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Biotexnologiya asoslari

IKKINCHI NASHRI UCHUN SO*ZBOSHI

Mazkur kitobning birinchi nashri chop qilinganiga 14 yil bo°ldi. Shuncha
yil mobaynida biotexnologiyada ancha ishlar amalga oshirildi. 1980-yillar o°rta-
laridan boshlab paydo bo‘lgan va takomillashib borayotgan DNK texnologiyasi
zamonaviy biotexnologiyaning muhim asoslaridan biriga aylandi. Bu yo*nalish-
dagi yutuglar salomatlikni saglash konsepsiyasini tubdan o‘zgartirdi. Bugun 20
yil avval tasavvur gilish giyin bo‘lgan mahsulotlarni yaratish imkonini bor. Bio-
texnologiya shiddat bilan rivojlanayotgani bois kelgusi o‘n to’rt yil ichida yanada
ulkanroq muvaffaqgiyatlar qo‘lga kiritilishi kutilmogda. Xususan. «Inson genomi
loyihasi» kabi dasturlar ham ana shunday yutuglar jumlasidandir. Ular kasalliklar-
ni individual davolash imkoniyatini ochib beradi. Biroq barcha bunday yutuglar
bu boradagi muhim ilmni qo*llash va uni xavfsiz hamda igtisodiy jihatdan magbul
tarzda ishlab chigishga bog‘liq.

Biotexnologiya faqat qayta tiklangan DNK, klonlash va genetikadan iborat
emas. U, shuningdek, sitrat kislota, pivo, vino, non, pishlog va yogurt kabi fer-
mentatsiya mahsulotlari, antibiotiklar va shu kabilarni ishlab chiqarishni 0°z ichi-
ga oladi. Biotexnologiya, shuningdek, yangi ming yillikda atrof-muhitga zarar
yetkazmaydigan texnologiyalar bilan insoniyatni ta’minlash. chigindilarni qayta
ishlash va ekologik muammolarni hal qilish kabi vazifalarni amalga oshirishni o°z
oldiga maqgsad gilgan. Qisqacha aytganda, biotexnologiya XXI asming ikki aso-
siy texnologiyalaridan biri. Kelajakda butun dunyo mamlakatlari 0°z taraqqiyot
yo‘lida davom etishini va yer yuzida farovon hayot ravnaq topishini ta’minlaydi.
U turli xil yutuqlar orqali insoniyat hayoti darajasini yaxshilashda davom etadi.
Bu borada tibbiy xizmat ko‘rsatish masalalarini yaxshilashdan tortib, ozig-ovqat
mahsulotlari va atrof-muhitga bo*layotgan turli ta’sirlarni o‘rganish. shuningdek.
zararli jihatlarini bartaraf etishni ko‘zlaydi. Hayotimizning hech bir jabhasi bio-
texnologiya ta’siridan xoli emas.

Mazkur kitob biotexnologiyani asoslaydigan ko‘pgina fundamental masalalar
haqida umumiy tushuncha beradi va bu boradagi prinsiplarni amaliyotga tatbiq
etishni turli xil namunalar orqali ko‘rsatadi. Xomashyoning dastlabki holati sub-
stratdan tortib tayyor mahsulotgacha bo‘lgan jarayonlarni tahlil qiladi. Biotexno-
logiya goyat ulkan va ko‘p tarmogqli fan. Aytish joizki, ushbu kitobda mazkur
sohaga aloqador barcha mavzular, mahsulotlar yoki jarayonlarni gamrab olish im-
koniga ega emasmiz. Buning uchun ensiklopediya yaratish talab qgilinadi. Shunga
qaramay, biz biotexnologiyaning hozirgi holatiga oid asosiy ma’lumotlarni taqdim
etishga harakat qildik. O‘quvchiga mazkur fanning san’at darajasiga ko‘tarilgan
Jihatlari va bu boradagi ko*nikmalar bo‘yicha ilhom va bilim berishni 0°z oldimiz-
ga magsad qilib qo‘ydik.
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Biotexnologiya asoslari

Kitobning birinchi nashridan keyin, afsuski, hamkasbimiz va do‘stimiz Jon
Bu'Lok to‘satdan vafot etdi. Kitobning ilk nashrida Jonning beqiyos xizmatlari
bor. U 1996-yilda vafot etdi. O‘shanda Jon ikkinchi nashrni tayyorlashni reja-
lashtirayotgan edi. Qo*llanmani chop etish jarayonida uning yo‘lidan bordik va bu
biz uchun katta sharaf bo‘ldi. Jon ko‘pchiligimiz uchun biotexnologiyada ilhom
manbayi bo‘lib qoladi. Uning ilmiy merosi, biotexnologiyaga sadoqati beqiyos
edi, bundan tashqari inson sifatida ham qadrlashga arziydigan shaxs bo‘lganini

e’tirof etmoq joiz. Shu bois mazkur kitobni birodarimiz Jon Bu’Lok xotirasiga
bag‘ishlaymiz.
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Biotexnologiya asoslari

UCHINCHI NASHRI UCHUN SO‘ZBOSHI

Antibiotiklar va umuman boshqa salomatlikni saqlash mahsulotlarini ishlab
chiqarishdan tortib chigindilarni qayta ishlash va ularni yo‘q qilishgacha bo*lgan
tarmoglarni 0°z ichiga olgani uchun biotexnologiya e’tiborimizni 0°ziga tortmog-
da. Biotexnologiyaning keng qamrovliligi va migyosi ortib borayotir. Ma’lum-
ki, sohada har o‘n yillikda keng qamrovli yonalishlarda ko‘zga ko‘ringan yangi
yutuglarga erishilgani kuzatiladi. Bu kitobning birinchi nashridan ikkinchi nash-
riga qadar orada o‘n to‘rt yillik farq bor. Ikkinchi va uchinchi nashri orasida esa
bor-yo‘g'i besh yillik farq mavjudligini ko‘rish mumkin. Molekulyar biologiya va
genetikadagi shiddat bilan erishilgan yutuglar hamda ularning biotexnologiyada
qo‘llanilishi tufayli mikrobiologiya, hayvonlar va o‘simliklar hujayralari texno-
logiyasining taraqqiyoti yanada yuksalishiga olib keldi. Bu esa insoniyatning faro-
von hayotini yaxshilash uchun hech qachon intilishdan to*xtamasligini ko‘rsatadi.

Biotexnologiya bugun mahsulot ishlab chiqarishda asosiy harakatlantiruvchi
kuchdir. Shuningdek, atrof-muhitni muhofaza qilish yo‘lida ham bu jarayonlarni
boshgaruvchi texnologiya sifatida g‘oyat muhim. Biotexnologiya hozirgi asming
kamida birinchi yarmida yetakchi ilmiy va sanoat yo‘nalishlaridan bittasi bo°lib
goladi, deya faraz qilinmoqda. Uning salomatlik, ozig-ovqgat va ichimlik ishlab
chiqarishdagi qo‘shgan hissasi, umuman, taraqqiyot davom etar ekan, bu fan ham
yanada shakllanib borishiga shubha yo‘q, chunki biotexnologiya shu gadar aha-
miyatlidir.

Biotexnologiya asoslarining bu yangi nashri sohamizdagi muhim yuksalish-
larni aks ettiradi, shu bilan birga, fanning nechog‘lik muhim ekanligini tushu-
nishga yordam beradi va bu boradagi fundamental tamoyillarga doir bilimlarni
mustahkamlaydi. Kitobning asoslar va tamoyillar bo‘limiga yangi boblar va ama-
liy ko‘rsatmalar kiritilgan. Boshqa boblarning aksariyati ham jiddiy qayta ko‘rib
chigilgan va yangilangan.

Aytish joizki, bu qo‘llanmadagi tadgiqotlar mualliflari biotexnologiya bo'yi-
cha xalqaro miqyosda tan olingan olimlardir. Ularga o‘zining qimmatli vaqtini
ajratib kitobni yangi tadqiqotlari bilan boyitganlari va avvalgi izlanishlarni qayta
tahrirlashga yordam berganlari uchun chin dildan minnatdorchilik bildiramiz. Mu-
alliflarning bu himmati tufayli muharrir sifatidagi mas’uliyatimiz ancha yengil-
lashdi: ma’lumotlarni qisqartirish yoki ayrim jabhalarda dalillarni aniglashdan-
gina iborat bo‘ldi.

Noshirlarning yangi kitobga bo‘lgan qiziqishi ham muhim ahamiyatga ega.
Kitobni mukammal nashr sifatida chop etishga yordam berganlari uchun ularga
ham o°z minnatdorchiligimizni bildiramiz.
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ASOSLAR VA TAMOYILLAR

I BOB. BIOTEXNOLOGIYA JAMOATCHILIK
NAZARIDA

1.1 Kirish

Biotexnologiyaga nisbatan jamoatchilik nazari sohada yangi texnologiyalar
yaratish, bu boradagi yangiliklar, kashfiyotlar va yo‘nalishiga, shuningdek, mah-
sulot ogimi-yu, Xizmat ko‘rsatishni rivojlantirish sur’atiga sezilarli ta’sir ko‘rsati-
shi mumkin. Jamoatchilik fikri muayyan hudud yoki mintaqaga (masalan, Shi-
moliy Amerika, Janubi-Sharqiy Osiyo va boshqalar) bog‘liq bo‘lishi mumkin. Bu
quyidagi bir gancha omillarga qarab farglanadi:

* igtisodiy farovonlik;

* ta’lim darajasi;

* madaniy va diniy qadriyatlar, an’analar;

* jamiyat va institutlarning ishtiroki usullari.

Hozirgi paytda biotexnologiyaga jamoatchilik munosabati, aynigsa, Yevropa
Ittifogida katta bahslarga sabab bo‘layotir.

Zamonaviy biotexnologiya, xususan, genomika va proteomika jamoatchilik

tomonidan qanday qabul gilinayotganini o‘rganishdan oldin, biotexnologiyaring
sanoat, tibbiyot, gishloq xo‘jaligi, savdo va atrof-muhitga katta va ijobiy ta’sir
ko‘rsatishigacha bo‘lgan tarixiy taraqqiyotini ta’kidlash o‘rinlidir. Tarixga nazar
tashlasak, biotexnologiyaning mikrobiologik jihatlari asrlar davomida rivojlanib
kelganiga guvoh bo‘lamiz, lekin bu jihatlar asrlar davomida ilmiy emas, balki hu-
narmandchilik malakasi tufayli taraqqiy etgan. Bunga pivo, vino, pishloq, yogurt,
fermentatsiya gilingan go‘sht kabi sohalar qadimdan davom etib kelayotgani misol
bo‘ladi. Bu mahsulotlarni ishlab chigarish usullari yaxshi o‘zlashtirilgan, biroq bu
boradagi mikrobiologik va biokimyoviy mexanizmlar noma’lum edi. Hagiqatda,
XVII-XVIII asrlarga kelibgina bu jarayonlarda ishtirok etuvchi mikroorganizm-
larni aniglash va ularning ijobiy rolini tasdiglash imkoniyati paydo bo‘ldi. Mik-
robiologiya va biokimyo sohasidagi taraqqiyot tufayli, oldindan empirik yo*sinda
boshqarilgan jarayonlar yaxshi tushunilib, yaxshiroq nazorat qilina boshlandi. Bu
an’anaviy mahsulotlarga yagin yillarda antibiotiklar, vaksinalar, terapevtik ogsil-
lar va ko‘plab boshqa mahsulotlar qo‘shildi. Bu mahsulotlarni ishlab chiqarish
bilan bog'liq sanoat tarmoglari mamlakatlar istigboli va aholi salomatligiga katta
hissa qo‘shadi.

Shunday ekan, yaqin yillar ichida jamoatchilikda biotexnologiyaga bo*Igan
qizigish, shuningdek, xavotir ham ortib borayotganining sababini tushunish mum-
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kin. Bunday o‘zgarishlar, asosan, molekulyar biologiyada, xususan, rekombinat
DNK (rDNK) texnologiyasi (gen texnologiyasi) sohasidagi shiddatli rivojlanish-
lar bilan bog‘lig. Bu texnologiya biologik jarayonlarni chuqurroq anglash va na-
zorat gilish imkonini yaratdi. Gen texnologiyalaridan foydalangan holda. hozirda
ma’lum bir hujayralarning irsiy komponentlarini (masalan, DNKning gen joylash-
gan kerakli qismlarini) turli organizmlar o‘rtasida bevosita almashtirish imkoniya-
ti paydo bo‘ldi (masalan, mikrob va o*simlik yoxud hayvon o°rtasida, o*simlikdan
hayvonga, hayvondan mikrobga va hokazo).

Genomika va yaqin o‘tmishda rivojlangan proteomika sohalaridagi yutuglar
inson salomatligini saglash sohasida muhim ilmiy muvaffagiyatlarning qo°lga ki-
ritilishiga olib keldi. Ular quyidagilarni o‘z ichiga oladi:

* biofarmatsevtika mahsulotlari (masalan, insulin) va vaksinalar ishlab chiga-
rish uchun genetik modifikatsiya gilingan organizmlardan foydalanish;

* ko°plab kasalliklarning molekulyar asoslarini aniglash;

« inson patogenlarining genomlari to‘liq o‘rgangan holda kasalliklarni yaxshi-
roq davolash imkoniyatini yaratish;

= genetik kasalliklar va saratonni davolash uchun samaralirog gen terapiyasi
usullarini ishlab chiqish;

¢ molekulyar, biologik va immunologik texnikalardan foydalangan holda
kasalliklarga tezkor va oson tashxis qo‘yish;

» ozig-ovqat o‘simliklari genetikasi texnologiyasini qo‘llash orgali mahsulot-
lar tarkibini yaxshilash;

= metabolitlarni kuzatish uchun DNK-probalar kabi biosensorlarni takomil-
iashtirish.

O‘simlik gen texnologiyasi — o‘simlikning genetik tarkibini (ya'ni uning
DNKsining g‘oyat kichik gismini o‘zgartirish) o‘zgartirishga qaratilgan. Bu
usul uning foydali yoki yaxshiroq xususiyatlarni taqdim etadi. Masalan, o‘sim-
lik hasharotlar yoki zamburug‘lar hujumiga bardoshli bo‘ladi. Bundan tashqari
qurg‘oqchilikka ham chidaydi. Ayrim hollarda shu birgina ta’sir orqali o*simlik
o‘zidagi foydali ogsil yoki moddalarni katta hajmda ishlab chiqarishi mumkin
(I-jadvalga qarang) yoki uning keraksiz faoliyatini to*xtatishi ham ehtimoldan
xoli emas. Masalan, bu pomidorlarda ferment faoliyatini kamaytirishga olib ke-
ladi. Pomidorlar bir necha hafta davomida mustahkam va yaxshi holatda qolishi
uchun haddan ortiq pishib, yorilib ketishining oldini olish mumkin.
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1.1-jadval.
Genetik modifikatsiya jarayonida ekinning muhim xususiyatlari' T
* zararkunandalikka qarshi tura olish:
* virus, bakteriya va zamburug* kasalliklariga qarshi kurashish;
* yog', kraxmal va ogsillarni modifikatsiya gilish —bioplastikalar, kir yuvish vositalari, qog*oz
ishlab chiqarish va qadoqlash uchun yarogli xomashyo manbalari uchun barqaror ta’minotni
tashkillashtirish; shuningdek, non pishirish, pivo ishlab chiqarish sifatlarini yaxshilash;
* gerbitsidga chidamlilik — muayyan o*simlik turlarining ma’lum bir gerbitsidlarga chidamli
bo'lishini ta’minlash; odatda gerbitsidlarni qo‘llashni kamaytirish orqali begona o*tlar konrolini
qo‘lga olish; burchaklarni nazorat qilish;
» o'simlik arxitekturasi va gullash — bu o'simlik balandligi, gullash vaqti va gul rangini o'z
ichiga oladi;
* yig'im-terim vaqtida to‘kilish sabab urug‘larni yo*qotishni kamaytirish.; ‘
* mevalar, tup, poya va kurtaklarni yetiltirish magsadida modifikatsiya gilish;
+ kartoshkalar ustida tadgiqotlar olib borish; . .
* ildiz va mevalarni o'stirishda ularning turli birikmalarga bo‘lgan qaramligini kamaytirish;
* barcha turdagi o‘simliklarning atrof-muhit ta’siriga, jumladan, sovug, issiq, sho‘r suv va
tuproqqa chidamliligini oshirish; . .. T
* ma’lum bir o‘simliklarning tuproq tarkibida toksik metallarn.l yo‘q qilish qobiliyatini oshi-
rish (bioremediatsiya), masalan, konlarda chigindilardan tozalanish; o

* ma’lum o*simliklardan allergenlarni yo‘q qilish, masalan, guruch tarkibini ulardan tamoman
xalos qilish; . .

+ vitaminlar, minerallar va saratonga qarshi kurashuvchi moddalarni ko pa)’flflsh;

» farmatsevtika mahsulotlarini ishlab chiqarish, masalan, antikoagulyant birikmalar va vak-
sinalar.

Bunday mahsulotlarning bari — genetik jihatdan .modiﬁkatsiya qilinga?n (GM)
ekinlar deb ataladi. Bunda qo‘llanilayotgan texnologly.falar - m.oleku'lyar l?(?loglya
usullarini bevosita qo*llashni 0°z ichiga oladi. Shu bois o‘snmllk‘lammg 0'ziga xos
xususiyatlarini yaxshilash magsadida ulami.tz'mlangan ta.rzda 0 za‘rg chatlshtms'h
yo'li bilan istalgan xususiyatlarni shakllannrxshga. qaratilgan -0 sn.nhk- Se'lelksp
yasidan butunlay farq qiladi. Genetik modiﬁk.atsufa tf:xnologlyalgrn anigligi va
laboratoriya sharoitida amalga oshirilishi tufayli o‘sn.mllk. sel?k.sxyamga qargggnda
100 barobar tez va natijasi aniqroq bo‘ladi. (GM e!(mlar.l .bo.ylc'ha kenge}y%lrllgan
ma’lumot olish uchun quyidagi qo‘llanmaf&mtérf()yaat gilishingiz mumkin: www.

.umn.edu/faculty/frunge/globalbiotechV4.p e o

aPeCAgrotexnikaning asosigy e’tibori — sohz.aga barcha ilmiy yondashll:vle.agn:) q(?] l-
lash, shu jumladan, GM texnologiyasini, inson va hayvqnlargac);]et :(mh crila-
digan oziq-ovqat miqdori va tarkibini yax‘shnlas.hga. qaranligan. un ;] : oz?rhyer
yuzida odamlar soni kopayib boryapti. Ekin yetishtirish uc un gelrgéﬁ hI)-/OJk am
ortmoqda. Mazkur fan bu boradagi bir qancha muammolarni hal gilish imkoni-

- sci ering? Biologist 47: 7-10. Reproduced
! Source: Dale, P. J. (2000). The GM debate: science o scaremongering
with permission.

)
D




Biotexnologiya asoslari

yatini taqdim qilishi mukin. GM texnologiyasining butun dunyo bo“ylab gabul
qilinishi va qo‘llanilishi, aynigsa, Amerika va Osiyoda tez rivojlanmoqda. ammo
Yevropa mamlakatlarida ayrim garshiliklarga duch kelmogda.

GMning tirik mikroorganizmlarni turli ekosistemalarga moslashtirish. biopes-
titsidlar yoki bioremediatsiyada qo*llashda, ayrim shaharlarda xavotirlarni yuzaga
keltirdi. DNA tahlil usullari mikroorganizmlarning aniq identifikatsiyasini o‘tka-
zishda keng qo‘llanilmogda. GM mikroorganizmlari esa aynan belgilab qo*yilgan
birikmalar uchun ogsillarni yaxshilashda foydalaniladi. Zamonaviy biotexnologi-
yadagi aksariyat innovatsiyalar jamoatchilikni jiddiy tashvishga solmagan bol-
sa-da, uch yo‘nalishda bir gancha bahs-munozaralarni keltirib chigarishda davom
etmoqda. Xususan: GM ozig-ovqatlari va biofarmatsevtika bilan bog°liq potensial
masalalar yoki inson salomatligiga tug*ilishi mumkin bo*lgan xavf-xatarlar bora-
sidagi taxminlar; inson reproduksiyasi hamda irsiyat muammolariga doir molekul-
yar genetika sohasidagi muvaffagiyatlar, shuningdek. inson genetikasiga tegishli
etik va moral masalalar yuzaga keldi.

1.2 Genetik muhandislik borasida jamoatchilikning ogohligi
Biotexnologiyaga bo‘lgan jamoatchilik munosabati nafaqat muhim. balki
juda murakkab. So‘nggi yillarda biotexnologiya yo*‘nalishida ommaviy gonun-
larni ishlab chiquvchilar — joylarda hukumat odamlari, sanoatchilar, olimlar va
atrof-muhitni muhofaza gilish guruhlari orasida muvofiqlashtirilgan manfaat-
tarda muvozanat va yechimlarni topishga harakat gilmoqda. Odatda, bu bora-
dagi muzokaralar to‘qnashuvlar bilan tugagan. Gen texnologiyasida eng muhim
savol shundan iboratki, «Regulyatsiya — rDNK texnologiyasi tomonidan ishlab
chigilgan mahsulotlarining xususiyatlariga bog‘liq bo‘lishi yoki rDNK texno-
logiyasining o°ziga asoslanishi kerakmi?», deb ataladi. «Mahsulot va jarayony-
ga tegishli bahs-munozaralar ko‘p yillar davom etishiga sabab bo‘ldi va yangi
texnologiyalar takomilida jamoatchilik siyosati qanday bo‘lishi kerakligi bora-
sida qarama-qarshi qarashlarni yuzaga chigardi. Eng muhim savol ham o‘rtaga
tashlandi: «Sohaga tegishli muhim qarorlar fagat olimlar va texnologlarga top-
shirilishi kerakmi yoki jamoatchilik ham bu jarayonga kirishishi kerakmi? Ho-
zirda biotexnologiyaning ko‘plab yangi jihatlari bilan jamoatchilik muhokamasi
va munozarasiga taqdim etilyapti. Bu esa muhim qonuniy tavsiyalar va axlogiy
masalalarga tegishli xulosalar, aniq sabablar, tanqidiy garashlar, raddiyalar, kva-
lifikatsiya va ilmiy faktlarning diqqat bilan tahlil gilinishi kerakligini ko‘rsat-
di. Ijtimoiy qonunlarni ishlab chiqarish hamisha jamoatchilik digqat-e’tibori-
da bo‘lishi va siyosiy doiradan ham chetda qolib ketmasligi kerak. Demokratik
mamlakatlarda ilm-fan qonunchiligi siyosati doimo aholi mantfaatlari uchun
Xizmat gilishi va ular uchun ishlab chigilishi lozim. Garchand aholi orasidan
ozchilik ilm-fanning ishonchliligini anglaydi.
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Bugun gen texnologiyasi jamoatchilik qarashlari va gizigishlarini yoritish bo-
rasida ancha ko‘zga ko‘rinarli ishlar qgilingan, biroq boshqa yangi texnologiyalar
borasida hali bunday deb bo‘lmaydi. Turfa madaniy, diniy va siyosiy an’analar-
ga ega jamiyatlarda demokratik qarorlar qabul qilish borasida ko‘plab qarashlar
mavjud bo‘lib, ularni e’tiborga olish zarur. Gen texnologiyasi kabi ilmiy sohalarda
Jjamoatchilikni ogoh gilish g‘oyat muhim. Bundan tashqari odamlarning katta gis-
mi ular hayotida texnologiyalarning ortib borayotgani va ko‘pchilik ular ta’siriga
tushib qolayotganiga oid xavotirlar ortmoqda, ayrim hollarda, olimlarga nisbatan
asossiz ishonchsizlik kuzatilayotgani afsuslanarli holdir.

So‘nggi o‘n yillikda zamonaviy biotexnologiyaga bo‘lgan jamoatchilik xa-
bardorligini baholash uchun ko‘plab tadgiqotlar, anketa, yevrobarometrlar va
konsensus konferensiyalarini o‘tkazishga harakat gilindi. Dastlabki Yevroittifoq
tadqiqotlari genetik muhandislikning keng doirada qo‘llanilishiga jamoatchilik
munosabatini yoritdi (1.2-jadvalga qarang). Ularda bir qancha masalalar ko‘ta-
rildi. Masalan, jamoatchilikning biotexnologiya sohasida genetik texnologiyaga
bo‘lgan tushunchalarini ganday rivojlantirish kerak? Jamoatchilik nimani bilishi
kerak va buni qanday qilib ta’'minlash mumkin?

1.2-jadval.

Jamoatchilikning genetik manipulyatsiyadan Qulay | Neytral | Noquizy
foydalanishga munosabati (%) (%) (%%
Mikroorganizm|lar tomonidan bioplastiklar ishlab chigarish 91 6 3 W
O*simliklarni yaxshilash uchun hujayralarni qo‘shish 81 10 10
Saratonga o'xshash kasalliklarni davolash 71 17 9,5
Pomidorning saqlanish muddatini uzaytirish 71 11 19
Neft mahsulotlari asoratlarini bartaraf qilish va tozalash 65 20 13
Sanoat chigindilarini detoksikatsiya gilish 65 20 13
Kalamushlar t‘or.nonida.n ishlab chiqariladigan qon ivishining 65 14 22
oldini oluchi fermentlardan foydalanish
Tibbiy tadgiqotlar 59 23 15
Dori vositalarini yaratish 57 26 13
Uchinchi dunyo mamlakatlarida o'simliklarni yetishtirish 54 25 19
Genetik modifikatsiya orqali mfistitga chidamli sigirlarni 52 16 3
yetishtirish
Kasallikka chidamli o‘simliklarni yetishtirish 46 29 23
Mikroorganizmlar tomonidan ximozin ishlab chiqarish 43 30 27
Hosildorlikni oshirish 39 31 29
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Jamoatchilikning genetik manipulyatsiyadan Qulay | Neytral | Nogulay
foydalanishga munosabati (%) (%) (%)
Viruslardan zararkunanda hasharotlarga garshi foydalanish 23 26 49 l

Sut hosildorligini oshirish 22 30 47
Chorvalarni klonlash 7.2 18 72
Inson jismoniy ko‘rinishiga o‘zgartirish kiritish 4.5 9.5 84
Gibrid hayvonlar yaratish 4.5 12 82
Biologik urush 1.9 2.7 95

Bundan tashqari mazkur texnologiya insoniyatga keltirishi mumkin bo*lgan
ko‘plab foyda o‘rniga 1990-yillar boshida Buyuk Britaniyadagi ozig-ovgatdan
nurlanish ofati kabi gismatga ro‘baro® kelgan jamoatchilik nimani bilishi kerak
va bunga qanday erishish mumkin? Oziq-ovgat mahsulotlarini gamma nurlanishi
patogen bakteriyalarni o°ldirishning xavfsiz va samarali usuli ekanligi isbotlangan
bo‘lsa-da, Chernobil fojiasidan keyin keng jamoatchilik tomonidan qabul gilin-
madi, chunki ko‘pchilik nurlanish jarayonini radioaktivlikdan ajrata olmadi. Ge-
netika muhandisligining foyda va zarari to‘g‘risida samarali mulogot gilish jamo-
atchilikning asosiy xavotirlarini va oldindan ko‘rilgan har qanday texnik xavflarni
tushunishga bog‘liq bo‘ladi.

Yevrobarometr tadgiqotlari ko‘rsatganidek, odamlarning fikrlari bir-biridan
farq giladi, bu esa millat, din va mavzu haqidagi bilim darajasi va texnologiyaning
go‘llanilish sohasiga bog‘liqdir (1.1-ramkadagi ma’lumotlarga garang). Muhim
omillaridan biri — tabiatning ma’naviy va diniy maqomi hamda insonlar bilan bo*l-
gan munosabatlar hagidagi aniq yoki noaniq qarashlar va nuqtayi nazarlar xil-
ma-xilligidir.

Biz tabiatni insonning o‘simlik va hayvonlarga bog‘ligligi nuqtayi nazaridan
tabiiy usullar orqali yaratilgan mukammal va to‘liq holda ko‘ramizmi? Shu sabab
uni «sun’iy» yo‘llar bilan o‘rnini bosish mumkin emas degan xayolga boramizmi?
Yoxud biz uni inson uchun foydali xomashyo manbayi sifatida ko‘ramaymizmi?

Asrlar davomida insonlar o‘simliklar va hayvonlar genomlarini bilvosita, aso-
san, istalgan xususiyatlarni kuchaytirish yoki noxush xususiyatlarni kamaytirish
maqsadida boshqarilgan chatishtirishlar orqali modifikatsiya qilib kelgan. Shu
yo'l bilan hozirgi ozig-ovqat o*simliklari va hayvonlari o‘zlarining avvalgi ko‘ri-
nishlariga deyarli o*xshamaydi.

Aslida, bunday o‘zgarishlar aholi yoki iste’molchilar ehtiyojlari va talab-
lari bilan bog‘liq bo‘lgan va ular buni osonlikcha gabul gilgan; bu deyarli har
doim oziq-ovqatning bosqichma-bosgich arzonlashuviga olib kelgan. Darhagqiqat,
bug‘doy uchun eng yuqori narx XIII asrda bo‘lgan bo‘lsa, eng past narx 2005-yil-
da kuzatilgan.

I et

J)




Biotexnologiya asoslari

T
An’anaviy usullardagi o‘zgarishlar butun organizm darajasida amalga oshiri-

ladi, tanlov istalgan fenotip asosida gilinadi va genetik o‘zgarishlar ko*pincha kam
o‘rganilgan bo‘lib, ehtimoliy noxush genetik o‘zgarishlar bilan birga yuz beradi.

Yangi usullar, aksincha, genetik materialni hujayra va molekulyar darajada
0°zgartirish imkonini beradi, ular aniq bo‘lib, yaxshi xususiyatlar va prognozlash-
tiriladigan natijalarga olib keladi. Bu usullar klassik saralangan magsadlarini saq-
lab qolgan holda amalga oshiriladi. Bunday o‘zgarishlar an’anaviy usullarga qara-
ganda yaxshiroq va tezroq natijalar beradi.

1.1-ramka.

Yevrobarometer (1997) biotexnologiyaning jamoat tomonidan gabul gilinishiga oid
ma’lumotlar sifatida quyidagilarni ko‘rsatadi:

* yevropaliklarning aksariyati zamonaviy biotexnologiyani turli sohalarda jamiyat uchun
foydali deb hisoblaydi. Ular dori-darmon ishlab chigarish va ilmiy jihatdan ma’lum bir narsa-
larga aniqlik kiritish usullari foydali va deyarli xavfsiz, deb baholaydilar;

* ozig-ovqat ishlab chiqarishda biotexnologiyadan foydalanish va inson genlarini hayvonlar-
ga, hayvonlardan insonlarga o‘tkazishni foydasi oz, shuningdek, nihoyatda xavfli, deb topish-
gan;

+ yevropaliklar biotexnologiya rivojlanayotgan mamlakatlarda ochlikni sezilarli darajada
kamaytirishning ehtimolini past, deb hisoblashadi;

+ yevropaliklarning aksariyati genetik jihatdan o‘zgartirilgan mahsulotlar aniq belgilanishi
lozim deyishadi;

» yevropaliklarning aksariyati o‘simlik va hayvonlarning irsiy xususiyatlarini o‘zgartirishdan
ko‘ra, an’anaviy seleksiya usullarini davom ettirish kerakligini ta’kidlashadi;

» yevropaliklarning 25% dan kamrog'i zamonaviy biotexnologiya xavfini kamaytirish uchun
mavjud reglamentlar yetarli, deb bilishadi;

« atigi 20% yevropaliklar biotexnologiya reglamentlarini sanoat tomonidan nazorat gilish
kerak, deb o‘ylashadi;

« yevropaliklarning uchdan biri zamonaviy biotexnologiyani Birlashgan Millatlar Tashkiloti
va Jahon sog‘ligni saqlash tashkiloti kabi xalqaro tashkilotlar nazorat gilishi kerak, deb sanaydi.

Jamoatchilik fikri to‘g‘ri baholanishi kerak, chunki jamoat degani yagona bir-
lik emas. Shunday ekan, unga bir il qarashlar, manfaatlar, qadriyatlar va bilim
darajasiga ega guruh sifatida qarash imkonsiz. 2003-yilda qishlog xo‘jaligi bio-
texnologiyasini tijoriylashtirish masalasi ustida Buyuk Britaniyada o‘tkazilgan
jamoatchilik so‘rovi shuni ko‘rsatdiki, 35 000 nafar ishtirokchining aksariyati
genetik jihatdan o‘zgartirilgan (GM) o‘simliklarga qarshi bo‘lgan. Ular agrar-
biotexnologiya sanoatiga va hukumatning bu mahsulotlarni nazorat qilish tizimiga
ishongan. Bu so‘rov «GM — Milliy jamoatchilik munozarasi» deb nomlangan edi.
GM ozig-ovqatlari va ekinlariga nisbatan jamoatchilik qarashlari, shuningdek,
Jamoatchilikning bu masala bo‘yicha ogohlik darajasini, anglash va munozara-
larga bo‘lgan e’tiborini o‘rganish uchun keng gamrovli empirik tadgiqot sifatida
ishlab chiqilgan edi. Hisobot qiziqarli ma’lumotlar to‘plamni tagdim etdi, bu esa
jamoat qarashlarini batafsil o ‘rganish imkonini berdi. Bunga javoban jamiyatni sa-
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noatlashtirish tarafdori bo‘lgan Agrar Biotexnologiya Kengashi (London) so‘roy
natijalariga nisbatan ayrim shubhalarini ma’lum qildi. Unga ko‘ra. so‘rov GMga
garshi guruhlar tomonidan o‘tkazilgan. Genetik muhandislikka bo*lgan jamoat qa-
rashining Xavotiri shundaki, jamiyatning genetik hayot tizimlari asoslarini tushu-
nish darajasi juda past. Alal-ogibat turli tashkilotlar jamoatchilikni xavotirga solib.
qo‘rqitishga harakat qilyaptilar, aynigsa, GM mahsulotlarga nisbatan ochiq-osh-
kora bunday urinishlar davom etib kelayotir, ammo bu guruhlar o°z iddaolarini
qo‘llab-quvvatlaydigan birorta ilmiy ma’lumotni keltira olmaydilar.

1.3-jadval.

Xavfsizlik baholashda ko‘rib chiqilishi kerak bo‘lgan savollar*

* Donor organizmida genning funksiyasi qanday?
= O‘zgartirilgan o‘simlikda kiritilgan gen(lar)ning ta’siri ganday?
» Allergiya yoki toksinlarda o zgarishlar borligi to‘g risida dalillar bormi?
« Atrof-muhitdagi organizmlarga magsadsiz ta’sirlar bo*ladimi?
!+ O'simliklarning begona o‘tlarga qarshilik ko‘rsatib. chidamliligini oshirish borasida o°zga-
rish bormi?
+ Kiritilgan gen boshqa o*simliklarga (masalan, changlatish orgali) yoki organizmlarga o*tishi
mumkinmi, va bu ganday ogibatlarga olib kelishi mumkin?

«Yer aktivistlarining do‘stlari» deb nomlangan faollar GM ekinlarining xavf-
sizligi va salohiyati bo‘yicha nazorat ostidagi ilmiy tadqiqotlarni ta’minlash uchun
mo‘ljallangan qonuniy dala ekinlari tajribalarini oyoqosti qilib, yo*q gilmoqda.
Bunday faollar va provokatsion matbuot maqolalari (odatda olimlar tomonidan
emas, ilmdan yiroglar tomonidan yozilgan), aynigsa, GM ovqatlarga nisbatan
sun’iy xavf hissining yuzaga kelishiga sababchilardir. AQSHda GM texnologiya-
siri jamoat tomonidan qabul qilinishida ham kichik muammolar bor va bu holat
davom etmoqda. Qishloq xo‘jaligida bir necha turdagi GM ekinlarning qo‘llanishi
ortib borayotir. Jahon miqyosida GM texnologiyasini qabul gilish va uning qo‘lla-
nilishi jadallik bilan rivojlanayotgani yaqqol ko‘zga tashlanmoqda.

1.3 Regulyativ talablar

1.3.1 Genetik jihatdan o‘zgartirilgan ozig-ovqatlar xavfsizligi

Butun dunyoda jamoat iste’moli uchun mo‘ljallangan GM ekinlari va ulardan
olinadigan mahsulotlarning xavfsizlik jihatlari bo*‘yicha munozaralar hali-hanuz
davom etmoqda. Xavfsizlikka oid asosiy savollardan ba’zilari 1.3-jadvalda kel-
tirilgan. Iqtisodiy hamkorlik va taraqqiyot tashkiloti (OECD, Parij) ozig-ovqat
xavfsizligiga doir ta’rifga quyidagi so‘zlarni kiritgan: «Kutilayotgan sharoitda
mulohazali iste’moldan hech qanday zarar keltirmasligiga qat’iy ishonch bor.»

? Source: Dale, P. J. (2000). The GM debate: science or scaremongering? Biologist 47: 7--10. Reproduced
with permission.
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Agar ozig-ovqatlarning tarkibiy qismlari GM osimliklardan olingan bo‘lsa, u
holda ular — an’anaviy o‘zining analogi (tabiiy 0ziq-ovqat mahsulotlari) bilan
bir xil darajada xavfsiz yoki ulardan ham xavfsizroq bo‘lishi shart. «Muhim
ekvivalentlik konsepsiyasinga ko‘ra, mahsulot xavfsizligini ilmiy asoslangan
holda aniqlash ko‘zda tutiladi, undan mulohaza bilan iste’mol qilish va ta’sirni
hisobga olish kerak. Aytish joizki, GM oziq-ovqatlari — an’anaviy mahsulotlar
bilan solishtirish orqali keng qo‘llaniladi. Bu usul — GM mahsulotlari va od-
diy an’anaviy ozig-ovqatlari iste’molining ta’sir darajasini o‘rganish va solis-
htirishga asoslanadi. Muhim ekvivalentlik konsepsiyasi Kodeks Alimentarius?
Komissiyasi (www.codexalimentarius.net/web/index_en.jsp yoki www.who.
int/entity/foodsafety/codex/an) ning faoliyatiga asoslanadi. Mazkur komissiya
iste’moldagi mahsulotlarga doir savollar bo‘yicha ozig-ovqat standartlari va
amaliyot kodlarini ishlab chiqadi. Hozir u tomonidan yaratilgan kodlar iste’mol-
chilar, ozig-ovqat ishlab chiqaruvchilari, qayta ishlovchilar, milliy ozig-ovqat
nazorat agentliklari va xalqaro ozig-ovqat savdosi uchun asosiy global manbaga
aylangan. Muhim ekvivalentlik darajasini aniglash uchun qo‘llaniladigan ma’lu-
motlar, asosan, molekulyar va ogsil xarakterlashtirishga asoslanadi. Bu jarayon
quyidagilarni testlarni oz ichiga oladi:

— genlarni ifoda etuvchi namunalar;

— ogsillarni profillashtirish;

— ogsildagi o‘zgarishlar;

— metabolit imkoniyatlaridagi farqlar.

Bunday murakkab test protokollari ko‘plab rivojlanayotgan mamlakailar
uchun xalqaro ozig-ovqat xavfsizligi reglamentlariga moslashtirishni qiyinlashti-
rishi mumkin. Yangi mahsulotlar bozorga chiqarilayotganda, iste’molchilar u'ar-
ning sifati va xavfsizligiga ishonch hosil gilishi kerak. Shu bois yangi ozig-ovgat-
lar va ingrediyentlarni rivojlantirishda toksikologik va oziqaviy yo‘rignomalar
bo‘lishi muhim. Bu yo‘rignomalar ehtimoliy xavf-xatarni aniqlab, ularga to‘g‘ri
yechim topishga yordam beradi.

Yondashuv qabul gilingan ilmiy qarashlarga muvofiq bo‘lishi, xavfsizlikni
baholash natijalari mas°ul sog‘ligni saqlash organlari uchun qayta ishlab chigilishi
mumkin va magbul bo‘lishi, shuningdek, natijalar iste’molchini qanoatlantirishi
va ishontirishi lozim! o

Yevropa Ittifogida inson salomatligi va atfof-muh!tfu — genetik o‘zgartirilgan
organizmlar bilan bog‘liq salbiy ta’sirlardan hlmqya qilish magsadida mukammal
regulyativ yo‘rignoma ishlab chiqilgan. Bu yo‘rignomadagi ikki dastur orqali —
nazorat joriy etilgan:

> Kodeks Alimentarius ( lotincha “Codex Alimentarius™ —Ozig-ovqat kodeksi) ~ FAO / JSST Xalqaro
ozig-ovqat standartlari va qoidalari kodeksini amalga oshirish bo’yicha Xalgaro komissiya tomonidan qabul
qilingan 0zig-ovqat mahsulotlarining standartlari to’plami hisoblanadi.

{( 14 S

A\ J)




Biotexnologiya asoslari

r 1. GMO'larni chegaralangan holda foydalanish;

2. GMOlarni atrof-muhitga qasddan chiqarib yuborish.

Yevropada GMOlarni chegaralangan holda qo‘llash «Ishda salomatlik va
xavfsizlik haqidagi qonun» asosida, Buyuk Britaniyada esa «Genetik o°zgartiril-
gan organizmlar (chegaralangan qo‘llash) to*g risidagi reglamentlar» orqali tartib-
ga solinadi. Bu reglamentlar Buyuk Britaniya Sog‘ligni saqlash va xavfsizlikni
ta’minlash bo‘yicha ijrochi komitet (HSE) tomonidan boshgariladi. HSE gene-
tik modifikatsiya bo‘yicha konsullik qo‘mitasi (Advisory Committee on Genetic
Modification)dan tavsiyalar oladi.

Bu reglamentlar (90/219/EEC dasturini amalga oshiruvchi) barcha GMO-
larning chegaralangan holda qo‘llashni o‘z ichiga oladi va ishlab chiqarishda
foydalaniladigan GMOlar nazoratini gamrab olgan. Barcha dasturlar organizm-
ning genetik o‘zgarishlari va bunday o‘zgarishlar ta’sirini batafsil o‘rganishi va
xavf-xatarni baholashi shart.

GMOlarni atrof-muhitga chiqarish masalasi Buyuk Britaniyada «Genetik 0°z-
gartirilgan organizmlar to‘g‘risidagi reglamentlar» dasturi asosida tartibga soli-
nadi. Bunday reglamentlar «Atrof-muhitni himoya qilish to°grisidagi qonun»ga
muvofiq (EC Directive 90/220/) ishlab chigilgan. Ular GMOlarni tajribaviy mag-
sadlarda (masalan, tuprogni sinovdan o‘tkazayotganda) yoki atrof-muhitga ta’siri-
ni o‘rganilgan holda bozorga chiqarishni gamrab oladi.

Barcha sinovlar hukumat tomonidan ma’qullangan bo‘lishi shart. Ariza be-
ruvchi inson salomatligi yoki atrof-muhitga yetayotgan zararining xavfini aniq
baholashi kerak. Bu boradagi arizalarning barchasi va xavf-xatarni baholash ish-
lari mustagqil ekspertlardan tashkil topgan Atrof-muhitga ta’sir ko‘rsatishni na-
zorat gilish bo‘yicha maslahatlar qo‘mitasi tomonidan sinchkovlik bilan ko‘rib
chigiladi.

Yevropa komissiyasining «Yangi Oziq-ovqatlar Reglamenti (258/97) 1997-
yil may oyida kuchga kirgan. Bu barcha yangi ozig-ovqatlarni Yevropa Ittifoqi
bo“ylab bozorga chiqarishdan avvalgi tasdiglash jarayonini nazarda tutadi. Reg-
lamentda “yangi oziq-ovqat” tushunchasi Yevropa Ittifoqi hududida avval yetarli
darajada iste’mol qilinmagan ozig-ovqat sifatida ta’riflanadi. Bu reglamentning
bir gismi 90/220/EEC dasturida belgilanganidek, GMOlarni 0°z ichiga oladi yoki
ulardan iborat ozig-ovqatlarni, tarkibida GMO bo‘lmagan tayyor mahsulotlarni
ham gamrab oladi.

Buyuk Britaniyada barcha yangi ozig-ovgatlar, shu jumladan genetik o‘zgar-
tirilgan ozig-ovqatlarning xavfsizligi mustaqil Yangi oziq-ovqatlar va jarayonlar
bo‘yicha tavsiyalar berish qo*mitasi (ACNFP) tomonidan baholanadi. Bu qo*mi-

* Genetik modifikatsiyalangan organizm (GMO) — genotipi genetik muhandislik usullari yordamida
sun’iy ravishda o‘zgartirilgan organizm. Ushbu jarayon o‘simliklar, hayvonlar va mikroorganizmlar uchun
qo*llanishi mumkin.

— 1\ 15 )




Biotexnologiya asoslari
ta hozirda Buyuk Britaniyaning Oziq-ovqat standartlari agentligiga ham tavsiya
va maslahatlar beruvchi tashkilot sanaladi (www.foodstandards.gov.uk). ACNFP
vangi 0zig-ovqatlarning xavfsizligini baholashda Jahon sogligni saqlash tashkilo-
ti (WHO) va OESR tomonidan ishlab chigilgan yondashuvlarga tayanadi.

Qo*mita o°z ishida oshkoralikni oshkoralikni ma’qul ko‘radi, buning uchun
kun tartibi, baholash hisobotlari, yillik hisobotlar, axborotnomalar va qo‘mitaning
veb-saytini nashr giladi. Bu orqali jamoatchilik a’zolarida bo‘lishi mumkin bo*l-
gan har qanday shubhalarni bartaraf etishga umid qiladi. Yakuniy qarorlar sanoat
bosimiga ta’sir qilmaydi va faqat xavfsizlik omillariga asoslanadi.

Bu matnda GMO mahsulotlari va boshqa shunga o‘xshash texnologiyalarning
xavflarini baholash mutaxassislar tomonidan amalga oshirilib, iste’molchi xavf-
sizligi nuqtayi nazaridan baholanganligi ta’kidlanmogqda. Biroq shuni tan olish
kerakki, mutaxassislar xavfni texnik jihatdan tor tushunchada izohlaydilar, hol-
buki, yetarlicha bilimga ega bo‘lmagan jamoatchilik yoki iste’molchilar xavfni
to‘g'ri baholay olishmaydi. Ular bunday mahsulotga begona nigoh bilan qaras-
hadi. Bundan tashqari, jamoatchilik odatda genetik muhandislik kabi texnologik
xavfga haddan ortiq xavotirga tushadi va unga ortiqcha baho berishi mumkin, bir
s0‘z bilan aytganda, pashshadan fil yasashadi. Lekin kundalik hayotda salomat-
lik uchun jiddiy xavf tug‘dirishi mumkin bo‘lgan ehtimollar (avtomobil haydash,
chekish, ichkilik iste’mol qilish, yog‘li ovqatlar)ga esa g‘oyat past baho beradilar.
Agarda mazkur texnologiyalar orqali salomatlik yoki atrof-muhitga foydalari tzn
olinsa, jamoatchilik xavotiri biroz kamayishi mumkin. Omma shubha-gumonlaxi-
ni targatish uchun ochiq muloqotlar o‘tkazish va yetarlicha bilim berib, odamla:=i
ogoh etish bunda muhim ahamiyat kasb etishi ta’kidlanmoqda.

1.3.2 Etiket qay darajada zarur?

Genetik muhandislik orqali yaratilgan oziq-ovqat mahsulotlari bilan bog*liq
eng muhim masalalardan biri — etiket masalasi qanday tashkillashtirilishi kerak?
Uning magqsadi — iste’molchilarga mahsulotni tanlashda, to‘g‘ri saglash va tay-
yorlashda hamda xavfsiz iste’mol qilishda yetarli, aniq va tushunarli ma’lumot
berishdan iborat. Biroq etiketda iste’molchi undagi ma’lumotlarning mazmunini
tushunsagina, muhim ahamiyat kasb etadi.

AQSH Ozig-ovqat va farmatsevtika idorasi (FDA) fikriga ko‘ra, mahsulot-
ning ishlab chiqarilganligi usuliga asoslanish shart emas. Bu ko‘plab ozig-ovqat
mahsulotlari uchun shunchaki umumiy bir jarayon, ya’ni ular qishlog xo‘jaligi
yoki sanoat jarayonlari kabi ma’qullansa bo‘ldi. Mahsulot tasdiglansa, etiketlar-
ga hojat ham golmaydi. Shu bilan birga, ayrim iste’molchilar muayyan texno-
logiyalarga (masalan, genetik muhandislikka) qarshi bolishi mumkin. Bu kabi
iste’molchilarning xohishiga muvofiq, mahsulotni ishlab chiqarishda mazkur
texnologiya qo‘llanilgan yoki go‘llanilmaganligini borasida ogohlantirilishi
kerak, ular bu hagda xabardor bo‘lish huquqiga ega, degan fikrni olg‘a surish
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mumkin. Etiket masalasida iste’molchilar huquqlari va texnologik ishlab chiga-
rish jarayonlarining ilmiy jihatdan baholanishi orasida muvozanatni saglash
muhimdir.

Genetik muhandislik yo‘li bilan yaratilgan ozig-ovqatlarga etiket yopishti-
rishga bo‘lgan kuchli ishtiyoq hech bo‘lmaganda Yevropa Ittifogi (Y1) chegarasi-
da mavjudligi hagida ko*plab dalillar mavjud. Etiket aslida iste’molchilarning tan-
lov huqugiga aloqador. Uning salomatlikka ham, xavfsizlikka ham alogasi yo°q.
degan fikrlarni ayrimlar olg*a surishi mumkin. Agar mahsulotlar xavfsizligiga oid
aniq tashvishlar mavjud bo‘lsa, etiket muammoni hal gila olmaydi (masalan. ta-
maki mahsulotlari sog‘liqqa zarar ekanligi belgilanganiga qaramay. odamlar to-
monidan sotib olinishda davom etmoqda).

Yevropa Ittifogi yangi oziq-ovqat qoidalariga qo‘yilgan mavjud talablardan
tashqari qo‘shimcha etiket talablarini ham joriy qildi. Yevropaliklar fikriga ko'ra.
bahs-munozaralarga sabab bo‘lishi mumkin boIgan holatlar — mahsulot tarkibida
hayvon yoki inson genlarining nusxalari yoki tirik genetik modifikatsiya qilin-
aan organizmlar mavjud bo‘lsa, etiket zarur. Bundan tashqari, Y1 iste’molchilarga
haqiqiy tanlov imkoniyatini berish uchun genetik modifikatsiya qilingan materi-
allarni 0°z ichiga olgan barcha mahsulotlarni aniq belgilashga urinib kelmoqda.

Iste’molchilar genetik modifikatsiya qilingan (GM) yoki gilinmagan mahsu-
lotlarni sotib olishni tanlashni talab qilsa, GM bo‘Imagan mahsulotlar bilan bozor-
ni yetarli miqdorda mavjudligi ta’minlanishi kerak.

Yevropa Ittifoqi besh yil davomida GM mahsulotlarini salomatlik uchun
xavfli degan bahona qilib tagigladi, ammo bu o‘zgartirildi. Endi GM mahsulotlar
miqdori etiketda aniq belgilab ko‘rsatilgan bo‘lsa, bozorga kiritish uchun ruxsat
etiladi. Ylning etiket to‘g‘risidagi yangi qonunlari muvofiq, barcha turdagi GMO
ozig-ovqatlarida yoki mahsulot tarkibida qisman mavjud bo‘lsa ham ko‘rsatilishi
talab qilinadi. Jumladan, hayvonlar uchun yetkazib beriladigan ozig-ovqat va yem
mahsulotlari ham bundan mustasno emas. Soya va jo‘xoridan olinadigan tarki-
bida 30dan oshiq ingridiyentlar 70 foizdan ortiq mahsulotlar (ayni damda GM
oziq-ovqat o‘simliklari asosiy qismi AQSHda) bu talabga javob berishi lozim, aks
holda ishlab chigaruvchilar gimmat va murakkab qadamlarni amalga oshirishlari
kerak bo‘ladi.

Bunday gonunlar ogilona bo‘lib ko‘rinsa-da, ularni amalda uni qo‘llash giyin.
Bu qoidalar sanoatchilar va iste’molchilar uchun gimmatga tushadi. qayta ishlan-
gan ozig-ovqat mahsulotlari narxi taxminan 3-5% ga oshishi kutilmoqda. YIning
bu yondashuvi biroz eskirdi nazarimizda, chunki aksariyat rivojlangan mamlakat-
lar shunchaki «ehtiyotkorlik prinsiplari» bilan cheklanishadi.

2002-yilda Kanada GM mahsulotlar uchun etiketda «sog‘ligqa xavf tug*di-
ruvchi jihatlari yoki muhim ozuqaviy o‘zgarishlarga tegishli aniq ilmiy dalillar
mavjud bo‘lmasa, mahsulotni xayfli deb bo‘Imasligini ta’kidladi. Lekin hozircha
bunday dalillar mayjud enras. Buyuk Britaniyaning Qirollik Jamiyati ham GM
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oziq-ovqatlarning sog‘liqqa xavf tug‘dirayotganligini ko‘rsatuvchi dalil yo“qli-
gini bildirgan. Aytish joizki, GM ozig-ovqatlari boshqa turdagi mahsulotlarga
nisbatan ko*proq sinovlardan o‘tgan va ular xavfsizdir. Ammo nega YI bunday
turdagi mahsulotlarning jahon ozig-ovqat ta’minotida muhim o‘rin egallashiga
to*sqinlik qilishda davom etmoqda? GM texnologiyalari asosan Shimoliy Ame-
rikada ishlab chigilgan va u yerdagi kompaniyalar tomonidan tijoratlashtirilgan.
Ko‘plab Yevropa mamlakatlari bu zamonaviy gishloq xojaligi texnologiyasini
rivojlantirishda sekin harakat gilmoqda. AQSH va Kanada YIning bu majburiy
etiket talablarini «eski usuldagi savdo siyosatini himoya qilish» deb baholamog-
da. AQSH va Kanada Jahon Savdo Tashkilotiga adolatsiz savdo amaliyotlari
bo‘yicha rasmiy shikoyat arizalari kiritdi. Ko‘pgina Yevropa hukumatlari ovoz
yig‘ish magsadida «iste’molchilar huquglarini himoya qilish»ni vaj qilib ko‘r-
satmoqda. Ko‘pchilik bunday qonunlar mukammal o‘ylanmagan, shunchaki
byurokratiyaning bir ko‘rinishi va ular bir gancha muammolarni keltirib chiqa-
radi, aynigsa, sanoatchilar hamda iste’molchilar uchun gimmatga tushadi, deb
hisoblaydi. =

Genetik modifikatsiya qilingan organizmlar (GMO) asosida ishlab chiqa-
rilgan ozig-ovqatlarning etiketlari bo‘yicha bahslar shiddatli va aksariyat hol-
larda ilmiy asoslardan yiroq bo‘lgan muhokamalarga aylanmoqda. Kelajak-
da, asosiy oziq-ovqat manbalari, ayniqsa, o‘simliklar, seleksiya dasturlarida
ma’lum darajada genetik modifikatsiyadan o‘tkazilishi kutilmoqda. Bu jahon
aholisining oshib borayotgan oziq-ovqat ehtiyojlarini qondirish zarurati tutay-
li yuzaga keladi.

Bunday haqiqatni inkor etish yaramaydi: o‘simlik seleksiyasida bu texnolcgi-
yadan foydalanilmasdan turib, jahonda, aynigsa, rivojlanayotgan mamlakatlarda
jiddiy ozig-ovqat yetishmovchiligi yuzaga keladi. Agar genetik modifikatsiyaning
barcha jihatlari tan olinib, qayd etilishi talab qilinsa, bu murakkab etiket qoidala-
rini yuzaga keltirishi mumkin.

Yevropa Ittifoqida iste’molchilarning ma’lumot olish huquqi bog‘liq qonun
qabul gilingan. Bu esa ishlab chigaruvchiga o‘z navbatida ma’lumot taqdim etish
majburiyatini yuklaydi. Shu bois etiket masalasini ogilona deb qabul qilish lozim,
biroq u magsadga muvofiq ham bo‘lishi lozim.

AQSH 0zig-ovqat texnologiyalari instituti ekspertlar guruhining xulosalari:

Genetik modifikatsiya (rDNK biotexnologiyasi) orqali ishlab chigilgan
ozig-ovqat mahsulotlarining jamiyat uchun bir gator muhim foydalari mavjud:

1. Arzon va ko*p ozig-ovqat ta’minoti: jahon aholisini 0zig-ovqat bilan ta’min-
lashning yaxshilanishi;

2. Ozuqaviy sifatni yaxshilash: yetarli moddalar yetishmasligi kuzatiladigan
aholilar uchun tarkibi o‘ziga xos 0zig-ovqatlar;

3. Muddati uzoq bo‘lgan yangi mahsulotlar: yangi meva va sabzavotlarning
saqlash muddati uzaytirilganligi;
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4. Qishloq xo‘jaligida samaradorlikning oshishi: yaxshiroq ishlab chigarish
usullari va hosildorlikning oshishi;

5. Toksik tuproglarni foydali yerlarga aylantirish: ayniqsa, rivojlanayotgan
mamlakatlarda;

6. Ekologik jihatdan yaxshilangan amaliyotlar: pestitsidlardan foydalanish-
ning samarali usullari va tropik o‘rmonlar kabi ekologik hududlarni himoya qilis}}.

Ekspertlar rDNK texnologiyasi orqali ishlab chigarilgan ozig-ovqatlar bo"yi-
cha quyidagi xulosalarga ham keldilar: )

» yangicha rDNK asosidagi oziq-ovqatlar inson salomatligiga — an'anaw.y se-
leksiya usullari yordamida yaratilgan mahsulotlardan ortiq xavf tug*dirmaydi: :

* barcha texnologiyalar, jumladan, rDNK texnologiyasidan yaratilgan yangi
mahsulotlar uchun tegishli sinovlar — ishlab chiqaruvchilar, tarmogq vakillari va
nazorat organlari tomonidan davom ettirilishi lozim;

« etiket masalasi mazmunli va iste’molchilarga tanlov imkoniyati beradigan
darajada amalga oshirilishi kerak. Rivojlangan rDNK biotexnologiyasi naf:aan
jahon ozig-ovqat ta’minotini yaxshilashga, balki atrof-muhit va jahon iqtisodiyoti
uchun ham ijobiy ta’sir ko‘rsatishga xizmat qgiladi;

« tDNK texnologiyasidan olingan xavfsiz va arzon ozig-ovgat mahsulotla-
rining afzalliklari butun dunyoda, jumladan, rivojlanmagan mamlakatlarda ham
mavjud bo‘lishini ta’minlash uchun zarur dasturlarni ishlab chigish kerak.

1.4 Siyosatni shakllantirish

Sanoatlashgan dunyoda genetik muhandislik bo‘yicha siyosatni shakllanti-
rishga hukumatlar, sanoat, akademik doiralar va ekologik guruhlar manfaatlari
kuchli ta’sir ko‘rsatmoqda. Besh yillik muhokamalardan so‘ng ham, asosiy bahs
shiu yo‘nalishda davom etmogda: hukumat qoidalari rDNQ texnologiyasi orqali
modifikatsiya gilingan mahsulotlarning xususiyatlariga asoslanishi kerakmi yoki
bu texnologiyaning qo*llanilishigami?

Genetik muhandislik bo‘yicha munozaralar boshqa texnologiyalar kabi huku-
mat siyosatlariga ijtimoiy-iqtisodiy va ijtimoiy-mafkuraviy mezonlarni «to‘rtinchi
mezonyni Kiritish uchun muhim sinov maydoni bo‘lib xizmat gilishi mumkin. Bu
yondashuv tarafdorlari fagat samaradorlik, sifat va xavfsizlik mezonlari bu yangi
texnologiyalar va ularning mahsulotlari bilan bog‘liq ehtimoliy xatarlarni baho-
lash uchun yetarli emas, deb hisoblaydilar. Bu mezonlarga ijtimoiy va ma’naviy
mulohazalarni ham qo‘shishni taklif giladilar.

Bu yangi yondashuvlar gishloq xo‘jaligi va atrof-muhitda genetik muhan-
dislikni qo‘llash sur’atiga jiddiy ta’sir ko‘rsatmogda. Shu bilan birga, biotibbiyot
qo‘llanmalarining rivojlanishi nisbatan tez sur’atlarda amalga oshmoqda. Yangi
biotexnologiya kompaniyalari tomonidan ishlab chiqarilgan tibbiy diagnostika
vositalari va dorilar butun dunyo bo‘ylab millionlab odamlar tomonidan gabul
qilingan va foyda keltirgan.
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Masalan: o

« eritropoetin — buyrak dializiga mypy e

« insulin — qand kasalliklariga chalinganlar uchun: :

« genetik muhandislik vositalari o, q :
togenl:ir (masalan, OIY va virusli gepat
olish uchun qo‘llaniladi.

Qishlog xo‘jaligida €38, GMga nisbatan qarshiliklar turli darajalarda namoyon
bo‘lmogda. Masalan, aktwlstla.r genetik modifikatsiya qilingan sigir somatotropi-
nini (BST, sigir o'sish g(')m'mm) ma’qullashmadi, ammo pishloq tarkibiga qo‘shi-
ladigan genetik muhax?dlsllk orqali ishlab chigariladigan ximozin fermentiga de-
yarli e’tiroz bildirmadllar.. Hozirda ximozin AQSH bozorining 40-45% ni tashkil
etadi. Shunday ekan, endi bu jarayonga millionlab buzoglardan foydalanish talab
gilinmaydi.

Qishlog xo°jaligi va atrof-muhit siyosatida «to‘rtinchi mezon»ning roli juda
muhim. Genetik muhandislik uchun ijtimoiy-axlogiy mezonlar hozirgi vaqtda hal
qiluvehi ahamiyatga ega. Jamoatchilikning ilm-fan bo‘yicha savodxonligini oshi-
rishga katta ehtiyoj bor. Ammo shunga qaramay, yaxshi xabardor gilingan jamo-
atchilik ham murakkab texnik masalalar bo‘yicha ekspertlarga tayanishga majbur
bo‘ladi. Genetik muhandislik sohasidagi siyosat va qarorlar ijtimoiy, ma’naviy,
ekologik va igtisodiy jihatlarni hisobga olgan holda ishlab chigilishi kerak. Shu
bilan birga, keng jamoatchilikni xabardor gilish va ular fikrini shakllantirish ham
dolzarb masalalardan biri bo‘lib qolmoqda.

ali yaratilgan diagnostika — xavfli pa-
itlar) qon tarkibiga tushishining oldini

1.5 Jamoatchilikning ahamiyatga molik xavotirlari
1.5.1 Antibiotiklarga chidamli marker-genlar
Bugun DNKni yetkazib berish texnologiyasida rekombinant DNK mar-
ker-genlar bilan birga barqaror integratsiyalaydigan juda oz sonli hujayralarni
yaratish imkonini beradi. Bu transformatsiya gilingan hujayralarni aniqlashdagi
qiyinchilik marker-genlar konsepsiyasini yuzaga keltirdi. Bu genlar transformatsi-
yadan oldin ma’lum xususiyatga ega genlar bilan bog‘lanadi. Ularning mavjudligi
o‘simlik hujayralariga maxsus muhitda o‘sish imkonini beradi. Marker-genlarsiz
esa bunday sharoitda o°sishning iloji yo‘q, ularsiz ma’lum xususiyatga ega gen-
lar o*simliklarning o‘sishiga xalal beradi. Marker-genlar tasodifiydir va quyidagi
magsadlarga xizmat qiladi:
o ular transformatsiyadan hosil gilingan hujayralarni aniglashga yordam
beradi; .
« ular o‘zgartirilgan mahsulotda hech ganday funksiyaga ega emas.

Mabodo marker-genlar keng tarqalsa, o‘simlik hujayralariga antibiotiklar va
gerbitsidlarga chidamlilik xususiyatini ato etadi. Dunyodagi eng ommabop bel-
gilar genlaridan biri — nptll, bu gen kanamitsin va neomitsin kabi antibiotiklarga
chidamlilikni ta’minlaydi.
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Antibiotiklarga chidamlilikni oshiruvchi genlar inson sog‘lig‘iga tahdid sola-
dimi?
Antibiotiklarga chidamlilikni oshiruvchi genlar transformatsiya gilingan
GMO o‘simlik yoki mikroorganizmdan inson me’da-ichak mikroflorasiga o’tishi
va bu orqali odamlarda antibiotiklarga nisbatan chidamlilik ortishi mumkinmi?

Tahlillar shundan dalolat bermoqdaki:

1. Bugungi kunda antibiotiklarga chidamlilik dunyo bo‘ylab bakteriyalar ora-
sida tarqalmoqda. Bu holat, ehtimol, antibiotiklarga chidamlilik genlarining bak-
teriyalar orasida o‘tishi va antibiotiklaming qo‘llanilishi natijasida kelib chiggan
seleksiya tufayli yuzaga kelgan.

2. Hozirga qadar GMO o‘simlikdagi marker-genidan inson yoki hayvon
me’da-ichak mikroflorasiga antibiotiklarga chidamlilikning o‘tishi isbotlanmagan.

3. Shunday bo‘lsa-da, bu xavf potensial ravishda mavjud va uni inkor etib
bo‘lmaydi.

Yevropa Ittifoqi 2006-yilga kelib klinik ravishda qo‘llaniladigan antibiotiklar-
ga chidamlilik xususiyatini o‘simliklardan chiqarishni talab qilgan. Natijada:

« antibiotiklarga chidamlilik xususiyati transgen o°simliklardan chiqarib tash-
lash usullari rivojlantirilmoqda;

« bu usullar antibiotiklarga chidamlilik xususiyatini bosqichma-bosqich chiqa-
rish va kiritilgan rekombinant DNK asoratini kamaytirish imkonini beradi.

Xulosa shuki, garchi transgen o°simliklarni iste’mol qgilish orqali antibiotiklar-
ga chidamlilik xususiyati insonda oshib ketishi mumkinligi hozirga qadar aniglan-
magan bo‘lsa-da, bu xavfni kamaytirish uchun genetik muhandislik jarayonlarini
takomillashtirish talab gilinadi. Yevropadagi qoidalar bu xavfni cheklash uchun
muhim qadam bo°lib, yangi texnologiyalarni joriy qilish bilan bu masala yanada
yaxshilanishi mumkin.

1.5.2 Allergenlarning o*tishi

Ozig-ovqat allergiyalari immun tizimining ozig-ovqatdagi o‘ziga xos aller-
genlarga, odatda, ogsillar yoki glikoproteinlarga javob berishidan kelib chigadi.
Bu, aynigsa, yeryong‘oq va boshqa daraxt yong‘oqlariga nisbatan jiddiy tashvish
uyg‘otmoqda va kuchli anafilaktik reaksiyalar kam uchraydigan holat emas. Shun-
day qilib, aynigsa, yeryong‘oglarining mavjudligini belgilash ozig-ovqat mah-
sulotlarida keng qo‘llanila boshlandi. GM ekinlari turlararo chegaralarni kesib
o‘tishi va GM oziq-ovqatlarga qo‘shimcha ogsillarni kiritishi mumkin bo*lgani
sababli iste’molchilarda allergik reaksiyalarni keltirib chiqarishi ehtimoli mavjud.
Shuning uchun GM ozig-ovqatlarda donor turlardan qabul giluvchi turlarga aller-
genlarning o‘tishini oldini olish muhimdir. Bu murakkab jarayon bo‘lib, barcha
GMO ishlab chiqaruvchilar bunga to‘liq e’tibor qaratmoqda va tegishli choralarni
ko‘rmoqda. Rekombinant DNK texnologiyasi jarayonida yangi allergiyalarning
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yuzaga kelgani hagida hech ganday ma’lumot yo*q.

Ozig-ovqat materiallariga kiritilgan taqdirda muammo Keltirib chiqarishi
mumkin bo‘lgan ogsillarni aniqlash imkonini beruvchi ko*plab ma’lumotlar ba-
zalari hozirda mavjud. StarLink™ nomli GM makkajo‘xori hayvonlar uchun
ozuqada foydalanish uchun tasdiglangan, biroq Cry9c ogsili test sinovlarida
boshga ogsillar kabi tez yo‘q bo‘lib ketmaganligi sababli inson iste’moli uc-
hun tasdiglanmagan. StarLink™ makkajo‘xori takos qobiqlarida oz miqdorda
paydo bo‘lganda, bu katta GM mojarosiga olib keldi. Ortga nazar tashlaganda,
ishlab chiqaruvchi Aventis kompaniyasi ozig-ovqat va ozuqa uchun tasdiqlan-
magan makkajo‘xori mahsulotini bozorga chiqarmasligi kerak edi, chunki ho-
silni ishonchli ajratish mumkin emasligi aniq. Keyinchalik AQSH FDA Cry9c
ogsiliga sezuvchanlikni aniqlash uchun antikor sinovi ishlab chiqdi va nazorat
namunalariga solishtirilganda, Cry9c ogsiliga bog‘liq allergik reaksiyalar anig-
lanmadi. StarLink™ hodisasi GM ozig-ovqatlar obro‘siga katta zarar yetkazdi
va quyidagi muhim masalalarni ko‘rsatdi:

» GM mabhsulotlarini marketing gilish bo‘yicha AQSH tartibga solish tizimi-
ning yetarli emasligi;

« ayrim urug‘lik kompaniyalari va fermerlarning GM ekinlaridan foydala-
nishda mas’uliyatsizligi;

» AQSH ozig-ovqat bozorlariga tasdiqlanmagan GM mahsulotlarini ajratish
bo‘yicha marketing tizimlarini ishlab chigish muammosi;

» don yetkazib berish tizimi yaxlitligini ta’minlashda hukumatning roli;

» biotexnologiya sanoatida tadqiqot va marketing qarorlarini qabul gilish
tartibi;

» GM texnologiyasiga salbiy ta’sir.

Umid qilamizki, GM oziq-ovqatni noto‘g‘ri boshqarishdagi bu nisbatan ki-
chik vogea biotexnologiya kompaniyalarini, urug‘lik kompaniyalarini, fermerlar-
ni va tartibga soluvchi idoralarni butun oziq-ovqat tizimida to‘g‘ri tartib-qoidalar-
ni amalga oshirishga jalb giladi. Agar bunday hodisa takrorlansa, yaxshi tartibga
solingan GM oziq-ovqat bozorining kelajagiga jiddiy ta’sir ko‘rsatishi mumkin.

1.5.3 GM o‘simliklardan changlanish orqali gen o‘tishi

GM ozig-ovqatlarning xavfsizligi bo‘yicha ko‘plab tashvishlar bildirilgan
bo‘lsa-da, ekologik xavf-xatarlar ham ko‘rib chigilgan. Transgen ekin o*simliklari-
dan mos yovvoyi qarindoshlariga gen o‘tishi ehtimoli jiddiy tajribaviy o‘rganishga
sabab bo‘ldi. Barcha an’anaviy tijorat ekinlari hisobga olinganda, bunday holatlar
deyarli sodir bo‘Imagan, chunki bunday ekinlar maxsus yetishtirish amaliyotlarini
talab giladi va mahalliy yovvoyi o‘simlik populyatsiyalari bilan ragobatlashishga
qodir emas. Zararkunanda yoki gerbitsidga chidamlilik transgen o‘simliklardan
boshqa yagin garindosh o‘simliklarga o‘tib, ularning «yovvoyi o‘simliklik» xu-
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susiyatini oshirishi mumkinmi? Oddiy sharoitlarda yaqin qarindoshlz?r o.'rtasid.a
changlanish orqali gen o‘tishi nihoyatda kam uchraydi va transgen 0."sxm11klar bi-
lan bu farq qilishi bo‘yicha tasdiglangan dalillar juda kam. Nazariy Jl_hatd;\n b_un-
day holatlar mumkin bo‘lsa-da, ular amalda juda past chastotada sodir bo'ladx‘va
amalda muhim natijalar yoki tashvish tug‘dirmaydi. Biroq tijorat maqsadlanda
o‘stirilgan (chigarilgan) transgen o‘simliklar muntazam ravishda kuzatilib. bu xu-

losalar tasdiglanadi.

1.5.4 Dehqonchilik (Farming) .

Insonda juda kichik konsentratsiyalarda uchraydigan va zamonavl)"'e'kstrakj
siya yoki sintez usullari bilan olinishi giyin bo‘Igan, masalan, insulin kfibl insonni
boshqaruvchi ogsillarni ishlab chiqarishga bo‘lgan urinishlar tobora ortib bormoq-
da. Avval bunday moddalarning kichik miqdorlari murda organlaridan yoki qon
banklaridan olinardi. Genetik muhandislik endi bu molekulalarni cheklanmagan
miqdorda ishlab chigarish uchun tobora ko‘prog qo‘llanilmogda. Bu insondan
olingan gen konstruksiyalarini mos mezbon mikroorganizmlarga kiritishni talab
giladi, ular terapevtik ogsilni operatsiya hajmiga mos ravishda ishlab chiqaradi.
Bunday mahsulotlar murdalardan ekstraksiya gilishdan kelib chigadigan xavfli
iffoslantiruvchilardan xoli bo‘ladi.

Hozirgi vaqtda gishloq xo‘jaligi biotexnologiyasida eng hayajonli va bahsli
masalalardan biri bu — «farmingy. Foydali mahsulot ishlab chiqarish uchun ge-
nietik jihatdan ozgartirilgan ekinlarni ishlab chigarishdir. Hozirgi texnologiyalar
tomonidan terapevtik ogsillarni ishlab chiqarishda kutilayotgan tanqislik sababli,
bu shakldagi qishloq xo"jaligini qabul gilish keng muhokama gilinmoqda. Birog
huqugiy jihatdan «farming» rivojlanishi oziq-ovqat mahsulotlarini ishlab chiqa-
rishda xavfsizlikka oid xavf-xatarlar va bu bilan bog‘liq javobgarlik masalalari
bo‘yicha yangi tashvishlar tug‘diradi.

Sohaning potensiali katta, ammo hozirgi vaqtda diqqat o*simliklarni tanlash
va 0ziq-ovqat mahsulotlari tizimiga mo*ljallangan hosilni ifloslantirmasdan ishlab
chiqarishni qanday tashkil qilishga qaratilmoqda.

1.5.5 O*simlik va hayvonlarning GMO (genetik modifikatsiyalangan or-
ganizm)lari bilan bog‘liq ijtimoiy, moral va etik masalalar

Dastlab GMOlarga bo‘lgan tashvishlar asosan xavfsizlik masalalari bilan
bog‘liq bo‘lgan, ammo yaginda ijtimoiy, ma’naviy va axlogiy masalalar garor qa-
bul gilish jarayonining bir gismiga aylandi. GM ekinlari va ularning urug‘lari usti-
dan ko‘p millatli agrokimyo kompaniyalari tomonidan nazorat qilinishi va yuqori
sarmoya xarajatlarini qoplash ehtiyoji shuni anglatadiki, faqat ilg*or texnologiya-
lardan foydalangan fermerlar to‘liq xarajatlarni qoplash imkoniyatiga ega bo"li-
shadi. GM urug‘lari odatda fermerlar tomonidan qo‘shimcha ko*payishni oldini
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olish uchun steril gilinadi. Biroq bu urug‘lik kompaniyalari uchun odatiy amalj.

yotdir, chunki tijorat magsadlarida qo‘llaniladigan urug‘lar F1 gibridlari bo lib,

ular chinakam ko‘paymaydi, shuning uchun fermerlar to‘g‘ri hosil yetlshtlrlshlan
uchun doimiy urug‘ ta’minoti zarur. Bu, dastlab ularni ishlab chiqarishga qilingan
investitsiyadan adolatli daromadni ta’minlaydi.

Gerbitsidga chidamli GM ekinlarini ishlab chigish fermerlarni muayyan ger.
bitsidlar va ularni ishlab chigaruvchi kompaniyalarga qaram qilib qo‘yishi mum.-
kin. Bu rivojlanishdan yaqin kelajakda qashshoq uchinchi dunyo fermerlari hamy
foyda olishiga umid gilinmogda.

«Samaradorlik» tushunchasi ayrim rivojlanayotgan davlatlarda keskin ij-
timoiy ta’sir ko‘rsatishi mumkin. Masalan, saxarozadan ko‘p marotaba shirip
bo‘lgan bir nechta yangi shirinlantiruvchi moddalar ishlab chigilgan bo‘lib, by
oxir-oqibatda shakarqamish va qand lavlagi uchun an’anaviy bozorlarda gisqa-
rishga olib kelishi mumkin. Shu tarzda, asosan rivojlanayotgan mamlakatlarda
bu igtisodiyotlar og‘ir moliyaviy va bandlik buzilishlarini boshdan kechirishi
mumkin, bunda muqobil yechimlarni topish giyin bo‘ladi. Xuddi shunday, ge-
netik jihatdan muhandislik qilingan sigir o‘sish gormonlarini (masalan, BST)
muntazam yuborish orqali kamroq sigirlar orqali ko‘proq sut ishlab chiqarish
AQSH va Yevropa Ittifoqidagi kichik fermerlar uchun giyinchilik tug‘dirishi
mumkin. Bu rivojlanish AQSHda muvaffagiyatli davom etgan bo‘lsa-da, ayni
paytda Yevropa Ittifoqida uning qo‘llanilishini oldini olish uchun moratoriy
mavjud.

Demak, bu yangi genetik texnologiyaning ko‘plab jihatlari, ayniqsa, gish-
loq xo‘jaligi va ozig-ovqat ishlab chiqarishga tatbiq etilganda, rivojlanayotgan
igtisodiyotlarda kambag'allikning ortishi bilan bandlikning kamayishiga olib
kelishi mumkin. Jamiyat uchun afzalliklarni kamchiliklarga qarshi muvofig-
lashtirishda turli giymatli qarashlar amal giladi. Rivojlangan davlatlar rivojla-
nayotgan davlatlarga bu gishlog xo‘jaligi ingilobining bir gismi bo‘lishi uchun
texnik va moliyaviy yordam ko‘rsatishga intilishi kerak. Hozirda bu ganchalik
amalga oshirilayotgani o‘zgaruvchan va shubhali. G‘arbdagi genetik muhan-
dislikka qarshi faolchilar tomonidan bunday masalalarga jamoatchilik e’tibori
deyarli yo*qligi achinarli.

Transgen hayvonlar sohasida esa jamoatchilik xabardorligi va tashvishi ho-
zirda ifodalanmogqda. Transgen hayvonlar — bu genetik muhandislik natijasida
o‘zgartirilgan yoki begona genetik ma’lumotni o‘z ichiga olgan hayvonlar. Hay-
vonlarning genetik modifikatsiyasi va natijada transgeneziya ba’zilar tomonidal?
diniy nuqtayi nazardan tabiiy ko‘payish to‘siglarining buzilishi sifatida qaralishi

mumkin, bu esa evolyutsiya davomida turli xil turlar o‘rtasidagi genetik o‘zaro
ta’sirni oldini olish uchun yaratilgan. Bunday qarashlar turlarni «mugaddas» deb
hisoblaydi.
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Murakkab in-vitro klonlash jarayoni orgali bosgichma-bosgich rivojlanish
kuzatiladi. Bu jarayonda genni ko‘p marta nusxalash bosqichlari amalga oshiri-
ladi — odatda bakteriyada — natijada asl genetik material 1055 marta suyultiriladi.
Shunday qilib. asl DNK to‘g‘ridan to‘g‘ri qo‘llanilmaydi: balki unga o*xshash
DNK sun’iy ravishda sintez gilinadi.

Hayvonlar huquqi masalasi juda bahsli hisoblanadi: ular o°ziga xos huquglar-
ga egami yoki yo‘qmi? Ba'zilar sezgir hayvonlarga insonlar bilan teng ma’naviy
ahamiyatni berishni taklif qiladilar, ammo chegarani qayerda chizish kerak?

Yangi ozig-ovqat va jarayonlar bo‘yicha maslahat go‘mitasi (ACNFP) bir ne-
cha yil oldin ayrim transgen organlarning ozig-ovqatda qo‘llanilishi bilan bog’liq
asosiy axloqiy tashvishlarni ko‘rib chiqdi va quyidagi cheklovlarni belgiladi:

1. Ba’zi diniy guruhlar tomonidan ozig-ovqat sifatida iste’mol qilish taqiglan-
gan hayvonlardan (masalan, cho‘chqa genlarini qo‘ylarga o‘tkazish) genlarning
odatda iste’mol gilinadigan hayvonlarga o‘tkazilishi ko‘pchilik yahudiylar va mu-
sulmonlarni xafa giladi.

2. Odam genlarini ozig-ovqat hayvonlariga (masalan, qonni ivitishda ishti-
rek etuvchi Faktor IX ogsilining inson genini qo‘ylarga) o‘tkazish farmatsevtik
va tibbiy magsadlar uchun magbul, ammo bunday hayvonlar so‘yilgandan keyin
ozig-ovqat zanjiriga kiritilmasligi kerak.

3. Hayvon genlarini oziq-ovqat o‘simliklariga (masalan, vaksina ishlab chiqa-
rish uchun) o‘tkazish farmatsevtik va tibbiy maqsadlarda qabul qilinadi. lekin
bunday o‘simlik qoldiqlari odam va hayvon ozig-ovqat zanjiriga Kiritilmasligi
kerak, chunki bu vegetarianlar va aynigsa, veganlar uchun qabul gilinmaydigan
narsa bo‘ladi.

4. Odam genlarini o°z ichiga olgan organizmlarni hayvon ozuqasi sifatida
qo‘llanish (masalan, insulin kabi farmatsevtik inson ogsillarini ishlab chigarish
uchun o‘zgartirilgan mikroorganizmlar) ko‘rib chigilmasligi kerak.

Turli diniy konfessiyalar bilan yaqindan maslahatlashuvlar natijasida inson
genlarining nusxalarini oz ichiga olgan ozig-ovqat mahsulotlarini qo‘llashni
mutlaq tagiqlash uchun kuchli qarshilik mavjud emasligi aniqlandi (bu, aynigsa,
nusxa gen tushunchasi tushunilganda sezildi). Shu bilan birga, hisobot axloqiy
jihatdan sezgir genlarning alternativ yondashuvlar mavjud bo‘lganda ozig-ovqat
organizmlariga Kiritilishini kuchli ravishda qaytarishga chaqirdi. Agar diniy
ozig-ovqat cheklovlariga amal qiladigan aholining ayrim guruhlari uchun qabul
qilib bo‘Imaydigan nusxa genlarini 0z ichiga olgan transgen organizmlar ayrim
ozig-ovqatlarda mavjud bo‘lsa, bunday ozig-ovqatlar majburiy ravishda aniq bel-
gilanishi kerak.

1.5.6 Genetik axloqiy masalalar (Genethics)

Inson genom loyihasi (Human Genome Project) boshlangan ilk kunlardan
boshlab, genetik testlar, genetik ma’lumotlar bazalari, genetik skrining, irsiy
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chiziqdagi gen terapiyasi, klonlash, ksenotransplantatsiya va embrion ildi, hu-
Jayralaridan foydalanish bilan bog‘liq tadgiqotlardan kelib chiqadigan kutilayot.
gan axlogiy, ijtimoiy, huquqiy va psixologik masalalar tobora kuchayib bOrqu-
da (1.4-jadval). Bu tadqiqotlar birgalikda «genetik axlog» (genethics) sohasigy
kiradi.

Inson genomini tahlil gilish bo*yicha asosiy tadgiqotlar uzoq vaqt davomidy
zarur bo'lib qoladi, ammo bu tadgiqotlar bilan bog‘liq bo‘lgan potensial ogibat|ay
sezilarli bolishi mumkin va quyidagi kabi ko‘plab muammolarni keltirib chiga-
rishi aniq:

* Maxfiylik va shaxsiy hayot himoyasi: genetik ma’lumotlar qanday saqlanj.
shi va ulardan kim foydalanishi kerak?

* Jamiyat roziligi: genetik tadgiqotlar va ma’lumotlar bazalari yaratishdy
jamoatchilik roziligi ganday ta’minlanadi?

» Stigmatizatsiya: genetik testlar natijalaridan kelib chigadigan ijtimoiy
tamg‘alar yoki kamsitishlar ehtimoli qganday kamaytiriladi?

» Genetik test va skriningga kirish: bu xizmatlardan foydalanish imkoniyatj
tengmi va u qanday tartibga solinadi?

» Moliyaviy resurslarni tagsimlash: genetik tadqiqotlar va texnologiyalarn;
rivojlantirish uchun mablag® qanday ajratilishi kerak?

Genetik tadqiqotlarning ijtimoiy ta’siri ko‘p girrali bo‘lib, u nafaqat texnjj
rivojlanishni, balki axlogiy va huquqiy ko‘rsatmalarning uzviy ishlab chigiliship;
talab giladi. Shu sababli, genethics sohasida jamoatchilik xabardorligi, ma’tumot-
larning oshkoraligi va axlogiy masalalarga e’tibor qaratish juda muhimdir.

1 .-3—:’3:1 dval,
Inson genomini tadqiq qilishdagi jamoatchilik tashvishlari

« Test va skrining natijalarining maxfiyligi

» Genetik test va skrining doirasi

 Diskriminatsiya va tamg‘alash (stigmatizatsiya)

+ Inson genom ma’lumotlarining tijorat ekspluatatsiyasi

» Evgenika bosimlari o

« Irsiy chiziqdagi gen terapiyasining keyingi avlodlarga ta'siri

Yagqin kelajakda har bir shaxsning «genetik portfeli» haqida to‘liqroq ma’[y-
motga ega bo‘lish va masalan, yurak kasalligi, saraton kabi kelajakda yuzaga
kelishi mumkin bo‘lgan tibbiy muammolarni aniglash hamda kasallik boshlani-
shidan ancha oldin davolashni tavsiya gilish imkoniyati paydo bo‘lishi mumkin,
Genetik test va skrining faqat hozirgi vaqtda davosi mavjud bo‘lgan kasalliklar
uchun amalga oshirilishi kerak, degan fikrlar ilgari surilgan. Oilalarda genetik
kasalliklar ayvaldan aniglangan va kuzatilgan holatlarda, cheklangan hollarda,
homilada bu nugson bor-yo*gligini aniglash uchun tug‘ilishdan oldin test otka-
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zish mumkin. Ota-onalar shundan so‘ng homiladorlikni to*xtatish yoki to°lig
muddatli chaqaloqning ehtiyojlariga yaxshi tayyorlanish imkoniga ega bo°lish-
lari mumkin.

Genetik testlarning eng qo‘rginchli jihati bu ma’lumotlarning ish beruv-
chilar, sug‘urta kompaniyalari va ipoteka tashkilotlari tomonidan qo‘llanilishi
mumkinligidir. Genetik ma’lumot biznes tashkilotlari uchun moliyaviy xavflar-
ni kamaytirishi mumkin bo‘lsa-da, bu, aynigsa. aniglangan genetik muammo
yoki xavf keyinchalik hech qachon yuzaga kelmasligi mumkin bo‘lgan ho%at-
larda, shaxs uchun halokatli ogibatlarga olib kelishi mumkin. Axlogiy qo‘mita-
lar sug‘urta kompaniyalari va boshqa moliyaviy tashkilotlarning sug*urta :V'?ki
ipoteka olishda shaxsning genetik ma’lumotlarini talab gilishi yoki ularga kms.h
imkoniyatiga ega bo‘lishi kerak emasligini tobora ko‘proq taklif gilmogda. Bi-
roq bu nazorat gilish qiyin bo‘lishi va ruxsat etilgan taqdirda dahshatli ogibat-
larga olib kelishi mumkin.

Genlarni ko‘chirish asosida davolash, ya’ni gen terapiyasi, irsiy genetik ka-
salliklarni davolashda muhim o‘rin tutishi mumkin. Somatik (jinsiy bo‘lmagan
hujayralar) gen terapiyasining cheklangan amaliyoti sinab ko‘rilgan, lekin uncha-
lilk muvaffaqiyatli bo‘lmagan va u tibbiy xavfsizlik, huquqiy masalalar va jamoat-
chilik tashvishlarini qondirish uchun qat’iy nazorat ostida bo‘lib qoladi. Germinal
chiziq (jinsiy hujayralar, masalan, spermatozoidlar) gen terapiyasiga ruxsat beril-
maydi, chunki bu axloqiy va ijtimoiy jihatdan gabul gilinmaydi hamda evgenik
masalalarni keltirib chiqaradi.

inson ildiz hujayralaridan foydalanish imkoniyati — ko‘pchilik holatlarda bitta
urug langan tuxumdan olingan ajralmagan ibtidoiy hujayralar — regenerativ tibbi-
yotda ko*plab kasalliklar, masalan, qandli diabet, alsgeymer kabi kasalliklarni da-
volash imkoniyatini yaratishi mumkin. Ildiz hujayralar organlarni (buyrak, yurak
va boshqalar) terapevtik klonlash uchun transplantatsiya maqsadlarida ham foyda-
lanishga yo*l ochishi mumkin. Bu rivojlanishdan foyda ko*rishi mumkin bo‘lgan-
lar orasida katta qiziqish mavjud bo‘lsa-da, boshqalar buni axlogiy va ma’naviy
sabablarga ko‘ra rad etishmogqda. Ildiz hujayralar bo‘yicha tadgiqotlar kasallarga
bunday katta imkoniyatlarni taklif qilgani sababli, shubhasiz, muhim qayta baho-
lashlardan o‘tadi.

Shuni aytish kerakki, ba’zan haddan tashqari ishtiyoqli shaxslar biotibbiyot-
dan kasalliklar va qarishni nazorat qilish qobiliyati bo‘yicha realistik bo‘lmagan
umidlar yaratadi. Ko‘pincha OAV biotexnologik yo‘l bilan ishlab chiqilgan tubdan
yangi terapiyalar yaqin orada paydo bo‘ladi, degan bayonotlar bilan kasallarga va
qarish belgilari bilan duch kelganlarga noto‘g‘ri umid uyg‘otadi. Biotexnologiya
orqali tibbiyotda ko‘p narsaga erishiladi, ammo biotexnologiyani mutlaq e’tiqod
tizimiga aylantirmaslik muhimdir,
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1.6 Qo‘shimcha adabiyotlar L

Genetik jihatdan o‘zgartirilgan organizmlarning xavfsizligi va jamiyatga ta’sj-
ri bo*yicha turli nugtayi nazarlarni chuqurroq tushunish uchun quyidagi manbalar-
ga murojaat qilishingiz mumkin:

1. Atherton, K. T. Genetically Modified Crops: Assessing Safety. London: Tay-
lor and Francis, 2002.

2. Dale, P. J. The GM debate: science or scaremongering? Biologist, 47: 7—10,
2000.

3. Frewer, L. K. va Shepherd, R. Ethical concerns and risk perceptions associ-
ated with different applications of genetic engineering: interrelationship with the
perceived need for regulation of the technology. Agriculture and Human Values,
12: 48-57, 1995.

4. Horlick-Jones, T., Walls, J., Rower, G. va boshqalar. 4 Deliberative Future?
Public Debate about Possible Commercialisation of Transgenic Crops in Britain,
2003. Understanding Risk Working Paper 04.02. Norwich: Centre for Environ-
mental Risk, 2004.

5. Konig, A. 4 framework for designing transgenic crops: science, safety and
citizen’s concerns. Nature Biotechnology, 21: 12741279, 2002.

6. Lawrence, S. Agbio keeps on growing. Nature Biotechnology, 23: 281,2005.

7. Miller, H. Cat and mouse in regulating genetic ‘enhancement’. Nature Bio-
technology, 23: 171-172, 2005.

8. Moore, P. 4 profile. Nature Biotechnology, 23: 280, 2005.

9. OECD. Safety Evaluation of Food Derived by Modern Bio{echnologv: Con-
cepts and Principles. Paris: Organisation for Economic Cooperation and Develop-
ment, 1993.

10. Poortinga, W. va Pidgeon, N. F. Public Perceptions of Genetically iodi-
fied Food and Crops, and the GM Nation? Public Debate on the Comm'erciu'lisa-
tion of Agricultural Biotechnology in the UK. Understanding Risk Working Paper
04.01. Norwich: Centre for Environmental Risk, 2004.

11. Smith, J. E. Biotechnology, fourth edition. Studies in Biology. Cambridge:
Cambridge University Press, 2004.

12. The Royal Society. Genetically Modified Plants for Food Use. London:
The Royal Society, 1998, pp. 1-16.

13. The Royal Society. Genetically Modified Plants for Food Use and Human
Health: An Update. London: The Royal Society, 2002.
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II BOB. O‘SISH VA METABOLIZM
BIYOKIMYOSI VA FIZIOLOGIYASI

2.1 Kirish

Biologiyaning birinchi qonuni (agar shunday bo‘lsa): mikroorganizmlarning
magsadi — boshga bir mikroorganizmlarni yaratishdir.

Ba’zi hollarda biotexnologlar, mikroorganizmlardan foydalanishni maqsad
qilgan holda, bu jarayon iloji boricha tez va ko‘p sodir bo‘lishini xohlaydilar: ya'ni
jarayon oxirida maksimal miqdorda mikroorganizmlar olishni maqgsad qiladilar.
Boshqa hollarda, mahsulot 0°zi mikroorganizmdan tashqari narsa bo‘lsa, biotex-
nologlar mikroorganizmlarni asosiy magsadidan chalg‘itish uchun uni ma’lum
usulda boshqaradilar. Shunda mikroorganizmlar o*zlarining ko‘payish qobiliya-
tiga qo‘yilgan cheklovlarni yengishga harakat qgilarkan, biotexnologlar xohlagan
mahsulotni ishlab chiqaradilar. Shu sababli, mikroorganizmlar o°sishi va ularning
turli mahsulotlari o°zaro metabolizm orqali chambarchas bog*liqdir.

Bu bobni yozishda bakteriyalar, xamirturushlar, zamburug‘lar va mikroalgalar
kabi asosiy mikroorganizmlarning hujayra tuzilishi haqida batafsil tushuntirish-
ni maqgsad gilmaganmiz. Bunday ma’lumotlarni biologiya darsliklarida topish
mumkin, va agar hujayra tuzilishiga oid noanigliklar yuzaga kelsa, bu manbalar-
za murojaat gilish tavsiya etiladi. Ammo biologiya darsliklari tirik hujayralardagi
kimyoviy jarayonlarni (ya’ni ularning biokimyesini) odatda oddiy sozlar bilan
iushuntirmaydi. Shunday bo‘lsa-da, hujayraning biokimyosi mikroorganizmlar-
dan foydalanish uchun asosiy ahamiyatga ega bo‘lgani sababli, mikroorganizmlar
hujayralari ko‘payishida qo‘llaniladigan asosiy tizimlar bilan tanishish muhimdir®.

Hujayraning Biokimyosi va Fiziologiyasi

Biokimyo:

Bu hujayraning o°sishi va ikki hujayraga bo‘linishi jarayonida sodir bo‘la-
digan kimyoviy o‘zgarishlarning izohidir. Bu kimyoviy o‘zgarishlar hujayraning
ko*payish jarayonini boshqaradi va mikroorganizmlardan foydalanishni tushunish
uchun muhimdir.

Fiziologiya:
1. Fiziologiya hujayraning biokimyosidan kengroq tushunchadir.
2. Hujayradagi uglerod va boshqa elementlarning oqimi.

* Basic Biotechnology, third edition, eds. Colin Ratledge and Bjorn Kristiansen. Published by Cambridge
University Press. C Cambridge University Press, 2006.
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Biotexnologiya asoslari

Bu biokimyoviy jarayonlarning hujayraning umumiy o‘sish va hayot sikliga
qanday bog‘ligligini tushuntiradi. Fiziologiya hujayraning ko‘p o‘lchovli ko‘ri-
nishini tasvirlaydi. Uch o‘Ichovli tuzilma — hujayraning makoniy murakkabliginj
ifoda gilsa, to‘rtinchi o*Ichov — vaqt, ya’ni hujayradagi kimyoviy reaksiyalarning
dinamik xususiyatidir. Hujayrada sodir bo‘lishi mumkin bo‘lgan barcha kimyo-
viy reaksiyalar bir vagtning o‘zida yuz bermaydi. Ba’zilari hujayraning tez o‘sish
davrida sodir bo‘ladi. Boshqalari esa o‘sish tezligi sekinlashgan va statik holatga
kirgan davrda yuzaga chiqadi. Shunday gilib, fiziologiya hujayraning kimyoviy
Jarayonlari va ularning rivojlanish, o°sish va hayot sikli bilan bog‘ligligini to‘liq
tushunishni ifodalaydi. Bu bilimlar mikroorganizmlardan biotexnologik magsad-
larda samarali foydalanish uchun asosiy ahamiyatga ega.

(a)
UGLERODLI YANGI
SUBSTRAT HUJAYRALAR
n [
I\ Katabolizm Anabolizm /|
1\ /
Uglerod / /
s oonmlig < /|
moddalari /.
/
« Quvvatni // ,"
Kamaytirish
\ [ /
o0 [T -0, ‘
J.’ ./l"
ENERGIVA
(b) , )
UGLERODLI YANGL
SUBSTRAT HUJAYRALAL

Katabolizm Anabolizm
Qisqartirilgan yakuniy
muhx}llnll:n

i /
a Uglerod :
oralig moddalan /

\ /
\ t ;
\ Quvvatm
kamaytirish

TNERGIVA
. 2.1-rasm. Katabolizm (parchalanish) va anabolizm (biosintez) jarayonlari energiya
ishlab chiqarish va tiklanish quvvatini ta’minlash bilan bog‘lig.
(a) Aerobik metabolizm. Oxphos: Oksidativ fosforlanish (2.5-bo*limga garang).
(b) Anaerobik metabolizm
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Biotexnologiya asoslari

Rasmdagi so‘zlar izohi quyida berildi:

1. Yuqoridagi diagramma (a):

Uglerod substrati mikroorganizmlar tomonidan katabolizm orqali parchalanadi. Katabolizm
natijasida uglerodning tiklanish quvvati paydo bo*ladi. Oksid fosforlash jarayonida energiya yuza-
ga keladi. Anabolizm esa yangi hujayralar shakllanishini ta’minlaydi.

2. Quyidagi diagramma (b):

Uglerod substrati katabolizm orqali parchalanadi va tiklangan oxirgi mahsulotlarni hosil gila-
di. Uning tiklanish quvvati yordamida energiya yuzaga keladi. Anabolizm orqali yangi hujayralar
yaratiladi. Diagrammalar o'sish va metabolizm jarayonlarining aerobik va anaerobik yo‘llarini
ifodalaydi.

2.2 Metabolizm

2.2.1 Ba’zi ta’riflar

Metabolizm — bu o‘zaro chambarchas bog‘langan, ammo farqli ikki faoliyat-
dan iborat matritsa (2.1-rasmga garang).

Anabolik jarayonlar hujayra materiallarini, nafaqat asosiy hujayra kompo-
nentlarini (ogsillar, nuklein kislotalar, lipidlar, uglevodlar va boshqalar), balki
bu materiallarning oraliq prekursorlarini ham (masalan, aminokislotalar, purin-
lar, pirimidinlar, yog* kislotalari, turli shakarlar va shakar fosfatlari) hosil gilish
bilan bog‘lig. Anabolizm umumiy hisobda endotermik jarayonlardir (ya’ni ular
energiya talab giladi). Ular, shuningdek, har doim tiklanish quvvatini talab giladi,
bu esa substrat (yoki ozuqa) parchalanishi natijasida hosil bo‘ladi. Kompensat-
sion ekzotermiklik turli katabolik (energiya ishlab chigaruvchi) jarayonlar orqa-
i ta’minlanadi (3-bobga ham qarang). Masalan, uglevodlarning (saxaroza yoki
glyukozaning) CO, va suv hosil gilish uchun parchalanishi asosiy ekzotermik
Jarayondir, bunda «energiyaning hosil bo‘lishi» amalga oshiriladi.

Tiklangan uglerod

metaboliti [ L
yoki 11,0 [ Oksidlovehi

»

{

Uglerod substrati

(CulL,ON,) >[ Biomassa
Azot manbayi .| Metabolik ((_'.,H.( JNPS.KiMg,)
(NIH;3) Jarayonlar :

K'/PO “IMg?'/

i = CO,
SO, "/va boshqalar

‘T'klovehi J

0Oz yoki
ortigcha uglerod
metabolitlari
y

~

2.2-rasm. Metabolizm hujayrasi uchun termodinamik muvozanat.
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Biotexnologiya asoslari

Biz organizmlarni 0‘z metabolizmini aerobik tarzda, ya’ni havodan kislo-
rod (02) yordamida amalga oshiradigan organizmlar va anaerobik tarzda, ya’ni
kislorodsiz (02 holda) amalga oshiradigan organizmlarga ajratishimiz mumkin.
Kislorod bilan tiklangan uglerod birikmalarining suv va CO, hosil gilish uchun
bo‘ladigan umumiy reaksiyasi juda ekzotermik jarayondir. Shu sababli, aerobik
organizmlar ma’lum darajadagi anabolizmni (ya’ni o‘sishni) ta’minlash uchun oz
substratlarining nisbatan kichikroq gismini katabolizm uchun go‘llanishi mumkin
(2.1a-rasmga qarang). Anaerobik organizmlarda, substratlar asosan disproporsi-
yatsiya jarayonlari orqali 0‘zgaradi, bu esa nisbatan past «energiyani hosil gilish»
bilan bog‘lig. Shu sababli, anaerobik organizmlar ma’lum darajadagi anabolizmni
ta’minlash uchun substratlarining kattaroq gismini katabolizm uchun qo*llanishi
kerak (2.1b-rasmga qarang). Farqi nimada? Masalan, (saccharomyces cerevisiae)
xamirturush kabi fakultativ anaerob organizmlar misolida ko‘rish mumkin. Bu
shuni anglatadiki, xamirturush aerobik yoki anaerobik sharoitlarda yashay oladi.
Glyukozani bir xil tezlikda parchalaganda, Aerobik xamirturush CO,, suv va yangi
xamirturush hujayralarining nisbatan yugqori hosilini beradi. Anaerobik xamirtu-
rush energiya va tiklanish quvvatini kamroq hosil giladi, shuning uchun hujayralar
soni aerobik sharoitdagiga qaraganda kamroq bo‘ladi. Kislorodsiz sharoitlarda xa-
mirturush katabolizm davomida hosil bo*‘lgan barcha tiklanish quvvatini (reducing
power) oksidlashga qodir emas. Shu sababli, ortigcha uglerod o‘rtamchalari (xa-
mirturush holatida bu pirouzum kislotasi) reduktorlar (tiklovchi modda)ni gayta
ishlash uchun tiklanadi. Natijada, xamirturushda etanol hosil bo‘ladi. Uniumiy
reaksiyaga ahamiyat qarating:

X+NADH—XH2+NAD
Bu yerda:
X — metabolit,
NADH — tiklovchi modda (reductant).

NAD* — oksidlangan shakl (tiklanish jarayonida qayta hosil bo‘ladi). NAD
(nikotinamid adenin dinukleotidi): NAD* — oksidlangan shakl. NADH — tiklangan
shakl (reduktor). NADP (NAD fosfat): NADP* — fosfatlangan oksidlangan shakl.
NADPH - fosfatlangan tiklangan shakl (reduktor). Ularning bir-biridan fargi
shundaki, NADH odatda parchalanish jarayonlari (katabolizm) uchun qo‘llaniladi.
NADPH odatda biosintez (anabolizm) jarayonlarida tiklovehi modda sifatida ish-
tirok etadi. Aerobik hujayralarda NADH va NADPH qayta oksidlanishi O2 bilan
bog‘liq holda sodir bo‘ladi. Anaerobik sharoitda esa bu imkoniyatsiz bo‘lganligi
sababli, muqobil oksidlanish strategiyalari talab gilinadi (2.6-bo‘limga qarang).

Hujayraning o‘sishidagi boshqa elementlar: . -
Hujayra o‘sishi uchun karbon (C) zarur, ammo hUJayrg tarkl.blga boshqa ele-
mentlar ham kiradi, masalan, azot (N) — odatda NHs shaklida, kislorod (O) — ae-
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Biotexnologiya asoslari

robik sharoitda havodan olinadi, anaerobik sharoitda esa ozuqa molekulalarining
qayta tashkil etilishidan yoki suvdan olinadi. Kaliy (K*), Magniy (Mg*"), Oltingu-
gurt (S) (SO+* shaklida), Fosfor (P) (PO4*" shaklida). Kichik miqdorlarda boshqa
ionlar: temir (Fe*), rux (Zn*), marganes (Mn?*) va boshqalar. Bu dinamik tizimlar
2.2-rasmda ko‘rsatilgan.

(a) Reactive
site i

(b)

2.3-rasm.

(a) NAD'/NADP* (oksidlangan);

(b) NADH/NADPH (kamaytirilgan).

NAD* va NADH molekulalarida,

R =H; NADP* va NADPH molekulalarida esa R = PO>.
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HO—P=0
B

OH OH

2.4-rasm. Adenozin trifosfat (ATP) ]

Energiya berganda, y-bog* gidrolizlanadi va mavjud energiya boshga mole.k'ulada yangi
bog" hosil qilish uchun qo*llaniladi. Adenozin difosfat (ADP) oxirgi fosfat guruhisiz, adenozin
monofosfat esa oxirgi ikki fosfat guruhisiz bo*ladi.

2.2.2 Katabolizm va energiya

Katabolizm va anabolizm o‘rtasidagi zarur bog‘lanish katabolik jarayonlar-
ning reaktiv reagentlarni (son jihatidan oz bo‘lsa ham), sintez qilishni ta’mnlash
qobiliyatiga asoslanadi. Bu reagentlar, o‘z navbatida, keng ko‘lamdagi an:bolik
reaksiyalarni «harakatlantirishy uchun qo‘llaniladi. Bu asosiy oraliq mod<alar-
ning eng muhimi adenozin trifosfat (ATP) bo‘lib, (2.4-rasmga qarang), bic!oglar
tomonidan «yugqori energiyali bog‘« deb ataladigan xususiyatga ega. ATPda bu
bog* pirofosfat qoldig‘idagi angidrid bog*lanishidir. Bu bog‘ni ajratish natijasida
hosil bo‘ladigan potensial energiya bevosita yoki bilvosita anabolik sintezlarda
bog'lar hosil qilish bosgichlari uchun qo‘llaniladi. ATP kabi molekulalar hujayra-
ning «energiya valyutasi» vazifasini bajaradi. ATP biosintetik reaksiyada qo‘lla-
nilganda, u gidroliz mahsuloti sifatida ADP (adenozin difosfat) yoki ba’zan AMP
(adenozin monofosfat) hosil qiladi:

A+B+ATP—AB+ADP+Pi yoki A+B+ATP—AB+AMP+PPi

Bu yerda:

* A va B — hujayraning uglerod metabolitlari;
* P. — noorganik fosfat;

* PP. — noorganik pirofosfat.
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ADP, hali ham «yuqori energiyali bog‘«ga ega bo‘lib, adenilat kinaza reaksi-
yasi orqali yana ATP hosil qilish uchun qo‘llanilishi mumkin:

ADP+ADP—ATP

Tirik hujayralarda juda keng tarqalgan fosforlanish reaksiyalari odatda ATP
vositasida amalga oshiriladi:

0
| | Il
—C—-OH+ATP - —C~ 0O - P - OH + ADP
| | |
OH

Bu yerda fosforlangan mahsulot odatda dastlabki birikmaga qaraganda bir ne-
cha usulda ko‘proq reaktiv bo‘ladi.

2.3 Katabolik yo‘llar

2.3.1 Glyukozaning parchalanishini umumiy ko‘rib chiqish

Substratni parchalanishining asosiy maqsadi mikroorganizmlarni quyidagilar
bilan ta’minlashdir: .

1. Yangi hujayralar sintezi uchun qurilish bloklari.

2. Energiya, asosan ATP shaklida, yangi bog‘lar va yangi birikmalarni sintez
gitish uchun.

3, Tiklanish quvvati, asosan tiklangan NAD (NADH) yoki NADP (NADPH)
shaklida.

ATP va NAD(P)H (bu yerda NADH va NADPH birgalikda ifodalanadi) tur-
li fermentlar bilan birgalikda ishlaydi va bir birikmani boshqasiga aylantirishda
ishtirok etadi. Mikroorganizmlar hujayrasi turli xil birikmalar yig‘indisi sifatida
qaralishi mumkin, ammo uni quyidagilarga qisqartirish mumkin:

Ogsillar:

* Funksional (masalan, fermentlar).

* Strukturaviy (hujayra devori yoki hujayra ichidagi tuzilmalar bilan bog‘liq
ogsillar).

Nuklein kislotalar:

DNK va RNK.

Lipidlar:

* Ko*pincha yog* kislotalariga asoslangan bo*lib, ular hujayraning yoki hujay-
ra ichidagi organellalarning (mikro-organlar) membranaviy tuzilmalarini shakl-
lantirish uchun qo‘llaniladi.
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Polisaxaridlar:

Asosan hujayra devorlari va hujayra kapsulalarini qurishda go‘llaniladi.

Bu tarkibiy gismlar o‘z navbatida oddiy prekursorlardan hosil gilinadi:

» Oggsillar — aminokislotalardan.

» Nuklein kislotalar — nukleotid asoslaridan (shuningdek, riboza va fosfat),

* Lipidlar — atsetat (Cz) birligidan hosil bo‘ladigan yog* kislotalaridan.

» Polisaxaridlar — shakar molekulalaridan.

Shunday qilib, hujayra o°zining barcha molekulalarini hosil gilish va hattg
0°zini takrorlash uchun atigi to‘qqizta prekursor hosil qilish imkoniyatiga ega
(2.5-rasmga qarang). Agar hujayra bu asosiy to‘qqizta molekulani har qanday
substratdan yoki substratlar kombinatsiyasidan hosil qgila olsa, u o‘zini qayta
sintez qila oladi (albatta, bu prekursorlarning shakllanishi davomida ATP v,
NAD(P)H ham hosil bo‘lishi sharti bilan). Agar glyukozani mikroorganizmlar
o‘sishi uchun odatiy substrat sifatida qarasak, uning bu to‘qgizta asosiy pre-
kursorga qanday parchalanishini tushunishimiz mumkin (2.5-rasmga garang).
Bu jarayon glikoliz orqali bog‘lanadi, ba’zan uni Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) yo'li deb atashadi, bu hagida batafsilroq ma’lumot 2.6-rasmda keltiril-
gan. Shuningdek, glikoliz natijasida hosil bo‘ladigan oxirgi mahsulot — piruvat
— trikarboksilat kislota sikli (TCA sikli) reaksiyalari orgali qo‘shimcha oksidla-
nadi (quyidagi 2.9-rasmga qarang). Glikolitik ketma-ketlikdan tashqari, pentoza

(Cs) fosfatlarini hosil qilish uchun mas’ul bo‘lgan muhim qo‘shimcha yo‘! ham
mavjud.

[ h)!
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Biotexnologiya asoslari

Tetroza (Cs) fosfatlari va pentoza fosfat yo*llari quyidagichadir: pentoza fosfat
yo'li (ba'zan pentoza fosfat «shunti deb ham ataladi, 2.7-rasmga qarang) ikkit,
asosiy magsadga xizmat giladi: Cs va Cs birikmalarini biosintez uchun taqdim ets_
di (2.5-rasmga qarang). Biosintez jarayonlari uchun NADPH ishlab chiqaradi, y;
glyukoza 6-fosfatdan ham, EMP yo‘lidan (Embden-Meyerhof-Parnas) ham, pep,.
toza fosfat yo‘lidan (PP) dan ham foydalanadi. Bu yo‘llarning qanchalik faolligj
hujayraga bog‘liq: Hujayraning eng faol o°sish bosgichida ikkala yo‘l taxminap,
2 : 1 nisbatda ishlaydi (EMP yo'li — PP yo‘liga nisbatan). O‘sish sekinlashganq,
hujayraning biosintetik imkoniyatlari pasayadi, ya’ni NADPH va Cs va C4 shaka;
fosfatlariga bo*lgan talab kamayadi. Bu esa yo*llar nisbatini 10 : 1 yoki, hatto 2 .
1 ga o‘zgartiradi. Bu shuni anglatadiki, metabolik yo‘llar boshqariladigan tizimla;
b.o‘lib, hujayraning o‘zgaruvchan ehtiyojlarini qondirish uchun moslashuvchap.
likka ega. Bu mavzu keyinroq (2.8-bo‘limga qarang) muhokama gilinadi.

Glyukoza

— ATP
0 d
" ——=ADP
Glyukoza 6-fosfat
A

/’2/\ \

Al
Iruktoza 6-fosfat
_— ATP
~ADP
Fruktoza 1,6-bifosfat

0|

(5) |
DHA-P = G 3-P
A

Py —— NAD
)l
| ——=NADII
Y
1,3-difosfo-gliscrat
| .— ADP
7
(==ATP
1
3-fosfogliserat
.l 18 ) |
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S

/”8 }

\o

¥
2-fosfogliserat

\l:?\/)

Fosfoenolpiruvat
/“ ADP
»~ATP

®

Piruvat

2.6-rasm. Embden—Meyerhof-Parnas glikoliz yo‘li
Umumiy reaksiya:
Glyukoza + 2NAD*+ 2ADP + 2Pi — 2piruvat + 2NADH + 2ATP

Jarayonni katalizlaydigan fermentlar:

i. Geksokinaza; 2. Glyukoza-6-fosfat izomeraza; 3. Fosfofruktokinaza; 4. Aldolaza; 5. Trioza
fosfat izomeraza; 6. Glitseraldegid-3-fosfat degidrogenaza; 7. 3-fosfogliserat kinaza; 8. Fosfoglit-
seromutaza; 9. Fosfoenolpiruvat degidrataza; 10. Piruvat kinaza.

Belgilashlar:

DHA-P: Digidroksiatseton fosfat; G3-P: Glitseraldegid-3-fosfat; P,: Noorganik fosfat guruhi.

i2u yo'l glyukozaning piruvatga parchalanish jarayonini bosqichma-bosgich
kaializlaydi, natijada energiya (ATP) va tiklanish quyvati (NADH) hosil bo‘ladi.
EMI va PP yo‘llari ko‘pchilik mikroorganizmlarda uchrasa-da, ba’zi bakteriya-
lardz alternativ yo‘l mavjud. Bu yo‘l Entner-Doudoroff yo‘li bo‘lib (2.8-rasmga
qarang), asosan psevdomonadlar va ularga yaqin bakteriyalarda uchraydi. Shun-
ga qaramay, bu bakteriyalarda pentoza fosfat yo‘li hali ham mavjud, chunki Ent-
ner-Doudoroff yo'li Cs va Cs fosfatlar hosil gila olmaydi.

2.3.2 Trikarboksilat Kislota sikli

Glyukozaning qaysi yo‘l bilan parchalanishidan qat’iy nazar, u odatda pirou-
zum kislota (CHs.CO.COOH) hosil bo‘lishiga olib keladi. Piruvatning keyingi
taqdiri aerob va anaerob organizmlarda farglanadi. Aerobik tizimlarda piruvat
dekarboksillanadi (ya’ni CO: yo‘qotadi) va kimyoviy jihatdan faollashib, atsetil
koenzim A (atsetil-CoA) hosil qiladi. Bu murakkab reaksiyada NAD* ham ishtirok
etadi:

pyruvate + CoA + NAD+ — acetyl-CoA + CO2 + NADH

4 A
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Bu reaksiya piruvat degidrogenaza fermenti tomonidan katalizlanadi. (Anae.
rob hujayralarda piruvatning taqdiri keyinroq muhokama gilinadi.) Atsetil-CoA
tioester sifatida, yuqori reaktivlikka ega bo‘lib, ko‘plab oraliq moddalarni hosj)
qila oladi. Biroq uning asosiy (lekin yagona emas) taqdiri — siklik reaksiyalar se.
riyasi orqali oksidlanishdir. Bu siklik reaksiyalar «limon kislotasi sikli» deb nom.
lanadi. Shuningdek, u trikarboksilat kislota sikli yoki uni kashf gilgan olim nom;
bilan Krebs sikli deb ham ataladi.

ATP  ADP NADP* NADPH NADP* NADPH
4 1
Glyukozs — 2 Glyukoza 6-P —~ » 6-P glyukonat —<+ Ribuloza 5-P
1 \
CO:
Epimeraza lzomeraza
r A\l
6NADP*  6NADPH Riboza 5-P  Ksiluloza 5-P
i
C:—3C; = =Y ‘
N \ / Transketolaza |
3C0: 3
Cs 2Cs : 7 -
/ Glitseraldegid 3-P Sedogeptuloza 7-P
C° G \
’ ' Transaldolaza
Cs* "Gy - ‘ .
Fruktoza 6-P  Eritroza 4-P
Gt = Ca Transketolaza

Iruktoza ()-l’) }}lilscrxlltlcgi(l 3-p
2.7-rasm. Pentoza fosfat sikli (geksomonofosfat shunt)

Enzimlar ragamlangan:

1. Glyukoza-6-fosfat degidrogenaza;

2. Fosfoglyukonat degidrogenaza.

Fruktoza-6-fosfat izomeraza yordamida glyukoza-6-fosfatga qaytariladi; shuningdek,
glitseraldegid-3-fosfat ham teskari glikoliz (2.6-rasmga qarang) orqali qayta ishlanishi mumkin,
To'liq qayta ishlanishda bu yo‘l NADPH generatori sifatida ishlaydi. Biroq transaldolaza va
transketolaza reaksiyalari shakarlar o‘zaro konversiyasini amalga oshiradi, bu esa boshqa
Jjarayonlarda qo‘llaniladi.

Umumiy reaksiya:

Glucose + ATP + 6NADP* — glyceraldehyde 3-P + ADP + 6NADPH + 3CO,

Izoh:

Cs va Cs shakarlar biosintez uchun chiqgarib yuborilsa, qayta ishlanish jarayoni pasayadi va
natijada NADPH hosildorligi kamayadi.

I B!
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r Glyukoza

| — ATP
F

~> ADP

Glyukoza 6-fosfat

| _— NADP

r
| NADPH

6-fosfoglyukonat

@) —>H:0 2.8-rasm. Entner-Doudoroff yo'li
Bu yo‘l ba'zi psevdomonadlar va ularga yagin

bakteriyalarda Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yo'lini

i (2.6-rasmga qarang) almashtiradi. Enzimlar (ragamlangan):

2 Fosfoglyukonat degidrataza va Spesifik aldolaza.

— Glitseraldegid-3-fosfat (G3P) bu yo*lda hosil bo‘ladi va
u 2.6-rasmda keltirilgan tegishli fermentlar orqali piruvatga
aylantiriladi.

Y
2-keto-3deoksi-6-fosfoglyukonat

G3p Bu yo‘lning o'ziga xosligi shundaki, u NADPH va ATP
¥ hosil gilishda faollik ko‘rsatadi, lekin Cs va Cs shakarlarini
Piruvat hosil gila olmaydi.

2.9-rasm. Trikarboksilat kislota
: sikli (TCA sikli)
Oksaloatsetat Sitrat Umumiy reaksiya:
acetyl-CoA + 3NAD' + FAD +
- H:0 GDP(ADP) — 2CO, + coenzyme A +
NAD: i 3NADH + FADH' + GTP(ATP)
Malat sis-Akonitat Reaksiyalarni  katalizlaydigan
fermentlar:
H.0 ( H0 1. Sitrat sintaza
| 2-3. akonitaza;
Fumarat Izotsitrat 4. Izotsitrat degidrogenaza;
FADH < | NAD* 5. 2-oksoglutarat degidrogenaza;
(4)) 6. Suktsinat tiokinaza;
FAD CO: = ~NADH 7. Suktsinat degidrogenaza;
Suksinat 2-Oksoglutarat 8. Fumaraza;
' . 9. Malat degidrogenaza.
co, 7 Eslatma:
) CoA 7-reaksiyada GTP/GDP o‘rniga
NAD* ATP/ADP qo‘llanilishi mumkin. Bu sikl
y 'NADH atsetil-CoA ning to'liq oksidlanishini
Suksinil-CoA ta’'minlaydi va natijada CO:, energiya
tashuvchi molekulalar (NADH, FADH:,
GTP/ATP) hosil bo‘ladi. Bu molekulalar keyinchalik oksidlanish fosforlanishida qo‘llaniladi.

Aselil-CoA CoA

NADI

GTP’ CoA
GDP
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TCA siklining reaksiyalari (2.9-rasmda ko‘rsatilgan) ikki muhim funksiyani
bajaradi. Birinchidan, biosintez uchun asosiy oraliq moddalarning ta’minlanjs,
va 2-oksoglutarat: glutamat hosil gilishda qo‘llaniladi, undan glutamin, arginiy
va prolin vugudga keladi. Suktsinat: Porfirinlar sintezida qo‘llaniladi. Oksaloat.
setat: Aspartat va aspartat oilasiga mansub aminokislotalar sintezida qo‘llanilag;
(14-bobga garang). Atsetil-CoA ning to‘liq oksidlanishidan energiya ishlab chiga-
rish: atsetil-CoA ning CO:z va H20 ga to°liq oksidlanishi energiya hosil bo‘lishin;
ta’minlaydi (2.5-bo‘limga garang). TCA sikli bu ikki maqsadni muvozanatda g}
lab turadi:

1. Agar oraliqg moddalar biosintez uchun ajratib olinsa, energiya ishlab chiqa-
rishdan voz kechilishi kerak bo‘ladi.

2. Agar barcha atsetil-CoA to‘liq oksidlangan bo‘lsa, biosintez uchun zary;
bo‘lgan oraliq moddalar golmaydi.

Kirish va chigish: piruvat (glyukozadan hosil bo‘ladi) siklga kirish ta’minlay.
di. Sikl chiqish sifatida energiya va biosintetik prekursorlarni beradi (2.10-rasmga
qarang). Bu muvozanatlar TCA siklining hujayra ehtiyojlarini qondirish uchyp
qganday ishlashini tushuntiradi.

3 ATP 3ADP + 3P,

e {oksfos)

/ ’ NADH

NAD*
( ILimon

Kislotisi
aylanishi
Biosintetik

Piruvat
\\ / prekursorlar

2.10-rasm. Trikarboksilat kislota siklining ikki tomonlama roli

TCA sikli ikkita asosiy funksiyani bajaradi:

1. Oraliq moddalarni ishlab chiqarish:

Bu moddalar biosintez uchun qo‘llaniladi.

Misollar: 2-oksoglutarat, suksinat, oksaloatsetat.

2. Energiya ishlab chiqarish:

Atsetil-CoA ning oksidlanishi natijasida CO: va H20 hosil bo*ladi.

Energiyaning asosiy gismi ATP shaklida, oksidativ fosforlanish (oxphos) orqali olinadi. Bu
diagramma TCA siklining hujayraning energiya talabini qondirish va biosintez uchun zarur bo‘l-
gan asosiy moddalarni ta’minlashdagi ikki tomonlama vazifasini ko‘rsatadi.

SikIning ikki magsadini (biosintez uchun oraliq moddalar va energiya ishlab
chiqarish) amalga oshirishda oksaloatsetatni (OAA) qayta tiklash masalasi paydo
bo‘ladi. Bu modda siklning boshida sitrat hosil qilish uchun zarur bo‘lsa-da, ora-

{( ) Jl
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hiq moddalar biosintez uchun qo‘llanilishi kerak bo‘ladi. Agar bu oraliq moddalar

biosintez uchun qo‘llanilmasa, sikl fagat energiya ishlab chiqarishi ma’nisiz bo‘la-
di, chunki biosintez uchun prekursorlar bo‘lmagan holda energiya qo‘llanib bo‘l-
maydi. Oksaloatsetatni hosil qilishning qo‘shimcha yo‘li mavjud bo‘lib, u asosan
piruvatning karboksillanishi orqali amalga oshiriladi:

Piruvat+CO;+ATP— OksaloatsetattADP

Bu reaksiyani piruvat karboksilaza fermenti katalizlaydi. Oksaloatsetat TCA.‘
sikli orqali hosil bo‘lishi mumkin bo‘lsa-da, piruvatning karboksillanishi yaxshi
boshgqarilishi kerak, bu atsetil-CoA va oksaloatsetatning teng miqdorda ishIa.\b
chiqarilishini ta’minlaydi. Piruvat karboksilaza fermenti atsetil-CoA ga bog‘liq
bo‘ladi. Atsetil-CoA esa ijobiy effektor sifatida fermentning faolligini oshiradi.
Atsetil-CoA ferment reaksiyasida ishtirok etmasa-da, uning miqdori piruvat kar-
boksilazaning tezligini oshiradi. Ko‘proq atsetil-CoA bo‘lsa, oksaloatsetat ishlab
chiqarilishi tezlashadi.

Muvozanatni saqlash mexanizmi

» Oksaloatsetat va atsetil-CoA teng miqdorda sarflanadi, bu sitrat hosil bo‘li-
shiga olib keladi.

¢ Atsetil-CoA konsentratsiyasi pasaysa, piruvat karboksilaza sekinlashadi,
ammo piruvat degidrogenaza o‘z ishini davom ettiradi, natijada ko‘proq atse-
til-CoA hosil bo‘ladi.

Bu jarayon sitrat sintezining doimiy davom etishini va sitrat prekursorlariga
olib keladigan ikkita reaksiyaning muvozanatda saqlanishini ta’minlaydi.

“naplerotik reaksiyalar

“iruvat karboksilaza tomonidan katalizlanadigan reaksiyalar anaplerotik reak-
siyainr deb ataladi, bu «to‘ldiruvehi» ma’nosini anglatadi. Bu reaksiyalar hujayra-
ning ehtiyojlarini qondirish uchun oraliq moddalarni qayta tiklashga xizmat giladi.

Piravat

5 2.11-rasm. Hujayra qanday qilib oksaloatsetat (OAA)
A » va atsetil-CoA (AcCoA) ni teng miqdorda ta’minlaydi
Oksaloatsetat Atsetil-CoA 1. Piruvat degidrogenaza:
Piruvatni Atsetil-CoA ga aylantiradi.
2. Piruvat karboksilaza:
* Bu ferment piruvatni Oksaloatsetat (OAA) ga aylanti-
' radi;
Sitrat * Atsetil-CoA piruvat karboksilazaning faolligini oshi-
ruvchi stimulyator (ijobiy effektor) sifatida ishlaydi.
Bu mexanizm hujayraning sitrat biosintezi uchun Atsetil-CoA va Oksaloatsetatni teng mig-
dorda ishlab chiqarishini ta’minlaydi.

[ TN
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Atsetil-CoA

Suvnn
2.12-rasm. Glikoksilat yo‘li
Glikoksilat yo‘liga qo‘shimcha reaksiyalar
I/ub:uul (TCA siklidan tashqari, 2.10-rasmga qarang);

1. Izotsitrat liyaza;

2. Malat sintaza.

| % s Glikoksilat yo*lining funksiyasi: bu yo¢] ¢
Glikoksilat setil-CoA dan shakar hosil bo*lishini ta’minlayg;
va qo‘shimcha reaksiyalarni oz ichiga oladi:
*e (2) Tomaet (3) Fosfoenolpiruvat karboksikinaza, g,
! : jarayon teskari glikoliz bilan davom ettirilag;
Malat ~ (2.14-rasmga qarang).

Muhim eslatma (NB):

! Bu yo'l faqat mikroorganizmlar va o‘simjk

Oksaloatsetat - hujayralarida uchraydi. O*simliklarda glikoksilat

® yo'li ko*pincha unib chigqan urug‘larda uchray-

G0 di, bu yerda uglerod manbayi sifatida saqlangap

ADP < | triatsilglitserollar qo‘llaniladi. Hayvon hujayrala.
rida bu yo'l mavjud emas.

ATP

Fosfoenolpiruvat

2.3.3 Glikoksilat yo‘li: Cz birikmalarda o‘sish uchun

Agar mikroorganizmlar Cz birikmalarida yoki yog* kislotalari, uglevedorodlar
yoki asosan C: birikmalariga parchalanadigan har qanday substratda o sadigan
bo‘lsa (2.3.4-bo‘limga qarang), bu holda trikarboksilat kislota sikli (TCA siklj)
metabolizmni to‘liq ta’minlay olmaydi. Atsetil-CoA — agarda u uglerod i anbayj
sifatida foydalanilsa, to‘g‘ridan to‘g‘ri atsetatdan hosil bo‘lishi mumkin, stuning-
dek, atsetatga qaraganda ko‘proq tiklangan Cz birikmalaridan, masalan, atsctalde-
gid va etanoldan yuzaga keladi. Bu sharoitda hujayra TCA siklini to‘ldirish uchun
glikoksilat yo‘lidan foydalanadi, bu sikining muayyan oraliq moddalari biosintez- |
ga olinib ketilsa ham uglerod ogimini saqlab qolishga imkon beradi. ‘

NAD® NADH NAD* NADH ATP ADP+P;

\
C,HsOH —X-Z» CH;CHO LZ} C”)('OOH—)z) atsetil-CoA |

etanol atsetaldegid sirka
(etanol) kislotasi  CoA

Atsetat birikmalarining Ca birikmalarga aylanish usuli glikoksilat yo‘li deb
ataladi (2.12-rasmga qarang). Bu yo‘l uchun trikarboksilat kislota siklidan tashqa-

ri ikkita qo‘shimcha ferment talab gilinadi:

1. Izotsitrat liyaza:
Bu ferment izotsitratni suktsinat va glikoksilatga parchalab beradi.

y
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2. Malat sintaza:

Bu ferment glikoksilatga ikkinchi atsetil-CoA ni qo‘shib, malat hosil giladi.
Bu fermentlar fagat maxsus signal mavjud bo‘lganda sintez qilinadi (induksiya
gilinadi, 2.8.4-bo‘limga qarang). Mikroorganizmlar Cz birikmalarda o*stirilgan-
da, bu fermentlarning faolligi 20-50 baravar ortadi. Glikoksilat yo‘li TCA siklini
to‘liq almashtirmaydi; bu yo‘lning asosiy vazifasi Cz substratlarda o‘sish sharo-
itida uglerod ogimini davom ettirish va biosintez uchun zarur oraliq moddalarni

ta’minlashdan iborat.

2.3.3 Glikoksilat yo‘li va Cz birikmalardan Cs birikmalarni hosil gilish

Izotsitratdan 2-oksoglutarat hosil bo‘lishi hali ham zarur, chunki bu oraliq
modda ogsil sintezida (masalan, glutamatni ta’minlash uchun) qo‘llaniladi. Izot-
sitrat liyaza tomonidan hosil qilingan suktsinat odatdagidek metabolizmga kiradi
va malat hamda undan keyin oksaloatsetat hosil giladi. Shu tariga, glikoksilat sikli
reaksiyalari orgali Cz birikmalardan Cs birikmalar hosil gilinadi va ular barcha hu-
jayra metabolitlarini sintez qilish uchun mavjud bo‘ladi (2.5-rasmga qarang). Bu
(s birikmalarning shakar birikmalariga aylanish jarayoni glyukoneogenez orqali
amalga oshiriladi (2.4-bo‘limga qarang).

2.3.4 Glyukozadan tashqari uglerod manbalari

Mikroorganizmlar tomonidan qo‘llaniladigan har qanday birikma glyukoliz
oraliq moddalari yoki hatto TCA sikli moddalari tarkibiga qo‘shilsa, ular mav-
jud fermentlar yordamida metabolizm gilinishi mumkin. Biroq mikroorganizmlar
Juda ko*p turli xil substratlarni ham qayta ishlashga qodir. Boshqacha aytganda,
barcha tabiiy birikmalar mikroorganizmlar tomonidan parchalanishga qodir. Bu
parchalanish qobiliyatining ko‘p qismi mikroorganizmlar tizimlarida mavjud.
Mikroorganizmlar chiqindilarni utilizatsiya qgilish vositasi sifatida qo‘llaniladi. Bu
faoliyat atrof-muhit biotexnologiyasining asosiy qismi hisoblanadi. Misol uchun:
Yog' kislotalarining mikroorganizmlar tomonidan parchalanishini olaylik. Mikro-
organizmlarning yog'lar va moylarda o*sish qobiliyati keng tarqalgan. Ma’lumki,
moy —suyuq bo‘ladi, yog* esa xona haroratida qattiglashaladi. Kimyoviy jihatdan
ikkalasi bir xil: Ular glitserinning yog* kislota triesterlari.

CH,0H CH,0.0G{CH,),-CHs
CHOH CHO.0C{CHy)-CH
CH,0H CH,0.0C{CH,),-CHs

wliharol trwatsilglitserin

Yog* kislotalarining tarkibiy qismlari, odatda, n, m va p qiymatlari 14 yoki
16 ga teng bo‘ladi. Uzoq alkil zanjiri ko‘rsatilganidek to‘yingan bo*lishi mumkin
yoki bir yoki bir nechta qo‘shbog‘larni 0°z ichiga olgan holda to‘yinmagan yoki
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ko‘p to*yinmagan yog* kislota guruhlarini hosil qilishi mumkin. Yog"‘lar mikrg.
organizmlar madaniyatiga qo‘shilganda: Lipaza fermenti yordamida dastlab gjg_
rolizlanadi, natijada: yog* kislotalari va litserin hosil bo‘ladi. Glitserin metaby,_
lizmida glitserin glitseraldegid-3-fosfatga aylantiriladi (2.6-rasmga garang). Yog:
kislotalar metabolizmi: yog* kislotalari hujayra ichiga kirgandan so‘ng, darhg
koenzim A tioesterlariga aylantiriladi. Yog* kislota-CoA tioesterlari siklik rea}_
siyalar ketma-ketligida parchalanadi (2.13-rasmga qarang).

B-oksidlanish sikli

Bu siklda yog* kislotalari zanjiri har safar C, birliklari (atsetil-CoA sifatida)
yo‘qotilishi orqali gisqaradi. Bu jarayon p-oksidlanish sikli deb nomlanadi, chyp,
ki yog* kislota zanjiriga dastlabki hujum B-pozitsiyada (yoki 3-pozitsiyada) sodjy
bo‘ladi. Har bir sikl natijasida qisqaroq yog* kislota-CoA tioesteri hosil bo‘lad;
bu esa to‘rt reaksiya ketma-ketligini takrorlaydi. Tayyor mahsulot sifatida Cs }’Og:
kislota guruhi (butiril-CoA) hosil bo‘ladi, bu esa keyinchalik ikki atsetil-CoA bjy.

ligiga parchalanadi.

(R.CH; CH,.COOH)
yog' Kislotas
ATP H-S-CoA
Y (1
ADP + HiPOy =~
\ A
* R.CH:CH-.CO-5-CoA
FAD (or flavin) 2.13-rasm. Yog* Kislota-CoA tioestc larining
2) B-oksidlanish sikli
» FADH: (or flavin-H) Fermentlar:
R.CH:CH.CO-S-CoA 1. Yog* kislota-CoA sintetaza CoA tioesteripj
HO hosil giladi.

2. Yog'* kislota-CoA oksidaza (achitq: va zam.
burug‘larda flavin bilan bog‘langan) yoki Yog* kis.
lota-CoA degidrogenaza (bakteriyalarda FAD bilan
bog'langan): B-pozitsiyadagi ugleroddan birinchj
oksidlanishni amalga oshiradi.

» NADH 3. 2,3-enoyl-CoA gidrataza (shuningdek, kro-
tanaza deb ham ataladi) ikkilamchi uglerodga suy
molekulasini qo‘shadi.

4. 3-gidroksiatsil-CoA degidrogenaza: f3-pozit-
~ CHyCO-5-CoA siyadagi gidroksi guruhni oksidlaydi.

5. 3-oksoatsil-CoA tioaza. Yangi moy oksidaza
CoA keyin qayta ishlash paytida ajratib oladj.

3,

v
R.CHOH.CH..CO-S-CoA

NAD*
4

\j
R.COCH-CO-S-CoA
H-S-CoA

R.CO-S-CoA
vangt yog 'l atsil-CoA

To‘yinmagan yog* kislotalari va ularning parchalanishi To‘yinmagan yog*
kislotalarining B-oksidlanish jarayoniga moslashuviga bog‘lig. To‘yinmagan yog’
kislotalarida qo‘shbog* B-oksidlanish siklidagi ikkinchi ferment — gidrataza tomo-
nidan parchalanish uchun to‘g‘ri pozitsiyada va konfiguratsiyada bo‘lishi kerak.
Agar qo‘shbog® noto‘g‘ri joylashgan bo‘lsa, uni moslashtirish kerak (16-bobga

Biotexnologiya asoslari —
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qarang). Yog'* kislotalarining parchalanishi va energ.i.ya chiqarilishi‘Yog‘ kislota-
larining parchalanishi natijasida energiya metabolik jihatdan foydall'bo lgan ATP
shaklida emas, balki issiqlik shaklida ajraladi. Bu jarayon: F{ADH;' ning qayta ok.—
sidlanishi orqali O, bilan bog‘langan holda amalga oshiriladi, natijada 'H:O: hqsnl
bo‘ladi. Katalaza fermenti H20= ni H,0 va %O: ga parchalab, ka'tta {n:qc?orda is-
siglik ajralishiga olib keladi. Bunda yog* kislota]arinin.g metab.ohzmldagl ene::g:—
ya va uglerod balansini nazorat qilish muhim. Yog* kislotalari va ularga bog.llq
moddalar deganda (uzoq zanjirli alkanlar kabi) ko‘p energiyaga ega va uglerodi oz
birikmalar tushuniladi. Bu glyukoza va boshqa tarkibida shakar bo‘lgan moddalar
bilan solishtirilganda aksi bo‘lib ko‘rinadi, chunki ular kam energiy.aga ega, ammo
uglerodga boy birikmalar. Yog* kislotalar metabolizmi — k'fltabollzm (parcihala-
nish) ortigcha energiyani issiqlik shaklida «isrofy» qilishga va lm'kon qadar ko proq
uglerodni saqlab qolishga yo‘naltiriladi. Shakarlar metabolizmi — l?unda energiya
maksimal darajada saqlanadi, ortiqcha uglerod esa CO- sifatida «isrof qx{madx».
Bu energiya va uglerod balansiga asoslangan strategiya mikroorganizmlarning ug-
lerod va energiya manbalariga moslashish qobiliyatini ta’minlaydi.

Atsetil-CoA
(1)
Oksaloatsetat
ATP @)
ADP CO2

Fosfoenolprruvat

3)

I'ruktoza 1,6-bisfosfat
|

P, | @ 2.14-rasm. Glyukoneogenez ketma-ketligi
Ketma-ketlikning asosiy bosqichlari:
Atsetil-CoA dan boshlash: atsetil-CoA, glikoksilat yo'li
| (5) reaksiyalari orqali (2.12-rasmga qarang) oksaloatsetatga ay-
! lantiriladi.
Glyukoza 6-fosfal Fosfoenolpiruvat hosil gilish: fosfoenolpiruvat karbok-

E- sikinaza yordamida oksaloatsetatdan fosfoenolpiruvat hosil
bo‘ladi.

Teskari glikoliz reaksiyalari: Fosfoenolpiruvat glikoliz

fermentlari orqali teskari ketma-ketlikda ishlanadi va fruktoza
1,6-bisfosfat hosil qiladi (2.6-rasmga qarang).

Fruktoza 6-fosfat

Al
Pentoza fosfat sikh
(Csva C, shakar)
polisaxaridlar va boshgalar:

1 , —\_
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Fruktoza 1,6-bisfosfat gidrolizi: fruktoza 1,6-bisfosfataza fermenti fruktoza 1,6-bi5f05fam_
gidrolizlaydi va noorganik fosfatni (Pi) chigaradi. !

Glyukoza-6-fosfat izomerlanishi: Hosil bo*lgan mahsulot glyukoza-6-fosfatga aylantiriladi
Glyukoza-6-fosfat quyidagi magsadlarda qo*llanilishi mumkin: Pentoza fosfat yo‘li reaksiya|ari
uchun kiruvchi substrat sifatida (2.7-rasmga qarang).

Hujayra kapsulasining polisaxaridlari biosintezi uchun zarurdir. Glyukoneogenez jarayqp; o
ganizmga energiya kam bo‘lgan substratlardan shakar hosil qilish imkonini beradi, bu Metaboljy
moslashuvchanlik uchun muhimdir.

2.4 Glyukoneogenez

Glyukoneogenez — bu organizmning C: yoki Cs birikmalarda (masalan, g
setat, etanol, laktat yoki yog* kislotalari) o‘sganida o‘z metabolik ehtiyojlarini
qondirish uchun turli shakarlarni sintez gilishi jarayoni. Bu jarayon (2. l4-rasmga
qarang) asosan glikoliz yo‘lidan foydalansa ham, ayrim o‘zgarishlarni talab qila-
di. Glikoliz yo*lidagi barcha reaksiyalar gaytariluvchan emas. Piruvat kinaza y,
fosfofruktokinaza tomonidan katalizlangan bosqgichlar qaytarilmas bo‘lganj uchup
hujayra ularni aylanib o°tishi kerak.

Asosly jarayonlar:

1. Piruvatdan fosfoenolpiruvat hosil gilish:

Piruvatdan to‘g‘ridan to‘g‘ri fosfoenolpiruvat hosil bo‘Imaydi (ba’zi istisno]ar
bundan mustasno). Buning o‘rniga, oksaloatsetat prekursor sifatida qo‘lizniladj:

Oksaloatsetat+ATP— Fosfoenolpiruvat+CO:+tADP

Bu reaksiyani fosfoenolpiruvat karboksikinaza katalizlaydi, bu glyut oneoge-
nezning asosiy fermentidir.
2. Laktatdan piruvatga aylanishi:

CH3CH(OH).COOH + NAD+ — CH3.CO.COOH + NADH
Piruvat esa piruvat karboksilaza yordamida oksaloatsetatga aylantiriiadi:
CH;.CO.COOH + CO: + ATP — COOH.CH:.CO.COOH + ADP + pj

3. Fosfoenolpiruvatdan boshlangan reaksiyalar — oksaloalslclal fosfoenolpiru-
vatga aylanadi va glyukoneogenez davom etadi. Laktatda o*sish uchun umumiy
reaksiya quyida berilgan:

lactate + NAD+ + 2ATP — phosphoenolpyruvate + NADH + 2ADP + 2pj,
Fruktoza 1,6-bisfosfat hosil bo‘lishini ta’minlash uchun aylanib o‘tish kerak.

Fosfofruktokinaza tomonidan katalizlangan bosqichni aylanib o‘tish uchun fruk-
toza bisfosfataza fermenti qo‘llaniladi:

Sructose 1,6 -bisphosphate + H:0 — fructose 6 -phosphate + Pi

Glyukoneogenez sharoitida hujayra glikoliz jarayonini teske.irisiga amalga
oshiradi, bu esa shakarlarning turli metabolik ehtiyojlar uchun sintez qilinishi-
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hga imkon beradi. Bu bosgichdan boshlab, geksosa shakarlar glikolizning teskarisi
orqali hosil bo‘lishi mumkin, shuningdek, Cs va Cs shakarlar pentoza fosfat yo‘li
orqali shakllanadi (2.7-rasmga qarang). Glyukoza glyukoneogenezning yakuniy
mahsuloti hisoblanmaydi, lekin glyukoza-6-fosfat hujayra devori tarkibiy qismlari
sintezi va tashqi va zaxira polisaxaridlarning keng turini hosil qgilish quyidagilar

uchun foydalaniladi.

2.5 Aerob mikroorganizmlarda energiya ishlab chigarish

Glyukoza metabolizmi (2.6 va 2.7-rasmlar) va trikarboksilat kislota siklida
(2.9-rasm) ko‘rsatilganidek, turli metabolik oraliq moddalarning oksidlanishi bir
nechta ko-faktorlarning (NAD', NADP*, FAD) tiklangan shakllarini (NADH,
NADPH, FADHz) hosil gilish uchun bog‘langan. Oksidlovchi fosforlanish va
elektron tashish zanjiri: tiklangan mahsulotlarning tiklash kuchi aerob tizimlarda
murakkab reaksiyalar ketma-ketligi orqali chiqariladi, bu esa atmosferadagi O: ning
tiklanishi bilan bog*lanadi. Bu jarayon oksidlovchi fosforlanish deb nomlanadi.

Elektron tashish zanjiri:

Bu jarayon vodorod ionlari va elektronlarni tashuvchilar yordamida O bi-
lan bog‘lanib H20 hosil giladigan ketma-ketlikni ifodalaydi. Bu jarayonning aso-

1y vazifasi ATP sintezi bo°lib, bu elektron tashish bilan bog‘langan fosforlanish

(ETP) tizimi yordamida amalga oshiriladi.

Membranalar va ATP sintaza:

Elektron tashish zanjiri va ATP sintaza birgalikda membranaga integratsiya-
lashzan ko*p komponentli tizimni hosil giladi. Prokaryotik hujayralar — sitozolik
me brana, eukaryotik hujayralar esa mitoxondriya membranasini yuzaga kel-

tir

TP ishlab chigarish jarayoni:

i“lektron tashish jarayonida ADP va noorganik fosfat (Pi) birikishidan ATP
hosil bo‘ladi. Tiklovehi moddalar tabiatiga garab ATP odatda ikki yoki uch nuq-
tada hosil bo‘ladi (2.15-rasmga qarang). ATP sintaza membrana orqali joylashgan
murakkab ogsil bo*lib, u quyidagicha ishlaydi: Membrananing bir tomonida tik-
langan moddalar (reduktsiya qiluvchi moddalar), boshga tomonida protonlar (H*)
mavjud. Elektronlar zanjirga qo‘shilganida, protonlar membranadan qayta o‘tadi
va bu ATP sintazani aylanishiga olib keladi. Bu harakat ADP va Pi ni ATPga aylan-
tiradi. Proton harakatlantiruvchi kuch (PMF). Bu tizim proton harakatlantiruvchi
kuchga (PMF) ega. Membrana ikkita mustaqil muhitni hosil gilmasdan, PMF, ETP
va energiya ishlab chigarish bo‘Imas edi.

Uch tiklovehi moddaning umumiy reaksiyalari:

ATP sintezi mexanizmi barcha tizimlarda o‘xshash bo‘lsa-da, asosiy zanjirlar
o‘zgaruvchanlikka ega:

* Mitoxondriya tizimlari (eukaryotlarda);

* Bakteriyalardagi zanjirlar (masalan, Escherichia coli, 2.1 S-rasmga qarang).
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—
Bu jarayonlar hujayralar energiya ehtiyojlarini qondirish uchun asosiy Manbg

hisoblanadi.

NADPH + 3ADP + 3P, + ¥,0, — NADP* + 3ATP + H,0
NADH + 3ADP + 3P, + 1,0, — NAD™ + 3ATP + H,0
FADH + 2ADP + 2P, + },0, — FAD + 2ATP + H,0

(a) Suksinat

Al
Suksinat degidrogenaza

ADP (FAD/FADH2) ADP ADP
Y T y Y
NADH- . Ox.FeS~ . Qisqarli- ) « - Fe Fe* ~ Ho
7 rilgan (_/’ Uk / 5
[ NADH . e S Sitoxromlar |
w,. dcgidmgcnu/u ) lquinone ) sIoXrom ¢ ) SItoxrom ¢ a, 433 |
/ / / reduktaza / /
NAD" " “Red.Fe-s” Oksidlan-*" = ’ e * % Fe 10,
T gan Y Y
ATP ATP ATP
bl Suksinat
A
Suksnat degidrogenaza
ADP (FAD/FADH;) ATP ATP
1 Y » H:0
o Sitoxrom
NADH Ox. Fe-S ~ - Qisqarti- ; ~  Sitoxrom o
. / rilgan bss6 J o
i d."F;lAI').H. | Menaguinon | ATP ATP o
! egidrogenaza / ADP ADP - H:0
NAD- “ “Red.Fe.S~ Oksidlan-~ ~  Sitoxrom = Sitoxrom d
) g bS58 1o,
AT‘P Al Al
ATP ATP

2.15-rasm. Elektron tashish bilan bog‘langan fosforlanish (ETP) tizimi

(a) Mitoxondriya tizimi:

Mitoxondriyada elektron tashish zanjiri 16 dan ortiq proteinlar yordamida amalga oshiriladi,
Zanjirning har bir qismida elektronlar va protonlarning oqimi orqali energiya ishlab chiqariladi.
ADP dan ATP hosil bo‘lish nugtalari ko‘rsatilgan, lekin haqigiy ATP hosil bo‘lishi ATP sintaza
orqali, protonlarning membranadan harakatlanishi natijasida amalga oshiriladi.

(b) E. coli tizimi:

E. coli tizimida elektron tashish zanjiri murakkab bo'lib, ikkita yo*lga bo‘linadi. Elektronlar
va protonlar har ikkala yo‘lda ham oqishi mumkin. Bu turli tashuvchilar va yo*llarning mavyjud-
ligi bakteriyalarga moslashuvchanlik beradi. ADP ning ATPga fosforlanish nuqtalari ko‘rsatilgan,
ammo haqiqiy ATP sintezi ATP sintaza yordamida amalga oshiriladi.

Umumiy nuqtalar:

Har ikkala tizimda ham elektron tashish zanjirining o‘zgaruvchanliklari mavjud. ATP sintezi
uchun protonlar harakati bilan boshqariladigan proton harakatlantiruvchi kuch (PMF) talab gilina-
di (2.16-rasmga qarang).Tizimning asosiy vazifasi hujayra energiya ehtiyojlarini qondirish uchun
ATP hosil gilishdir.
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(— Shunday qilib, ATP hosildorligini 3, 3 va 2, mos ravishda tavsiflash mumkin.
Bu ko‘rsatkichlar ko‘pincha P/O nisbati deb ataladi, ya’ni bitta 1/2 Oz ning H20
ga tiklanishi jarayonida hosil bo‘ladigan ATP miqdorini bildiradi. Bu jarayon ikki
elektron tashilishini o‘z ichiga oladi.

Glyukozadan hosil bo‘lgan ATP miqdori:

1. Embden-Meyerhof yo‘li (2.6-rasm): glikoliz jarayonida glyukozadan ATP
ishlab chiqariladi.

2. Trikarboksilat kislota sikli (2.9-rasm): glikolizdan keyin hosil bo‘lgan pi-
ruvat TCA sikli orqali metabolizm gilinadi, bu esa qo‘shimcha ATP ishlab chiga-
rishni ta’minlaydi.

3. Elektron tashish zanjiri: elektron tashish zanjiri TCA sikliga bog‘liq bo‘lib,
katta miqdorda ATP hosil qiladi.

Har bir glyukoza molekulasi metabolizm gilinganda hosil bo‘ladigan ATP
miqdori 2.1-jadvalda ko‘rsatilgan. Ko‘rinib turibdiki, ATPning katta qismi elek-
tron tashish zanjiri va TCA sikli reaksiyalaridan hosil bo‘ladi. Bu jarayonlar hu-
jayraning energiya ehtiyojlarini ta’minlashda elektron tashish zanjirining muhim
rclini ko‘rsatadi.

2.1-jadval.

Glyukoza metabolizmi uchun ATP hosildorligi

Bir molekula glyukozadan (geksosadan) ATP hosil bo‘lishi

« Glikoliz (glyukozadan piruvatgacha):

Sof ATP hosili = 2 mol — 2 ATP va NADH = 2 mol x 3 — 6 ATP
« Piruvatdan atsetil-CoA gacha:

MADH = 1 mol * 3 (2 piruvat uchun x 2) — 6 ATP

+ Trikarbon kislotasi sikli (TCA sikli):

NADH = 3 mol # 3 (2 atsetil-CoA uchun x 2) — 18 ATP

FADH: = 1 mol x 2 (2 atsetil-CoA uchun x 2) — 4 ATP

ATP = 1 mol (2 atsetil-CoA uchun x 2) — 2 ATP

« Jami: 38 ATP

a: Anaerob sharoitlarda (kislorodsiz sharoit) bu 2 mol ATP glyukoza metabo-
lizmi jarayonida erishish mumbkin bo ‘lgan maksimal hosilni ifodalaydi. Bu ATP
«substrat darajasidagi fosforillanishy natijasida hosil bo ‘ladi (2.6.1-bo ‘lim ga qa-
rang).

b: Bu ATP GTP (guanozin trifosfat) dan hosil bo ‘ladi, bu Jarayon «nukleotid
difosfat kinazay yordamida amalga oshadi (2.9-rasmga qarang).
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Tashqarida Membrana Ichkarida 2.16-rasm. Elektron tashish Zanjiyj.
T ning (ETP) bog‘lash mexanizmi
Elektron tashish zanjiri tashuvchiay
e AH; + B + nH* (2.15-rasmga qarang) membranada joylash.
nH* = tashish gan. Qaytaruvchi modda (AHz) Oksidlal')ga“~
sanjin ~ A +BH da, protonlarning membrana orqali haraka;
boshlanadi. Bu protonlar membrana orqali
o ADP + Py yana nasos kabi qayta.o‘t.kaziladi va ATP sip.
ATD taza orqali ADP va Pi ni bog*lash natijasjg,
| ATP hosil bo'lishiga yordam beradi.

Rasmdagi yozuvlar tarjimasi:

Tashqi tomoni (Outside) / Ichki tomoni (Inside) / Membrana (Membrane):

1. Elektron tashish zanjiri (Electron transport chain) reaksiyasi: AH2+B+nH+—»A+BH2AH;

2. Protonlarning harakati (3H"): protonlar membrana orqali ATP sintaza (ATP synthase)
orqali o‘tadi;

3. ATP sintezi (ATP synthesis): reaksiya: ADP+Pi—ATPADP + Pi.

2.6 Anaerob metabolizm
2.6.1 Umumiy tushunchalar
Anaerob sharoitda oksidativ fosforillanish jarayoni amalga oshmaydi Ba hujayra
energiya ishlab chiqgarishning asosiy usulidan mahrum bo‘ladi. Bunday sharoitda
energiya bevosita dastlabki substratni parchalash jarayonidan ta’minlanadi. Buy ja-
rayon substrat darajasidagi fosforillanish deb nomlanadi va aerob sharoitcz ishiap
chigariladigan energiyaning atigi 5-10% qismini beradi. Shu sababli, anaercb sharo-
itda aerob sharoitga nisbatan ancha ko‘proq substrat parchalanishi kerak. Boshgacha
qilib aytganda, ma’lum bir miqdordagi substrat (masalan, glyukoza) uchun :inaerob
sharoitda ishlab chiqariladigan hujayralar soni aerob sharoitda ishlab chiqariiadigan
hujayralarga qaraganda ancha kam bo*ladi. Anaerob sharoitda hujayra mavivd ener-
giyani maksimal darajada hosil gilishga intiladi. Substratni parchalash jarayonida
hosil bo‘lgan qaytaruvchi quvvat (reduksiya ekvivalentlari, NADH, garang 2.1 va
2.2-rasmlar) jarayonni davom ettirish uchun gayta aylantirilishi kerak, chunki uning
manbasi cheksiz emas. Shu sababli, reduksiya ekvivalentlarini oksidlanishi bu sha-
roitda toplangan karbonat vositalarining qaytarilishi bilan bog‘lanadi:
X+NADH—XH2+NAD+
Qaytaruvchi quvvatning kichik gismi yangi hujayralar sintezi uchun zarur,
Natijada, reduksiya ekvivalentlari karbonat vositalari bilan reaksiyaga kirishib,
ularni qaytaradi (qarang: 2.1b-rasm). Hujayra uchun mavjud bo‘lgan energiya
faqat substratni anaerob parchalash jarayonida hosil bo‘lgan ATPdan kelib chiqa-
di. Substrat darajasidagi fosforillanishga misollar 2.2-jadvalda keltirilgan. Subst-
rat darajasidagi fosforillanishning energiya hosil bo‘lish darajasi organizmdan or-
ganizmga qgarab farq giladi. Bu, o‘z navbatida, qo‘llanilayotgan o*sish substratiga
va yakuniy mahsulot sifatida atsetatning to*planishiga bog‘liq bo‘ladi (bu jarayon
atsetil kinaza faol bo‘lganda yuzaga keladi, qarang 2.2-jadval).
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2.2-jadval.

Katalizlangan reaksiya

Uchrashuvi

1. Fosfoglitserol kinaza

1,3-bisfosfoglitserat + ADP — 3-fosfoglit-
serat + ATP

Keng tarqalgan, qarang
2.6-rasm

2. Piruvat kinaza

Fosfoenolpiruyat + ADP — Piruvat + ATP

Keng tarqalgan, qarang
2.6-rasm

3. Atsetat kinaza

4. Butirat kinaza

Atsetilfosfat + ADP — Atsetat + ATP

Butirilfosfat + ADP — Butirat + ATP

Keng tarqalgan

Masalan, allanton bilan
enterobakteriyalar

5. Karbamat kinaza

Karbamoilfosfat + ADP — Karbamat +

Masalan, arginin bilan

sintetaza

ATP klostridiyalar
6. Formil-tetragidrofolat | N'°-formil-Hs folat + ADP + P, — Formiat | Masalan, ksantin bilan
+ Hs folat + ATP klostridiyalar

Anaerob katabolizm jarayoni nafaqat mikroorganizmlarda, balki yirik hay-

vonlarda ham sodir bo‘lishi mumkin: bunga misol sifatida sportchining intensiv
faoliyati vaqtida mushak to‘qimalarida sut kislotasining to‘planishini keltirish
mumkin. Mikroorganizmlarda esa anaerob sharoitda o‘sayotgan organizmlar to-
monidan turli qaytarilgan karbon birikmalari to*planishini kuzatishimiz mumkin.
Bunga :nisollar orasida sut kislotasi (sut bakteriyalari tomonidan hosil qilinadi),
shuning ek, gisqa zanjirli yog* kislotalari, masalan, butirik yoki propion kislotasi,
va alko:ollar, masalan, butanol, propanol va etanol kiradi (qarang: 2.17-rasm).

i - = Glyukoza
. ‘ Glitserol |~ R s
CO: y | Sut kislotasi
% | Triyoza fosfat ’
; ! . Format - R o
He | Oksaloatsetat « Piruval - ~ Atsetaldegid b Etanol T
¥ )(2 — o
R ' - - CO;
[ Suksin S [Atsetil-CoA]
| kislotasi i s e » Alsetolakton = Atsetoin J
. | . —
) Vo= Atsetat Kislotasi R
Propionil-CoA Atsetoatsetil-CoA IAE@@IO@ — R
T [ ’.’.3»Bumnediol!
( B )
' kislota . > CoA, COz
Butiril-CoA [T —
’ Propanol = { Atseton J
) R — . _ - et
- L Y 'L 2-propanol ‘
f —- =
| Butirik kislota Butanol ‘ Propanol

* Bu diagramma anaerob katabolizmda hosil bo ‘ladigan asosiy moddalar va ularning o ‘zaro
bog 'ligligini ko ‘rsatadi.
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2.17-rasm. Turli mikroorganizmlarda anaerob metabolizm ma!nsulotlari .

Rasmda NADH qayta aylanishi bilan bog ‘liq reaksiyalar R harfi bilan ko‘rsatilgan. Soyabon
bilan ajratilgan qutilarda berilgan yakuniy mahsulotlar, mikroorganizmlarga bog'‘liq ravishda
yakka holda yoki guruh bo'‘lib hosil bo‘lishi mumkin. Quyidagi konversiyalar energiya (ATP)
ishlab chiqarish bilan bog'liq:

* suktsinil-CoA ning suktsin kislotasiga aylanishi;

* butiril-CoA ning butirik kislotaga aylanishi;

* atsetil-CoA ning atsetat kislotasiga aylanishi.

Bu rasm anaerob metabolizm jarayonida hosil bo‘ladigan asosiy mahsulotlarni va NADH
qayta aylanishiga yordam beruvchi jarayonlarni ifodalaydi.

Ba’zi organizmlar, masalan, metanogen bakteriyalar, yanada rivojlangap
holda to‘liq qaytarilgan yakuniy mahsulot sifatida metan ishlab chiqarigy;
mumkin (2.17-rasmda ko‘rsatilmagan). Muhim jihat shundaki. glikoliz yq¢|;
orqali hosil bolgan piruvat (qarang: 2.6-rasm) hali ham trikarboksilik kis]ot,
(TCA) sikliga kiradi. Bu sikl energiya ishlab chiqarish uchun emas, balki p;.
osintez uchun zarur bo‘lgan, asosan, 2-oksoglutarat va oksaloatsetat kabj my,.
him prekursurlarni ta’minlash maqsadida, hech bo‘lmaganda gisman davop,
ettirilishi kerak.

TCA siklida hosil bo‘lgan NADH kislorod yetishmasligi sababli oksidg-
tiv fosforillanish orqali ATPga aylantirilishi mumkin emas. Ammo ayrim bak.
teriyalarda O, ga muqobil bo‘lgan oxirgi elektron qabul giluvchilar mayjyg
bo‘lib, ular ETP (elektron tashish zanjiri) tizimiga bog‘lanib, ATP hosil bojj.
shini ta’minlaydi (qarang: 2.15-rasm). Bunday alternativlar quyidagilarni g%,
ichiga oladi:

* Nitrat (NOs"), nitritga (NOz") qaytariladi;

* Nitrit (NO: "), NHs yoki ba’zi hollarda denitrifikatsiya jarayonida ' 1. ga qay-
tariladi (17-bobga garang);

* CO2, metanogen bakteriyalar tomonidan metanga (CHa) qaytarilaci;

» Sulfat (SO+*), sulfatni qaytaruvchi bakteriyalar tomonidan HzS ga gaytariladj,

Har bir holatda ATP ishlab chiqarish darajasi aerob tizimlarga nisbatan kam.-
roq bo‘lsa-da, bu faqat substrat darajasidagi fosforillanish orqali olinadigan ener-
giyadan ancha yugqori. Bu mikroorganizmlar turli sharoitlarda samarali energiya
ishlab chigarish uchun moslashganligini ko‘rsatadi.

2.6.2 Anaerob metabolizm mahsulotlari
2.17-rasm anaerob mikroorganizmlarda kamaytirilgan yakuniy mahsulotlar-
ning hosil bo‘lishiga olib keluvchi asosiy reaksiyalarni umumlashtiradi.

Asosiy mahsulotlar: b ) )
1. Glitserol - yeastlar tomonidan ishlab chiqariladi, agar piruvatning etanolga
aylanishi bloklangan bo‘lsa.
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2. Sut kislotasi (Laktik kislota) — sut kislotasi bakteriyalari tomonidan hosil
qilinadi. -

3. Formiat kislotasi — enterobakteriyalar tomonidan piruvat-formiat liaza
orqali hosil gilinadi. F ormiat Kislotasi formiat degidrogenaza orqali COz va Hz ga
aylamirilishi mumkin.

4. Etanol — yeastlar (masalan, Saccharomyces cerevisiae), bakteriyalar (masa-
lan, Zymomonas) va ba’zi zamburug‘lar tomonidan ishlab chiqariladi.

5. 2,3-butandiol — turli bakteriyalar, jumladan, Serratia marcescens va turli
Bacillus turlari tomonidan ishlab chiqariladi.

6. Butanol, atseton va propanol yoki 2-propanol — clostridium turlari tomo-
nidan hosil gilinadi, ba’zilari butirik kislota ham ishlab chigaradi.

7. Propionik kislota — propionibacterium tomonidan ishlab chiqariladi.

Bu mahsulotlar anaerob sharoitda turli mikroorganizmlar tomonidan tur-
li xil metabolik yo‘llar orqali hosil qilinadi va ular energetik jihatdan kislorodli
sharoitdagi mahsulotlarga nisbatan kamroq foydali bo‘lsa-da, mikroorganizmlar
yashashini ta’minlash uchun yetarli bo‘ladi. Anaerob metabolizm natijasida glyu-
kozadan tashqari boshqa birikmalardan ham mahsulotlar hosil bo‘lishi mumkin.
Masalan, organik kislotalar, masalan, limon kislotasi (sitrik kislota) va aminokis-
Jotalar yoki ba’zan purinlar.

Metian (2.17-rasmda ko‘rsatilmagan) ehtimol eng oxirgi gaytarilgan karbon
birikmasi hisoblanadi. Bu birikma yuqori darajada ixtisoslashgan Arxealar (ilga-
ri Arxezbakteriyalar deb atalgan) tomonidan ishlab chiqariladi. Metan — atsetat-
ning Ci: va CO2 ga bo‘linishi jarayonlari orqali hosil bo‘ladi. Ba’zi hollarda CO2,
metano! (CHsOH), etanol (CHsCH2OH) yoki formiat kislotasining (HCOOH) Ha
ishtirokida qaytarilishi orqali. Bu jarayonlar anaerob sharoitda energiya hosil gi-
lish uchun maxsus moslashgan mikroorganizmlar tomonidan amalga oshiriladi.
Metanogen arxealar anaerob muhitda uglerodning qaytarilgan shaklini hosil qi-
luvchi asosiy organizmlardir.

2.7 Biosintez

Substratning parchalanishi natijasida energiya (ATP), qaytaruvchi quvvat
(NADH va NADPH) va turli monomer prekursorlari (qarang: 2.5-rasm) hosil
bo*lishi hujayraga o°zini qayta tiklash uchun zarur bo*lgan vositalarni taqdim eta-
di. Hujayra bu oddiy qurilish bloklaridan foydalanib, hujayraning makromoleku-
lalarini biosintez giladi. Bunga quyidagilar kiradi:

» nuklein kislotalar (DNK va RNK);

» ogsillar (fermentlar va boshqa funksiyalar uchun);

» membranalar uchun lipidlar;

* hujayra qobig'i tarkibiy qismlari sifatida polisaxaridlar.
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Bu o‘rinda birlamchi va ikkilamchi metabolizm o‘rtasidagi fargni ajrata bilisp,
kerak, chunki ular biotexnologik mahsulotlarni hosil gilishda katta ahamiyatga
ega. Birlamchi metabolizm asosiy hayot jarayonlarini ta’minlaydigan molekula]ay
hosil qilinishini o‘z ichiga oladi, masalan, energiya va asosiy qurilish materia]]a-
ri. Ikkilamchi metabolizm esa odatda, hujayra yashashi uchun zarur bo‘Imagan,
ammo ekologik yoki sanoat ahamiyatiga ega bo‘lgan molekulalarni hosil gjlish-
ga xizmat giladi. Bu farq, aynigsa, biotexnologiyadagi dasturlar uchun muhimdir,
chunki ikkilamchi metabolizm mahsulotlari (masalan, antibiotiklar yoki pigment-
lar) sanoat uchun katta giymatga ega.

2.7.1 Birlamchi metabolizm

Birlamchi metabolizm odatda hujayraning muvozanatli ofsishi davrida,
ba’'zan trofofaza deb ataladigan bosgichda sodir bo‘ladi. Bu bosqichda hujayra
o‘sishi uchun zarur bo‘lgan barcha ozuqa moddalar muhitda ortiqgcha migdorda
mavjud bo‘ladi (qarang: 2.18-rasm). Bunday sharoitlarda hujayralar o‘zlarining
ko‘payish uslubiga mos ravishda eksponensial tezlikda o‘sadi. Bu bosgichda
hujayralar o‘zlarining turli xil makromolekulalari — DNK, RNK, ogsillar, lipid-
lar va boshgalarning optimal miqdoriga ega bo‘ladi. Ammo o‘sish davom etar
ekan, bu makromolekulalarning o°zaro nisbatlari o‘zgaradi va o‘sish sekinlashadi,
Oxir-ogibatda, hujayra biron-bir ozuqa moddasidan (hatto bu fagat Oz bo‘lsa ham)
mahrum bo‘ladi va natijada o‘sish tezligi sekinlashadi, so‘ngra to‘xtaydi. Ammo
metabolizm to‘xtamaydi. Metabolizm faqat hujayra olganda to‘liq to*xtay«!i. De-
mak, hujayra tirik qolish uchun muayyan metabolik jarayonlarni amalga oshirishi
kerak. Eng muhimi, hujayra hayotini davom ettirishni xohlasa, metabolik jarayon-
larning hech bo‘lmaganda minimal darajada davom etishini ta’minlashi kerak, By
jarayon hujayralarning tirikligini saglab qolishi va muhim biologik funksi:alarni
bajarishda asosiy ahamiyatga ega.
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2.18-rasm. Mikroorganizmlarning o'sishi: birlamchi va ikkilamchi metabolizm fazalari

Metabolizm o‘sishi.

Boshlang'ich bosqichda (muvozanatli o‘sish = tropofaza) barcha ozuqa moddalar ortigcha
migdorda bo* ladi. Bir ozuqa moddasi (karbon emas) sarflanib bo*lgach, hujayra o‘sishi (biomassa)
sekinlashadi va ikkilamchi metabolit(lar) idiofaza davrida hosil bo‘la boshlaydi.

Asosiy tushunchalar:

« Troncfaza: Ozuqa moddalarining yetarli miqdorda mavjud bo‘lgan birlamchi o*sish bosqi-
chi. Bu bo:gichda hujayralar asosan biomassa hosil giladi;

« Idiosza: Bir yoki bir nechta cheklovchi ozuga moddalari tugagandan so‘ng boshlanadi. Bu
bosgichdz hujayra ikkilamchi metabolitlarni ishlab chiqarishga o*tadi;

« Chellovehi ozuga modda: Karbon moddasidan boshqa bir ozuqa (masalan, azot yoki fosfor),

u tugagach o'sish sekinlashadi.
Bu rasra mikroorganizmlarning o*sish jarayonida metabolizmning qanday o*zgarishini va bir-
lamchi harnda ikkilamchi metabolitlar hosil bo*lishini tushuntiradi.

2.7.2 Ikkilamchi metabolizm

Hujayraning faol ko*payishi to‘xtaganida ham karbon oqimini saglab qolish
zaruriyati. hujayrani asosiy metabolitlardan tashqari boshqa mahsulotlarga e’ti-
bor qaratishga majbur qgiladi. Bu mahsulotlar ko‘payish bosqichida shunchalik
ko‘p miqdorda zarur emas. Shunga qaramay, hayotiy muhim komponentlarning
saqlanishi davom ettirilishi kerak. Barcha ogsillar almashinuy jarayonida ishtirok
etgani uchun asosiy ogsillar yangilanib turishi kerak. DNK ta’mirlanishi, RNK
saglanishi kabi jarayonlar amalga oshirilishi kerak. Demak, birlamchi metabolizm
ma’lum darajada davom etadi, lekin hujayra endi ikkilamchi metabolizm rejimiga
o‘tadi (qarang: 2.18-rasm).
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Ikkilamchi metabolizm mahsulotlari:

1. Hujayra ichida saglovchi mahsulotlar: turli polisaxaridlar yoki triatsilg]js.
serollar.

2. Birlamchi metabolitlarning ko*payishi: aminokislotalar yoki organik kislo-
talar.

3. Yangi mahsulotlarning sintezi: bu mahsulotlar odatda o*sishning Muvoza.
natli bosgichida katta miqdorda mavjud emas. Masalan, ko‘plab biofaol birikma.
lar, jumladan, antibiotiklar.

Biotexnologik ahamiyat:

Ikkilamchi metabolizm natijasida hosil bo‘ladigan mahsulotlar, aynigsa, 4,
tibiotiklar va boshqa biofaol moddalar biotexnologiyada katta ahamiyatga ega
Bu jarayon hujayraning resurslarini maksimal darajada samarali qo‘llanishgy va;
ko*payishdan tashqari funksiyalarni bajarishga imkon beradi.

Piruvat
A - Sitrik/itakonat 1
~ C0, - e ]
! ~ [ Yog kislowlari |
= N og’ kislotalari
Atsetil-CoA | (moylar va yog'lar) J
%3 S = ——

l L
) “ Poly-f-eidroksibutirat
Mevalonat (Cy)

Al |
! Poliketidlar

= O,
’ = _—
Izopren birliklari (C5) %1 Kmonlar
%2
Ty r
Gy " Terpenlar
¥ |
i ‘ »l Sterollar
»| Gibberellinlar
! " e
Cx | Karotincidlar |

2.19-rasm. Atsetil-CoA dan ikkilamchi metabolitlarning hosil bo‘lishi

Rasmda atsetil-CoA dan hosil bo‘ladigan ikkilamchi metabolitlar tasvirlangan. Ikkilamchi
metabolitlar soyali qutilarda ko‘rsatilgan. Bu metabolitlarning ba’zilarining tarkibiy tuzilmalari
sezilarli darajada farq qilishi mumkin.
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Asosiy tushunchalar:

Atsetil-CoA — bu birlamchi metabolizmda hosil bo*ladigan muhim molekula bo*lib, u turli xil
ikkilamchi metabolitlarni hosil gilishda ishtirok etadi.

Ikkilamchi metabolitlar:

Citrate/itaconate: Sitrik yoki itakonat kislotalari.

Fatty acids (oils & fats): Yog* kislotalari, moylar va yog'lar.

Poly-B-hydroxybutyrate: Bio-polimer sifatida tanilgan gidroksibutirat. : .

Polyketides: Poliketidlar, ko‘plab biofaol moddalar (masalan, antibiotiklar) sintezining asosi.

Quinones: Kinonlar, elektron tashuvchi molekulalar.

Terpenes: Terpenlar, efir moylari va boshqa moddalar tarkibiy qismi.

Sterols: Sterollar, hujayra membranasi va gormonlar tarkibiy qismlari.

Gibberellins: Gibberellinlar, o‘simlik gormonlari.

Carotenoids: Karotinoidlar, antioksidant va pigment sifatida qo‘llaniladi.

Bu rasm atsetil-CoA ning metabolizmda muhim markaziy rolini va turli xil murakkab mole-
kulalarga aylanish jarayonini ko‘rsatadi. Bu jarayonlar turli organizmlarda farglanishi mumkin,
ammo ularning biologik va biotexnologik ahamiyati juda katta.

Metabolizmning bu bosqichi idiofaza deb ataladi, bu trofofaza (muvozanatli
o‘sish bosgichi) bilan qarama-qgarshi holatda joylashgan. Ikkilamchi metabolitlar
odatda glyukoza yoki yog* kislotalarining katabolizmidan hosil bo‘ladigan ke-
raksiz monomerlardan sintezlanadi. Atsetil-CoA ko‘pincha bu jarayonlar uchun
asosiy boshlang‘ich nugta sifatida qo‘llaniladi (qarang: 2.19-rasm). Ikkilamchi
metabolit/arning aniq funksiyasi hali to‘liq tushunilmagan. Ular muvozanatli
o‘sish davomida ishlab chiqarilmagani sababli, ular o‘sish va ko‘payish uchun
zarur em: - ligi ko‘rinadi. Ularning turlari va uchrashuvi katta farq giladi, bu esa

ularning r=ilari ham shunchalik xilma-xil bo‘lishi mumkinligini ko‘rsatadi. Bu
borada ik:i'ia asosiy nazariya ilgari surilgan:
1. Ticilamchi metabolitlar hujayraning tabiiy muhitda omon qolishi uchun

foyda keltiruvchi funksional rolni bajaradi. Ular hujayraning ma’lum bir javobini
ta’minlaydi. lekin bu javobni laboratoriya sharoitida ko‘paytirish qiyin.

2. Ikkilamchi metabolitlarning o‘zlari hujayra uchun ahamiyatsizdir, lekin
ularning hosil bo‘lish jarayoni muhimdir, ya’ni yakuniy mahsulot emas, balki ja-
rayonning o°zi biologik jihatdan kerakli.

Nima sababdan ikkilamchi metabolitlar turli-tuman bo‘Imasin, ularning xu-
susiyatlari ularni biotexnologiyaning eng ko‘p foydalaniladigan mahsulotlaridan
biriga aylantiradi. kkilamchi metabolitlar, masalan, antibiotiklar va biofaol mod-
dalar, sanoat va tibbiyotda katta ahamiyatga ega.

2.8 Metabolik jarayonlarni boshqarish

2.8.1 Metabolik ogim

Metabolik oqim (yoki harakat) tushunchasi metabolik oraliq moddalar turli
yo'llar bo‘ylab qanday tezlikda harakatlanishini matematik jihatdan tasvirlashga
harakat qiladi. Bu harakat odatda tegishli fermentlar faoliyati orqali amalga oshi-
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—

riladi. Shuning uchun, alohida ferment reaksiyalarining tezligini o°lchash ba’zay
birgina tezlikni nazorat giluvchi bosgichni aniglashga yordam beradi. Agar bu
reaksiya boshqaruvdan chiqarilsa yoki uning tezligi oshirilsa (yoki genetik m,,_
handislik yordamida bu fermentni kodlovchi gen o°zgartirilsa yoki kuchaytirilSa I
garang 2.20-rasm, shuningdek, 4 va 5-boblar), nazorat qiluvchi bosgich olib tash.
lanadi va mahsulot hosil bo‘lishining ko*payishi kutiladi. Afsuski, bu usul kamdan
kam hollarda kerakli natijani beradi, chunki odatda yo‘lga jalb qilingan barchy
fermentlar o‘xshash tezlikda ishlaydi. Natijada, bir nazorat giluvchi bosgichnj olib
tashlash fagat keyingi nazorat giluvchi bosgichni aniglaydi. Shu sababli, Maxsyg
mahsulot uchun boshgaruvdan chigarilgan yo‘l kerak bo‘lsa, barcha yo‘| &enetik
darajada «muhandislik» gilinishi kerak.

Bu jarayonlar biotexnologiyada ko‘p mahsulotlarni samarali ishlab chigarigp,
uchun muhim ahamiyatga ega. Genetik muhandislik fermentlarni boshqarigp, A
metabolik yo‘llarni optimallashtirishda asosiy vosita hisoblanadi.

Yangi DNK

1

| Replikatsiva

DNK

Genning
transkripsiyasi

|
|
|

Messenjer RNK (lleN/\’lJ

Ribosomaga
birikadi

T

mRNK + Ribosoma

2.20-rasm. DNKning replikatsiyasi va trans.
kripsiyasi

Bu diagram DNKning ganday qilib yangj DNK
(yangi hujayra sintezi uchun) hosil gilish uchun repli-
katsiyalanishi yoki messenjer RNK (mRNK) sifatida
transkripsiyalanishi mumkinligini ko*rsatadi.

* Replikatsiya: DNK nusxasini yaratish jarayonj
bu yangi hujayra sintezi uchun zarur. ’

* Transkripsiya: DNKda joylashgan ¢:cn (bazalar
ketma-ketligi) mRNKga aylantiriladi.

* mRNK ribosomaga birikadi.

* Ribosoma mRNKni dekodlaydi (i nslyatsiya
giladi) va aminokislotalarni ketma-ket qo*sLish orqali
ogsil molekulasini hosil giladi.

Shunday qilib, DNKdagi asl bazalar ketma-ket.
ligi (gen) dastlab mos keluvchi mRNK bazalar ket-
ma-ketligiga o'tkaziladi, bu esa yangi ogsilni shakl-
lantiradi. Bu jarayon genetik ma’lumotning ogsil sin-
teziga aylanishini ko‘rsatadi. Qo‘shimcha ma’lumot

Translyatsiya mRNKdagi uchun 4-bob va 4.1-rasmga qarang.
kodlarga mos ravishda
aminokislotalarni

to'gri ketma-ketlikda Uglerodning turli mahsulotlarga oqimi-

| qorshish jarayoni ni- boshqaruvchi asosiy fermentlarni anig-
Tj Iash. l.mr ganday jarayonning samaradorligini

oshirish uchun muhimdir. Uglerod ogimi tur-
li usullar bilan boshgarilishi mumkin va bu usullar quyida gisqacha tavsiflana-
di. Shuni ta’kidlash joizki, ko‘plab mahsulotlar ishlab chigarishni oshirish uchun
mikroorganizmlarni tasodifiy mutatsiyalash usuli qo‘llanilgan. Bunda minglab
boshga hujayralar ichidan kerakli mahsulotni ko‘proq ishlab chigarishga qodir
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po‘lgan bitta yoki ikkita yaxshilangan hujayra tanlab olinadi. Ammo biokimyoz
genetika va genetik manipulyatsiyalar bo‘yicha sezilarli bilimlarimizning os'hfshn
pilan, hozirgi tendentsiya aniq fermentlar yoki fermentlar guruhlarini o‘zgamrls}?-
oa aratilgan. Bu rational (asosli) yondashuv fermentlarni aniqlash va ularga ta’sir
;ilishni anigroq gilish imkonini beradi.

Asosiy masalalar:

« Asosiy fermentni aniglash — ferment noto‘gri aniqlansa, katta resurslar
sarflangan holda hech qanday natijaga erishilmasligi mumkin.

« Fermentlarni boshqarishning ahamiyati — fermentlarning ganday boshqa-
rilishi va tartibga solinishi hagidagi bilim jarayonlarni optimallashtirishda katta
ahamiyatga ega.

Ratsional yondashuv natijadorlikni oshirish uchun fermentlarning aniq mo‘l-
jaldagi modifikatsiyasiga asoslanadi. Bu usul vaqt va resurslarni samarali qo°lla-
nishga imkon beradi.

2.8.2 Ozuqa moddalarning gabul qilinishi

Hujayra metabolizmini boshgqarish, birinchi navbatda, hujayraning ozuqa
moddalarni ozlashtirishini tartibga solishdan boshlanadi. Kislorod (0:) va bir
nechta uglerod birikmalaridan tashqari. ko‘pgina ozuqa moddalar maxsus tashuv-
chi mexanizii:lar yordamida gabul qgilinadi, bu esa hujayra ichida ular konsentrat-
lanishini ta’minlaydi. Bunday «faol» transport tizimlari energiya talab giladi. Bu
jarayonlar boshqarilishi mumkin, shunda hujayra ichiga kirgan ozuga moddala-
rining ma’lum bir konsentratsiyasiga erishilgandan keyin, ortiqcha (yoki zararli)
ozuqa qabu! ¢ilish to*xtatiladi. (Batafsil ma’lumot uchun 2.8.5-bo‘limda katabolit
repressiyasi imuhokama qilingan.) Masalan, uglerod manbayi, masalan, glyuko-
za kabi moddalar hujayraga qabul gilish tezligi ko*pincha hujayra o‘sishi uchun
cheklovchi jarayon bo‘ladi va bioprotsess mahsuldorligini oshirishda potensial
«tor joylar»ni baholashda alohida e’tibor talab qiladi.

2.8.3 Bo‘linmalar (Kompartmensiya)

Metabolik nazoratning sodda shakli hujayra ichidagi organoidlar yoki bo‘lin-
malardan foydalanishdir. Bu bo‘linmalar metabolitlarning alohida havzalarini saq-
Jashga imkon beradi.

+ Mitoxondriya eukaryotik hujayrada uchraydi va trikarboksilik kislota sik-
lini sitoplazmadagi reaksiyalardan ajratadi.

* Yog* kislotalarining biosintezi eukaryotik hujayralar sitoplazmasida sodir
bo‘ladi, lekin yog* kislotalarining parchalanishi maxsus organoid — peroksiso-
mada amalga oshiriladi. Peroksisomalar yuqori darajada peroksidaza/katalaza fer-
mentlariga ega bo‘lib, bu degradatsion reaksiyalarda ishtirok etadi.
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Fermentlar to‘plamini ajratish ortigcha sikl yoki foydasiz oraliq mahsulotlar-
ning qayta qo‘llanilishini oldini oladi. Vakulalar, yadro, peroksisomalar kabi bosh-
qa organoidlar ham hujayraning boshqa reaksiyalarini boshqarishda qo‘llaniladi,

Ammo bakteriyalar bunday organoidlarga ega emas, shuning uchun ular me.
tabolik nazoratning boshqa usullariga tayanadi.

2.8.4 Ferment sintezini boshqarish

Hujayradagi ko‘plab fermentlar konstitutiv ravishda mavjud. ya’ni ular bar-
cha ofsish sharoitlarida doimiy ravishda mavjud bo‘ladi. Boshqa fermentlar egy
faqat kerak bo‘lganda hosil gilinadi.

Induksiya — glioksilat by-pass uchun isotsitrat liaza fermenti faqat hujayra ¢,
substratda o‘sganda hosil bo‘ladi. Bu ferment sintezining induksiyasi deb ataladj,

Repressiya — agar hujayra ehtiyojini qondiradigan migdorda tashqi gistidin
bo‘lsa, gistidin biosintezi uchun fermentlar ishlab chigarilishi to‘xtaydi. Bu fer-
ment sintezining repressiyasi deb ataladi. Agar kerakli birikma tashqaridan kel-
masa, material sintezi uchun fermentlar qaytadan paydo bo‘ladi (ya’'ni sintezning
derepressiyasi sodir bo‘ladi).

Induksiya va repressiyaning asosi shundaki, ogsil sintezini kodlovchi genlar
(transkripsiya jarayonida) hujayradagi metabolitlarning mavjudligi yoki yo‘qligi-
ga qarab faollashadi (yogiladi) yoki sustlashadi (o*chiriladi). Bu jarayonlarning
diagrammatik ko‘rinishi tegishli rasmda tasvirlangan. Bu nazorat mexanizmlarj
hujayraning resurslarini samarali boshqgarishga va metabolik jarayonlarni ¢ptimal-
lashtirishga imkon beradi.

2.8.5 Katabolit repressiyasi

Katabolit repressiyasi ferment induksiyasi va repressiyasi bilan bog*'iq bo*|-
gan metabolik nazoratning bir ko‘rinishi bo‘lib, u mikroorganizmlar madaiyatiga
tashgi ozuga moddalarining qo‘shilishi orqali amalga oshiriladi. Katabolit repres-
siyasi mikroorganizmlar bir vaqtning o‘zida ikkita yoki undan ortiq turli uglerod
manbalariga ega bo‘lganida ulardan birini tanlash hodisasini ifodalaydi. Mikroor-
ganizmlar ularga taqdim etilgan ozuga moddalaridan o‘ziga qulayroq bo‘lganin;
tanlaydi va undan foydalanishni boshlaydi. Masalan, agar mikroorganizmlarga
glyukoza va laktoza bir vaqtning o‘zida taqdim etilsa, ular avval glyukozani to‘lig
iste’mol giladi va undan keyingina laktozaga e’tibor beradi. Bu hodisa mikroorga-
nizmlarning energiya va resurslarni samarali boshqarish qobiliyatiga asoslangan.
Glyukoza kabi sodda va tez metabolizmga kiradigan moddalar odatda murak-
kabrogq substratlardan oldin qo‘llaniladi. Katabolit repressiyasi mikroorganizmlar
uchun energiya samaradorligini oshiradi va metabolik yo*llarni tartibga solishda
muhim rol o‘ynaydi.
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2.21-rasm. DNK ekspressiyasini
tartibga solish orqali ferment sintezini
boshqarish

(a) Repressiya:

Vaziyat: Induktor molekula yo‘q
bo‘lgan holat.

Jarayon:

Regulyator gen tomonidan sintezlan-
gan mRNK ogsil ishlab chigaradi. Bu ogsil
DNK molekulasida joylashgan operator
gen bilan bog‘lanadi. Operator genning
bog‘lanishi uning inaktiv bo‘lishiga olib
keladi. Natijada, signal yuborilmaydi va
struktural genlar (faol fermentlamni sintez
qilish uchun mas’ul) ifodalanmaydi. Struk-
tural genlarning ekspressiyasi bloklanadi,
fermentlar hosil qilinmaydi.

(b) Induksiya:

Vaziyat: Induktor molekula mavjud
bo‘lgan holat.

Jarayon:

Regulyator gen tomonidan hosil gilin-
gan ogsil induktor molekula bilan bog*la-
nadi. Bu bog'lanish ogsilning operator gen
bilan bog'lanish qobiliyatini yo‘q qiladi.
Operator gen faollashadi va struktural gen-
larni «yogish» uchun signal beradi. Struk-
tural genlardan mRNK sintezlanadi va faol
ogsillar (fermentlar) hosil gilinadi.

Natija: Struktural genlar faollashadi
va fermentlar sintezlanadi.

Rasm genetik nazorat orqali ferment
sintezining qanday tartibga solinishini
ko'rsatadi. Repressiya va induksiya jara-
yonlari mikroorganizmlar o'sish sharoitla-
riga moslashishda va ozuqa moddalardan
samarali foydalanishda muhim ahamiyatga
ega.

Bu jarayon diauxik osish deb ataladi. Hujayra bitta uglerod manbayidan ik-
kinchisiga o*tadigan bu tanlovga o‘xshash hodisa azot manbasi bir nechta mavjud
bo‘lsa ham kuzatilishi mumkin. Hujayra energiya ishlab chiqarish va metabolit-
larni ta’minlash uchun eng samarali substratni tanlab, undan foydalanadi. Bu tan-
lov hujayraning resurslarni optimal foydalanishni oshiradi va o‘sish sharoitlariga
moslashish imkonini beradi. Masalan, agar bir vaqtning o‘zida ikki xil uglerod
manbasi (masalan, glyukoza va laktoza) mavjud bo‘lsa, hujayra avval glyukozani
qo‘llaydi, chunki u energiya ishlab chiqarish uchun samaraliroq substrat hisobla-
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nadi. Keyinchalik glyukoza tugagach, hujayra laktozaga o‘tadi. Bu jarayon hujay-
raning optimal o‘sishiga va energiya tejamkorligiga yordam beradi.

DNK

\ 2.22-rasm. Katabolit repressiyag;

ul Bu mexanizm siklik AMP (cAMp)
- W\J orqali boshqariladi va quyidagi Jarayon]ap.

CAP mRNA ni 0‘z ichiga oladi:

‘ Operon boshgaruvi:

\ 5 Operonning faoliyati operator gep, ¢,
a U monidan boshqariladi.

[ S ’,”' Gl Operator gen katabolit aktivator o Si-

- mclubolil{nri tomonidan 11 (CAP) va Sik!ik AMP (,CAM,P) Orasidqagi
‘ kompleks orqali faollashtiriladi.

CAP geni

ingib qilingan
P cAMP faqat glyukoza yo'q bo‘lgand,

N D o
1 CAP aMp < app  hosil bo'ladi,
L IAMP ! Agar glyukoza yoki uning Katabg|j.
LR lari mavjud bo*Isa, cAMP shakllanmayg;
} YD, Repressiya mexanizmi: )
| ' Glyukoza mavjud bo‘lganda cAnpp
,C/\MP hosil  bo‘lmagani uchun CAP-cApNp
(s kompleksi shakllanmaydi.
ol Bu holatda struktural genlar «o¢chj.
rilgany (ya'ni repressiyalangan) holatd,
L/ bo‘ladi.
i— e AVA mRNA; | proteinlar Bir nechta operonlar cAMP CAP gjo._
| — N\ S\ mRNA; pishlab naliga javob berishi mumkin.
Y | —= F\»/\‘[\J mMRNA, | ¢hiqariladi Repressiya: Glyukoza‘m:‘ iud bo'|-
|| : ganda struktural genlar ifoc lanmaydi
(repressiya holati).

Faollashish: Glyukoza yo‘q bo‘lganda cCAMP hosil bo‘ladi, CAP bilan kompleks {5l qiladi
va operator gen orqali struktural genlarni «yogadi».

Bu mexanizm mikroorganizmlarning energiyani samarali boshgarish va metabolil: yo*|larni
moslashtirish qobiliyatini ko‘rsatadi. Katabolit repressiyasi orqali hujayra energiya ishiah chiqa-
rish uchun optimal substratni tanlaydi.

Operator

OPERON

Oddiy misollardan biri E. coli bakteriyasida kuzatiladi, bu yerda nazorat effek-
tor molekula, ya’ni siklik AMP (¢AMP) orqali amalga oshiriladi. (¢AMP moleky-
lasida AMPning yagona fosfo guruhi ribozning 3'-gidroksil guruhi va 5'-gidroksi|
guruhi ofrtasida ko‘prik hosil qilib, siklik difosfoester tuzilishini shakllantira-
di; qarang: 2.4-rasm.) cAMP o0°ziga xos ogsil — katabolit aktivator ogsili (CAP)
(shuningdek, CRP — katabolit retseptor ogsili sifatida tanilgan) bilan o‘zaro ta’sir
qiladi. cAMP-CAP kompleksi DNKga bog‘lanadi va bog‘lanish joyidan keyingi
(quyi ogimdagi) genlarning transkripsiyasiga sabab bo‘ladi (qarang: 2.22-rasm).
Bu genlar keyingi substratni (masalan, laktoza, agar hujayralar glyukoza/laktoza
aralashmasida o‘sayotgan bo‘lsa) qabul gilish va metabolizmini ta’minlash uchun
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yangi ogsillarni sintez qilishda qo‘llaniladi. Bu genetik nazoratning ijobiy tizimi
bo‘lib, 2.21-rasmda ko‘rsatilgan salbiy nazorat tizimining teskarisidir. Shunday
gilib, asosiy molekula cAMP hisoblanadi. Glyukoza yoki uning katabolitlari mav-
jud bo‘lganda, cAMP hosil bo‘lmaydi, chunki uning sintezini amalga oshiruvchi
ferment (adenilat-siklaza) bu katabolitlar tomonidan bostiriladi. Natijada, lakto-
zani qabul gilish va metabolizm jarayoni sodir bo‘lolmaydi. Katabolitlar yangi
fermentlar sintezini bostiradi. Bu repressiya faqat katabolitlar yo‘qolgandan (ma-
salan, glyukoza to‘liq sarflangandan) keyin olib tashlanadi.

2.8.6 Ferment faoliyatini o‘zgartirish

Ferment sintezlangandan keyin uning faoliyati turli usullar bilan modulyatsiya
gilinishi (tartibga solinishi) mumkin. Bu jarayon ferment sintezlangandan, ya’ni
transkripsiya orqali hosil qilingandan keyin amalga oshiriladi (qarang: 2.20-rasm).
Fermentlar bir shakldan boshqa shaklga o*tkazilishi mumkin, bunda bir shakli faol
(aktiv) va ikkinchi shakli faol emas (yoki kam faoliyatli) bo‘lishi mumkin:

E(faol)—E(faol emas)

Bu faollashtirish yoki faoliyatni pasaytirish jarayoni boshqa bir alohida fer-
ment tomonidan amalga oshiriladi, bu ferment asl fermentning kataliz reaksiya-
siga hech qanday alogasi yo‘q. Fermentni bir shakldan boshqasiga aylantirishning
keng tarqalgan usullaridan biri uni fosforlashdir. Bunda yangi ferment — ogsil
kinaza (proicin kinase) qo‘llaniladi. Ogsil kinazalar odatda faqgat bitta ferment
bilan reaksivaga kirishadi va shuning uchun ular juda o‘ziga xosdir. Ular ATP-
dan fosfor guruhini olib, fermentdagi maxsus gidroksil guruhiga (odatda, serin
qoldig‘iga) qoshadi. Faol shakl fosforlangan shakl yoki fosforsiz shakl bo*lishi
mumkin. Fosfor guruhini olib tashlash jarayoni esa maxsus fosfataza fermenti
tomonidan amalga oshiriladi. Ogsil kinaza va fosfataza faoliyatlari hujayradagi
boshqa omillar tomonidan boshqariladi va ular hujayraning metabolik holati-
ga mos ravishda ishlaydi. Bundan tashqari, ferment faoliyatini o‘zgartirishning
boshqa mexanizmlari ham mavjud. Bular, masalan, fermentdagi ma’lum amino-
kislota qoldig‘iga sodda molekulaning qo‘shilishi (yoki olib tashlanishi) orqali
amalga oshiriladi. Biroq fosfor guruhining qo‘shilishi eng keng tarqalgan usul
hisoblanadi. Bu mexanizmlar hujayraning metabolik jarayonlarini nozik nazorat
gilishda muhim rol o*ynaydi.

Ba’zi ogsillarning faolligini o‘zgartirishning boshqa mexanizmlari ham mav-
jud. bunda fermentdagi ma’lum bir aminokislota qoldig‘iga oddiy molekulani bi-
riktirish (yoki olib tashlash) amalga oshiriladi, lekin fosfo guruhini qo‘shish eng
keng tarqalgan usuldir.
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Effektorlarning ta’siri o
Ferment faolligini boshqarishning ikkinchi usuli uning turli effektorlarga

javob reaksiyasi orqali amalga oshiriladi. (Effektorlar ijobiy ta’sir ko‘rsatish;
mumkin, ya’ni ular promotorlar, yoki salbiy ta’sir ko‘rsatishi mumkin, ya’ni
ular ingibitorlardir.) Bunga misol sifatida teskari bog‘lanish ingibitsiyasi dep
nomlanuvchi jarayonni keltirish mumkin. Bu yerda, biosintez ketma-ketligida
oxirgi mahsulot — E birikmasi, ketma-ketlikdagi birinchi fermentni (A ni B ga
aylantiruvchi fermentni) ingibitlash imkoniyatiga ega bo‘lishi mumkin. Bu jara-
yon faqatgina hujayra tomonidan o‘zining zudlik bilan kerakli ehtiyojlari uchun
yetarli migdorda E ishlab chiqarilganda yuz beradi va natijada, bu yo‘ldan keyingj
karbon ogimini yo*naltirishga hojat bo‘Imaydi.

A—-B—-C—-D-E
©

Hujayra o°sishda davom etar ekan, yig‘ilgan E birikmasini iste’'mol giladi va
shu bilan uni muomaladan kamaytiradi. Shu tariqa, E hujayraning oz ehtiyojlari
uchun qo‘llanilgan sari, ingibitsiya ta’siri pasayadi va A ning B ga aylanishi qay-
ta boshlanadi, natijada E ning sintezi hujayraning ehtiyojlarini qondirish uchun
davom ettiriladi. Bu jarayon organizmning o‘sish muhitiga oxirgi mahsulot — E
qo‘shilganda ham sodir bo‘ladi. Bunda mahsulot bilan ta’minlanayotgani tois hu-
jayra o°z resurslarini E sinteziga «bekor» sarflashga hojat sezmaydi va shu sabab-
li yo'l to*sqinlik qiladi. Tayyor mahsulotning yuqori konsentratsiyasi bulun yo‘|
fermentlarining repressiyasiga ham olib kelishi mumkin; shunday qilit. tayyor
mahsulotning yuqori konsentratsiyasiga ikki javob rejimi mavjud:

1. Tezkor javob rejimi — yo‘lning boshlang‘ich fermenti to‘sqinlik giladi va
yo'l bo‘ylab karbon oqimi to‘xtaydi.

2. Uzoq muddatli javob rejimi — yo‘l uchun zarur bo‘lgan barcha ferment-
larning sintezi DNK darajasida repressiya (yuqoriga qarang) orqali to*xtatiladi,
chunki ular ehtiyojdan ortigcha bo‘lib qoladi va ularning sintezi gimmatbaho ami-
nokislota prekurslarining behuda sarfi bo‘ladi.

Albatta, yo‘l yuqorida tasvirlangandek chizigli bo‘lmasa, balki ko‘p yo‘na-
lishli bo‘lsa va bir nechta yakuniy mahsulotga ega bo‘lsa, bu jarayon yanada mu-
rakkablashishi mumkin. Bu, aynigsa, birlamchi umumiy yo‘Ini bo‘lishadigan bir
nechta aminokislotalarning biosintezi uchun muhimdir (masalan, fenilalanin, tiro-
zin va triptofan). Bu masala 14-bobda batafsil muhokama qilinadi.

2.8.7 Fermentlarning parchalanishi
Fermentlar, aynigsa, barqaror molekulalar emas va tezda qaytarib bo‘lmay-
digan tarzda buzilishi mumkin. Ularning yarim umr muddati juda o‘zgaruvchan
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po'lib, bir necha dagiqadan bir necha kungacha davom etishi mumkin. Fer-
mentlarning sintezi genetik darajada boshqarilishi mumkin bo‘lsa-da (qarang:
2.8.4-bo‘lim), ferment bir marta sintez gilingandan so‘ng, u ma’lum bir vaqt da-
vomida faoliyat ko‘rsatishi mumkin. Agar atrof-mubhit sharoiti to‘satdan o‘zgarsa,
ferment sintezini «o‘chirish», ya’ni repressiya qilish kifoya gilmasligi mumkin;
hujayra fermentni faoliyatdan chiqarishi kerak bo‘lishi mumkin, bu esa keraksiz
yoki hatto zararli metabolik faollikning oldini olish uchun amalga oshiriladi. Bu
jarayon teskari bog‘lanish ingibitsiyasi orqali amalga oshirilishi mumkin (qarang:
2.8.6-bo‘lim). Bundan tashqari, azot cheklangan sharoitlarda, ya’ni hujayra azot-
dan mahrum bo‘lib, endi o‘sishni davom ettira olmaganida (chunki N nuklein kis-
lotalar va ogsillar sintezi uchun zarurdir), proteolitik fermentlar — proteazlar faol-
lashishi mumkin. Bu fermentlar ortiqcha ogsil nusxalarini (masalan, fermentlarni)
parchalaydi, natijada aminokislotalar ajralib chiqadi va hali zarur bo‘lgan yangi
fermentlarning biosintezi uchun qo‘llaniladi. Shu tariqa, fermentlar oddiy denatu-
ratsiya jarayonidan ko‘ra tezroq «yangilaniby turishi mumkin.

2.9 Mikroorganizmlarning o‘sish samaradorligi

Mikroorganizmlarning o‘sish samaradorligi bo‘yicha umumiy tushunchalar
qat’iy termodinamik nuqtayi nazardan 3-bobda muhokama gilinadi. Odatda bu,
iste’mol gilinzan har bir karbon substratining birlik vazniga nisbatan hosil gilin-
gan hujayraiarning miqdori sifatida ifodalanadi. Molekulyar o‘sish hosildorligi
(YS) — bu suistratning har bir moliga nisbatan hujayralar hosili (quruq vaznda),
uglerod aylaiish koeffitsiyenti esa substratning turli molekulyar o‘lchamlarini
tagqoslash u-huin qo‘llaniladi va bu karbon substratining har bir grammiga nis-
batan hujayizlar hosilidir. 2.3-jadvalning o‘ziga xos xususiyati shundan iboratki,
fakultativ organizmlar aerob sharoitdan anaerob sharoitga o‘tkazilganda pastroq
o‘sish hosildorligiga erishadi. Bu hodisa, albatta, mazkur sharoitlarda energiya
ishlab chiqarishning pasayishi bilan bog‘lig.

2.3-jadval.
Turli substratlarda o‘sayotgan mikroorganizmlarning o‘sish hosildorligi va uglerodni
aylantirish koeffitsiyentlarini ko‘rsatadi

Molyar o‘sish hosildor- Uglerodni aylantirish
Substrat Organizm ligi<br>(g ol.'ganizm koe.ﬂ'itsiyemi<br>(g or-
qurug vazni mol-1 ganizm quruq vazni g-1
substrat) substrat uglerodi)
Metan
(Methane) Methylomonas sp. | 17.5 1.46
Metanol
(Methanol) Methylomonas sp. | 16.6 1.38
I 67 )
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Turli substratlarda o‘sayotgan mikroorganizmlarning o‘sish hosildorligi va uglerodni
aylantirish koeffitsiyentlarini ko‘rsatadi
Etanol 5 e
(Ethanol) Candida utilis 31.2 1.30
Glitserol Klebsiell.a 504 1.40
(Glycerol) pneumoniae
Glyukoza Escherichia
32
(Glucose) coli (aerob) ekl 1:32
Escherichia
coli (anaerob) Lt UG
Saz'c'hflramyces 90 126
cerevisiae (aerob)
Saccharomyces
cerevisiae 21 0.29
(anaerob)
Penicillium 81 L13
chrysogenum
Saxaroza Klebsiel{a 173 1.20
(Sucrose) pneumoniae
Ksiloza K/abs:el{a 522 0.87
(Xylose) pneumoniae
Atsetik kislota _ B
(Acetic acid) Pseudomonas sp. | 23.5 0.98
E—
Candida utilis 21.6 0.90
- —
Geksadekan Yarrowia (Candi-
; ; 203 1.06
(Hexadecane) da) lipolytica
— |

Amalda, mikroorganizmning o°sish hosildorligi quyidagi omillarga bog‘liq:

1. Karbon manbasining xususiyati.

2. Substrat katabolizmining yo‘llari.

3. Murakkab substratlarning qo‘shimcha ta’minoti (ba’zi anabolik yo‘llarning
ishlash zaruratini yo‘q giladi).

4. Boshqa ozugalarni, ayniqsa, azotni o‘zlashtirish uchun energiya talablari.

5. ATF hosil giluvchi reaksiyalarning o‘zgaruvchan samaradorligi.

6. Ingibitor substratlar mavjudligi, salbiy ion balanslari yoki tashish tizimlari-
ga qo‘shimcha talablar qo‘yadigan boshga muhit komponentlari.

7. Organizmning fiziologik holati: deyarli barcha mikroorganizmlar tashqi
muhitga garab oz rivojlanishini moslashtiradi va turli jarayonlar (masalan, bir-
lamchi va ikkilamchi metabolizm) turli massa va energiya balanslarini talab giladi.
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Doimiy madaniyatlardagi tizimlarda, ya’ni hujayralarning o‘sish sur’ati va
ozuqaviy holati nazorat gilinadigan tizimlarda qo‘shimcha (3-bobga qarang) quyi-
dagi omillar aniglanishi mumkin:

8. Cheklovchi substratning tabiati: karbon cheklangan o‘sish, odatda, azot
cheklangan o‘sishga qaraganda «samaraliroq» bo‘ladi. Azot cheklangan sharoitda
ortiqcha karbon substratining katabolizmi energiya nuqtayi nazaridan «behuday»
bo‘lgan yo‘llar bo‘yicha amalga oshishi mumkin (garchi bu biotexnolog uchun
foydali bo‘lsa ham!).

9. Ruxsat etilgan o°sish sur’ati: osish sur’ati pasayganda, substratning hujay-
ralarni saglashga yo‘naltirilgan ulushi oshadi, bu esa substratning boshqa mah-
sulotlarga yo‘naltiriladigan migdorini kamaytiradi. Va nihoyat, mikroorganizm-
larning barcha ishlash jihatlarini boshqaruvchi yakuniy omil sifatida quyidagini
qo‘shish mumkin:

10. Mikrobiologning malakasi.

Bu omillar mikroorganizmlarning o°sishi va mahsuldorligini nazorat gilishda
hamda optimallashtirishda muhim ahamiyatga ega. Biotexnologik jarayonlarni sa-
marali boshqarish uchun har bir omilni e’tiborga olish zarur.
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111 BOB. MIKROORGANIZMLAR O‘SISHINING
TERMODINAMIK NUQTAYI NAZARDAN
STOXIOMETRIYASI VA KINETIKASI

Terminologiya (Nomenclature)

1. ¢, —Modda i konsentratsiyasi — (mol i m™3).

2.-AG,,; — Katabolizmda organik yoki noorganik elektron donordan har mo]
uchun ishlab chigarilgan Gibbs energiyasi (kJ mol™1).

3.AG_ — Standart Gibbs energiyasining hosil bo‘lishi (kJ mol™).

4. AHp - Standart entalpiya hosil bo‘lishi (kJ mol™).

5. K, — Affinitet (yaqinlik) konstantasi (mol I"1).

6. m — Modda i uchun texnik xizmat ko‘rsatish koeffitsiyenti (C-mol i per
C-mol x h'1).

7. q, — Biomassa uchun modda i ning o‘ziga xos aylanish tezligi (mol i per
C-mol x h'1).

8.1, —Modda i ning o‘ziga xos aylanish tezligi (mol i).

9.V — Reaktor ichidagi suyuglik hajmi (m?).

10. X — Biomassa (C-mol).

11. Y, — i modda uchun biomassa hosildorligi. O‘Ichov birligi: (C-riol x per
mol i). Bu modda i asosida gancha biomassa (C-mol) hosil bo‘lishini ko*:satadi.

12.Y  —Substrat (s) yoki elektron donordan (d) biomassa hosildo: ligining
maksimal giymati. O*Ichov birligi: C-mol x per C-mol s. Bu substrat yok: clektron
donor birligi asosida hosil bo‘ladigan biomassa miqdorining maksimal ¢;iymatinj
anglatadi.

13. p — o'sishning o‘ziga xos tezligi. O*Ichov birligi: h'1. Bu biomassa mig-
dorining vagqt birligi ichida o‘zgarish tezligini ifodalaydi.

14.p_ —o‘sishning maksimal o‘ziga xos tezligi. O‘Ichov birligi: h 1. Ma’lum
sharoitlarda mikroorganizmlar uchun eng yuqori o‘sish tezligini anglatadi.

15. Y — Qaytarilish darajasi. Bu substrat yoki elektron donorning qaytarilish
holatini tavsiflaydi, ya'ni elektronlarning nisbiy zichligini ko‘rsatadi.

3.1 Kirish

Fermentatsiya va biologik chiqindilarni qayta ishlash jarayonlarida mikrob-
larning osishi bo‘yicha migdoriy ma’lumotlar zarur. Odatda, o‘sishni aniglash
uchun ma’lum bo‘lgan parametrlar qo‘llaniladi, masalan, substrat S (elektron do-
nori D deb ham ataladi) bo‘yicha maksimal biomassa samaradorligi (Y max/sx
yoki Y max/dx). substrat s yoki elektron donor d uchun texnik xizmat talablari (ms
yoki md), pmax va Ks. Amaliy muammo shundaki, bu parametrlarning qiymatlari
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_——
o*sish tizimlariga qarab bir yoki ikki darajaga farq qilishi mumkin. Amaliy muam-
mo — bu qadriyatlar, parametrlar kattalik darajasiga qarab birdan ikki darajagacha
o‘zgaradi. Bunday o‘zgarishlar odatda (3.1-rasm) ularning katabolizmi bilan tav-
siflanadi. Mavjud elektron donor va elektron gabul giluvchi yordamida kataboliz-
mi va mavjud C manbayi va N manbadan foydalangan holda ularning anabolizmi
bilan tavsiflanadi. Bundan tashgqari, har bir tizim HCO., H,O va H' ni o‘z ichiga
oladi. Amaliy nuqta shundaki, ko‘plab mikroorganizmlar C,H, 405Ny, biomassa-
si uchun bitta C-mol formulasi bilan o‘xshash elementar tarkibga ega. Bu, agar bu
ma’lumot mavjud bo‘lmasa, standart biomassa tarkibidan foydalanishga imkon
peradi. Biroq biomassa tarkibini elementar tahlil yordamida aniglash har doim
afzaldir. Amaliy magqsadlar uchun o‘sishning to‘liq stoxiometriyasini bilish mu-
himdir. Fermentatsiya jarayonlarida substratdan biomassa hosili (Y_ yoki Y, ),
0, talabi, CO: ishlab chiqarish va issiglik ishlab chiqarish haqidagi ma’lumotlar
optimal jarayonni loyihalash uchun muhimdir. Shuning uchun stoxiometrik hi-
soblash usullari fundamental ahamiyatga ega. Bundan tashqari, 0‘zboshimchalik
bilan o‘sish tizimlari uchun o‘sish stoxiometriyasini baholash, masalan, biologik
chigindilarni tozalash yoki biologik jarayonlarda ham muhimdir.

Katabolizm Anabolizm

Elektron donori (d)

; Biomassa (x)

. Gibbs CH; 00 5No2
elelcron akseptori (a) ..
energiyasi
—>
Oksidlangan donor Uglerod manbayi,
+ azot manbayi
qaytarilgan akseptor H,0, HCO3, H

3.1-rasm. Ci*sish — anabolizm/katabolizm sifatida ifodalanadi

_1_electron donor - 1
de ax

+ —;{— kJ Gibbs energy + (-++) N source + (-=) H;O + (-+:) HCOg + (++:) H*

electron acceptor + 1 C-mol biomass + —Y1—— kJ heat
hx

3.2-rasm

Bir C-mol biomassa hosil bo‘lishining umumiy stoxiometrik tasviri. Yix — bir mol yoki kJ
birikma i bo*yicha bir C-mol X unumi; (. . .) noma’lum stoxiometrik koeffitsiyentlardir.

1/Ydx - elektron donori.

1/Yax - elektron akseptori.

1C-mol biomassa.

1/Yhx kI issiglik

1/Ygx kJ Gibbs energiya
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3.2 Stixiometriya hisoblari

3.2.1 O¢sish tizimini aniqlash

Mikroorganizmlarning o‘sish tizimi umumiy jihatdan qulay tarzda ifodalana-
di. Kimyoviy reaksiya (3.2-rasm)da bir C-mol biomassa hosil bo‘ladi va by N
H,0, HCO;- manbalar rolini hisobga oladi, H+, elektron donor va elektron qabui
qiluvchi. Bundan tashqari, issiglik va Gibbs energiyasi ham ishtirok etadi. Bj
C-mol biomassa miqdori 12 gramm uglerodni o‘z ichiga oladi.

Bir C-mol biomassa — bu 12 gramm uglerod saglovchi biomassa miqdorj-
ni anglatadi. Bu odatda taxminan 25 gramm quruq modda hisoblanadi, chunk;j
biomassaning uglerod tarkibi odatda 45% ga teng. Mikroorganizmlar o‘sishida
murakkab biomassa molekulalarini oddiy uglerod birikmalaridan qurish uchyp
energiya hosil gilinishi kerak. Bu energiya elektron donor va elektron akseptor
o‘rtasidagi redoks reaksiyasida ishlab chigariladi. O‘sish jarayonida sarflangan
energiyaning to‘g‘ri o‘Ichovi issiglik chiqarilishi emas, balki Gibbs energiyasidir,
chunki Gibbs energiyasi (AGAG) issiglik bilan bog‘liq entalpik (AHAH) va ent.
ropik (ASAS) hissa qo‘shishlarini birlashtiradi (AG=AH-TASAG = AH - TAS),
Reaksiyadagi stixiometrik koeffitsiyentlar (3.2-rasm) yaxshi ma’lum bo‘lgan ho.
sildorlik koeffitsiyentlari bilan bog‘liq. Quyidagilar asosiy hosildorlik koeffitsj.
yentlari sifatida qaraladi:

* Ydx — biomassaning elektron donoriga bo‘lgan hosildorligi (organik birik-
malar uchun har bir C-mol va noorganik birikmalar uchun har bir mol uchun);

* Ysx — elektron akseptoriga bo‘lgan hosildorlik (har bir mol akseptor uchun);

* Yhx - issiglikka bo‘lgan hosildorlik (kJ uchun);

* Ygx — Gibbs energiyasiga bo‘lgan hosildorlik (kJ uchun).

Biomass uchun 1 C-mol tarkibi qo‘llaniladi. Har qanday tenglam:ia minys
belgisining paydo bo‘lishi iste’molni anglatadi.
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3.3-rasm. Biomass hosildorligi Ysx ning o‘ziga xos o‘sish tezligi bilan bog‘ligligi (texnik
xizmat ko‘rsatish effekti), bu yerda ms — substratning texnik xizmat ko‘rsatish koeffitsiyenti,
Ymax/sx — substratga nisbatan maksimal biomass hosildorligi
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Biotexnologiya asoslari

e

Ysx (yoki Ydx). Doimiy hajmli partiyali madaniyatda (0 vaqt nolni anglatadi),
ysx quyidagicha bo‘ladi:

Ysx = (Cx—-Cx0)/(VoCso-VCs) (3.2a)

Kemoshtatda, kirish va chigish tezliklari teng bo‘lgan holatda, shunga o‘x-
shash tenglama amal giladi, bunda Cxo = 0 va Cso kiruvchi substratning konsent-
ratsiyasi Csi bilan almashtiriladi. Agar hajm o‘zgarishlari yuz bersa, massa balansi
asosida murakkabroq munosabatlarni hosil gilish mumkin. Dastlabki hajmi Vo va
o‘zgaruvchi hajmi V bo*lgan batch reaktorlar uchun quyidagi tenglamalar olinadi:

Ysx = (V ex — Vocxo)/(Voc so—V ¢ s) (3.2b)

3.2.3 Texnik xizmat ko‘rsatish ta’siri

Dastlab Ysx doimiy giymat sifatida kiritilgan edi. Biroq xemostat joriy etil-
gandan so‘ng. maksimal o°sish tezligidan (umax) ancha past o‘sish tezligida mik-
roorganizmlarni o‘stirish Ysx ning o‘ziga xos o‘sish tezligi (1) ga bog‘ligligini
ko‘rsatdi. Bu hodisa endogen nafas olish yoki texnik xizmat ko‘rsatish tushun-
chasi bilan tushuntiriladi. Bu tushunchaga ko‘ra, hujayra funksiyalarini saqlab go-
lish (masalan, ogsillar degradatsiyasini bartaraf etish, ion gradientlarining oqimini
tiklash va boshgalar) uchun Gibbs energiyasi ogimining mavjudligi talab qilinadi.
Gibbs energivasi ma’lum bir tezlikda elektron donor (substrat)ning katabolizmi
orqali ishlab chiqariladi. Bu texnik xizmat ko‘rsatish tezligi ms (yoki md) deb
ataladi va C-mol substratni har bir C-mol biomassga soatiga ifodalaydi. Quyi-
dagi tenglaina mazkur jarayonni ifodalaydi: Maintenance (xizmat) darajasi bilan
bog‘liq hos:idorlik jarayonlari stixiometrik va kinetik o°sishni tahlil gilishda mu-
himdir.

3.3-rasinda Ysx p ga bog‘ligligi ko rsatilgan:

« yuqori i giymatlarida Ysx model parametriga yaqinlashadi;

» past p giymatlarida Ysx sezilarli darajada pasayadi va p=ms %2 Ymax/sx =
p=ms Ymax/sx ga teng bo‘ladi.

Ko‘pgina an’anaviy jarayonlar uchun shuni ko‘rsatish mumkinki, odatdagi
o‘sish haroratlarida p>0.05h—1 bo‘lganda texnik xizmat ko‘rsatishning hosildor-
likka ta'siri e’tibordan chetda qoladi. Bu shuni anglatadiki, batch madaniyatlari-
da cksponensial osish davomida (p=pmax) Ysx=Ymax/sx. Biroq sanoat ilova-
larining ko“pchiligida qo‘llaniladigan fed-batch jarayonlarida, ya’ni p<0.05h-1,
texnik xizmat ko‘rsatish biomassaning hosildorligiga dominant ta’sir ko‘rsatadi.
Organizmning atrof-muhitdagi qo‘llanilishida ham p past bo‘ladi va texnik xizmat
ko‘rsatishning ahamiyati dolzarb bo‘lib qoladi.

e 1 o Mg =
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Biotexnologiya asoslari

Eksperimental ravishda Ysx kemoshtatda turli o°sish tezliklari p ostida o¢]-
chanadi. Olingan Ysx va . qiymatlari asosida, 3.3-tenglamadan foydalanib, mode]
parametrlari Ymax/sx va ms ni hisoblashimiz mumkin.

3.2.4 Ofsishning to‘liq stoxiometriyasini hisoblash uchun konservatsiya
prinsiplari

3.2-rasm shuni ko‘rsatadiki, Ysx (yoki Ydx) dan tashqari, boshga ko‘plab
stoxiometrik koeffitsiyentlar mavjud. Yaxshiyamki, ularni eksperimental ravishda
aniqlash shart emas. Konservatsiya prinsiplari qo‘llanilishi orqali, bitta koeffit-
siyent (Ysx) o‘lchanganda, boshga barcha koeffitsiyentlarni hisoblash mumkin,
Quyidagi misolda bu hisoblash va konservatsiya prinsiplari ganday qo‘llanilishj
tushuntiriladi:

Konservatsiya prinsiplari yordamida stoxiometrik koeffitsiyentlarni hij-
soblash

Aerob mikroorganizm oksalatda o‘sadi va azot manbayi sifatida NHjdan foy-
dalanadi. O‘Ichangan biomassaning hosildorligi 1/5.815 C-mol X mol~1I oksalat,
Standart biomassa tarkibi qo‘llaniladi. 3.2-rasmga muvofiq, quyidagi umumiy re-
aksiya yozilishi mumkin:

— 5.815C,04% +aNHJ +bH* + cH;0 +dO, + eHCO3
+ 1CH; 800.5No.2

Bu yerda beshta noma’lum stoxiometrik koeffitsiyent (a dan e gacha) mavjud,
ular uchun beshta konservatsiya cheklovlarini formulalash mumkin:

C conservation ~11.63+¢+1=0
H conservation 4a+b+2c+1c+1.8=0
O conservation —23.26+c+2d+3¢+0.5=0
N conservation a+02=0
Charge conservation +11.634a+b—e¢=0

1. C — uglerod konservatsiyasi;

2. H — vodorod konservatsiyasi;

3. O — kislorod konservatsiyasi:

4. N - azot konservatsiyasi:

5. Zaryad konservatsiyasi.

Bu tenglamada yakuniy stoxiometriya quyidagicha ifodalanadi:

—5.815C,02" — 0.2NH] — 0.8H" — 1.85750, — 5.415H,0
+ 1CH; 505Ny2 + 10.63HCO;
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Shunday qilib, quyidagi holatni ko‘rishimiz mumkin:

Yax = 1/1.8575 C-mol x mol~! 0,
Yex = 1/10.63 C-mol x mol ' HCO3

Umumiy reaksiya uchun, termodinamik jadvallardan (3.1-jadval) z}Hfo va
AGfo f giymatlaridan foydalanib, (—~AHr) va (~AGr) ni ham hisoblashimiz mum-
1 1

kin. Shunday gqilib, Vi, va Y, qiymatlarini aniqlashimiz mumkin.

3.2.5 Reduksiya darajasini balanslash

Konservatsiya cheklovlarini qo‘llash sodda va to‘g‘ridan tog'ri amalga
oshiriladi. Shunday hisoblashlarni osonlashtirish uchun reduksiya darajasini ba-
Janslash (y) qo‘llaniladi. Reduksiya darajasi (y) har bir birikma uchun aniglanadi
va stoxiometrik kattalik bo‘lib, shunday ta’riflanadi: y =0 quyidagi ma’lumotlar
H-0, H, HCO 3, SO="s, NO™3, Fes", va azot manbayi. Reduksiya darajasi (y) qan-
day aniqlanadi? Har bir birikma y uchun redoks yarim reaksiyasi asosida hisobla-
nadi. Bu yarim reaksiya birikmani oldindan aniglangan mos yozuvdagi kimyoviy
moddalar va elektronlar soniga aylantiradi. Shundan so‘ng, y qiymati organik va
noorganik birikmalar uchun molga nisbatan ishlab chigarilgan elektronlar soni si-
fatida aniqlanadi.

Uiz +4H" — 2H20 — 4e-, bundan kelib chigadi, y = — 4.
Glyukoz: uchun redoksning yarim reaksiyasi quyidagicha:

CsH 120 - 12H,0 — 6HCO; + 30H" + 24¢ vay =24 elektron/mol glyukoza.

Odatda o panik birikmalar uchun y giymati uglerod moliga (C-mol) nisbatan
normallashtiriladi. Glyukoza uchun: y=24/6=4.

Oksidlanish-qaytarilish yarim reaksiyalaridan foydalanib, indivial atomlar
uchun y-qiymatlari va elektr zaryadi hisoblash ham mumkin (3.2-jadval). Masa-
lan, Biz uglerod atomini olishimiz mumkin:

C+ 3H,0 — HCO, + 5H" +4e , bundan kelib chiqadi, y = 4.

Shuni ta’kidlash kerakki (3.3-jadval), biomassada mavjud bo‘lgan azot atomi
va o'sish N manbayidagi azot uchun g qiymati o‘sish uchun qo‘llaniladigan N
manbaga bog*liq. Masalan, NH+ 4 manbayi sifatida NH+ 4 uchun 3.3-jadval (H
=1 uchun g, + zaryad = —1) va 3.3-jadval (N atomi uchun g —3)dan foydalan-
gan holda NH+ 4 uchun pasayish darajasi bo‘ladi: =3 + 4 — | = 0. Molekulaning
qisqarish darajasi (3.1-jadval) bu molekuladan mos birikmalarga oksidlanganda
mavjud bo‘ladigan elektronlar soni. Organik molekulalar uchun mavjud elektron-
lar soni odatda C-mol uchun, noorganik molekulalar uchun — har bir mol uchun
normallashtiriladi. 3.1-jadvalda organik molekulalar uchun y ning qiymati 0 dan
8 gacha bo‘lganligi ko‘rsatilgan. Biomassa (standart tarkib) uchun quyidagicha:
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Table 3.1 Standard Gibbs energy and enthalpy {298 K. pH = 7, 1 bar, 1 mol 1 '), degree of reduction for
relevant compounds in growth systems

Compound name
AGT(dmeol™ } AHT(Kmol™ ) (Catom™')

Biomass CH, 500N, —67 -9 42 (N saurce NHZ)
Water HiO —237.18 —286 -0
Bicarbonate HCO; —58685 —692 o
CO; (g) CO, —394359 -394 0
Proton H™ —39.87 0 0
O: (g O, 0 0 ~4
Oxalate” C,05 —67404 —824 +I
Carbon monoxde co —127.15 el +2
Formate~ CHOZ =335 —410 +2
Glyoxylate™ C,OH" —468.4 +2
Tartrate CH.0 —1010 - +25
Malonate”~ CH.Of —700 - +267
Fumarate CH, Oy —60421 =777 +3
Malate CiH:0:" —84508 —843 +3
Citrate™ CHO" —116834 —1515 +3
Pyruvate” CH.O7 —47463 —596 +333
Succinate* CH.O;" —690.23 —909 +3.50
Guconate C.H O — 1154 +3.67
Formaldehyde CH,O —130.54 +4
Acetate C.H.O; —369.41 —486 +4
Dihydroxy acetone  CiH,Oy —445.18 +5.33

CHO, —517.18 —687 +4
Glucose C.H O, =917.22 —1264 +4
Mannital C.His0O, —-94261 +4.33
Glycerol CH.O, —48852 ~676 +4.67
Fropicnate CH.O; —361.08 +4.,67
Ethylene giycol C.H.0, -33050 +5
Acetoine CiH.O, —280 +5
Butyrate CiH.O; —352.63 —535 +5
Propanedol C,H.0O, —327 +533
Butznecio C;H 0} =322 +5.50
Methano CH:O —175.39 —246 4+
Ethano CHO — 18175 -288 iF
Propana CHO — 17581 ~331 +6
n Alkane (1) CisH 160 —~439 +6.13
Propane (g) CiH =24 —104 +6.66
Ethane (7) C.H, -32.89 85 +7
Methane (g) CH; 5075 =75 +8
H. (g) Hy (0] 0 +2
Ammonium NH? ~79:37 —133 +8
N, (g) N; 0 0 +10

. )
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Table 3.1 ' (cont)

Compounc name Composition : Degree of recuction
AGTKma” AHTK mol” (Catom™ }

Nitrite 1o NO —-1372 —107 +2

Nitrate lon NO; —111.34 —173 0

Jron 1 Feit —78.87 —87 +I

Iron Il Fe —44 —4 0

Sulphur S 0 0 +6

Hydrogen sulphice HiS —3356 -0 +8

(g

Sulphide ior HS 41205 —17 +8

Sulphate i« SO, —74443 —909 0

Thiasulphate ion S0 —5i32 —608 +8

Ammonium NH; 7937 -133 +8

3.1-jadvalda Gibbsning standart energiyasi va entalpiyasi (298 K, pH =7, 1
bar, 1 mol I-1), o*sish tizimlarida tegishli birikmalar uchun pasayish darajasi kelti-
rilgan. Bu jadvalda muhim termodinamik ma’lumotlar ko‘rsatilgan. Bu ma’lumot-
Jar asosan quyidagi uchta ko‘rsatkichni o‘z ichiga oladi:

Standart Gibbs erkin energiyasi (AG°f kJ/mol):

Bu giymat birikmaning termodinamik barqarorligini va kimyoviy reaksiyalar
uchun ganchaiik energiya talab gilinishini yoki chiqarilishini ko‘rsatadi. Manfiy
giymatlar rea¥siyaning o‘z-o‘zidan sodir bo‘lish imkonini bildiradi.

Standart entalpiya (AHf kJ/mol):

Bu giymat birikmaning shakllanish jarayonida ajraladigan yoki yutiladigan
issiglik migeorini aks ettiradi. Manfiy giymatlar ekzotermik jarayonlarni, ijobiy
giymatlar es. endotermik jarayonlarni bildiradi.

Tiklaniziz darajasi (C-atom) bo‘yicha:

Bu ko‘rsatkich birikmaning karbon atomi boshiga elektronlarning mavjudli-
gini ifodalaydi. Tiklanish darajasi yuqori bo‘lgan modda elektron donor sifatida
xizmat qilishi mumkin, past bo‘lganlar esa elektron akseptorlar bo‘lishi mumkin.

Birikma nomlari va ularning tarkibi: Har bir birikmaning kimyoviy formu-
lasini va uning termodinamik xususiyatlarini ifodalaydi.

Oksidlangan va tiklangan shakllar: Oksalat (C2024) va formiat (CHO2)
kabi birikmalardan boshlab yuqori tiklanish darajasiga ega metan (CHs) kabi mod-
dalarga o*tish kuzatiladi.

Tiklanish darajasining ahamiyati: Masalan, metan singari birikmalarning
tiklanish darajasi yuqori (+8), bu ularning juda kuchli elektron donorlari ekanligi-
ni bildiradi.

gx=42(1 x4+18x%1+0,5(-2)+0,2 (-3) =4,2 dan) NH+ uchun N manba
sifatida 4 va N manba sifatida NO's uchun gx = 5,8 elektronlar saglanib qolganligi
sababli, qaytarilish balansini quyidagi misolda ko‘rsatilganidek hisoblash mumkin.

{ =
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Qaytarilish balansini qo‘llash oksalatda aerob o‘sishining oldingi miso-
lini va reaktivlar sifatida C=024, NH%, H*, H.O, O-, HCO= va biomassani
(C1H1.800.5N0.2) o‘z ichiga olgan umumiy kimyoviy reaksiyani ko‘rib chiging.
(C20="4) molekula oksalatning qisqarish darajasini (3.3-jadvaldagi atomlar va zar-
yadlarning y qiymatlari yordamida) hisoblash y =2 x 4 +4 x (=2) + (+2) = 2 ni
beradi.

3.3-jadval,
Azot manbayi va biomassada mavjud bo‘lgan N uchun reduksiya dara-

jasi (v)

Azot manbayi (N source) N uchun y giymati
NH«* =3
Nz 0
NOs +5

Biomassa uchun y qiymati (N ning manbayi sifatida NH"s, shuning uchun
3.3-jadvalga muvofiq atom N = -3 uchun g va undan foydalanish biomassa sifatida
C1H1.800.5N0.2. tarkibi quyidagicha bo‘ladi:

1 x4+18%1+05(2)+02(-3)=42
Xuddi shunday, O2 ni kamaytirish darajasi -4 bo‘ladi. HCO3 biz quyidagi
natijaga erishamiz:
y=1x1+1%x4+3%x(=2)+1=0
va N manba NH4+ (3.2 va 3.3-jadvallar yordamida) biz quyidagilarni ©lamiz;
y=-3+4-1=0

Shuningdek, reaksiyaning qolgan birikmalari uchun (H-0, H'). y = 0. Bu
o‘sish uchun qo‘llaniladigan pasayish darajasini beradi.

—5,815%x2-4d+42=0

Ko‘rinib turibdiki. bu muvozanatda faqat stoxiometrik koeffitsiyentlar mav-
jud substrat (yoki elektron donor), elektron qabul giluvchi va biomassa yuzaga ke-
ladi. Bu to‘liq yechim bilan bir xil bo‘lgan d = -1,8575 ni beradi. Boshqga koeflit-
siyentlar muntazam cheklovlarni qo‘llashdan kelib chiqadi, ya’ni N balansidan N
manba koeffitsiyenti, HCOs dan C balans va boshqalar. Misoldan bir nechta fikr-
larni ta’kidlash kerak: Qaytarilish darajasi muvozanati har doim elektron donor,
elektron qabul qiluvchi va biomassaning stoxiometrik koeffitsiyentlari o'rtasidagi
bog‘liglikni belgilaydi va bu munosabatni juda foydali qiladi. Qisqartirish daraja-
sining muvozanati yangi cheklov emas: bu faqat C, H, N va zaryadni saqlashning
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mos kombinatsiyasi cheklovlar. Cheklovlarining boshqa foydali ilovalari bo*lishi
mumkin.

» Tiklanish darajasi muvozanati har doim elektron donori, elektron akseptori
va biomassaning stoxiometrik koeffitsiyentlari o‘rtasida chizigli bog‘liqlikni aniq-
laydi, bu esa bu bog ‘liglikni amaliyotda juda foydali giladi.

« Tiklanish darajasi muvozanati yangi cheklov emas: bu shunchaki ugle?r(?d
(C), vodorod (H), azot (N) va zaryadni saglanish qonunlarining mos birikmasidir.

3.3 Gibbs energiyasining tarqalishiga asoslangan stoxiometrik
pashoratlar .

Korrelyatsiyalar asosida biomassa hosildorligini (Ydx) baholashning bir qan-
cha usullari taklif gilingan. kJ C-mol-1 X da biomassa birligi uchun Gibbs ener-
giya iste’moli (1/Ygx) dan foydalangan holda termodinamik asosga ega l?o‘lgan
yondashuv juda oddiy, ammo foydali va yangi usul bo‘ldi. Bu stoxiometrik miqg-
dor bo‘lib, uni quyidagicha yozish mumkin:

1
11 m -
Ygx Y;;.lx i
Bu erda 72 — biomassaning o‘ziga xos darajasi Gibbs energiya sarfini saqlash

uchun kJ C-mioi-1 X h-1 va Y max gx — C-mol X k-1 da Gibbs energiyasi uchup
maksimal bic:nassa rentabelligi. Tenglama (3.4) shuni ko‘rsatadiki, Gl!)bs energi-
ya iste’'moli ¢ sish va parvarish bilan bog‘liq atamani 0z ichiga f)ladl. Yr.nax/sx
va mg uchun ©ddiy korrelyatsiyalar taklif gilingan. Bu korrelyatsn).'alar mlkroorj
ganizmlarniri. o°sish tizimlari va temperaturalarining keng doirasini qarprab o.ladl
(heterotrof. aviotrof, acrob, anaerob, C manbalarining keng diapazomlbo‘ylcha
denitrifikatsic o°sish tizimlari, teskari elektron o‘tkazuvchan va teskari elektron
uzatilmasdan o°sish tizimlari (RET).

3.3.1 Gibhs energiyasiga xizmat ko‘rsatish uchun korrf‘lyatsi‘yaf ) .
Gibbs energiyasini saqlash uchun quyidagi bog ‘liqlik to*g‘ri ekanligianiqlandi:

9000 /1 1
my = 4.5 exp [—68—3]4— (I_ - m)] (3:5)

Bu korrelyatsiya 278 dan 348 K gacha bo‘lgan harorat oralig‘ida, aer(?b va
anaerob sharoitlarda amal giladi. Bu aniq mg C manbasidan yokl. foy.dalamladl-
gan elektron donor yoki gabul giluvchidan mustaqil va fagat .sezﬂarl{ haroratng
bog‘ligligini ko‘rsatadi. Bu mantigiy ko‘rinadi, chunki parvar’lshlas.h Jaray(zr}lan
Gibbs energiyasini ta’minlaydigan elektron donor/akseptor birikmasidan qat’i na-
zar, fagat Gibbs energiyasini talab giladi.
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3.3.2 O¢sish uchun zarur bo‘lgan Gibbs energiyasining korrelyatsiyasij

1/Y max gx ning ortishi bilan bog‘liq Gibbs energiya talabi uchun ishlap
chigarilgan kJ Gibbs energiyasida C-mol-1 X, quyidagi korrelyatsiyalardan foy-
dalanish mumkin. RETsiz geterotrof yoki avtotrof osish uchun:

o 200 + 18(6 — )™ + expl[(3.8 — 1)*]*%(3.6 + 0.4¢)} (3.6 a)

Y;;ux
RET talab giladigan avtotrof o‘sish uchun:

1

Tenglama (3.6a) shuni ko‘rsatadiki, heterotrofik o‘sish uchun Ymax/sx dara-
Jasi, asosan, qo‘llaniladigan C manbasining tabiati bilan belgilanadi. C manbayj
qgisqarish darajasi, ys va mavjud C atomlarining soni (parametr c) bilan tavsifiana-
di. C manbasida (masalan, glyukoza uchun C=6 va ys=4). Tenglama (3.6a) shunj
ko‘rsatadiki, Ymax/sx foydalaniladigan C manbasiga garab, bir mol C biomassa-
sini sintez qilish uchun zarur bo‘lgan Gibbs energiyasining taxminan 200 va 1000
kJ oralig‘ida bo‘ladi va bu C manbasiga bog‘lig.

C manbayi sifatida glyukoza uchun pastroq diapazon olinadi. CO ga yuqo-
riroq qiymat qo‘llaniladi. Bundan tashqari, uglerod atomlari kamroq bo*lgan va
pasayish darajasi taxminan 3,8 dan yugqori yoki past bo‘lgan C manbalari uchun
1/ Ygx ortib borishini ko‘rish mumkin. Buning sababi shundaki, past C manbayj
biomassa sintezi uchun zarur bo‘lgan Ca-Cs birikmalarini ishlab chiqarisii uchun
ko‘plab biokimyoviy reaksiyalarni talab giladi. Bundan tashqari, biorissaning

taxminan 4 ga qisqarish tezligida, biomassadan ko‘ra ko‘proq kamay:di yoki
ko‘proq oksidlangan C manbalari mos ravishda oksidlanish yoki qaytarii:i uchun
qo‘shimcha biokimyoviy reaksiyalarni talab qilishi aniq bo‘ladi. Shu sabzbii, ortib

borayotgan 1/Ymax/sx qiymatlari qo‘shimcha biokimyoviy reaksiyalarga bo‘lgan
talabning oshishini aks ettiradi, bu esa Gibbsning energiya talabini ko*paytiradi.
Masalan, CO- dan biomassa olish uchun (ys = 0, ¢ = 1) tenglamaga muvofiq talab
gilinadi. (3.6a), Gibbs energiyasining miqdori 986 kJ C-mol—1 X, glyukozadan
foydalanish (ys = 4, C = 6) esa atigi 236 kJ C-mol—1 X talab giladi. Bu ancha
yugori ekanligini aks ettiradi. energiyaga bo‘lgan talab tufayli o‘sish uchun zarur
bo‘lgan biokimyoviy reaksiyalar sonining ko‘pligi CO2 dan C manbayi sifatida
foydalanishdan iborat.

Avtotrofik o‘sish uchun 1/Ymax/sx giymatini baholash uchun biz RET talab
qilinadimi yoki yo‘qligini bilishimiz kerak. Bu elektron manbayi sifatida mavjud
elektron donordan foydalangan holda CO= dan biomassa hosil bo‘lish reaksiyasini
o‘rnatishdan keyin sodir bo‘ladi. Agar bu reaksiya uchun AG r 0 bo‘lsa, elekt-
ron donor elektronlarning energiya darajasi CO- ni biomassaga kamaytirish uchun
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yetarli emasligi aniq. Mikroorganizm keyinchalik RET deb ataladigan jarayon
ordamida donor elektronlarining bir gismini yuqori energiya darajasiga aylanti-
rishi kerak. Bunday kam energiyali elektron donor juftlariga misollar:

« Fea"/Fes*

« NO= /NO™5 Elektron donorlarni talab giluvchi RETlar uchun 1/Ymax/sx
giymatlari 3500 kJ C-mol—1 X (3.6b) ni tashkil qiladi. Bu shuni ko‘rsatadiki, RET
ko‘plab qo‘shimcha biokimyoviy reaksiyalarni talab giladi, natijada Gibbsning
energiya talabi ancha yuqori bo‘ladi. H/H+ yoki CO/CO: kabi avtotrof elektron
donor juftlari RETni talab gilmaydi. Bu elektron donorlar uchun 1/Ymax/sx =
1000 kJ C-mol—1 X, (3.6a) tenglamadan topilganidek, ys =0 vac = 1 (CO= C ning
manbayi).

Avtotrofik o‘sishda teskari elektron transportining (RET) paydo bo‘lishi
elektron donor sifatida Fe:'/Fes* dan foydalangan holda avtotrofik aerob mikro-
organizmlarning o‘sishiga nazar tashlang. HCO™s C uchun manba hisoblanadi. Bu
bizga quyidagi biomassa hosil bo‘lish reaksiyasini (anabolik) qurish imkonini be-
radi, bunda HCO s donor elektronlar yordamida kamayadi:

HCOj; + 4.2Fe** + 0.2NH] +5H" — 1CH; §0p5No2
+4.2Fe** +25H,0

3.1-jadvaidan foydalanib, AG r o1 = +454 kJ hisoblash mumkin. Shubhasiz,
elektron donor Fea'/Fes' RETni talab qiladi va (3.6b) tenglamaga amal giladi.

3.3.3 C.i':bs energiya korrelyatsiyasidan foydalangan holda stoxiometrik
hashoratia

(3.5). (5.7) va (3.6b) tenglamalarda mg va 1/ uchun aniglangan korrelyat-
siyalar har b»is mikroorganizm o°sish tizimi uchun to‘liq stoxiometriyani baholash

uchun qo*llanilishi mumkin. O'sish tenglamasining funksiyalar sifatida:

* C — qo‘llaniladigan manba;

« elektron donor/akseptor birikmalari;

« o'sish sur’ati va haroratni ko‘rsatish mumkin.

Bu mikrobologik o‘sish tizimlarining keng doirasi uchun ekanligini ko‘rsatdi
Ydx ni 0,01 dan 1 C-mol X mol-1 oralig‘ida baholash mumkin. Donor nisbiy aniq-
ligi taxminan 10-15%. Tugal stoxiometriyani hisoblash — eng yaxshi misol bilan
ko‘rsatilgan.

Gibbs yordamida o*sish stoxiometriyasini baholash

Energiya korrelyatsiyalari 50 °C da elektron donor sifatida Fe:' dan Fes* ga,
1,5 pH giymatida 0,01 h—1 tezlikda o‘sadigan va N manba sifatida NH"s dan foy-
dalangan holda mikroorganizmning aerob avtotrof o°sishini ko‘rib chigaylik. A
dan g gacha bo‘lgan yettita noma’lum stoxiometrik koeffitsiyentlardan foydalan-

gan holda bitta C-mol X ishlab chiqarish uchun quyidagi o‘sish reaksiyasini bel-
gilash mumkin:
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+ aHCO; + bNH] + ¢H,0 +d0; + eFe*t + 1CH; 300 5Np 2 + fFet
+ gH* + 1/Yg K] of Gibbs energy

Biz yettita (a dan g gacha) noma’lum stoxiometrik koeffitsiyentlarni hisoblash
uchun oltita cheklovlarni va bitta Gibbs energiya balansini belgilashimiz mumkin,
(3.4) tenglamadan foydalanib, 1/Ygx korrelyatsiyadan kelib chiqadi (RET ishtirok
etganligini, m = 0,01 h—1 va T = 323 K ekanligini esda tutgan holda):

1/Ygy = 3500 +38.84/0.01 = 7384 k] C:mol ' X

Olti saglash cheklovlari va Gibbs energiya balansi (foydalanish 3.1-jadvaldag;
AG °f | giymatlari quyidagicha:

1. Uglerodning saqlanishi — (a + 1 = 0);

2. Kislorodning saqlanishi — (3a+c+2d+0.5=0);

3. Tiklanish darajasi — (—4d-+e+4.2=0);

4. Temirning saglanishi — (—e+f=0);

5. Azotning saqlanishi — (b+0.2=0);

6. Zaryadning saqlanishi — (—a+b+2e+3f+g=0);

7. Gibbs energiya balansi (—586.85)a+(=79.37)b+(-237.18)c+(~78.87)
e+(—67)d+(—4.6)f+(—8.54)g+7384=0.

Mazkur tenglama reaksiya davomida sodir bo‘ladigan Gibbs energiyasi o‘z-
garishini ifodalaydi. Bu tizimni hal gilish orqali har bir o‘zgaruvchinir: qiymat-
lari aniglanadi, bu esa reaksiyaning barcha talablariga javob beruvchi imyoviy
tarkibni aniglashga imkon beradi.

Shuni ta’kidlash kerakki, H+ uchun AGf — pH=7 dan (3.2—jadval) pii=1.5 ga
o‘zgartirilgan (bu AGH+ni -38.87kJ/mol.dan —8.54 kJ/mol.ga o‘zgartirai). Shu-
ningdek, tiklanish darajasi balansi H balansi o‘rniga cheklov sifatida qo*!lanilgan.

Oltita chiziqli tenglama yechilgandan so‘ng quyidagi to‘liq stoxiometriya aniqla-
nadi:

~1HCO, — 0.2NH, — 218.88Fe*' — 53,670, — 219.68H"
4+ 1C;Hy 30y 5Np 2 + 218.88Fe’" + 109.84H,0 + 7384 k] Gibbs energy

Olingan stoxiometriyadan foydalanib, AHef ni 3.1-jadvaldagi giymatlari yor-
damida o‘sish issigligini ham hisoblashimiz mumkin va natijada 12 620 kJ issiglik
ishlab chiqarilishi aniglanadi.

3.3.4 Stexiometriyani hisoblash uchun algebraik munosabatlar
Barcha stoxiometrik koeflitsiyentlar saglanish cheklovlari orqali 1/Ygx bilan
bog‘langanligi sababli, ba'zi soddalashtiruvchi taxminlardan foydalanib, 1/Yix
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va 1/Ygx orasidagi algebraik munosabatlarni hosil gilish ham mumkin. Masalan,
elektron donori bo‘yicha biomassaning chigimi Ydx uchun quyidagi munosabat
olinadi:

Bu yerda AGCAT bitta mol organik elektron donori yoki bitta mol noorganik
clektron donorining katabolik reaksiyasi uchun Gibbs energiyasi bo‘lib, kI (C)-
mol—1 donor bilan ifodalanadi. yx va yd mos ravishda biomassaning va elektron

donorning tiklanish darajasini mol-1 bildiradi. Oldingi misolda, bitta mol elektron
donorining katabolik reaksiyasi quyidagicha:

Fe?* + 7,0, + Ht = Fe** + }, H,0

3.1-jadvaldagi AG - f | qiymatlarini pH = da Gf qiymati bilan foydalanish. H+
uchun —8.54 kJ mol—1 dan 1.5, AGCAT =—35,78 kJ mol—1 Fez"ni olamiz. Bundan
tashqari yx = 4.2, yd = 1 va 1/Ygx = 7384 kJ C-mol-1 X, natijada Ydx = 0,0047
C-mol X mol—1 Fe:*. Bu shuni ko‘rsatadiki, oldingi misoldagi stoxiometrik koef-
fitsiyent e 215 molga teng. Fe>" C-mol—1 X, bu 218.9 hisoblangan qgiymatga juda
yaqin mol Fe=' -mol—1 X. (3.7) tenglama shuni ko‘rsatadi:

» Ydx katabolizmda Gibbs energiyasining ishlab chiqarilishi (~AGCAT) ortis-
hi bilan giperbo ik tarzda ortadi. Bu anaerob o°sish tizimlarida (~AGCAT) giymat-
lari past bo‘lgsni sababli, ular Ydx qiymatlari aerob tizimlarga qaraganda pastroq
bo*lishini“tush mtiradi. =

* Ydx bic

issani sintez qilish uchun kamroq Gibbs energiyasi talab qilina-
digan holatlas

chun yuqori bo‘ladi. Bu, yuqori maxsus o‘sish tezligi (), past
harorat, qulay uglerod manbayi va RET (revers elektron transporti) yo‘qligida
aniglangan pa:. 1/Ygx giymatlarini anglatadi.

» Ydx, texnik xizmat ko‘rsatish ta’sirlariga muvofiq, 1/Ygx (3.4) tenglamasi
yordamida almashtirish mumkin. Natijasida u ga nisbatan giperbolik bog‘liglikka
yuzaga keladi (ienglama (3.3) ga muvofiq).

»Ydx ikkinchi termodinamika qonuniga ko‘ra, nazariy maksimal chegaraga
ega bo‘lib, uyd/yx C-molX donor mol—1 elektron donor doir hisoblanadi (ikkinchi
gonunga ko‘ra. 1/Ygx ning nazariy minimal giymati 0kJ C-mol-1 X bo‘ladi).

3.3.5 Noan’anaviy substratlar va katabolik reaksiyalar uchun o‘sish
samaradorligini baholash

1/Ymax/sx uchun korrelyatsiyalar asosan bir molekulada oltita uglerod atomi
yoki undan kam bo‘lgan va birlamchi metabolizmga bevosita bog‘langan an’ana-
viy substratlardagi mikrobiologik o°sishga asoslangan. Atrof-muhit biotexnologi-
yasida ko‘plab substratlar, masalan, aromatik birikmalar (benzen), polisiklik aro-
matik uglevodorodlar (PAH), nitrilotriozot kislotasi (NTA) kabi xelatorlar mavjud
bo‘lib, ular darhol birlamchi metabolizmga yo*naltirilmaydi. Mazkur substratlar
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uchun kislorod iste’mol giluvehi mono va dioksigenazalarni talab giladigan max.j
Sus yo‘llar zarur. Bu yo‘llar noan’anaviy substratni hujayra ichidagi birlamchj
metabolitga (masalan, piruvat) aylantiradi. Bu maxsus yo‘llarda iste’mol qjlin-
€an kislorod metabolik energiya emas, faqat issiglik hosil giladi. Bunday holat.
lar uchun hosildorlikni prognoz gilish usullari tagdim etilgan, ammo ular juda
murakkab. Sodda yondashuv esa, noan’anaviy birikmaning birlamchi metabolit-
larga oksidlanishiga oid metabolik bilimlardan foydalanishdir. Bu reaksiya faqat
issiglik hosil giladi. Hosil bo‘lgan birlamchi metabolitlar o‘sish uchun uglerod va
energiya manbasi sifatida qo‘llaniladi va ularning stoxiometriyasi (3.5), (3.6a) va
(3.6b) tenglamalari yordamida hisoblanishi mumkin. Bu jarayon 3.3.3-bo‘limdagi
misolda ko‘rsatilgan. Quyidagi ikkita misol bu usulni tushuntiradi.

Benzolda o‘sishning stoxiometriyasi

Benzol (CsHe) organizmlar tomonidan quyidagi reaksiya natijasida gidroks;-
mukonik yarimaldegidga (CsHsOs) aylanadi:

C6H6 + 202 =2 CsHso; -+ H+

Mazkur reaksiya kislorodlanish reaksiyalari tufayli foydali Gibbs energiyasini
bermaydi. Metabolik oraliq mahsulot (gidroksimukon semialdegidi) o°sish uchun
«haqiqiy» uglerod va energiya manbayi sifatida xizmat giladi va G_CAT = 2516
kJ mol-1 gidroksimukon semialdegidga teng. (3.6a) tenglamasi yordamida ¢ =
6 va y = 22/6 = 3.666 bo‘lganda 1/Y_max/gx = 233 kJ C-mol™' X hosi! bo‘ladi.
(3.7) tenglamasi yordamida yX = 4.2 va yd = 22 elektron mol™" semialicgid hi-
sobga olinib, Ydx = 3.57 C-mol' X mol ! benzolga teng bo‘ladi. Bu giy:mat o‘lc-
hangan giymatga yaqin: 1.20 g X' g'! benzol (biomassadagi organik moddaning
90% bo‘lishi va 24.6 gramm organik biomassa C-mol ' X hisobga olingunda 3.42
C-mol X mol-1 benzolga teng). Fenantren oksigenazalar yordamida piruvat va
formiatga quyidagi tenglama bo‘yicha aylantiriladi: —1 fenantren (C145110) - 6
0O: + 4 piruvat (CsHs03) + | formiat (CHO ). Sarflangan O: faqat issiqlik hosil
qiladi. Biomassa piruvat va formiat asosida hosil bo‘ladi. Piruvatga asoslangan
biomassa hosildorligi G_CAT = 1048.74 kJ mol—1 piruvat va 1/Y_max”gx = 373
k] (3.6a tenglama bilan ¢ = 3, ys = 3.333 va (3.7) tenglama bilan yX = 4.2. yd =
elektron mol-1 piruvat) hisobida 1.29 C-mol X mol-1 piruvatga teng. Formiatga
asoslangan biomassa hosildorligi (G_CAT = 251.85 k] mol—1 formiat, 1/Y_max/
gx =651 kJ C-mol-1 X, yd = 2) esa 0.213 C-mol X mol-1 formiatni tashkil gila-
di. Shundan so‘ng fenantren asosidagi biomassa hosildorligi quyidagicha bo‘ladi:
4 %129+ 1 %0213 = 5.37 C-mol X mol-1 fenantren. O‘Ichangan hosil esa 6.5
C-mol X mol-1 fenantrenga teng. 18% farq, ehtimol, fenantren holatida piruvat
va formiatni hujayra membranasi orqali tashish uchun energiya talab gilinmasligi
bilan bog‘lig. Bu piruvat va formiat asosidagi biomassa hosildorligining ozgina
kam baholanishiga olib keladi.
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Mazkur misollardan ko‘rinib turibdiki, termodinamik hosil bashorati, agar ok-
sidlovehi oksigenaza asosidagi asosiy metabolitlarga aylantirish jarayoni ma’lum
bo‘lsa, noan’anaviy substratlarga ham osongina kengaytirilishi mumkin. Bio-
geokimyoviy qo‘llash sohalarida va ekstremal muhitlarda (masalan, gidroksidi,
yuqori tuz darajalari) metallar va ekstremal sharoitlarni 0‘z ichiga olgan turli xil
katabolik reaksiyalar uchraydi. Bunday hollarda katabolik Gibbs energiyasini hi-
soblash uchun termodinamik usullar murakkablashadi.

3.3.6 Termodinamik yondashuvdan foydalanib hosildorlikni bashorat
_gilishning cheklovlari

Taqdim etilgan usul Y'sx taxminlarini taqdim etadi, bunda har bir mikroorga-
nizmlar uchun xos bo‘lgan oddiy substratlarning metabolizmi bilan bog‘liq bio-
kimyoviy tafsilotlar hisobga olinmaydi. Bu usulning jozibador jihati, chunki bu
bilimlar ko‘pincha mavjud emas. Noan’anaviy substratlar uchun esa ba’zi meta-
bolik bilimlar kerak, bu 3.3.5-bo‘limda ko‘rsatilgan. Ammo har doim biokimyo
farglari muhimligini anglash kerak. Masalan, glyukozadan etanol fermentatsiyasi
Saccharomyces cerevisiae tomonidan Ysx taxminan 0.15 C-mol X C-mol™! glyu-
koza bilan amalga oshiriladi. Yuqoridagi usul yordamida ham shunga o‘xshash
Ysx giymati olinadi. Ammo Zymomonas mobilis etanol fermentatsiyasini Ysx =
0.07 bilan amalga oshiradi. Farq biokimyoviy yo‘Ining turli (glikolizga nisbatan
Entner-Doudorof! o°li, 2-bobga qarang) bo‘lishidan kelib chigadi. Bu misol ko‘r-
satadiki, agar taxmin qilingan Ysx giymati o‘lchangan Ysxdan keskin farq gilsa,

katabolizm (yoki “nabolizm)da noodatiy. ehtimol, yangi biokimyoviy yo‘l qo‘lla-
nilayotgan bo‘lish: mumkin.

3.4 Termodinamik nuqgtayi nazardan o‘sish kinetikasi

O'sish kinetikasi odatda ikki parametr pmax va Ks bilan tavsiflanadi. Ks qiy-
matlarining o*zgarishi passiv diffuziya, osonlashtirilgan transport yoki mikroorga-
nizmlarga elektron donor (substrat)ni o*tkazish uchun faol transport mavjudligiga
bog'liq bo*lishi mumkinligi ma’lum. Shuning uchun Ks uchun umumiy termodina-
mik korrelyatsiya mumkin emas. Shuningdek, pmax uchun ham juda keng (0.001
dan 1h™' gacha) giymatlar diapazoni topilgan, bu mikroorganizmlar va yetishtirish
sharoitlariga bog'liq. Ammo katabolizmda Gibbs energiyasini maksimal spetsifik
ishlab chiqarish tezligi past bo‘lsa, maksimal spetsifik o‘sish tezligi past bo‘li-
shi mumkinligi mantiqiy ko‘rinadi. Mazkur energiya cheklovlari konsepsiyasidan
foydalanib, Gibbs energiyasini maksimal spetsifik ishlab chiqarish tezligi qmax G
(kJ Cmol"! biomass h) uchun quyidagi ifodalarni olish mumkin:

~69000 (1 1
max :J AC AT d - (__ o
qc; I( car)/val exp [—r T 298)] (3.8)
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Mazkur munosabat quyidagilarga asoslangan: 298 K haroratda 3 mol elektron.ﬁ
lar C-mol™ X h da maksimal elektron tashish tezligi (3.8-tenglama koeffitsiyent;
3 ni aniglaydi). Haroratning Arrenius munosabati bo‘yicha ta’siri, bunda 69 Q0o
J mol™* aktivlanish energiyasi harorat 10 °C ga oshganda ikki marta tezlashuvga
olib keladi (R = 8.314 J mol™" K). Katabolik Gibbs energiyasini ishlab chiqarish-
ning maksimal tezligi gmax G, elektron donor/qabul giluvehi reaksiya davomida
uzatilgan elektron mollariga to‘gri keladigan katabolik energiya bilan (-G_CAT/
yd) ko‘paytiriladi. Katabolik Gibbs energiyasini ishlab chiqarishning maksima]
tezligi, 3.8-tenglama, maksimal o'sish tezligi sharoitida o‘sish uchun zarur bo‘l-
gan Gibbs energiyasi bilan tenglashtiriladi (umax/Y_max gx va texnik xizmatnj
0‘z ichiga oladi, bu 4.5 marta harorat korrelyatsiyasiga teng, 3.5-tenglamaga ga-
rang), bu esa 3.9 tenglamaga ko‘ra, pmax qiymatini quyidagicha beradi (h™' da):

[B(-AGenm)/va — 45|

~69000 /1 1 .
Hmax = 1/ pr[ R (F n E)] (3.9)
YIH.IX
i3

3.9-tenglama ko‘plab mikroorganizmlar (masalan, nitrofiklar, metanogenlar,

geterotrofik aeroblarga) uchun pmax qiymatlarini mantigiy ravishda baholash im-
konini beradi.
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IV BOB. GENOM BOSHQARUVI VA TAHLILI:
PROKARYOTLAR

4.1 Kirish

Genlarni manipulyatsiya qilish keng turdagi akademik va sanoat ilovalarj
uchun asosiy texnologiya hisoblanadi®. Bu nafaqat kuchli tahliliy vosita sifatida
xizmat qiladi, balki quyidagilar uchun ham qo‘llanilishi mumkin: (I) mavjud mah-
sulotlar hosildorligi va sifatini oshirish (masalan, ogsillar, metabolitlar yoki butun
hujayralar); (II) mavjud mahsulotlar xususiyatlarini yaxshilash (masalan, ogsil
muhandisligi orqali); (IIT) mavjud mahsulotlarni yangi usullar bilan ishlab chiga-
rish (masalan, yo‘l muhandisligi orqali); va (IV) tabiatda ilgari mavjud bo‘Imagan
yangi mahsulotlarni ishlab chiqish (masalan, yo‘naltirilgan yoki gibrid biosintez
orqali).

4.1-jadval,

Bakterial hujayralarda uchraydigan turli genetik elementlarning odatiy
hajm oralig‘i

Genetik element Hajm oralig‘i (bp)
Transpozonlar 800-30 000
Plazmidlar 1 000-150 000
Profaglar 3 000-300 000
Bakterial xromosomalar 600 000-9 450 000
Eslatma:

bp — DNKdagi nukleotid juftlari soni.

Bu bo‘lim nuklein kislotalarning asosiy tuzilishi va xususiyatlari, genlar va
operonlarga genetik ma’lumotning tashkil etilishi hamda bakteriyalar mazkur
kodlangan ma’lumotni ogsillarni sintez gilish uchun qanday transkripsiya va tar-
jima qilishi mexanizmlariga oid bilimlarni bilish talab etadi (shuningdek, 2-bobga
qarang).

4.2 Bakterial xromosomalar va tabiiy gen transferi

4.2.1 Bakterial xromosomalar

Agar mo‘ljaldagi DNK klon populyatsiyasida kam uchraydigan bolsa (ma-
salan, genomik kutubxona holatida, garang: 4.5.5-bo‘lim). ko‘p sonli klonlarni

 Molekulyar biologiya va genetikada qo’llaniladigan ko*pgina maxsus atamalarning lug-ati 5-bob
ibtidosida keltirilgan.
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skrining qilish talab qilinadi. Bunday hollarda, eng samarali usul bakterial ko-
loniyalar yoki fag vektorlar bilan hosil bo‘lgan virus plakatlarini gibridizatsiya
gilishdir. Koloniya yoki plakat gibridizatsiyasi, ma’lum DNK ketma-ketliklarini
aniqlash uchun belgilangan nuklein kislota zondlari (DNK yoki RNK)dan foy-
dalanadi. Transformant koloniyalar yoki plakatlarning biomassasi membranaga
o‘tkaziladi, bunda hujayralar ochilishi orqali ajralib chiggan denaturatsiyalangan
DNK membranaga bog‘lanadi. Shundan so‘ng membrana belgilangan zond bilan
ishlov beriladi (qarang: 4.4.7-bo‘lim). Zond immobilizatsiyalangan mo‘ljaldagi
DNKga o°ziga xos tarzda bog‘lanadi va shu orqali kerakli klonlangan DNKni 0‘z
ichiga olgan koloniyalar yoki plakatlarni aniglaydi.

Bakteriyalarning genetik materiali ikki zanjirli (ds) DNKdan iborat. Nukleotid
asoslari odatda o‘zgartirilmagan bo‘ladi, bundan tashqari metil qoldiglari qo‘shi-
lishi kuzatiladi, bu quyidagi vazifalarni bajaradi:

— replikatsiyadan so‘ng «eski» (saqlanib qolgan) DNK zanjirini aniqlash;

— DNKni ma’lum nukleazalar ta’siridan himoya qilish;

—ayrim hujayra sikli jarayonlarini vaqtga bog‘lash.

Ko‘plab viruslar ham genetik ma’lumot sifatida ikki zanjirli DNKdan foyda-
lanadi (masalan, T-faglar va lambda), boshqalari esa quyidagilarga ega:

» yagona zanjirli DNK (ssDNA) (masalan, ¢X174 va M13);

» yagona zznjirli RNK (ssRNA) (masalan, MS2);

« ikki zanj:+li RNK (dsRNA) (masalan, rotaviruslar).

Mikroblar xromosomalari o‘lchami bir necha marta kattalik darajasida farq
giladi va ularring soni, tarkibi va topologiyasi o‘zgaruvchan bo‘ladi (4.2-jadval).

4.2-jadval.
Virus, baisteriya va zamburug® xromosomalarining hajmi, tarkibi va
topologiyasi bo‘yicha taqqoslash xususiyatlari

Organizm Turi Soni Hajmi Nuklein kislota| Topologiya
E Bakteriofag | | 3.6 knt ssSRNK Halqasimon
9X174 Bakteriofag | | 5.4 knt ssDNK Chizigli
Lambda Bakteriofag 1 48.5 kbp dsDNK Chizigli
T4 Bakteriofag ] 174 kbp dsDNK Chizigli
Mycoplasma Eubakteriya 1 580 kbp dsDNK Halqasimon
genitalium
Borrelia burgdorferi Eubakteriya 1 910 kbp dsDNK Chiziqli
Campylobacter jejuni | Eubakteriya 1 1.7 Mbp dsDNK Halgasimon
Rhodobacter Eubakteriya | 2 32Mbp+0.9 |2 x halqasimon| Halgasimon
sphaeroides L Mbp
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Bacillus subtilis Eubakteriya 1 4.2 Mbp dsDNK Halqasimon
Escherichia coli Eubakteriya 1 4.6 Mbp dsDNK Halqasimon
Streptomyces Eubakteriya | 1 8.6 Mbp dsDNK Chizigi
coelicolor

Myxococcus xanthus | Eubakteriya | 1 9.45 Mbp dsDNK ND
Methanococcus Arxea 1 1.6 Mbp dsDNK Halgasimon
Jjannaschii

Archaeoglobus Arxea 1 2.8 Mbp dsDNK Halgasimon
fulgidus

Schizosaccharomyces | Eukaryot 3 3.5-5.7 Mbp dsDNK. Chizigli
pombe

Saccharomyces Eukaryot 15 0.2-2.2 Mbp dsDNK Chizig]i
cerevisiae

a ND— aniglanmagan; dsDNK —ikki zanjirli DNK; ssDNK — bir zanjirli DNK:
bp — nukleotid juftlari; M —million; nt — nukleotid(lar); k— ming.

Genom hajmi odatda organizmning tuzilish murakkabligi va turmush tarzi-
ni aks ettiradi. Majburiy bakterial parazitlar, masalan, Mycoplasma genetalium
(580 kbp), kichik genomlarga ega bo‘lishga moyil bo‘ladi. Bunga qarshi ravish-
da, murakkab hayotiy siklga ega bakteriyalar, masalan, Streptomyces coelicolor
(8,6 Mbp, ya’ni 8,6 million asos jufti nukleotidlar) va Myxococcus xarihus (9,45
Mbp), kattaroq genomlarga ega bo‘ladi. Hozirgi vaqtda 250 dan ortiq ¢:bakteriya-
lar, arxeylar va oddiy eukaryotik mikroorganizmlaring genomlari to'i’q sekven-
siyalangan.

Escherichia coli xromosomasi ko‘plab eubakteriyalarga xosdir:

— uning vazni 5 femtogramm (5x10°'* g) bo‘lib, uzunligi 1100 mikrometr
(um)ni tashkil giladi:

— bu xromosoma 4,6 Mbp DNKdan iborat bo‘lib, taxminan 4400 (a ogsilni
kodlaydi;

— xromosomada fagat bitta gen to*plami mavjud (ribosomal RNKni kodlovchi
genlardan tashgqari).

DNKning kamida 90% gismi ogsil/polipeptidlarni kodlaydi, qolgan 10% esa
gen ekspressiyasini boshqarish yoki faqat strukturaviy funksiyaga ega. O‘xshash
funksiyalarga ega genlar xromosomada odatda, lekin har doim emas, bir joyda
to‘planadi.

Gen ekspressiyasi ikki asosiy, yaxshi muvofiqlashtirilgan jarayonni o‘z ichiga
oladi:

DNK avval RNK polimeraza fermenti tomonidan messenjer RNK (mRNK)
ga transkripsiya gilinadi. nRNK begaror molekula bo‘lib, uning yarim umr (ya’ni
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RNKning yarmi parchalanish uchun zarur bo‘lgan vaqt) bir necha dagiqa ichida
o‘lchanadi.

. RNA polimeraza
4
)  Repressor Transkripsiya
., binkishjoyi terminator
Prmnolor ?\ (opmllur)

v
I)N\:[_’Aj__,f'” Gen A l:{ Gen B m

\ku\ulnr == ¢ Transkeipslya
birikish joyi
MRNK —————mse L L a0
v  / + Translatsiya
2
T & =
Polipeptid A Polipepud B Polipeptid C

# Start kodon
X Stop kodon

| Ribosoma birikish joyi

4.1-rasm. Bzl erial operonning asosiy komponentlarini ko‘rsatadigan sxematik dis.n—
gramma. U baktcrial gen ekspressiyasi jarayonining transkripsiya va translyatsiya asosiy
bosgichlarini tasvirlaydi

Aktivator va
qaradigan nazorat jo

pressorga bog*lanish joylari transkripsiya boshlanishining chastotasini bosh-
ylaridir, Start va stop kodonlari, shuningdek, ribosomaga bog‘lanish joylarini
DNK ketma-ketlizzida aniglash mumkin bo*lsa-da, ular fagat mRNKda funksional hisoblanadi.

Yuqori gism: ranskripsiya

* RNA polimeraza; DNKdagi genlarni o'qib, ulardan mRNKni (messenjer RNK) sintez qi-
luychi ferment.

* Promotor: RNA polimeraza birikadigan va transkripsiya jarayonini boshlaydigan DNKdagi
maxsus joy.

* Repressor birikish joyi (operator): Gen ekspressiyasini boshqarish uchun repressiv ogsillar
birikadigan DNK hududi.

* Aktivator birikish joyi: Gen ekspressiyasini rag ‘batlantiruvchi aktivator oqsillar birikadigan
DNK hududi,

* Transkripsiya terminatori: RNA polimerazani transkripsiyani to‘xtatishga majbur qiladigan
Joy.
O'rta gism: mRNK
* Start kodon (yulduzcha): Translyatsiyani boshlaydigan RNKdagi signal kod.
* Stop kodon (x belgisi): Translyatsiyani to‘xtatadigan RNKdagi signal kod.
* Ribosoma birikish joyi (kvadrat): Ribosomalarning mRNKga birikadigan joyi.
Quyi gism: Translatsiya
* Ribosomalar mRNKni 0°qib, aminokislotalarni ketma-ket biriktirib, polipeptidiar (ogsillar)
hosil qiladi.

* Polipeptid A, B va C: Har bir gen uchun sintez gilingan ogsillar.
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T
Ribosomalar (katta nukleoprotein komplekslari) transkripsiya gilinayotgap

paytda mRNKdagi maxsus joylarga, r‘ibosomaning bog‘lanish joylariga, birikadj
va kodlangan ma’lumotni chizigli polipeptidga tarjima giladi. Bakterial hujayra-
larga gen ifodalanishini boshqarish imkonini berish uchun DNK transkripsion bjr.
liklar yoki operonlarga 0°ziga X0s nazorat ketma-ketliklari hamda transkripsiya v
translyatsiyaning boshlanish va yakuniy nugtalari bilan tashkil etilgan (4.1-rasm),

E. coli xromosomasi replikatsiya boshlanish nugtasidan (oriC) yakuniy nuqta-
siga (terC) ikki yo*nalishda, asosan, DNK polimeraza I fermentidan foydalangap
holda replikatsiya qilinadi (4.2-rasm). Replikatsiya tezligi 37°C da taxminan ~g0(
asoslari s-1 bo‘lib, natijada butun xromosomani replikatsiya qilish uchun taxmj.
nan 40 dagiqa talab etiladi. Yuqorida ko‘rsatilgan muhitda o‘sayotganda E. ¢cqj;
har 20 dagiqada ikkiga bo‘linib, o‘xshash o‘lchamdagi ikkita hujayraga aylanishj
mumkinligi bois bitta hujayra xromosomasida replikatsiya gilish uchun bir nechty
joy bo*lishi mumkin.

4.2.2 Genlarning o‘tish mexanizmlari

Bakteriya xususiyatlarini o‘zgartirish imkoniyatini o‘rganish 1928-yilda Freq
Griffitning tajribalaridan boshlangan. U Streptococcus pneumoniae tomonidan
namoyon etilgan ikkita kolonial morfologiya — go*pol (rough) va sillig (smooth)
xususiyatlardan faqat oxirgisi sichqonlarni yuqtira olishini kuzatgan. Qo‘pol va
silliq xususiyatlar (fenotiplar) bakteriyaning immun javobdan qochishiga imkon
beruvchi polisaxarid kapsulaning mos ravishda yo*qligi yoki borligiga bog‘liq edj,
Griffit ko‘rsatib berganidek, agar qo‘pol (kapsulasiz) shtammni silliq shtammdan
issiglik yordamida o‘ldirilgan bo‘lagi bilan birga sichqonlarga yuborsa, qo‘pol
shtamm silliq shtammga aylanishi va o‘limga olib keluvchi infeks vani keltirip
chiqarishi mumkin edi.

)

(a) R N 4.2-rasm. Bakterial xromosomaning
: J ikki yo‘nalishda replikatsiy: si

(a) Sekin o 'suvehi hujayralar (ikki bayo-
bar ortish vaqti =60 min):

* Replikatsiva boshlanish nugtasi (oric)
va replikatsiya vilkasi ko ‘rsatilgan.

= Xromosomaning har ikki tomonida
Jaqat bitta replikatsiya vilkasi mavjud,

» Yakunda ikkiga ajralgan xromosoma
hujayraning ikkala gismida joylashgan,

(b) Shiddat bilan o'suvchi hujavralar
(ikki barobar ortish vaqti ~20 min):

* Replikatsiya boshlanish nugtasida
yangi replikatsiva davri boshlanadi, hattoki
avvalgi davr tugallanmagan bo ‘Isa ham.

* Xromosomaning har ikki tomonida bir
nechta replikatsiya vilkalari mavjud.

Replikatsiya

vilkas
rert
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» Yakunda xromosomalarning har birida bir nechta replikatsiva-vilkalari hosil bo ‘lgan yangi
hujayralar ajraladi.

Bu o°zgarish uchun mas’ul bo‘lgan kimyoviy modda DNK ekanligi faqat
16 yil o‘tib (1944-yilda) Avery, MacLeod va McCarty tomonidan aniglangan
va yana 9 yil o‘tib (1953-yilda) Vatson va Krick uning tuzilishini aniglagan.
Izolyatsiya gilingan DNKni bakteriyaga o‘tkazish mexanizmi hali ham trans-
formatsiya deb ataladi, bu Griffitning pnevmokoklaridagi qo‘poldan silligqa
o'tish jarayonini aks ettiradi. Transformatsiyalangan DNKni olgan hujayralar
transformantlar deyiladi. Tabiiy genetik transformatsiya Azotobacter, Bacillus,
Campylobacter, Clostridium, Haemophilus, Mycobacterium, Neisseria, Strep-
fococcus va Streptomyces kabi bakteriyalarning ko‘plab turkumlarida namo-
yon bo‘ladi. Bundan tashqari, odatda transformatsiyalanmaydigan ko‘plab
shtammlar kimyoviy ishlov berish yoki elektr maydonni go‘llash orqali izol-
yatsiya qilingan DNKni qabul qilishga undalishi mumkin (4.4.5-bo‘limga qa-
rang). Griffit ishlaridan so‘ng bakteriyalar orasida DNKni o‘tkazishning ikkita
boshga mexanizmi — transduksiya va konyugatsiya aniqlangan. Transduksiya
donor hujayradan qabul giluvchi hujayraga DNKni bakterial virus (bakteriofag
yoki oddiygina fag) orqali o‘tkazishdir. Bu birinchi marta 1952-yilda Zinder va
Lederberg toronidan «Salmonellanda P22 fagi yordamida namoyish qilingan.
Donor hujayraca fag replikatsiyasi davomida fag zarralarining (virionlar) ki-
chik gismi bak:rial emas. balki fag DNKni qamrab oladi. Bunday transduksion
zarralar hali ham yuqumli bo‘lib, ular fag DNKni emas, balki donor shtammdan
xromosomal [*'Kni qabul giluvchi hujayraga yuboradi. Transduksiya gilingan
DNKni gabul .jilganlar transduktantlar deb ataladi.

Genlarni ¢ tlkazishning uchinchi mexanizmi — konyugatsiya — 1946-yilda Le-
derberg va Tatum tomonidan kashf etilgan. Konyugatsiya odatda «xromosoma-
dan tashgari merosiy determinantlary deb ataluvchi plazmidlar sinfi orqali amalga
oshiriladi. Plazmidlar odatda ikki zanjirli DNKdan iborat kovalent yopiq doira
(cce) shaklidagi molekulalardan tashkil topgan bo'‘lib, ular mezbon xromosomasi-
dan mustaqil ravishda replikatsiya gilish qobiliyatiga ega, ammo ba’zan mezbon
xXromosomasiga integratsiyalashishi mumkin,

Plazmidlar bakterial shtammlar orasida keng tarqalgan bo‘lib, odatda an-
tibiotiklarga chidamlilik, toksin ishlab chiqarish, o‘simliklarini shakllantirish,
uglevodorodlar va aromatik birikmalarni (masalan, kamfora, naftalin, salitsilat)
parchalash hamda fertilitet kabi hayot uchun muhim bo‘lmagan fenotiplarni
ta'minlaydi. Plazmidlar odatda 1 dan 150 kbp (kilobaza juftligi, ya'ni DNKning
ma’lum bir gismi tarkibidagi nukleotid asoslari sonini bildiradi) oralig‘ida bo*la-
di, ammo 150 kbp dan katta mega-plazmidlar Agrobacterium, Pseudomonas va
Streptomyces kabi bakteriya turkumlarida aniglangan. Plazmidlar mezbon geno-
tipining 0.1 dan taxminan 4% gacha gismini tashkil qilishi mumkin, ba’zi hol-
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ki, Mesbon hugavealarisa fortiliey

plasmid Rabe plavnadlae Konyupatiy
}

siva donor hujayradan qabul gqruveht hujayragn DNK.
{ ~,1 oladi. Odatda, qabul qiluy chiga o*tkaziladigan DNK
iuda Aam hollarda u donor xromosomal l)NKllillg
k etadigan mexantzmlar deyarli tolig l\on_\'uguli\'
i asosiy istisno esa DNKni o*tkazish va replikatsi.
entlardin. U't';.liil.ldi:_‘dll DNK har dm:m bir zanjirli shak]-

\a mhkomplemcmar zanjiri qabul ql.lm \‘hldll. smlczlz.mudl. Mezbon

\: \:“ os \I; ﬂyuenh;ining o-tkazilishi odatda plazmidlarga nisbatan juda Pz\'st chas-
Y\\‘~ 'H:"d' mxrx;o ba'zi plazmidlar mezbon xromosomal genlarini yugori
c\;:;:xix\a:i‘;\x;m:allan yugori rekombinatsiya chastotasi (Hfr) shtammlarida £, ¢oj;

i co-chirishgz 1.
kabto'm:]a:gdsnl:\;ilfhp:lr;sz}:;?d?aordo'zlarining fertilitet funksiyalariga ega bo‘lma.
Sa-da.okgn\'uea(i\' transfer qobiliyatiga ega. BL} plazmic!lar mf)bll pla;midlar dep
ataladi va ular birga mavjud bo‘lgan konyugatlv'pl'azr.mdl.armng fef'tll{tt?t Xususj-
vatlaridan foydalanadi. Ular faol transfer I('e!lb chlqlshl (oriT) va l.(o chirish uchup
zarur bolgan proteinlarni kodlovchi moblllzatsu.'a (mob) genlariga ega. Bunqay
plazmidla; klonlash vektorlari asosida' 90'll-fan.llgz'1nda. klonlangan gel'ﬂarmng
yovvoyi tur populyatsiyalariga tarqalishfm oldini olish uchun mob genlari odatds
cheklov qoidalari asosida olib tashlanadi. - o

Bakterial hujayralar orasidagi transfer konytfgatswam.ng eng ke ng t_arqalgan
turi bo‘lsa-da. bakteriyalar va zamburug‘lar oras'lda, shur?mgdck. b \u:.rlyalar va
o‘simliklar orasida ham transfer amalga oshishi ko‘rs.anlga.n. Ikkinchi lm!md&
Agrobacterium tumefaciensning’ katta (>:200 kbp) O.‘S_lmta-.lndl.lk y :.IOVChI (Ti)
plazmidlariga ega shtammlari o‘z plazmlq D.NKlarn'ung bir gismini - T‘DNK
(20-30 kbp) — o*simlik hujayralariga o‘tkazishi mut:nkln. by ycr.du u snmllk yad-
roviy genom bilan o‘zaro ta’sir giladi. Bu transi‘"cr V|.nflcnlh.k .(wr) genlari 10m0.ni.
dan amalga oshiriladi, ular bakterial konjugatsiya tlxlmlz'mn‘mg knnumncntlanga
o‘xshashlikni ko‘rsatadi. Agrobakterial Ti plazmidlar o*simlik turlariga yangj xy.
susiyatlarni (transgen o‘simliklar), masalan..n'la'lum hasharot zzlrurkunundalariga
qarshi chidamlilikni kiritish uchun moslashtirilgan. ' .

Tabiiy genlarni transfer gilish usullari ko‘!)lab.bakl'crml lu.rlzn: genetik xarj-
talarini yaratishda qo‘llanilib, turli genlar orasidagi tartib va nisbiy masofalarn
ko‘rsatib berdi. Bu klassik genetik xaritalash texnikalari nisbatan oz sonli bakteri-
al turlarda yuqori darajada ishlab chigilgan bo‘lib, gen tuzilmasi va gen ifoldalani-
shini boshqarishning batafsil tahliliga imkon berdi. Bu usullar yangi xususiyatlar-

7 Meva ekinlarining ildiz saratonining qo’zg*atuvchisi. Bu tayoqcha shaklidagi gramm manfiy tuprog
bakteriyasi.
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4.3 Genetilo mubandislik nima va u qay maqgsadda qo Nanitadi?
PNKni manipulyatsiya qilish va @hlil gilish imkoniyat senstiv sz

P70 FRE

exnikalari (rekombinant DNK texnologiyasiy yordamida 1960-yillar o'rz

pashorat gilingan va 1970-yillar boshlarida amalga oshgan. Tez rivejlanay ot
bu texnologiya biokimyo va mikroorganizm genetikasi kabi o°zaro bog'lig fanlar
sohasida o*tkazilgan bir qator asosiy tadgiqotlardan rivojlandi. Bu tadgigotiar orz-
sida eng muhimlaridan biri Verner Arber tomonidan bakterial cheklash va modi-
fikatsiya tizimlarining molekulyar asoslarini aniglash bo"lib. keyinchalik DNKni
anig joylarda (mo‘ljallangan joylar) bo‘lish uchun fermentlarni tagdim etdi. Bu
restriksiya endonukleazalari (restriksiya fermentlari) tezda turli manbalardan olin-
gan DNK molekulalarini tahlil va manipulyatsiya gilish uchun go*llanila bosh-
Jandi. Bu nuklein kislotalarining (DNK va RNK) ikkala turini manipulyatsiya va
tahlil gilish texnikalari DNK sekvenirlash, oligonukleotid sintezi va polimeraza
zanjir reaksiyasi (PCR) kabi muhim texnologiyalarning rivojlanishi yordamida
juda kuchayib ketdi. Shu bilan birga bu texnologiyani osonlashtirish uchun kim-
yoviy moddziar. reaktivlar va uskunalami yetkazib berish ko*p million dollarlik
sanoatga ay landi.

DNKning o'sintalsmi hosil
qiluvehi eheklovehi endonukleaz
bilan hazmn gulish

Vo fovchie DNKsind hazm gilish uchun > <
i bir xil cheklovi endonukleaza e
Il vekior DNKming ineenzatsyasy

Klonlangan yo'lovehi
DNKsi bilan
rekombmant vehtor

4.3-rasm. Vektor va yo‘lovchi DNK yordamida genetik muhandislikning asosiy tushun-
chasini ko‘rsatuvchi sxematik diagramma

Pessenjer DNKning parchalanishi:

Pessenjer DNKni cheklovchi endonukleaza yordamida parchalanadi.

Vektor DNKni linearlashtirish:

* Shtamm — bakteriyalar, zamburug‘lar va boshqa mikroorganizmlarning, shuningdek. viruslar va
prionlarning ma’lum bir manbadan ajratilgan kulturasidir.
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Pessenjer DNKni parchalash uchun go‘llanilgan cheklovchi endonukleaza bilan vektor DNK-
ni linearlashtirish.

Vektor va pessenjer DNKni bog*lash — vektor va pessenjer DNKni bir-biriga ligatsiya qilish.

Rekombinant vektor:

Pessenjer DNK klonlangan rekombinant vektor hosil bo‘ladi.

Rekombinant DNK texnologiyalarining rivojlanishi DNKni avvalgi bir necha
yil ichida tasavvur qilib bo‘lmaydigan darajada tahlil gilish mumkinligini ang-
lashga olib keldi va natijada deyarli har ganday organizmning, prokaryot, arxeot
yoki eukaryotning genomlari modifikatsiya gilinib, odatda fagat ularning tabiiy
mezbonlari tomonidan ishlab chigariladigan biologik mahsulotlarni sintez qilish-
ga yo*naltirilishi mumkin bo‘ldi. Mazkur texnologiya. 4.3-rasmda tasvirlangani-
dek, nafaqat ilgari erishib bo‘Imaydigan miqdor va sifatda ayrim ogsillarni ishlab
chigarishni osonlashtirdi, balki yuqori darajada modifikatsiyalangan yoki butun-
lay yangi bioaktiv mahsulotlarni ishlab chigish imkoniyatini ham ochib berdi. By
texnologiya keng ko‘lamli sanoatlarga, aynigsa farmatsevtika sanoatiga tatbiq qi-
lindi, bu yerda asosiy magsad terapevtik giymati isbotlangan yoki taxmin qilingan
tabiiy birikmalar va tabiiyda uchramaydigan butunlay yangi mahsulotlarni ishlab
chigarish edi.

4.4 Genetik muhandislikning asosiy vositalari

DNK molekulalarini ajratish, bo‘lish va ulash texnikalari 1970-villar boshla-
rida ishlab chiqilib, nuklein kislotalarni muhandislik va tahlil gilish uchun hozirgj
texnologiyamizning asosini yaratdi. Mazkur texnikalar DNK bo‘la‘ larini deyar-
li har qanday organizmdan klonlashni, ularni bakteriya ichida vektor (tashuvchi)
molekulaga joylashtirish orqali amalga oshirish imkonini beradi. ““u molekula
bakterial mezbonda barqaror saglanadi.

4.4.1 Nuklein kislotalarni ajratish va tozalash

Mikroorganizmlarning hujayralaridan nisbatan sof nuklein kislotalarning kat-
ta miqdorini tayyorlash uchun biokimyoviy texnikalar in-vitro gen texnologiyasi
uchun zaruriy shartdir. Nuklein kislotalarni ajratishning birinchi bosgichi hujayra
ichidagi komponentlarni, jumladan nuklein kislotalarni chigarish uchun hujayrani
mexanik yoki fermentativ yo*l bilan buzishdir. Hujayradan chigarilgandan so‘ng,
nuklein kislotalar nuklein kislotani modifikatsiya giluvchi fermentlar uchun mos
tozalikka ega substratni ta’minlash uchun ogsillar va polisakkaridlar kabi boshga
hujayra komponentlaridan tozalanishi kerak. Ajratilgan nuklein kislotalar sentri-
fugatsiya, elektroforez, inert erimaydigan substratlarga adsorbsiyalanish yoki suy-

dan tashgqari erituvchilar bilan cho‘ktirib olish kabi usullar kombinatsiyasi yorda- |

mida qayta olinadi.
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(.:4.2 DNK molekulalarini maydalash

DNK molekulalarini tasodifly yoki aniq nishon joylarda bo‘lish qobiliyati
ko*plab rekombinant DNK texnikalari uchun talab gilinadi. DNKni mexanik yoki
fermentativ usullar yordamida bo‘lish mumkin. Mexanik kesish maxsus emas va
tasodifiy DNK bo‘laklarini hosil giladi, ular ko*pincha genomik kutubxonalarni
yaratish uchun qo‘llaniladi (4.4.5-bo‘limga qarang). DNK molekulalari mexanik
po‘laklanganda, masalan, ma’lum bir gen yoki operonni o‘z ichiga olgan max- -
sus bo*lakni ajratib olishning imkoni bo‘Imaydi. Aksincha, DNKni ikki zanjirli
DNKda (dsDNK) aniq nishon baza ketma-ketliklarini aniglab va kesib tashlaydi-_
gan restriksiya endonukleazalari yordamida kesilganda, maxsus bo‘laklarni ajratib
olish mumkin. Restriksiya endonukleazalari DNKning fosfodiester skeletini ikka-
Ja zanjirida kesib, 3' OH va 5' PO4 uchlarini hosil qiladi. Turli mikroorganizmlar
turlaridan bir necha yuz restriksiya endonukleazalari ajratib olingan. Restriksiya
endonukleazalari o‘ziga xos biokimyoviy xususiyatlarga ega bo‘lgan guruhlarga
po‘linadi; II turdagi fermentlar genetik muhandislik magsadlari uchun qo‘llanila-
digan asosiy sinfdir.

) S — =l
5[ GAATTC |3 5[G|¥ 5[ AATTC |3
: 1 “ . 5 . ] —
3 CTTAAG |5 3| CTTAA |5 3| G5
"y 1
LeoR1 asimmetrik ravishda kesib, 5* chigib turuveh gismimi goldiradi -
5 ( 5 CTGCA |3 517G |3
r | g
¥ GACGTC |5 3(@5 3 ACGTC |5
A
2se) asimmietrik ravishda kesib, 3" chigib wiravehi gismini goldiradi.
v "
5 ATATC |3  s[GAT]|¥ s{ATC |3
- —mmet |} re——
a[ CTATAG | 3[CTAls a[TaG]s
% Lot

FeoRV simmetrik ravishda Kesib, tekis uchlar hosil giladi

4.4-rasm. 3' yoki 5' o*simtalar (bir-biriga yopishish) yoki to‘mtoq uchlarini hosil gilish
uchun ma’lum magsadli joylarda DNK molekulalarining endonukleaza bo'linishini cheklash.

Restriksiya endonukleazalari o‘zlari dastlab ajratib olingan organizm turiga
ko‘ra nomlanadi; masalan, Haemophilus influenzae dan ajratib olingan fermentlar
Hin deb belgilanadi, Bacillus amyloliquefaciens dan ajratib olinganlari esa Bam
deb nomlanadi. Agar bir xil tur yoki shtammdan bir nechta ferment ajratib olin-
sa, nomiga shtamm va izolyatsiya raqami (rim raqamlarida) qo‘shiladi. Masalan,
H. influenzae shtamm Rd dan ajratilgan uchta restriksiya endonukleazasi Hind I,
Hind I1 va Hind 111 deb belgilanadi.
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II turdagi restriksiya fermentlarining maqsadni tanib olish ketma-ketliklarj
(restriksiya joylari) odatda gisqa bo‘ladi, odatda to‘rtdan olti bazagacha uzunlik-
da. Restriksiya joylarining uzunligi va ularning nukleotid tarkibi (ya’ni GC va AT
bazalarining mutanosibligi) magsad DNK bilan solishtirilganda DNKning qayer-
da kesilishi chastotasini aniqlashda muhimdir. Masalan, agar DNKda barcha to‘rt
xil nukleotid bazasi tasodifiy va bir xil chastotada uchrasa, har qanday to'rt baza
Juftlikli ketma-ketlik o’rtacha har 256 bazaviy juftlikda (4*) uchraydi, olti bazaviy
Jjuftlikni belgilangan Ketma-Ketligi esa har 4096 bazaviy juftligida (4°) faqat bir
marta “"J\ dl

ollarda ch\klax‘h joylari palindromik, ya'ni markaziy nuqta atrofida
a borlgan iKKala sxemada ham bir xil o*giladi (4.4-rasm). Bo'lj-
2 beradi. Natijada tekis uchlar yoki bir zanjirli chigind-
sil bo'ladi. Eng ko'p qollaniladigan restriksiya
1gi va bo'linishi 4+.3-jadvalda ko‘rsatilgan. ’

443 DNK traamenlhrml birlashtirish

DNK meleku i t2kis uchlari yoki mos (yopishqoq) chiqib turuvehi uch-
2 maxsus «birlashtiruvchi fermentlar» deb ataluychj
dirlashiirilishi mumkin. Mazkur fermentlar bitta zap-
ilan boshga zanjirning 5'-PO4 uchlari orasida fosfodies-
alizlaydi. Fag T4 tomonidan kodlangan DNK ligazasi DNK
arini tekis uchlari yoki yopishqoq uchlari bilan birlashtirish uchun keng
T4 D\\ ligazasi faoliyati ATPni ferment-AMP oraliq kompleksinj
chom or (go"sh faktor) sifatida talab qlladl U keyinchalik o*za-
0 225y gilavchi DNK alarining ochiq 3'-OH va 5'-PO4 uchlariga bog‘]a-

mib. kovalent fosfodiester bog ini hosil giladi (4.5-rasm).

4.3-jadval,
Eng ko'p go‘llaniladigan restriksiya fermentlari

P— | Manba (Source) Aniglash joyi (Rccn@
BamHI Bacillus amyloliquefaciens H G|lGATCC
EcoRI Escherichia coli RY 13 GIAATTC
EcoRIl Escherichia coli R245 |CCTT/AIGG
Haelll Haemophilus aegyptius GG|CC
HindIll Haemophilus influenzae Rd A|AGCTT
L Kpnl Klebsiella pneumoniae GGTAC|C
L Notl Nocardia otitidis-caviarum GC|GGCCGC
I Pstl Providencia stuartii CTGCA|G
_ o8 A\




Biotexnologiya asoslari

Sau3A Staphylococcus aureus 3A 1GATC
Smal Serratia marcescens CCC|GGG
Foxin ¥ okl Soxin Yaviny 5 onse ¥ ouini
o ‘/—(m‘ ’_/,,!.
7 i
- 2 o6 2
i/_/ / L %
s oz Fa A
O wd pe = . p -
o2~ P o« pe >
Ligie § Ligase r/._a A i A
2 é £ z o€ 2
—_ u/ ’,’0 —/ / .' —
' s b= s
2 o/:ec 2 € . po °

ol ERos okl
3" onint o
4.5-rasm. Fag T4 DNK ligazasining katalitik faolnau
Fag T4 DNK ligazasi fosfodiester zanjirining uzilzan jc
ikki tomonida joylashgan ochiq 3'-OH va 5"-PO4 guruhlari o'z
ferment-AMP kompleksini shakllantiradi.

Ligatsiya reaksiyalari odatda passajir DNK (va'ni «tashuvchi
tiladigan yangi DNK parchasi)ni vektor molekulasi bilan bir
oladi (4.3-1:sm). Vektorning boshqa vektor molekulasiz an ko'ra,
passajir DV ga birikish ehtimolini oshirish uchun. pamanr DNK va vektor D\ K-
ning moly ush.mm (ya'ni massaga emas. balki DNK m w‘sk 1 <
odatda taxniinan 10:1 qilib belgilashadi. Boshqa bir stra vords-
mida linear!ashtirilgan vektor DNKning 5'-PO4 uchlaridan fosfat guruhlarini ol
tashlash. Bu fosfat guruhi vektor uchlarini bir-biriga bog*lash uchun m
gani bois qayta halgasimonlanish (rekircularizatsiya) imkonsiz boladi. .
passajir DNK mavjud bo‘lganda. u vektorning 3'-OH uchlariga ligatsiva uchun
zarur bo‘lgan 5'-PO4 uchlarini taqdim etadi.

Buning natijasida har bir nukleotid zanjirida passajir DNK uzunligi bilan aj-
ratilgan yagona bo‘shliq (ochiq joy) bo*lgan halgasimon molekula hosil bo*ladi.
Bu tuzilma klonlash xostiga (ya'ni mezbon hujayraga) transformatsiya qilinishi
uchun yetarlicha barqaror hisoblanadi, va xostning ta’mirlash tizimlari bu bo*sh-
liglarni muhrlaydi.

T4 DNK ligazasi yordamida amalga oshiriladigan ligatsiya reaksiyalari nisba-
tan samarasiz (taxminan 60%) va tekis uchli DNK substrat sifatida ishlatilganda
ancha ko*proq vaqt talab etadi (2-12 soat). So‘nggi yillarda ligatsiya reaksiyala-
rining samaradorligini oshirish uchun turli texnologiyalar joriy etildi. Shunday
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usullardan biri Paccinia virusidan olingan DNK topoizomeraza [ fermentidap,
foydalanadi. Bu ferment tabiiy holatda cheklovchi endonuklga;a va DNK liga-
zasi sifatida ishlaydi (4.6-rasm). Tabiatda bu ferment ikki zanjirli D‘NK.dagi O‘ra-
lib qolishni bartaraf etadi, bunda u maxsus pentamerik ketma-k?th.km.(S'-(C/T)
CCTT-3") aniglab, belgilangan ketma-ketlikdan keyin yagona za‘njlrh.uznlish hosil
qiladi va DNKni bo‘shashishiga imkon beradi. Uzilish davomida ajralgan eper.
giya fermentning 274-pozitsiyadagi tirozin va hosil bo‘lgan 3'-PO4 .orasidagi ko-
valent o‘zaro ta’sir orqali saqlanib goladi. Bu reaksiya 5'-OH qoldl_qlari mavjud
bo‘lganda, qayta tiklanishi mumkin, bunda bu qoldiqlar vektord.agl.fosfo%irozil
bog‘iga hujum qilib, yuqori samarali ligatsiya reaksiyasini hosil qiladi. Tijora
tizimlarida, linearlashtirilgan vektorlar Vaccinia topoizomeraza 1 fermenti biap
ularning 3’ uchlariga kovalent bog‘langan holda tagdim etiladi. Bu tizix"n tekis uch-
li fragmentlar yoki Taq kabi xatolikni tuzmaydigan DNK polimerazasi yordamida
hosil qilingan 3' adenozin chiqib turuvehi PCR mahsulotlarining yuqori samara
ligatsiyasini (95%) ta’minlaydi. )

Mo‘ljaldagi DNK ketma-ketliklarini klonlash vektoridan boshqasiga o‘tka-
zish samaradorligini oshirish uchun yangi usullar ishlab chigilgan. Bunday yop-
dashuvlardan biri lambda fagining joylashuvga xos integratsiya/chiqarish mexa-
nizmining xususiyatlariga asoslanadi. Lambda fag E. colini yuqtirganda, u ikkita
sikldan biriga kiradi: ]

1. Litik sikl, bu jarayonda mezbon hujayra hisobiga o‘zining taxminan 20q
nusxasini yaratadi. )

2. Lizogenik holat, bunda u bakterial xromosomaga maxsus joylashuv (att)
Jjoyida integratsiyalanadi.

Integratsiya jarayoni, fag tomonidan kodlangan integraza (Int) {omonidan
boshgariladi va bakterial xromosomaning attB joyi bilan fag Xromoscmasining
attP joyi o‘rtasida joylashuvga xos kross-over rekombinatsiyasini 0°z iciiga oladi,
Bu jarayon fag va bakterial genomlar o‘rtasidagi chegaralarda attL. va aiR joyla-
rini hosil giladi. Reaksiya qaytaruvchan, lekin Int va fagna xos bo*lgan ikkinchi
chiqarish fermenti Xisning birgalikdagi harakatlarini talab giladi. Bu tizim DNKnj
turli vektorlar orasida ko‘chirishda ishlatilganda, mo‘ljaldagi DNK lambda «atty
ketma-ketliklari orasida joylashadi (attB x attP < attl. » attR; qarang: 4.7-rasm),
Reaksiyaning kerakli yo‘nalishi faqat Int yoki Int + Xis qo‘shilishi orgali bogh-
qariladi va hosil bo‘lgan mahsulotlar E. coli klonlash xostiga transformatsiya
qilinadi. )

Kerakli mo*ljaldagi DNKni o°z ichiga olgan mo‘ljaldagi plazmid antibiotikga
qarshilik geni asosida tanlanadi. Ammo dastlabki mo‘ljaldagi plazmidni tanlash-
ning oldini olish uchun, att joylari orasidagi ketma-ketlik E. coli uchun halokatli
bo‘lgan toksinni kodlaydi.
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(d) PRC mahsuloti vektorga fosfodiester
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4.6-rasm. Vaccinia virusidan olingan
DNK topoizomeraza I restriksiya endonukle-
azasi va ligaza faolliklariga ega bo‘lib, DNK
fragmentlarini klonlash uchun go‘llanilishi
mumkin

(a) DNK topoizomeraza I 5' -CCCTT-3'
ketma-ketligini taniydi.

(b) DNK topoizomeraza I belgilangan ket-
ma-ketligidan darhol keyin bir ipli kesma hosil
qiladi — bu yerda har bir ipda ma’lum ketma-ket-
lik mavjud bo‘lib, ular bir-biriga qarama-qar-
shi joylashgan ikkita bir ipli kesma hosil qiladi.
Ferment 274-pozitsiyadagi tirosin (Tyr) qoldig'i
orqali kesilgan uchga kovalent tarzda birikib
qoladi.

(c) Fosfor-tirozil bog* 5' uchidagi OH qol-
dig'i tomonidan hujumga uchraydi, bu PRC
mahsuloti yordamida fosforlanmagan primerlar

(fosfodiefir) birikma orqali ligatsiya qilinadi, mos

ravishda 3' -PO4 va 5' -OH guruhlari vektor va PCR mahsuloti uchlarida birikadi.

anly attB
= [ 5 1 Mo'ljaldagi klon
magsad gen x
1 | E—— I = Yon mahsulot
attP tksin geni altP
M 2
Int || || Int+Xis
atrl VoL artl.
| I =5 Magsad vektori
magsad gen \
7 X
! [ - 5] Kirish kloni
attlk toksin geni atti

4.7-rasm. Klonlangan DNKni an’anaviy subklonlash zaruriyatisiz turli vektorlarga

ko*chirish mumkin

Tizim lambda fagining sayt-spetsifik rekombinatsiya tizimidan foydalanadi. Magsad DNK

dastlab kirish kloni hosil gilish uchun kirish vektoriga klonlanadi. Kirish kloni DNKsi yakuniy
vektor bilan aralashtiriladi va Int hamda Xis rekombinazalari aralashmasi qo*shiladi. Rekom-
binatsiya bir yo*nalishda sodir bo‘lib, yuqori samaradorlik bilan yakuniy klon va go‘shimcha
mahsulotni hosil giladi. Xostga o‘tkazilgandan so‘ng, u toksin geni tomonidan kodlangan tok-
singa sezgir bo*ladi va yakuniy klonlar antibiotikga chidamlilik fenotipi asosida tanlab olinadi.
Agar faqat Int reaksiya aralashmasiga qo‘shilsa, reaksiya teskari bo*lishi mumkin. Bu holda turli
vektorlarning rollari o‘zgaradi va kirish va yakuniy klon o‘rin almashadi.
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4.4.4 Polimeraza zanjir reaksiyasi (PCR) va uning qo‘llanilishi

1980-yillar o‘rtalarida kiritilganidan beri polimeraza zanjiri reaksiyasi (PCR)
rekombinant DNK texnologiyasiga katta ta’sir ko‘rsatdi. PCR deyarli har qan-
day DNK fragmentini kuchaytirishni osonlashtiradi. Hajmi taxminan 0.2 dan 4¢
kbit/s gacha. Kuchaytirish reaksiyasi siklik bo‘lgani va har bir siklda DNK kgp.
sentratsiyasi ikki barobar ortib borishi sababli reaksiyadagi DNK ning Umumiy
migdori eksponensial ravishda ortadi. Ko*paytirish reaksiyasi siklik bo‘lganligi
va har bir siklda DNK konsentratsiyasi ikki baravar oshganligi bois reaksiyadagj
DNK miqdori eksponentsial ravishda ortadi; har bir dastlabki shablon mgle.-
Kuladan nazariy hosila 20-sikldan keyin taxminan 10° molekulani, 30-sikldan
Xevin esa taxminan 10° molekulani tashkil giladi. PCR uchun termostabil DN
polimeraza. shablon DNK. maxsus oligonukleotid primerlar jufti va deoksinuk-
leotid trifosfatlarning (ya'ni dATP. dCTP. dGTP va dTTP) to°liq to*plami kerak
bo’ladi. PCR uchun oligonukleotid primerlar kimyoviy yo*l bilan sintez qgilina-
di va kopaytiriladigan hududni chegaralovchi ketma-ketliklarga komplementar
bo"ladi. Primerlar odatda 20 ta nukleotiddan iborat bo‘ladi. PCR ning muhim
xususiyati shundaki. butun DNK ko*paytirish reaksiyasi ferment, shablon, pri-
merlar va substratlarni o°z ichiga olgan bitta probirkada amalga oshiriladi, Har
bir ko*paytirish sikli bog‘lanish (annealing), uzaytirish (extension) va denaturat-
siya reaksiyalarini o‘z ichiga oladi, har biri har xil haroratda amalga oshiriladj
(4.8-rasm).

Dissotsiatsiya reaksiyasi harorati 95 °C gacha yetishi mumkin vz bitta PCR
Jarayonida 35 tagacha sikl bo‘lishi mumkinligi sababli yuqori darajadz ‘ermostabil
DNK polimeraza PCR uchun asosiy talab hisoblanadi. Taq polimersza Islandi-
yadagi issiq buloglarda o‘suvchi Thermus aquaticus arxe bakteriyasidan ajratib
olingan va PCRda qo‘llanilgan birinchi termostabil DNK polimeraza bx:*Igan. Tag
polimeraza 3' dan 5' gacha exonukleaza orqali xatolarni tuzatish (proofreading)
funksiyasiga ega emas va shuning uchun noto*g‘ri nukleotidlarni kiritish bo*yicha
yuqori xato darajasiga ega. Biroq Pyrococcus furiosus kabi boshqa arxe bakteri-
yalardan olingan Pfu polimeraza kabi proofreading funksiyasiga ega termostabil
DNK polimerazalar yaginda joriy qilindi va ularni xato kiritish darajasi sezilarli
darajada kamaytirilgan.
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1-sikl, I-gadam: de a l s
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(= —— —— ———— 1
2-qadam: annealing
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Primer aligonkleotidlar i

Sqadam: DNK sintez
(primerning kengayishi)

Z-sihl: Denaturatsaya (1-gadam)
va anncaling (Z-qoadam)dan so°'ng

S-qadam: DNK sintezi ::—

(primerning kengayishi)

3-sikl: Densturatsiya (1-qadani) S
v g (2-gadanm)dan so'ng =%

Sikllar 2035 marta takrorlanadi.
buesa cksponenstal ko' payishza
olib keladi yee—

4.8-rasin. Polimeraza zanjir reaksiyasi (PCR)

Bu rasm annealing (primerlarning bog'lanishi), sintez (DNKni ko*paytirish) va denatura-
tsiya (iplarning ajralishi) reaksiyalarining siklik tabiatini ko‘rsatadi. Mazkur jarayonlar avtomatik
ravishda maxsus termosiklor (PCR qurilmasi) ichida amalga oshiriladi.

1-sikl, 1-qadam: denaturatsiya — 1-qadam: Ikki zanjirli DNKning denaturatsiyasi.

2-qadam: annealing — Primer oligonukleotidlar komplementar ketma-ketliklarga bog'lanadi.

3-qadam: DNK sintezi (primerning kengayishi) DNK polimeraza primerni kengaytirib,
komplementar DNK zanjirlarini sintez qiladi.

2-sikl: Denaturatsiya (1-qadam) va annealing (2-qadam)dan so‘ng DNK sintezi (primerning
kengayishi).

3-sikl: Denaturatsiya (1-qadam) va annealing (2-qadam)dan so‘ng DNK sintezi mo'ljaldagi
DNK ketma-ketligining eksponensial ko' payishiga olib keladi.

Sikllar 20-35 marta takrorlanadi, bu esa eksponensial ko*payishga olib keladi.

Polimeraza zanjir reaksiyasining birinchi bosqichi (4.8-rasm) ikki ipli DNK
shablonini denaturatsiya gilish, ya’ni taxminan 95 °C gacha gizdirish orqali ip-
larni ajratishdir. Keyin reaksiya aralashmasi sovutiladi, bu esa oligonukleotid pri-
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merlarining hosil bo‘lgan bir ipli shablonlarga bog‘lanishiga (annealing) imkon
beradi. Bog‘lanish harorati primer ketma-ketliklarining uzunligi va G+C tarki-
biga bog‘lig, ammo odatda 50-65 °C oralig‘ida bo‘ladi. Bog‘lanish bosqgichidan
keyin harorat taxminan 70 °C gacha ko‘tariladi, bu termostabil DNK polimera-
zalari uchun komplementar ipni sintez gilish uchun optimal harorat hisoblanadi,
Denaturatsiya, bog‘lanish va sintezdan iborat sikl odatiy PCR jarayonida 20-35
marta takrorlanadi. Taq polimeraza yordamida ko‘paytirish mumkin bo‘lgan
fragmentlarning maksimal uzunligi taxminan 4 kbp bo‘lsa-da, reaksiya tarkibiy
gismlarini optimallashtirish va termostabil polimerazalar aralashmasidan foyda-
lanish orqali endi uzunligi 40 kbp gacha bo‘lgan DNK fragmentlarini ko‘payti-
rish mumkin. PCR boshqa ko‘plab magsadlar uchun ishlab chiqilgan, jumladan
DNK ketma-ketligini aniglash, ma’lum nukleotid o‘zgarishlarini kiritish (saytga
yo‘naltirilgan mutagenez), DNKni belgilash va chimerik genlar hosil gilish uchun
DNK fragmentlarini birlashtirish. Bundan tashqari, oligonukleotid primerlarning
5' uchlariga restriksiya endonukleazalarining nishon joylarini kiritish orqali PCR
mahsulotlari kesilib, klonlash vektorining ma’lum joyiga ligatsiya gilinishi mum-
kin (4.5-bo‘lim). Shuningdek, real vaqtli PCR (RT-PCR) muayyan genlarning
ekspressiyasini aniqlash uchun tobora kengroq qo‘llanilmoqda. mRNKni teskari
transkriptaza (RNKga bog‘lig DNK polimeraza) yordamida DNK ga aylantirish va
hosil bo‘lgan nusxa DNKni RT-PCR yordamida miqdoriy aniqlash amaiga oshiri-
ladi. Real vaqtli ko‘paytirish reaksiyalari floresan bilan belgilangan primerlardan
foydalanib termosiklorda amalga oshiriladi, bunda yig*ilgan floresans signal ku-
zatiladi. Floresan modda inkorporatsiya gilinmagan primerda joylasli;zan bo‘lib,
u «so‘ndirilgan» holatda bo‘ladi (ya’ni juda kam floresans chiqaradi). =inmo ikki
ipli DNK ga kiritilganda so‘ndirilmagan holatga o*tadi. Reaksiyalar kzpilyar nay-
chalarda olib boriladi va ketma-ket PCR sikllarida hosil bo‘lgan so‘s:irilmagan
floresans signal termosiklorga o‘rnatilgan mikrohajmli florimetr orgz!i real vaqt
rejimida o*Ichanadi. RT-PCR jarayoni nihoyatda sezgir. aniq va gayta ‘akrorlana-
digan hisoblanadi.

4.4.5 Transformatsiya va boshqa gen o‘tkazish usullari

Bakterial hujayra xostiga begona DNKni kiritish qobiliyati rekombinant DNK
texnologiyasining markaziy asosini tashkil etadi. Transformatsiya — bu ckzogen
DNK xost hujayra tomonidan qabul gilinadigan jarayon bo‘lib. klonlash maqsad-
lari uchun eng keng qo‘llaniladigan gen o‘tkazish texnikasi hisoblanadi. Ba’zi
bakteriyalar tabiiy transformatsiya tizimlariga ega bo‘lsa, boshqalari, masalan, E.
coli, DNKni gabul gilishga layoqatli bo‘lishi uchun kimyoviy oldindan ishlov be-
rishni talab giladi. Transformatsiya ko ‘pchilik klonlash magsadlari uchun samarali
bo‘lsa-da, genomik kutubxonalar yaratish kabi ba’zi protseduralar uchun yetar-
li darajada samarali emas. Bunday holatlarda transformatsiya jarayonini chetlab
o‘tish uchun rekombinant DNKni in vitro virus zarrachalariga gadoglash usulidan
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qydalanish mumkin (4.5.2-bo‘lim). Yaqinda bakteriyalarni yuqori kuchlanishdagi
impuls yordamida DNKni qgabul qilishga qodir ekanligi ko‘rsatildi. Bu jarayon
elektroporatsiya deb ataladi va bunda hujayralar va ekzogen DNK aralashma-
si qisqa muddatli (odatda millisekund davomiylikdagi) 2500 voltgacha bo‘lgan
elektr impulsi ta’siriga qo‘yiladi. Yuqori kuchlanish maydoni hujayra membrana-
sida teshikchalar hosil bo‘lishiga sabab bo‘ladi, bu esa elektr gradienti tomonidan
harakatga keltirilgan manfiy zaryadlangan DNKning hujayraga kirishini ta’min-
laydi. Ko*p hollarda elektroporatsiya transformatsiyaga qaraganda samaraliroq va
ba’zi bakteriya turlarini fagat mazkur protsedura yordamida transformatsiya gilish
mumkin.

4.4.6 Rekombinantlarni tanlash va skrining qilish

Ko‘pgina klonlash jarayonlaridan so‘ng, kerakli gen yoki DNK fragmentini
o‘z ichiga olgan klonlarni ajratib olish uchun skrining o*tkazish zarur. Eng oddiy
usul bu vektorni o°z ichiga olgan bakterial transformantlarni tanlashdir. Bu vek-
tor tarkibiga antibiotikga qarshilik marker geni kiritish orqali amalga oshiriladi,
shunda faqat vektor nusxasini olgan transformatsiyalangan bakteriyalar tegishli
antibiotikni 0°z ichiga olgan ozuqa muhitida o‘sish qobiliyatiga ega bo‘ladi. Ri-
vojlangan tizimlar esa klonlangan insertni o‘z ichiga olgan yoki olmagan vektor-
larni farglash imkonini beradi. Bu tizimlar begona DNKning kiritilishi natijasida
ma’lum bir xususiyatni yo‘qotishga olib keladigan gen buzilishi usullarini o‘z
ichiga olac: (4.5.4-bo‘limga qarang).

Konkrct gen yoki DNK fragmentini 0°z ichiga olgan klonlarni aniqlash be-
vosita selezisiya usullari yoki bilvosita cheklovchi endonukleaza xaritalash, PCR
yoki gibricizatsiya usullari yordamida amalga oshiriladi. Agar mo‘ljaldagi gen
ifodalanac:;an bo‘lsa. uning mavjudligi klonlash xostidagi nugsonni to‘ldirish
orqali anig:anishi mumkin (masalan, ma’lum bir substratdan foydalanish qobili-
yatini yoki boshqa holatda zarur bo‘lgan oziq moddalar yo“qligida o‘sish qobiliya-
tini tiklashi). Cheklovchi xaritalashda, vakil klonlardan olinadigan plazmid DNK
ma’lum cheklovehi endonukleazalar yordamida hazm qilinadi. Faqat kerakli gen
yoki DNK fragmentini o*z ichiga olgan klonlar agaroz geli elektroforezidan so‘ng
to‘g‘ri bantlar namunasi hosil giladi. Biroq bu usul fagat skrining qilinadigan
populyatsiyada mo*ljaldagi klonlar yuqori chastotada uchrashi ehtimoli mavjud
bo‘lganda amalda qo‘llanadi. Diagnostik PCR, mo‘ljaldagi DNK ketma-ketligiga
xos oligonukleotid primerlar yordamida, kerakli gen yoki DNK fragmentini o'z
ichiga olgan klonlarni aniglash uchun ishlatiladi. PCR bevosita qayta ishlanmagan
koloniya namunalarida qo‘llanilishi mumkinligi sababli, ko‘plab klonlarni sinash
imkonini beradi va jarayonni tezlashtiradi. (4.5.4-bo*limga qarang)

Agar mo‘ljaldagi DNK klon populyatsiyasida past chastotada uchrasa (ma-
salan, genomik kutubxona holatida, qarang: 4.5.5-bo‘lim), katta miqdordagi
klonlarni skrining qilish talab gilinadi. Bunday holatlarda eng samarali usul bir
hujayradan o‘suvchi bakterial koloniyalarni (yoki fag vektorlar holatida virus
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plakatlarini) gibridizatsiya qilishdir. Koloniya yoki plakat gibridizatsiyasi max.
sus DNK Ketma-ketliklarini aniglash uchun belgilangan nuklein Kislota zond|gay
(ONK voki RNK)dan foydalanadi. Jarayon quyidagicha amalga oshiriladi: Hay by
manstormant keloniva voki I‘Lll\d(ddt\ olingan biomassa membranaga ko*chirilag;,

s mlar achilishi orgali ajralib chiggan denaturatsivalangan DNK membrang.

= \'}_ Sy WAoaEmhrEas N WVERANEEN FOIRT (Qarang 4.4 7. bothm) bilg A1} l\l\ln\
Nk, Ry N podeliashatngan motijaldagt DINKga 0 aga xos taveda
N . B A onssds Woatangaen DKM ' whiga olgan !‘"“"“\illm
™ RN St M NEazkur usal N \ [‘\‘g‘\ll\.U'.\\ ‘“Lu,‘

- 3 S (A A0 ML

S S WAEEN TR YA 2eDT WA 3

dasan oo oadiag: meaxsus meHaldegt DNK maolekulalacini aniglagh
. sistiiagdi. ¢ 2 suldh evituvehan rond wmoljaldagi DNK bilan
MO T < QIS JRBST 2 DRNA. RN 0N, rotsel K\ uloza, shisha
S LSt camng maresese anmobilizasivalangan ?‘o ladi. Ammo, DNK

Jelatida bu jarayon teskari tarzda amalga osha-
'3\1\:'_? -.uuqlas‘n (+.4.0-bo"lim). genetik tuzilmanj
on *:uka qilish kabi bir qator biotexnologik
in kislota gibridizatsivasi turli kontekst-

oyillari bir xil bo’lib qoladi. Bu texnika bir
= DNK yoki RNK) boshga mos ks «mayd|gan
olekulalari populyatsiyasida komplementar bir zanjirli mo‘ljal-
k=tliklarga bog lanish (annealing) qobiliyatidan foydalan‘.";

biotlash em ka~.. umno ixtirochisi Ed Southern nomi b:'an ataladi,

T sER e KIS

leazalar )‘ordamida hazm qilingan DNK fi= mentlarini
= i o"lchamlariga qarab ajratish;
* DNK frzgmentlarini nitrotsellyuloza membranalariga blotlash (ko chirish)
orgali transfer gilish.

Zond nuklzin kislota suvli eritma shaklida qo*llanadi va mos gibridizatsiya

i "'nrn ilizatsiyzlangan mo'ljaldagi DNKga bog‘lanadi. Bog‘langan

lotzlarining joylashuvi osongina aniglanadigan belgi yordamida
! u texnika mo‘ljaldagi RNKni aniglash uchun kengaytirilganda, u
Northern blotlash deb nomlanadi (4.7.1-bo’lim).

Gibridizatsiya reaksiyalarida ishlatiladigan nuklein kislota zondlari bir zanjirli
(s5) RNK yoki DNK molekulalari shaklida bo‘lishi kerak. Agar ikki zanjirli DNK
ishlatilsz, gibridizatsivadan oldin u denaturatsiya gilinishi talab gilinadi. Zondning
vazifzsi mo’ljaldagi ketma-ketliklami aniglash bo‘lganligi sababli, uning o‘zi ham
oson zaniglanadigan bo'lishi kerak. An’anaviy usulda bu 32P yoki 35S kabi ra-
dionuklidlarni zond tarkibiga kiritish orqali amalga oshiriladi. Bu zondlar keyin
fotografik (masalan. rentgen) plyonka yordamida aniqlanadi.
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=

So‘nggi yillarda xavfsizlik va ifloslanish bilan bog'liq xavotirlar radionuk-
lidlardan foydalanishni cheklashga olib keldi. Shu sababli. nuklein kislotalam:
pelgilash uchun biotin yoki digoksigeninni o'z ichiga olgan nuldeotid aralogiar
dan foydalanadigan usullar ishlab chigildi, Bu usulda sugor altiniey:
molekulalari (masalan, biotin uchun streptaviding salatisd

B ligandar pes

aldaza yoki ishooriy fostataza kabi ferreralar Sian kot o
,-nlulll!vv" Hyndan o' ng zonidm dosalas '
mentaliv iepkslyapa asoslanad

o JONRNIZ KTOINGREN Sisiia 1 - e i
il gilach

. | Illlll;mn.y.- f Aysitg La & i -
fidlarga o zshash tarzda fot iz vonlamits asingiat

Apar mo'ljaldags mole Vo denass ~f1p

dizatsiya reaksiyalaridz KINK zom
da fag RNK polimerazasi yordam
oshiriladi:

Magsadli ketma-ketlikni yoki ir gisminy kodhevsh i fragmess
mos fag promotorining orgasidz klos

Plazmic ajratib olinadi.

Fag R polimerazasi yordamida mo
tar RNK traskripti sintez gilinadi.

Sintez rcaksiyasi davomida. DNKni bel
nukleotidlz: yoki nukleotid analoglari go-llanadi.

4.4.81 ‘minn massiv texnologivasi

Mikraf=brikatsiya texnikalari yordamida yugori zichlikda maxsus ﬁ\[\ zond-
lari shisha yoki kremniy substratiga bml\unladl Zondlar ikki turda bol

« PCR mahsulotlari: mo*ljaldagi genning to'lig yoki bir gismini o'z
oluvchi (ORFmer);

« oligonukleotidlar: 20 dan 70 nukleotid uzunlikka ega.

Odatda zondlar musmqll ravishda sintez gilinadi va robot printeri yordami-
da massivga joylashtiriladi. Zamonaviy tizimlarda esa fotolitografiva yordamida
zondlar joyida (in situ) sintez qilinadi. Zondlar zichligi texnologiyaga qarab o' 2-
garadi: 10 000 dan 500 000 gacha nuqta bir massivda joylashtiriladi. Mo ljaldagi
nuklein kislota markalash:

l Mo*ljaldagi nuklein kislota odatda ffuorescens bo*yoq bilan markalanadi.

2. Messenjer RNK (mRNK) teskari transkripsiya reaksiyasi davomida bo*yog
bilan markalanib, nusxa DNK (¢DNA) hosil giladi.

3. Komplementar bo*yoglar:

+ Cy3 (yashil): 532 nm da qo*zg'atiladi, 557-592 nm oralig*ida aniglanadi.

¢ Cy5 (qizil): 635 nm da qo*zg*atiladi, 650-690 nm oralig*ida aniglanadi.
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Laser-skanning florimetr yordamida signalni aniglash va-miqdorini baholash
amalga oshiriladi. Bu ikki mustaqil manbadan olingan ma’lumotlarni bir massivda
bevosita taqqoslash imkonini beradi.

4.4.9 DNK ketma-ketligini aniglash

DNK ketma-ketligini aniglash DNKni tahlil gilish va manipulyatsiya qjlish
uchun eng qudratli texnikalardan biridir. Mo‘ljaldagi DNK molekulalari va k]on.
lash vektorlari ketma-ketliklarini bilish murakkab bakterial ogsil ishlab chiqarish
tizimlarini yaratishning asosi hisoblanadi. Bu, shuningdek, maxsus zondlar yokj
primerlarni loyihalash va kompyuter tomonidan yaratilgan transkripsiya va rest.
riksiya xaritalarini yaratishni osonlashtiradi.

=r
Nazoral tizimi Tajriba tizimi
(masalan, yovvoyi tur yoki (masalan, mutant yoki

stresssiz o*sish sharoitlarn) stress-induktiy o°sish sharonlary)
| RNKni ajratib olish

aga transkripsiyas va namunalarni
farglash uchun belgilash

Belgilangan magsadlarni
DNK mikroyog'ochiga hiriktirish

gurti skapertash forimetrikas: yordamida migdoriy haholash

4.9-rasm. DNK massiviari vordamida tajriba tizimi va nazorat tizimi ifoda profillarini
solisktirish prinsips

zxam vz (ilker wuli DNK ketma-ketligini aniglash uchun kimyoviy rea-
|  servlavdas fowdzlanit, [DNKni asosga xos ravishda kesib tashlashni amalga oshira-
& Caeshs sazdewr Koty wail bali ham cheklangan dasturlarda go‘llanilsa-da,

slart tomemidan ishlab chiqilgan nozik zanjirni

\ o xtatveli waul bilan alpashtirilgan. Sanger usuli £, coli DNK polimerazasi-
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ning (Klenov fragmenti deb ataladigan varianti) yakkalangan DNK andozasidan
foydalanib, tabiiy dezoksinukleotidlar va 2!, 3'-dideoksinukleotid analoglarini in-
korporatsiya qilib, DNKning qo‘shimcha zanjirini sintez qilish qobiliyatidan foy-
dalanadi. Dideoksinukleotidlar 3'-pozitsiyada gidroksil guruhiga ega emas va shu-
ning uchun zanjirning keyingi uzayishi uchun substrat sifatida ishlatilishi mumkin
emas. Shu sababli, ularning inkorporatsiyasi DNK zanjiri sintezini toxtatadi.
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4.10-rasm . Sanger zanjirini to‘xtatish usuli yordamida hosil gilingan DNK ketma-ketlik
gelining bir gi=:i autoradiografiyasi .
Yo*laklar i* xtatilgan nukleotidlarga muvofiq belgilangan: A —adenin, C — sitozin, G — gua-
nin, T —timin. ¢l tomonidan aniglangan ketma-ketlik gelning chap tomonida ko‘rsatilgan. Elek-
troforez yo*nalisiii

Zanjirni uzaytirish jarayonini boshlash uchun foydalaniladigan maxsus oli-
gonukleotid primer yangi sintez gilingan DNK molekulalarining boshlang*ich
nuqgtasini beigilaydi. DNK polimeraza barcha to‘rt dezoksinukleotid trifosfat
substratlar (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ishtirokida yakkalangan DNK andoza-
sidan DNK sintez qiladi, ulardan biri radioaktiv belgilanadi (masalan, (o-35S)-
dATP). To‘rtta alohida probirkada bir xil reaksiyalar amalga oshiriladi. ammo har
bir probirkada to*rt dideoksinukleotid trifosfat analoglaridan biri (ddATP. ddCTP.
ddGTP, ddTTP) past konsentratsiyada mavjud bo*ladi. Tegishli nisbatdagi oddiy
va dideoksinukleotidlar ishlatilganda, yangi sintez gilingan DNK zanjirlari har bir

mumkin bo‘lgan asos pozitsiyasida to*xtatiladi va barcha mumkin bo'lgan urun-
likdagi frapmentlar hosil bo*ladi, To'rtta reaksiva aral asining ™a n
denaturlovehi poliakrilamid gel elektrofores ongali aIratiiad V& SESREIEE R
ya yordamida tahlil qilinadi. Hosil bo'lgan tasma nagshian DNN ASERERe L s
(o' prridan to g o qishga imkon berady (4 10qasm)

Katta hajmdagi ketma-ketlik lovihalari talablaring QOBGIESE SEaas ONN
ketma-Ketlik bo*yicha aniglash texnologiyasi aviomatiasiirigss Bunga san
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ni to‘xtatish usulining formatini o‘zgartirish orqali erishildi, bu DNK tasmalarirﬂ
kapillyar poliakrilamid jellar ichida real vaqt rejimida aniglashga imkon beradi va
bunda fluorokrom bilan belgilangani substratlardan foydalaniladi. Mazkur texno-
logiya yordamida bir reaksiyadan 1000 tagacha asos o‘qilishi mumkin va ma’ly-
motlar bevosita elektron formatda qayd etiladi.

4.4.10 Maxsus yo‘naltirilgan mutagenez (Site-directed mutagenesis)

Maxsus yo*naltirilgan mutagenez — bu DNK ketma-ketligida nukleotidlarni
maxsus o‘rnini almashtirish texnikasi bo‘lib, genlar yoki gen mahsulotlarining fa-
oliyatini tahlil qilish yoki o‘zgartirish uchun ishlatiladi. Masalan, sanoat ferment-

larining ko‘p xususiyatlarini yaxshilash uchun maxsus aminokislotalarni o‘rnini
almashtirishdan foydalanilgan.

Ohgonukleotidlar
Ampitsillin geniu nofaol = o Magsad genimng Kerakli
qiladigan mutatssyant tuzatadi mutatsiyasmn
! (X) inkorporatsiya qilad
Oligonukleotidlami yakkalangan
plazmid DNK bilan bog*lash

Qo'shimeha
Zanjir sintez)

Amp' va Kan® transformantlar belgilangan
mutatsiyant 0°2 whign oladi

4.11-rasm. Yo‘naltirilgan mutagenez

Maxsus mutatsion o*zgarishlar oligonukleotid primerlarga kiritiladi, ular maqsad geni mavjud
bo*lgan yakkalangan andozadan ikki zanjirli plazmid molekulasini tiklaydi. E. coli ichiga transfor-
matsiya qilingandan so‘ng, mutatsiyaga uchragan va yovvoyi turdagi plazmidlar avlodlar orasida

ajralib chiqadi. Talab gilingan mutatsiyaga ega plazmidlar yangi olingan ampitsillin qarshiligiga
asoslanib tanlab olinadi.
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Mutatsion ozgarishlar in vitro usullari yordamida DNKga kiritiladi va so‘ng-
ra bakteriyaga qayta kiritiladi, bu yerda hosil bo‘lgan fenotiplar kuzatiladi. Oligo-
nukleotid orgali nukleotidlarni maxsus o‘zgartirish (site-directed mutagenesis) bu
magsadga erishish uchun muhim vositadir, chunki u maqsadli DNK ketma-ketli-
giga juda aniq o‘zgarishlarni kiritish imkonini beradi. Ko*plab metodologiyalar
ishlab chiqilgan bo‘lsa-da, bunday mutagenezning prinsiplari odatda o*xshashdir.
Quyidagi jarayon bunga misol bo‘la oladi (4.11-rasmga qarang):

Jarayon:

1. Magsadli DNK plazmid vektoriga klonlanadi, bu vektor bir zanjirli DNKni
shakllantirish uchun replikatsiya gilinadi (4.5.4-bo‘limga qarang).

2. Vektor:

a) Magsadli DNKdan tashgqari, ikki xil antibiotikka qarshilik marker genlarini
o'z ichiga oladi.

b) Ampitsillinga qarshilik geni kiritilgan bir bazaviy o‘zgarish tufayli faol emas.

3. Bir zanjirli plazmid DNK ikkita oligonukleotid primer bilan anneallangan
(birikkan):

a) Birinchi primer: magsadli genning ketma-ketligiga komplementar, ammo
kerakli bazaviy o*zgarishni o‘z ichiga olgan.

b) Ikkinchi primer: ampitsillinga qarshilik genining mutatsiyalangan gismiga
komplementar, ammo yovvoyi tipdagi (wild-type) gen ketma-ketligini tiklaydigan
o‘zgarishni oz ichiga olgan.

4. DNK polimeraza va DNK ligaza yordamida komplementar DNK zanjiri
sintez gilinadi.

Natijadan ¢ yidgilardan iborat:

1. Ikki zan; rli plazmid ikkita maxsus o‘zgartirilgan joyni o'z ichiga oladi:

» Ampitsili nga qarshilik genidagi mutatsiyani tiklash;

» Magsadli genni kerakli o*zgarish bilan o‘zgartirish.

2. Bu plazmid E. coli ga transformatsiya gilinadi.

« Mismatch repair tizimi buzilgan (masalan, mutS mutant) bakteriyadan foyda-
laniladi, bu esa xost tomonidan mos kelmagan bazalarning tuzatilishini oldini oladi.

3. Replikatsiyadan so*ng har bir zanjir yangi ikki zanjirli molekulani hosil giladi:

« Bittasi oligonukleotidlar tomonidan kiritilgan o‘zgarishlarni o‘z ichiga oladi;

» Boshqasi asl plazmidga identik bo‘ladi.

Ampitsillinga qarshilik fenotipi orqali kerakli mutatsiyani o‘z ichiga olgan
plazmidga ega hujayralar tanlab olinadi.

4.5 Klonlash vektorlari va kutubxonalar

Klonlash vektori — bu bakteriya mezbon hujayrasida replikatsiya qilinishi_
uchun yo‘lovehi DNK klonlanadigan DNK molekulasidir. Vektor va yo‘lovchi

DNK ligatsiya orqali kovalent bog*lanadi (4.4.3-bo‘lim). Klonlash vektorlarining
to‘rtta asosiy xususiyati mavjud:
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1. U mezbon bakteriyaga transformatsiya yoki in vitro gadoglash orqalj fag
infeksiyasi orqali oson kiritilishi kerak;

2. Mezbon bakteriyada replikatsiya gila olishi kerak, imkoni boricha vek-
torning nusxalari (nusxa soni) mezbon xromosomaga nisbatan 50 dan 200 gacha
bo‘lishi kerak;

3. Har xil restriksiya endonukleazalari uchun unikal joylarni o‘z ichiga olishi kerak:

4. Mezbon hujayralarda vektor nusxasi borligini tanlash yoki ko‘rish UChur;
vosita kodlashi kerak.

Klonlash vektorlar tabiiy ravishda mavjud DNK molekulalaridan, masalan
plazmidlar va faglardan olingan bo‘lib, ular mezbon xromosomadan mustaqjl ra:
vishda replikatsiya gilishga qodir. Ma’lum bir ilovalar uchun turli xil klonlash
vektorlari ishlab chigilgan va ularning gisqacha tavsifi quyida keltirilgan.

4.5.1 Umumiy mo‘ljaldagi plazmid vektorlari

Umumiy magsadli plazmid vektorlar odatda kichik DNK fragmentlarini (<10
kbp) klonlash uchun mo‘ljallangan bo‘lib, odatda E. coliga kiritiladi. Bu vektorlar
bakterial xostga transformatsiya orqali kiritiladi va transformantlar vektorga asos-
langan antibiotikga qarshilik geni yordamida tanlab olinadi. Zamonaviy umumiy
magsadli vektorlarda maxsus mo‘ljallangan ko*p klonlash joylari (MCS) mavjud
bo‘lib, ular turli unikal cheklovchi joylarni o°z ichiga oladi. Klonlangan DNK
fragmentlarini aniglash tizimlari: Umumiy maqsadli vektorlar klonlangan DNK
fragmentining mavjudligini aniglash uchun oson kuzatiladigan fenotip: yo‘qotili-
shiga asoslangan tizimlarni o‘z ichiga oladi.

Umumiy magsadli vektorlar odatda klonlangan DNK fragmentini:iz mavjud-
ligini aniqlash uchun osongina kuzatiladigan fenotipning yo‘qolishigs «soslangan
tizimni o‘z ichiga oladi. Eng ko‘p ishlatiladigan tizim lacZ geniga ‘soslangan
bo‘lib, u E. coli B-galaktozidaz fermentining N-terminusidagi u-pepticiii kodlaydi,
Vektor tarkibidagi bu gen tomonidan a-peptid sintez gilinadi va mezbon xromo-
somasi tomonidan kodlangan, faol bo‘lmagan ferment bilan birlashadi (komple-
mentatsiya qiladi). Natijada faol B-galaktozidaz fermenti hosil bo*ladi. Bu ferment
rangsiz xromogen substrat 5-bromo-4-xloro-3-indolil-B-D-galaktozid (X-gal) dan
ko‘k rangli xromofor ajratib olish qgobiliyati bilan aniglanadi. Agar DNK frag-
menti o-peptidni kodlaydigan genning vektor ichidagi gismiga klonlansa, faol
B-galaktozidaz fermenti hosil bo‘lmaydi. Agar selektiv agar plastinkalariga X-gal
qo‘shilsa, transformatsiyalangan koloniyalar quyidagicha bo*ladi:

s vektorda klonlangan DNK yo‘q bo‘lsa: koloniyalar ko‘k rangda bo‘ladi:

» vektorda klonlangan DNK mavjud bo‘lsa: koloniyalar oq rangda bo*ladi.

Bu aniglash tizimi zamonaviy vektorlarning bir necha turlarida, jumladan, fag
vektorlari tarkibida ham ishlatiladi. Fag vektorlari natijasida ko‘k yoki oq plakat-
lar hosil bo‘ladi. Eng keng qo‘llaniladigan umumiy magqsadli plazmid vektorlar

pUC seriyasi vektorlaridir (garang: 4.12-rasm).
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4.5.2 Bakteriofag va kosmid vektorlari

E. coli ni yuqtiruvchi bakteriofag lambda (1) klonlash uchun eng ko*p ishlati-
|adigan fag vektorlariga asos bo‘lib xizmat qilgan. Lambda, odatda, umumiy maq-
sadli plazmid vektorlari yordamida osongina klonlanmaydigan katta DNK fra'gj
mentlarini (>10 kbp) klonlashda eng qgimmatli hisoblanadi. Lambdaning genomini
tashkil etuvchi chiziqli ikki zanjirli DNK (dsDNA) taxminan 48.5 kbp hajmda
po‘lib, har ikki uchida 12 ta nukleotidli bir zanjirli 5' proyeksiyalari mav_;ur.i. B}J
proyeksiyalar E. coli da lambdaning halgasimon shaklga o‘tishini osonlashnrad}.
Bu halqasimon shaklni hosil giluvchi joy (cos) — joy (cohesive ends) deb ataladi.
Lambdaning klonlash vektorlari sifatida rivojlantirilishida:

1. Muhim bo‘Imagan genlar olib tashlangan, bu esa 23 kbp gacha bo‘lgan
DNK fragmentlarini joylashtirish uchun joy yaratgan.

2. Fag genomining fagat mezbonni yugtirgandan keyin halqasimonlanishi tu-
fayli, lambda vektorlarini «chap» va «o‘ng» qo‘llar sifatida alohida taqdim etish
mumkin.

» Har bir qo‘Ining bir uchida mos cheklovchi endonukleaza joyi mavjud bo‘ladi.

 Rekombinant DNK bu qo‘llar orasiga klonlanadi (4.13-rasm).

Lambda molekulalarining E. coli ga transformatsiyasi: Lambda molekulala-
rini E. coli ga transformatsiya gilish nisbatan samarasiz bo‘lib, bu esa in vitro fag
gadoglash tizimlarining rivojlanishiga olib keldi. Bu tizimlar lambda rekombinant
genomlarini bakterial xostlarga samarali yetkazib berish imkonini beradi.

lacZ* Ko*p joyli klonlash

»~  maydoni
ApR
Ko*p joyhi kKlonlash maydoni Ori
Banit Aval
Echdbn Xmal Sof
Sact Sml Xoal _Psa Hegill
1502a8CGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGC TTGG gtaateaiggic
Ecolt) Kot Bamtl Sal Sphi
Ak AccBS Hecll
Acd

C-SerAsnSesSerProValAgProAspGluleuTheSerArgCy sAlaHisLeuSerProThelieet N

4.12-rasm.

Umumiy mo'ljaldagi pUC19 plazmid klonlash vektori pUC plazmid vektorlar seriyasiga ki-
radi. pUC vektorlari juftlikda yaratilgan bo'lib, ular fagat ko*p joyli klonlash maydonining (MCS)
Joylashuv yo*nalishi bilan farq giladi. Bu yo‘nalish DNK fragmentining /acZ genining transkripsi-
yasi bilan bir xil yo*nalishda yoki qarama-qarshi yo*nalishda joylashishini ta'minlaydi.
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lacZ, ampitsillin-qarshilik (ApR) va replikatsiya ogsili (Ori) genlaridagi strelkalar transkrip-
siya yo‘nalishini ko‘rsatadi. Ko*p joyli klonlash maydonining n}xkleoud.ketma-ketligi (katta harf.
lar bilan yozilgan) va qo*shni ketma-ketliklar (kichik ha:ﬂar'l.allan )'lc?znlgan) k.o‘rsatilgan bo'lib,
ular restriksiya endonukleazalari mo*ljaldagi joylarini va tarjima gilingan aminokislotalarni o'
ichiga oladi. . .

Mazkur xususiyatlar pUC vektorlarini DNK klonlashda yugori moslashuvchanlik va samara.
dorlikni ta’minlovchi qulay vositaga aylantiradi.

Diagramma: ) .

« pUC19 - 2686 bp uzunlikdagi plazmid vektori. )

* lacZ' — B-galaktozidaza genining a-peptid qismi, klonlangan DNK mavjudligini aniglash
uchun ishlatiladi. o ) o

» Polylinker multiple cloning site (MCS) —ko*p joyli klonlash maydoni, restriksiya ferment.
lari uchun turli xil joylarni 0°z ichiga oladi. = .

» Ap* (Ampicillin resistance) — ampitsillinga qarshilik geni, antibiotik seleksiyasi uchun jsh-
latiladi.
» Ori (Origin of replication) — replikatsiya boshlanish joyi. plazmidning bakteriya ichida

ko'p aydi.

i Restriksiya fermentlari tomonidan tanib olinadigan saytlar ket.
HI. Hindlil va boshgalar). Bu joylar klonlanadigan DNK frag-

DNK ketma-Ketligi.
chi ogsil kodlash.

:alan, klon-
g vugori samarad lagi yet-

3 ) TR at 1 birlas di. Kos-
i = siasa amb muda odatda uchraydigar oyining
T i mazkur plazmidlardan las Lin vitro
eieiasit Soint 5 ga imkon beradi. Bu shi:n: anglata-

2 katta fragmentlari bilan birga

mkin. Kosmid vektorining
sababli, taxminan 32-47

v genine DNK sinfezt genilan

vl Lizis genlan

i Wnnemingi

g o’ o il edi

4.13-rasm. Lambda fagi soddalashtirilgan xaritasi, unda chap va o‘ng «qo‘plar ham-

da ). asosidag klonlash vektorlari uchun olib tashlangan muhim bo‘lmagan markaziy qism
ko ryatilgan
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Diagramma mazmuni:

» Chap tomondagi qo*shilish uchi: Fag DNKning chap uchi.

» Chap qo‘l

» Bosh genlari: Fag boshining shakllanishi uchun mas’ul genlar.

» Dum genlari: Fag dumining shakllanishi uchun mas’ul genlar.

« Muhim bo‘lmagan genlar: Masalan, integratsiya va immunitet uchun zarur bo*Imagan genlar.

» O‘ng qo‘l

» DNK sintezi genlari: DNK sintezi uchun mas’ul genlar.

» Regulyator genlar: Gen ifodasini boshqaruvchi genlar.

« Lizis genlari: Hujayra lizisi (bakteriyaning yorilishi) uchun mas’ul genlar.

« O‘ng qo*shilish uchi: Fag DNKning o‘ng uchi.

Bu diagramma lambda fagi DNK strukturasini va undagi genlarning funksional tagsimla-
nishini tasvirlaydi. Chap va o‘ng «qo‘llar» fagning klonlash uchun foydalaniladigan gismlaridir,

o‘rtadagi muhim bo‘lmagan genlar esa DNK fragmentlarini joylashtirish uchun olib tashlanishi
mumkin.

Qadoglangan kosmid DNK bakteriya hujayrasiga lsmoda DNKsi kabi 3
riladi, bu yerda u aylana shaklga kirib. plazmidning replikatsiz funke
foydalanib replikatsiya gilishni boshlzydi.

5.3 Bakterial sun’iv xromosomalar
Bakteria! sun’iy >
pBAClar. bu yerda «p
DNK ketma -t etlikl
coli ning i neolin. 3D s
Jarini gqabu! . 1z 0 pBACis i & T i
bu bir xil m 3 : oches ¢ § nE 7= !
di. Bakteriz! cenoml ol § _ fomftwomatar wesnibsh m
da butun ge:
seriyasi orgali ift

4.5.4 Maxsus mo*ljaldagi vekroriar
Yugorida ta'riflangan vektorlandan ¢
torlar ishlab chigilgan. Ulaming ba zilas
Ekspressiva vektorlavi
Ekspressiva vektorlari magsad ger

ifodasi uchun ishlab chigilgan bohib, og
lining 40% pacha bo*lgan Konsentratsiy asid
ko*pincha ogsilni afliniteth \nun;\h\gx.\ﬁ_\a yord R

ruvchi aflinitet tegi tizimini 0°2 ichiga oladi. EXsprossiva vekiorian asesan nla-
mid asosida bo‘ladi va ko*pincha qattiq boshqariladigan va yugori samaral
T7 RNK polimeraza genini ifodalash tizimidan foydalanadi. Mo*lialdag
tomonidan olingan transkripsiya (promotor) va translyatsiya (ribosoma bog

= “lamsh

( s -
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joyi) boshqaruv signallari pastida klonlanadi. Vektor E. coli mezboniga transfor-
matsiya gilinadi, unda T7 RNK polimerazasini kodlaydigan gen Xromosomada
joylashgan. Polimeraza genini yoqish mo‘ljaldagi genning yuqori darajada sintez -
gilinishiga olib keladi.

Agar mo‘ljaldagi gen affinitet tegi bilan biriktirilmagan bo‘lsa, ogsilnj ajra-
tib olish gimmat metodologiyalardan foydalanishni talab giladi. Ammo s0‘nggi
yillarda yuqori o‘ziga xos tozalash protokollarini ta’minlaydigan bir qator affi-
nitet teglari tizimlari ishlab chigilgan. Turli xil teglar ishlatilgan, jumladan ni-
kellarga bog‘lanadigan oltita ketma-ket gistidin qoldiqlari (6xHis) tegj va g’lyu-
tation-S-transferaza, glyutationga bog‘lanadigan teg. Ligand erimaydigan qatron
bilan biriktiriladi va biriktirilgan fuzion ogsil qatron bilan bog‘langan ligandn; 0‘z
ichiga olgan xromatografiya ustuni orqali o‘tkazish orqali ajratib olinadj (4.14-
rasm). Bog‘langan fuzion ogsil deyarli toza ogsil sifatida elyutsiya gilinag; va
affinitet tegi kimyoviy ishlov berish yoki proteaza yordamida ajratib tashlanadj.

Klonlungan Glutation-S- .
protein transferaza Hujayra hizatini sclaroz-glyutation”
/

ustuniga qo’shish

? Sephirose 41

Glutathione

Oquilni ifocds qilist uchun by ralmi lizis qitich
Fuzion ogsilng proteiza bilan ajratish 7 4,
(masalan, trombin ¥ it X h y 9
»
Tozalikn tekshmsh wchun
SDS-PAGE orgali tah!
a -

Elyut yig“ish
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ﬁOqsillami tozalashda affinitet tegi sifatida glyutation-S-transferaza (GST) dan foydalanish.
Mo‘ljaldagi ogsil GST bilan N-terminal fuzion shaklida sintezlanadi. Ishlab chiqaruvchi. hujay-
ralar lizis gilinadi va mo‘ljaldagi oqsil/GST fuzioni sefaroz-glyutation ustunida ushlanadi. %(er!g
ko*lamli yuvish jarayonidan so‘ng, mo‘ljaldagi ogsil GST gismidan proteaza yordamida ajralib
chiqadi va ustundan chiqariladi. Klonlangan ogsil:

a) Glutation-S-transferaza (GST) bilan bog‘langan mo*ljaldagi ogsil;

b) Ogsilni ifoda gilish uchun hujayralar lizis gilinadi.

2. Hujayra lizatini sefaroz-glyutation ustuniga qo‘shish:

a) Hujayra lizati ustunga qo‘shiladi;

b) Sepharose 4B ustunida glyutation joylashgan bo‘lib, u GST bilan bog‘lanadi.

3. Fuzion ogsilni proteaza bilan ajratish: Mo*ljaldagi ogsil GSTdan saytga xos proteaza (ma-
salan, trombin yoki Factor Xa) yordamida ajratiladi.

4. Elyutni yig‘ish: Ogsil ajratilgandan so‘ng, ustundan chigarib olinadi.

5. SDS-PAGE yordamida tahlil: Ogsilning tozaligi SDS-PAGE yordamida tekshiriladi.

Diagramma ogsillarni glutation-S-transferaza yordamida tozalash va tahlil gilish jarayonini

ko'rsatadi.

Sekretsiya vektorlari

Hozirgi kunda rekombinant ogsillarni ishlab chiqarish tizimlarining aksari-
yati mahsulotning hujayra ichida to‘planishiga olib keladi. Ammo hujayra ichida
to'planish ishlab chiqarish darajalarining pasayishi, ogsil agregatsiyasi, proteoliz
va biologik faollikning doimiy yo‘qolishiga olib kelishi mumkin (4.9.4-bo‘lim).
Buni ba’zan mo‘ljaldagi ogsilni to‘g‘ridan to‘g‘ri o‘suy muhitiga sekretsiya qilish
orgali barteraf etish mumkin, chunki sekretsiya gilingan ogsillar odatda yuqori
konsentrats: yalarda to‘planishi va to‘g‘ri yig‘ilishi mumkin. Ogsilning o°suv mu-
hitiga sekretsiya gilinishi uchun u sitoplazmatik membranada joylashgan sekret-
siya appara‘iga yo*naltirilishi kerak. Buning uchun sekretsiya vektori ishlatiladi
(4.15-rasm . bunda mo‘ljaldagi ogsil N-terminal signal peptid bilan fuzion ogsil
sifatida sintcz qgilinadi. Signal peptid ogsilni membranada joylashgan sekretsiya
transloziga yo'naltiradi. Translokatsiyadan so‘ng, signal peptid hujayra membra-
nasining tashqi yuzasida joylashgan signal peptidaza tomonidan kesilib tashla-
nadi. Mazkur yondashuv ogsilning samarali sekretsiyasini va to‘g‘ri yig'ilishini
ta’minlaydi. bu esa ogsilning sifatini va ishlab chiqarish hajmini oshirishga yor-
dam beradi.

Shuttle yoki bifunksional vektorlar

Mikrobial genetika sohasidagi tezkor rivojlanishlar va klonlash vektorlarini
ishlab chigish orqali hozirda turli xil mikroorganizmlar genomlarini manipulyatsi-
ya gilish imkoniyati mavjud bo‘ldi.
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(a) Signal peptid tuzilishi (~25 qoldiq):
NL I = W

N-domen H-domen C-domen
> P —
Ljobiy zaryadlangan Gidrofob aminokislotalar, Kamrog gidrofoh, signal

amimnokislotalar a-spiral wzilman hosil giladi peptidaza tanib alich ot

(arginin yoki lizin, 2-15 goldiq) (>8 goldiq) bilan (- 6 qoldig)

(b) Sekretsiya vektori:

Induksiyalanadigan promotor

Signal ketma-kethk Klonlash joyi  Antibiotik gqarshilik geni Replikatsiya boshlanish Joyi

(¢) Kiritma bilan sekretsiya vektori:
| g s -0

Mo'ljaldagr gen ketma-ketligi:
Signal ketma-ketlik bilan birga ramkada biriktirilgan

4.15-rasm. Sekretsiya vektorining xususiyatlari

(a) Signal peptid tuzilishi (~25 qoldiq):

E. coli signal (yoki lider) peptidining tipik tuzilishi, ogsilni sitoplazmatik membrana orqali
yo'naltirish uchun zarur.

* N-domen: Ijobiy zaryadlangan aminokislotalar (arginin yoki lizin, 2-15 qoldig).

* H-domen: Gidrofob aminokislotalar, a-spiral tuzilmani hosil giladi (>8 qoldic;,

* C-domen: Kamroq gidrofob, signal peptidaza tanib olish joyi bilan (~6 qoldis

(b) Sekretsiya vektori:

Signal ketma-ketligidan darhol keyin joylashgan klonlash joyi bilan sck: isiya vektori
tuzilishi.

* Induksiyalanadigan promotor: gen ifodasini boshqaradi.

« Signal ketma-ketlik: ogsilni sekretsiya apparatiga yo*naltiradi.

* Klonlash joyi: DNK Kkiritilishi uchun mo‘ljallangan.

* Antibiotik garshilik geni: seleksiya uchun ishlatiladi.

* Replikatsiya boshlanish joyi (Replication origin): vektor replikatsiyasini boshqaradi,

(c) Kiritma bilan sekretsiya vektori:

Sekretsiya vektori, bunda mo‘ljaldagi ogsilning DNK ketma-ketligi signal ketma-ketlikdan
keyin bir xil ramkada biriktirilgan,

* Mo'ljaldagi gen ketma-ketligi: Signal ketma-ketlik bilan birga ramkada biriktirilgan,

Diagramma mo*ljaldagi genni ifodalash va sekretsiya gilish uchun signal peptid va sekretsiya
vektori tuzilishini ko*rsatadi.

Biroq ko*pgina hollarda transformatsiya samaradorligi juda past bo‘lib qoladi
va ko‘pincha E. coli ni oralig klonlash mezboni sifatida ishlatish maqsadga mu-
vofiq bo‘ladi. Buni E. coli va mo*ljaldagi mikroorganizmdagi replikatsiya uchun
mos bo*Igan replikatsiya boshlanish joylariga ega shuttle yoki bifunksional vektor

{ e

W\ 118 V)i




Biotexnologiya asoslari

yordamidz.a amzflga oshirish mumkin. Yaqinda ayrim plazmidlarning keng mezbon
diapazonli replikatsiya funksiyalariga ega ekanligi aniglangan va ular yangi avlod
shuttle plazmidlarini ishlab chigishda ishlatilgan.

Bir zanjirli fag va fagmid vektorlar

Ba’zan bir zanjirli DNKni yaratish zarur bo‘ladi, ayniqsa, DNK ketma-ket-
ligini aniglash va oligonukleotid yo‘naltirilgan mutagenez uchun. Messing E.
coli ning bir zanjirli DNK filamentli fagi M13 asosida vektorlar seriyasini ishlab
chiqdi. M13 vektorlarining mp seriyasi p-galaktozidazaning a-peptid fragmentini
kodlaydigan gen ichida ko‘p joyli klonlash maydonini o‘z ichiga oladi. Shuning
uchun, ular klonlangan kiritmalarni aniqlash uchun ko‘k/oq blyashka selektsiyasi-
ga mos keladi (4.5.1-bo‘lim).

M13 asosidagi vektorlar E. col ining F+ shtammlariga F pilus orqali yuqadi.
Klonlash maqgsadlari uchun faganing ikki zanjirli replikativ shakli ishlatiladi.

Fagmidlar — bu bir zanjirli DNK fagi (ssDNA phage) uchun replikatsiya bosh-
lanish joyini o‘z ichiga olgan plazmidlardir (4.16-rasm), odatda M13 bilan yaqin
alogador bo‘lgan f1 fagi replikatsiya boshlanish joyiga ega. Escherichia coli fag-
midni plazmid replikatsiya boshlanish joyi orqali ikki zanjirli DNK sifatida saqla-
shi mumkin. Ammo agar hujayra yordamchi f1 fag bilan yuqtirilsa, fl replikatsiya
boshlanish joyi faollashadi va vektor bir zanjirli DNKni ishlab chiqarish rejimiga
o‘tadi. Mazkur bir zanjirli DNK mezbon hujayradan chiqarilganda faganing zar-
rachalarige qadoglanadi.

Integ aisiya vektorlari

Integratsiya vektorlari o‘zlarining to‘liq yoki gisman gismini mezbon bakte-
riya Xromosomasiga integratsiya qilish uchun mo‘ljallangan. Ular genlarni past
nusxa soniarida klonlash, kiritish mutatsiyalarini hosil qilish, genlarni almashti-
rish va gen birikmalarini yaratish kabi turli xil aniq maqsadlar uchun ishlatiladi.
Integratsiya vektorlari odatda mo‘ljaldagi mezbonda replikatsiya gila olmaydigan
yoki haroratga sezgir replikatsiya funksiyalariga ega plazmidlarga asoslanadi.

Integratsiya plazmid va mezbon xromosomasidagi homologik DNK ket-
ma-ketliklari yordamida bir yoki ikki marta kross-over rekombinatsiyasi orqali
amalga oshadi. Bir marta kross-over rekombinatsiyasi, «Kembell-tip integrat-
siyasi» deb ham ataladi, unda vektor butunlay mezbon xromosomasiga integ-
ratsiya qilinadi. Integratsiya mezbon va vektordagi homologik hududlar orasi-
dagi kross-over orqali amalga oshadi. Integratsiya chastotasi mezbonga bog‘liq
bo‘lib, mezbonni vektor bilan birga bir necha avlod davomida o‘stirish kerak
bo‘lishi mumkin. Bu transformantlarni vektor replikatsiyasiga ruxsat beruvchi
haroratda bir necha avlod davomida o‘stirish orqali amalga oshiriladi. Integrat-
siya qilingan holatlarni tanlash haroratni ruxsat berilmaydigan darajaga ko‘ta-

I | —

—\__ 119 )i

— e




Biotexnologiya asoslari

rish va vektor tomonidan kodlangan antibiotikka garshilik fenotipi orqali amal-
ga oshiriladi.

Integratsiya hodisasi aniqligini maxsus diagnostik PCR orqali tasdiglash
mumkin, bunda primer juftlar qo‘llaniladi: biri xromosomal DNKga xos bolib,
kiritmaga qarama-qarshi yo‘nalishda, ikkinchisi kiritmaga xos bo‘lib, qo‘shni
DNKga garama-qarshi yo*nalishda joylashadi.

Bir marta kross-over natijasi mo*ljaldagi genning homologik fragmenti vek-
torga klonlanganiga bog'liq. Agar fragment to*liq genni o°z ichiga olsa, xromoso-
mada ikki funksional nusxa mavjud bo‘ladi (4.17a-rasm). Agar fragment genning
bir yoki boshqa gismi bilan chegaralangan bo‘lsa, xromosomada bir funksional
nusxa va bir o*chirilgan nusxa mavjud bo‘ladi (4.17b-rasm). Agar fragment gen-
ning ichki ketma-ketliklarini 0°z ichiga olsa. integratsiyadan keyin Xxromosomada
funksional nusxa qolmaydi (4.17c-rasm).

F1{-) origin
F1(+) origin X

pBluescript (-/+) T";‘z'
2904 bp

\ / MCS

ColE1 origin
4.16-rasm.
* pBluescript (-/+) 2904 bp
* Ap*: Ampitsillin-qarshilik geni
* F1(~) boshlanish joyi: ljobiy zanjir uchun replikatsiya boshlanish joyi
* Fl(-) bx Ham:h jovi: Salbiy zanjir uchun replikatsiya boshlanish joyi
zidaza genining bir gismi

, midning replikatsiya boshlanish joyi

- bAr /arjlrh DNK molekulalarini ishlab chiqarish uchun ishlatiladigan
o'z ichiga olgan hujayralar fl yordamchi fagi bilan yuqtiriladi, bu esa

oy ini facllashtiradi va bir zanjirli DNKni hosil giladi, Mazkur DNK fag

vigariladi

ud: (=) yoki () hosilalari, bu talabga garab ijobiy yoki

minlay svdi, Ko ‘p joyli Klonlash maydoni ikki tomonida joylash-

Ii D ~Vm kognat RNK polimeraza va N'TP substratlari yorda-

substrat sifatida ishlatishga imkon beradi.

geni (Ap” ) fagmidni E. colida tanlash va saqlash uchun ishlatiladi.
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() Ribosoma bog'lanish joyini 0*z ichiga olgan butun gen £
(b) 5" flanking (chetki) hudud va bog'liq ribosoma bog lanish jovi.
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Izohlar:

« Ab*: Antibiotik-garshilik geni.

+ OriTS: Haroratga sezgir replikatsiya boshlanish joyi.

» RBS: Ribosoma bog*lanish joyi.
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“T'oksin geni

nlegrativ o*chirish

plazmidi Antibiotik-garshilik

gent
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pen . . . 1 2
Fkzitsiya hndmum:l hayotiylik va antibiotikka qarshilikning yo*qolishini skrining gilish

Mo'ljaldagi genning toza o*chirilishi =
bilan mezbon hujayra xromosomasi

4.18-rasm. Induksiyalanadigan manfiy seleksiya tizimini kodlaydigan in!egratsiya
vektori yordamida «toza» xromosoma o‘chirishlarini yaratish.

Birlamchi yoki ikkilamchi kross-over rekombinatsiyadan foydalanici: « Tozay
o‘chirish va allelni almashtirish sanaladi. «Toza» o‘chirish — bu mazadli ket-
ma-ketliklarni xromosomadan olib tashlash uchun ishlatiladigan usul Lo lib, bun-
da ketma-ketliklar marker gen bilan almashtirilmaydi (4.18-rasm). FlauJashuychi
ketma-ketliklarning klonlanishi: Maqsadli genning flanklashuvchi ketiniz-ketlikla-
ri integratsiya vektoriga klonlanadi. Kross-over rekombinatsiya: Transformatsi-
yadan so‘ng, bitta kross-over rekombinatsiya natijasida hosil bo‘lgan integrantlar
tanlab olinadi. 4.18-rasmda kross-over 5' flanklashuvchi uchlari orasida amalga
oshgan. Ammo bu jarayon 3’ flanklashuvchi uchlari orasida ham teng ehtimo] bi-
lan sodir bo‘lishi mumkin. O*z-0°zidan ajralib chiqish (ekstsiz): Yakuniy bosqich-
da, dastlabki kross-over rekombinatsiyada ishtirok etmagan flanklashuvchi uch-
lari orasida (masalan, 4.18-rasmda 3' uchlar) o‘z-0*zidan ajralib chigish hodisasi
uchun skrining o‘tkaziladi. Zarur o*chirish hodisasi quyidagicha tanlanadi: Agar
vektor induksiyalanuvchi toksik gen mahsulotini kodlasa, bu hali ham vektor ket-
ma-ketliklarini saglab qolgan hujayralarni yo‘q giladi.

Birlamchi kross-over nugtasidagi rekombinatsiyadan fargli o‘laroq, ikkilam-
chi kross-over nuqtasidagi rekombinatsiya (shuningdek. allelni almashtirish deb
ham ataladi) maqsadli DNK fragmentining faqat bitta nusxasini hosil giladi. Odat-
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Biotexnologiya asoslari

Ja, xromosoma DNI'<si sohasidagi ketma-ketliklar mutatsion tarzda o‘zgartirilgan
ho;nolog DNK yoki geterolqg DNK tarkibidagi ketma-ketliklarga almashtirila-
di. Xromosomadagi m.aqsac'ilf §oh?dan ikki tomonlama joylashgan ketma-ketlik-
ar integratsiya vektorlga. kiritiladi va magsadli genning barchasi yoki bir gismi
tanlanadigan marker geni va kerak bo‘lsa, qo‘shimcha gen ketma-ketliklari bilan

almashtiriladi.
. Qarshilik Kiritish -
[ geni 1 geni ‘

Lilik [—] l = Haroratga sezgir
arsiitik TS Em T -
Q,,”,- 7 ‘ Chizigli vektor O ’C’Pl’k‘{’-")‘” )

gent = o I boshlanish joyi
5" chekka gism 3" chekka gism
\_/J b
s X
Xromosoma L » i 3
Mo ‘ljaldagi gen
Qarshilik Kiritish
i'chekka gism — genij | geni 3' chekka qism
=i 1._ 8 = 1 R ]
Xromosomia == v } I E_E—}:
4.19-rzc10, Ikki marta kross-over rekombinatsiyasi yordamida allelni almashtirish
rekombinat: vasi

Xrom«comadagi magsadli ketma-ketlik va vektor o‘rtasida ikki kross-over
nuqtasidag rekombinatsiya faqat chekka hududlar (flanking regions) o‘rtasidagi
ketma-ketliklarning integratsiyasiga olib keladi (4.19-rasm). Vektorni transfor-
matsiyadan oldin chiziqlashtirish (linearizatsiya qilish) bitta kross-over nuqtasida-
gi rekombinatsiyadan ko'ra ikki kesish nugtasidagi rekombinatsiya natijasida pay-
do bo‘lgan integrantlarni tanlashni ta’minlaydi, chunki birinchi holat xost uchun
halokatli bo*lar edi. Integratsiya fragmenti tashqarisida joylashgan garshilik geni-
ning antibiotiklarga chidamlilik fenotipining yo‘qligini tasdiqlash orqali dastlabki
vektor yo‘qligini tekshirish mumkin.

4.5.5 Genom va gen kutubxonalari

Genom kutubxonasi — bu muayyan organizm genomida kodlangan barcha
genlarning nazariy darajada vakillarini o'z ichiga olgan rekombinant klonlar
to‘plamidir. Amalda, erishilishi mumkin bo‘lgan eng yaxshi natija ma’lum
bir gen kutubxonada mavjud bo‘lish ehtimoli yuqori (odatda > 95%) bo‘lgan
kutubxonani yaratishdir. Kutubxonalar tasodifiy ravishda hosil gilingan DNK
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fragmentlarini mos klonlash vektoriga kiritish orqali «shotgun klonlash» usu-
lida ishlab chiqariladi. Bu fragmentlar mexanik ajratish yoki fermentativ par-
chalanish yordamida yaratilishi mumkin. Shuningdek, kutubxonalar ma’lum
bir to‘qima yoki organizmning mRNK-sidan teskari transkriptaza fermentidan
foydalangan holda sintez gilingan nusxa DNK (¢cDNA) yordamida hosil qjili-
nishi mumkin.

4.6 Genomlar va proteomlarni tahlil gilish

Bakterial hujayraning genetik ma’lumotlari uning xromosomasida (yoki xro-
mosomalarida) joylashgan. Bakterial xromosomalarining fizikaviy tuzilishi avval
o‘ylanganidan ancha o‘zgaruvchan ekanligi aniglangan. va fizikaviy xaritalash
usullari, masalan, pulsli maydonli gel elektroforezi (PFGE) va DNK ketma-ket-
ligini aniglash (sekvenirlash) natijasida lineyaviy va halgasimon xromosomalar
mavjudligi aniglangan.

4.6.1 DNK barmogq izi, fizik xaritalash va pulsli maydon gel elektroforezi

To‘liq genom ketma-ketligini aniglashdan oldin, bakterial genomlarning fizi-
kaviy tuzilishini aniglash va individual bakterial shtammlar o‘rtasidagi o*xshash-
likni aniglash uchun turli fizikaviy xaritalash usullari ishlab chigilgan. Bu usullar
aynigsa shtammlarni aniqlash va epidemiologik tadgiqotlar uchun foydalidir.

Xromosomaning fizikaviy xaritalari PFGE (pulsli maydonli gel elektro-
forezi) usulidan foydalanib tuzilishi mumkin, bu juda katta (30-2000 kbp)
DNK fragmentlarini ajratish uchun maxsus ishlab chigilgan usuldir. *exanik
parchalanishning oldini olish uchun DNK bakterial hujayralardan (:*g*ridan
to‘g‘ri agaroz bloklarda ajratib olinadi va kerak bo‘lganda, genom I .ima-ket-
liklarini kamdan kam hollarda (masalan, 10-30 marta) kesuvchi rcstriksiya
endonukleazalar bilan in situ parchalash amalga oshiriladi. Keyin agaroz bloki
agaroz plastinkasiga joylashtiriladi va o*zgaruvchan elektr maydonigca duchor
qilinadi.

Ajratish DNK molekulalarining o‘zgaruvchan elektr maydonida gayta yo*na-
lishini o‘zgartirishga sarflagan vaqti asosida amalga oshiriladi; yirik molekulalar
kichik molekulalarga qaraganda ko‘proq vaqt talab qgiladi. Har xil fragmentlar bir
nechta strategiyalar yordamida muvofiglashtiriladi, bular quyidagilarni 0*z ichiga
oladi:

* DNKni ikkita kamdan kam kesuvchi ferment bilan parchalanishi;

* alohida parchalanishdan ajratilgan fragmentlar o°rtasida gibridizatsiya;

* aniq shikastlanishlarga ega mutantlarga tozalangan fragmentlarni transfor-
matsiya gilish.
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4.6.2 Proteom tahlili

Proteom atamasi organizmning genomida kodlangan ogsillarni ifodalaydi.
proteomning xususiyatlarini aniqlash organizmning genetikasi va fiziologiyasi o°r-
tasidagi bog‘liglikni ta’minlaydi. Bu genom ketma-ketligini tasdiglashga yordam
peradi, regulyonlar (bir xil regulyator ogsillar tomonidan boshqariladigan genlar
yoki operonlar) va stimulonlarni (bir xil induktor signallari tomonidan boshgari-
Jadigan genlar yoki operonlar) aniqlashni osonlashtiradi hamda organizmning o°z
muhitiga javobini baholashga imkon beradi. Masalan, Escherichia coli 4,6 Mbp
hajmdagi genomga ega bo‘lib, taxminan 4400 ta ogsilni kodlaydi. Eksperimental
dalillar va boshqa organizmlardagi ogsillar bilan homologik o‘xshashliklar orqali
mazkur ogsillarning taxminan 60% funksiyasi aniglangan. Qolgan taxminan 1800
ta ogsilning biologik roli noma’lum, lekin faol o‘rganilmoqda. Antisera mavjud
po‘lgan individual ogsillarni Western blotlash orqali aniglash mumkin. Hujayra-
dan chiqarilgan ogsillar SDS-PAGE yordamida ajratiladi va nitrotsellyuloza yoki
neylon membranaga o‘tkaziladi. Maxsus ogsillar antiserum bilan reaksiyaga Ki-
rishish orqali aniglanadi, bu keyinchalik ikkilamchi antikor yoki prob yordamida
aniqlanadi.

Hozirda proteomni tahlil gilish uchun tanlangan tizim ikki o‘Ichovli poliak-
rilamid gel (2-DPAG) elektroforezisi va massa-spektrometriyadan foydalanishni
o‘z ichiga vladi. 2-DPAG elektroforezisi hujayralardan chiqgarilgan yuzlab po-
lipeptidlarii ajratishni osonlashtiradi. Polipeptidlar dastlab pH gradientlari aso-
sida ajratiladi va keyin SDS-PAGE orqali olchamlari asosida ajratiladi. Poli-
peptidlar cog “lari gel boyicha chiqarilib, tripsin bilan hazm gilingandan so‘ng
yugori ani iikdagi massa-spektrometriya orqali aniglanishi mumkin (masalan,
MALDI-T ¢ yoki elektrospreyi massa-spektrometriyasi yordamida). Polipep-
tidlar dastl=b birinchi o*lchovda pH gradienti gelida ularning izoelektrik nuqtasi
(pl) asosida ajratiladi. Keyin bu jellar SDS-PAGE yordamida ikkinchi yo*na-
lishda ajratiiadi, bunda migratsiya tezligi asosan polipeptidlarning o‘lchamiga
bog‘lig bo‘ladi.

Ikki o‘lchovdagi har bir polipeptidning migratsiyasi yuqori darajada takror-
lanadi. Polipeptidlarni aniqlash bo‘yoq usullari yoki radioaktiv aminokislotalar
yordamida radiografiya orqali amalga oshiriladi. Mustaqil jellar moslashtirish
dasturlari (warping software) yordamida ustma-ust tushirilishi va o‘zaro tagqos-
lanishi mumkin. Bu, masalan, osishning ma’lum bosgichiga, stressga yoki
substrat o°zgarishiga javoban induktsiyalangan polipeptidlarni aniglash imko-
nini beradi.

Bundan tashqari, individual ogsil dog‘lari geladan kesib olinib, tripsin bilan
hazm qilinganidan so‘ng, yuqori aniglikdagi massa-spektrometriya yordamida
aniglanishi mumkin (masalan, MALDI-TOF — matritsaga yordam bergan lazer
desorbsiya/ionizatsiyasi va vaqt-o‘tish massa-spektrometriyasi yoki elektrospreyi
massa-spektrometriyasi).
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Biotexnologiya asoslari

4.7 Gen ifodasini tahlil gilish

Promotorlar transkripsiyaning boshlanish chastotasiga ta’sir giladi, lekin
transkripsiya tezligiga emas. Kuchli promotorlar RNK polimeraza bilan bog‘la-
nishda yuqori affinitetga ega. E. coli promotorlarini taqqoslash orqali konser,.
sus promotor ketma-ketligi aniqlangan: 5'-TATAAT-3' (transkripsiya boshlanish
joyidan 10 nukleotid yuqorida, =10 hudud) va 5'-TTGACA-3' (taxminap 35
nukleotid yuqorida, =35 hudud). Eng kuchli promotorlar mazkur ketma-ket]j.
ka eng yaqin bo‘lgan identifikatsiyaga ega. Shuningdek, —10 va —35 hududar
orasidagi masofa ham muhim, eng optimal masofa 17 nukleotid hisoblanag;.
Gen ifodasini tahlil qilish bakteriyalarning biotexnologik salohiyatini Optimal-
lashtirish uchun muhim bo‘lib, mazkur magsadda juda nozik va aniq texnikalar
ishlab chiqilgan.

4.7.1 Messenjer RNK (mRNK) transkriptlarini tahlil gilish

mRNK transkriptlarini tahlil qilish uchun uch usul go‘llaniladi: Northern blot-
lash, S1-nukleaza xaritasi va primer kengaytirish tahlili. Oxirgi ikki usul transkrip-
siya boshlanish joylarini aniqlash imkoniyatiga ega.

Northern blotlash mRNK turlarini agaroz yoki poliakrilamid orqali e]ekt-
roforez yordamida ajratishni o‘z ichiga oladi. lkkinchi darajali tuzilmajarp;
(masalan, dublekslar, halqalar) hosil bo‘lishining oldini olish uchun forma-
mid, mochevina yoki boshqa denaturantlar qo*shiladi. Ajratilgan mRNK tyr|ari
blotlash orqali faollashtirilgan neylon membranalarga o‘tkaziladi vi kovalent
bog‘lanadi. Maxsus mRNK turlari belgilangan oligonukleotid, DNK ki RNk
probdan foydalanib aniglanadi. Turli molekulyar o‘lchamlarga ega m: ' erlardan
foydalanish maxsus transkriptlarning o‘lchamlarini baholash imkoi i beradi.
bu transkript ishlab chiqarilgan transkripsiya birligining tuzilishini t

hunishga
yordam beradi.
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4.20-ras 7. 51 nukleaza yordamida transkripsiya boshlanish nuqgtalarini xaritalash

Diagram =2 izohlari:

1. DNK v mRNK: Promotor: transkripsiya boshlanishini boshqaradi. Gen 1 va Gen 2: DNK-
da joylashgan kodlovehi hududlar. TTE (Terminator): Transkripsiya yakunlanish joyi. mRNK
transkript DNK fragmenti orqali gibridlanadi.

2. 5' belgilangan DNK fragmenti: Denaturatsiyalangan DNK fragmenti 5' uchida belgilangan
bo*lib, mRNK bilan gibridlanadi.

3. S1 nukleaza bilan ishlov berish: S1 nukleaza RNK/DNK gibrididan tashqarida joylashgan
bir zanjirli cho*zilmalarni degradatsiyalaydi.

4. RNKaz bilan hazm qilish: RNKaz bilan hazm qilish qoldiq RNK molekulalarini olib tashlaydi.

5. Denaturatsiyalovchi poliakrilamid gel elektroforezi: hosil bo*lgan DNK fragmentlari dena-
turatsiyalovehi gelda elektroforez yordamida ajratiladi va DNK ketma-ketligi natijalariga qarab,
mRNK boshlanish nuqtasi aniqlanadi.

RNK denaturatsiya gilingan va 5' uchi belgilangan DNK fragmentiga gibridlanadi. DNK frag-
menti shunday tanlanadiki, uning 5' uchi mo‘ljaldagi mRNK ichki gismida joylashgan, 3' uchi
esa taxminiy mRNK boshlanish nuqtasidan tashqariga cho‘zilgan. RNK/DNK gibrid molekulasida
hosil bo*lgan bir zanjirli cho*zilmalar S1 nukleazaning bir zanjirga xos faolligi orqali degradatsi-
yalanadi.

DNK fragmentining 3' uchi denaturatsiyalovchi gel orqali asl DNK fragmentining Maxam

va Gilbertning kimyoviy kesish usuli yordamida olingan DNK ketma-ketligi bilan tagqoslanib
aniglanadi.
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Maxsus mRNK turlari belgilangan oligonukleotidlar, DNK yoki RNK prob-
lar yordamida gibridlanish orqali aniglanadi (4.4.7-bo‘lim). Turli molekulyar o-
chamlarga ega markerlardan foydalanish maxsus transkriptlarning o‘lchamlarini
baholash imkonini beradi, bu esa transkript hosil bo‘lgan transkripsiya birligining
tashkilotini tushunishga yordam beradi.

Si-nukleaza va primer kengaytirish tahlillari mRNK transkriptlarining yoki
birlamchi transkriptlarning qayta ishlangan mahsulotlarining 5'-bosh uchlari-
ni aniglashni osonlashtiradi. S1 xaritalash holatida (4.20-rasm), mRNK magqsad
transkriptining boshlanish gismi bilan gisman mos keladigan bir zanjirli DNK
(ssDNA) turi bilan gibridlanadi. Hosil bo‘lgan RNK/DNK gibrid molekulasida
3'-uchda DNK cho‘zilishi bo‘ladi, bu esa bir zanjirga xos S1 nukleaza tomonidan
degradatsiyalanadi. Modifikatsiyalanmagan 5'-uchida belgilangan ssSDNA mo-
lekulasining o‘lchami denaturatsiyalovehi poliakrilamid gel elektroforezi orqali
aniglanadi, bunda DNK ketma-ketlik zinapoyasi molekulyar o‘lcham marker;j sj-
fatida ishlatiladi.

Primer kengaytirish tahlilida (4.21-rasm), 5'-uchida belgilangan oligonukle-
otid, taxmin qilingan transkripsiya boshlanish joyidan taxminan 60-100 nukleo-
tid pastroqda joylashgan mRNK transkriptining DNK nusxasini sintezlash uchyn
asos sifatida ishlatiladi. Enzim sifatida orqaga transkriptaza ishlatiladi. Qo‘shjm-
cha DNK zanjiri sintezi transkriptning 5'-uchida yakunlanadi, bu esa aniqlangan
uzunlikdagi mahsulotni hosil giladi. Bu mahsulot yana DNK ketma-ketlik zinapo-
yasi yordamida o‘lchanishi mumkin, bunda bir xil oligonukleotid primer moleky]-
yar o‘lcham markeri sifatida ishlatiladi.

Promotor Tk
> Cien |
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4.21-rasm. Maxsus mRNK transkriptning primer kengaytirish tahlili
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Oligonukleotid primer, uning 5'-uchi radioaktiv belgilanadi, mRNK transkriptining taxmi-
niy boshlanish nugtasidan taxminan 60100 nukleotid pastrogda mRNK bilan bog‘lanadi. RNKga
pog'liq DNK polimeraza (orqaga transkriptaza) va dezoksiribonukleotid trifosfat (dNTP? s‘utfst-
ratlari qo‘shiladi va nusxa DNK (cDNK) sintezi boshlanadi. cDNK sintezi mRNK transkriptining
5.uchida to*xtaydi va sintezlangan cDNK mahsulotining oIchami ketma-ketlik geli orqali anigla-
nadi (gelning 1 va 2 yo*laklari). )

Molekulyar o‘lcham markeri sifatida bir xil primer yordamida yaratilgan DNK ketma-ketlik
zinapoyasi ishlatiladi. Bu transkriptning aniq boshlanish nuqtasi aniglanishiga imkon b?.r.adi. Pri-
mer kengaytirish tahlili yarim miqdoriy (semi-kvantitativ) bo‘lib, har bir primer keng-aytlﬂnsh reak-
siyasidan kelib chigqan signalning kuchi mo‘ljaldagi mRNKning miqdorini aks emr.adl. Mazkur
reaksiyalar qo‘shni promotorlarning kuchini tagqoslash uchun ham ishlatilishi mumkin.

4.7.2 Gen birlashtirish texnologiyasi

Gen ekspressiyasini tahlil qilish uchun eng samarali va keng go‘llaniladigan
usullardan biri bu reporter gen texnologiyasidir. Reporter genlar, odatda, o‘rga-
nilayotgan gen yoki operon oson aniglanadigan mahsulotni kodlamagan hollarda
ishlatiladi. Reporter gen bilan birlashtirish gen ekspressiyasini boshqaruvchi omil-
Jarni aniqlash imkonini beradi. So‘nggi yillarda, gen birlashtirish texnologiyasi
magsadli gen ekspressiyasini bitta hujayra darajasida o‘rganishni osonlashtirish
uchun ishlab chigilgan. Bu usul yordamida populyatsiyadagi heterojenlikni vizual-
Jashtirish va hujayra ichidagi maxsus ogsillarning joylashuvini aniglash mumkin.

Magsadli operon

Promotor TTE

DNK i 1T |

R N K. —

Ogsil 1

Iranskripsiyaviy sintez:
™ Reportyor gen
I : 1

rths

~ Lo
Kesilpan ogsil 1 Muxbir ogsil

Iranskripsiyaviy sintez:
Reportyor gen
-t

Ogsil 1 / reportyor ogsil sintezi Ogsil 2

4.22-rasm. Hisobotchi gen birikmalarini yaratish
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1. Transkripsiyaviy birikma: hisobotchi gen mo ‘ljaldagi genning promotoridan transkripsiya
qilinadi, lekin o*zining ribosoma boglanish joyidan tarjima qilinadi.

2. Translyatsion birikma: hisobotchi gen o‘zining ribosoma bog'lanish joyiga ega emas va
mo‘ljaldagi gen (genl) bilan bir xil ramkada birikadi. Birikish natijasida hosil bo‘lgan mahsulot
qisqartirilgan protein1 va hisobotchi gen ogsilining to‘liq nusxasidan tashkil topadi.

TTE: Transkripsiya tugatish elementi.

Reporter gen texnologiyasidan foydalanish uchta asosiy o‘zgaruvchiga
bog*lig:

1. Bidasht m~h mn transkripsion birlashtirish: reporter gen magsadli g genning
. bu esa genning transkripsion faolligini o°lchash imkonjp;

£ gen tun: Rpomrv enlar turli xil bo* llb m.quadl.

loresans oqql (GF P) !\Jbl «unl.\r)
ekspressiyasini aniqlashda turli usullar qo*|jg-

11 voki ﬂuore>an signal),
adgigot magsadlariga qarab moslashtirj-

L
i

=0
=, ) siiatda atilishi mumkin: trans-
TImT fogat (4.32 1).

[Tzms n magsadli gen yoki operonming trang-
ripsivasio bo i pastki gismiga klonlanadi. Rcoorter gen
ransivatsiva boshianishn achun funksional ':O'Iganrbmoma birikish jo ini (RBS)

citigs 5 werale. o 252 ay 1! Bu turdagi birlashti-
T % Jro i v Ve =tliklarni ku-
=tinlr sehun =hiatiiadt Poeetznskeipsion nazorat (masalan, mRNKning h'quq-

rligi) bu usul yordamida aniglanmaydi. Bu usyl
i elementlarni o°rganish uchun foydali, ammo
filil gilish uchun mos emas.

y 22-rasem), reporter gen maqgsadli gen bilan
S 1l endon o gk rambkanida birlashtiriladi, Bu shuni anglatadiki, magsadli gen
rzmsknipaiya va tramelyztsiya gilinganda, hosil bo'ladigan mahsulot — gibrid ogsil
“terminusda magsadli ogsilning bir gismi yoki C-terminusda
oasil joylashadi. Birlashtiriladigan maqsadli ogsilning uzunli-
j v lig: Agar maqgead fagat sintezni boshqaruvehi mexanizmlarni
tus hum :h bo'lsa. mageadli ogsilning 10 ta aminokislotagacha bo‘lgan qisqa qis-
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_——
mi yetarli. Mabodo maqsad magsadli ogsilning hujayradagi joylashuvini aniglash
po‘lsa, deyarli butun maqgsadli ogsilni reporter ogsilga birlashtirish talab gilinadi.
Bu turdagi birlashtirish oqsil darajasidagi jarayonlarni, jumladan ogsilning hujay-
radagi joylashuvini va harakatlarini aniqlash uchun samarali vosita hisoblanadi.

Reporter genlar

Turli magsadlar uchun bir gator reporter genlar ishlab chigilgan va ularning
aksariyati bakteriyalarning keng turkumida go‘llanishga moslashtirilishi mumkin.
Quyida turli reporter gen turlari va ularning aniglash usullari keltirilgan:

Xromogen reporterlar. Masalan, E. coli lacZ (B-galakiozidzzz kodizy @
Aniglash usullari: rang o‘zgarishi (xromogen substrzt Bilan ). ferment 200z, -
munodeteksiya texnikasidan.

Antibiotikga chidamli genlar. Maszlzn. cat (xlorz
kodlaydi, bu xloramfenikolga chidamlilikai iz ..".E:.z-
tiv usullar (masalan, antibiotik qarshiligi 250

Fluoresan va luminesan reporierlar _'v
bu nur chiqaruvchi reaksiya katalizlaydi). 2z
Aniqglash usullari: spektrometriva. i
reporter gen'ar gen ekspressiyas Fi vz oy yeeEsun 1 -
da keng qo r 3
aniqlash ust 'iza qarab tanlanadi.

Genon ‘yvicha keng profil yarsssk

Bakteriv: tomonidan ma lum bir segsds SRS : >
kriptom de aladi. DNK
genlarning ispressiyasini &
usullar quyidagilar uchun ishl:

* stresslarga (masalan. oksidloy
ban ekspressiva profilidag: o°

» makrofag tomomdan yvutilish

o‘zgarishlarini o rganish;
» fermentatsiya jarayonida gen ekspressivasind Kussnsh

4.8 Genlarni modifikatsiva gilish va mahsulotiarmi

raydigan mikroorganizmlardan foydatanib ishiab “V.; igan
kiradi: an’anaviy jarayonlar (sut mahsulotlarini ishlab chicarsh [ ovococces o
sei tomonidan yogurt ishlab chigarish). uh::;\mk erituvehilar sinRal (tloshrici
acetobutylicum tomonidan atsetonda ishlab chigarish), uy va sanoat Katalizi uchun
fermentlar ishlab chigarish (a-amilazalar, proteazalar va penitsillin atsilazalar 2
cillus turlaridan).

( N

Ko*pgina tijorat ahamiyatiga ega biotexnologik jamyoniar strofumaiings uo-
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Bu jarayonlar odatda tabiatda uchraydigan jarayonlardan farq giladi va tabiiy
muhitda uchramaydigan maxsus talablarga ega bo‘lishi mumkin. Shu sababli, ja-
rayonni optimallashtirishning bir qismi sifatida mikroorganizm yoki ferment mo-
difikatsiya gilinishi (muvofiglashtirilishi) kerak bo*lishi mumkin.

4.8.1 Ogsil va yo‘Ini modifikatsiya qilish

Fermentni optimallashtirishning yaxshi o‘rganilgan misollaridan biri subti]-
zin bo‘lib, bu Bacillus subtilis va unga yaqin turlardan (masalan, B. licheniformis,
B. stearothermophilus) ajratib olingan ishqoriy proteaza hisoblanadi. Sublilizil;
kir yuvish vositalari sanoatida dog® ketkazuvchi vosita sifatida qo‘llanadi, Syup.
tilizin 95% kir yuvish vositalari tarkibiga kiritiladi va ogsil dog‘larini oddiy kir
yuvishdan ko*ra samaraliroq va past haroratda olib tashlash imkonini beradi, Bun-
day ferment uchun ideal talablar quyidagilardan iborat:

= 70°C gacha barqarorlik va 811 pH diapazonida faoliyat ko‘rsatish;

» noyonlovchi yuvish vositalari va vodorod peroksid kabi oksidlovchi reagent-
larga chidamlilik:

» metall ionlariga ehtiyojning yo*qligi.

Subtilizinning katalitik faolligi va uch o°Ichovli tuzilishi haqida keng bilimlar-
ga asoslanib, uni saytga yo‘naltirilgan mutagenez (4.4.10-bo‘lim) yordamida muy-
handislik yo‘li bilan takomillashtirildi. Natijada bu yaxshilangan Xususiyatlarning
kombinatsiyasiga ega bo‘lgan ferment variantlari ishlab chiqildi.

Keyingi qismda transkripsiya va tarjima jarayonlari hamda ular ifoda qjlish-
dagi omillar haqida batafsil ma’lumot keltiriladi. Bacillus a-amilazalariing fer-
ment xususiyatlarini yaxshilash uchun alternativ yondashuv ishlatilgan. 2u holat-
da, tabiiy rekombinatsiya usuli yordamida B. amyloliquefaciens, B. lich-niformis
va B. stearothermophilus turlaridan olingan. yaqin bog‘liq fermentlarni ' adlovchi
genlardan funksional gibrid amilazalar hosil qilingan. Mazkur jarayon quyidagi-
cha amalga oshirilgan: mazkur fermentlarni kodlovehi genlar bir jufidan klonla-
nib, 0°zaro rekombinatsiyaning bir nechta sikllarini o*tishi ta’minlandi. Natijada,
katta miqdordagi gibrid a-amilazalar ishlab chigaruvehi hujayralar populyatsiya-
si hosil bo‘ldi. So‘ngra, yaxshilangan katalitik yoki struktural xususiyatlarga ega
o-amilaza ishlab chiqaruvchi hujayralar saralab olindi. So*nggi yillarda, bu amila-
zalarning uch o‘lchovli tuzilishi va termobarqarorlik kabi funksional xususiyatlar
bilan tuzilma o‘rtasidagi bog'liqlik hagidagi bilimlar yanada yo‘naltirilgan yon-
dashuvlarni qo‘llash imkonini berdi. Bular qatoriga PZR yordamida gen birikish
texnikasi yordamida maxsus gibrid a-amilazalar yaratish kiradi.

DNK va ogsil ketma-ketliklari bo‘yicha o‘tkazilgan tadgiqotlar ogsil tuzil-
masi evolyutsiyasida nuqtaviy mutatsiyalardan ko‘ra ketma-ketlik bloklarining
rekombinatsiyasi muhimrog ekanligini ko‘rsatgan. Bu tadgiqotlar ogsillarni tez
evolyutsiya qilishni osonlashtiruvchi molekulyar texnikalar, masalan, DNK ara-
lashtirish (shuffling) yoki PZR kabi usullarni rivojlantirishga olib keldi. Asosiy
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tamoyillar: bir-biriga yaqin bog‘liq genlarni kodlovchi tasodifan parchalanib ket-
gan DNKni aralashtirish, keyin bu DNK parchalarini PZR (4.4.4-bo'lim) yorda-
mida to‘liq uzunlikdagi fragmentlarga qayta yig‘ish, bunda individual fragmentlar

rimer sifatida ishlaydi. Olingan PZR mahsulotlari ximerik genlar kutubxonasini
(4.4.5-bo’lim) yaratish uchun ishlatiladi. Bu kutubxona modifikatsiyalangan yoki
yaxshilangan Xususiyatlarga ega ogsillarni tanlab olish imkonini beradi. Mazkur
tizim E. coli B-galaktozidaza fermentining variantini ishlab chigarish uchun qo*l-
Janilgan. natijada bu ferment uchun odatda yomon substrat bo‘lgan shakar bilan
o‘ziga xos faollikni 60 barobar oshirishga erishilgan. Yashil fluoresans oqsil (GFP)
ning varianti ishlab chigilgan bo‘lib, uning fluoresans signali 45 barobar oshgan.
Bunday usullar ogsillarni muhandislik qilish va ularning funksiyalarini yaxshilash
uchun innovatsion yondashuvdir.

Bakteriyalar bir gator birikmalarni ishlab chiqaradi, agar ular mos konsent-
ratsiyalarda sintez gilinsa, tijorat uchun magsadga muvofiq mahsulot sifatida
ahamiyat kasb etadi. An’anaviy yondashuvga ko‘ra, tijorat qiymatiga ega bo‘lishi
mumkin bo‘lgan birikmani sezilarli miqdorda ishlab chigaruvchi bakteriyalarni
ko*proq migdorda sintez gilishga yo‘naltirish mumkin. Mazkur magsadga erishish
usullari: tasedifiy mutagenez va saralashdir. Magsadli organizm populyatsiyasi-
ni tasodifiy mutagenezga uchratish va mahsulotni yuqori konsentratsiyada ish-
lab chigaruvchi mutantlarni aniglashdan iborat. Genlarni klonlash va boshqarish:
Sintez genl:rini birlashtirish hamda ularni samarali transkripsiya va translyatsiya
signallari nizorati ostida joylashtirish kiradi. Antibiotiklarni ishlab chiqarish va
aminokislotalarni sintez qgilish kabi misollarni o‘z ichiga oladi. So‘nggi yillarda,
an’anaviy v ullardan fargli o‘laroq, metabolik yo‘llarni muhandislik gilish orqali
mahsuldoriizni oshirish yoki sintezni ma’lum bir mahsulotga yo‘naltirish bo‘yi-
cha rationa! yondashuvlar ishlab chiqgildi. Mazkur yondashuvlar tijorat maqgsadla-
rida yanada samarali va aniq natijalarga olib keladi.

4.9 Geterolog mahsulotlarni ishlab chigarish

An’anaviy ravishda, genetik texnikalar sanoatda fermentlar, antibiotiklar va
vitaminlar kabi tabiiy mahsulotlarning ishlab chiqarilishini oshirish uchun qo‘lla-
nilgan. Tijorat maqgsadida faqat cheklangan miqdordagi ogsil mahsulotlari ishlab
chiqarilgan va ular mavjud texnologiyalar yordamida o‘zining tabiiy dominant-
laridan (masalan, Bacillus turlaridan proteazalar) ishlab chiqarilgan. Endi deyar-
li har qanday biologik materialdan aniq genlarni ajratib olish va bakteriya yoki
boshga dominant tizimiga klonlash mumkin. Biroq genni klonlashning o‘zi uning
ekspressiyasini ta’minlamaydi va ekspressiya amalga oshgan taqdirda ham mah-
sulotning biologik faolligini kafolatlamaydi. Tijoratga yaroqli darajadagi ishlab
chigarish va biologik faollikni ta’minlash uchun ko*‘plab omillarni hisobga olish
kerak. Masalan, dominant/vektor tizimining tanlovi klonlash va ekspressiya stra-
tegiyasini belgilaydi va bu 0‘z navbatida mahsulotning migdori va anigligiga ta’sir
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gilishi mumkin. Ba’zi hollarda, bakterial tizimni ishlatish biologik faol mahsulotnj
yoki farmatsevtika magsadlari uchun magbul mahsulotni ishlab chiqarish imkonj-
ni bermaydi. Bunday hollarda organizmlarga asoslangan dominant/vektor tizim]a-
ri, masalan, sutemizuvchi hujayra madaniyati yoki hasharot hujayra tizimlarj ish-
latiladi. Bu tizimlar farmatsevtika magsadlari uchun zarur bo‘lgan mahsulotlarnj
ishlab chigarishda muhim ahamiyat kasb etadi.

4.9.1 Dominant tizimlar va ularning nisbiy afzalliklari

1970-yillarga qadar ogsillar yoki polipeptidlarni tahlil yoki terapevtik magq-
sadlarda olishning yagona usullari ularni tabiiy manbalardan ajratib olish yoki
cheklangan hollarda (masalan, biofaol peptidlar) kimyoviy sintez gilish edj.
Rekombinant DNK texnologiyasi muayyan mahsulot uchun javobgar bo‘lgan
genni klonlash va uni E. coli kabi bakteriyada cheksiz miqdorda ishlab chiqa-
rish imkoniyatini ochdi. Dastlabki imkoniyatlar: fagat nisbatan katta miqdorda
mavjud bo‘lgan va juda sezgir analizlarga ega bo*lgan mahsulotlarni kodlovchj
eukariot genlar klonlash mumkin edi. Masalan: insulin, inson o‘sish gormoni,
interferon. Buning sababi shundaki, bu ogsillarning aminokislota ketma-ketligj
hagida keng ma’lumot bo‘lishi kerak edi. O*sha vaqtda mavjud bo‘lgan ogsil
sekvensiyalash texnikalari katta miqdorda tozalangan ogsil talab qgilardji. Hozirgi
texnologik taraqqgiyot — hozirda deyarli har ganday tavsiflangan ogsilni klonlagh
mumkin:

» To'g‘ridan to‘g‘ri usulda: biologik materialdan ajratib olingan 7«RNKdan
nusxa DNK (cDNA) sintezi orqali.

» Bilvosita usulda: gen sintezi orqali.

Mazkur texnologik taraqgiyot ogsillarni ishlab chigarishning yangi ‘ 1koniyat-
larini tagdim etadi va ilmiy hamda farmatsevtik sohalarda keng qo!'~ ilmogda,
Rekombinant texnologiya dastlab bakterial tizimlarda ishlab chiqilga:: bo‘lsa-da.

: i ukariot organizmlarda ham qo°llanila boshiz\i. Bu jara-
3 ologiyalar ishlatilmogda (5-bobga qarang).
Bakserial tzimiamning igtisodiy ustu senetik manipulyatsiyaning osonligi,
= r b j lablari. Shu sababli, iqtisodiy ji-

_ r. Rekombinant texnologiva yordamida
g salarining gat’iy standartlariga javob

ozaligi va identifikatsiyadir. Maxsus ¢'tibor
nasalan, irmmunogenlik va allergik reaksiyalar kabi

)Ny kabi regulyator

olevaie mah -u’mll,nnlu!'

Ay ¢ Hoa yo'nalticilgan, Bii talab
vda ba 71 hollarda bakterial tizimlardan

vtk taraaaivot: analitik texnikalat
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ning sezgirligi oshgani sababli, tabiiy va rekombinant ogsillarning tuzilmasidagi
nozik farglarni aniglash imkoniyati paydo bo‘ldi. Yuqori samarali suyuqlik xro-
matografiyasi (HPLC), mass-spektrometriya, yadro-magnit rezonansi (NMR) va
aylana dixroizm kabi usullar bu jarayonda muhim ahamiyatga ega. Bu rivojla-
nish farmatsevtika mahsulotlarining xavfsizligi va ishonchliligini ta’minlashga
yordam beradi.

Rekombinant texnologiya yordamida olingan ogsillar an’anaviy usulda ishlab
chiqarilgan dori vositalari bilan bir xil qat’iy standartlarga javob berishi kutila-
di, aynigsa: mahsulotning faolligi, tozaligi va dentifikatsiyasi bo‘yicha qo‘yilgan
talablar birinchi o‘rinda turadi. Bu mahsulotlarni tavsiflash uchun sezgir analitik
texnikalardan foydalaniladi, bu esa: nojo‘ya biologik faoliyatlar, masalan, immu-
nogenlik va allergik reaksiyalar kabi salbiy ta’sirlarga alohida e’tibor qaratishni
talab giladi.

Regulyator talablar va o‘zgarishlar:

Turli regulyator tashkilotlar (masalan, AQSH Ozig-ovqat va dori-darmon
poshgarmasi (FDA) tomonidan farmakologik mahsulotlarning haqigiyligi (va
taxminiy xavfsizligi)ni oshirish maqsadida belgilangan bu qat’iy talablar ayrim
mahsulotlarni ishlab chigarishda bakterial tizimlardan eukariot tizimlarga o‘tishga
olib kelgan. Bu talablar analitik texnikalarning sezgirligi oshgani sababli paydo
po‘ldi. Mazkur texnologiyalar tabiiy va rekombinant ogsillar tuzilmasidagi nozik
farglarni aniclash imkonini beradi. Bular qatoriga:

» yuqori samarali suyuqlik xromatografiyasi (HPLC);

» mass-:pekirometriya;

» yadro-rnagnit rezonansi (NMR);

« aylana Jixroizm kabi usullar kiradi.

Bu talablar va texnologiyalar farmatsevtik mahsulotlarning xavfsizligi va
samaradorligini oshirishga xizmat giladi. Ko*p hollarda klonlash strategiy asml
ishlab chigishda katta kuch sarflanadi. lekin ma’lum boladiki. muayyan ogsilni
ishlab chiqarish darajasi kutilganidan ancha past. Aksariyatda "L_ mt
liklar sabablarini aniglash oson emas. Quyida rekombinant i
dorligiga olib Keladigan ba’zi sabablar kelti

1. Transkripsiya samaradorligi pa

franskripsion signallay

2. Translyatsiya samaradorlig] pasthg - mhosoma ks .
dizayni yoki mRNK tuzilishidag: muoammot
3. Mahsulot barqarorlicining pas ckomb NN M
montdan e parchalamsh
o Znharh e o hinie mveeiss \ b, N I <
Ay ranimge o sishy voko vashoven . NG
v, Post-transiyvatsion moditikasivg volo vig ik
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amalga oshirolmasligi va ogsilning noto‘g‘ri yig‘ilishi (misfolding) va inaktiv ho-
latga o‘tishidir.

6. Mezbon hujayra mos kelmasligi — magsadli oqsilni ishlab chiqarish uchun
mezbon hujayraning mos emasligi.

Bu muammolarni bartaraf etish uchun mezbon tizimni optimallashtirish, trang.
kripsiya va translyatsiya signallarini qayta dizayn qilish yoki alternativ klonlash
strategiyalarini sinab ko‘rish kerak bo‘ladi.

4.9.2 Transkripsiya

Qizigish uyg*otuvchi ogsilni kodlovehi DNK fragmentini klonlash uning eks-
pressiyasini ta’minlash uchun yetarli emas. Buning o‘rniga, klonlash strategiyasj
mezbon bakteriyada DNKni tegishli vaqtda va darajada ifodalashga mo‘ljallangan
ketma-ketliklarni o‘z ichiga olishi kerak. Transkripsiya maqsadli genni promg-
tor ketma-ketligi va unga bog‘liq translyatsiya signallari pastki qismiga klonlash
orqali amalga oshiriladi. Promotor kuchi klonlangan genning ekspressiya daraja-
siga ta’sir qiluvchi asosiy omildir va hozirda turli xil promotorlar mavjud, jum]a-
dan, qat’iy tartibga solinadigan promotorlar va doimiy ekspressiya (konstitutiv)
promotorlar. E. coli da kuchli promotordan ekspressiya rekombinant ogsil ishlab
chiqarishga olib kelishi mumkin bo‘lib, bu ogsilning darajasi hujayraning umumiy
ogsil migdorining taxminan 50% ga teng bo‘ladi. Bu yondashuv maqsadli genning
samarali ekspressiyasi uchun muhim omil hisoblanadi.

Rekombinant genlarning yuqori darajada ekspressiyasini boshqarish uchun
bir qator tabiiy promotordan foydalanilgan. Birog kuchli promotorlar:: hosil gj-
lish uchun zarur bo‘lgan omillar hagida bilimlar oshgani sayin, gibrid va hattoki

to‘liq sintetik promotorlar yaratildi. Qimmat va potensial toksik kimvoviy mod-
dalardan foydalanishni talab giladigan promotorlar yirik fermentatsiyi iarayonlari
uchun mos emas. Shu sababli, induksiya madaniyat muhitining harorati=i oshirigh

orqali amalga oshiriladigan promotorlar ishlab chiqildi. Shuningdek, past kislorod
kuchlanishida yoki arzon va osongina mavjud bo‘lgan shakarlar yordamida induk-
siya gilinadigan promotorlar ham ishlab chiqilgan.

Kuchli promotordan ekspressiya mezbon hujayraga katta metabolik yuk yuk-
laydi, shuning uchun ularning transkripsion faolligi qat’iy nazorat qilinishi kerak.
Bu nazoratning muhim jihatlaridan biri samarali transkripsiyani tugatish clement-
lari (TTE) ni kiritishdir. Bunday TTElar yo*qligi magsadli genning ekspressiya
darajasining pasayishiga olib kelishi mumkin, chunki energiya keraksiz mRNK
turlarini sintez gilishga behuda sarflanadi. Bu, ayniqsa, ko‘p nusxali plazmid
vektor yordamida maqsadli gen ifodalanadigan hollarda muhim ahamiyatga ega.
Chunki yuqori faollikka ega transkripsiya plazmidning replikatsiyasi va/yoki seg-
regatsiyasi uchun zarur bo‘lgan hududlarni ham gamrab olishi mumkin, bu esa
vektorning barqarorligini sezilarli darajada pasaytiradi.

I I\

il 136 )




Biotexnologiya asoslari

m.9.3 Translyatsiya

mRNK transkriptlarining samarali translyatsiyasi uchun ribosoma birikish
joyi (RBS) ni kiritish talab gilinadi. Bu joy translyatsiya boshlanish kodonidan
taxminan 5 bp yuqorida (oldin) joylashgan bo‘ladi. RBS tuzilishi bakteriyadan
pakteriyaga o‘zgaradi. Chunki u 16S ribosomal RNK ning 3'OH uchidagi ket-
ma-ketliklar bilan o‘zaro ta’sir giladi va mRNK bilan bog‘lanadi. Genetik kod
degeneratsiyaga ega, ya’ni ko‘plab aminokislotalar bir nechta kodon (nukleotid
uchligi) orqali kodlanadi. Xuddi shu aminokislotani kodlovchi kodonlar sinonim
kodonlar deb ataladi, lekin ular har doim ham bir xil chastotada go‘llanilmaydi.
Kodonlardan foydalanishdagi o‘zgarishlar gisman organizmning DNK tarkibidagi
GC foizi bilan bog‘liq. afzal kodonlar organizmning eng ko‘p uchraydigan trans-
fer RNK (tRNK) turlari bilan mos keladi. Har bir kodon maxsus aminoatsil-tRNK
molekulalari tomonidan tan olinadi. Afzal bo‘lmagan kodonlar go‘llanilishi trans-
keladi. Bu noto‘g‘ri kiritilish darajasi normal xato darajasi (~1/3000 aminokislo-
tada) dan yuqori bo‘ladi. Kodon og‘ishlarini aniglash uchun nisbiy sinonim kodon
ishlatilishi (RSCU) hisoblanadi. Bu omillar translyatsiya jarayonini samarali va
anigligini ta’'minlash uchun hisobga olinishi kerak.

RSCU = — ma’lum bir kodonning qo‘llanilgan kuzatilgan soni
agar barcha kodonlar bir xil chastotada ishlatilgan bo‘lsa kutilgan soni

Shunday «ilib:

* Agar R57°U = 1 bo‘lsa. kodon afzalliksiz ishlatiladi (bias yo ‘q).
» Agar RECU < 1 bo‘lsa, kodon «noqulay» (non-favoured) deb hisoblanadi.
* Agar R5CU > 1 bo‘lsa, kodon «afzaly (favoured) deb hisoblanadi.

Bu ko‘rsatkich kodonning genetik tizimda ishlatilishidagi tendensiyalarni
aniqlashga yordam beradi. bu esa gen ifodasini optimallashtirish yoki muayyan
bakteriyalar uchun mo‘ljaldagi genlarni kodlashda muhim bo‘lishi mumkin.

Gen sintez texnologiyasi yordamida ishlab chigaruvchi shtammning kodon
ishlatishini optimallashtiradigan genlar yaratish mumkin. Kodondan foydalanish-
ning ahamiyati . coli tomonidan interleykin-2 (IL-2) ishlab chiqarish bo‘yicha
o‘tkazilgan tadqiqgotlarda namoyish etilgan. Tabiiy IL-2 geni (399 bp) kodondan
foydalanish uchun tahlil gilinganda, faqgat 43% kodonlar E. coli uchun «afzaly
bo‘lgan. Gen sintez orqali IL-2 genining alternativ nusxasi yaratilganda, ko-
dondan foydalanish darajasi E. coli tomonidan afzal ko‘rilgan kodonlarga mos
ravishda 85% ga yetkazildi. Ikkala versiya bir xil vektorlarga klonlanib, E. co-
lida ifoda etilganda, biologik faol IL-2 sintezi sintetik gen orqali tabily genga
nisbatan 8 marta ko‘p bo‘lgan.
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4.9.4 Inklusiyalar hosil bo‘lishi

Ko‘plab rekombinant ogsillar, aynigsa, yuqori konsentratsiyalarda ishlab
chiqarilganda, hujayra ichida to*g‘ri yig‘ila olmaydi va o‘zaro bog‘lanib, yirik
ogsil agregatlarini hosil giladi. Bu agregatlar inklyuziyalar (inclusion bodies)
deb ataladi. Inklusiyalar, aynigsa, sutemizuvchilarning ogsillarini bakteriyada
ifodalaganda keng tarqalgan. Inklusiyalardagi ogsillar: tabiiyga yaqin holatda
bo*lishi mumkin, bu esa oson dissotsiatsiya qilinadi. To'liq noto*g'ri yig*jl-
gan (misfolded) molekulalar bo‘lishi mumkin, bularni faqat kuchli denaturat-
siyalovchi sharoitlarda dissotsiatsiya gilish mumkin. Inklusiyalar xususiyatla-
riga ta’sir giluvchi omillar: rekombinant ogsilning oziga xos xususiyatlari va
hujayra fiziologiyasiga ta'sir giluvchi omillar. Masalan: o*sish sur’ati. harorat
va madaniyat muhiti. Agregatsiyaning oldini olish: ba’zi hollarda, fermentatsiya
sharoitlarini modulyatsiya qilish orqali ogsilning agregatsiya qilishi oldini olish
yoki kamaytirish mumkin. Bu yondashuv ogsilning biologik faol shaklda hosi]
bo‘lishiga yordam beradi.

Inklusiyalar hosil bo‘lishi quyidagi muammolarga olib kelishi mumkin:

1. Biologik faol bo*lmagan ogsillar ishlab chiqarilishi;

2. Optimal bo‘Imagan hosildorlik;

3. Ajratib olish va tozalashdagi qiyinchiliklar.

Biroq ba’zi hollarda inklusiyalar hosil bo‘lishi foydali bo‘lishi mumin, chun-
ki inklusiya nisbatan toza ogsildan tashkil topgan bo‘lib, yumshoq ajratish sharo-
itida erimaydigan holatda bo‘ladi.

ljobiy yondashuvlar: maxsus protokollar ishlab chiqish orqali mecadli og-
silni bu erimaydigan holatda qayta tiklash mumkin. Keyin ogsilni bic!ogik faol

konformatsiyani qo‘llab-quvvatlaydigan sharoitlarda gayta yig‘ish (= folding)
amalga oshiriladi.
Alternativ yondashuy: inklusiyalar bilan bog‘lig muammolarni ba zan sek-

retsiya vektori tizimi (4.5.4-bo‘lim) yordamida hal gilish mumkin. I*u tizimda
magsadli ogsil periplazmaga yoki madaniyat muhitiga yo‘naltiriladi. Bu ogsilning
to*g’ri yig'ilishi va ajratib olinishi imkoniyatini oshiradi. Bu usullar ogsillarning
biologik faol shaklda ishlab chiqarilishini va keyingi tozalash jarayonlarining sa-
maradorligini oshirishga yordam beradi.

4.10 Bakteriya genomlarini in silico” tahlil gilish

Bir gator mikroorganizmlarning to‘liq genom ketma-ketliklari mavjudligi
bakteriyalarni tahlil gilish uchun yangi yondashuvlarni ochib beradi. Bioinfor-
matika sohasining jadal rivojlanishi bakteriyalar evolyutsiyasi va gen funksiyasi
bo‘yicha yangi va dolzarb tushunchalarni kashf gilish imkoniyatiga ega. Bu evol-

? In silico — bu ibora in vivo (tirik organizmda) so*z birikmalariga o xshatish orqgali yaratilgan.
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yutsiya mexanizmlari. va geqlar tartibi va funksiyalari o°rtasidagi munosabatlarga
oid uzoq vaqt da‘vomlda ochiq q91gan savollarga javob berishi mumkin.

Blo.ln.formatlka va zamonaviy texnologiyalar: shaxsiy kompyuterlarning ku-
chayishi, lptemet, grid va parallel ishlov berish texnologiyalarining rivojlanishi
tadgiqotchilarga juda kuchli bioinformatika vositalariga kirish imkonini berdi.
Bioinformatika, shuningdek, in vivo va in vitro metodologiyalar bilan birlashib.
tizimli biologiyaning paydo bo‘lishiga olib keldi, bu esa yuqori samarali texno-
logiyalardan olingan ma’lumotlarni integratsiyalashga harakat qiladi.

Yakuniy maqsad — butun organizmlarning xatti-harakatlarini, shu jumla-
dan ularning evolyutsiyasi jihatlarini modellashtirishdir. Garchi hozirda bunday
modellar in vivo va in vitro eksperimentlamni to‘liq almashtira olmasa-da. ular
an’anaviy yondashuvlaming yo‘nalishini belgilashda oz potensialini ko‘rsata
boshladi. Bu modellar biologik jarayonlarni chuqurroq tushunish va tadgiqotlar
uchun samarali strategiyalarni aniqlashda yordam berishi mumkin. Bakterial ge-
nom ketma-ketliklarini tahlil gilish uchun bir nechta turdagi kompyuter dasturlari
mavjud. Bu dasturlar quyidagilarni aniqlashga yordam beradi:

* Ogsil kodlovchi genlarni aniglash: DNK ketma-ketligi barcha olti o°qish
ramkasida (ya’ni har ikki ipdagi uchta mumkin bo‘lgan oqish ramkalarida) tar-
jima qilinadi. Keyin olingan ma’lumotlar uzog aminokislota-kodonlar zanjirla-
rini aniqlash uchun tahlil gilinadi, bunda uzilishsiz (to‘xtash kodonisiz) davom
etadigan zarirlar kuzatiladi. Mazkur zanjirlar ochiq o*qish ramkalari (ORF) deb
ataladi va ulzr uzunligi bir necha o‘n aminokislotalardan minglab aminokislotalar-
gacha bo*lisii mumkin.

« Ketme-ketlik signallari: ribosoma birikish joylari, promotorlar. ogsil bog‘la-
nish joylari kabi ketma-ketlik signallarini aniglash.

« Avvalgi DNK ketma-ketliklari bilan bog liglikni tahlil gilish: bu har ganday
manbadan kelib chiqgan ketma-ketliklarni aniglash va ularga bog'liglikni o‘rga-
nishga yordam beradi.

* Rivojlangan dasturlar xususiyatlari: start kodonining yuqorisida joylashgan
ribosomaning birikish joylarini gidirish; ramka siljishi mutatsiyalarini hosil qila-
digan potensial DNK sekvensiyalash xatolarini aniqlash. .

Bu turdagi dasturlar genlarni aniglashni avtomatlashtirishga yord.am beradi va
biologik ma’lumotlarni tahlil qilishda juda muhim vosita hisoblanadi.

Aniq deb hisoblangan ogsillarni (putativ ogsillarni) aniqlaga.nd.ﬂl? 5.0"1& Ulf“'
ning avval aniglangan ogsillar yoki putativ ogsillar bilan bﬁ)g'hqhglm o‘rganish
uchun boshqa bioinformatik vositalardan foydalanish mU{nkm..

Hozirda DNK va ogsil ketma-ketliklarini saqlovehi ma'lum9tlar k}ltubxo-
nalari bor. Bu ma’lumotlar bazalari internet orqali muntazam’rawshda toydal?-
nish uchun mavjud. Mazkur tahlil vositalari va dasturlari: Ff.\S A va BLAS.T dir.
FASTA: DNK ketma-ketliklari uchun moslikni tahlil giladi. BLAST: ogsil ket-
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madetiilans wohun mos keladigan yoki gisman o' xshashlikni ko*rsatadigan (e
Sillar oty N o otadi. Unga Lot maoleRulyar biologik vositalar, potensial
wosembran Jomenirint anighash, ikkinchi darajali tuzihishlami whiil ilish vy

sekpeision ogsillaming signal peptidlarini aniglashlar Kiradi. Gratik yondashuy-
ar megulvator wmeglar. ogsil-ogsil o'zaro t@a’'siv tarmoglart, metabolik yo'llgy.
i medeishirsh uchus go laniladi. Bu vosialar genom va oqsil tunksivalaving
Shugteroy b whvr quiay ik yaramdi va yangi biologik tushunchalagi
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XAMITURUSH VA FILAMENTLA ZAMBURLG AR ,

Auxotrofik mutatsiva |

Bu gen mutatsiyasi bo'lib, organizmning o' 7 sister o

pitdan o*sish omillari bilan ta’ minlanishing zizs o
siyani komplementlash (to*ldirish) qobiliyztigz cgz ¢
mal fenotipga (ya’ni o‘sish faktori talab gilmaydigzn

¢ ¢DNK (komplementar DNK) — messenjer BNK (mENK gz kor
ketma-ketlikka ega bo‘lgan bir zanjirli DNK bo‘lib, in vitro shar

oitida sintezlana-
di. Keyinchalik ikki zanjirli cDNK hosil gilinadi. ¢cDNK kutubxonalari ikki zzn-
jirli cDNK molekulalarini oz ichiga oladi. har biri vektorda (qarang) joylashgan.
Har xil vektorlarda joylashgan mazkur cDNK molekulalarining yig“indisi cDNK
kutubxonasini hosil giladi.

» Shaperon — ogsillar yig‘ilishida boshqa ogsilning to‘g‘ri yig‘ilishini (fol-
ding) ta’minlzydigan ogsil.

» Xromaiia — ogsil va DNKning yuqori darajada tartiblangan kompleksi.

* Xrome:oma — ko‘plab genlarni o°z ichiga olgan DNK va ogsillarning alo-
hida birligi. !ar xil turlarda xromosoma soni turlicha bo‘ladi (qarang: 5.1-jadval).

» Aylana shaklidagi DNK molekulasi — plazmidga nazar tashlang.

» Komplcmentatsiya — genning mutatsiyaga uchragan fenotipni (qarang)
yovvoyi tur fenotipiga o*zgartirish gobiliyati.

» Kozmic - plazmid bo‘lib, unda lambda fazning cos saytlarini 0°z ichiga ol-
gan ketma-ketliklar mavjud. Bu saytlar plazmidni ogsildan iborat faz qoplamasiga
joylashtirishga imkon beradi.

* Kross-over — homologik rekombinatsiyaga qarang.

» Dimorfizm — ikki xil strukturaviy shaklda mavjud bo*lish qobiliyati.

» Endoplazmatik retikulum (ER) — eukariotlarda hujayra ichidag-i m.emljra-
na tuzilmasi bo‘lib. u ogsil sekretor yo*lining boshlang*ich gismini hosil giladi.

» Ekzonlar — genning kodlovchi gismlari (intronsiz). _ )

» Ifodalangan ketma-ketlik teg (EST) — cDNKning bir qismi bO:llb. ofi;nda
genning to*liq uzunlikdagi nusxasini aniglash yoki klonlash uchun .10_\dall Ket-
ma-ketlik ma’lumotlarini taqdim etish uchun yetarli uzunlikda bo‘IAaQL. ; '

+ Klonlashni ifodalash — gen orqali ogsil sintezlash jarayonini ifodalovehi
atama. ; o

* Kasseta ifodasi — DNKning joylashuvi bo'lib. ogsil !shluh chigarish uclu!n
genning transkripsiyasini amalga oshirishga imkon bera.dl.'Bu promator. ochig
o‘qish ramkasi va transkripsiyani tugatish elementini 0°Z ichiga oladi.
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» Gen — RNKga transkripsiya gilinadigan DNKning bir gismi.

» Genom — organizmning barcha DNKsi.

» Genotip/genotipik — organizmning DNKdagi ma’lumotlari.

» Geterologik — tadqiq gilinayotgan tizimga nisbatan begona hisoblangan gep,
yoki ogsilga tegishli.

» Homologik rekombinatsiya — ikki juft DNK zanjirining o°zaro uzilishi ya
qayta birikishi jarayoni bo‘lib, ular o‘xshash ketma-ketliklarga ega. Bu jarayon
(shuningdek, «kross-over» deb ham ataladi) genlarni maxsus genom joylariga ip.-
tegratsiya qilishga imkon beradi (qarang: 5.4-rasm). Bu jarayon genetik materja]-
ning meyoz paytida xromosomalar o‘rtasida almashinuvini yoki transformatsiya-
lar paytida doira shaklidagi plazmidning xromosomaga to°liq integratsiyasini o'z
ichiga oladi. Ikki kross-over esa xromosomadagi genni o*xshash ketma-ketlikdagi
gen bilan almashtiradi.

» Intron — RNKning bir gismi bo‘lib, mRNK ogsilga tarjima qgilinishidan o]-
din ajratiladi. Intronslar eukariot genlarida keng tarqgalgan, ammo prokariotlarda
juda kam uchraydi.

« Kutubxona — klonlangan genomik DNK fragmentlari yoki cDNK moleky-
lalari to*plami.

» Bog‘lanish (linkage) — jismonan bir-biriga yaqin joylashgan genlarning bir-
ga meros bo‘lishga moyilligi.

* Bog‘lanish guruhi (Linkage group) — birlik sifatida meros bo‘ladigan yokj
ko‘chiriladigan genlar guruhi bo‘lib, butun xromosomani ifodalaydi.

» Metabolom — organizm tomonidan bir vaqtning o‘zida ishlab iqarilgan
metabolitlar yig*indisi.

» Mikrochip — miniatyura gilingan qattiq sirt (odatda shisha plastiiiia) botlib,
u organizmdagi barcha yoki ba’zi genlarning bir zanjirli DNK fragrcnilarining
panjarasini 0°z ichiga oladi.

* Mitseliy — iplamonsimon zamburug‘larning odatdagi vegetativ ¢ =ish shakli
bo‘lib, shoxlangan iplar to‘plamidan iborat.

» Nukleotid — DNK va RNK uchun qurilish bloki. asos-(dezoksi)riboz-fosfat
molekulasidan iborat. Nukleotidlar asosga garab nomlanadi: Purinalar: A (ade-
nin), G (guanin). Pirimidinalar: C (sitozin), T (timin), U (uratsil). DNKda: AGCT,
RNKda: AGCU mavjud.

* Ochiq o‘qish ramkasi (ORF) — stop-kodonlar tomonidan to*xtatilmagan
kodonlar ketma-ketligi bo‘lib, funksional ogsil kodlash ehtimoli bor deb hisob-
lanadi.

» Manba (ori) - DNK replikatsiyasining boshlanish nugtasi.

 Fenotip — organizmning genotip tomonidan aniglanadigan xususiyatlari
(masalan, biokimyoviy yoki fiziologik).

e Plazmid — xromosomadan mustaqil ravishda replikatsiya gilinadigan DNK
molekulasi.
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» Ploidiya — hujayradagi to‘liq xromosoma to*pla larlsom; | ;
- s : . Haploid
(1). Diploid (2). va Poliploid (>2) BN

S Lo v zanjir reaksiyasi (PCR) — DNK fragmentlarini eksponensial
kuchaytirish uchun ishlatiladigan usul (qarang: 4.8-rasm).

g GIOLULE gen.ning yuqori gismidagi (5'-boshida joylashgan) DNK hududi
po‘lib, transkripsiyani l.Joshlash va boshqarish signallarini o°z ichiga oladi.

« Proteom — organizm tomonidan ma’lum bir vaqtda ishlab chigarilgan ogsil-
Jar yig‘indisi.

« Protoplastlar — hujayra devori karbonaza fermentlari ta'sirida olib tash-
Jangan hujayralar. Bu hujayralar plazmatik membrana bilan o‘ralgan va osmotik
jihatdan mo°rt.

» Rekombinatsiya — ikki DNK molekulasi o‘rtasida DNK almashinuvi yoki
pitta DNK molekulasining boshqasiga qo‘shilishi. Masalan, xromosoma va Kiri-
tilgan DNK o°rtasida.

o Restriksiya fermenti — DNKdagi ma’lum gisqa ketma-ketlikni (restriksiya
joyi) kesuvchi ferment.

» Shuttle vektori — bir nechta organizm turida mustagil replikatsiya giladigan
vektor. Masalan, bakteriya va xamirturush o‘rtasida «shuttley gilishi mumkin.

« Soutiiern blotting — DNK fragmentlarini elektroferez orqali o*lchamiga qa-
rab ajratish. nembranaga ko*chirish va mos keluvchi ketma-ketliklarni aniglash
uchun belgilangan DNK segmenti bilan sinash jarayoni (Ed Southern nomi bilan
atalgan).

o Splicing (splaysing) — RNK molekulalaridan intronlarni ajratish va ekzonlarni
qayta birlas tirish jarayoni. Bu jarayon odatda yadroning ichida amalga oshadi.

e Sinteriya —turli organizmlarda xromosomadagi genlar tartibi bir xil bo*lishi.

o Transicripsiya — DNK ketma-ketligi asosida RNK sintez qilish jarayoni.

o Transkripsiya faktori — promotor hududida DNKga yoki boshqa ogsil fak-
torlarga bog'lanib. bir yoki bir nechta genlarning transkripsiyasini boshgaruvchi
ogsil.

 Transkripsiya tugatuvchisi — RNK polimeraza RNK sintezini to*xtatadi-
gan DNK ketma-ketligi.

» TransKkripsiya boshlanish nuqtasi (tsp) — RNK sintezi boshlanadigan nuqta.

« Transkriptom — organizm tomonidan ma’lum bir vaqtda ishlab chigarilgan
mRNK molekulalarining yig‘indisi.

« Transformatsiya (genetik) — ekzogen DNKni hujayraga qabul qilish va
bargaror integratsiyalash jarayoni.

» Vektor — DNKni organizmga ko*chirish uchun ishlatiladigan DNK moleku-
lasi (odatda plazmid).

» Yovvoyi tur (Wild-type) — genetik manipulyatsiya yoki mutatsiyaga uchra-
magan organizm shtammi. Bu atama mazkur shtammning fenotipini ham tasvir-
lash uchun ishlatiladi.
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5.1-rasm.

(a) Saccharomyces cerevisiae xamirturushining faza-kontrastli mikrografi:

(b) yuqorida o*ngda xamirturush shakli va pastda o*ngda gifa shakli bo*lgan Yo owia lipol-
Mica;

(c) hujayraofanda o'stirilgan filamentli zamburug® Aspergillus niger ning yoriz lik maydoni
mikrografi;

(d) Aspergillus nidulans dan protoplast hosil bolishining differensial interferentsiya-kontrast-
li mikrografi. Gifalarning shoxlanishiga e’tibor bering;

O‘lchov belgilari = 10 pm.

Cs: konidiosporlar (jinsiy bo‘lmagan); H: gifa: P: protoplast.

Mikrograflar (a)-(c) Linda va Jeyms Barnett tomonidan taqdim etilgan.

Kirish

Zamburug‘lar yadroga ega bo‘lgan eukariot organizmlar bo‘lib, asosan mada-
niyatda o‘sish shakli bilan xamirturush yoki filamentli zamburug*lar sifatida tas-
niflanadi. Odatda bir hujayrali bo‘lgan turlari xamirturushlar deb ataladi va tashqi
ko‘rinishda filamentli qarindoshlaridan farglanadi. Ammo bu farqlash har doim
ham gat’iy emas, chunki ba’zi zamburug‘lar ikkala shaklda ham o‘sa oladi va bun-
day organizmlar dimorfik deb ataladi (5.1-rasm). Hozirgi kunda yanada nozik ge-
notipik usullar zamburug‘larning yanada asosli tasniflanishiga imkon bermoqda,
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ammo xamirturushlar va filamentli zamburug‘lar orasidagi sezilarli o*xshashlik]
ylarni bir bobda birgalikda ko‘rib chiqishimizga imkon beradi. O‘xShashlikllaraart
qaramay, ularning farglari biotexnologik qo‘llanmalarning keng xilma—xilligiza
olib kelgan. Bu xilma-xillik o‘rganilgan turli xil turlar sonj oshgani sari va ular
genetik muhandislik orqali qo‘llanilishi kengaygani sayin ortib bormoqda.

Bu bobda biz zamburug‘larni genetik muhandislikda qo‘llash bilan bog‘liq
molekulyar biologiyani o‘rganamiz va kiritilgan begona genlar kodlagan ogsil-
larni ishlab chiqarishda zamburug‘lardan xost sifatida foydalanish qo‘llanmalari
hagida ma’lumot beramiz.

5.1-jadval.

Zamburug‘lar genom ma’lumotlari
Xromo- | Genom
Zamburug® turi somalar | hajmi Veb-sayt b
soni (Mb)a
Ashbya gossypii i 9.2 |http://agd.unibas.ch/
Saccharomyces 16 12.0 | http:/genome-www.stanford.edu/saccharomyces/
cerevisiae
Schizosaccharomn:yces 3 14.0 | http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_pombe/
pombe
Candida albicas 8 16.0 | http://sequence-www.stanford.edu/group/candida/
Neurospora cra:.: 7 40.0 | http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/
neurospora/
Aspergillus niduians 8 30.0 |http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/asper-
gillus/

a. Mitoxondriya genomidan tashqari taxminiy haploid genom hajmi.

b. Genom ma’lumotlari uchun tavsiya etilgan veb-saytlar. E’tibor bering, veb-
saytlar o‘zgarishi mumkin®va mavjud bo‘lgan zamburug‘ genomlari soni ortib
bormoqda. Shuningdek, boshqa tegishli saytlar bilan havolalarni tagdim etuvchi
umumiy zamburug® saytlar ham mavjud:

« http://www.fgsc.net

* http://www.curofung.net/frameset.php

* http://www.aspergillus.man.ac.uk/ =1

Bu ishning ko‘p qismida qo‘llanilgan eksperimental yOﬂdaShUVlaf oldingi
bobda (4-bob) prokaryotlar bilan ta’riflangan va aslida zamburug'lar bilan h‘am
o‘xshashligi berilgan. Ularning ta’rifi bu yerda fagat bakteriyalar va zamburuglar
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Biotexnologiya asoslari

o°rtasidagi farqlar protokollarda o‘zgartirishlarni talab gilgan hollarda takrorlana-
di. Farglar asosan zamburug‘larning hajmi va genomining kattaroq bo‘lishi, shu-
ningdek. koplab hujayra funksiyalarining murakkab yuqori organizmlarga xos
tashkilotchilik tamoyillariga bog‘liq.

Zamburug'‘lar bir nechta xromosomalarni 0°z ichiga olgan aniglangan mem-
branaga ega yadrolar, shuningdek. membrana bilan o‘ralgan boshqa organoid-
lar, shu jumladan ogsillarni tashqariga yoki boshga subhujayraviy organoidlarga
yo*naltirish uchun tashiladigan membranaviy ichki tizim bo‘lgan endoplazmatik
retikulum (ER) ga ega. Zamburug® hujayra devorlari peptidoglikanni o‘z ichiga
olmaydi, bu faqat bakteriyalarda mavjud. Aksincha, ularning devorlari asosan ty-
riga qarab. turli polisaxaridlar (masalan, glukanlar, mannanlar, kitin, xitozan) va
glikoproteinlardan iborat.

Zamburug'lar murakkab hayot sikliga ega bo‘lib. odatda mitseliy sifatida nor-
mal (vegetativ) hujayra o'sishidan boshlanadi va keyin morfogenez (shakl o‘zga-
rishi) orqali jinsiy (ikki xil zotning juftlashuvi natijasida) yoki nojo“ya sporalar ho-
sil bo‘lishiga olib keladi. Ko‘pgina biotexnologik magsadlar uchun zamburug*lar
mitotik yadroviy bo‘linish bilan birga vegetativ ravishda o‘stiriladi. Bu yerda
meioz hagida gapirilmaydi. Zamburug‘larning hujayra sikli xususida qo‘shimcha
ma’lumotni bilishni istagan o*quvchilar mazkur bobning oxirida keltirilgan umu-
miy matnlarga murojaat gilishlari mumkin.

Zamburug'lar genlari xromosomalar ichida tartiblangan bo‘lib. ular elektrofo-
rez orqali ajratilishi mumkin. Xromosomalar soni turga bog‘liq va genctik marker-
larning bog*lanishi o‘rganilgan joylarda bog‘lanish guruhlari soniga ‘cng. Ba’z
misollar 5.1-jadvalda zamburug‘larning genom hajmlari bilan birga icltirilgan,

Zamburug*‘larda DNK miqdori prokaryotlarga garaganda ancha katta (* scherichia
coli ning 4,7 million nukleotid uzunlikdagi 4.7 Mb genomiga nisb=(211). Bunga
sabab, zamburug*larda ko*proq genlar va ogsillarni kodlamaydigan k¢ prog DNK

bo‘lishidir. Bu kodlamaydigan DNK genlar ichida (intronlar sifatida) voki genlar
orasida «bo*sh joy» DNK shaklida mavjud bo‘ladi.

Bakteriyalar, zamburug‘larga nisbatan, kodlamaydigan DNK bo*yicha igtisod
qiladilar, Masalan, ayrim bakteriya genlari jismoniy jihatdan bir-biriga yaqin joy-
lashgan bo‘lib, ularning transkripsiyasi yagona promotor tomonidan boshqarila-
di va operon deb ataladi (4.1-rasmga qarang). Operonlar zamburug ‘larda mavjud
emas va hatto bir xil funksiyaga ega fermentlarni kodlovchi genlar guruhlangan
hollarda ham, har bir genning transkripsiyasi mustagil promotor tomonidan bosh-
qariladi.

Organizmning kerakli fenotipini olish uchun genetik modifikatsiya yonda-
shuvlarini ishlab chigishda transkripsiya mexanizmlarini boshqarish hagida bi-
limga ega bo'lish zarur. Shu sababli. bu bobda keng doirali (ko*p yo‘nalishli) va

yo‘nalishga xos transkripsiyani boshqarish mexanizmlarining misollarini muho-
kama gilamiz.
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Biotexnologiya asoslari i
Eukariotlarning xromosomalari xromatin deb ataladigan tuzilmalardan tas(:l kl;
topgan bo'lib, ular taxminan teng migdordagi DNK va ogsildan (asosa" gistor dal:n
iborat. Gistonlar DNKga bog‘lanib, uni murakkab tuzilmalarga yigishe2 nyrh 5
beradi. Masalan, DNK ma’lum gistonlar bilan boglanib nukleosomala™” ‘la-
qiladi, ular elektron mikroskopda «ipdagi marjonlar» ko‘rinishida namoyor bohljln
di. Nukleosomalar tartiboti promotor darajasida transkripsiyani boSh‘?Sh uck'
zarur bo‘lgan ogsillarning (transkripsiya omillari) kirishini boshgarisht murmen
bu prokaryotlarda uchramaydigan boshqaruv darajasidir. bnin
Xromatin darajasida transkripsiyani boshqarish muhokamasi L, 'bo b %
doirasidan tashgarida, ammo bu eukariotlarning murakkablik darajasin! A
uchun keltirilgan. Yaxshiyamki, ko‘plab muhim zamburug‘lar molekul)"ar daxt'.al;
jada ularning biologiyasini o‘rganish uchun qulaydir, va biz bu turlarni £eN¢

jihatdan modifikatsiya gilish orqali hosil bo‘lgan mahsulotlarning turini yoki miq-
dorini o‘zgartira olamiz.

5.2 Zamburug‘larga DNK kiritish (zamburug‘larni transformatsiya
gilish)

5.2.1 Asoslar .

1970-yillar boshlarida o‘tkazilgan birinchi zamburug* transformatsxya-.
si tajribalari yovvoyi tur DNK xromosomal fragmentlarini aminokislota yoki
nukleotic asoslariga maxsus o‘sish ehtiyoji bo‘lgan mutant xostlarga °_'tka'_
zish orcali amalga oshirildi (auxotrof mutantlarning misollari). Muvaﬂ.‘a‘quatll
transfor matsiya uchun zamburug® hujayralarini protoplastlarga ay]annrlsh za-
rur edi. 2u DNK qabul gilishga to*sqinlik giluvchi asosiy to*siq bolgan hujayra
devoriv karbogidraza fermentlari aralashmasi yordamida eritib, transformatsi-
“on DNi‘ni kiritishdan oldin amalga oshirildi (5.1d-rasm). Transformantlarr.u
yovvoyi tur genining faolligi tufayli auxotrof ehtiyoj uchun qo‘shimehalarsiz
o*sish qobiliyatiga ko*ra tanlash mumkin edi. Bu jarayon genetik to‘ldirish (ge-
netic complementation) deb ataladi. Transformatsiya gilingan DNKning hujay-
radagi taqdiri 1970-yillar oxiri va 1980-yillar boshlarida rivojlangan yanada
ilgtor molekulyar texnikalar paydo bo‘lguniga qadar batafsil o‘rganilmagan.
Keyinchalik. bu ilk tajribalardagi DNK zamburug® xromosomalariga genetik
rekombinatsiya orqali integratsiya gilinganligi aniglandi. Keyinchalik, Sac-
charomyces cerevisiae Xamirturushini transformatsiya qilish uchun shuttle
vektorlardan foydalanadigan usullar ishlab chigildi. Bu vektorlar xromoso-
mal integratsiyasiz, ham E. coli, ham xamirturushda butun plazmidlar sifatida
ko‘paytirilishi mumkin edi. Bu plazmidlarni manipulyatsiya qilish va vektor
DNK miqdorini «ko*paytirish» jarayoni ularni xamirturushga kiritishdan oldin
E. coli da samaraliroq bajarildi. Filamentli zamburug‘larni transformatsiya qi-
lish uchun ham o‘xshash vektorlar ishlab chigilgan, ammo ko‘pgina hollarda
kiritilgan DNK plazmid sifatida replikatsiya gilish o‘rniga zamburug® xromo-
somalariga integratsiya giladi.
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3.2.2 Transformatsiya protokollari

Ko-pgina filamentli zamburug*larni transformatsiya gilishda asosiy tanloy
usuli sifatida zamburug® mitseliyasini protoplastlarga aylantirish usulj qo‘l-
laniladi. Protoplastlar hujayralarning yorilishining oldini olish uchun osmg-
tik stabilizatorni o°z ichiga olgan tamponda tayyorlanadi (5.2-rasm). Keyin
protoplast suspenziyaga vektor DNK qo*shiladi va DNKni qabul qilish kalsiy
ionlari (Ca2+) mavjudligida polietilen glikol (PEG) qo‘shish orqali ragbat-
lantiriladi. Biroq barcha protoplastlar yangi hujayra devorlarini ishlab chiqa-
rish orqali hayotga qodir zamburug* hujayralariga gayta tiklana olmaydi va
faqat ularning bir gismi transformatsion DNKni 0°z ichiga oladi. Shu sabap|;
kiritilgan DNKni o‘z ichiga olgan hujayralarni olish uchun samaraii tanlash
usullari zarur.

Transformatsiya chastotalari, ya'ni qo‘shilgan vektor DNK har mijk-
rogrammasiga olingan transformantlar soni organizm va ishlati!zan trans.
formatsiya protokoliga qarab sezilarli darajada farq gilishi mumkin. Zam.-
burug‘larni transformatsiya qilish bo‘yicha dastlabki hisobotlardan berj py
asosiy usulni sezilarli darajada yaxshilaydigan turli modifikatsivajar kiri-
tilgan. Protoplastlarni hosil gilish zaruratini bartaraf etadigan alternatiy
usullar, masalan, litiy atsetat/xamirturush butun hujayra usuli, 0'sayotgan
sporalarni elektroporatsiyasi yoki zamburug® mitseliyasini biolistik trans-
formatsiyasi. turli darajadagi muvaffaqgiyatlarga ega bolgan. Biroq bu usyl-
lar mos xost diapazonining cheklanishi va ayrim hollarda maxsus Jihozlarga
ehtiyoj tufayli cheklovlarga duch keladi. Transformatsiya usullari ro‘yxati

5.2-jadvalda keltirilgan.
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Filtrl+ngan mitseliy yig‘ib olingandan so'ng, protoplastlarning yorilishining oldini olish
uchun sor! ol yoki KCI kabi osmotik stabilizatorni 0‘z ichiga olgan buferda qayta suspenziya qi-
linadi. Se!cksiyalash uchun ishlatiladigan agar minimal muhit bo*lishi mumkin (unda o*sish uchun

zarur bo*lzan qo‘shimcha moddalar yo'q va ular kiritilgan gen faoliyati orqali ta’minlanadi) yoki
u antibiotikni o'z ichiga olishi mumkin.

Antibiotik seleksiyasi: Transformantlarga, odatda, hujayra devorini tiklash va antibiotikka
qarshilik oqsilini ifodalash uchun vaqt beriladi, shundan keyin ular antibiotik bilan sinovdan o*tka-
ziladi.

PEG: Polietilenglikol (DNKni protoplastlarga kiritishda yordam beruvchi reagent).

5.2.3 Transformatsiya vektorlari

Transformatsiya vektorlari DNKni qabul giluvchi organizm genomiga in-
tegratsiya qilish uchun (integrativ transformatsiya) yoki plazmid sifatida saqlash
uchun mo‘ljallangan bo‘lishi mumkin. Integrativ transformatsiya DNKni xromo-
somadagi plazmid hududiga sezilarli darajada o*xshash ketma-ketlikka ega joyga
(gomologik rekombinatsiya orqali integratsiya) yoki tasodifiy bir yoki bir nechta
joylarga (ektopik integratsiya) kiritish uchun qo*llaniladi.
" " Xamirturush shuttle vektorlari bakteriya va xamirturush hujayralarida tan-
lash imkonini beruvchi genlarni o'z ichiga oladi. Shuningdek, ular bakteriya va
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xamirturush replikatsiyasining kelib chiqish nuqtalarini (ori) 0‘z ichiga oladi, bu
har ikki organizmda plazmid DNK replikatsiyasini boshlash uchun zarur bo‘lgan
ketma-ketliklardir. Xromosomalarga integratsiya qilmasdan xamirturush xromo-
somalari tashqarisida replikatsiya qilishga qodir bo‘lgan (xromosomadan tashqa-
ri vektor) yoki xromosoma hududining ma’lum bir joyiga integratsiya qilinishi
mumkin bo‘lgan (integrativ vektor) stilize gilingan xamirturush shuttle vektori
5.3-rasmda tasvirlangan.

Transformatsiya gilingan, ya’ni kiritilgan DNKni 0°z ichiga olgan hujayralar-
ni aniqlash uchun transformatsiya vektori transformatsiya gilingan hujayralarga
tanlanadigan xususiyatni beradigan genni 0°z ichiga oladi. Bu «tanlov markerlariy
uchta asosiy guruhga bo‘linadi. Birinchi guruh, yovvoyi turdagi zamburug*lardan
klonlangan va auxotrofik o‘sish talablarini (ilgari tushuntirilganidek) to‘ldiradi-
gan genlarni 0°z ichiga oladi.

5.2-jadval.
Zamburug‘larning transformatsiya usullari
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a. Transformantlarning soni qo‘shilgan vektor DNK ning har mikrogramma-
siga ko‘ra ifodalanadi. Qiymatlar organizm, vektor turi va qo‘llanilgan usulga
pog‘lig.

b. Polietilen glikol.

c. Hujayralarga DNK kiritish uchun gisqa impulslik, yugori kuchlanishli elektr
maydoni qo‘llanilishi.

d. Litiy atsetat.

e. DNK bilan qoplangan metall zarrachalarni (odatda oltin yoki volfram) va-
xuumda yugqori tezlikda hujayralarga otish usuli.

f. DNK qo‘ziqorinlarga bakteriya A. tumefaciens dan, o‘simlik transformatsi-
yalariga o‘xshash tarzda, o‘tkaziladi.

g. Bu holda transformatsiya chastotasi 107 qabul giluvchi hujayralar uchun
olingan transformantlar soni sifatida ifodalanadi.

Xamirturush
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Biotexnologiya asoslari

Bunga misol sifatida gigramitsin B, fleomitsin, kanamitsin yoki benomilga qar-
shilikni keltirish mumkin. Bu turdagi markerning bir kamchiligi shundaki, zam-
burug* bu antibiotikka nisbatan yetarlicha sezgir bo‘lishi kerak. Masalan, kana-
misinga qarshilikni kodlaydigan bakterial gen xamirturushda o‘z promotori orqali
zaif ifodalanishi mumkin. Biroq agar xamirturush promotoridan foydalanilsa,
dori-darmonlarga nisbatan yuqoriroq qarshilikka erishish mumkin. Filamentli
zamburug*lar uchun ham antibiotik garshilik tizimlarini optimallashtirish odatda
zamburug® promotoridan foydalanishni talab giladi. Oxirgi guruh markerlar o‘z
egasi bo‘lgan shtammlar odatda foydalana olmaydigan uglerod yoki azot manba-
larida o‘sish qobiliyatini beradigan genlarni ekspluatatsiya qgiladi. Bunga yaxshi
misol Aspergillus nidulans ning atsetamidaza geni (amdS) bo*lib, u qabul qiluvchi
shtammlarga yagona azot manbasi sifatida atsetamid yoki akrilamiddan foydala-
nishga imkon beradi. Bu marker bir qator Aspergillus va Trichoderma turlariga
kiritilgan va integratsiyalangan vektorning ko‘p nusxasini o*z ichiga olgan trans-
formantlarni yaratishda juda foydali.

Xamirturushda plazmid vektorlar transformantlar tanlov sharoitlarida, ma-
salan, antibiotik mavjudligida ostirilgan taqdirdagina hujayra ichida saqlanadi,
Agar tanloy bosimi olib tashlansa, plazmidlar hujayralardan nisbatan tez yo‘qolib
ketishi mumkin, chunki hujayralar uchun plazmidni saqlashda hech ganday us-
tunlik yo‘q. Barcha plazmidlar ori (replikatsiya kelib chigish nuqtasi) o‘z ichiga
olishi kerak bo‘lib, bu tabiiy plazmidlardan yoki xromosomal DNK ketria-ketlik-
laridan olinishi mumkin. Bir xamirturushdan olingan ori bo‘lgan vekiorlar odat-
da turli xamirturush xostlarida ishlashi mumkin, ammo samaradorlik <irajasi har
doim bir xil bo‘Imasligi mumkin. Plazmid vektorlar har bir hujayracs 200 taga-
cha nusxada mavjud bo‘lishi mumkin, bu esa kiritilgan gen nusxalarining sonini
oshirish uchun oddiy tizimni taqdim etadi. Bu ko*pincha kiritilgan ger iomonidan
kodlangan ogsilning yuqori hosiliga olib keladi. Biroq bunday tizi:ining kam-
chiligi shundaki, sezilarli plazmid yo‘qolishining oldini olish uchun cdatda tanloy
bosimi talab gilinadi, ya'ni kerakli xususiyatni saqlab qolish muammoga aylanishi
mumkin, ayniqsa, Saccharomyces cerevisiae da. Aksincha, boshqa xamirturush-
larda, masalan, Kluyveromyces lactis da, ayrim xromosomadan tashqari vektorlar
doimiy tanlovsiz nisbatan barqaror bo‘ladi.

Plazmidni xamirturush genomiga integratsiya gilish genning kiritilgan nusxa-
larining kamroq bo‘lishiga qaramay. barqgarorlikni oshiradi. Saccharomyces cere-
visiae da bu maqsadga plazmidni taxminan 150 tadan takroriy nusxalarda mavjud
bo‘lgan ribosomal DNK ketma-ketliklariga (rDNA) yo*naltirish orqali erishilgan.
rDNA ketma-ketliklarini vektorga (5.3-rasm) kiritish. aynigsa. vektor rDNA hu-
dudida chiziglantirilgan bo‘lsa. gomologik ketma-ketliklarning rekombinatsiyasi

orqali bu plazmidning xromosomal rDNA hududiga integratsiyasini yaxshilaydi.

Gen nusxalarining sonini oshirish uchun tanlashda foydalaniladigan genni
zaif yoki ataylab zaiflashtirilgan promotorlar ostida transkripsion boshqaruvga
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go‘yish mumkin. Bu yondashuv gen mahsulotining muhim darajasini ta’minlash
uchun tanlov bosimi orgali bir nechta gen nusxalarini tanlashni rag‘batlantiradi.
Bu usul rDNA magsadga yo*naltirish bilan birga ishlatilib, integratsiyalangan gen
nusxalarining yugori sonini olish imkonini beradi.

Xromosomalarga integratsiya qiladigan vektorlar zamburug*lami molekulyar
manipulyatsiya qilishda bir qator muhim magsadlarda qo‘llaniladi. Ma’lum bir
genning xromosomadagi nusxalarini ko‘paytirishdan tashqari, ular kerakli genni
puzish yoki almashtirish uchun ham ishlatilishi mumkin. S. cerevisiae da «o‘rnini
bosuvchi kasseta» vektorlari yordamida Xamirturush Genomini Sekvenlash Lo-
yihasi tomonidan aniglangan taxminan 6000 genning har birini o‘chirish va hu-
jayrada har bir genning funksiyasini sinab ko‘rish imkonini berdi. Har bir kasseta
kanamisin (G418) tanlash genidan iborat bo‘lib, uning har ikki uchida gen-spesi-
fik ketma-ketlik gismlari joylashgan. Bu kassetalar vektordan cheklovchi ferment
yordamida kesilib chiqariladi. Kasseta uchlari va xromosomadagi nishon gen
o‘rtasidagi gomologik rekombinatsiya bu genning aniq o‘chirilishiga olib keladi
(5.4-rasm).

Bu tadgiqotlarda xamirturushdan alohida genlar yoki genlar guruhlari o*chi-
rildi va natijada fenotipdagi o‘zgarishlar kuzatildi. Bu yo‘l orqali, ma’lum bir gen
ma’lum bir funksiyaga bog‘liq bo‘lishi mumkinligi aniqlangan, ammo amaliyotda
genni o°chirish har doim ham aniqlanadigan fenotip o‘zgarishiga olib kelmaydi.
S. cerevisiae genomidagi alohida genlarni tizimli ravishda o‘chirish PCR orqga-
li olingar ketma-ketliklarni kiritish va gomologik rekombinatsiyani ekspluatat-
siya qilis” orqali amalga oshirildi. Bu xamirturushda filamentli zamburug‘larga
qz;raganu: osonrog, chunki filamentli zamburug‘larda gomologik rekombinatsi-
yaning sonaradorligi pastroq ko‘rinadi va ko‘pincha uzogroq gomologik DNK
ketma-ketliklari talab qilinadi. Xamirturushda har bir o‘chirish noyob DNK ket-
ma-ketligi bilan belgilanib, bu mutant uchun shtrix-kod sifatida xizmat qiladi.

A gen
Xromosomg —+ ——————
\ :
Ikki marta
\ | kesishish
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Kassetast P Kan
A geniga ega
bo‘lmagan —
XTOmosoma P Kan

5.4-rasm. S. cerevisiae da genni kanamisin (G418) «o‘rnini bosuvchi kasseta» yordami-
da o‘chirish
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Kasseta kanamisin (G418) ga qarshilik genidan (Kan), zamburug* promotorining boshqaru-
vidagi (P) va o'chiriladigan genning uchlariga mos keluvchi taxminan 40 bp uzunlikdagi gisqa
flanking ketma-ketliklardan iborat. Gomologik rekombinatsiya orqali bu uchlar va xromosoma
o'rtasida ikkita kross-over hosil bo‘lib, genning o‘chirilishiga olib keladi. Kross-over joylarida
xromosomal DNK molekulalari fermentativ ravishda uzilib, DNKning kelib tushayotgan kasseta
DNK:si bilan almashinadi va DNK tuzatish mexanizmi orqali DNK molekulalari gayta biriktiriladi,

Ko*pgina genlar hayot uchun zarur bo‘lganligi sababli, genni ochirish dastlab diploid hujay-
ralarda amalga oshiriladi, bunda genning ikkita nusxasidan faqat bittasi o'chiriladi. O‘chirilgan
genni o'z ichiga olgan xamirturushning diploid transformantlari G418 antibiotikini 0‘z ichiga o]-
gan ozuqa muhitida tanlanadi. G418 xamirturush hujayralariga nisbatan kanamisinga qaraganda
samaraliroq hisoblanadi. Shundan so‘ng, bu transformantlar sporulyatsiya (meiozni oz ichiga ol-
gan jarayon) orqali haploid sporalarni hosil gilishga majbur qilinadi, ularning 50 foizi o*chirilgan
genni 0°z ichiga oladi.

Shundan keyin, genning zaruriyligini aniglash va uning hujayradagi funksiyasini o‘rganish
uchun o’sish sinovlari o‘tkazilishi mumkin.

Ko*pgina filamentli zamburug‘lami transformatsiya qilish uchun ishlatiladi-
gan vektorlar tasodifiy integratsiya hodisalariga tayanadi, bu hodisalar ko*pchi-
lik hollarda nisbatan past chastotada yuz beradi. Transformatsiya chastotalarinj
oshirish uchun qo*llanilgan yondashuvlardan biri cheklovchi ferment yordamida
integratsiyalash (REMI) usulidir. Bu usulda plazmid DNK hujayralarga chekloy-
chi ferment bilan birga qo°shiladi (4-bobga qarang), bu ferment vektorda faqat
bir joyni kesib o‘tadi. Bu sharoitlarda DNK genomdagi mos cheklovchi joylarga
yo‘naltiriladi. Filamentli zamburug‘larda standart integrativ transformatziya orqa-
li vektor odatda genomning bir yoki bir nechta joylarida bir nechta nug:alar sifa-
tida uchraydi. REMI usuli esa bir nechta turli joylarda bir nusxali vc!,u:rlarning
ulushini oshiradi (5.5-rasm).

@ () Kiritilgan genning xost penomida
L NI joylashgan joyi uning kodlzi:an ogsilni

£ ishlab chigarish qobiliyatigs «’sir gila-
di. Shu sababli. genlarni yaxshi ifoda-
lanishini ta'minlaydigan ma’lum xro-
mosomal joylarga yonaltirish uchun
usullar ishlab chigilgan.

m

5.5-rasm.  Filamentli  zamburug‘lar
wromosomalariga  plazmidning  tasodifiy
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(a) Tasodifiy (ektopik) integratsiya,
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keladi. Rekombinatsiya hodisasi tabiati tufayli, integratsiya ko‘pincha vektorning butunligicha
nusxalanishi yoki integratsiya joyida yana ham ko'payishiga olib keladi.

(b) Cheklovchi ferment yordamida modifikatsiyalangan integratsiya (REMI) transformatsiya
jarayonidﬂ plazmid DNK bilan birga faqat bitta joyni (E) kesib o'tadigan maxsus chekk?vchi
fermentning Katta miqdorda qo*shilishini 0z ichiga oladi. Taxmin gilinishicha, ferment hujayra

adrosiga kirib, xromosomalardagi bir nechta joylarda genomik DNKni tasodifiy ravishda kesadi.
¥uddi shu cheklovchi joyda kesish orqali vektor molekulasining aylana shakldan chizigli shak]g:a
ay]anishi plazmidning butunligicha bir nechta xromosomal joylarga integratsiyasiga imkor! beradi.

Bu jarayon zamburug® genomida bir nusxali vektor molekulalarining ko‘plab joylarga

integratsiya gilinish ulushini oshiradi, ammo uning tasodifiy xususiyati tufayli barcha xromosoma
joylari vektorni 0°z ichiga olmaydi.

(a) pwrG
__x ]
Xromosoma \;,‘
¢
Vektor
(©) C— Gt G
LN il

Ikki tomonlama

Yovvoyi tipdagi gen
mutatsiya (faol emas)

(funktsional)
5.6-ras = Aspergillus awamori da pyrG lokusiga yo‘naltirilgan integratsiya

Aspergi'us awamori ning xost shtammi uridin talab giluvchi o'sish xususiyatini beradigan
mutatsiyaga uchragan (faol bo‘lmagan) pyrG genini o'z ichiga oladi. Transformatsiya vektori esa
pyrG genining boshqa qismida mutatsiyaga uchragan faol bo*lmagan pyrG genini 0°z ichiga oladi.
Bitta gomologik rekombinatsiya (bitta kross-over) hodisasi orqali (a). vektorning butunligi pyrG
Jokusiga integratsiyalanadi va funksional pyrG geni varatiladi (b).

Kross-over hodisasi DNKni tuzatish mexanizmi orqali vektor va xromosomadagi DNK
molekulalarini uzish va qayta birlashtirishni o*z ichiga oladi (5.4-rasmda tasvirlangan =)
o'xshash). Zamburug® transformantlari o*sish muhitida go*shimeha uridin talsb
qobiliyati bo'yicha tanlab olinadi.
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5.7-rasm. Filamentli zamburug‘larda ma’lum bir genni o‘chirish

Xromosomal gen (gen X) ning yuqori oqim (5') va pastki oqim (3') hududlari, har biri kami-
da 1 kb hajmda bo'lib, o‘chirilishi kerak bo‘lgan gen bilan bevosita yonma-yon joylashgan. By
hududlar mos tanlov markerini o‘z ichiga olgan vektorga kiritiladi. Masalan, Aspergillus nidy-
lans ning argB geni, arginin biosintezida ishtirok etuvchi ornitin karbamoil transferaza fermentini
kodlaydi, tanloy marker sifatida ishlatiladi.

Odatda aylana shakldagi DNK molekulasi bo‘lgan plazmid cheklovchi ferment yordamida
faqat bir joydan kesib o'tib chizigli shaklga aylantiriladi. Bu chiziglangan vektor keyin argB mu-
tanti shtammiga transformatsiya gilinadi. 5' va 3' hududlarda ikkita gomologik rekombinatsiya
hodisasi (ikki kross-over, 5.4-rasmda ko‘rsatilganidek) sodir bo*ladi, natijada xromosomadagi gen
X o‘rniga argB tanlov markeri joylashtiriladi.

Transformatsiyalangan zamburug ‘lar arginin qo*shimchasini talab qgilmasdan o*sish qobiliya-
ti orqali tanlab olinadi. Bu esa gen X o‘rnini argB markeri bilan muvaffaqiyatli almashtiriiganligini
ko‘rsatadi.

Genni yo‘naltirilgan maqgsadga integratsiya gilish usuli

Aspergillus turlarida ishlab chigilgan genni magsadga yo*naltirilzen integrat-
siya gilish usuli, muayyan genning bitta mutatsiyasiga ega shtammdas foydala-
nishni talab giladi. Bu shtamm integrativ plazmid bilan transformatsiya gilinadi,
plazmid esa o‘sha genning boshqa mutatsiyaga ega nusxasini o'z ichiga oladi.
Faol gen faqat vektor mo‘ljaldagi gen joyida bitta kross-over hodisasi orqali in-
tegratsiyalangan taqdirdagina hosil bo‘ladi (5.6-rasm). Transformantlarning 40%
gacha bo‘lgan gismi to*g'ri gen lokusida vektorning bitta nusxasi integratsiyalan-
gan holda bo*lishi mumkin, ammo transformatsiya chastotalari odatda juda past.

Zamburug‘larda mos marker bilan aylana plazmidlardan foydalanib gen-
ni maxsus buzish juda kam uchraydigan hodisa hisoblanadi. Filamentli zambu-
rug‘larda genni o°chirish yoki almashtirish uchun odatda 1 kilobazadan (kb) katta
bo‘lgan genning yaqinidagi hududlar vektorga Kiritilishi kerak. Transformatsiya-
dan oldin vektor cheklovchi ferment yordamida chiziglangan shaklga aylantirila-
di. Ikki kross-over hodisasi orqali genni almashtirish chastotasi tur va gen turiga
bog'liq holda 1% dan 50% gacha o*zgarishi mumkin (5.7-rasm).
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5.3 Genlarni klonlash

Zamburug® genlarini izolyatsiya qilish va xususiyatlarini o‘rganish muvaf-
fagiyati tadqiq etilayotgan turga juda bog‘liq. Genetik jihatdan kam o*rganilgan,
ammo biotexnologik jihatdan foydali zamburug‘larda duch kelinadigan muam-
molarni yengib o‘tish uchun bir nechta yondashuvlar gabul gilingan. Mutant
shtammlardan foydalanish zamburug® genlarini klonlashda asosiy usul bo‘lib kel-
gan. Bu yondashuvda, mutant shtammlar DNK kiritilishi orqali yovvoyi fenotipga
transformatsiya gilinadi va bu DNK faqat bitta genni 0°z ichiga olgan taqdirda, bu
genning funksiyasini aniglashga imkon beradi.

Endi gen ma’lumotlar bazalaridagi gen ketma-ketliklari hagida kengayib bo-
rayotgan ma’lumotlardan foydalanadigan boshga variantlar ham mavjud, garchi
klonlangan genning funksional bahosi har doim amalga oshirilishi kerak. Ba’zi
genlar uchun «ifodali klonlash» qulay va samarali usul hisoblanadi, bu yangi me-

tabolik faoliyatni aniglash uchun xamirturushga oddiy plastinka sinovi yordamida
DNK Kkiritishga asoslangan.

5.3.1 Mutantlarni izolyatsiya qilish

Aniglangan mutantlarning genlarni to‘ldirish orqali ma’lum funksiyalarga ega
genlarni izolyatsiya qilish eng samarali usul bo‘lib golmoqda, garchi bunday mu-
tantlarni hosil qilish ko*plab gizigarli zamburug‘lar uchun muammo bo‘lib qolsa
ham. Fizik-kimyoviy mutagenlar, masalan, ultrabinafsha nurlanish yoki nitrozo-
guanidin, hali ham zamburug® mutantlarini hosil gilishning eng keng tarqalgan
usuli hisoblinadi. Bunday mutantlarni ba’zan oddiy o*sish sinovlari mavjud bo‘l-
ganda tezde aniglash mumkin. Biosintetik yo‘lda boshqa genlardagi mutatsiyalar
ham xuddi shunday o‘sish talabini keltirib chigarishi mumkin bo‘lgani sababli,
mutantni gznday bosqich ta’sirlanganligini aniglash uchun turli substratlarni me-
tabolizatsiys gilish qobiliyati sinovdan o*tkaziladi.

Fizik-kimyoviy mutagenez usullarining bir kamchiligi shundaki, bu jarayon
ko‘pincha har bir hujayrada bir nechta mutatsiyalarni keltirib chiqaradi. Bu esa
kuzatilgan xususiyatning haqiqiy omillarini aniglashni giyinlashtirishi mumkin.
Shu sababli. mutantlarni olish uchun muqobil usullar S. cerevisiae, A. nidulans va
N. crassa kabi model organizmlarda ishlab chigilgan. Bu model tizimlar genetik
jihatdan kam o*rganilgan turlarga qo‘llanilishi mumkin bo‘lgan foydali usullarni
taqdim etadi.

DNK parchasini gen ichiga kiritish orqali genning normal DNK ketma-ketligi-
ni o‘zgartiruvchi (kiritma inaktivatsiya) yoki genni to‘liq ochirish orqali mutage-
nez usullari aniq genetik fon zarur bo*lganda afzalroq hisoblanadi. Xost genomida
bir joydan ikkinchi joyga ko‘chish qobiliyatiga ega bo‘lgan DNK fragmentlari,
ya'ni transpozonlar, ko‘plab turlarda tabiiy ravishda uchraydi va bu magsadda
foydalanilishi mumkin. Masalan, S. cerevisiae da transpozon Ty bu usulda qol-
laniladi, shuningdek, shunga o‘xshash elementlar Schizosaccharomyces pombe,
Candida albicans va boshqa xamirturushlarda aniglangan.
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Yugorida muhokama gilinganidek, bir nechta zamburug® turlarining ge-
nom ketma-ketliklari aniglangan, shuning uchun keyingi qadamlar genlarning
genom ichidagi joylarini aniglash va keyinchalik gen mahsulotlarini funksio-
nal xarakterlashdir. Bu xamirturush turlarida transpozon (masalan, bakterial
transpozon Tn7) mutagenezi yordamida genom darajasida amalga oshirildi.
Filamentli zamburug‘larda bu usul kamroq rivojlangan bo‘lsa-da, transpozon-
lardan foydalangan holda keng ko‘lamli gen buzilishlari istigbolli natijalarni
ko‘rsatmogqda.

Boshga kiritma inaktivatsiya tizimlari ham mavjud bo‘lib, ularga 5.2.3-bo‘lim-
da tasvirlangan cheklovchi ferment yordamida integratsiya (REMI) kiradi.

Mutantlar oson aniqlanadigan fenotipga ega bo‘lishi kerak, shunda ko‘plab
koloniyalar tezda sinovdan o‘tkazilishi mumkin. Ekstratsellyulyar mahsulotlar-
ning ishlab chiqarilishini sinab ko‘rish bunga oddiy va tezkor usulni taqdim etadi.
Masalan, substratlarni o°z ichiga olgan agar plastinkalar, tozalash zonalari yoki
rang o‘zgarishini aniqlash imkonini beradi va ko‘pincha ko‘p sonli filamentli
zamburug ‘larning saprofit hayot tarzi bilan bog‘liq ekstratsellyulyar fermentlarnj
kodlovchi genlarni izolyatsiya qilishda qo‘llaniladi.

Shu sababli, fagat uglerod manbasi sifatida kraxmalni o°z ichiga olgan agar
plastinkalar amilazalarni ishlab chiqarishni sinash uchun ishlatilishi mumkin,
Ko‘pincha, ma’lum bir sinfga mansub mutantlarni izolyatsiya qilish uchun max-
sus strategiyalarni qo‘llash mumkin. Masalan, hujayra ichidagi ogsiining joyla-
shuvi ustida ishlash: agar muhim ogsil odatda sitoplazmada joylashzan bo‘lsa,
lekin u genetik jihatdan sekretor yol orqali hujayra tashqarisiga yo‘naitiriladigan
signallarni 0z ichiga olish uchun modifikatsiya gilingan bo‘lsa, unda i1 jarayonni
toxtatadigan sekretor yo‘lda mutatsiyaga ega mutantlar tanlanishi mu:kin,

5.3.2 Mutantni to‘ldirish (Komplementatsiya)

Organizmning butun genomini o°z ichiga olgan DNK fragmentiari vektorga
klonlanishi va natijada «kutubxona» deb ataladigan DNK molekulalari populyatsi-
yasini hosil qilishi mumkin. Aniglangan zamburug® mutantlarini zamburug* DNK
kutubxonasi bilan transformatsiya qilish orqali to‘ldirish yuqori transformatsiya
chastotasiga ega bo‘lgan S. cerevisiae va A. nidulans kabi zamburug*lar uchun
yaxshi yo‘lga qo‘yilgan usuldir (5.8-rasm).

Bundan tashqari, ba'zi gen mahsulotlari tur chegaralaridan tashqarida yetarlj-
cha saqlanib qolgan bo‘lib, ular bakterial fon sharoitida ham ishlashi mumkin. Bu,
masalan, bakteriyalarda ishlatilishi mumkin bo‘lgan saglanib qolgan ogsil funk-
siyalarini tekshirish yoki mutantlarni komplementatsiya qilish uchun kengaytiril-
gan imkoniyatlar tagdim etadi. Bu yondashuv mutantlarni aniglash va genlarning
o‘ziga xos funksiyalarini o‘rganish uchun samarali vosita sifatida xizmat qiladi.
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5.8-rasm. Mutant genni yovvoyi tur geni bilan to‘ldirish (komplementatsiya)

Hujayradagi mutant gen (a) plazmiddagi mos keluvchi yovvoyi tur gen (4) bilan to*Idiriladi.
Bu yerda mutant gen a ni, esa yovvoyi tur gen 4 ni ifodalaydi.

Hujayra ichida gen A ning mavjudligi, u plazmid shaklida yoki xromosomaga integratsiya-
Jangan holda bo'lishidan qat’i nazar, o'sishga imkon beradi. Bu jarayon mutant genning o‘rnini
to*Idirib, hujayraga kerakli fenotipni tiklaydi va genning funksiyasini o‘rganishga yordam beradi.

Yuqoridagzi rasm mutatsiyaga uchragan genni (@) mos keluvchi yovvoyi turdagi gen (4) bilan
to*Idirish jaravonini ko*rsatadi:

1. Mutant hujayra (chapda): mutant gen (a) mavjud bo‘lib, u fenotipda o‘sishga imkon ber-
maydi (fenotip: o'sish yo*q).

2. Transic inatsiya:

* yovvoy' wurdagi gen (4) o'z ichiga olgan plazmid mutant hujayraga kiritiladi;

* gen A iki xil shaklda mavjud bo' lishi mumkin: a) Xromosomadan tashqari plazmid sifatida
(quyi chapda) va b) xromosomaga integratsiyalangan holda (quyi o‘ngda).

3. Natija: har ikkala holatda ham gen A fenotipni to‘ldiradi va hujayra osish qobiliyatini
tiklaydi (fenotip: o*sish).

Bu jarayon yovvoyi turdagi genni plazmid yoki xromosomal integratsiya orqali to‘ldirish
orqali genning funksiyasini tiklash uchun ishlatiladi. Bu genning biologik rolini aniglashda va
mutatsiyaga uchragan organizmlarni o‘rganishda samarali vositadir.

Ko*plab zamburug* genlari £. coli mutantlarini to‘ldirish orqali izolyatsiya qi-
lingan, garchi zamburug* xostlarini transformatsiya qilish odatiy hol bo‘lib qolsa
ham. Gen funksiyasini baholashning eng aniq yo'li, qiziqish uyg*otuvchi genning
bitta nusxasini zamburug* xost DNK ga integratsiya qilishdan iborat. Ko*plab xa-
mirturushlar, masalan, S. cerevisiae, va ba’zi filamentli zamburug‘lar hujayrada
bir nechta nusxalarda mavjud bo‘lishi mumkin bo*lgan doira shaklidagi DNK mo-
lekulasiga (plazmidga) genni kiritishga imkon beradi. Ayrim hollarda, bu 0‘xshash
(lekin identik bo*Imagan) genlarning mutatsiyani to‘ldirishiga imkon beradi va bu
gen funksiyasi haqida noto‘g‘ri tasavvur paydo bo‘lishiga olib kelishi mumkin.
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Filamentli zamburug'larda xromosomadan tashqarida replikatsiya giladigan
plazmidlar xamirturushlarga qaraganda ancha kam uchraydi. Shunga qaramay,
bunday vektorlar hali ham aniq mutatsiyalarni to°ldirishga qodir zamburug® gen-
larini aniglash uchun ishlatilishi mumkin (5.9-rasm). Masalan, agar Aspergillus
nidulans mutanti fagat bakterial tanlov markerini va zamburug* replikatsiya kelib
chigish nugtasini (ori) 0‘z ichiga olgan plazmid va o°rganilayotgan zamburug‘dan
ajratilgan chizigli genomik DNK aralashmasi bilan transformatsiya gilinsa, ikki
xil sinfdagi transformantlar olinadi:

1. Birinchi sinf: plitalarda barqaror, yovvoyi turdagi fenotipni ko‘rsatadi, bu
to‘ldiruvchi DNKning A. nidulans xromosomalariga to‘g‘ridan to‘g‘ri integratsi-
yasi natijasida yuzaga keladi.

2. Ikkinchi sinf: koloniyalarda notekis o*sishni ko‘rsatadi, bunda har bir kolo-
niya ma’lum sektorlari yovvoyi turga o*xshash fenotipni ko‘rsatadi, boshqa sek-
torlar esa mutant fenotipga ega. Bu «sektorli» morfologiya ikkita DNK manbalari
o‘rtasidagi rekombinatsiya natijasida hosil bo*lgan plazmidlarning mavjudligi bi-
lan bog‘liq bo‘lib, ular hujayra bo‘linishi jarayonida yo*qolishi mumkin. Bunday
beqaror A. nidulans koloniyalaridan jami DNKni ajratib olish va uni E. coli ga
transformatsiya qilish, dastlabki A. nidulans mutatsiyasini to‘ldirgan zamburug®
DNK fragmentini 0z ichiga olgan plazmidlarni izolyatsiya gilish imkonini beradi.
Bu usul gen funksiyasini o‘rganish va zamburug® DNK fragmentlarini aniglash
uchun qulaydir.

Mutant hujayra Plazmid
a + f—- ) L l |
— — l ,J A

Integratsiya

Rekombinatsiya F

N

Koloniya V55
morfologiyasi: teng o*sish tarmogli o*sish

5.9-rasm. Filamentli zamburug' mutantini komplementatsiya gilish orqali genni izol-
yatsiya qilish

Bu rasm filamentli zamburug*da aniglangan mutantni to*ldirish orqali genni izolyatsiya qilish
jarayonini tasvirlaydi:
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1. Mutant gen (a) va yovvoyi tur geni (4). Mutant gen (a) zamburug' genomida mavjud,
yoyvoyi tur geni (4) genomik DNKda (-) joylashgan va yovvoyi tur fenotipni tiklash uchun zarur.

2. Plazmid va ori. Plazmid fungal replikatsiya kelib chigish nugtasini (ori) 0°z ichiga oladi.
plazmid genomik DNK bilan rekombinatsiyaga kirishadi va yovvoyi tur geni (4) ni o'z ichiga
olgan plazmid hosil giladi.

3. Rekombinatsiya va beqaror o‘rin olish. Plazmid va genomik DNK o*rtasidagi rekombinat-
siya natijasida yovvoyi tur geni (4) ning beqaror irsiyati yuzaga keladi. Bu koloniyada «sektorli»
morfologiyaga olib keladi: Plazmid mavjud bo‘lgan joyda osish kuzatiladi. Plazmid yo*qolgan
qismlarda o'sish to“xtaydi.

4. Plazmidni izolyatsiya qilish. Yovvoyi tur geni (4) ni o'z ichiga olgan plazmid koloniyalar-
dan ajratib olinadi va Bu genni aniglash va uning funksiyasini o‘rganishga imkon beradi.

Bu jarayon aniqlangan mutantni to‘ldirish orqali genlamni izolyatsiya qilish uchun ishlatiladi
va genetik tahlil uchun qulay vositadir.

Bu usulning afzalliklari shundaki, u tezkor va zamburugning jami DNK dan
alohida genlar kutubxonasini yaratish zarur emas.

1
Genomik DNK 5’ 3
shabloni 3 = = —— 5’
2
1. Birlamchi PCR reakisiyast
3
Birlamehi PCR 5% - — 3
reaktsiyasi mahsulon 37— —
4
l 2. Ikkilamehi PCR reaktsiyasi
Ikkilameln PCR S e
reaktsivasi mahsulot 3 5’

|

tadqigot kutubxonasi
5.10-rasm “Intered primer” PCR. Dastlabki PCRda magsadli genning saglanib qolgan hudud-
lariga qarshi ishlab chiqilgan ortiqcha primer aralashmalari (1 va 2) qo*llaniladi. Birinchi primer
to‘plamining ichki qismidagi qo*shimcha konservatsiyalangan hududlarga qarshi ishlab chigilgan
primer aralashmalari (3 va4) shablon sifatida birinchi PCR mahsulotidan foydalangan holda ikkin-

chi PCRda qo*llaniladi. Bu maqsadli genga xos bo‘lgan PCR bilan kuchaytirilgan mahsulotlarni
boyitishi kerak.

Bu usul PCR mahsulotlari agaroz geli orqali elektroforez qgilinganda birinchi
reaksiyada xiralashgan ko‘rinish (smeared) hosil giladigan maxsus o‘lchamdagi
fragmentlarni ko‘paytirishda muvaffagiyatli bo‘lishi mumkin. Bitta zanjirli pri-
merning shablon DNKda uning komplementar ketma-ketligiga bog‘lanadigan ha-
rorati annealing harorati deb ataladi va bu DNKning baza tarkibiga bog‘liq. Shu
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sababli, primerlar aralashmasi ishlatilganda mumkin bo‘lgan annealing harorati
diapazoni tor bo‘lishi mumkin.

Shuningdek, amaliyotda bir nechta haroratlar va tampon komponentlarining
konsentratsiyalari sinovdan o‘tkazilishi kerak, fagat ikkala primerlar to‘plamini
o‘z ichiga olgan reaksiyalarda o‘ziga xos fragmentlar hosilini optimallashtirish
uchun. Potensial nomzod fragmentlar, agar kerak bo‘lsa, klonlanishi, so‘ngra ke-
rakli gen bilan bir xilligini tasdiglash uchun sekvenslanishi kerak. Bu fragmentlar
to‘liq gen ketma-ketligini o°z ichiga olgan klonlarni kutubxonadan ajratib olish
uchun zond sifatida ishlatilishi mumkin.

[P [—cumx—]J7] [P [—Gux—]7]

5" ' 3 5 3’
= AAAA + = AAAA
Sens mRNK Antisens mRNK
5 3’
AAAA z ’ A’AAA Duplex RNK

3 5

5.11-rasm. «Antisens» RNK transkriptlari orqali ogsil ishlab chiqarishni pasaytirish-
ning mumkin bo‘lgan mexanizmi

Ochiq qutilar gen X ni ifodalaydi, u ikki xil yo*nalishda klonlangan bo‘lishi mumin va pro-
motor (P) va terminator (T) ketma-ketliklari bilan o°ralgan.

Transkripsiya natijasida, genning promotor bilan nisbatan yo*nalishiga qarab. ina' 1m0 (sense)
yoki antisens mRNK molekulalari (ikkalasi ham poliA dumiga ega) hosil bo*ladi. Bu ki komple-
mentar RNK molekulasi bir-biri bilan bog*lanib, duplex RNK hosil giladi.

Yadroda duplex RNK hosil bo*lishi sitoplazmada tarjima gilish uchun mavjud tc*fgan yetuk
mRNK migdorini kamaytiradi. Bu jarayon ogsil ishlab chiqarishni kamaytirishga yordam beradi.

5.3.4 PCR va zamburug‘lar
Genlamni izolyatsiva gilishda foydalanishdan tashqari, PCR ko*plab tizimlar-
dz o'ziga xos DNK manipulyatsiyalari natijalarini tekshirishda ham keng qo‘lla-
3% i zamburug'larda hujayra devori DNKni yetarlicha
ish uchun jiddiy to’siq bo*lib kelgan, bu esa PCR
gni qivinlashtiradi.
orotokol ishlab chigilganki. unda zamburug® koloniyalari mik-
2 o' stiriladi va fermentativ hazm qilish yordamida
rlart olil tashianadi. bu esa protoplastlarming hosil bo‘lishi-

turatsiya bosgichi protoplastlarni lizig
a ron DNE fragmentlan mav

NG NI GG W3 W IIuTnIKarT (5.2 Fast )
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Shuningdek, mitseliyalar, sporalar yoki hujayralardan foydalanadigan va PCR
amplifikatsiyasidan oldin hujayralarni yorish uchun gisqa isitish bosqgichini o'z
ichiga olgan boshqa protokollar ko‘plab zamburug* turlari bilan yaxshi ishlaydi.
Bu yondashuvlar PCR yordamida zamburug* genlarini o‘rganishda samaradorlik-
ni oshiradi.

Zamburug'li @
transformatorlar

1. Yagona sporaga tozalang.
2 Mikrotitr plestinkasing imokulyatsya giling

Mitseliyning
o'stirilishi

othazing
4. Hupayra devarni hazm gilish fermentiny
qo'shing

— =&

l 3 Mitseliymt yangs mikrotitr plastinkasi g

Hugayra devon
hazm qilish

5,05 °C da qudining

tna muz ustida sovishins kuting
atantai PCR uchun shablon

POR paschslar

5.12-rasm. Zamburug* transformantlarini PCR yordamida skrining gilish

1. Transformant koloniyalaridan sporalarning olinishi

* Agar plastinkalardagi tozalangan zamburug® transformant Koloniyalaridan sporalar clinadi
vamikroplastinalardagi ozuqa muhitiga inokulyatsiya qilinadi.

2. Mitseliyning o*stirilishi

* 16-24 soat davomida o*stirilgandan so*ng. zamburug® mitseliyalari dastlabXi mikro
dan yangi mikroplastinaga ko*chiriladi.

3. Protoplastlarga aylantirish

* Yangi mikroplastinaga KClsitrat tamponi qo'shiladi va zamburug® hujavea devorind haee
qilish uchun ferment Kiritiladi.

* Bu jarayon natijasida ba’zi hujayralar protoplastiarga ay fantiniad:
4. Protoplastlarni lizis qilish

+ 37 °C haroratda | soat davomida inkubatsiva gilinad:
s So'npra, 510 pl supernatant olinadi, ondag: »

vicchiqarilgan DNK POR uchun shatslon sitaida shia
o isn] sambirne transtormantianm e va s sy

s 0z xos DINIC (ragmentlannms mayiudip s elahnahds s
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L38 Geroralagik pon sondlan
Vi T Die gonni zohvaisiva qulishaing uchinehi strategivasi boshga oiga
-

svemlardan olingan va herakli zamburug® geni tomonidan kodlangan agsilni kod-
Liv beleilancan DNK fragmentlari (zondlar) dan foydalanishni o'z
{ g somdlard deb ataladi, Boshlangich tajribalarda

ydigan tadica

[

g L R PN !
ga oladh. Bular gei &S

X sivalanean) zamburug® genomik DNK agaroz geli elekirofo-
rezidan so*ng naylon n‘::n}b{:‘nmg.[ ko*chiriladi (Southern blotting usuli). Bu yon-
dashuvning Qn;&mdnrligini aniglash va gibridizatsiya uchun optimal sharoitlarn;
belgilash uchun ishlatiladi. Geterologik zondning ketma-ketligi turli kelib chigishi
qu:;\ li zamburug® genining ketma-ketligidan sezilarli darajada farq qilishi mum-
kin. Shu sabablit radioaktiv zondning zamburug® DNKga bog*lanadigan haroratj
(annealing yoki gibridizatsiya harorati) muhim para}n:nel; hisoblanadi. Gibridizat-
siyadan so‘ng yuvish jarayonida tuz konsentratsiyasini o‘zgartirish orqali xosliknj
yaxshilash mumkin. Gibridizatsiya sharoitlari optimallashtirilgandan so‘ng, o¢r-
ganilayotgan organizmning DNK kutubxonasi skriningdan o‘tkazilishi mumkin,
Bu yondashuv zamburug® genlarini aniqlash va izolyatsiya gilishda foydalidir,

Qo' zigonin madantyati \

% Ligat

4. L roli trans format;

o W

S Mazmid DSK ekt
0. Xarnvitarash trars formatsiy

Replika gaplar

Kumirturush skriningi

K Linbiy Klonlardan plazmid DNK ckstiaksivas
9. Transform 1 ool
10. Plazemid DNKning ekstraktsiyasi va

N DNEning ketma-betlial

Klonlangan qo’zigorn cDNKsi

5.13-rasm. Ekspressiya klonlash
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2. DNE molelulalaring yig'ish ~ £ coll wanstormantiardan slasan INE
yig ' adi va scamirturosh hujayralacin wansforma
§. Xamirturush transformantlanni skeind

wsosida oddiy sinovlar yordamida muvofiy feem ‘

Bu usul ma’lum bir fermentativ faollikka ega genlam, anialass + b il
genlarni identifikatsiya qilish va ularning funksiyalarini o'rganish wehun gulay vosina sifatidz
xizmat giladi.

5.3.6 Gen izolyatsiyasi uchun ma’lumotlar bazasi va bog'lanishga
asoslangan usullar

Ma’lumki, genlarni izolyatsiya gilish uchun ikkita qo*shimcha strategiya mavjud.

1. Sintentiyaga asoslangan yondashuy

Bu yondashuv turli turlardagi genlarning DNK ketma-ketliklari o‘rtasida sezi-
larli farglar mavjud bo‘lsa ham, genlarning jismoniy bog*lanishlari saglanib qoli-
shini hisobga oladi. Masalan, agar X organizmida A va B genlari bir xil xromoso-
mada qo‘shi joylashgan bo‘lsa, va bu holat zamburug* tizimida ham amal gilsa.
unda B genini skrining gilish orgali A genini izolyatsiya gilish mumkin bo‘ladi.
Bu usul ishiashi uchun model organizm (X) ning batafsil genom xaritasi talab
qilinadi. Bir nechta genomlar ketma-ketligi aniglangan yoki hozirda sekvenlan-
moqda, va x=ritalar tuzilgan bo‘lib, bu yondashuv uchun asos bo‘lib xizmat qilishi
mumkin (garang: 5.1-jadval).

2. ¢DN . lkutubxonalaridan foydalanishga asoslangan yondashuy

Mugqobii yondashuv sifatida gisman to‘ldiruvchi DNK (cDNA) kutubxonalari
go‘llaniladi. Bu kutubxonalar quyidagi jarayon orqali yaratiladi:

a) Zamburug® RNK namunalaridan foydalanib, keng tarqalgan cDNA sintez
to‘plamlari yordamida cDNAlar ishlab chiqariladi.

b) Bu cDNAIlar transkripsiya gilingan ketma-ketliklarning uchlaridan tashkil
topgan bo‘lib, ifodalangan ketma-ketlik belgilari (ESTs) deb ataladi.

Bu yondashuv avtomatlashtirilgan sekvenlash bilan birlashtirilganda, gen ket-
ma-ketlik ma’lumotlar bazalarida transkripsiya gilingan genomik ketma-ketliklar-
ni aniglash uchun tezkor ma’lumotlarni tagdim etadi. Bu genlarni identifikatsiya
qilish va ularning funksiyalarini o‘rganish uchun muhim vositadir.

5.3.7 Ekspressiya klonlash

Ba’zi zamburug'‘lar hayot tarzi tufayli yuqori konsentratsiyada oqsillarni sek-
retsiya qiladi, ularning ko‘pi turli sanoatlarda qo*llaniladi. Yaqinda ekspressiya
klonlash deb ataluvchi tezkor va samarali usul ekstratsellyulyar fermentlarni kod-
lovchi genlarni ajratib olish uchun ishlab chiqilgan (5.13-rasm). Mazkur jarayon
quyidagichadir:
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1. Zamburug® mo‘ljaldagi gen(lar) ifodasini induksiya qilish kutiladigan sha-
roitlarda o°stiriladi.

2. Zamburug‘dan mRNK ajratib olinadi va E. coli da klonlash uchun cDNA
kutubxonasi yaratiladi.

3. Xamirturush transformatsiyasi: bu kutubxona S. cerevisiae ni transformat-
siya gilishda qo‘llaniladi. Ma’lumki, transformantlar oddiy assay orqali yangj fer-
mentativ faollikni aniglashga imkon beruvchi muhitda o‘stiriladi.

4. Boshqa xamirturush xostlari: Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis,
Pichia angusta (ilgari Hansenula polymorpha) va Schizosaccharomyces pompe
kabi boshga xamirturush xostlari ham transformatsiya bosgichida afzal ko‘rilishj
mumkin.

Bu tizim yordamida 150 dan ortiq zamburug® fermentlari, jumladan, arabina-
nazalar, endoglikanazalar, galaktanazalar, mannanazalar, pektinazalar, proteazalar
va boshqa ko‘plab fermentlarni klonlashda samaradorligi ko‘rsatildi. Bu yonda-
shuv cDNA bosqichida to‘liq uzunlikdagi mahsulotlarning sintezini talab giladi,
chunki ogsil sekretsiya signali mavjud bo‘lishi va xamirturush xostida funksiona]
bo‘lishi kerak. Fermentlarning xamirturush xostida ifodalanishi va osongina aniq-
lanadigan fenotip ham talab qilinadi.

5.4 Gen tuzilishi, tashkil etilishi va ifodasi

Umuman olganda, yuqori organizmlardagi genlarning transkripsio signallari
bakterial tizimlarga qaraganda ancha murakkab. Zamburug‘larda genlsrning tash-
kil etilishi ko‘plab tur va jinslarda umumiy xususiyatlarga ega. Zamb;
larining asosiy tashkil etuvchi gismlari: promotorlar (gen transkripsiyasini yoqish
yoki o‘chirishni boshqaradi), terminatorlar (transkripsiyani to*xtatishini boshqa-
radi), intronlarni chiqarish signallari (mRNKdan intronlarni chigaris's jarayonini
boshqaradi).

Fungal promotorlarning o‘ziga xos xususiyatlari shundan iborat: uzunligj —
zamburug® promotorlari transkripsiya boshlanish nuqtasidan (¢sp) yuqoriga qarab
>1 kb masofani egallashi mumkin. Spesifikligi — S. cerevisiae ning crta klonlash
tajribalari xorijiy genlarni ifodalash uchun mahalliy promotorlar talab gilinishini
ko‘rsatdi. Keyinchalik, boshqa xamirturushlardan, masalan, K. /actis dan olingan
promotorlar ham S. cerevisiae da ishlashi aniglangan.

Filamentli zamburug‘larda promotorlar odatda o‘z jinslarida yaxshi ish-
laydi, lekin uzogroq garindosh turlarda kamroq barqgaror. Promotorlarning
turlari: doimiy (konstitutiv)'’, ya'ni doimiy ravishda yogilgan holda qoladi.

arug' gen-

1 Doimiy promotorlarda transkripsiyaning bazal darajasi yadro promotoriga RNK polimeraza va umu-
miy yoki yugori ogim omillami o'z ichiga olgan ogsil majmuasining bog*lanishi orqali belgilanadi.
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[nduktiv'': ma’lum e_l;ment]arga ega bo‘lib, ular promotorni boshqariladigan tarz-
da yoqish yoki o‘chirishga imkon beradi. Bu Xususiyatlar zamburug* genlarining
ifodasini o‘rganishda va biotexnologik magsadlarda samarali foydalanishda mu-
himdir.

Ikkala turdagi promotorlarda bir yoki bir nechta transkripsiya boshlanish
nuqtalari (tsp) bo‘lishi mumkin. Promotor hududidagi ketma-ketliklar tsp va
tartibga soluvchi ogsillar uchun bog‘lanish joylarini belgilaydi. TA-boy hudud-
lar, TATA-qutilar deb ataladi, ko*pincha tsp ni aniglashda va transkripsiyaning
bazal darajasini saqlashda ishtirok etadi. Ularning funksiyasiga misol sifatida
. cerevisiae ning HIS4 promotorini ko‘rsatish mumkin, bunda transkripsiya
TATA-qutisiz yoki TATA-qutisi bilan sodir bo‘lishi mumkin. (HIS4 geni gistidinol
degidrogenazani kodlaydi, u gistidin biosintezida ishtirok etadi). Ammo yugori
transkripsiya darajalari faqat TATA-qutisi bo‘lgan HIS4 promotorida kuzatila-
di. Shunga qaramay, ba’zi kuchli xamirturush promotorlari ZATA-qutisi ni 0‘z
ichiga olmaydi. Ko*plab xamirturush va filamentli zamburug* promotorlarida
bu ketma-ketlik mavjud emas, lekin boshqa motivlar, masalan, filamentli zam-
burug’ promotorlarida uchraydigan pirimidin-boy traktlar (CT-qutilar), xuddi
shunday funksiyani bajarishi mumkin. Bu ketma-ketliklar «yadro» promotorni
ifodalash uchun qo‘llaniladi. Uchinchi ketma-ketlik, CCAAT, ham ko‘pincha
yadro proimotor funksiyasi bilan bog‘liq. Ammo S. cerevisiae genlarining aksa-
riyati (~9° %) CCAAT-qutisi ga muhtoj emasdek tuyuladi, garchi bu motivning
A. nidulcrs da ishlashi ma’lum. Shuni ta’kidlash kerakki, izolyatsiya gilingan
zamburug © promotorlarining aksariyatida aniqlangan ketma-ketliklarning funk-
sional alamivati hali aniglanmagan va noma’lumligicha qolmoqda.

Konstiuktiv promotor yordamida transkripsiyaning asosiy darajasi, asosiy
promoto: bilan RNA polimeraza va umumiy yoki yuqori gism faktorlarini 0‘z
ichiga olgan ogsil kompleksining bog‘lanishi orqali belgilanadi. Bundan fargli
o‘laroq. induktsiyalanadigan gen ifodalanishi o‘nlab barobar o‘zgarishi mum-
kin. Ushbu o‘zgarishni boshqaruvchi elementlar odatda asosiy promotor ket-
ma-ketliklarining yuqori gismida joylashgan bo‘lib, yuqori qism aktivatsiya
yoki yuqori qism repressiya ketma-ketliklari (UAS yoki URS) deb ataladi. Bu
UAS/URS ketma-ketliklari regulyator ogsillarni bog‘laydi, ular transkripsiya
kompleksini bevosita yoki bilvosita bargarorlashtiradi (yoki beqarorlashtiradi).
Bu jarayon asosiy promotorga bog‘langan transkripsiya kompleksining barqa-
rorligini oshirib yoki pasaytirib, transkripsiyaning boshlanish tezligini oshiradi
yoki kamaytiradi.

1 Induktiv genning ifodasi katta darajada o*zgarishi mumkin. Bu o*zgarishni tartibga soluvchi element-
Jar odatda yadro promotor ketma-ketliklaridan yuqorirogda joylashgan bo*lib, yugori ogim faollashtiruychi
yoki yugori ogim repressiv ketma-ketliklar (UAS yoki URS) deb ataladi, UAS/URS ketma-Ketliklari tartibga
soluvchi ogsillarni bog*laydi, ular transkripsiya kompleksini bevosita yoki bilvosita barqarorlashtiradi (yoki
beqarorlashtiradi) va shu orqali transkripsiyaning boshlanish tezligini oshiradi yoki kamaytiradi.

{ )

L 167 )




Biotexnologiya asoslari

Induktsiyalanadigan promotorni boshgaruvehi regulyator ketma-ketliklar
kopincha bir nechta genlarning promotorlarida uchraydi. Ushbu genlar bir-biri-
2a bog'lig bo'lmagan funksivalarga ega ogsillarni kodlasa-da. ular bitta regulya-
tor ogsil tomonidan boshgariladi. Ushbu ko'regulyatsiyalangan genlar tarmog'i
hujay eaning faologik holatlan, masalan, pH, uglerod yoki azot manbalari kabi
oriliaoga faved borshi mamkin. Misol uchun, filamentli zamburug® Aspergillus

= di A el dovunes ogstilan Radioveht genlarning promotorlarvida

2 massys Reima-Aetikluge bogtlanadigan Pacl deb nomlangan ogsil aniglan
wwotmubining pH dargjasi ishqoriy botlganda, PacC proteaza

Uashadi va ishqoriy shareitda ifodalanadigan keng doiradagi pen-

@ mesaiae, epemisiliin N snisa) SKsperessivasiga ruxsat beradi, shuning.

NE: ol . x A A RO plab genlami (masalan, Kislotali
= L Xud® shunday, Saccharomy ces cerevisiae va ba’zi
Ju : 2ip DNK bilan bog'lanish ogsili glyukoza darajasi-
2= bog'lig tarsda ko'plab premeteriaming GC-boy hududlariga (GC-qutilariga)

uglerod manbalari utilizatsiyasida ishtirok etuvchi

sompleks hosil giladi va bu kompleks
\ar kabi yugori samaradorlikda energiya ish-
laridan kam samarali bo‘lgan uglerod' manba-
uchun zarur bo’lgan genlarning transkripsiyasini repres-
] on uglerod kataboliti repressiyasi deb ataladi. ilamentl;
da. masalan. Aspergillus nidulans va Trichoderma reesei 2, xuddi
a unksiyani mos ravishda CreA va Cre-1 ogsillari bajaradi. Ushi, ogsil-
lar uglerod katabolizmida ishtirok etuvchi genlarning promotorlarida; GC-qu-
tilariga bog-lanadi. Bundan tashqari, Aspergillus nidulans da AreA t<gulyator
ogsili (yoki Neurospora crassa da Nit2) orqali boshgariladigan yanx i genlar
tarmog‘i mavjud. Bu tarmoq azot katabolizmi uchun fermentlarni sintez qilish
bilan bog'lig. Oddiy azot manbalari, masalan, ammoniy va glutamin mavjud
bo*lganda. murakkab azot manbalarini parchalash uchun javobgar bolgan gen-
lar o*chiriladi.
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( Ishqoriy pH

C——————————————— Plazma membrane

v

Signal transduktsiva vo'li

w¥

5.14-rasm. Filamentli zamburuglardz pH orgali 1
Tashqi pH hujayralar tomo
Zamburug'larda ishqoriy pHdz
transkripsiyasi transkripsiya faks
transduktsiya yo'li orqali PacC ni
Faollashtirilgan PacC transkrip
fermentlar, masalan, ishqoriy fosfataza k
genlar) trar L ripsivasini kuchaytiradi.
repressiya qilsdi

Qisqartiri zan PacC shakli o‘zining nishon promotorlariza S-GCCARGS ieme==io =

(bu yerda R ~ (s yoki A) bog*lanib. genlarni faollashtiradi. -
Ushbu iexanizm  zamburuglarda pHga moslashish uchun genlaming ifodaia
muvofiglashii ishga yordam beradi,

Genlar tarmogqlarini gamrab oluvchi keng xususiyatli regulyator tizimlardan
tashqari. ma’lum metabolik yo‘llar bilan bog‘liq boshqaruy mexanizmlari ham
mavjud. Masalan, ijobiy regulyator ogsil AfIR kamida 25 xil genning ekspres-
siyasini muvofiglashtiradi, bu genlar zamburug* toksini aflatoksin sintezi uchu.n
javobgardir. Shu vaqtgacha o‘rganilgan barcha genlar promotorlarida AfiR ogsi-
li bog‘lanadigan va transkripsiyani faollashtiradigan maxsus ketma-ketlikm‘ 0'z
ichiga oladi. Garchi bu holatda genlar bir xromosomaning Kichik hududida jam-
langan bo*lsa-da, global yoki o‘ziga xos boshqaruv kontekstida muvoﬁqlashn.nlt
gan genlarning jismoniy yaqin joylashishi yoki hatto bir xil xromosomada bo'lishi
talab gilinmaydi.

Zamburug'lardagi transkripsiyaning yakunlanishi hagidagi bilimlar. asosan
Saccharomyces cerevisiae bo‘yicha tadgiqotlardan kelib chigadi. BL} jarayon
poliadenilatsiya deb ataluvchi jarayon bilan chambarchas bog'liq bo*lib. bunda
mRNK poliA dumini shakllantirish uchun uzun adeninni 0z ichiga olgan nulf-
leotidlar qo*shiladi. Poliadenilatsiyaning asosiy vazifasi mRNKning barqarorli-

Ia )
— L 163 )

D ———



Biotexnologiya asoslari

gini oshirishdir; S. cerevisiae mutantlarida, poliA olib tasl}lanish tezligi Pasayti-‘
rilganda, mRNKning bargarorligi oshadi. Ko*pchilik xamirturush genlari yuqori
eukariotlarda poliadenilatsiya bilan bog‘liq bo‘lgan AATAAA ketma-ketllglfu
oz ichiga olmaydi. Biroq yakunlovchi funksiya bilan bog‘liq ikki boshqa motiv
aniqlangan. .
Oliy organizmlar genlari bakteriyalar genlaridan intronlarning mavjudligi
bilan fa.rq q?ladi. Bu intronlar ogsilga tarjima qilinishidan oldin mRNKdan olib
tashlanishi kerak bo*ladi. bu jarayon splicing deb ataladi. Saccharomyces cerevisi-
va filamentli zamburug'lar genlarida intronlarning mavjudligi va tabiati bo*yi-

buruglarning va Schizosaccharomyces pombe gen-
intronlar mavjud bo’lib. ularning o*lchami odatda
{i. Filamentli zamburug® genlarini Saccharom-

"g'n splicing jarayoni sodir bolishi, ayrim

mexanizmlari sezilarli darajada farq qilishini
dulans ning uchta intronga ega bo‘lgan amdS
g turlarida to"g'ri splicing jarayonidan o‘tadi.
Joylashuvi (ketma-Ketligi emas) ko*pincha
=ni hududda bo°lishi shart emas; ular transkrip-
X tarjima gilish boshlanadigan nuqa orasida

l, turush 1kl\|—01bnd tizimi
tix tanlil Saccharomyces cerevisiae da ogsillar hujayra ichi-
dimi yoki yo'gmi, buni aniglash uchun |shldh chiqilgan
ikki xil usulda qollanilishi mumkin: birinchisi. allagachon
0 dita ogsilning o°zaro ta’sirini o°rganish. ikkinchisi esa. «baity
quﬂ deb ataluvchi ma’lum bir ogsil bilan o°zaro ta’sir giluvchi gen mahsulotlarini
aniglash uchun cDNA kutubxonasidan genlarni topish. Ikki-gibrid tahlili cukaryo-
tik transkripsiya faktorlarining aksariyati promotor DNK ga boglanish yoki trans-
kripsiyani boshlash bilan bog‘liq hududlarni 0*z ichiga olgan bitta oqsil ckanligi-
ga asoslanadi. Odatda ishlatiladigan tizim Saccharomyces cerevisiae da galaktoza
utilizatsiyasini boshqaruvchi Galdp transkripsiya aktivator ogsiliga asoslangan.
Tajribada o‘lchanadigan gen ekspressiyasi uchun ishlatiladigan «reporter» gen
odatda lacZ geni bo‘lib, u p-galaktozidaza kodlaydi. Bu fermentning faolligini
olchash oson. O*rganilayotgan ogsillar orasida ijobiy o‘zaro ta’sir kuzatilganda,
B-galaktozidaza ishlab chiqarish salbiy nazoratga nisbatan ko‘payadi. Bu metod
ogsillarni o°zaro ta’siri orqali biologik jarayonlarni chuqurroq tushunish va yangi
genlarni aniqlashda keng qo*llaniladi.
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5.15-rasm.

(a) Xamirturush ikki-gibrid tizimi (Yez

Ushbu tizim GAL4p transkripsiya fzkio
transkripsiyani faollashtirish (AD) uchun mo ljallan
siae da galakioza utilizatsiyasini yogishdz ishtirok etadi.

Belgilar:

» P: GAL ‘s tomonidan faollashtirilzdi

* TC: Transkripsiya kompleksi, R»

* DB: C.124p ning DNKga bog'lanish b
birlashtirilga:.

» PR: Tadgiq gilinayotgan «prey» ogsil yoki cDNA kutubxonas
ning aktivatsiva hududi (AD) bilan birlashtirilgan.

* UAS: Promotor darajasida transkripsiyani boshlash uchus zares Beizes sasa
ketma-ketlig:

* dsDNA: IKKi zanjirli DNK.

‘rasid

Bu moslashuvchan tizim har ganday organizmdan olingan c_qsxll.n:o rasidag
0‘zaro ta’sirni o*rganish uchun ishlatilishi mumkin. Ammo ijobiy natija olmga.m-
dan so*ng. muhokama qilinayotgan o°zaro ta'sir biokimyoviy usullar yordamida
tasdiglanishi kerak. - ; ;

Bugungi kunda ikki-gibrid tizimning turli to*plamlari I.iJOI'th {.1%0?‘Idﬂ mfl\’_|ud
bo*lib, ular ilmiy tadgiqotlarda qo‘llaniladigan samarali vositalar sifatida tanilgan.

5.5.2 Xamirturush bir-gibrid tizimi (Yeast Onc-lly_b'_'id System): .

Bir-gibrid tizimi ikki-gibrid versiyasidan ishlab chigilgan bo’lib, ma’lum
spetsifik DNK' ketma-ketliklarini, masalan, gen ekspressiyasint boshqar_u\fch!
transkripsiya faktorlarini yoki DNK replikatsiyasining kelib chigish nuqtalari kabi
boshqa ketma-ketliklarga boglanadigan ogsillarni aniqlaydigan genlarni aniglash
uchun ishlatiladi (5.15b-rasm).
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obiy Rlonker, va'ni wroporters gen faolligint oshivavehi Klonlar DNK ma'lu
motlar bazalarida ma'lum DNKga boglanish ogsillari bilan Ketma-ketlik o*x-
shashligini gidivish orgali tahlil gilinadi va ularning funksional faolligi ogsil-DNK
bog lanish tahlillari yordamida tasdiglanadi.

Qo*shimcha izohlar

[ 1 |European Federation of Biotechnology |Yevropa biotexnologiya federatsiyasi (1978)
(EFB)
2 | Procaryote Hujayralari shakllangan yadroga ega bo‘l-
magan organizm
3 | Genetically Modified Crops (GM) Genetik modifikatsiyalangan ekinlar

4 | The Organisation for Economic Cooperation | Iqtisodiy hamkorlik va taraqqiyot tashkiloti
and Development (OECD)

< Sorat S

Genetically modified organism (GMO) Genetik modifikatsiyalangan organizm

& |the Health and Safety Executive (HSE) Sog'ligni saqlash va xavfsizlikni ta’minlash
' | bo"yicha ijrochi go*mita

e

European Commission (EC) Yevropa Komissiyasi

) Committee on Novel Foods and| Yangi ozig-ovqatlar va jarayonlarii boshqa-
;l ACNFP) rish bo*yicha tavsiyalar berish qo'mitasi
$ | World Health Organization (WHO) Jahon sog’ligni saglash tashkiloti
10 | The US Food and Drug Administration | AQSH ozig-ovqat va farmatseviika idorasi
| |(FDa)
| 11 |Tricarboxylic Cycle Acid (TCA) Trikarboksilik kislota aylanishi
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