Мавзу: 

Рекомбинат ДНК олиш ва ген инженерлиги.

Режа:

1. Ген ва хужайра инженерлиги усули билан ирсиятни узгартириш биотехнологияси.

2. Усимлик ирсиятини ген инженерияси усули билан узгартириш.

3. Хужайра инженерияси.

4. Ген ва хужайра инжене​риясига асосланган биотехнологиянинг ахамияти.

I. Ген ва хужайра инженерлиги усули билан ирсиятни узгартириш биотехнологияси. Сунъий шароитда рекомбинат ДНК олиш ва генларни клонлаш. Илк бор 1972 йилда АКШ олимлари Бойер ва Коэн томонидан амалга оширилган. Бу олимлар Е. coli бактериясининг хромосома ДНКсини ва шу бактерия плазмидасини алохида идишларда EcoRl рестриктаза ферменти билан ишлов берганлар. Плазмида таркибида факат 1 дона EcoRl рестриктаза ферменти таниб кесадиган махсус нуклеотидлар изчиллиги булганлиги сабабли фермент плазмиданинг халк>асимон ДНК куш занжирини факат бир жойдан кесиб, плазмидани «ёпишкок» учли очик холатга утказади. Хромосома ДНК молекуласида EcoRl рестрикта​за ферменти таний оладиган махсус нуклеотидлар изчиллиги канча булса, бу молекула шунча булакка булинади. ДНК булакларини электрофо​рез мосламасида кучли электр майдонида каттакичиклигига караб ажратилади ва хосил булган булаклар махсус буёк билан буялади. Натижада бир хил катталикдаги ДНК булаклари тупламини оддий куз билан куриш мумкин. Электрофорез гелидан хохдаган катталикдаги ДНК булагини сувда эритиб ажратиб олиш мумкин. Ажратиб олинган «ёпишкок;» учли хромосома ДНКси булаги очик холатдаги «ёпишкок;» учли плазмид ДНКси билан аралаштирилиб лигаза ферменти ёрдамида тикилади. На​тижада плазмид таркибига хромосома ДНК булаги киритилади. Шу усулда рекомбинат плазмид хосил килинди. Бу генетик конструкция плазмидсиз, яъни антибиотик таъсирига чидамсиз бактерияга киритилди. Рекомбинат плазмидли бактериялар антибиотикка чидамлилик гени булганлиги сабабли, плазмидсиз бактериядан фарк килиб, антибиотик таъсирида улмайди. Шу сабабли тажриба утказилаётган пробиркага ан​тибиотик кушиб рекомбинант бактерия клони ажратиб олинади ва купайтирилади. Бу клонни ташкил этувчи хар бир бактерияда ёт (гетерологик) ДНК булаги бор булиб, бактерия биомассаси канчалик купайтирилса, ёт ДНК булаги шунчалик купайиши мумкин. Ундан ташкари, рекомбинант плазмид автоном репликацияланувчи плазмид булса, ёт ДНК булагини яна унлаб баравар купайтириш мумкин. Ёт ДНК булагини бу усулда купайтириш генларни клонлаш деб аталади.

Ген инженерияси усули билан хар кандай генни хохлаганча купайти​риш ва бу генлар иштирокида хужайрада хар кандай оксил моддасини синтез килиш мумкин. Хусусан, канд касаллигини даволашда ошкозон ости безининг гормони инсулин ген инженерияси ли би​лан синтез килинмокца ва тиббиётда ишлатилмокца.

Усимлик ирсиятини ген инженерияси усули билан узгартириш.

Классик генетик усул билан ирсиятни узгартиришнинг асосий камчилиги икки генотипли организм чатиштирилганда уларнинг барча хужалик учун молик ва молик эмас генлари узаро рекомбинацияланишидир. Натижада яратилган навга генетик тадкикотчи истаган гендан ташкари, навнинг хусусиятини бузувчи купданкуп генлар угади.

Ген инженерияси усулини кулланганда бу муаммо енгил хал килинади. Бунинг учун такомиллаштирилаётган усимлик нави хужайрасига кимматбахо сифатли ген киритилади ва бу хужайрадан етук усимлик олинади. Муайян бир генни хужайрага киритиш учун тупрок бактерияси Агробактериум хужайрасидаги плазмиддан фойдаланилади. Табиатда агробактериянинг бу тури усимликни зарарлантиради. Зарарланган усимлик танасидаги хужайралар палапартиш булиниши натижасида шиш хосил булади. Бу шишни Ti (Тиай) плазмид геномининг тДНК (шиш хосил килувчи ДНК) булаги чакиради. Бунинг сабаби тДНК усимлик хужайраси геномига бирикиши ва унинг хусусиятини бузишидир ДНКнинг бу хусусиятидан ген инженерлигида кенг фойдаланилади.

Усимлик ирсиятини ген инженерлик усули билан узгартириш учун плазмиднинг тДНК кисми рестриктаза билан кесиб олинади ва pBR322 (пибиар 322) плазмидаси билан бириктирилиб клонланади. Яратилган сунъий плазмид вектор конструкция деб аталади. Вектор конструкциянинг тДНК кисмига усимлик гени кучириб утказилади. Натижада тДНК шиш чакириш кобилиятини йукотади, чунки ёт ген тДНКни икки булакка булиб юборган. Таркибида тДНК ва ёт генга эга вектор конструкция усимлик протопластига киритилиб хромосома ДНКсига бирикиши натижасида ёт ген усимлик ирсиятига утказилади. Сунгги йилларда вектор молекула таркибига киритилган ёт генларни ута кучли электр майдони таъсирида ёки махсус ген отувчи замбарак воситасида усимлик ёки хайвон хужайрасига киритиш усуллари ишлаб чик.илган. Лекин бу усуллар техник жихатдан мураккаб ва киммат булганлиги са​бабли махсус холлардагина ишлатилади. Генетик трансформация килинган усимлик хужайрасидан трансген усимлик олинади (113раем).

Трансформация килинган усимлик хужайраси булиниши натижасида маълум бир программа буйича ривожланмайдиган хужайралар туплами хосил булади. Бундай туплам каллус тукима деб аталади. Каллус тукима хужайраларидан айримлари усимлик гормони ва бошка регулятор моддалар таъсирида маълум программа буйича булина бошлайди. Натижада бундай хужайралардан боскичмабоскич усимлик эмбрион тукимаси ва барча жихатдан нормал, вояга етган трансген усимлик олинади. Трансген усимликнинг хар бир хужайра хромосомасида кучириб угказилган ген сакланади. Шу сабабдан трансген усимлик жинсий йул билан купайтирилганда ёт ген наслданнаслга берилади.

Ген инженериясини кулланиб кусак куртига чидамли гуза ва колорада кунгизига чидамли картошка усимлиги етиштирилган.

ХУЖАЙРА ИНЖЕНЕРИЯСИ

Умурткали хайвонлар ва одам организми ташки мухитдан организмга кирувчи, узи учун ёт булган ёки хар хил касаллик чакирувчи моддаларни зарарсиз холатга утка-зиб, сунгра организмдан чикариб ташлаш хусусиятига эга. Техноло-гиялар ривожланиши натижасида мухитга миллионлаб хилма-хил за-рарли моддалар, вируслар ва мик​роорганизм мутант штаммлари тар-калади. Бу моддалар инсон организмида аллергия — зарарли моддаларга ута сезувчанлик касаллиги, ирсий ва бошка куплаб касалликлар келиб чикишига сабаб булади.

Эволюция жараёнида хайвон ва инсон организмларида ёт моддалар-га, ёт вирус ва микроорганизмларга чидамлилик хусусияти ривожланган. Организм учун ёт моддалар анти-генлар деб номланади. Организмнинг антигенларга чидамлилиги им​мунитет деб аталади. Иммунитетни организмнинг иммун системаси таъминлаб туради. Иммун система​си ута мураккаб тузилган булиб, мазкур дарсливда энг асосийлари тугрисида тушунча берилади.

Организмда антиген таъсирида, махсус хужайраларда хар бир антигеннинг уч улчамдаги фазовий структурасини аник танийдиган нейтралловчи оксил — антитело молекулалари синтез кили-нади. Бу жараён иммун реакция деб ата​лади.

Иммун реакция антитело синтез ки-лувчи махсус лимфоцит хужайралар ме-мбранасига антиген таъсир этиши би-лан бошланади. Махсус лимфоцит ху​жайралар суяк илиги ва кумигидан эмб-рионал узак хужайранинг кетма-кет булиниши натижасида вужудга келади.

Лимфоцитлар икки популяцияга булинади. Улар Т (Те)—лимфоцитлар ва В (Би)—лимфоцитлар деб аталади. Анти​ген таъсирида Т-лимфоцитлардан лимфобласт хужайралар, В-лимфоцитдан эса плазматик хужайралар ривожланади. Лимфобласт хужайраларда синтез килинган антитело молекуласи хужайра ичида колади ва хужайра иммунитетини таъминлайди. Плазматик хужайраларда синтез булган антитело молекуласи ху​жайра ташкарисига секреция килинади ва кон таркибидаги антиген молекулаларни боглайди .

Саноат ва транспортнинг ривожланганлиги, кишлок хужалигида мисли курилмаган микдорда зарарли моддалар ишлатилиши табиатни эволюция даво-мида учрамаган миллионлаб антигенлар билан ифлослантиради. Эволюцион та-раккиёт давомида орттирилган иммун система бу кадар юкори антиген босим-га куп холларда жавоб бера олмайди. Шу туфайли одамзод биотехнологик жараёнлар асосида сунъий шароитда антитело молекулалари синтез килиш йулларини излаб топмокда. Хужайра инженериясининг кулланилиши бу ка​дар мураккаб масалани хал килишда мухим ахамиятга эга.

Аввало бирор антиген билан хайвон организми иммунланади. Сунгра антитело синтез килувчи хужайралар организмдан ажратиб олинади ва сунъий шароитда устирилади. Сунъий шароитда усаётган хужайра антигенга айнан мое антитело синтез кила олади. Лекин сунъий шароитда лимфоцитлар жуда секин купаяди. Шу сабабли бу усул билан куп микдорда антитело ишлаб чикариш мумкин эмас.

Маълумки, хавфли усма — рак тукимасининг хужайралари чексиз булиниш хоссасига эга. Шу сабабли рак хужайраларини сунъий шароит​да хохлаган микдорда купайтириш мумкин. Аммо бу хужайралар махсус антитело молекуласини синтез кила олмайди.

1975 йили инглиз олимлари Келер ва Мильштейн сунъий шароитда антитело синтезловчи лимфоцит хужайраси билан чексиз булинувчи рак хужайрасини бир-бирига кушиш натижасида табиатда учрамайдиган гиб​рид хужайра яратдилар. Бундай гибрид хужайра гибридома деб аталади. Натижада сунъий шароитда антитело синтез килувчи хужайранинг чек​сиз купайишига эришилди.

Гибридома хужайрасини нафакат лимфоцит ва рак хужайраларини кушиш натижасида, балки максадга мувофик хар кандай хайвон ёки одам тукимасидан олинган хужайрани рак хужайраси билан кушиб хосил килиш мумкин. Бу технологиям хозирги кунда оксил гормонлар синтезида ген инженерияси билан баробар ишлатиш мумкин. Шунинг учун хужайра инженериясига асосланган биотехнологиянинг имконияти чек​сиз хисобланади.

Бундан ташкари, хар хил турга мансуб усимлик хужайраларини ку​шиб янги усимлик турлари яратиш биотехнологияси ишлаб чикилган. Гибрид хужайрани сунъий шароитда устириб, янги турлар яратиш технологиясининг хам истикболи чексиздир.

Хужайра инженериясини кулланиши натижасида хайвонларнинг клонини олиш биотехнологияси яратилди. Юкорида келтирилишича, клон ибораси, асосан бир бактерия хужайраси булиниши натижасида хосил булган, ирсияти микдор ва сифат жихатидан бир хил тенг булган бакте​рия колониясини ёки айнан бир гендан кучириб олинган ген нусхалари йигиндисини ифодалаш учун ишлатилади. Юксак усимликларнинг клонларини сунъий шароитда хужайрадан етиштирилади ёки каламчани пайвандлаш йули билан олинади. Юксак хайвонлар вегетатив йул билан купаймаслиги сабабли уларнинг клонларини олиш якин йилларгача муаммо булиб келар эди. 1977 йилда инглиз олими Ж. Гердон томони-дан хужайра инженерияси усулини кулланиши натижасида юксак хайвонлар клонларини яратиш биотехнологияси ишлаб чикилди (115—116-расмлар).

Сунгги йилларда энг ижобий курсаткичга эга булган корамол тухум хужайрасини сунъий ша​роитда уруглантирилгандан кейин зотсиз корамолга кучи​риб утказиш йули билан зотли корамол клонини яратиш био​технологияси амалий самара берди.

Молекуляр генетика, ху​жайра инженерияси хамда ген инженерияси фанларининг ри-вожланиши биотехнология фа-нининг истикболини яна хам оширди. Натижада тадкикотчилар хужайра генотипини кайта тузиш ва генотипга максадга мувофик ёт генлар киритиш эвазига хужайра ирсиятини узгартириш имкониятига эга бул-дилар. Ирсияти узгартирилган хайвон тухум хужайрасидан ва усимликларнинг хар кандай ху​жайрасидан сунъий шароитда етук организм яратиш биотех​нологияси ишлаб чикилди. Ир-сий касаллик келтириб чика-рувчи генларни излаб топиш, ажратиб олиб урганиш, уларни соглом генлар билан алмаштириш эвазига ирсий соглом авлод етиштириш биотехнология фанининг уфкларидир.

1. Ген ва хужайра инжене​риясига асосланган биотехнологиянинг ахамияти. Юкорида келтирилган маълумотлардан куриниб турибдики, жонли табиатни ва ирсиятни тадкикот этиш натижасида очилган кашфиётлар ген ва хужайра биотехнологияси воситасида инсон эхтиёжини крндириш максадида амалиётда ишлатилмокда.

Трансформация, трансдукция жараёнлари, ДНК куш занжир структу-расининг кашф этилиши, генлар фаолиятини молекуляр идора килиш, генларни электрофорез воситасида ажратиб олиш, рестриктаза ва лигаза ферментларининг кашф этилиши, вектор конструкциялар тузиш, ген​ларни клонлаш, усимлик хужайраларини сунъий шароитда устириш ва етук усимлик етиштириш, хар хил хужайраларни кушиб гибридома олиш ва шу каби жуда куп кашфиёт ва ихтиролар ген ва хужайра. инженерия-сига асосланган биотехнологияни вужудга келтирди.

Жамиятда илм даражаси канчалик юкори булса, фундаментал илмий кашфиёт асосида янги технологияларга утиш шунчалик тез амалга ошади. Масалан, рестриктазалар очилгандан кейин 2—3 йил ичида генларни клонлаш технологияси, лимфоцит ва рак хужайрасини кушиб, гибрид хужайра олингандан кейин 2—3 йил утгач гибридома технологияси асо​сида моноклонал антителолар олиш, плазмид тДНК булагининг усимлик геномига рекомбинацияланиши очилгандан кейин 3 йил утгач трансген усимликлар биотехнологияси яратилди.

Ривожлана борган сари инсон эхтиёжлари тез тарзда ошиб бормокда. Бу эхтиёжларни кондириш учун классик технологияларнинг куввати етишмайди. Эхтиёжларнинг купчилигини янги биотехнологияларни кулланиш натижасида кондириш мумкин. Канд касаллигини даволаш учун ген инженерия усули билан одам инсулинини ишлаб чикариш, тупрокда ва сувда захарли пестицид колдикдарини парчалайдиган микроорганизмлар яратиш, атмосфера азотини узлаштирувчи генларни кучириб утказиб тупрокни азотли угитлар билан бойитиш, зарарли хашаротларга ва пато-ген (касаллик чакирувчи) микроорганизмларга чидамли, экологияни асровчи трансген усимлик навларини яратиш биотехнологик жараёнларда дастлабки самараларни бермокда. Узбекистон Республикаси Фанлар академиясининг институтларида ген ва хужайра инженериясига асосланган биотехнология муаммолари тадкик килинмокда.

Cаволлар

1. Рекомбинант ДНК олиш учун жадвалда келтирилган рестриктазаларнинг кайси бири кулай? Нима учун? 

2. Генларни клонлашда к,айси тоифа плазмид максадга мувофик.? 

3. Клонлаш технологиясида плазмиддаги антибиотик парчаловчи геннинг кандай а[амияти бор?

4. Ti плазмидда жойлашган ДНК булагига ёт ген киритиб трансген усимлик олинса, трансген усимликда ДНК шиш хосил килмайди. Нима учун, изохланг.

5. Дастлабки гибридома олинганда партнер )ужайраларнинг к>андай хусусиятларидан фойдаланилди?

6. Сиз, агар имкон ва эхтиёж булса, кандай жайралардан гибридома олган булар эдингиз? Изохланг.

7. Хайвон соматик хужайрасидан етук хайвон организми хосил буладими? (Дарсликдаги цитология булимида олган билимингиздан фойдаланинг.)

8. Эхтиёж ва имкониятингиз булса, сиз кандай трансген усимлик яратар эдингиз? Изохланг.

9. Сизнинг фикрингизча трансген одам яратиш мумкинми? Одам клониничи?

10. Ген ва хужайра инженериясининг уфкларини кандай тасаввур этасиз?

