigishi defekt genga
bog'liq, gen transmembran o'tkazuvchanlikning boshgaruvchi ogsiini
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kodlaydi. Gening defektini asosiy ko'rinishi epiteliy hujayralarning
shikastlanishi (o'pka, ichak, bezlar).

Asosiy muammo - kanday gilib genni shilimshiq modda bilan
qoplangan hujayralarga yetqazish, chunki shilimshiq modda
transformasiyaga to'sqinlik giladi. “Kasallikning genini”
shikastlanmagan kopiyasini adenovirusdan hosil bo'lgan vektor yoki
liposomaga kiritiladi va aerozol shaklida bemorning nafas yo'llariga
yuboriladi.

Progressiv mushak distrofiyada - Dyushenn distrofiyasi (gen X-
jinsiy xromosomada joylashgan, resessiv tip bo'yicha nasllanadi)
kuzatilgan o'zgarishlarni korreksiya gilish uchun ayrim olimlar
distrofin ogsilini kodlaydigan normal genni mushak tolalariga ukol
shaklida adenovirus wvektori yordamida yoki fagat DNKning o'2i
yuborilshadi. Boshgalari esa, bemorga genetik korreksiya gilingan
mioblastlarni transplantasiya gilishadi, mutlago haraktsiz bemorda
harakatla paydo bo'ladi.

Afsuski, barcha tajribalar fagat vagtincha terapevtik effekt
beradi, shu sababdan genni kiritishini bir necha marta tagrorlash
kerak bo'ladi, Genlar bilan davolash harakat gilinmogda yoki
rejalashtirilgan irsiy kasalliklaming soni juda ko'p: bo'g'imlarning bod
kasalligi, fenilketonuriya va gormonlarning yetishmovchiligi tufayli
kelib chiggan kasalliklar  (insulin, eritropoetin, o'sish gormoni).
Surunkali anemiyada, eritropoetin  yetishmovchiligi tufayli  kelib
chiggan kasallikda, olimlar hayvonlar ustida tajribalar o'tkazib,
davolashni  yangi usulini taglif etadi. Bizning barcha
hujayralarimizning genomi bir xil, shuning uchun teri fibroblastiarni,
aslida ular normada eritropoetin sintezlamaydi, ushbu gormonni hosil
gilishini majbur gilish mumkin.  Bunga erishish uchun hujayra
genomiga eritropoetin genini ekspressiyaga uchratadigan  yangi
boshgarish genetik elementlar yubaoriladi, chunki fibroblastlarda ham
eritropoetinni kodlaydigan gen mavjud, ammo nofaol holatda bo'ladi
degan fikrda..

Genoterapiya fagat irsiy kasalliklarni davolashda go'llanishdan
tashgari OITS kasalligini davolashda ham qo'llanishi mumkin.
Kasallikning chagiruvchisi retrovirus bo'lib, T-limfosit va makrofaglarni
shikastlaydi. Kasallikni yengish mumkin, agarda yangi genlar hosi

gilinib,_zararlangan limfositlarga yuborilsa, viruslar ka‘wm__ar-,ﬁi, oITS
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ga qarshi qurash uchun yangi genlarni -‘

kiritish
usullar taglif etilgan, Hammasi ham retmmmf;nﬂgsns;angap _ku—p?ina
va funksiyasi to'g'risidagi yangi ma'lumotiarga asisr;:;:r: rzl:::i
o'ladi,

Masalan, bemorning mushaklariga tarkibida i :

hu‘lgaln retr_u::uvilrusl vektorlari kiritiladi, mifﬁlarﬂnliz ;Lﬂngb?;'ir;age[gﬁr;
gen_ian. Il'uu_lla:,fmrlnng x_r::_umus.c:Malarini DNKsiga birikib, virusning
EH':IE!“EFIH].SIMEII tn'g:nslda .Infc:nnasi-}ra yetqazadi, natijada ushby
oqsillar bilan bemor immunizasiya bo'ladi. Lekin hoeirgacha
natijalar olinmagan, virus juda ham o'zgaruvchan,

Onkologik kasalliklarning davolashda genoterapiyaning istigboli
porlog. Olimlarning yillar davomida izlanishlari natijasida xulosa
qilindi, rak- genetik kasallik bo'lib, rivojlanishi bir necha stadiyalardan
davomida kuzatiladi wva hujayrada genetik buzilishlar yig'ilishi
natijasida kasallik kelib chigadi. Demak, har bir genetik effekt
genaterapevtik yondoshishi uchun xizmat gilishi mumkin.

Gen redaksiyasining CRISPR texnologiyasi. Bakteriya va anxeilar
hayvon va odamlarga o'sshab immun himoyasi bo'imaydi, deb
o'ylagan edik. Bizning organizmimizda immunitetga javobgar bir
gancha hujayralar bo'lib, ular immun organlar bilan bitta murakkab
tizimni tashkil etadi. Lekin, bakteriyalarda ham sodda tuzilishga ega
bo'lgan, tashgi dushmanlar, fag va boshga patogenlardan himoya
giluvchi  immunitet bo'ladi. 1989 yilda yapon izlanuvchilar il.‘.lhn‘rk
tayoqchani genomida ko'p marta tagrorlangan gismni aniglashadi va
uni CRISPR-lokus deb nomiashadi, ingliz so'zidan «clustered regularly
interspaced short palindromic repeatss - kalta palindrom gurulhlar
hosil gilib joylashgan tagroranishlar. Ularning strukturasi ““Hem"f“a'
ketma-ketliklarga identik edi, lekin oralikiar, ya'ni speyserlar (ing.
«spacers- ajratuvchi, qo'shmog) har il mumkin, ko'pincha faglar va
plazmidalarning ketma-ketliklariga gomologik bo'ladi. Aslida, hunda;«f
qism (uchastok) — bu populyasiyaning genetik xotirasidir, ya'ni tashqi
dushman bilan to'gnashib, omon golgan bakteriya hujayrasi. Boshga
s0'z hilan aytganda bunday oraliklarda (speyserlarda) bakteriofaglar
to'g'risida informasiya saglanadi, natijada bakteriyalar yagona himoya
tizimi yordamida patogenlaming  halokatli ta'siridan saglanadi.
Adaptiv molekulyar immunitet tarkibiga kiradi palindrom tagrotlar,
speyserlar va  maxsuslashgan  nukleazalarming Cas®  (ing.

ijobiy
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«CRISPRassociated protein» — CRISPR-assosiyalangan ogsil) genlari,
shularning ichida Cas9 ham bor.

Savol tugiladi: nima sababdan nukleaza 9 ragam bilan
belgilangan? Hagigatda ham bakteriya hujayrasida nukleazalar soni
o'ntadan ortiq, lekin krispersistemaning funksiyasini bajarishiga mos
keladigani Cas9 bo'lib chigdi. Uning makromolekulasini o'zi ikkita
kritik domendan tuzilgan - RuvC va HNH, har bittasi fagat DNKning
bitta zanjirida uzilish hosil giladi. Agarda bakteriya hujayrasiga fag
kirgan bo'lsa, uning genomida fagning “izi" saglanadi, natijala fagning
halog bo'lish xavfi yuqori darajada kuzatiladi. Ushbu tizim (sistema)
40% sekvenirlangan bakteriyalar va 95% — amxeylar genomida
aniglangan.

2012 yilda hayvonlar va odam genomini redaksiyasi uchun
CRISPR/ Cas9 qo'llash texnologiyalaming birinchi tasvirlari ilmiy
magolalarda paydo bo'ladi, ilmiy adabiyotda «krispersistena» deb
nomlanadi. O'sha vaqtdan beri shu mavzu bo'yicha maqolalar soni
ko'payib bormogda. Aniglandi, krisper-sistemaning komponentlarini
boshga genomlarga ham adaptasiya qilish, eukariotik hujayralarga
kiritish mumkin bo'ladi, tizim ganday programma berilgan bo'lsa,
o'sha programma bo'yicha ishlaydi. Masalan, odam genomida 3.2
mird juft nukleotidlar bo'ladi, mana shu uzunligidagi ikki zanjirli DNKni
ma'lum joyida kesish mumkin yoki “shigastlangan” genni olib, o'riga
"sog'lom” yoki "davolangan” genni kiritish mumkin bo'ladi.

CRISPR/Cas9 tizimi qanday tuzilgan? Har bir ma'lum lokusdagi
barcha palindrom tagrorar tuzilishi jig'atidan tuzilishi jihatidan bir xil
bo'lib, 24tadan to 35 juft nukleotidlardan tashkil topgan, ular fagat
nukleotidlar ketma-ketliklari bo'yicha farg giladi. CRISPR-lokusga
birikkan bo'ladi lider nukleotidlaming ketma-ketligi va Cas-
nukleazaning kodlovchi genlari (rasm 69).

Lider ketma-ketligi CRISPR-lokusning transkripsiya jarayonini
amalga oshiruvchi promotor vazifasini bajaradi. Transkripsiya natijada
hosil bo'ladi pre-crRMK (CRISPR-RMEK), Cas9-nukleaza yordamida
kesilgandan keyin - oddiy crRNK,

Har bir uchastkada tagrorlanishlar va speyserlarning qismi
bo'ladi. Ikki zanjirli DNKning kesilishi Cas9-nukleaza yordamida va
crRMK va tracrRMK nazorati ostida amalga oshadi (RNKning yana bitta

uncha katta bo'lmagan roli - Cas9 ogsilni faolligini ta‘'minlash va shu
a0




bilan CRISPR-Cas9 kompleksni katalitik funksiyasini saqiash
Kompleks crRNK ~ tracrRNK — Cas9 bakteriyalarning himaya “immun"
tizimining asosiy quroli hisoblanadi.

Bakterial hujayraga
kiririlgan fag DNKsi

DNKning
. parchalanishi

Bakteriya genomga yangi
spevserning kiritilishi

CRISPR-lokus

transkripstyasi
pre-aRNK '.'.'.'..

re.aRNK prosessingl

101 10] ‘owm
Wishon nukleotid
Kiritilgan ketma-ketlikni
“taen = ] parchalash

Rasm 69. Bakteriya genomiga yangl speyserni kiritilishi va bakteriya
hujayrasining himaya tizimida go’llanishi

DNKning ikki zanjirli molekulasini uzish uchun Cas9 fermenti va
i crRNK va

RNKning ikkita fragmentlardan tuzilgan kempleksini:
tracrRNK faolligi yetarlidir.

Bakteriofagning DNKsida joylashgan speyser uchastqalar tufayli
crRNKni  rukleotidlarining  ketma-ketliklari  fiksajlanadi, so'ng

faollashgan Cas9-nukleazalar ularni parchalaydi. Aslida crRNK va
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trackRMK Cas9 uchun DMK fagning nukleotidlar ketma-ketliklar
*dengiziga” tushish uchun yo'l ko'rsatuvchi rolini bajaradi. Fagning
DNKsi degradasiyasidan keyin, uning fragmenti speyser sifatida
bakteriyaning CRISPR-tizimiga o'tadi, ya'ni krisper-kasseta uzayadi,
natijada bakteriyaning informasiya banki boyitiladi. Tizimning
muvaffagiyatli ishlashi uchun RAM deb ataladigan genetik komponent
muhim rol o'ynaydi (ingl. =protospacer adjancent motif=) — kalta,
o'rtacha 3 nukleotidlar ketma-ketliklaridan tuzilgan bo'ladi. U maxsus
bakteriya shtammi uchun xususiylashgandir.

Fagat PAM bo'lganida PAM kompleks crRNE — tracrRNK — 5as9
nishonni aniglaydi va DNKni *kesadi” (rasm 70).

Bakteriva hujayrasi bilan fagning orasidagi munosabatinm yana
bir ajoyib shakli bor: fagat 3% tirik qolgan bakteriyalar o'zining
krisper-kassetasini bitta speyserga uzaytiradi. Agarda bakteriya fag
bilan zararlansa, uning DNKsida shunday gismlari borki, ular gisman
bakterial kassetasida qaysidir speyser bilan gomologik bo'ladi, uning
to'latilishi effektivrog boradi: 50%dan to 90% gacha tirik qolgan
bakteriyalar o‘zining krisper-kassetasini to’latadi va bakteriyalarning
hayotchanligi ko'rinarli darajada ortadi.

2012 yilda amerikalik olim Martin Djinek kasbdoshlari bilan
crRMK va tracrRNK  birlashtiriradi va bitta yagona molekulani hosil
giladi — sgRNK (ingl. «single guide», xozir uni RNK-gidi deb nomlanadi
yoki RNKning ximer yo'naltiruvchisi), olimlar yana uni klonlashtirish
uchun vektor taqlif giladi. RNK-gidi nukleaza Cas9ga juda o'xshash
bo'lib, undan tashgari DNK-nishonga fermentni yo'naltirish xossasi
yugori darajada kuzatiladi guyo tabily srRNK va tracrRNK larga
o'xshab, Amaliyotda kompleks «RNK-gid + Cas9 + vektors Ye.coli
tarkibida molekulyar klonlanadi so'ng bakteriyadan ajratililib,
genomida redaksiya gilinadigan genlar bor bo‘lgan  hujayraga
transfesiya amalga oshirilidi.

2013 vyilda ishlab chigilgan bunday modifisirlangan
gennoinjener yondoshish mikroorganizmlar, hayvonlar va odam
genomlarining redaksiya qilishda ZFN- va TALEN-texnologiyalarga
nisbatan yuqori effektiv natija beradi va solishtirganda muhim
ustunlikka ega. Ularing ichida asosiysi, krispersistemadagi nishonini
nuklectidlar ketma-ketliklarni aniglash uchun javob beradi RNK gidini

uncha katta bo'lmagan, DNK-nishonning 20 nuklein asoslarga tend,
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bo'lgan gismi, ZFN va TALEN nyukies —

makromolekulalar tarkibida bo'lgan dumeilfr ?':!’:;mi ;j:lamiﬂg
nukleotidlarni aniglashadi. Bundan tashgati,  ZNF yq Ta:LrI.L:_T'-.I
geteropolimerlar sifatida oz funksiyasini bajarishadi v izt
DNKni jufti gismida kesadi, Cas9 esa, DNK-nishonni birdaniga ikkala
zanjirini yoki ikkalasidan birini kesadi. Cas9 DNK-nishonni bitta joyida
kesadi, agarda domenlardan birini RuvC yoki NNH faoliigi bostirilgan
bo'lsa. Bunday holatda ferment Cas9-nikaza deb nomlanadi.

Y i Cax ogsillur
iﬂﬂ&? genlarining kassetasi r:mm-l.h.
'E-! | I | — —* Th l-‘]'." mr
Cas® geni transkripsivasi \ i / oK ranskripsiyasi
va transhyatebrasi | + = ‘ = va béosimtes
L $ = &

Rosm 70. Bakteriya DNKsi kesishining CRISPR/Cas3-majmuasi tomonidan
nazorat qilinishi sxemasl

2015 yilda krisper-tizimni tasviri to'g'risida ilmiy magola nashr
etilgan. Magolada krisper-tizim ikki zanjirli DNK ni kesganda tl:l'n_‘lt.nq
uchlar hosil gilmasdan, balki yopishqoq uchiar hosil gilishi to'g'nisida
ma'lumatlar keltirilgan, natijada reparatsiya mexanizmlar yordamida
genomlarning redaksiyasi osonlashadi.
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Qanday qilib gendagi defektini yoki butunlay defekt genini
elimiinasiyadan so’'ng DNK uchastkasidagi nukleotidlar ketma-
ketliklarni gayta kerakli bo'lgan tartibda hosil gilish mumkin? Bu yerda
bir necha variantlar bo'lishi mumkin. Agarda DNKning bitta ipida
uzilish kuzatilgan bo'lsa (ma'lum sharoitda Cas9-nikaza yordamida
amalga oshishi mumkin), hosil bo'lgan bo'sh joylar replikativ
reparatsiyaning fermentativ tizimi yordamida komplementarlik prinsipi
bo'yicha tiklanadi, matrisasi bo'lib, DNKning ikkinchi tegilmagan to'g'ri
zanjiri xizmat qiladi. Agarda uzilish va eliminasiya DNKning ikki zanjirli
segmentida kuzatilgan bo'lsa, genomning uchastkasini gayta tiklash
uchun kerak bo'ladi donoming DNK fragmenti (sun'iy sintezlangan),
uning ketrna-ketligi intakt genning ketma-ketligiga identik bo'ladi.
Zarur bo'lgan DNKning gomolog uchastkasi hujayra kiritiladi, natijada
gayta tiklash hujayradagi kuzatiladigan gomologik rekombinasiya
mexanizmi yoki HDR (ingl. «=homology-directed repair») bo'yicha
amalga oshadi. Shikastlanmagan DNKning gomologi dastlabki
strukturasini tiklash uchun matrisa bo'lib xizmat giladi. Lekin,
CRISPR/Cas9 usuli gomologik rekombinasiyani amalga oshinsh
imgoniyatini bir necha karra kuchaytiradi. pozvolyaet uvelichit’
veroyatnost' realizasii gomologichnoy rekombinasii na neskol'ko
poryadkov. Shu bilan birga hujayrada shikastlangan DNKning boshga
reparatsiya tizimi bo’ladi va gomologik bo'lmagan NHE) (=non-
homologous endjoining=) uchlarini ulash deb nomlanadi, bunday
holatda DNKning bir butunligi qurulishsiz tiklanadi, chunki matrisasi
bo'imagan tufayli (rasm 72).

Lekin, xozirgi kunga gadar redaksiya tizimi CRISPR/ Cas8
mukammal emas, chunki funksiyasi natijasida sgRNK noto'g'r
bog'lanish xavfi bo'lgan sababli magsadli effektga erishish mumkin
emas, natijada DNK molekulasida tasodifan kesilgan joylar va delesiya
va insersiyalar paydo bo'ladi, ya'ni qo'shimcha xatoliklar. Ko'pchilik
laboratoriyalarning magsadi xatoliklami kamaytirish va gomologik
rekombinasiyalarni amalga oshirish.

Biologik fanning rivojlanishi  krispr-tizimini  qgo'llash  irsiy
kasalliklarning muammosi hal gilishda tasodifan imkoniyatlar yaratadi.
Irsiy kasalliklarni o'rganishda olimlar, bitta yengib bo'lmaydigan
giyinchilik bilan to'qnashadi: patologi jarayonni maodelini hosil gilish.

Hayvonlar ustida o'tkazilgan tajribalar_kasal cdamda kuztilgan genetik
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va fenotipik xususiyatlar kompleksini aks ettirmaydi. CRISPR usuli
odam populyasiyasi uchun irsiy kasalliklami modelini yaratishda
foydali bo'lishi  mumkin.  Krisper tizimi  yordamida poligen
kasalliklarning modellarini yaratilishi, qaysi genlar hujayrada fenotipik
o'zgarishlarga olib kelishini, ganday gilib hujayralardan har xil genetik
jihatidan  to'gimalarning rivojlanishi va patologik jarayonning
rivojlanishida ganday molekulyar o'zgarishlami aniglash mumkin.
Shunday ma'lumotlar asosida butun organlaming hosil gilish dasturlar
shakllanadi.

CRISPR-Cas? tomonidan genom
DNKsining 2-zanjirli holatda kesilishi

il E T

DNK chetlarining Gomologik
nogomologik birikishi rekombinatsiya

Donor DNE fragmenti
i T

Kichik delets:

Kichik insertsiva Gennmg tn'g‘@mﬁﬂﬁ
yold qo'shilishi
Rasm 71, Genom DNKning defekt geni joylashgan joyida kesilishi va
DNKning redaksiya gilingan uchastkasini tiklanishi

“JI +
|

CRISPR/Cas9 yordamida bajaradigan boshqa vazifa = Uir.us.'
infeksiyalarning davolash usulini ishlab chigish, masalan, OITS virusini
HIV-1, natijada hujayralar HIV-1ga nisbatan sezuvchanligini yo'qlntadi:
mutasiyalar tufayli kelib chiggan har xil irsiy  kasalliklarni
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(mukovissidoz, Dyushen miodistrofiyasi, gemofiliya, o‘rogsimon
anemiya va boshq.) korreksiya agilish imgoniyati yaratiladi.

Mutasiyalami korreksiya gilish uchun (kasalliklarning sabablari)
odamning indusifangan plyuropotent o'zak hujayralari qgo'llaniladi.
Ularni irsiy kasallik bilan kasallangan bemoming har ganday somatik
hujayrasidan hosil gilish mumkin. Plyuropotentlikni induksiyasidan
so'ng ushbu hujayralarning mutasiyalarini to'g'rilash (redaksiya qgilish)
yoki har ¥l yo'nalishda differensiyalash mumkin bo'ladi, ya'ni
organizmning har ganday hujayrasiga aylantinsh. Boshga so'zlar bilan
aytganda, bizning ihtiyorimizda kasalliklaming patogenezini tahlil
gilish uchun, in vitro sharoitida modelning genetik defektlarni
to'g'rilash va ushbu ma'lumotlarni davolash usullarida qo'llash
imgoniyati bor.

Tasvirlangan  yondoshishning  ustunligi  izogen hujayra
modellami  hosil qgilishda genetik polimorfizga yo'l go'ymaslik,
Krisper-tizimi  irsiy va irsiyotga moyil bo'lgan kasalliklarmi gen
terapiyasining  effektiviigini  ko'tarish  imgoniyatlar  yaratadi.
CRISPR/Cas9 redaksiva texnologiyasi — biologik fanida katta kashfiyot
hisoblanib, tibbiyot bilan birgalikda kelajakda kasalliklarni davolashda
muvafaqqgiyatlarga erishish mumkin.

Nazorat uchun savollar:
I Genetik muxandislikning fermentlari
2 Restriktazalarning xarakteristikasi.
3 Rekombinant DNKlarni konstruksiya gilish.
4. Yangi genni hujayraga kiritishi
5 Bakteriya hujayralari bilan genetik manipulyasiyalar
5
Sut emizuvchilarning hujayralariga genlarni kiritishi

E.
7. Genoterapiya.
8 CRISPR ning genlar tahriri texnologiyasi
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BOB 12, MOLEKULYAR GENETIKADA
QO’LLANADIGAN LABORATOR

TEKSHIRISH USULLARI.
_———————

12.1, Sitogenetik tekshiruvlar.

Sitogenetik tekshirish - bu xromosomalaming mikroskopik
tahlili bo'lib, uning natijalari turli kasalliklarning patogenetik asosini
ilmiy tekshirish, tasniflash, tashxis qo'yish, davolash uchun juda muhim
ahamiyatga ega. Xromosomalar morfologiyasi hujayra sikli bosqgichiga
garab o'zgarib turadi. Xromosomaning mikroskopik tahlilini o'tkazish
uchun diskret tuzilishda ko'rilishi kerak. Bu aynigsa, mitozning
prometafaza bosqichida, gaysikim, har bir xromosoma xuddi ikkita bir
¥l  xromatiddek, aynigsa, metafaza bosgichida, gachonki
xromosomalar maksimal' kondensirlangan va biri  ikkinchisidan
alohida hujayra markazida yagona ekvatorial' chizigda joylashganligi
ko'rinadi. Odamning normal somatik hujayralari 22 juft autosom va bir
juft jinsiy xromosomalardan: ayollarda ikkita X — xromosomalar va
erkaklarda bir nusxadan jinsiy xromosomalardan (X va Y} iborat.

Tibbiy sitogenetika odam patologiyasi bilan xromosomalarning
o'zgarish bog'ligligini tekshiradi. Odam sitogenetikasi rivojlanayotgan
zamonaviy genetikaning bir sohasidir.

Xromosoma anomaliyalari diagnostikasi turli mutaxassisdagi
shifokorlar (genetik, akusher - ginekolog, pediatr, onkelog,
gematolog, nevropatolog, endokrinolog va boshg) amaliyotida juda
muhim. Hamma rivojlangan davlatlarning ko'p tarmogli zamonaviy
shifoxonalarida sitogenetik laboratoriyalar mavjud.

Klinik amaliyotda sitogenetik usulni go‘llashning ahamiyati:

3 Individning jinsiy mosligini fenotipik belgilarida bahsli
holatlarda yechim topishda;
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= Kariotipda xromosomali wva genomli o'zgarishlarni
aniglash;

- Xromosomalarning  tuzilishidagi o'zgarishlarmi  kelib
chigishini aniglash va ularni to'g'ri tasniflash;

- Butun xromosomalardagi yoki uning gismlaridagi
disbalans ogibatida kelib chiggan sindromlarmni aniglash;

: Onkologik kasalliklar rivojlanishida o'sma hujayralaridagi
xromosomalarning markerli o'zgarishini aniglash;

- O'sma hujayralaridagi markerli sitogenetik o'zgarishlarni
saglanish  darajasiga  asoslanib, o'smaga qarshi terapiya
samaradorligini nazorat qgilish;

- Irsiy onkologik kasalliklar bor bemorlarda xromosomalar
o'zgarishi hagidagi ma'lumotlarni yig'ish;

Zamonaviy shifokor bemordagi xromosoma patologiyasi
diagnostikasiga bilimli yondashib, nafagat sitogenetikaning nazariy
asoslarini, balki u yoki bu xromosoma buzilishlari bilan bog'liq klinik
ahamiyatini, xromosoma tahlillarining zamonaviy  usullarini,
xromosoma patologiyasini oldini olish usullarini va zamonaviy tibbiyot
iimi va amaliyotida sitogenetikaning ahamiyatini ham bilishi lozim. Bu
ijtimoiy ahamiyatga ega bo'lgan kasalliklami diagnostika va
davolash muamollarini, nafagat kasallik tasnifi va etiologiyasi, balki
davolash samaradorligini zamonaviy darajada nazorat gilishga yordam
beradi. Sitogenetik usullarni oila qurishda va prenatal' diagnostikada
go'llash xromosoma patologiyasi bilan bog'lig tug'ma kasalliklarni va
sindromlarni chastotasini  pasayishiga va populyasiyada genetik
patologiyaning kamayishiga sabab bo'ladi.

Tibbiy texnologiya tavsifi.

Sitogenetik tekshirishlar quyidagi asosiy bosqichlardan iborat:

1.  Periferik  qondagi limfositlardan  tayyorlangan
metafazadagi xromosomalar namunalar. Sitogenetik tekshirishlar
magsadidan kelib chiqgan holda uning ob'ekti sifatida quyidagilardan
foydalanish mumkin..........

2. Namunalarni bo'yash.

3. Mikroskopik va natijalarni statistik tahlili.




Telomera
Kalia
yelka (p)
Sentromern

Uimn
yelka (q)

Telomera

72- rasm Xromosomaning sxematik surati va gismlarining nomlanishi

12.2. Molekulyar-sitogenetik usul. (Fluoressént
gibridizasiya in situ-FISH).

Fluoressént gibridizasiya in situ, yoki FISH usuli - sitogenetik
usul bo'lib, deteksiyani va metefazali xromosomalardagi DNKdagi
maxsus o'zgargan sohani aniglash uchun qo'llaniladi yoki interfazali
yadrolarda in situ maxsus fluoressent zondlardan foydalaniladi.

FISH usuli preimplantasion, prenatal' va postnatal' genetik
diagnostikada, onkologik kasalliklar diagnostikasida, retrospektiv
biologik dozimetriyada ishlatiladi.

Preimplantasion genetik diagnostika

. Preimplantasion  genetik  skrining  (13,1516.17,
18,21,22,X.Y aneuploidiy xromasomlarni aniglashda)
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. Preimplantasion genetik diagnostika (xromosoma
tuzilishi  o'zgargan  tashuvchilarda  derivat  xromosomlarni
tekshirishlarda)

Prenatal’ diagnostika

. Amniotik suyuglikning asosiy aneuploid kul'tivirlanmagan
hujayralar skriningi.

. Standart sitogenetik tekshirish natijalari

tahlilifverifikasiyasi.
Postnatal diagnostika

. Standart  sitogenetik tekshirish natijalari
tahlili/verifikasiyasi.

. Tuzilishi o'zgargan murakkab - uch va undan ortig
murakkab translokatsiyalar, insersiyalarni tekshirish.

. Mozaisizm darajasini aniglash.

. Marker xromosomalar tabiatini tekshirish.

. Onkogematologiyada tuzilishi o’zgargan xromosomalarni
tekshirish.

. Solid o'smalar diagnostikasi.

. Aneuploidiy spermatozoidlar skriningi.

. Murakkab xromosoma  buzilishiga jalb bo'lgan
xromosomalar identifikasiyasi.

. Anomal’ xromosomalar buzilish nugtasini aniglash.

: Bemorda kichik foizlarda anomal' hujayralar bo'lganda
murakkab xromosomalar mozaisizmini aniglash.

Tibbiy texnologiyalar tavsifi.

Birinchi bosgichda zondlarning konstruirovasiyasi yuz beradi.
Gibridizasiya maxsus saytda yuz berishi uchun zond olchami
keragicha katta bo'lishi kerak, gibridizasiya jarayoniga xalaqit
bermasligi uchun uning olchami (1 ming p.o. gacha) ba'lishi
magsadga muvofigdir. Maxsus lokallar aniglanganda yoki butun
xromosomalar bo'yalganda, DNK namunalarini noyob takrorlanuvchi
DNK ketma-ketligi bilan gibridianish aralashmasiga etiketlanmagan
DNEK takrorlanishini qo'shib blokirovka gilishi kerak. Agar DNK-zond
ikki zanjirli DNK bo'lsa, gibridizasiyadan oldin uni denaturatsiyalash
lozim.

Keyingi bosqichda yadrolar interfazasi yoki xromosomalar

metafaza__preparatiari_tayyorlanadi. Hujayralar _buyum oynasiga,
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substratlarda fiksasiyalanadi, so'ngra DNK denaturatsiyalanadi.
Xromosomalar morfologiyasi  yoki  yadrolar  denaturatsiyasini
formamida yordamida saglanadi, bu denaturatsiya haroratini 70 °C
gacha pasayishiga olib keladi. Keyin preparatlarga zondlar qo'shiladi
va 12 soat davomida gibridizasiyalanadi. So'ngra
gibridizasiyalanmagan zondlardan xalos bo'lish uchun  bir necha
marotaba yuviladi.

Bog'langan DNK - zondlamni ko'rish uchun fluoressent
mikroskopdan foydalaniladi. Fluoressent signal intensiviigi ko'pgina
omillarga bog'lig - zond etiketka samaradorligiga, zond turiga va
fluoressent bo'yog'i turiga.

12.3. Molekulyar genetik tadgigotlar.

Reaktivlar, fermentlar, bioclogik mahsulotlar, uskunalar. Ishda
quyidagi reagentlar, fermentlar va biclogik mahsulotlar go'llaniladi:
akrilamid, bis-akrilamid, EDTA, 5% gliserin eritmasi, proteinaza K
(«Sigma= firmasi AQSh), TEMED, dodesilsul'fat natriy, trisHCL («Servas,
firmasi FRG), 2-merkaptoetanol («Ferax», firmasi  FRG)
dezoksinuklectidtrifosfatlar, didezoksinuklectidtrifosfalar, triton X100,
magniy xlorid, natry xlorid, ammoniy sul'fat, ammoniy persul'fat,
restriksiya fermentlari: BstU1 («Sibenzims), termostabil DNK-
polimeraza Thermus aquaticus (NPO sBioteks=), amplifikasiya uchun
uskuna "AppliedBiosystems” firmasi (SShA), oligonuklectid praymerlari
(NPO «Sibenzim=, Novosibirsk sh.).

12.3.1. Genom DNKni periferik qon limfositlaridan
ajratib olish.

Limfositlar yadrosini va keyinchalik DNKni ajratib olish Sambrook],
1989 yildagi usulga muvofig, ba'zi o'zgarishlar bilan amalga oshirilgan.
10 ml periferik gonga 3 ml glyugisir tikoagulyant, 20 g ikki o'rnini
to'ldiruvchi Na gidrositrat va 1 Iga 30 g glyukoza) o'shilgan.

Sitratlangan qon teng miqdordagi bufer (4 ° C) bilan
aralashtirilgan, tarkibi: 0,32 M saxaroza; 5SmM MgClZ; 1% Triton X-100;
0,01M TrisHCI pH 7,5. 4 ® Cda 3000 ob/minga sentrifugalangan. Yadro
cho'kmasini 400 mkl proteinaza K uchun bufer bilan gayta suspenziya
qgilindi, tarkibi quyidacha: 10mM TrisHCI, pH 10.5; 0,5M NaCl; 1mM
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EDTA. SDS («Serva=» FRG) 0,5% yakuniy konsentratsiyasigacha qo'shilib,
Proteinaza K («5ervas, FRG yoki «5igma=, AQSh) ishtirokida 3705 da
16 soat davomida 250 mkg / ml konsentratsivada inkubasiya gilinadi.
400 mkl fenol go'shiladi (Sambrook et al, 1989), 10 dagiga davomid
extiyotlik bilan aralashtiriladi va 5000 aylanada 5 daqiga davomida
sentrifuga gilinadi. Keyin yuqori faza boshqa naychaga o'tkaziladi, 400
mkl fenol: xloroform aralashmasi (1: 1) go’shiladi. 5 dagiga davomida
aralashtiriladi, so’ngra sentrifuga gilinadi. Fenal teng hajmli xloroform
bilan yugori suvli fazadan chigariladi. 40 mkl 3M natriy asetat va 800
mkl sovutilgan 96% etanol DNK eritmasiga ketma-ketgo'shiladi.
Aralashtiriladi va 14000 aylanada 15 dagiga davomida
sentrifugalanadi, 1 ml 70% etanol eritmasida cho'kindi suvi yuviladi.
Qayta sentrifuga gilinadi, cho'kma quritiladi va DNK TE buferida (10
mM TrisHCl pH 7.4; 1mM EDTA pH B.0) xona haroratida 12 soat
davomida eritiladi. DNK konsentratsiyasi TEga qarshi optik zichlikni
260 nm va 280 nm o'lchash orgali aniglanadi. OD260/0D280 nisbati

1,8 ga teng bo'lishi kerak. 1 mg / ml genom DNK eritmasi 20 p.u. ga
teng. DNEK Tkda -20 *° C da saglanadi.

1Z.3.2. Polimeraza zanjirli reaksiyasini o'tkazish (PZR).

25 mkl aralashmaga 250 ng genom DNK namunasi go'shiladi,
aralashma 2005Sda 0,67mM tris-NSI (Serva, FRG) rN 8,8, 166mM
ammoniy sul'fat (Serva, FRG); 6,7mM MgCl2 (Serva, FRG); 6,7mim
EDTA (Serva, FRG); 10mM 2-merkaptoetanol (Ferax, FRG), 170mkg BSA
(Sigma, USA), har biri 0,8 mM konsentratsiyada eng asosiy to'rtta
dNTP aralashmasi, termostabil DNK polimerazasi 0,2 bir / mkl va har
bir oligopraymerning 0,001 optik birligini o'z ichiga oladi.

Tadgigot texnologiyasi polimeraza zanjirli reaksiyasi (PZR)
yordamida, o'zgaruvchan genetik markerlarmi amlifikasiya gilishga
asoslangan. Polimeraza zanjirli reaksiya tahlil qilish uchun zarur
bo'lgan har qanday DNK ketma-ketligini ajratib olish va ko'paytirish
imkonini beradi, bu asl nusxadan o'nlab yoki hatto yuzlab million
marta ko'pdir. Bunday yuqori darajali nazariy jihatdan yagona DNK
molekulalari bilan ishlashga imkon beradi, shuning uchun tekshirish
uchun mavjud bo'lgan juda oz miqdordagi biologik material
yo'qolgan taqdirda ham, molekulyar genetik tiplash
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imkoniyati ochiladi. Bundan tashqgar, PZR yugori darajada buzilgan,
degradasiyaga uchragan DNKni tahlil gilishda juda samarali.

DMKda bu kabi xususiyatlarning polinukieotid zanjirlarini
ajratish gobiliyati va azot asoslarini  komplementar bir-biriga
bog'lashnish prinsipi mavjudligi har bir DMK zanjiri komplementar
ikkinchi zanjimi qurish uchun matrisa bo'lib xizmat gilishi mumkinligini
anglatadi, ya'ni DNKdagi asoslar ketma-ketligini ko'paytirish uchun
zarur bo'lgan ma'lumotlar uning juft spiral shaklida joylashtirilgan.
Matijada ikkita molekula hosil bo'lganda, bitta zanjir asl ota-ona
zanjiridan, ikkinchisi esa uning asosida sintez gilinadigan DNK sintez
mexanizmiga yarim konservativ deyiladi.

Yarim konservativ sintez murakkab fermentativ jarayondir. Yangi
zanjir sintezi uchun javob beradigan asosiy ferment DNK
polimerazadir. Ushbu ferment DNK zanjirini uzaytinish xususiyatiga
ega, ketma-ket bitta nukleotidni 3'-uchiga bog'lab (6-rasm), 5'-3'
yo'alishda sintez qiladi. DNK polimerazasi mustaqil xolda bitta zarjirli
DNKda sintez gila olmaydi; buning uchun ikki zanjirli DNKning ozgina
gismi kerak. Uni yaratish va sintezni boshlash uchun DNK matrisasiga
DMK-zatravka yoki praymer deb nomlangan bitta zarjirli DNKning
gisqa bo'lagi (taxminan 20 b.p) go'shiladi. DNK-zatravkasining
nukleotidlar ketma-ketligi DNK- matrisasining ma'lum bir gismiga
komplementar bo'lishi kerak. DNK sintezining boshlang'ich
sababichilari va reaksiya uchun energiya manbai bu reaksiya davomida
ikkita oxirgi fosfat guruhini yo'gotadigan nukleozidtrifosfatiar (dNTP)
hisoblanadi. Zanjirga go'shiladigan nuklectidni tanlash asoslamni
komplementar bir-birini to'ldirishi asosida aniglanadi. 1985 yilda yarim
konservativ DNK sintezi asosida Myullis berilgan DNK ketma-ketligini
sintez gilishning universal usulini kashf gildi, bu polimeraza zanjirli
reaksiyasi usuli deb nomlandi (PRZ - Polimeraza zanjirli reaksiya). PZR
- bu DNK polimeraza ishtirokida amalga oshiriladigan siklik jarayon va
mavjud DNK ketma-ketligini amplifikasiyasi (nusxalashjni ta'minlaydi.
Reaksiya davomida bu ketmaketlik eksponent bo'yicha yigiladi va
reaksiya owiriga kelib ulaming soni millionlab nusxada o'lchanadi.
Amplifikasiyalangan DNK gismining chegaralari a‘rganilgan ketma-
ketlikning 3'-uchiga komplementar bo'lgan ikkita praymer bilan
aniglanadi.
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Amplifikasiya sikli uchta bosqichdan iborat: harorat o'zgarishi
bilan kechadigan denaturatsiya, otjik va qurilish. Birinchi bosgichda
yugori harorat ta'sirida (taxminan 94-95 ° 5) DNK yakka zanjirli
molekulalar hosil gilish uchun denaturatsiya qilinadi. Ikkinchi
bosgichda harorat pasayadi va DNK matrisa gismlariga komplementar
bo'lgan praymerlar otjigi sodir bo'ladi.

Praymerlarni otjigi uchun zarur beo'lgan harorat praymer
asoslarining tarkibiga bog'lig va odatda 50-70 ° S ni tashkil giladi. Past
haroratlarda, boshlang'ich matrisa DMNKning renaturatsiyasi va o'ziga
¥os bo'lmagan reaksiya mahsulotlari paydo be'lishi mumkin. Uchinchi
davrda DNK polimeraza ishtirokida matrisaga komplementar bo'lgan
zanjir sintezi yoki qurilishi sodir bo'ladi. Harorat odatda 70-75 ° S
oralig'ida o'zgarib turadi. Natijada, sikl oxiriga kelib, ma'lum bir
ketma-ketlikka ega bo'lgan DNK migdori ikki baravar ko'payadi.

Keyingi sikllarda harorat fazalari takrorlanadi, shu bilan birga
nafagat asl DNK molekulalari, balki avvalgi sikllarda sintez gilingan
zanjirlar DNKning matrisasi bo'lib xizmat qiladi. Nazariy jihatdan, 30-
chi amplifikasiya siklining oxiriga kelib, bitta DNK molekulasi asosida
109 ta kerakli ketma-ketlik sintez gilinadi.

PZR usulining dastlabki bosqgichlarida polimeraza sifatida E. Coli
ning Klenov DMK polimeraza | bo'lagi ishlatilgan. Ushbu ferment DNK
denaturatsiyasi haroratida faol bo'lmaganligi sababli uni har bir siklga
zanjirni qurilish bosqichida qo'shish kerak edi. Ushbu noqulaylik
termostabil polimeraza (Tag polimeraza) 70-75 * S haroratda issiq
buloglarda  yashaydigan Termus aquaticus, bakteriyalaridan
ajratilganidan keyin bartaraf etildi. Ushbu polimerazani PZR vagtida
ishlatish amplifikasiya jarayonini avtomatlashtirishga imkon berdi, bu
uning DNK tadgiqotida keng go'llanilishini ta'minladi.

Tadgigotning  birinchi  bosgichida DNK  namunasining
o'rganilayotgan polimorf ketma-ketligi polimeraza zanjiri reaksiya
usuli yordamida amplifikasiya o'tkaziladi. Tadgigot tashhis va
individual test sinowvlari uchun multipleks amplifikasiya tizimlari
yordamida amalga oshiriladi. Sinov tizimi to'plamiga reaksiya muxiti,
o'ziga xos praymerlar, DNK polimeraza va ledder.

Tadgiqotning  keyingi  bosgichida ~PZR  mahsulotiari
denaturatsiyalanadi va elektroforezga uchraydi, natijada allel F’ﬂf‘i'
paydo_bo'ladi_- o'rganilayotgan DNK__namunasining _genotipi.
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Polimeraza zanjirli reaksiyasining mahsulotlari avtomatlashtirilgan
apparat-dasturiy kompleksli sekvenatorlarda tahlil gilinadi. Genom
DNKning amplifikasiyalangan bo'laklarining o'lchamlari molekulyar
og'irlikning tashqi standartlari yordamida komp'yuter interpretasiyasi,
shuningdek, maxsus reaktiviar to'plamlaridan foydalanilgan holda
aniglanadi. Elektroforegrammani gayta ishlash natijasida maxsus
koemp'yuter dasturi yordamida har bir allelning grafik tasviri olinadi
(allel = bu genning mumkin bo'lgan alternativ holatlaridan biridir).
O'nbeshta lokuslar oraligida har bir ob'ekt uchun bu allel
ragamlarning maxsus to'plami ragamli jadval shaklida keltiriladi.
Gomozigot namunasini o'rganish holatida bitta ragam ko'riladi
geterozigot namunasida esa ikkita.

PZR bo'laklarini gidrolizi. Amplifikasiyalanga DNK bo'laklarini
gidroliz gilish ishiab chigaruvchilarning tavsiyalariga muvofiq amalga
oshiriladi. PZR mahsulotlari 5 mki amplifikat, 8,5 mkl suv, 1,5 mkl 10
baravar buferni (ishlab chigaruvchi tomonidan har bir restriktaza
uchun tavsiya etilgan) va 5-10 bir. (0.25-1.0 mkl) restriktazalardan
tarkib topgan 15 mkl reaksion aralashmani 16 soat davomida 37*S
haroratda endonukleaza restriktazalari bilan gidrolizlanadi (2.5-jadval}.
Gidrolizning to'ligligini PAAG yoki agaroza gelida elektroforez
natijalari bilan baholanadi. 1233 PAAG-da elektroforez va natijalarni
vizualizasiya qgilish.

DNK elektroforez - bu DNK bo'laklarini o'lchamlari {(uzunligi)
bo'yicha ajratish uchun ishlatiladigan analitic usul. Namunalarga
qo'llaniladigan elektr maydon kuchlari DNK bo'laklarini gel orgali
harakatlanishiga olib keladi, DNK molekulalarining sa:arufr::sfat_
qoldiglari manfiy zaryadlangan va shuning uchun DNK :anj'rrla{'l
manfiy zaryadlangan katoddan musbat anodga harakatlanadi.
Uzunrog molekulalar sekinrog harakatlanadi, chunki ular gelda galadi,
qgisqa molekulalar tezroq harakat giladi,

Elektroforezda DMK uchun agaroza (nisbatan uzunrog DNK
molekulalari uchun) va poliakrilamid (gisqa DNK molekulalarining
yugori anigligi uchun, masalan, sekvenirovaniya) gellardan
foydalaniladi. Bo'linishdan keyin (ba'zida bo'yoq eritiigan agarozaga
kiritiladi) turli xil uzunlikdagi DNK bo'laklari DNK bilan maxsus u'zar‘i_:r
ta'sir giladigan flyuoressent bo'yoglar yordamida tasvirlanadi,

masalan. agaroza gellari odatda dupleksning azotli asoslari va UB
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nurlarida flyuoressentianadigan etidiy bromid bilan bo'yaladi.
O'lchamlari ma'lum uzunlikdagi chizigli DNK bo'laklarini o'z ichiga
olgan ishlab chigarilgan markerlar yordamida (DNA ladder, "chiziq")
taqqoslash usuli orgali aniglanadi,

Belgilangan marker chizig'ining joylashgan joyiga va noma'lum
o'lchamdagi DNK bo'lagining chizig'iga qarab uning uzunligi
belgilanadi. Hozirgi vagtda o'rganilayotgan DNKni fraksiyalash va
sekvens o'tkazish uchun  avtomatlashtiriigan apparat-dasturiy
komplekslardan-sekvenator va reaktiviar to’plamidan foydalangan
holda poliakrilamid gelda elektroforez (qgisgartiriigan PAAG-da
elektroforez; angl. PAGE, Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
go’llaniladi.

Zamonaviy  sekvenatorlarni  elektroforez  turiga  ko'ra
kapillyarlilarga va bo'linishi gel plastinkalarida yuz beradiganlarga
garab ajratish mumkin. Oxirgisi deteksiya giladigan bo'yoglar soniga
garab ham farq gilishi mumkin: bitta, ikkita, to'rt yoki beshta.
Poliakrilamid gel elektroforezi jarayonida lazer nuri ma'lum bir joyda
bo'yoq fluoressentni qo‘zg'atadi, va detektor hozirgi vaqtda gel orgali
gaysi nukleotid yoki fragmentni xarakatlanayotganini aniglaydi.
Kapillyarli elektroforezni amalga oshirishdan oldin, DNKning spesifik
bo'limlari to'rt yoki besh xil fluoressent bo'yoglari bilan nishonlaydi va
PZRni polilokus shaklida amalga oshiriladi. Amplifikat va restriksiya
mahsulotlari vertical elektroforez apparatida Tris-borate buferida (TBE)
tayyorlangan 7,5% denaturativ bo'lmagan poliakrilamid gelida
ajratiladi.

Akrilamidning 30% eritmasini olish uchun 29 g akrilamid 1 g
N,N-metilenbis-akrilamid bilan aralashtiriladi va aralashma 100 ml
distillangan suvda eritiladi. 10 karra TBE eritmasi 0,5 g distillangan
suvda 54 g Tris, 27,5 g bor kislotasi va 20 ml 0,5 m EDTA rN8.0 eritib
tayyorlanadi. Tayyorlash uchun 20 ml 7,5% poliakrilamid geli, 5 ml
30% akrilamid, 2 ml 10 karra TBE, 13 ml distillangan suv, 200 mkl 10%
ammoniy persul'fat eritmasi va 25 mkl tetrametiletilendiamin
aralashtiriladi. Tayyorlashdan oldin eritma yaxshilab aralashtiriladi.
Mamunalarni ko'radigan buferda 0,25% bromofenol ko'k, 0.25%
silensianol va 15% fikol mavjud.Namunalarlar gelga kirmasidan oldin
va lunkalardan taxminan 1 sm masofani bosib o'tgunga gadar 120 V

kuchlanishli_elektr maydonida 1 baravar TBEda elektroforez amalga
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oshiriladi. Shundan so'ng, kuchlanish 180-200 V ga ko'tariladi,
Belgilangan (bromfenal} gelni tark etishdan eldin 3-7 sm golganda
elektroforetik ajratish tostatiladi.Gel ultrabinafsha nurida ko'riladigan
etidiy bromidining (0.5 mkg / mi) suvli eritmasi bilan elektroforez
moslamasida bo'yaladi «UVT-1= («Biocoms, Rossiya).

Agaroza gelida elektroforez vo natijolarni vizualizasiya gilish,
Amplifikasiyalangan o'ziga xos DNK gismilari etidiy bromid ishtirokida
tris-borat buferida (TBE) tayyorlangan agaroza gelida elektroforez
usuli yordamida gorizontal elektroforez apparatida amalga oshiriladi
(«DMKtexnologiya» Rossiva). Etidium bromid to'lgin uzunligi 290-330
nm ba'lgan UB nurlari bilan gel nurlanganda DNE gismlari bilan
bargarar birkmasini  hosil gilib, yonuwchi  chiziglar ko'rinishida
namoyon bo'ladi. PZR natijasida paydo bo'lgan amplikonlarning
hajmiga garab, tarkibi 1,5% dan
3,0% gacha bo'lgan agaroza geli ishlatiladi. Agaroza gelini tayyorlash
uchun agaroza aralashmasini  mikroto’lginli pechda  yoki  suv
hammomida eritiladi, bufer va suvni {agaroza to'llig erimaguncha),
etidiy bromid eritmasini go'shiladi. 50-60 ° § gacha sovutilgan
aralashmani 4-6 mm galinlikda qolipga quyiladi va namunani qo'llash
uchun maxsus tarog yordamida cho'ntaklar tayyorlanadi. Taroglar
cho'ntaklaming pastki gismi va gelning tagligi o'rtasida 0,5-1 mm
gacha bo'igan agaroza gatiami goladigan tarzda o'rnatiladi. Gel
gattiglashgandan so'ng, taroglar ehtiyotkorik bilan chigariladi. Shakl
bilan birga gel elektroforez buferi bilan to'ldirilgan elektroforez
apparati ichiga joylashtiriladi. Bufer gelni taxminan 1-2mm bilan
qoplashi kerak. Gel gotib qolganidan keyin amplifikat 5-15 mikl
miqdorida cho'ntaklarga quyiladi. Nazorat va tajriba namunalariga
parallel ravishda 5 mkl migdorida DMK parchalari uzunligi markerlarini
aralashmasi qo'shiladi, Bunday namunani o'tkazish nazorat va tajriba
namunalarida amplikon uzunligini tekshirish imkonini beradi.

Mamunalar kiritiigan gel bufer bilan to'ldirilgan gorizontal
elektroforez jixoziga o'tkaziladi. Kamera quyvat manbaiga ulangan va
kuchaytiruvehi mahsulotlami  elektroforetik  ajratish  30-45  minut
davomida 100-200 kuchlanishli elektr maydenida amalga oshiriladi V
{15 V/smdan ko'p bo'lmagan). Shunga ko'ra DNK ijobiy elektrodga
o’tadi. Reaksiya aralashmasining bir gismi bollgan bo‘yogning old
gismi karnida 3 sm dan o'tishi kerak.
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Elektroforez yakunlangandan so'ng gel transillyuminatorning
oynasiga o'tkaziladi va ultrabinafsha nurida ko'rib chigiladi. Natijani
hujjatlashtirish uchun gel komp'yuterga ulangan video tizim
yordamida yozib olinadi.

12.3.4. Sikvens tahlilini o'tkazish.

Mukleotidlar  ketma-ketligini  polimorfizmini  o'rganish
texnologiyasining yana bir varianti o'rganilayotgan ketma-ketlikni
sekvens o'tkazish usuli yordamida to'gridan-to'g'ri aniglashdir.
Selvens o'tkazish usuli odatda yadro wva mitoxondrial DNKning
polimorfik gismlarini o'rganish uchun qo'llaniladi, ular bitta odamning
hujayralarida yagona ketma-ketlik shaklida mavjud.

Tadgigotning birinchi bosgichida tahlil gilinayotgan DNK
namunasining polimorf gismi polimeraza zanjirli reaksiyasi usuli
yordamida amalga oshiriladi. Shundan so’‘ng, PZR mahsulotiari
denaturlanadi va matrisa sifatida bitta zanjirli DNK yordamida ikkinchi
DMK zanjirini sintezining to'rtta varianti amalga oshiriladi.

Variantlaming har birida zanjir sintezi uchun zarur bo'lgan
barcha tarkibiy qismlar reaksion aralashmaga, shuningdek to'rtta
turidan biri bo'lgan 2',3'-didezoksinukleozid trifosfatiar kiritiladi.

Didezoksinukleotid o'sayotgan zanjirga kiritilganda, uning
sintezi to'xtatiladi. To'xtatuvchi nukleotidni kiritish ehtimoli katta
bo'lganligi sababli, ushbu reaksiyalar natijasida hajmi bir nukleotid
bilan ajralib turadigan bir gator bo'lakiar hosil bo'ladi.

Sikvens qilishning oxirgi bosqichida sintez mahsulotlari
elektroforezga o'tkaziladi. Ma'lum bir o'lchamdagi bo'laklarga to'g'n
keladigan chiziglar fagat to'rtta yo'lning bittasida ko'rinadi. Bu ushbu
holatda DNK zanjiida joylashgan nukleotidni aniglash imkenini
beradi. Bir tasmadan  boshqgasiga  (kattarog)  o'tishda,
nukleotidlamingbutunketma-ketligini "o’qgishingiz" mumkin.

Tadgiqotning ishonchliligini  oshirish uchun boshlang'ich
DNKning har ikkala zanjirini mustagil tahlil gilish mumkin. Keyinchalik
sekvens natijalari birlashtirilib, komplementarlik mavjud bo'lmagan va
xatolar bo'lishi mumkin bo'lgan barcha joylar aniglanadi. Ushbu
joylarning  nukleotidlar  ketma-ketligi qo'shimcha tadgigotiar
yordamida aniglanadi,
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73 rasm. Polimorf nukleotidlar ketma-ketilklarini sikvens o'tkazish usuli
bilan o'rganish sxemasl. Bitta DNK zanjirining sikvensi ko rsatilgan.

12.4. Inson DNKsining sud-biologik ekspertizasi.

DINK tahlil laboratoriyasini tashkil gilish qoidalari. DNK tahlilini
o'tkazishda muhim rol laboratoriyada ishlarni to'g'ri tashkil etishdir. Bu
amplifikasiya reaksiyasining yugori sezuvchanligi bilan bog'lig,
shuningdek, tashqi DNKning o'rganilgan DNK namunalarini ifloslashi
(kontaminasiya) ehtimolini hisobga olish kerak.
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Ifioslanishning uchta asosiy mumkin bo‘igan manbalari mavjud:

1. Genom DNK bilan ifloslangan uskunalar va ish mubhiti.

2. DNKni ajratish yoki PZRni go'yish paytida namunalarning

o'zaro ifloslanishi.

3. Oldingi tadqiqotlardagi PZR mahsulotlari.

Ifloslanishni oldini olish uchun, ekspert laboratoriyalarida gabul
gilingan biologik ob'ektlar bilan ishlashning umumiy goidalariga
qo'shimcha ravishda (ob'ekt bilan ishlashdan oldin va keyin etil spirti
bilan asboblarni artib olish; bir martali ishlatiladigan steril naychalarni,
pipetkalar uchlarini ishlatish; har bir ob'ektdan keyin uchini o'zgartirish
va hokazo), ifloslanishga qarshi go'shimcha maxsus tadbirlarni
o'tkazish.

Laboratoriya maydoni uchta katta ishchi hududlarga bo'linishi
kerak: tekshiriladigan ob'ektlar bilan ishlash va DNKni ekstratsiya qilish
hududi, PZR o'tkazish hududi (toza hudud), amplifikasiyalangan DNK
bilan ishlash hududi va bo'laklarni tahlil gilish va sekvens o'tkazish
hududi zonasi. Har bir xonada PZR mahsulotlarini amplifikasiya
reaksiyasidan oldin ish maydoniga kirishiga yo'l go'ymaslik uchun
alohida chigish joyi bo'lishi kerak. Ushbu hududlaming har birida
tegishli hudud vazifalarini bajarish uchun zarur bo‘lgan to'lig jihoz va
asboblarga ega bo'lishi kerak.

Tadgigot ob'ektlari bilan ishlash hududi fagat tadgigot
ob'ektlari bilan ishlash uchun mo'ljallangan (tekshirish, tadgigot uchun
material tayyorlash). Ushbu hududda quyidagilar kerak:

- obyektlarini o'zaro ifloslanishiga yo'l go'ymaslik uchun go‘lgoplarni
doimiy ravishda almashtiring. Ulami ifloslangan hollarda va hududdan
chigganda tashlab yuboring;

- har bir ob‘ekt uchun toza vositalar va toza ish yuzasini ishlating;

- DNK - potensial ifloslanish manbalari paydo bo'lishining oldini olish
uchun katta migdordagi materialni iste'mol gilishdan saglaning.

DNK ajratish hududi DNK ni ajratish, kerakli reaktiviarni
tayyorlash va ajratilgan DMKni saglashga mo'ljallangan bo'ladi. Bu
hududda quyidagilar lozim:

- ob'ektlarni o’zaro ifloslanishini oldini olish magsadida DNKni ajratish
o'z ichida katta miqdorda DNK saglovchi ob'ektlardan (masalan, butun
qon), va kichik miqdorda DNK saglovchi ob'ektlardan (kichik hajmli

300



“

qon izlari, yagona soch tolalari va h. k) alohida-alohidan amalga
ashiriladi;
- ko'p migdordagi ob'ektlarni bir vagtda DNKsini ajratmaslik;
- ob'ektlarini o'zarc ifloslanishini oldini olish magsadida muntazam
ravishda go'lgoplarni o'zgartirish; agar qo'lqoplarga DNK tekkan
bo'lsa, shuningdek hududdan chigishdan oldin go'lgoplarni yechish;
- krossinker qurilmasida ultrabinafsha nurlari ostida sterilizasiya gilish,
avtoklavga uchraydigan eritmalar (lizis giluvchi eritma, EDTA, NaCl,
505, tris-HCI, deioniz suv);
- reagentlarni alikvotlarga ajratib saglash. Butun eritrani ifloslanishini
oldini olish magsalida, fagat bir alikvot bilan ishlash;
- sachrab ketishni oldini olish. Ba'zi turdagi probirkalarni qopgoglari
ochilishi giyin bo'lganligi sababli ularni ochish vagtida sachrab ketishi
mumkin. Probirkalami qopqoglarini ochishdan oldin sentrifuga
yordamida devorlaridagi suyuqglikni cho'ktirish. Qopgoglarni ochish
qurilmasidan foydalanish; reaktiviarni ifloslanishini aniglash magsadida
har bir ajratiladigan DNK ob'ekt uchun nazorat DNK ni go'yish,
(reagentga
o'rganilayotgan ob'ektni go'shmasdan);
- fagat DNK ajratish hududiga mo'ljallangan laborator xalatlardan
foydalanish.

PZRga tayyorlash hududida fagat amplifikasiyali naychalarga
PZR va DNK reagentlarini kiritish uchun mo'ljallangan. Quyidagilar
bo'lishi kerak: ushbu hududda
- avtomatik pipetkalar uchun filtrli bir martalik uchliklardan
foydalanish;
- qo'lqop va toza xalat bilan ishlash. Agar DNK tegkan bo'lsa,
qo'lgoplarni almashtirish;
- sinov naychalariga DNK namunalarini oxirida go'yish;
- DNK qoldiglarini uchidan «chigarib yubormang» - bu boshga DNK
namunalarini ifloslantirishi mumkin bolgan aerozol hosil ba'lishiga
olib keladi; )
- yana bir DNK namunasini go'shgandan keyin oldingi naychani
gopqog'ini yopish; =
- barcha naychalarga DNK go'shib bo‘igandan so'ng naychalarini
(DNKsiz reagentlar) yopish.  salbiy nazorat
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Amplifikasiyalangan DNK bilan ishlash hududi awvalgi hududlardan
aloxida bo'lishi kerak. Bu hudud PZR mahsulotlarini tahlil gilish bilan
bog'lig bo'lgan barcha operatsiyalar va amplifikasiyalar uchun
mo'ljallangan. Ushbu hududda quyidagilar kerak:
- qo'lgop bilan ishlash; agar DNK ularga tekkan bo'lsa, shuningdek,
hududdan chigib ketganda ularni tashlab yuborish;
- naychalarni PZR mahsulotlari bilan ehtiyotkorlik bilan ochish,
tarkibni sachrab ketishini oldini olish;
- amplifikatordan fagat PZR mahsulotlarini amplifikasiyalash va
denaturatsiya gilish uchun foydalanish. Amplifikatorni  DNKni
inkubasiya gilish uchun termaostat sifatida ishlatmaslik;
- elektroforez yordamida amlifikasiyalanmagan DNKni baholash
uchun ushbu hududga DNKning zaruriy alikotalarini kiritish;
- amplifikasiyalangan DNKni fagat shu hududda saglash.

Ish maydonini va vositalarini tayyorlash.

Ish joyi va vositalarni tayyorlashda quyidagi qoidalarga rioya
gilish kerak:
1. Kontaminasiyani oldini olish maqsadida, barcha muolajalar PZR
kamerasida yoki laminar-javonda amalga oshirilishi kerak.
2. Laboratoriya yuzalari, DNK ajratish uchun foydalaniladigan barcha
avtomatik pipetkalar va shtativiar, ishlatishdan oldin 7 mM NaOSlda
tozalanadi va yaxshilab quritiladi. PZR kamerasi (laminar javon) UB
nurda (kamida 15 daqiga, UB lampalardan 30-40 sm masofada)
tozalanadi.
3. Barcha vositalarni, qoshig va tortish uchun idishlarni foydalanishdan
oldin, 7 mM NaOSsl, steril distillangan suv va 96% etanol bilan
tozalanadi. Yaxshilab quritiladi.
4. Kontaminasivani oldini olish magsadida mikrosentrifuga
naychalarini UB nurlarida (15 dagiga UB lampalardan 30-40 sm
uzoqdan), lizis buferi va TE buferni 50 ml naychalarini (30 dagiga UB
lampalardan 30-40 sm uzogdan) zararsizlantiriladi.
ESLATMA: UB nurlatishdan oldin lizis buferiga proteinaza Kni go’shish
mumkin emas.
5. Sentricon 30 (100) konsentratorlarini kontaminasiyasini oldini olish
magsadida PSR kamerasida yoki laminarda to‘planishi kerak.
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6. Ekstraksiya uchun ishlatiladigan hech qanday reagentlar,

ishtiladigan materiallar yoki uskunalar amplikonlar bilan ishlaydigan
xududdan chigishi ham kirishi ham mumkin emas.

7. Har ganday asbob-uskunalar va vositalarni post-amplifikasion
hududdan amplifikasiyadan oldingi hududga kiritishdan oldin,
postamplifikasion va amplifikasiyadan oldingi hududdan chigarishdan
oldin ¥ mM NaO51da strelilizasiya qilib ishlatiladi

ESLATMA: reagentlar hech gachon post-amplifikasion hududdan
amplifikasiyadan oldigi hududga kiritilishi mumkin emas.

8. Rezina go'lqoplarni har bir yangi ekstraksiyada almashtirish kerak.

9. Bir vagtning o'zida fagat bitta namunani zararsizlantirish,

DMNKni ajratib olish usullari,

O'rganilayotgan  biologik ob'ektlardan DNK izolasiyasi
genotiposkop tekshirishning birinchi va eng muhim bosgichidir,
DNKni tekshirishning keyingi barcha bosgichlarining muvaffagiyati
uning bajarilish sifatiga bog'liq. DMKni ekstraksiya gilish usulining
noto'g'ri tanlanishi yoki noto'g'ri bajarilishi, ifloslangan DNK hosil
bo'lishiga, tadgigot uchun yarogsiz bo'lgan DNK hosil bo'lishiga yoki
DMK yo'gotilishiga olib kelishi mumkin. DNKni ajratib olish muolajasi
DNK izolasivasi uchun mo'ljallangan alohida maxsus javonlarda
amalga oshirilishi kerak. Amplifikasiion DMK bilan manipulyasiyalar
amalga oshiriladigan hududda DNKni ajratish tagiglanadi
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GLOSSARIY

Avtoradiogramma — yupga parda ustida (ya'ni plenkada)
nishonlangan DNK fraksiyalarining joylashgan joylari nurlangan
gismlar ba'lib ko'rinishi.

Aberratsiyalar (xromosom) - xromosomalar tuzilishini
o'zgarishi (delesiya, duplikasiya, inversiya, translokatsiya).

Allellarning geterogenligi — bitta genning bir necha alleliarini
bo'lishi.

Amplifikasiya - DNK molekulasining bir gismini bir necha
nusxasini hosil bo'lishi.

Aneuploidiya — xromosomalarning diploid to'plamini bir necha
xromosomalarga o'zgarishi (2n +1,2,3 va h.).

Antikodon - sintezlanayotgan ogsilda bitta aminokislotani
joyini aniglab beruvchi tRNKdagi nukleotidlar tripleti mRMNKdagi
kodonga komplementar.

Antimutagenez — mutasiyalar hosil bo'lish jarayoniga garshi
jarayon.

Antisipasiya — har bir keyingi aviodda kasallik belgilarini erta
kuzatilishi va og'irroq kechishi.

ATF-sintetaza - adenozintrifosfat kislotasinti  smniezini
fnrmenti.

Adenin, guanin, siozin, timin, urasil — nuklein kislotalarning
azot asoslari.

Autosomalar - erkak va ayollarda o'xshash xromosomalar,
masalan, odamda - 22 juft, ya'ni 44 autosoma.

Autosom-dominant nasllanish - autosomalarda joylashgan
dominant gen orgali belgini nasllanishi.

Autosom-resessiv nasllanish - autosomalarda joylashgan
resessiv gen orgali belgini nasllanishi. Bunday gen yuzaga chigishi
uchun ikkala ota-onadan nasllanishi kerak, ya'ni fagat gomozigota
holatda yuzaga chigadi.

Vektor (genetik) — irsiy informasiyani hujayraga o'tkazuvchi
modda. Ko'pincha plazmida, transpozon va viruslar qo'llaniladi.

Vektor (klonlash uchun) - yot, begona DNKning plazmida, fag
yoki hayvenning DNK tutuvchi virus tarkibiga kiritish.
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ameta - jinsiy hujayra,
Gapleid to’plam — xromosomalarnin
Gaplotip - bitta xromosomada joyl
kombinasiyasi.

. Gemizigota — arganizmining juft gomologik xromosomalardan
bittasini yetishmovchiligi yoki nofaol holati, Masalan, erkaklarda jinsiy
X-xromosomalardan fagat bittasi bor, shu sababdan erkaklar jinsiy -
xromosomalar bo'yicha gemizigota deyiladi.

Gen — DNK molekulasini bir gismi ba'lib, bitta polipeptiddagi
aminokislotalar tartibi to'g'risida ahborot saglaydi.
Gen - regulyator — boshqga genlarning faolivatini bashgaruvchi

g juft to'plamini yarmi (n),
ashgan ma'lum allellarining

gen.

Gen - operator — operonning funksiyasini boshgaruvchi gen.

Gen ekspressiyasi — gen funksiyasini faollashishi,

Genetik marker - DNKning ma‘lum polimorf gismi bo'lib,
uning har xil allellari tuzilishi jihatidan har xil bo'lgan xromosomalarni
aniglashga imgoniyat yaratadi,

Genetik geterogenlik — har xil genotiplarni bir xil yoki juda
o'xshash fenotip hosil gilish.

Genetik xavf — ma'lum bir irsiy kasallikning rivojlanish ehtimoli.

Genetik injeneriya (muhandislik) — hujayra yoki organizmdagi
irsiy ahborotni ma'lum magsadga muvofig sun'ly yo'l bilan
o'zgartirilishi.

Genetik izolyasiya (alohidalanish) - bitta populyasiyaga
kiruvchi individlar o'rtasida erkin chatisha olmaslik.

Genetik kod - ogsil strukturasi to'g'risidagi irsiy ahborotni
nuklein kislotalarda nukleotidlar tripletining ketma-ketligi shaklida
saqlanishi.

Genetik xarita — xromosomada genlarning ketma- ketligi
bo’yichv joylashishi.

Genetik yuk — populyasiyada genlarning mutasiyalari tufayli
salbiy ta'sirotlarining umumiy migdeori.

Genlarning birikish guruhi - bitta xromosomada joylashgan
genlar bitta birish guruhini hosil giladi. Birikish guruhlar soni
xromosomalarning gaploid soni teng. Masalan, ayollarda - 23,
erkaklarda - 24.
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Genlar dreyfi - kichik populyasiyalarda mutant allellarga ega
bo'lgan individlarning tez va tasodifiy o'zgarishi.

Genlar daktiloskopiyasi — genning DNK izchiligi va genlar
spektriga binoan noma'lum shaxsni aniglash usuli.

Genom - organizm hujayrasida joylashgan irsiy moddasidir,
ya'ii xromosomalar gaploid to’plamidagi genlarning yig'indisi.

Genomika - genomning struktura va funksiyasining
xarakteristikasi.

Genotip — organizmning barcha genlarini yig'indisi yoki bir juft
allel genlarning yig'indisi.

Geterozigot organizm - allel genlari bitta belgini har xil
fenotipini  yuzaga chigaradi, o'zaro chatishtirilganda belgilar ajraladi
va har xil gametalar hosil giladi..

Geteroplazmiya - hujayrada normal va mutant mitoxondrial
DNE kuzatilishi.

Geteroxromatin - xromosomating genetik nofacl gismi bo'lib,
bo'valganda to'g rangda qo'rinadi, DNK molekulasini spirallashgan
gismi.

Golandrik nasllanish - jinsiy Y-xromosomaga birikib naslianish.

Gomozigot organizm - allel genlari bitta belgini bir xil
ko'rinishini (fenotip) yuzaga keltiradi, o'zaro chatishtirilganda belgilar
ajralmaydi va bir xil gametalar hosil giladi.

Gomologik xromosomalar — tuzilishi jihatidan bir xil bo'lgan
xromosomalar. Gomologik xromosomalar juft xromosomalar ham
nomlanadi. Har bir tur hayvon yoki o'simlik organizmida
xromosomalar soni juft bo'lib, diploid to'plam deb ataladi (2n).

Gomoplazmiya - hujayrada normal yoki mutant mitoxondrial
DNKning kuzatilishi, ya'ni fagat bitta shakli

Gradient konsentratsiyasi — moddalar konsentratsiyasini
fargi.

Deletsiya — xromosomaning ma'lum bir gismining tuo'ib
golishi. Xromosoma aberratsiyalarning bir shakli.

Denaturatsiya — ogsil yoki DNKning nativ shaklini yo'gotishi.
DNK qgo'sh zanjirli bir polipeptid zanjirli bo'lishi.

Dizigot egizaldar - ikkita otalangan tuxumdan rivojlangan
aviodlar.

Diploid to’plam — xromosomalaming juft to’plami (2n). e
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Diminuitsiya - biror narsaning (masalan, xromosomani)
gismining yo'golishi

Disomiya — avlod kariotipda ota-ona xromosomalaridan fagat
bittasiniki 2ta nushada bo’lishi.

Diskordantlik - egizak organizmlarda ma'lum belgi bo'yicha
farglanishi.

Dismorfogenez — organ yoki uning gismining morfologik
tuzilishini patologik o’zgarishi.

Disentrik — tuzilishi jihatidan anomal xromosoma bo'lib, ikkita
sentromeraga ega.

DNK-zond. — radioaktiv nishonlangan maxsus nukleotidlar
ketma-ketligidan tuzilgan kalta DNK molekulasi

DNK-polimeraza - DNK molekulasini ikki xissa ortishini
ta'minlovchi ferment.

Domen - ma'lum funksiyaga ega bo‘lgan aminokislotalar
tartibining ogsildagi bir gismi.

Dominant belgilar - gomozigot organizmlarning mono-, di- va
poliduragay chatishtirilganda 1-chi aviodda yuzaga chigadigan
belgilar, ya'ni gomozigota va geterozigota holatdagi organizmlarda
yuzaga chigadigan belgilar.

Duplikatsiya - xromosomaning bir gismini gayta tagrorlanishi.

Initsiasiya — jarayonning baoshlanishi.

Impriting (gen, xromosoma, genom) - molekulyar-genetik
jarayon bo'lib, bunda ota-ona genlarining allellari modifikasiyaga (yoki
markirlanishiga) uchraydi, natijada belgini yuzaga chigishi menoallel
ekspressiya tipda amalga oshadi.

Inbriding - yagin garindoshlar o'rtasidagi nikohlar.

Inversiya - - xromosomaning bir gismi uzulib, 1800 ga burilib
so'ng yana o'z joyiga kelib birikilishiga aytiladi.

ingibitor genlar - boshga genlaming faclivatini yuzaga
chigarmaydigan genlarga aytiladi.

Induktor — oqgsil repressor bilan bog'lanib, operon yoki
transkripton ishini to‘xtatacladigan modda.

Intron — eukariotlarning struktur genlarini genetik nofaol
gismlari, ya'ni ogsil strukturasi to'g'risidagi irsiy ahborot
saglamaydigan i-RNKning gismi.
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Kariotip — organizmga xos bo’lgan xromosomalarning diploid
to'plami.

Klon - bitta organizmning (hujayra, bakteriya) aviodi.

Kodon - sintezlanayotgan oqgsilda bitta aminokislotani joyini
aniglovchi mRNKdagi nuklectidlar tripleti.

Kodominantlik — allel genlar ikkalasi ham dominant, lekin bir
biri ustidan ustunlik gilmaydi, ammo ikkalasini genotipda bo'lishi
belgini boshqga xilini yuzaga keltiradi. Masalan, gen 1A - ll-chi gon
guruhini ifodalaydi, 1B-lll-chi, IA IB esa, IY-chi gon guruhini.
Demak, IY-chi gon guruhini kelib chigishi kodominantlik deb
ataladigan genetik xodisaga asoslangan.

Komplementarlik - ikkita allel bo'lmagan va birikmagan genlar
birgalikda bitta belgini yuzaga chigarishda ishtiroq etadi.

Koferment — ikki komponentli fermentning ogsil emas gismi.

Krossingover — xromosomalarning gomologik gismiari bilan
almashinishi. Meyoz bo’lishining 1-chi profazasida kuzatiladi.

Ko’'p allellik- allel genlarning ikkitadan ortiq holatlarda bo'lishi.
Bunday holatlar bir genning har xil darajada mutasiyaga uchraganligi
oqgibatida yuzaga keladi

Konkordantlik - egizak organizmlarda ma'lum belgi bo'yicha

Kosmida — plazmida va A fagdan tuzilgan sun'iy konstruksiya
(tuzilma).

Lokus - genning xromosomada ma'lum joyda joylashishi.

Mezosomalar —prokariot hujayralarning plazmolemmasini
ichiga botib kirgan gismlari bo'lib, organoidlar vazifasini bajaradi.

Molekulyar genetika — genetika fanining bir tarmog'i bo'lib,
organizmning genomini struktura va funksional birligi bo'Imish - gen
tuzilishi va funksiyasi o'rganadi. Organizm irsiyatining molekulyar
asoslarini o'rganuvchi genetika faninig tarmog'i.

Mutagen — mutasiya hosil giluvehi omil.

Mutatsiyalar - irsiy modda wva tuzilmalarda (DNK, gen,
xromasoma) strukturaviy o'zgarishlarni hosil bo'lishi:

. genom mutasiyalar - xromosomalar sonini o'zgarishi
(gaploidiya, geteroploidiya yoki aneuploidiya, poliploidiya);
. xromosoma aberratsiyalari — xromosoma strukturasini

buzilishi (delesiya, duplikasiya, inversiya, translokatsiya);
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gen mutasiyalari - gen tuzilishini o'zgarishi (nugtali
mutasiyalar, tranzisiya, transversiya, missens va nonsens mutasiyalar),

Muton - genning mutasiya gila oladigan gismi.

Nozern-blotting - DNK-zond yordamida duragaylashgan RNK
malekulalarni aniglash usuli.

Nukleosoma — xromatinning struktura birligi bo'lib, 8 molekul
giston ogsillardan tuzilgan. Nukleosomalar DNK zanjiri bilan birikadi
va nukleasoma zanjirini hosil giladi.

Nukleoid —prokariotlarning genetik apparati.

Mukleotid - nuklein kislotalarning monomeri bo'lib, azot asosi,
pentoza va fosfat kislotasini gqoldig'idan tashkil topgan.

Oqsil-repressor — boshgaruvchi genning mahsuloti — oqgsil
bo'lib, operon ishini boshgaradi.

Oligonukleotid - kalta bir polipeptid zanjirdi DNK yoki RNK
{taxminan 16-30 nuklotidlardan tuzilgan).

Operon — oqsil biosintezining struktura birligi.

Panmiksiya — erkin chatishish.

Penetrantlik - genning yuzaga chigish chastotasi.

Plazmidalar — xromosomalar tarkibidagi DNK molekulalaridan
tashgari hujayra sitoplazmasida joylashgan DNK-zarrachalari. Prokaniot
va tuban eukariotlarda go'shimcha xromosomalar deb ataladi.

Pleyotropiya — bir juft genning bir necha belgi bilan yuzaga
chigishi, ya'ni genning ko'p tomonlama ta’sini.

Poligen nasllanish — bitta belgini bir necha genlar (polimer
genlar) orgali ifodalanishi.

Polimeriya — bir necha juft genlarning bitta belgini yuzaga
chigarishida ishtiroq etishi.

Poliploidiya — hujayra yoki organizmda xromosomalarning
gaploid to'plamini bir necha marta ortishi (2n+n, 2n, 3n va h).

Populyatsiya - bir turga mansub bo'lgan, ma'lum muhit
sharoitiga moslashgan va nisbatan boshga populyasiyalarning
individlaridan farglanuvchi individlar yig'indisiga aytiladi.

Praymerlarning duragaylari — polimeraza zanjirli reaksiyaning
ikkinchi etapi bo'lib, DNK zanjirlari praymerlar bilan duragaylar hosil
gilishi.

Prokariotlar — yadrosi shakllanmagan hujayralardan tuzilgan

organizmlar (bakteriyalar, ko'k-yashil suv o'tlari- sianobakteriyalar).
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Promotor - transkripsiya jarayonida boshgaruvchi genning
RNK-polimeraza bilan bog'lanuvchi gismi.

Proteom - genom kodlaydigan barcha ogsillarning yig'indisi.

Protoonkogen - normal gen bo'lib, hujayraning bo'linishi va
proliferatsiyalarida ishtirog etadi, lekin mutasiya tufayli onkogenga
aylanib qolishi mumkin.

Prosessing (RNK) - iRNKdan intronlarni olib tashlab mRNKga
aylanish jarayoni.

Rekon — genning rekombinasiyva gila oladigan eng kichik gismi.

Rekombinant DNK - har xil organizmlardan DMK gismlan
olinadi va sun'iy usulda ularni qo'shib, bitta DNK molekulasi
sintezlanadi.

Rekombinatsiya — krossingover tufayli allel genlarning yangi
kombinasiyalarini hosil gilish jarayoni.

Reparatsiya - DNK molekulasidagi shikastlangan joylarini gayta
tikiash.

Restriktaza — DNK molekulasini ikkala zanjirini ajratib, ayrim
gismlarga bo'ladigan ferment.

Restriksiya saytlari — restriktazalar tomonidan aniglovchi
nuklein kislotalarning maxsus joylari-saytlari. Har bir fermentning
o'ziga xos joylari — saytlari bo'ladi.

«Yopishqoq uchlar» —nuklein kislotalarming fragmentlarini
boshqa gismlariga birikish xususiyatiga ega bo’lgan molekula gismlari.

Retroviruslar — RNK-tutuvchi viruslar bo'lib, ko'payishi teskari
transkriptaza yordamida RNKdan DNKning hosil bo'lishi .

Retrotranspozon - mRNK matrisa asosida o'z nusxasini
sintezlab boshga joyga ko'chib o'tadigan DNK molekulasi.

Retsessiv belgilar - — gomozigot organizmlaming mono-, di-
va poliduragay chatishtirilganda 1-chi aviodda yuzaga chigmayadigan
belgilar, ya'ni fagat gomozigota holatdagi organizmiarda yuzaga
chigadigan belgilar.

Ribosoma - RNK va ogsildan tuzilgan, ogsil biosintezi amalga
ashadigan hujayra organoidi.

RNK-polimeraza - DNK matrisasida RNK sintezini amaiga
oshiruvchi ferment.

Sayt - DNK molekulasini ma'lum joyi;
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restriksiya sayti — restriktaza "aniglaydigan * ma'lum tartibda
joylashgan nukleotidlar ketma-ketligi (4-10 nuklectidlar);

splaysing sayti — intron va ekzon orasidagi ma'lum tartibda
joylashgan nukleotidlar ketma-ketligi bo'lib, splaysing jarayonini
normal ketishini ta’minlaydi.

Segregasiya - meyoz bo'linishida gomologik
xromosomalarning bir biridan ajralishi.

Sikvenslash - DMK molekulasida nukleotidlar yoki ogsilda
aminokislotalar ketma-ketligini joylashini aniglash jarayoni

Splaysing - iRNKdan intronlarni olib tashlash  va qolgan
ekzonlarni bir biriga "ulash” jarayoni, ya'ni mRNKni iRNKdan hosil
qilish.

Sinteniya - wuzog turlaming xromosoma  gismlarini
gomologiyasi.

Sporadik - tasodifan paydo bo'lish, masalan, kasallik nasldan
naslga o'tmagan, tasodifan kuzatilgan.

Stop-kodon - translyasiya jrayonini to'stashini aniglovchi
kodonlar: UAG, UGA, UAA,

Transversiya - purin asosini pirimidin asesiga almashinishi

Transduksiyva —DNK molekulasining bir gismini virus orgali
bitta bakteriyadan ikkinchi bakteriyaga o'tishiga aytiladi.

Transzitsiya — bitta purin asosin ikkinchi purin asosiga yokt
bitta pirimidin asosini ikkinchi piridin asosiga almashinishi.

Transkriptsiya — ogsil strukturasidagi irsiy ahborotni DNKdan
RMKga nukleotidlar tartibi shaklida ko'chirilishi.

Translyatsiya - ogsil strukturasidagi irsiy ahborotni mRNKdan
sintezlanayotgan oqsilning aminokislotalar tartibi shaklida o'tishi.

Transpozitsiya — DNK segmentinin gbitta joydan boshga joyga,
resiprog almashinuvisiz o'tishi.

Transpozon — go'chib yuruvchi genetik elemenlar.

Trisomiya — organizmda qaysidir juft xromosomaga yana bitta
xromosomaning qo’shilishi.

Transgen — gen terapiyasida vektor tarkibida hujayraga
kiritilgan gen.

Transgen organizmlar — gen injeneriyasi yordamida irsiyoti
o'zgargan organizmlar.
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T-DNK — agrobakterium Ti — plazmidasi tarkibidagi shish hosil
qiluvchi DNK bo'lagi.

Transpozon - qo'chib yuruvchi genetik elementlar.

Transkripton — eukariotlarda transkripsiya birligi.

Translokatsiya - xromosoma aberratsiyasi bo'lib, bir gismi uzulib
boshqa juft xromosomaga birikishiga aytiladi.

Translokatsiya (Robertson) - ikkita akrosentrik xromosomalar
o'rtasida kuzatiladi, xromosomalar sentromeralari sohasi bilan birikadi,
kalta yelkalari esa, tushib goladi.

Triploid (organizmlar) - 3p xromosomalar to'plamiga ega bo'lgan
organizmlar.

Trisomiya - diploid xromosomalar to'plamiga ega bo’lgan
organizmda gaysidir juft xromosomasida ikkitaning o'rniga uchta
xromosomaning bo'lishi.

Telomera - xromosomaning oxirgi gismi, wuchi. Odamda
telomeralari kuyidagi nukleotidlar ketma-ketligi bilan tugaydi:
(TTAGGG)n .

Teratogen - tug'ma nugsonlami rivojlantiruvchi omil.

Teskari transkripsiya - bir zanjirli RNK molekulasidan go’shalog
zanjirli DNK molekulasini sintezlanishi.

Ti — plazmida - agrobakterium hujayrasidagi o'simliklarda o'sma
(shish) hosil giluvchi plazmida.

O’zgaruvchanlik — o'z belgilarini o'zgartirish, yangi belgilarga ega
bo'lish, awvalgi belgilami yo'qotish tirik organizmlaming xossasi.
O'zgaruvchanlik bo'ladi: fenotipik va genotipik, irsiy yoki irsiy
bo'lmagan, medifikasion va mutasion, muayan va nomuayan.

Fazmidalar —duragay vektorlar bo'lib, ham fag, ham plazmida
shaklida rivojlanishi mumkin

Farmakogenetika - tibbiy genetikaning bir tarmog'i be'lib,
irsiyotning dori-darmonlarga ta'sirini o'rganadigan bo'lim.

Fenokopiya — belgilari bo'yicha irsiy kasallikning klinik manzarasiga
o'xshash, lekin kasallikning kelib chigishi irsiyotga bog'liq emas.

Fenotip — organizmning belgilarini yig'indisi.

Filogenetik daraxt — daraxt shakldagi sistematik guruhlar
o'rtasidagi garindosh va tarixiy bog'lanishlarni ifodalovchi sxema.

Fitogemagglyutinin — veshestvo, kotoroe primenyayut diya

stimulyasii mitoza v sitogeneticheskom metode.
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Ximera — genetik har xil zigotalardan olingan hujayralardan tashkil

topgan individ.

Xromatida - xromosomaning uzunasiga joylashgan ikkita
subbirtikiari.

Xromosoma aberratsiyasi (mutasiyasi) - xromosomaning
tuzilishini o'zgarishi.

X- xromosomaga birikkan nasllanish - belgini yuzaga

keltiradigan gen jinsiy X-xromosomada joylashgan bo'lsa, unga birikib
nasllanadi. Demak, belgini yuzaga chigishi jinsga, dominant yoki
resessiviigiga va ota-onaning gaysi birida bo'lishiga bog'lig.

Sentromera - xromosomadagi bo'linish dukning iplari birikadigan
joy, ya'ni ikkita xromatida birikkan joyi.

Sentrosoma yoki hujayra markazi - hujayra bo'linishida ishtirog
etadigan organoid bo'lib, xromosomalarni teng migdorda ikki garama
karshi qutblarga ajratadi.

Sentromera indeksi (51) — xromosomaning kalta yelkasini butun
uzunligiga nisbati, foizda o'lchanadi.

Sitogenetika - genetika fanining bir tarmog'i bo'lib, xromosomalar
darajasida irsiyot va o'zgaruvchanlikni o'rganadigan bo'lim.

Sistron - genning funksional gismi.

Sitologik xromosomaning genetik xaritasi — xromosomaning
tuzilishida genlar joylashish tartibi ko'rsatilgan bo'ladi.

Ekzon - iRNK tarkibida eqgsil strukturasi to'g'risida informasiya
saglaydigan gismi, ya'ni genetik faol gismi.

Ekspressivlik - fenotipning yuzaga chigish darajasi.

Elongatsiya —translyasiya jarayonini alohida etapi be'lib, ogsil
molekulasi aminokislotalar biriktirib uzayishiga aytiladi.

Embrional induksiya — embrionning bir guruh hujayralari boshga
joyda joylashgan hujayralarga ta'siri.

Episoma — plazmida birikikan xromosoma.

Epistaz - noallel genlarning o'zaro ta'siri bo'lib, bir juft gen boshga
juft genlarning ta'sirini yuzaga chigarmaydi.

Eukariotlar — yadrosi shakllangan hujayralardan tashkil topgan
organizmilar.

Euxromatin - xromosomalarning genetik faocl gismlari, despiral
holatda bo'ladi va yadro bo'yoqglari bilan yaxshi bo'yalmaydi.
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