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I. IShChl DASTUR
Kirish
Dastur Oc‘zbekiston Respublikasi Prezidentining 2015 yil 12 iyundagi

“Oliy ta’lim muassasalarining rahbar va pedagog kadrlarini gayta tayyorlash va
malakasini oshirish tizimini yanada takomillashtirish chora-tadbirlari to‘g‘risida’gi
PF-4732-sonli, 2017 yil 7 fevraldagi “O°‘zbekiston Respublikasini yanada
rivojlantirish bo‘yicha Harakatlar strategiyasi to‘g‘risida”gi PF-4947-sonli
Farmonlari, shuningdek 2017 yil 20  apreldagi  “Oliy  ta’lim  tizimini
yanada rivojlantirish  chora- tadbirlari to‘g‘risida”’gi PQ-2909-sonli garorida
belgilangan ustivor vazifalar mazmunidan kelib chiggan holda tuzilgan bo‘lib,
u zamonaviy talablar asosida qgayta tayyorlash va malaka oshirish
jarayonlarining mazmunini takomillashtirish hamda oliy ta’lim muassasalari
pedagog kadrlarining kashiy kompetentligini muntazam oshirib borishni magsad
qgiladi.

Jamiyat taragqgiyoti nafagat mamlakat iqtisodiy salohiyatining yuksakligi
bilan, balki bu salohiyat har bir insonning kamol topishi va uyg‘un rivojlanishiga
ganchalik yo‘naltirilganligi, innovatsiyalarni tadbiq etilganligi bilan ham
o‘lchanadi. Demak, ta’lim tizimi samaradorligini oshirish, pedagoglarni
zamonaviy bilim hamda amaliy ko‘nikma va malakalar bilan qurollantirish, chet el
ilg‘or tajribalarini o‘rganish va ta’lim amaliyotiga tadbiq etish bugungi kunning
dolzarb vazifasidir. “Bioinformatika” moduli aynan mana shu yo‘nalishdagi
masalalarni hal etishga garatilgan.

Ushbu dasturda turli organizmlar genomlarining, xususan, odam,
hayvon, mikroorganizmlar hamda o‘simliklar genomlari strukturasining shiddat
bilan sekvenirlanishi (DNK ketma-ketliklarining aniglanishi) va genomni
tahrirlash  texnologiyalari  natijasida  yuzaga kelgan  yangi, zamonaviy
bioinformatika fani, uning ahamiyati, dolzarbligi, masad va vazifalari hagida
tushunchalar bayon etilgan.

Modulning magsadi va vazifalari

Bioinformatika modulining maqgsadi va vazifalari:
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- pedagog kadrlarni gayta tayyorlash va malaka oshirish kursi tinglovchilarida

molekular biologiya, bioximiya, genetika, virusologiya va shuningdek
biopolimerlar tuzilishini bashorat qilish imkonini beruvchi genomika va
proteomika ma’lumotlari kompyuter tahlillarining algoritmlarini va dasturlarini
ishlab  chigish  bo‘yicha  ko‘p  sonli tadgiqotlar natijalarini hisoblash
metodologiyasi yordamida tahlil qilishga yo‘naltirilgan fan —
bioinformatika hagida tasavvurni shakllantirishdan iborat. Shuningdek
tinglovchilarga dunyo olimlari tomonidan tirik organizmlar genomlarining
sekvenirlanishi natijasida genlarning struktura va funksiyalarini o‘rganish
bo‘yicha olib borilayotgan bioinformatik ilmiy tadgigotlar, bioinformatika
metodlaridan foydalanib yaratilayotgan yangi biotexnologik usullar va ularning
gonuniyatlari hamda prinsiplari to‘g‘risida bilim berish ko‘zda tutiladi. Fan
gishlog va xalq xo‘jaligi amaliyotlarda genetika muammolarini yechishda
go‘llaniladigan bioinformatika usullari va yutuglarini yoritib beradi.

Modul bo‘yicha tinglovchilarning bilimi, ke‘nikmasi, malakasi va

kompetensiyalariga qo‘yiladigan talablar

“Bioinformatika” kursini o‘zlashtirish jarayonida amalga oshiriladigan
masalalar doirasida:
Tinglovchi:
- biologik terminlar va ularning inglizcha nomlanishi;
- amaliy matematika, axborot texnologiyalari va dasturlash asoslari;
- nuklein Kislota va ogsillar kimyosi hamda fizikasi;
- prokariot va eukariot organizmlar gen elementlarining asosiy tuzilishi, ular
genomi o‘rtasidagi farglar hagida bilimlarga ega bo‘lishi;
Tinglovchi:
- bioinformatika sohasidagi muammolar, eng so‘nggi yutuglar va yangi
ishlanmalar;
- bioinformatika asosi va dasturlashning turli usullari hamda sohadagi
muammolarni bartaraf etish uchun go‘llaniladigan yangi dasturlar;

- yangi avlod sekvenirlash texnologiyalari ish prinsiplari bo‘yicha ke‘nikma va
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malakalarini egallashi;

Tinglovchi:
- genomlar, ogsillar va boshga biologik axborotlar bo‘yicha ma’lumotlar bazasida
jaylashtirilgan axborotlardan ogilona foydalana olish;
- olingan natijalarni eksperimental va statistik tahlil gila olish;
- Mavjud ixtisoslashtirilgan bioinformatsion saytlarni modifikatsiya gila olish va
yangilarini yarata olish kompetensiyalarni egallashi lozim.

Modulni tashkil etish va o‘tkazish bo‘yicha tavsiyalar

“Bioinformatika” kursi ma’ruza va amaliy mashg‘ulotlar shaklida olib
boriladi. Kursni o‘gitish jarayonida ta’limning zamonaviy metodlari, pedagogik
texnologiyalar va axborot-kommunikatsiya texnologiyalari go‘llanilishi nazarda
tutilgan:

- ma’ruza darslarida zamonaviy kompyuter texnologiyalari yordamida
prezentatsion va elektron-didaktik texnologiyalardan;

- o‘tkaziladigan amaliy mashg‘ulotlarda texnik vositalardan, ekspress-
so‘rovlar, test so‘rovlari, agliy hujum, guruhli fikrlash, kichik guruhlar bilan
ishlash, kollokvium o‘tkazish, va boshga interfaol ta’lim usullarini go‘llash
nazarda tutiladi.

Modulning o‘quv rejadagi boshga modullar bilan bog‘ligligi va uzviyligi

“Bioinformatika” fani bioximiya, molekular biologiya, genetikadagi asosiy
bilim va tasavvurlarga tayanib, molekular-biologik tadgigqotlarda amaliy
matematika, statistika va informatika usullaridan foydalanadi. Fan yuzasidan
tayyorgarlik — biologik muhim axborotni olish maqgsadida biologik
makromolekulalar tuzilishi bo‘yicha eksperimental ma’lumotlarni tahlil gilish
uchun kompyuter texnologiyalaridan nazariy va amaliy bilim va ko‘nikmalar
olish imkoniyatini beradi. Fan biologik ob’ektlar bilan bog‘lig bo‘lgan matematik
algoritmlarni  amalga oshiradi, fizik-kimyoviy biologiya, genomika va
proteomikaning eksperimental va hisoblash ma’lumotlarini go‘llaydi. Shu bois
tinglovchilar uni to‘lig o‘zlashtirishlari uchun tirik mavjudotlarni o‘rganuvchi

umumbiologik fanlar: botanika, zoologiya, biokimyo, fiziologiya, biofizika, irsiyat
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gonuniyatlarini, genetika, molekular genetika, mikrobiologiya shuningdek,

organizmlarni  atrof muhit bilan o‘zaro munosabatlarni  o‘rganuvchi
ekologiya, tirik organizmni ichki va tashqi tuzilishini o‘rganuvchi anatomiya va
morfologiya fanlari bilan birgalikda tabiiy fanlar: kimyo, fizika, matematika va
zamonaviy kompyuter texnikasi zamonaviy uslublar yordamida organizmlarda
sodir bo‘ladigan murakkab jarayonlarni umumlashtirish uchun yetarli bilim va
ko‘nikmalarga ega bo‘lishi talab etiladi.
Modulning oliy ta’limdagi o‘rni

Respublikamizning iqtisodiyoti fundamental fanlarning rivojlanishiga va
uning yutuglariga ham bog‘lig. Hozirgi zamon biologiyasining keskin ravishda
rivojlanuvchi sohasi bu genomika fanidir. Genomika sohasini esa bioinformatika
fanisiz tasavvur qilib bo‘lmaydi. Bioinformatika fani molekular biologiya,
genetika, sog‘ligni saglash, farmakologiya, bioximiya hamda xujayra biologiyasi
kabi qgishlog va xalg xo‘jaligi sohalaridagi muammolarni yechishda muhim
ahamiyat kasb etadi. Shu sababli ham ushbu modulni o°zlashtirish orgali
tinglovchilar zamonaviy bioinformatika fanini amalda qo‘llash va genetika

sohasidagi mavjud muammolarni baholashga doir kasbiy kompetentlikka ega

bo‘ladilar.
Modul be‘yicha soatlar tagsimoti
Auditoriya o‘quv
vuklamasi 8
jumladan g S
Ne Modul mavzulari 5 |52
> ? > ’O %
= - € > | X E
(48] ﬁ £ %)
Lap) V] < ©
pa S
1. Bioinformatikaning fan sifatida 2 2
shakllanish tarixi.
2. |Bioinformatikani predmeti, vazifalariva | 2 2
ob’ektlari.
3. |Genomni tahrirlash tizimlarining asosiy 2 2
yo ‘nalishlari.
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4. |Genom muhandisligida TALEN va 2 2
CRISPR/Cas qo‘llanilishi.
5 |Nukleotid ketma-ketliklar ma’lumotlar 2 2

bazasi resurslari bilan tanishish.

6 |Genom ma’lumotlar bazasi resurslari 2 2
bilan tanishish.
7 |Ko‘chma mashg ‘ulot. Buxoro davlat 4 4

tibbiyot instituning “Sun’iy intelekt”
laboratoriyasi bilan tanishish.

Jami: 16 6 6 4

NAZARIY MAShG‘ULOTLAR MAZMUNI
1 - Mavzu: Bioinformatikaning fan sifatida shakllanish tarixi.
Bioinformatikaning fan sifatida shakllanish tarixi. Uning predmeti, vazifalari

va ob’ektlari. Zamonaviy biologik tadgigotlarda bioinformatikaning ahamiyati.

2 - Mavzu: Genomni tahrirlash texnologiyalariga asos solinishi.

Bioinformatika rivojlanish bosgichlari va yutuglari. Gen ontologiyasi.
Genomni tahrirlash texnologiyalariga asos solinishi. Genomni tahrirlash

tizimlarining asosiy yo‘nalishlari.

3 - Mavzu: Genomni tahrirlashning avlod texnologiyalari.
Yangi avlod texnologiyalari: Zinc Finger, TALEN, CRISPR. Genom
muhandisligida TALEN va CRISPR/Cas go‘llanilishi.

AMALIY MAShG‘ULOTLAR MAZMUNI
1-amaliy mashg‘ulot:
Genom muhandisligida TALEN va CRISPR/Cas qo‘llanilishi
Hozirgi zamon informatsion vosita va texnologiyalar yordamida genetik ketma-

ketliklarni algoritmini yaratish va ularni analiziga doir misollarni garab chiqish.
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2-amaliy mashg‘ulot:

Nukleotid ketma-ketliklar ma’lumotlar bazasi resurslari bilan tanishish
Nukleotidlarni ketma ketliglar ma’lumotlar bazasi: EMBL, DDBJ, NCBI,
UniGene, STACK, EMBL-SVA bilan tanishish va ularga doir misollar analizi.

3 —amaliy mashg‘ulot:
Genom ma’lumeotlar bazasi resurslari bilan tanishish.
Genom ma’lumotlar bazasi Genomes Server, Proteome Analysis, Ensembl bilan
tanishish va ularga doir misolar analizi.
MUSTAQIL TA’LIM
Tinglovchi mustaqil ishni modulni xususiyatlarini hisobga olgan holda
quyidagi shakllardan foydalanib tayyorlashi tavsiya etiladi:
- o‘quyv, ilmiy adabiyotlardan va me’yoriy xujjatlardan foydalanish asosida modul
mavzularini o‘rganish;
- targatma materiallar bo‘yicha ma’ruzalar gismini o‘zlashtirish;
- avtomatlashtirilgan o‘rgatuvchi va nazorat giluvchi dasturlar bilan ishlash;

- maxsus adabiyotlar bo‘yicha modul bo‘limlari yoki mavzulari ustida ishlash;

- tinglovchining kasbiy faoliyati bilan bog‘lig bo‘lgan modul bo‘limlari va
mavzularni chuqur o‘rganish;
- fanga oid statistik ma’lumotlarni o‘rganish, ularni tahlil gilish.
O‘QITISh ShAKLLARI

Mazkur modul bo‘yicha quyidagi o‘qgitish shakllaridan foydalaniladi:
- ma’ruzalar, amaliy mashg‘ulotlar (ma’lumotlar va texnologiyalarni anglab olish,
aqliy gizigishni rivojlantirish, nazariy bilimlarni mustahkamlash);
- davra suhbatlari (ko‘rilayotgan loyiha yechimlari bo‘yicha taklif Dberish
gobiliyatini oshirish, eshitish, idrok gilish va mantigiy xulosalar chigarish);
- bahs va munozaralar (loyihalar yechimi bo‘yicha dalillar va asosli argumentlarni

tagdim qilish, eshitish va muammolar yechimini topish qobiliyatini rivojlantirish).
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1. MODULNI O‘QITIShDA FOYDALANILADIGAN INTERFAOL
TA’LIM METODLARI

«Xulosalash» (Rezyume, Veer) metodi.

Metodning magsadi: Bu metod murakkab, ko‘ptarmoqgli, mumkin gadar,
muammoli xarakteridagi mavzularni o‘rganishga garatilgan. Metodning mobhiyati
shundan iboratki, bunda mavzuning turli tarmoglari bo‘yicha bir xil axborot
beriladi va ayni paytda, ularning har biri alohida aspektlarda muhokama
etiladi. Masalan, muammo ijobiy va salbiy tomonlari, afzallik, fazilat va
kamchiliklari, foyda va zararlari bo‘yicha o‘rganiladi. Bu interfaol metod tanqidiy,
tahliliy, anig mantigiy fikrlashni  muvaffaqgiyatli  rivojlantirishga  hamda
o‘quvchilarning mustaqgil g‘oyalari, fikrlarini yozma va og‘zaki shaklda tizimli
bayon etish, himoya gilishga imkoniyat yaratadi. “Xulosalash” metodidan ma’ruza
mashg‘ulotlarida individual va juftliklardagi ish shaklida, amaliy va seminar
mashg‘ulotlarida kichik guruhlardagi ish shaklida mavzu yuzasidan bilimlarni
mustahkamlash, tahlili gilish va taqgoslash magsadida foydalanish mumkin.

Metodni amalga oshirish tartibi:
trener-o‘qituvchi ishtirokchilarni 5-6 kishidan iborat kichik guruhlarga ajratadi;
trening maqsadi, shartlari va tartibi bilan ishtirokchilarni tanishtirgach, har bir
guruhga umumiy muammoni tahlil gilinishi zarur bo‘lgan gismlari tushirilgan
targatma materiallarni tarqatadi;
har bir guruh o‘ziga berilgan muammoni atroflicha tahlil qgilib, o‘z mulohazalarini
tavsiyaetilayotgan sxema bo‘yicha targatmaga yozma bayon qgiladi;
navbatdagi bosgichda barcha guruhlar o‘z tagdimotlarini o‘tkazadilar.
Shundan so‘ng, trener tomonidan tahlillar umumlashtiriladi, zaruriy axborotlr bilan
to‘ldiriladi va mavzu yakunlanadi.

Namuna:

Genom tahrirlash texnologiyasining go‘llanilishi
Odam organizmida Hayvon organizmida | O¢‘simlik organizmida

afzalligi kamchiligi | afzalligi kamchiligi | afzalligi kamchiligi
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Xulosa: |

“Assisment” metodi.

Metodning magsadi: mazkur metod ta’lim oluvchilarning bilim
darajasini baholash, nazorat qilish, o‘zlashtirish ko‘rsatkichi va amaliy
ko‘nikmalarini  tekshirishga yo‘naltirilgan. Mazkur texnika orgali ta’lim
oluvchilarning bilish faoliyati turli yo‘nalishlar (test, amaliy ko‘nikmalar,
muammoli vaziyatlar mashqi, giyosiy tahlil, simptomlarni aniglash) bo‘yicha
tashhis gilinadi va baholanadi.

Metodni amalga oshirish tartibi:

“Assisment” lardan ma’ruza mashg‘ulotlarida tinglovchilarning mavjud
bilim darajasini o‘rganishda, yangi ma’lumotlarni bayon gilishda, seminar, amaliy
mashg‘ulotlarda esa mavzu yoki ma’lumotlarni o‘zlashtirish darajasini
baholash, shuningdek, o°z-o‘zini baholash maqgsadida individual shaklda
foydalanish tavsiya etiladi. Shuningdek, o‘gituvchining ijodiy yondashuvi hamda
o‘quv magsadlaridan kelib chigib, assesmentga qo‘shimcha topshiriglarni Kiritish
mumekin.

“Tushunchalar tahlili” metodi

Metodning magsadi: mazkur metod tinglovchilar yoki gatnashchilarni mavzu
buyicha tayanch tushunchalarni o‘zlashtirish darajasini aniglash, oz bilimlarini
mustaqil ravishda tekshirish, baholash, shuningdek, yangi mavzu buyicha
dastlabki bilimlar darajasini tashxis qilish magsadida go‘llaniladi.
Metodni amalga oshirish tartibi:

[ MIITUPOKYMIJIAP MAILFYJIOT KOUdaJlapy OUJIaH TAHUIITUPUIIAIN;

[] TUHIJIOBUMJIApra MaB3yra €ku OoOra Terwuuid OViaraH cysiap, TylIIyH4ajap
nomi tushirilgan tarqatmalar beriladi ( individual yoki guruhli tartibda);

|| THHTIIOBYMJIAp Ma3Kyp TyLIyHUalIap KaHJAal MabHO aHTJATHUIIN, KAYOH, KaH1ai
holatlarda go‘llanilishi hagida yozma ma’lumot beradilar;

[] GenruiaHTraH BakT SKyHUTa eTrad YKUTYBUM OepHIraH TYyUIYHYAIApHUHT TYFPH
va to‘lig izohini o‘qib eshittiradi yoki slayd orgali namoyish etadi;

[] xap OWp HMINTUPOKYM OepuiraH TYIpH >KaBoOJiap OWIaH Y3WHUHT IIAXCHH
munosabatini taqqgoslaydi, farglarini aniglaydi va o‘z bilim darajasini tekshirib,
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baholaydi.

Tushunchalar

Sizningcha bu
tushuncha ganday
ma’noni anglatadi?

Qo*shimcha ma’lumot

Genom

Genom - bu hujayradagi
barcha DNK lar vyig‘indi
sidir.

Sekvenslash

DNK va RNK molekula
larining nukleotid ket ma-
ketligini aniglash.

Gen

Gen - Kklassik genetika da -
organizmning ma’ lum bir
xususiyati  yoki  funksiyasi
to‘g‘risida ma’lumot olib
boradi gan va irsiyatning tar
kibiy va funksional birligi
bo‘lgan irsiy omildir.

TALEN

Transkripsiyani  faollash
tiruvchilarga o‘xshash effek
tor nukleazalar.

CRISPR

Muntazam bir-biridan bir
xil uzoglikda joy lashgan
gisga palindromik gruxlar
ni takrorlanishi.

Gen ontologiyasi

Gen Ontologiyasi - barcha
biologik turlarning genla ri va
gen mahsulotlarini izohlash
uchun yagona termin
ologiyani yaratishga bag‘ish
langan bioinformatik
loyihadir.

Ekspressiya

Namoyon bo‘lish - muayyan
gen

tomonidan aniglanuvchi
belgining fenotipda orga
nizmning yashash sharoitiga
aarab namaovon bo‘lish dara-

Izoh: Ikkinchi ustunchaga

gatnashchilar tomonidan fikr bildiriladi. Mazkur

tushunchalar hagida qo‘shimcha ma’lumot glossariyda keltirilgan.

Namuna: Bioinformatika tushunchasi va uning tarixi. Fan sifatida
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I11. NAZARIY MATERIALLAR

1 - Mavzu: Bioinformatikaning fan sifatida shakllanish tarixi.
Reja:
1. Bioinformatikaning fan sifatida shakllanish tarixi.
2. Bioinformatikaning predmeti, vazifalari va ob’ektlari.

3. Zamonaviy biologik tadgigotdarda bioinformatikaning ahamiyati.

Tayanch iboralar: bioinformatika, sekvenirlash, genomika, proteomika,

DNK va ogsil ketma-ketliklari.

1.1. Bioinformatikaning fan sifatida shakllanish tarixi.

Informatika fanining XX asrning ikkinchi yarmida paydo bo‘lgan davrdan
boshlab fizika-matematika, texnika, gumanitar va boshga fanlarga ham tadbigq
gilinishi hamda ular bilan hamkorlikda ishlashi tobora kengayib bormoqda.
Hozirgi kunda informatika fani usullarini chetlab o‘tadigan biron-bir fan sohasini
topish mushkul. Tabiiy fanlar ham bundan mustasno emas.

O‘tgan asrning 60-yillar oxiri 70-yillar boshlarida biologiyada EHM
(elektron hisoblash mashinalari) faol go‘llanila boshlandi: shu bilan birgalikda
ularning  xotiralari va  operatsion  tezliklari  oshdi  va o‘lchamlari
kichraytirildi. Shu bilan birgalikda biologiya sohasida informatsion tahlillarni talab
etuvchi katta migdordagi eksperimental ma’lumotlar to‘planib goldi. Bunga misol
qgilib bir gancha davlat olimlari hamkorligida 2003 yildayog odam genomining
sevenirlanishini keltirish mumkin.,

Shunday qilib XXI asr boshlariga kelib bioinformatika sohasi jadal
sur’atda rivojlana boshladi. Bu esa o‘z navbatida biologik tadgiqotlar bo‘yicha
olingan ma’lumotlarning shu gadar ko‘payib ketganligi va bunda har bir omilning
eslab qolinishi va tahlil gilinishida inson imkoniyatlari chegaralanib golganligi
hamda tobora ko‘payib borayotgan axborot xajmini sahlash zaruriyati tug‘ilganligi
bilan bog‘lanadi. Ilk ketma-ketliklari aniglangan bir necha yuz ogsillar hagida
ma’lumotlar Kitob-atlas shaklida nashr gilingangan edi (1-rasm). 70 vyillar
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boshlariga kelib aniglangan ketma-ketliklar miqdori shu gadar ko‘paydiki, ularning

hajmi tufayli bu ma’lumotlarni kitob shaklida nashr gilishning umuman iloji yo‘q
edi.
Inson miyasi bunday axborotlarni tahlil qgila olmasligi va ketma-

ketliklarni taggoslash uchun maxsus dasturlar kerak bo‘la boshladi.

90-yillarda genomika fani paydo bo‘la boshladi. Hozirgi kunga kelib bir
gancha organizmlar, jumladan odam, sichgon, tovug, qurbaga, bir gancha baliq
turlari, chuvalchanglar, yuzlab viruslar va bakteriyalar hamda yuzlab o‘simlik
turlarining genom ketma-Kketliklari aniglandi. Bakteriya genomining o‘qgilishi — bu
2-3 tadgiqotchidan tashkil topgan guruhning vaqt hisobida taxminan 1 yildan
kam muddatga to‘g‘ri keladigan vazifasidir. Odam genomi gariyb 3 mlrd.ga teng
xarflardan iborat bo‘lib bu esa 15000 kitob tomlariga to‘g‘ri keladi.2 Uni “o°qib
chigish” esa biologlar uchun Mendeleevning ximiklar uchun yaratilgan davriylik
gonunini ochish bilan tenglashtiriladi.

Shu boisdan ham bunday hajmdagi biologik ma’lumotlarni tahlil
gilishda kompyuter texnologiyasidan foydalanila boshlandi. Gen ketma-
ketliklarini tenglashtirish bo‘yicha birinchi algoritm 1970 vyilda yaratildi.
Kompyuterlar axborotlarni virtual ma’lumotlar bazasida saglash va ular ustida
yuqori tezlikda operatsiyalar o‘tkazish imkonini berdi. Bioinformatika ham boshga
zamonaviy fanlar singari bir gancha fanlar, ya’ni molekular biologiya, genetika,
matematika va kompyuter texnologiyalari fanlari birlashuvi asosida vujudga
keldi. Uning asosiy vazifasi bu biologik molekulalar, eng avvalo nuklein Kkislotalar
va ogsillar struktura va funksiyalari bo‘yicha ma’lumotlarni tahlil gilish va
tizimlashtirish uchun hisoblash algoritmlarini ishlab chigishdir.

DNK nukeotid ketma-ketliklarini sekvenirlashning jadal wusuli ishlab
chigilgandan so‘ng ma’lumotlar bazasida to‘planayotgan genetik axborotlar
hajmi yugori tezlik bilan orta boshladi. Informatika, lingvistika va informatsiya
nazariyasi yutuglari genetik matnlarni tahlil gilish imkoniyatlarini ochib berdi.
Bioinformatikaning boshga fan sohalari bilan o‘zaro bog‘liq holdagi rivojlanishi

organizm va xujayrada yuz berayotgan biologik jarayonlarni tushunishning yangi
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darajasi shakllantirishga imkon beradi.

Agarda birinchi shaxsiy kompyuter 1981 yilda va internet (World Wide
Web) — 1991 vyilda, ya’ni yagindagina yaratilganligi hisobga olinadigan bo‘lsa,
bioinformatika jadallik bilan rivojlanayotganiga guvoh bo‘lish mumkin.1
Bioinformatikaning asosiy  prinsiplaridan biri bu  dunyo olimlari
tomonidan olib borilayotgan tadqgigot natijalarini birlashtiruvchi
yagona dunyoviy axborot makonlari prinsipidir. Bioinformatikaning yaralish
tarixi 13 asrlarga  borib tagaladi. Matematika tarixiga Fibonachchi
(Fibonacci) nomi bilan kirib kelgan yosh italyan Pizalik Leonardo (Leonardo of
Pisa) biologik jarayonning birinchi matematik ~ modelini  tuzgan  holda
quyonlarnig  ko‘payishi  to‘g‘risidagi masalani tavsiflab bergan. XX asrning
20 vyillariga kelib esa yana bir italyan olimi Vito Volterra (Vito Volterra)
“yirtgich-o‘lja” ko‘rinishidagi ikki biologik turning o‘zaro harakati modelini
yaratdi. 40 vyillar oxirida biologiyaga fizik va matematiklar kirib kela
boshladi. Biologiyaning zamonaviya tarixi 1953 vyildan, amerika olimlari
Jeyms Uotson (James Watson) hamda Frensis Krik (Francis Crick) tomonidan
DNK ning go‘sh spiralligi kashf gilingan davrdan boshlandi.

1.2. Bioinformatikaning predmeti, vazifalari va ob’ektlari.

Bugungi kunga qadar bioinformatikaga turlicha ta’riflar beriladi, birog
asosan bioinformatika deganda turli biologik axborotlarni tahlil qilishda
kompyuterdan foydalanish tushuniladi. 2 Shuningdek «bioinformatika
termini maydoni ham juda kengaydi va biologik ob’ektlar bilan bog‘liq barcha
matematik algoritmlardan hamda biologik tadgiqotlarda qo‘llaniladigan axborot-
kommunikatsiya  texnologiyalaridan  foydalanadi. Bioinformatikada
informatikdagi singari amaliy matematik, statistika va boshga aniq fanlar usullari
go‘llaniladi. Bioinformatika shuningdek biokimyo, biofizika, ekologiya,
genetika va gator tabiiy fanlar sohalarida faydalaniladi.

Bioinformatika o‘z ichiga quyidagilarni oladi:
1) qiyosiy genomikada kompyuter tahlilining matematik usullari (genom

bioinformatikasi);
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2) ogsil strukturalarini bashorat gilish uchun algoritm va dasturlarni ishlab chigish

(strukturaviy bioinformatika);
3) muvofig hisoblash uslubiyatlari strategiyasi tadgiqoti hamda informatsion
murakkablikning biologik tizimlar tomonidan umumiy boshqarilishi.

Amaliy ma’noda bioinformatika — bu biologlar manfaatlari uchun xizmat
giladigan amaliy fandir. Ma’lumotlarni birlamchi tahlil gilish texnik bioinformatika
sohasiga tegishlidir. Olingan ma’lumotlarni gaerdadir saglash va ulardan
foydalanish ~ imkoniyatlarini ~ ta’minlash lozim. Bioinformatiklarning eng
murakkab va shuning bilan birga eng gizigarli bo‘lgan mashg‘ulotlari bu genom
hagidagi ma’lumotlar asosida aniq tasdiglangan natijalar olish, ya’ni masalan; A
ogsili gandaydir funksiya bajaradi, B geni gaysidir jarayonda gatnashadi va h.o.lar.
bu esa bioinformatika fanining amaliy ahamiyatidan dalolat beradi.

Bioinformatika biologiya sohasining quyidagi yo‘nalishlarida qo‘llaniladi:

— genomika, transkriptomika va proteomika;

— rivojlanish biologiyasida kompyuter modellashtirish;

— gen tarmoglarining kompyuter tahlili;
— populyatsion genetikada modellashtirish.

Bioinformatika dori preparatlarini loyihalashtirish muddatini 5-6 yildan bir
necha oylarga gqisgartish imkoniyatini yaratib farmakologiya sohasiga ham
osongina Kkirib bordi. Shuningdek bu fan ko‘plab boshga tibbiyotga va biologiyaga
oid fanlar bilan integratsiyalandi.

Bugungi kunda bioinformatikaning quyidagi bo‘limlari mavjud:
— umumiy bioinformatika;

— klinik bioinformatika;

— strukturaviy genomika;

— funksional genomika;

— farmakogenomika;

— Kklinik proteomika;

— funksional proteomika;

— strukturaviy proteomika.
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Bioinformatika usullari yordamida katta hajmdagi biologik ma’lumotlarni

shunchaki tahlil qilish emas, balki har doim ham oddiy tajribalarda aniglab
bo‘lmaydigan qonuniyatlarni isbotlash, genlar va ular kodlaydigan ogsillar
funksiyalarini bashorat qilish, hujayradagi genlarning o‘zaro ta’siri  modelini
qurish, dori preparatlarini yaratish mumkin.

Phi-X 174 fagining 1977 vyilda sekvenirlanganidan buyon ko‘plab
organizmlar DNK ketma-ketliklari aniglandi va ma’lumotlar bazasiga
joylashtirildi.1 Bu ma’lumotlar ogsil ketma-ketliklarini va regulyator
uchastkalarni aniglash uchun foydalaniladi. Ma’lumotlar migdorining ko‘payishi
bilan endi ketma-ketliklarni go‘lda (vruchnuyu) tahlil gilish mumkin bo‘lmay
goldi. Va hozirgi kunda milliardlab juft nukleotidlardan tashkil topgan minglab
organizmlar genomlari bo‘yicha qidiruvlar olib borish uchun kompyuter
dasturlaridan foydalaniladi.

Yirik genomlar uchun DNK fragmentlarini yig‘ish yetarli darajada giyin
vazifalardan hisoblanadi. Bu usul hozirda qariyb barcha genomlar uchun
go‘llaniladi va genomlarni yig‘ish algoritmlari bioinformatika sohasida bugungi
kunning dolzarb muammolaridan biri sanaladi. Genomda genlarni va regulyator
elementlarni avtomatik tarzda qidirish genetik ketma-ketliklarga kompyuter
tahlilini go‘llashda yana bir misol bo‘la oladi.

Genomika kontekstida annotatsiya — bu DNK' ketma-ketligida genlarni va
boshga ob’ektlarni markirovkalash (nishonlash) jarayonidir. Genomlar annotatsii
birinchi dasturiy tizimi Ouen Uayt (Owen White) tomonidan 1955 yildayoq
yaratilgan edi. Evolyusion biologiya turlarning kelib chigish va paydo bo‘lishini,
ularning davrlar bo‘yicha rivojlanishini o‘rganadi. Informatika evolyusiyani
o‘rganuvchi biologlarga bir necha jihatlarda yordam beradi:

1) barcha DNKadagi o‘zgarishlarni o‘rgangan holda ko‘p sonli organizmlar
evolyusiyalarini tadqiq qilishda;

2) yanada kompleks evolyusion hodisalarni o‘rganish imkonini beruvchi
genomlarni bir-biriga tagqoslashda;

3) populyatsiyalar kompyuter modellarini qurishda;
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4) ko‘p miqdordagi turlar hagida ma’lumotni o‘z ichiga oluvchi nashrlarni kuzatib
borishda.

Ekotizimning biologik xilma-xilliklari go‘yoki bu bir tomchi suv yoki bir

hovuch tuproq, yoki Yer sayyorasining barcha biosferasi kabi barcha tirik turlardan
iborat bo‘lgan ma’lum bir muhitning to‘la genetik yig‘indisi sifatida aniglanishi
mumkin. Ixtisoslashtirilgan dasturiy ta’minot mahsulotlari gidirish, vizualizatsiya
gilish, axborotni tahlil gilish va eng muhimi, natijalarni boshga tadgiqotchilar bilan
bo‘lishda foydalaniladi.

Hozirgi zamon ilmiy biologik adabiyotida bioinformatika bilan birgalikda
“hisoblash biologiyasi” iborasi ham uchrab turadi. Hisoblash biologiyasi — bu
fan sohasi emas, balki biologik jarayonlarni o‘rganish uchun kompyuterlardan
foydalanishga uslubiy yondashuv hisoblanadi. Garchi “hisoblash biologiyasi”
ko‘prog algoritmlar va aniq hisoblash usullarini ishlab chigishlar bilan
shug‘ullansada hozircha “bioinformatika™ va “hisoblash biologiyasi” iboralaridan
tez-tez ma’nodosh (sinonim) so‘zlar sifatida  foydalanilmogda.  Hisoblash
biologiyasida foydalaniladigan barcha usullar ya’ni, masalan, garchi biologik
vazifalar bilan bog‘lig bo‘lsada matematik modellashtirish — bu bioinformatika
hisoblanmaydi.

Bundan tashgari matematik biologiya ham mavjud bo‘lib, u ham
bioinformatika singari biologik muammolarni yechishda ishlatiladi, birog unda
go‘llaniladigan usullar natijasi son bilan ifodalanmaydi va ularni amalga oshirishda
dasturiy va jihoz ta’minoti talab etilmaydi.

Ogsillar fazoviy tuzilmalarini bashorat gilishda ishlatiladigan algoritm va
dasturlar ishlab chigish bilan shug‘ullanuvchi srukturaviy bioinformatika
boshqalaridan ajralib turadi.1 Shunday qilib bioinformatika ham anatomiya,
botanika, virusologiya, mikrobiologiya, sitologiya, paleontologiya, fiziologiya va
boshg. kabi biologiya bo‘limlari gatoriga qo°shilmoqda.

1.3. Zamonaviy biologik tadgigotdarda bioinformatikaning ahamiyati.

Bioinformatika biologiyaning ilmiy tajribalari asosida olingan natijalarni

tahlil qgiladi. Olingan ma’lumotlarni tadgigotchi ma’lumotlar bazasida mavjud
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bo‘lgan barcha to‘plamlar bilan solishtiradi. Bordiyu, u o‘zi aniglagan ketma-
ketlikni ma’lumotlar bazasidan topa olmasa bunda u bu ma’lumotni shu joyga
Kiritib go‘yadi va bu bilan bazani yanada boyitadi. Ma’lumotlar bazasi
funksiyalariga saqglash, tizimlashtirish, axborotlarni yangilab turish unga Kkirish
huqugi bilan ta’minlashlar kiradi. Bu operatsiyalar esa katta qudratlardagi
kompyuterlarni talab giladi.

Shuningdek biologik mavzular majmuidagi ilmiy nashriyotlar bazalari
ham mavjud. Biologiya bo‘yicha istalgan ilmiy jurnalning barcha sonlarida
chigadigan har bir maqgola ma’lumotlar bazasiga joylashtiriladi izlanuvchi uni
internet tarmog‘i orgali oson topib olishi uchun qisqa ta’rif berib qo‘yiladi (1-
rasm). Eng katta tibbiy-biologik nashrlar on-line kutubxonasi PubMed so‘nggi 50

yil mobaynida 27 min. dan ortigrog maqolalarni oz ichiga oladi.
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1-rasm. Tibbiy-biologik nashrlar on-line kutubxonasi (PubMed)

Integral ma’lumotlar bazasi va ensiklopediyalar konkret gen, ogsil, organim
va h.o. hagidagi barcha ma’lumotlarni o‘zida jamlash kabi muhim funksiyalarni
amalga oshiradi. Ular katta migdordagi boshga ma’lumotlar bazalari axborotlarini
umumlashtiradi va uni hamisha yangilab turadi.

Har ganday vyangidan o‘gilgan genom  harflarning  turli xil

kombinatsiyalarida takrorlanuvchi ulkan ketma-ketliklar ko‘rinishida namoyon
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bo‘ladi. Bioinformatika bunday xilma-xillikdagi matndan genlarni ajratib olish

imkoniyatini beradi. Genomdan genni ajratib olish kabi bunday operatsiya
genomni belgilash deb ataladi.

Barcha genlar funksiyalarini tajribalar asosida aniqglash yetarli darajada
murakkablikni yuzaga keltiradi. Bu holatda bioinformatika funksiyalari allagachon
aniglangan genlar bilan solishtirib ko‘rishga tayangan holda ularni bashorat
gilishda ko‘maklashadi. Ogsil molekulasida biologik vazifalarning har xil
turlariga javob beruvchi uchastkalar mavjud. Bioinformatika usullari yordamida
ushbu uchastkalarni aniglash konkret bir ogsilning barcha spektr funksiyasini ochib
beradi.

Ogsil strukturalarini tajribalar asosida, ya’ni masalan oqgsil molekulalaridan
tashkil topgan mikroskopik kristalni rentgen nurlari bilan nurlantirish orgali
aniglash mumkin. Bu esa yetarli darajada uzog va gqimmatli jarayon hisoblanadi.
Ayrim ogsillar kristall tuzilmalarga ega bo‘lmaganligi sababli ularni tahlil
gilishning umuman iloji yo‘qg. Bioinformatika  kompyuter  modellashtirish
yordamida hech bo‘lmaganda ogsil strukturasi uzogroq o‘xshash ketma-ketligi
ma’lum bo‘lgan holatlarda ogsilning fazoviy modelini yasashda yordam beradi.

Bioinformatika metodlari asosida olingan molekulaning fazoviy strukturasini

bilgan holda uning ganday ishlashini va uning ishlashiga ganday ta’sir eta olishni
bashorat gilish mumkin.
Dori preparatlarini fazoda har xil ximiyoviy bog‘lanishlar bilan ogsil-
nishonlarning o‘zaro ta’sirini modellashtirish asosida tayyorlash mumkin. Bunda
katta miqdori bog‘lanishlarni saralash va eng magbullarini tanlab olish kerak
bo‘ladi.

Biologiya, kimyo, fizika, matematika hamda informatika fanlarini
birlashtirish  biologik tizimni har tomonlama tavsiflash imkonini beradi.
Kompyuter resurslaridan foydalanish tahlil jarayonini bir necha marotaba
tezlashtiradi hamda olinadigan natijalarning anigligini va tezligini oshiradi.

Bioinformatika texnologiyalaridan foydalanib gilingan biologiya sohasidagi

yangi kashfiyotlar tez suratda tibbiyot, farmakologiya, kosmetologiya,
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biotexnologiya, qishlog xo‘jaligi, ekologiya va boshga sohalarda jalb

gilinadi.

Bioinformatika mustaqil ravishda amaliy ahamiyatga ega bo‘lgan natijalar
beradi va shuningdek biologiyaning turli sohalarida ishlash uchun sharoit bilan
ta’minlaydi.

Bioinformatika bo‘yicha ishning katta gismi biologik axborotni saglash va
uni tahlil gilish uchun ma’lumotlar bazasidan foydalanish texnologiyalari atrofiga
jamlangan. Bunday ma’lumotlar bazasi ommabop yoki shaxsiy bo‘lishi mumkin.
Ularga ochig standartlar orgali ommaviy kirish huquqgini olish esa muhim
ahamiyat kasb etadi. Garchi ma’lumotlar bazasidan foydalanishga nisbatan bu
usullar anchagina keng targalgan
bo‘lsada biologik axborotlarni tahlil qgilish uchun ontologiya va mantiqgiy
usullardan foydalanish rivojlanib bormoqda.

1.3. Bioinformatikaning rivojlanish bochgichlari va yutuglari.

Bir gancha xorijiy davlatlarda 20-21 asrlarda bioinformatika jadal
suratda rivojlanayotgan dunyo biotibbiyot fanlari sohasiga aylanib bordi.
Bioinformatsion texnologiyalar iste’molchilari tadgigotchilar, fundamental
ishlanmalar mualliflari bilan bir gatorda tibbiyot, farmakologiya, biotexnologiya
hamda o‘quv muassasalari hisoblanadi. Fanning bu sohasi AQShda va shuningdek
boshqga rivojlangan davlatlarda muhim yo‘nalish safatida garaladi.

Yevropa, Osiyo, AQSh hamda Avstraliya davlatlarida bioinformatika
markazlari soni yildan-yilga ko‘payib bormoqda. Bioinformatika bo‘yicha davlat,
akademik hamda ta’lim markazlari bilan bir gatorda so‘nggi yillarda sohada
olingan tadgiqgot natijalardan tijorat magsadida foydalanishga yo‘naltirilgan
sezilarli darajadagi tashkilot va loyihalar yuzaga keldi (2-rasm). Bu eng avvalo
genomlarning, shuningdek odam genomining strukturaviy, funksional hamda
giyosiy tahlili bo‘yicha faoliyat yurituvchi tashkilotlardir. Bioinformatika sohasi
bo‘yicha yaratilgan usullarni go‘llash bilan birga amaliy muammolarni yechish
yo‘lida, xususan farmokologiyada texnik hamda dasturiy bazalar jadal suratda

rivojlanib bormoqda. Bunday muammolarni bartaraf etishda dasturiy ta’minot
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sanoati ham takomillashib bormoqda.
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2-rasm. Bioinfrmatika servis markazlari va resurslari

Mamlakatimizda genomika va bioinformatika fanlarining rivojlanishiga
garatilayotgan alohida e’tibor tufayli dunyo fanida o‘z o‘rniga ega nufuzli ilmiy
maktab va muhit shakllantirildi, zamonaviy laboratoriyalar tashkil etilib, keng
migyosda xalgaro ilmiy alogalar yo‘lga qo‘yildi. Xususan O°zbekiston
Respublikasi Fanlar akademiyasi Genomika va bioinformatika markazida sohada
anchagina muvaffagiyatli dasturlar amalga oshirildi. Markazda yetakchi horijiy
ilmiy markaz tajribalariga ega, bioinformatsion texnologiyalar bo‘yicha bilim va
ko‘nikmalarni puxta egallagan ilmiy xodimlarning faoliyat olib borishi va shular
hisobga olingan holda markazda bioinformatika laboratoriyasining tashkil
etilganligi bunga yaqgol misol bo‘la oladi. Markaz ilmiy jamoasi hanuzgacha
noaniqg bo‘lgan g‘o‘za genomidagi rekombinatsion bloklar (ya’ni, avloddan-
avlodga ko‘chib o‘tadigan gen allellari to‘plami) o‘Ichamlarini topib, zamonaviy
tezkor  “assotsiativ  kartalashtirish”  usulini  kashf etdi. Natijada g‘o‘za
genomidagi genlardan foydalanishning yangi imkoniyatlari ochilib, g‘o‘zada

zamonaviy markerlarga asoslangan seleksiya usullari ishlab chiqildi.
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Gen-nokaut yoki RNK interferensiyasi molekular genetika va bioinformatika

usullari ~ mahsuli  bo‘lib, organizmning  belgilangan genlari faolligini
to‘xtatish  imkonini  beradi. Shu tufayli genlari “o‘chirilgan” (nokaut
gilingan) organizm vujudga keladi. Bu nukleotid ketma-ketligi ma’lum bo‘lgan
genlarning funksiyasini aniglashga yordam beradi. Nokaut gilingan va normal
organizm namunalari orasidagi farglar, o‘rganilayotgan gen funksiyasini ko‘rsatib
beradi. Qishlog xo‘jaligi ekinlarining biologik ko‘rsatkichlari — hosildorlik,
ertapisharlik, zararkunanda va hasharotlarga chidamlilikning namoyon bo‘lishida
ishtirok etuvchi genning tarkibi va funksiyasi aniglangandan so‘ng maqsadga
muvofiq ravishda ushbu gen faoliyatini kuchaytirish yoki aksincha uni to‘xtatish
mumkin. Markaz olimlari erishgan eng so‘nggi yutuglardan biri — bu ular
tomonidan g‘o‘za uchun yaratilgan dunyodagi ilk gen-nokaut texnologiyasidir.
Nazorat savollari:
1. Bioinformatika nima?
2. Bioinformatika bo‘limlarini aytib bering?
3. Genomlarni annotatsiya gilish deganda nimalar tushuniladi?

4. O‘zbekistonda bioinformatika fanining rivojlanish holati?

2 - mavzu: Genomni tahrirlash texnologiyalari
REJA
2.1. Bioinformatika rivojlanish bosqgichlari va yutuglari.
2.2. Gen ontologiyasi.
2.3. Genomni tahrirlash texnologiyalariga asos solinishi.

2.4. Genomni tahrirlash tizimlarining asosiy yo ‘nalishlari.

Tayanch iboralar: Tahrirlash, antisens, Zinc Finger, TALEN, CRISPR, tandem,

Xanthomonas, domen, genom lokuslari.

2.1. Bioinformatika rivojlanish bosgichlari va yutuglari.

O‘simliklar, hayvonlar va odam genomining to‘liq sekvenirlanishi natijasida
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olingan ma’lumortlar bioinformatika usullari orgali biotexnologiya, molekular

biologiya, gishloq xo‘jaligi va tibbiyot sohalarida keng migyosda go‘llash uchun
katta imkoniyatlar ochib bermogda. Birog genomning alohida elementlarining
funksional o‘zaro bog‘liklarini va ularning fenotipik belgilarini hamda alohida
kasalliklarning patogenezi shakllanishidagi rolini tushunish uchun genomlarning
fagatgina nukleotid ketma-ketliklari to‘g‘risidagi ma’lumotlar yetarli emas.

Postgenom sohasida genomlardagi DNKIlarni manipulyatsiya (boshqarish)
qgilish, genlar ekspressiyasini va regulyator elementlarning ishlarini boshqgarish va
vizuallashtirish imkonini beruvchi usullar faol rivojlanib bormogda.l  Ammo
barcha  usullar ham  samaradorligi, havfsizligi hamda keng doiradagi
tadgiqgotchilar go‘llashi uchun yuqori talablarga javob bermaydi.

So‘nggi bir necha vyillar ichida genomlarni tahrirlash uchun TALEN,
Zinc Finger va CRISPR/Cas9 (inglizcha CRISPR - Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats, o‘zbek tilida - muntazam guruxlarda
joylashgan gisga palindromik takrorlar) kabi yangi texnologiyalar vujudga keldi.3
Ushbu yaginda paydo bo‘lgan tizimlar allagachon genom muxandisligining
samarali va ishonchli texnologiyalariga aylanib ulgirdi. Bu innovatsion
texnologiyalarni zamonaviy biologiyaning asosiy model ob’ektlari genomlarini
tahrirlashda hamda genomlarning funksional skriningi, odam irsiy kasalliklari
xujayra modellarini yaratish, epigenomikasini o‘rganish va xujayrada sodir
bo‘ladigan jarayonlarni vizualizatsiya qgilishda qo‘llaniladi.

Gen muxandisligi sohasining tarixi 1972 yilda amerikalik olim Pol Naim
Berg (Paul Naim Berg) laboratoriyasida rekombinant DNK vyaratilishi bilan
boshlangan. Bu tajribada olimlar ichak tayogchasi genomini bakteriofag va virus
(SV40) genlari bilan birlashtirgan. Ushbu kashfiyotdan so‘ng gen muxandisligi
sohasida ulkan yutuglarga erishildi, molekular-genetik mexanizmlar va hodisalar
mukammal o‘rganildi va kashf etildi, endilikda bu hodisalarni in vitro
sharoitida amalga oshirish mumkin. Bakteriya hamda viruslarning molekular
genetikasi va biokimyosi sohasidagi izlanishlar bioinformatik usullar yordamida
DNKni manipulyatsiya gilish (boshqarish) va turli vektor tizimlari ishlab chiqish,
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ularni xujayraga kiritish usul va uslublarini yaratish imkonini berdi. Buning

natijasida esa  nafagat transgen  mikroorganizmlar,  balki  genetik
modifikatsiyalangan o‘simliklar va hayvonlar olishga erishildi.

Bioinformatika sohasining shiddat bilan rivojlanishi biotexnologiya va
seleksiya yo‘nalishlari taraqgiyotiga turtki berib, gen muxandisligining amaliy
sohasini yuzaga keltirdi. Biroq an’anaviy gen muxandisligi usullari bir qator
kamchilik ega bo‘lib, bulardan bittasi - odam va hayvonlarning katta genomlarini
manipulyatsiya gilish o‘ta murakkabligidadir.

Halgaro “Odam genomi” loyihasi doirasida 1990-2003 yillar davomida
odam yadro DNKSsining nukleotid ketma-ketligi aniglandi va 20,5 mingga yagin
genlar identifikatsiya qgilindi. Bu kabi ko‘plab loyihalar hozirgi vaqgtda ham olib
borilmoqgda, asosiy biologik model ob’ektlar genomlari - ichak tayoqchasi,
nematoda, drozofila pashasi, sichgon va h.o. nukleotid ketma-ketligi allagachon
o‘gib bo‘lingan. Bu loyihalar orgali DNKning fagat nukleotid ketma-ketliklari
to‘g‘risidagi ma’lumotlar olish imkoni bor, ammo genom alohida elementlarining
funksiyasi va ularning o‘zaro butun genom tizimiga bog‘liklari to‘g‘risidagi biron
ma’lumot olish imkoni yo‘q. Odam genomidagi funksional o‘zaro bog‘liklarni
anglash, nafagat irsiy patologiyalarning sabab-oqgibatlarini, balki ko‘p omillarga
bog‘liq bo‘lgan kasalliklarning sabablarini aniglash va ularni davolash uchun
nishonlar ham topish imkonini beradi.

Odam genomi Milliy tadgigot instituti 2003 yilda yangi halgaro loyiha
ENCODE (ingl. Encyclopedia of DNA Elements, o‘zb. DNK elementlari
ensiklopediyasi) ustida ish boshladi. Loyihadan magsad — olimlarning intilish va
izlanishlarini birlashtirgan holda RNK va ogsillar darajasida faol bo‘lgan
elementlar, fundamental genetik jarayonlarni (transkripsiya, translatsiya va
replikatsiya) nazorat giluvchi regulyator elementlar va odam genomi funksional
elementlarining to‘lig ro‘yxatini olish edi. Bu kabi funksional o‘zaro
alogadorliklarni aniglash uchun quyidagi ikki strategiya qo‘llaniladi: genni
o‘chirish  (nakout yoki nokdaun) hamda gen faoliyatini yoki uning ektopik

ekspressiyasini kuchaytirish. An’anaviy usullar - gomologik rekombinatsiyalar
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go‘llangan transgenez sichqgonlarda, bundan tashgari virusli va lentivurusli

vektorlarning qo‘llanilishi nafagat gimmat, balki juda katta mehnat talab etadi,
ular o‘ta gat’iy belgilangan genom lokusida aniqg o‘zgarishlar Kiritish imkonini
bermaydi.

Hozirgi kunda olimlar ixtiyorida bir necha texnologiyalar paydo bo‘ldi,
bular orgali o‘simliklar, hayvonlar va odam genomlarini o‘ta yugori aniglikda
tahrirlash imkonini beradi.

2.2. Gen ontologiyasi

Biologiyaning zamonaviy yo‘nalishlari biotexnologiya, genlar injinerligi,
genomika, bioinformatika kabi yo‘nalishlarining rivojlanishi fanda yangi “gen
ontologiya” terminining yuzaga kelishiga sabab bo‘ldi. Gen ontologiyasi
predmetlariga mikroorganizmlar, o‘simliklar, hayvonlar va inson genlari ularning
mahsulotlari malumotlar ba’zasi va ularning annotatsiyalari kiradi.

Gen ontologiya loyihasi molekulyar va xujayra biologiyasida bir necha
domenlarni ichiga oladi va genlar, gen mahsulotlari va ketma-ketliklar
bo‘yicha ma’lumotlarini tushunishda jamoatchilik foydalanishi uchun keng
imkoniyatlar ochib beradi. Ko‘pgina model organizmlarning ma’lumotlar ba’zalari
va genom annotasiyasi guruhlarini yaratishda gen ontologiyasidan foydalaniladi va
ularning annotasiyasida gen ontologiya manbalari o‘rni begiyosdir.

Konsortsium gen ontologiya - bu “gen ontologiyasi” loyihasida faol ishtirok
etayotgan bir gator biologik ma’lumotlar ba’zalari va tadgigot guruhlaridir. Bu turli
xil model organizmlar uchun bir gancha ma’lumotlar ba’zalari, jami ogsillar
ma’lumotlar ba’zasi, "gen ontologiyasi" dasturiy ta’minot ishlab chiquvchilar va
mubharrirlar guruhini o‘z ichiga oladi.

Gen ontologiyasi bioinformatika dasturlar bo‘yicha loyiha bo‘lib,
barcha organizmlarning genlari va gen maxsulotlari standartlashtirilgan genetik
ma’lumotlar  ba’zalarini  yig‘ishga  bag‘ishlangan.  Loyixaning magsadi
genlar va ularning maxsulotlari  sifatlaridan  birini  aniq belgilangan
ro‘yxatini ma’lumotlar bazasiga joylash va yangilash; genlar va gen maxsulotlar

uchun  go‘shimcha  annotatsiyalarni  rasmiylashtirish;  ortib borayotgan
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ma’lumotlar bazasi loyihasidan foydalanish uchun ma’lumotlar targatish. Gen

ontologiyasi "Ochiq biotibbiyot ontologiyasi” deb nomlangan klassifikasiyasi
keng gamrovli gismi xisoblanadi.

Gen ontologiya deganda murakkab biologik hodisalarni yuzaga kelishi
tasvirlangan noma’lum bir biologik ob’ektlarni tushinish kerak. Ontologiya
dunyodagi ob’ektlar va ular orasidagi munosabatlar to‘g‘risidagi ma’lumotlar
yordamida maxsus bilim yo‘nalishlarini rasmiylashtirishda qo‘llaniladi. Biologiya
va boshqga tegishli fanlar uchun universal namunaviy terminalogiya etishmasligi
yuzaga Kkeldi. Terminlar bu qiyin mulogot gilish kabi tushunchalarni
ifodalaydi, lekin ancha bir biridan farqg gilishi mumkin, turli tadgigot soxalarida
va xatto turli yo‘nalish olimlari o‘rtasida ishlatiladi. Shu munosabat bilan, "Gen
ontologiya" loyixasining vazifasi barcha organizmlarning genlarini va ularning
mahsulotlarini  vazifalari, funksiyalari, strukturasini va amaldagi ontologik
atamalarni yaratishdan iborat.

Gen ontologiya boshqgariladigan so‘zlar terminlarlardan tuzilgan. Terminlar
ontologiya nizomiga muvofig uch yo‘nalish molekular funksiya, biologik
jarayonlar va xujayra komponentlariga bo‘linadi. Xar bir ontologiya biror gen yoki
gen maxsulotlarini funksional jixatdan hamda terminlar o‘rtasidagi alogalarni
tasvirlaydi. Tartibga soluvchi alogalar ikki quyi sinflari bor: ijobiy tartibga
soluvchi va salbiy tartibga soluvchi.

Gen ontologiyada tez-tez yangi o‘zgartirishlar bo‘lib, atamalar yoki eskirgan
malumotlar olib tashlanadi. Agar terminlar ontologiyadan o‘chirilgan bo‘lsa
belgilangan terminlar o‘z kuchida goladi lekin eskirgan yorliglar va  termin
barcha alogalari olib tashlanadi. Aloqalarni o‘zgartirish annotatsiyalarga tasir
gilmaydi chunki ularning gen ontologiyada joylashgan o‘rniga emas balki
annotatsiyalar o‘ziga xos maxsus terminlarga yo‘naltirilgan. Gen ontologiya
loyihasi genlar funksiyalarini kataloglashtirish uchun katta manba bo‘ladi.
Shunday bo‘lsada undan hali hamma joyda foydalanilmaydi va Xxanuzgacha
murakkabligicha qolmoqda.

Gen ontologiyasi 1998 yilda tadgigotchilar konsortsium asosida uch model
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organizmlar Drosophila melanogaster (meva pashshasi), Mus musculus (sichqon)

va Saccharomyces cerevisiae (non achitqisi) genomlari o‘rganilib (4- rasm), ularni
o‘qilishi va genetik ma’lumotlar ba’zasi yaratilishi asosida tashkil etilgan. So‘ngra
boshga model organizmlar uchun ko‘p ma’lumotlar ba’zasini shu tariga ko‘rish va
ma’lumotlaridan foydalanish, qo‘shimcha annatatsiyalar ba’zasini yaratishni
kengaytirish, kabi jarayonlarda gen ontologiyasidan foydalanildi.

O‘simlik, xayvon va mikroorganizmlar eng asosiy genetik ma’lumotlar
ba’zalari bu loyixaga xissa go‘shmoqgda. 2008 yil yanvar xolatiga ko‘ra, gen
ontologiya dasturi turli xil biologik organizmlarda qo‘llaniladigan 24.500 dan
ortig terminlarini o‘z ichiga oladi. U ma’lumotlar gen ontologiyasini rivojlantirish
va undan foydalanish bo‘yicha adabiyotlarda muxim tayanch xisoblanadi, va u
bioinformatika soxasida tegishli standart vositasi bo‘lib kelgan.

2011 yil sentyabr xolatiga ko‘ra, gen ontologiyasi 360 ming dan ziyod tirik
organizmlar uchun 33 mingdan ortig terminlar va 12 million atrofida gen
mahsulotlar annotatsiyasi mavjud. So‘nggi bir necha yil davomida, gen ontologiya
konsortsium gen ontologiya sifati va spesifik annotatsiya miqgdorini oshirish uchun
bir gator o‘zgarishlar amalga oshirildi.

2013 vyilga kelib, annotatsiyalar soni 96 milliondan oshdi. Annotatsiya sifati
avtomatlashtirilgan sifat nazorati yo‘li bilan takomillashtirildi.

Gen ontologiya konsortsium so‘nggi paytlarda biologik jarayonlarning
bevosita kichik sinfi sifatida, yangi biologik bosgichini joriy etdi. Bu sinf biologik
jarayonlar sodir bo‘lishi mumkin bo‘lgan paytida alohida davri yoki bosgichini
ifodalaydi.Ular shuningdek, boshqa biologik jarayonlar bilan tartibga solinadi.
Biologik jarayonlar murakkab hodisalar bo‘lib, organizmlar xayoti uchun zarur
molekular funksiyalarni amalga oshirilishi demakdir. Misol uchun turli
biologik jarayonlar xujayra bo‘linish sikli metafaza va profaza hamda xayz ko‘rish
payti, jinsiy xujayralarni go‘shilishi va rivojlanish bosqgichi.
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Uchta turli model oganizmlar namunalari yordamida gen ontologiyasini
tuzilishi va funksiyasini ifodalash ya’ni bir ontologiya ichida genlarni bog*lanishi
misol qilib keltirilgan (3-rasm). Ontologiyalar biologik kalit so‘zlardan tuzilgan.
Gen ontologiya biologik jarayonida "bosgichlarni” ifodalash:

Gen ontologiyasi biologiyaning boshga yo‘nalishlari ya’ni, biotexnologiya,
genlar injinerligi, genomika, bioinformatika, biokimyo, fiziologiya, proteomika
kabi yo‘nalishlarda olib borilgan tadgigotlarning mahsuli asosida yo‘nalish sifatida
yuzaga Kkeldi. Yugorida ko‘rsatilgan fanlar gen ontologiyasi ma’lumotlar
ba’zasidan foydalanib kelmogda. Biomeditsinada turli genetik kasalliklarni
davolash, ularga tashxis go‘yish ishlarida gen ontologiyasi majmuiga kiruvchi
inson genomi ma’lumotlar ba’zasidan keng foydalanilmogda. Bulardan tashgari
gishlog ho‘jaligi maxsulotlarini genomlarini tadgiq qilib, yangi o‘simlik navlari,
hayvon zotlari yaratilishida, ularni maxsuldorligini oshirishda go‘llanilmoqda.

2.3. Genomni tahrirlash texnologiyalariga asos solinishi

Ikki zanjirli oraliglarni magsadli ravishda joriy etishning birinchi
urinishlarida tabity kam uchraydigan endonukleazalar (meganukleazalar deb
ataladi), masalan, bakterial mobil genetik elementlardan olingan I-Scel ishlatilgan
[Plessis et al 1992].

Meganukleazlarni keng tanib olish joylari (masalan, 1-Scel uchun 18 ta
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nukleotid), hatto bitta oraligni sutemizuvchilar genomiga kiritishga imkon

beradi, bu magsadli modifikatsiya gilishning ajralmas shartidir. Birog, bunday
saytlar genomning bir joyida joylashgan, boshgacha qilib aytganda, genetik
modifikatsiya gaerda bo‘lishini tadgigotchi emas, ferment anigladi. Ushbu
cheklovni bartaraf etish uchun olimlar magsadli mutagenez yordamida
meganukleazalarning DNK bilan bog‘laydigan o‘ziga xosligini o‘zgartirishga
harakat qgilishdi. Biroq, bu tajribalar DNKni bog‘laydigan va nukleazli
mintagalari yonma-yon, bitta ogsil domenida joylashgan ushbu fermentlarning
tuzilishi bilan to‘sqinlik qildi.

Shuning uchun, meganukleazlar ko‘plab magsadli ketma-ketliklar uchun
ishlab  chigilganiga garamay, yondashuv asosan  yuqori darajadagi
ixtisoslashtirilgan laboratoriyalar tomonidan qo‘llaniladigan texnologiya bo‘lib
qgoldi.

1996 yilda Chandrasegaran va uning hamkasblari Fok-l1 parchalanish
domeniga bog‘langan birinchi sink barmoqli gibrid restriksiya ferment- larini
tagdim etdilar.

Keyinchalik, xuddi shu guruh birinchi marta boshqgariladigan genomik
muhandislik uchun sink barmogli nukleazlardan (ZFN) foydalangan. O‘shandan
beri ZFN lar nafagat turli xil dasturlar uchun juda qulay genomik
muhandislik vositalariga aylandi, balki yo‘naltirilgan genomni tahrirlash bo‘yicha
klinik ishlarga ham kirishdi. Biroq, (ZFN) dizayni murakkab va ko‘p vaqt talab
giladigan bo‘lib golmoqgda.
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E. coli genomlari aniq funksiyasi bo‘lmagan takrorlanadigan ketma-
ketliklarning uyushgan tuzilmalarini oz ichiga oladi, keyinchalik ular boshga
ko‘plab bakteriyalarda ham topilgan, bu konservativ (va shu sababli muhim)
funksiyani ko‘rsatdi. Ushbu g‘alati genetik elementlarning bakteriyalar genomidagi
ajoyib funksiyasini aniglash va isbotlash uchun turli laboratoriyalardan ko‘plab
olimlarga yigirma yil kerak bo‘ldi - bakteriyalar moslashuvchan immunitet
tizimiga ega, bu ularga ikkinchi marta yuqtirishga urinayotgan viruslarni
(bakteriofaglarni) tanib, yo‘q gilishga yordam beradi. Buning uchun ular
virus genomining qisqga ketma- ketliklarini o‘zlarining genomiga Kkiritishadi
(CRISPR mintagasida) va ularni kalit va qulf prinsipi yordamida fag genomini
taniydigan qisqa komplementar RNKIarni sintez gilish uchun shablon sifatida
ishlatishadi.
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Ushbu muhim kashfiyotdan so‘ng CRISPR/Cas ning mexanizmi va muhim
elementlari tavsiflandi, shuningdek tizim turli bakteriyalar o‘rtasida o‘tkazilishi
mumekinligi ko‘rsatildi.

CRISPR-Cas9 ning RNK-yo‘naltirilgan DNK ning endonukleaza faolligi
tasdiglangandan ko‘p o‘tmay, uning potensiali butunlay yangi turdagi muhandislik
nukleazalari sifatida turli guruhlar tomonidan namoyish etildi.

O‘shandan beri biz CRISPR/Cas ni ilm-fan, sanoat va agrobiotexnologiya va
biotibbiyotda qo‘llashga katta qizigish bilan oshayapti. Ko‘p jihatdan,
CRISPR/Cas dasturini qgo‘llash boshga muhandislik nukleazalari bilan bir xil
giyinchiliklarga duch keladi, shu jumladan samaradorlik (barcha tuzilmalar DNK
parchalanining yuqori darajasini ta’minlamaydi), o‘ziga xoslik (magsadga garab,
maqgsaddan tashqari faollikning yuqori darajasi kuzatiladi, ya’ni genomning
maqgsadidan boshga (taxmin qilinadigan yoki oldindan aytib bo‘lmaydigan)
mintagadagi bo‘shlig), yetkazib berish (anigki, yaratilgan ferment tanlangan

hujayralarga samarali ta’sir etgan taqdirdagina ishlashi mumkin)), immunogenlik
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(barcha muhandislik nukleazalarida bakteriyalardan olingan elementlar mavjud) va

funksionallikni tahlil gilish.
2.4. Genomni tahrirlash tizimlarining asosiy yo‘nalishlari

GENOM TAHRIRLAShNING POTENSIAL IShLATILISh SOHALARI: Gen
nokauti (o‘qish doirasining ochiq joy almashishi)
Butun genlarni yoki genning ayrim gismlarini (masalan, ekzonlar)
olib tashlash
Yugqori aniglikdagi genlarni tiklash (“gen jarrohligi*)

Mutatsiyalarni tuzatish (masalan, bitta nukleotid polimorfizmi - SNP)
Ayrim nukleotidlarni tahrirlash Xromosoma translokatsiyalarini Kiritish.
GENOM TAHRIRI UChUN TALAB QILINADIGAN ELEMENTLAR:

- yaratilgan ferment (nukleaz, nikaza, deaminaza)

- sink barmogqli nukleaz

- TAL effektoriga asoslangan fermentlar

- CRISPR/Cas asosidagi fermentlar.

GENOM  TAHRIRIDA IShTIROK ETADIGAN HUJAYRA  IChl
YO‘LLARI:

Bir zanjirli uzilishni ta’mirlash

Oxirlarning gomolog bo‘Imagan go‘shilish - gomologik rekombinatsiya

Ikki gatorli uzilishlarni ta’mirlash - gomolog rekombinatsiya

Sitozinni  deaminlash individual nukleotidlarni kesish almashtirish bilan
ta’mirlash.

So‘nggi bir necha yillar ichida genomlarni tahrirlash uchun

Zinc Finger (Rux barmoglari)

TALEN (Transcription Activator Like Effector Nucleases)

CRISPR/Cas9 (inglizcha CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, o‘zbek tilida - muntazam guruxlarda joylashgan gisga
palindromik takrorlar) kabi yangi texnologiyalar vujudga keldi.

Shunday qilib, CRISPR/ Cas9-ga asoslangan oson, arzon va yugori
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samaradorlikdagi metodologiyaning paydo bo‘lishi bilan tobora ko‘proq klinik

tadgigotlar ushbu yondashuvning turli xil saraton yoki virusli infeksiyalarni
davolashda xavfsizligini sinab ko‘rmoqgda. Yaqin kelajakda turli xil somatik
kasalliklarni davolash uchun genomni tahrirlashga asoslangan qo‘shimcha

davolash usullari mavjud bo‘ladi deb taxmin gilish kerak.

3 - mavzu: Genom tahrirlashning yangi avlod texnologiyalari.
Reja:
3.1. Yangi avlod texnologiyalari: Zinc Finger, TALEN, CRISPR.
3.2. Genom muhandisligida TALEN va CRISPR/Cas9 go ‘llanilishi.

3.1. Yangi avlod texnologiyalari: Zinc Finger, TALEN, CRISPR
Zinc-finger texnologiyasi. Fok | — endonukleazalar domeni bilan bog‘langan
ogsil domeninig “Rux barmoqgchalari” tipi sayt-spesifik nukleaza sifatida
faol bo‘lib DNKni in vitro sharoitida gat’iy belgilangan uchastkalarini o‘ta
aniglikda qirqgishi allagachon 1996 yilda birinchi marta ko‘rsatib berilgan edi. Shu
kabi ximerik ogsillar modulli strukturaga ega bo‘lib har bir “rux barmoqgchalari”
domeni bir nukleotid tripletini taniydi (Zinc-finger Nuclease, ZFN). Bu
kulturalanadigan xujayralar jumladan plyuripotent tana xujayralari hamda model
hayvonlar va o‘simliklarda asosiy tahrirlash usuliga aylandi. Ammo ZFN
texnologiyasi murakkabligi va har bir anig genom lokuslari uchun ogsil
domenlarining konstruksiyasini tuzishga yuqori harajat talab etilishi, bir nukleotidli
almashinuv yoki domenlar aro o‘zaro noto‘g‘ri ta’sirlar sababli DNK- nishonning
noaniq qirgilishi ehtimolliklari kabi bir nechta kamchiliklarga ega. Shuning
uchun genomni tahrirlovchi yangi texnologiyalar topish magsadida faol izlanishlar
davom etdi. So‘nggi yillarda bu izlanishlar genomlarni tahrirlash imkonini
beruvchi yangi instrumentlarning yaratilishiga sabab bo‘ldi.

TALEN texnologiyasi. Bu tizimlar — TALEN (Transcription Activator- Like
Effector Nucleases, ya’ni transkripsiyani faolllashtiruvchilarga o‘xshash effektor
nukleazalar) va CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
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Repeats, ya’ni - muntazam bir-biridan bir xil uzoqglikda joylashgan gisga

palindromik guruxlar takrorlari). Ushbu tizimlar odam, o‘simliklar va hayvonlar
xujayrasida  yuqori  samarali  ishlarni  amalga oshirish va ular uchun
konstruksiyalar tuzishning nisbatan soddaligi bilan farq  qgiladi. Bu  kabi
texnologiyalar ~ genomlar  ustida  turli  xil manipulyatsiyalarni amalga
oshirishda faol go‘llanilmogda va bu orgali transgen va mutant hayvon va
o‘simliklar yaratish hamda kulturalanadigan odam plyuripotent xujayralari
asosida kasalliklar modelini yaratish va tadqiq etish kabi bir gator murakkab
muammolarni hal etish uchun imkon yaratadi. Bundan tashqari
epigenomikasini  o‘rganish  va  xromosoma lokuslarini  xujayra siklida
o‘tkazish uchun TALEN DNK- bog‘lovchi domenlari asosidagi ximerik
ogsillar va faoliyati to‘xtatilgan (inaktivatsiya) Cas9 nukleazalaridan genlar
transkripsiyasini boshqarish bo‘yicha olib borilgan tajribalarda foydalanilgan.

2011 vyilda genomlarni yugori darajadagi aniglikda tahrirlash imkonini
beruvchi usullar gatorida TALEN tizimi ham nufuzli “Nature Methods™ halgaro
jurnali tomonidan yil texnologiyasi deb tan olindi. Bu texnologiyaning yaratilish
tarixi Xanthomonas avlodi bakteriyalarining o‘rganilishi bilan bog‘lig. Ushbu
bakteriyalar sholi, galampir, pomidor kabi o‘simliklarning patogeni hisoblanib
gishlog xo‘jaligiga katta iqgtisodiy zarar keltiradi, bu esa ularning sinchkovlik bilan
o‘rganilishiga  sabab  bo‘ldi.  Aniglanishicha, bakteriyalar  o‘simliklar
xujayralarining sitoplazmasiga effektor ogsillarni (TALE, Transcription Activator-
Like Effectors) ajratib chigaradi, bu esa o‘simliklar xujayrasidagi jarayonlarga
ta’sir etib patogenlarga nisbatan chalinuvchanlik darajasini oshiradi. Keyinchalik
effektor  (ta’sir etuvchi) ogsillarning  faoliyat mexanizmlarini o‘rganish
natijasida, ular eukariotlardagi transkripsiya omillarini takrorlab DNK bilan
bog‘lana olish va o‘zlarining gen- nishonlarining ekspressiyasini faollashtirish
qobiliyatiga ega ekanligi aniglandi.

TALE ogsillari DNKga bog‘lanishi, domen va vyadroda joylashish
signali hamda maqgsaddagi genning transkripsiyasini faollashtirish  uchun

javobgar markaziy domendan tashkil topgan. Birinchi marta ushbu
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ogsillarning DNKga bog‘lana olish qobiliyatlari 2007 yilda tavsiflangan edi, bir

yil o‘tib esa ikki gurux olimlar tomonidan TALE ogsillarining nishonlangan
DNK izchilliklarini tanib olish kodlari aniglandi.. DNKga bog‘lanuvchi domen
monomerlardan tashkil topganligi va ularning har biri bitta nukleotid bilan
nishonlangan nukleotid ketma-kemligiga bog*lanishi ko‘rsatib berildi.

Monomerlar ikkitasi yugori o‘zgaruvchan (Repeat Variable Diresidue,
RVD) 12- va 13- pozitsiyalarda joylashgan 34 aminokislotalar qoldig‘idan iborat
tandem takrorlarni namoyish etadi.1 Bunda aynan o‘sha yugori o‘zgaruvchan
aminokislotalar belgilangan nukleotidlarni tanib olishga javobgar hisoblanadi. Bu
kod tug‘ma (degenerativ verrojdennsiy) hisoblanadi. Ba’zi yugori o‘zgaruvchan
aminokislotalar bir necha nukleotidlar bilan turli samaradorlik bilan bog‘lanishi
mumkin. Bunda TALE monomerlari bog‘lanadigan 5’- oxir nukleotid ketma-
ketligi oldidan nishonlangan DNK molekulasida doim fagat timidin nukleotidi
joylashgan bo‘ladi, bu esa bog‘lanish samaradorligiga ta’sir etadi.. So‘nggi 3-
uchi tanib olish saytiga bog‘lanuvchi tandemli takror 20 aminokislota goldig‘idan
iborat bo‘lib u yarim takror deb nomlanadi.

TALE ogsillari yordamida DNK kodlarining o‘qgilishi aniglanganidan so‘ng
o‘zining soddaligi  (bir monomer- bir nukleotid) bilan butun dunyo
olimlarining qizigishini uyg‘otdi va TALEN - ximerik nukleazalar yaratish
bo‘yicha birinchi tajribalar amalga oshirildi.s Shu magsadda TALE domeniga
bog‘lanib DNKni kodirlovchi izchillikni plazmida vektoriga kiritildi, bu vektor
ilgari  ZFN texnologiyasini yaratishda foydalanilgan. Natijada DNKga
bog‘lanuvchi domenni va Fokl restriksiyalari endonukleazalarining katalitik
domenini o‘z ichiga olgan sun’iy ximerik nukleazalar ekspressiya giluvchi genetik
konstruksiyalar yaratildi. Bu texnologiya DNK-bog‘lovchi domen turli yuqori
o‘zgaruvchan monomerlarni (Repeat Variable Diresidue, RVD) birlashtirgan
holda istalgan nukleotid ketma-ketligi nishon bo‘lgan sun’iy nukleazalar yaratish
imkonini beradi. Ko‘p hollarda A, T, G, C nukleotidlarini mos ravishda bog‘lash
uchun Asn va lle (NI), Asn va Gly (NG), ikki Asn (NN), His va Asp (HD)

larni o‘z ichiga olgan yugori o‘zgaruvchan (RVD) monomerlardan foydalaniladi.
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Bunda yuqori o°‘zgaruvchan monomerlar-RVD NN, A hamda G sifatida

bog‘lanishi mumkin. Ko‘plab tajribalarda guaninning yanada spesifikroq
bog‘lanishi uchun NH yoki NK monomerlari go‘llanilganida keraksiz nishonga
bog‘lanish xatoliklarini kamaytiradi. Yuqori o‘zgaruvchan monomerlardagi-
RVD (H yoki N) birinchi aminokislota qoldig‘i bevosita nukleotidga
bog‘lanishda gatnashmaydi, lekin fazoviy konformatsiyani stabillash uchun javob
berishi aniglandi. Ikkinchi aminokislota qoldig‘i nukleotid bilan o‘zaro
bog‘lanadi, bunda bog‘lanish tabiati turlicha: D va N azotli asoslar bilan vodorod
bog‘larini hosil giladi, lekin | va G Van-der-Vaals kuchi hisobiga nishonlangan
nukleotidlar bilan bog*lanadi.

Domenga bog‘lanuvchi sun’iy DNK yadro lokalizatsiyasi signaliga, N-
uchi domeni va Fokl Kkatalitik domeniga ega bo‘lgan yarimtakror genetik
konstruksiyaga kirgiziladi. Sun’ity nukleazalar uchun ishonlangan saytlar
quyidagicha tanlab olinadi: ular DNKning turli zanjirlarida bo‘lishi va speyser
ketma-ketligida kichik uchastkalarga (12-25 j.n.) ajratilgan bo‘lishi kerak bo‘ladi.
Sun’iy nukleazalarning yadroga borib joylashishi bilan ular nishonlangan saytlar
bilan bog‘lanadi, natijada S uchlarida joylashgan ximerik oqgsillarning Fokl
domenlari dimerizatsiyalanadi va speyser ketma- ketligiga ikki zanjirli bo‘shliq
hosil giladi. (1-rasm)

FeHOMHUHT MaKcagnu (HULWOHMKN) NOKYCH

[OHKra 6ornaHys4M goMeH Fokl kaTanuTuk goMeHm

Fokl kaTanuTuk QoMeHun

[OHKra 6ornaHyBYM gomeH

TALEN xuMepuK oKcunnapv xydrauru

OKcun gomeHnapu épaaMuaa HykneotuanapHu TaHnd onuw Kogu

Nl=A NG=T NN=G HD=C
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1-rasm. TALEN ximerik ogsillari yordamida ikki ipli (zanjirli) bo‘shlig Kiritish sxemasi. DNKga

bog‘lanuvchi ogsil domenining bir monomeri DNKning magsadli (nishonli) ketma- ketligida bir
nukleotidni tanib oladi. Bog‘lanish uchun monomerdagi ikki aminokislota qoldig‘i javob beradi, tanib
olish kodi keltirilgan (aminokislota qoldiglari bir harfda ifodalanadi). Tanib olish saytlari masofada
DNKning turli zanjirlarida joylashgan, bu esa Fokl katalitik domenlari dimerizatsiyasi uchun yetarlidir.
Fokl dimeri sifatida DNKga ikki zanjirli bo‘shliqg kiritadi.

Nazariy jihatdan DNKga bog‘lanuvchi domenlarning ma’lum tanib olish
saytlari bilan genomning istalgan uchastkasiga TALEN sun’iy nukleazalari
yordamida ikki zanjirli  bo‘shlig kiritish mumkin. TALEN nukleazalari
saytlarini tanlashdagi yagona cheklov, bu nishonlangan ketma- ketlikdagi 5’-uchi
oldidan T ning mavjud bo‘lish zaruriyatidir. Ammo speyser ketma-ketligi
uzunligini o‘zgartirish bilan ko‘p hollarda sayt tanlovlarini amalga oshirish
mumkin. DNKga  bog‘lanadigan domenning W232 qoldigi N-oxir
uchastkasining tarkibida 5’- T bilan o‘zaro birikadi, bunda u TALEN ning
nishonlangan saytlar bilan birikish samaradorligiga ta’sir ko‘rsatishi aniglangan.
Ammo A, G, yoki C bilan bog‘lana oluvchi TALEN N-oxirli domenining mutant
variantlarining seleksiyasi natijasida bu muammoni hal etish imkoni bor.

CRISPR texnologiyasi. TALEN ximerik ogsillari tizimi kashf gilinganidan
ikki yil o‘tib CRISPR genomni tahrirlash texnologiyasini faol go‘llash rivojlandi.
Bu texnologiyaning elementlari kodirlamaydigan RNK va Cas (CRISPR-
associated) ogsillari hisoblanadi. TALEN ximerik ogsillaridan fargli ravishda
CRISPR/Cas tizimi yordamida tanib olish xususiyati nishonlangan DNK va
kodirlamaydigan RNKIlarning o‘zaro komplementar bog‘lanishi hisobiga amalga
oshiriladi.

Bunda nukleaza faolligiga ega kodirlamaydigan RNK va Cas
ogsillaridan iborat kompleks hosil bo‘ladi. Ba’zi bakteriya genlarida 1987 yilda
sirli takrorlar aniglangan, ularning funksiyalari qariyb 20 vyil davomida
noma’lumligicha qoldi. Bakteriya genlarining sekvens gilinishi genomda analogik
nukleotid ketma-ketligi ega bo‘lgan ko‘plab mikroorganizmlarning aniglanishiga
sabab bo‘ldi, bular xarakterli strukturaga ega, ya’ni noyob DNK-speyserlarining

gisga uchastkalari bir- biridan gisga palindrom takrorlar bilan ajralgan (2-rasm).
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Aynan ushbu xususiyatiga ko‘ra ular CRISPR deb nomlandi.

BOmKApYB KeTMa-KeT.IHKIAPH
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Bundan tashgari bu kabi CRISPR kassetalari bevosita ogsil mahsulotlari
nukleaza va xelikaza faolligiga ega bo‘lgan Cas genlari (CRISPR-associated-
CRISPR bilan assotsiatsiyalangan) yaginida joylashgan bo‘ladi. Bir-biridan
bexabar bioinformatiklarning uch guruxi speyser DNK ko‘plab fag va
plazmidalarning DNKsiga gomolog ekanligini 2005 yilda ma’lum gildi. 2007 yilda
CRISPR speyser lokusida mavjud va bakteriofagga chidamli bo‘lib borayotgan
Streptococcus thermophilus xujayralari bakteriofagning genom DNKsiga
komplementar ekanligi aniglandi. Shu tarzda CRISPR/Cas texnologiyasi noyob
mexanizm bo‘lib mikroorganizmlarni begona DNK kirishidan himoyalashi va
restriksiya- modifikatsiya tizimi bilan bir gatorda faol bo‘lib genetik ma’lumotlarni
gorizontal ko“chirilishini cheklashi aniglandi.

CRISPR- tizimlari prokariot organizmlar o‘rtasida keng targalgan: ular
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87% arxey va 48% eubakteriyalarda aniglangan. Shuning uchun har xil

organizm turlarida genomdagi (1-18) CRISPR-kassetalari miqdori kabi
takrorlarning miqgdori (o‘rtacha 60) va xajmi (o‘rtacha 23-37 n.j.), shuningdek
speyserlarning soni va xajmi (17-84 n.j.) o‘zgaruvchan bo‘ladi. Bunda bir kasseta
ichidagi  speyserlar va takrorlarning uzunligi o‘zgarmas va takrorlar
ketma-ketligi esa bir xil bo‘ladi.

Himoya mexanizmi uch asosiy bosgichdan iboratdir (2-rasm). Birinchi
adaptatsiya bosgichida bakteriya xujayrasiga kirgan begona DNKning Kkichik
fragmenti yangi speyser hosil qilib xo‘jayin genomining CRISPR-lokusiga
o‘rnatiladi. Virus genomida bu fragment protospeyser sifatida speyserga
komplementar va qisqa (2-5 n.j.) flankirlangan konservativ izchillikda mavjud
bo‘ladi, bu PAM (Protospacer Adjacent Motif; protospeyserga tegishli motiv) deb
nomlanadi. Yangi speyser doim CRISPR kassetasi oldidan AT ga boy lider ketma-
ketlik tarafidan o‘rnashadi, xuddi shu joyda promotor elementlari va regulyator
ogsillarning o‘tkazish saytlari joylashgan. Barcha izlanishlarga ko‘ra, aynan shu
tarzda ko‘pchilik CRISPR/Cas-tizimlarining nishonlari hosil bo‘ladi.

Transkripsiyaning ikkinchi bosqgichida barcha CRISPR lokuslari pre- crRNA
(poly-spacer precursor crRNA; CRISPR RNKning yarim speyserli o‘tmishdoshi)
uzunligida transkripsiyalanadi (2-rasm). Yetilmagan transkripning yetilgan crRNA
holatiga protsessing qilinishi CRISPR/Cas- tizimlarida ko‘p hollarda Cas6
endonukleazalari tomonidan amalga oshiriladi. 39-45 nukleotid uzunligidagi gisga
crRNA (CRISPR RNK) bir speyser ketma-ketligiga ega bo‘lib oxirlarida sterjen-
bigiz strukturasining shakllanishida ishtirok etuvchi takrorlar joylashgan: gidroksil
guruxiga ega takrorning so‘nggi sakkiz nukleotidlari 5’ uchida sterjen hosil giladi,
va to‘g‘nog‘ichsimon struktura 2, 3-siklik fosfat bilan 3-uchida ilmoqli urchuq
(bigiz)ni hosil giladi.

Uchinchi bosgich — begona RNK yoki DNKni interferensiya (faoliyatini
susaytirish) gilish, bu jarayon crrnA va cas-ogsillari kompleksining o‘zaro ta’siri
hisobiga amalga oshiriladi. CrrnA komplementar holda protospeyserning ketma-

ketligini tanib oladi va cas-ogsillari ularning buzilishini ta’minlaydi (2-rasm).
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DNK-nishonlarni effektor majmuasi bilan degradatsiya gilish uchun crrnA

nukleotidlarining DNK-nishonlari bilan o‘zaro -2, -3, -4 pozitsiyalarda (agar
+1 protospeyserning birinchi asosiga gabul gilinsa) komplementar birikishi ro‘y
bermasligi kerak. CrrnA va DNK- nishonlarning o‘zaro komplementar birikishi
ushbu pozitsiyalarda effektor majmuasining shakllanishini buzadi, bu esa genom
DNKsini girgishga va uning keyinchalik degradatsiyaga uchrashiga to‘sqinlik
giladi.

Viruslar va ularning Xxo‘jayin organizmlarining uzoq koevolyusiyasi
viruslarda criSPr-interferensiyalarga qarshi himoya mexanizmlarining paydo
bo‘lishiga olib keldi.

Bu bakteriya va arxeylarda crISPr/cas-tizimlarining katta Xilma-

xilliklarga ega ekanligi bilan tushuntiriladi.

Bioinformatik tadgiqotlar barcha crlSPr/cas-tizimlarini asosiy uch tipga (I-
[11) va bu tiplarni yana kamida 10 ta guruxlarga bo‘ladi. Hozirgi kunda bulardan S.
Pyogenes patogenidan ajratib olingan 1I-A tipining crlSPr/cas-tizimi genom
muxandisligida faol go‘llaniladi. Bu bakteriyada cas genining minimal to‘plami
aniglangan. Birgina polufunksional cas9 ogsili pre-crrnA protsessingini hamda
begona DNKning interferensiyasini amalga oshiradi.

CrrnA  protsessingi  kodirlamaydigan kichik RNK - tracrrnA (trans-
activating crrnA; transaktiviruyurmaya crRNK) bilan ham bog‘lig bo‘ladi. TracrrnA
molekulalari pre-crrnA ketma-ketliklarining takrorlari bilan dupleks hosil qilib
komplementar bog‘lanadi, xo‘jayin xujayralarning ribonukleazalaridan biri -
RNKaza I11, cas9 ishtirokida 5’ uchida 20- nukleotidli speyser ketma-ketligiga ega
bo‘lgan yetuk crrnA ning hosil bo‘lishi bilan dupleksni girgadi. Butun lokusga
Mg2+ ionlari ishtirokida cas9 ikki zanjirli ajralish kiritadi, bunda bu fermentning
HnH nukleaza domeni crRNA ga komplementar DNK ipini girgadi va RuvC -
domeni nokomplementar ipni girgadi. Cas9 S. pyogenes uchun DNK-nishon o‘zida
bevosita girgish amalga oshiriladigan uch nukleotiddan so‘ng 5'-nGG-3' RAM ni
tutmog‘i lozim. Il tipining Cas9 uchun S. thermophilus va Neisseria meningitidis

nishonlari mos ravishda boshga konsensusga ega- 5'-nGGnG-3' va
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5-nnnnGAtt-3'.

Genom muxandisligining umumiy strategiyasi sayt-spesifik nukleazalar

yordamida to‘rt asosiy bosgichdan iborat:

1. Genomda magsadli nukleotid ketma-ketligini tanlab olish.

2. Tanlab olingan nishonga vyo‘naltirilgan nukleaza konstruksiyasini
yaratish.

3. Ushbu konstruksiyani xujayra yadrosiga Kiritish.

4. Olingan mutatsiyalarning tahlili.

TALEN va CRISPR/Cas9 texnologiyalari yordamida ishlaganda ikki zanjirli
bo‘linmalarni spesifik Kiritish uchun saytlarni sinchkovlik bilan tanlab olish
zarur. Dastlabki  boinformatik tahlillarga ko‘ra, genomga ikki zanjirli
bo‘linmalarni  kiritish magsadsiz effektlarning ham ehtimolligi borligi bilan
tushuntiriladi.

Kerakli saytlarni tanlashda ketma-ketliklarning takrorlanishidan va
genomning boshga rayonidagi yugori gomologiyalaridan gochish talab etiladi.

TALEN ximerik ogsillari tizimidan foydalanilganda bir necha sabablarga
ko‘ra magsadsiz effektlari vujudga keladi. Birinchidan, bu spesifik nukleotidlar va
RVD bog‘lanishning effektivligidagi farglardir. NN va HD monomerlari
nukleotidlar bilan kuchli vodorod bog‘lar hosil giladi, bu vagtda NG va NI —
kuchsiz shakllanadi. Bu DNK- taniydigan domenlarni magsadli saytlardan bir
necha nukleotidlarga farglanuvchi saytlar bilan bog‘lanishiga imkon berishi
mumkin. Ikkinchidan, kodning tug‘ma bo‘lgani uchun monomerlarning
nukleotidlar bilan bog‘lanish ehtimolligi mavjud, masalan, NG va A larning o‘zaro
bog‘lanishi. Uchinchidan, ikki nukleazalarning Fokl domenlari bir hil DNKga
bog‘lanuvchi domenlari (gomodimerlarning hosil bo‘lishi) bilan dimerizatsiyaga
uchrashi mumkin. Bu muammo majburiy geterodimerlar sifatida ishlovchi Fokl
domenlariga ega TALEN tizimini yaratish orgali bir qgator ishlarni amalga
oshirish davomida hal etilgan.2 Ehtimolli magsadsiz effektlar nukleazalar tanish
saytlari orasidagi speyser DNKning xajmi gayd etilmaganligi natijasida sodir

bo‘lishi mumkin. Bu xususiyat Fokl domenlari dimerizatsiyalanishi uchun yetarli
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masofada joylashgan nukleazalarning magsadsiz saytlar bilan bog‘lanishida ikki

zanjirli bo‘shliq kiritish imkonini beradi.

S. pyogenes cas9 nukleazalari 5'-NGG-3' konsensusi bilan RAM larning
majburiy ishtirokini talab etadi, bunda kam miqdorda bo‘lsa ham u nishonlarni
tanlashni cheklaydi. Xususan, odam genomida magsadli (nishon) saytlar har 8-12
n.j. laridan so‘ng joylashgan bo‘ladi. CRISPR/cas9 tizimining asosiy kamchiligi —
magsadsiz mutatsiyalar paydo bo‘lishining nisbatan yuqori ehtimolligidadir. In
vitro, Dbakteriyalarda va odam xujayralarida olib borilgan tajribalarda 20
nukleotidli sgRNA (single guide RNA) larning speyser uchastkalarida ba’zi bir
nukleotid almashinuvlari CRISPR/cas9 tizimining sezilarli darajada faolligini
susaytirishga olib kelishi ma’lum gilingan, aynigsa agar bu almashinuvlar sgRNA
ning so‘nggi 10-12 nukleotidlari 3'-oxirlarida joylashgan bo‘lsa. Shu bilan bir
vaqtda sgRNA ning 5'-oxiridagi almashinuvlar tizimning faoliyati uchun hech
ganday ta’sir o‘tkazmaydi. Ammo ma’lumki, agar sgRNA ning 3-oxiridagi bir
yoki ikki nukleotidli almashinuvlar CRISPR/cas9 tizimining faoliyatiga ta’sir
etmaydi, va aksincha, agar 5'-oxirida joylashgan bo‘lsa faoliyatga to‘sqinlik giladi.
Umuman olganda, maqgsadsiz effekt cas9 uchun 5'-oxiri nukleotidlariga nisbatan
kam ahamiyatga ega ketma-ketlikni yo‘naltiruvchi 3'-oxiridagi —8-12 n.j.
almashinuvlarning joylashishlari bo‘yicha aniglanadi, bunda Cas9 i sgRNA
larga kiritiladigan almashinuvlar va aynan nishon-sayt xususiyatlarining
konsentratsiyasi va migdori uchdan oshmasligi lozim. Ko‘rsatilgan kamchiliklarni
yengish cas9 ortologlarini go‘llashga asoslangan usullarni gidirish  va ishlab
chigishga imkon beradi. Bularning faolligini ta’minlash uchun murakkab
konsensus ketma-ketlikka ega RAM zarur hisoblanadi. Masalan, Il tip N.
meningitidis CRISPR/cas PAM larni 5'- NNNNGATT-3', konsensusi bilan taniydi,
bu jarayonda nishon tanlash imkoniyatini cheklab spesifiklikni oshirishi mumkin.

CRISPR/cas tizimlari yordamida genomni tahrirlash spesifikligini oshirish
maqgsadida sgRNA jufligi (ZFN va TALEN juftlik anologlari singari) bilan ikki
Cas9 nikazalaridan foydalaniladi. Ushbu sgRNA jufligi Fokl domenlari bilan fagat
ikki mustaqil ogsillarning ta’siri asnosida DNKga bo‘shliq (parchalash) kiritadi.1
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Bir katalitik faol domenlarning mutatsiyasi (HNHda D10A va RuvCda H840A)
Cas9 nukleazasini DNK-nikazaga aylantiradi. Agar DNKning ikkala zanjirini Cas9

nikaza juftligi bilan girgilsa sayt spesifik ikki zanjirli bo‘shliglar hosil gilishga olib
keladi, bu bo‘shliglar DNK uchlarining (oxirlari) nogomologik (NHEJ- non-
homologous end joining) tikilishi yordamida gayta juftlashadi, bunda alohida
bo‘lgan bir zanjirli parchalanishlar yuqori ekssiziya (BER- base excision repair)
asosida samarali ravishda qayta juftlashadi. Ikki Cas9 nikazalarini sgRNA
juftligi bilan go‘llash magsadsiz mutatsiyalarning hosil bo‘lishini sezilarli darajada
kamaytirishi va bu jarayonda maqgsadsiz mutatsiyalarning chigishi butunlay
nukleazalarning go‘llanilishiga bog‘ligligi ko‘rsatib berilgan.

Keltirilgan CRISPR/ Cas9 va TALEN tizimlari yordamida magsadli
(nishonli) saytlarni tanib olish imkoniyatlari shu kabi saytlarni gidirishda qo‘llash
uchun kompyuter algoritmlarini tuzishda e’tiborga olingan. Hozirda turli
kompaniyalar tomonidan yaratilgan onlayn dasturlash ta’minotlari mavjud bo‘lib,
ular CRISPR/ Cas9 va TALEN tizimlarining potensial saytlarini tanlash, hamda
ehtimolli magsadsiz effektlarni aniglash uchun ham mo‘ljallangan. DNKga
bog‘lanuvchi domen deyarli bir xil takrorlardan tashkil topgan, shuning uchun
TALEN ni ekspressiya giluvchi genetik konstruksiya tuzishda texnik xarakterga
ega muammolarni hal etish talab etiladi. Bu borada 20-30 va undan ortiq
monomerlardan iborat TALE DNKga bog‘lanuvchi domenlarini yaratish imkonini
beruvchi bir gator usullar taklif etilgan. Ushba strategiyalardan biri DNKni 1l tipli
restriksiya endonukleazalari va ligirlash-REAL (REstriction and Ligation) bilan
gidrolizlash orgali DNKni standart klonlashtirishga asoslangan.1 Bunda birinchi
bosgichda 5°- va 3’- oxirlaridan (uchlari) restriksiya endonukleaza saytlari
kiritilgan monomerlar kutubxonasi tayyorlanadi. DNK gidrolizidan so‘ng
juftlikdagi Igirlash jarayonlari o‘tkaziladi va buning natijasida dimerlar (NiNz,
N3N4, N2k-1N2k) hosil bo‘ladi, bular keyinchalik tetramerlarga birlashadi. Bunda
to‘g‘ri ketma-ketlikka turli restriksiya endonukleazalarini qo‘llash orqali erishiladi.
Bu usul murakkab va uzoq vaqt talab etadi, har bir bosgichda reaksiya

mahsulotlarini tozalash hamda yo‘nalishning to‘g‘riligini tasdiglab borish ham
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talab etiladi. Bu jarayonlarni tezlashtirish magsadida mono-, di-, tri- va
tetramerlarni o‘z ichiga olgan 376 elementlardan iborat kutubxona yaratilgan.

Effektivlikni oshirish va vyig‘ish jarayonlarini tezlashtirish maqgsadida
Golden Gate reaksiyasi go‘llaniladi, bu bir reaksiya aralashmasida bir vaqtning
o‘zida ligirlash va restriksiya endonukleazalari yordamida gidrolizlash imkonini
beradi (3-rasm).

MoHomepnap

S B2 B R EERERBRE
OpanuiK K-yn4oBnu KOHCTPYKUMSAnap

I 7 Peakuus
b i
DA - WD, - DA, o
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(yun) (yum)
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3-rasm. TALEN ximerik ogsillarini ekspressiyalovchi genetik konstruksiyalarni yaratish uchun Golden Gate
klonlash tizimi asosida modulli ierarxik ligirlash strategiyasining sxemasi. A- birinchi bosgichda detallar
to‘plamidan iborat o‘ziga xos “konstruktor”ni tagdim etuvchi monomerlar kutubxonasi yaratiladi. Ushbu detallar
spesifik oligonukleotid praymerlar yordamida amplifikatsiya gqilingan monomerlarning ketma-ketliklaridir.
praymerlar shu tarzda tuziladiki, IS tipli endonukleaza restriksiyalarining gidrolizi natijasida yopishgoq uchlar
hosil bo‘lishi zarur, bu yopishqoq uchlar tayyor konstruksiyada monomer pozitsiyasini (joylashuvini) aniglab beradi.
B- bir Golden Gate reaksiyasida bir vaqgtning o‘zida bir necha monomerlarni ligirlash imkoniyati bor, bularning
natijasida oraliq k-o‘Ichovli konstruksiyalar olinadi. V- so‘nggi bosgichda Golden Gate reaksiyasi o‘tkaziladi,
buning natijasida bir necha oraliq k-o‘lchovli konstruksiyalarning va TALEN ning qolgan elementlarini

o‘zida tutgan “asos” plazmidalarning restriksiya va ligirlash hodisasi sodir bo‘ladi.

In vitro sharoitlarda va bakteriya xujayralarida CRISPR/ Cas9
yordamida DNKni qirgish uchun quyidagi komponentlar talab etiladi va yetarli
hisoblanadi: kodirlamaydigan RNK tracrRNA va pre-crRNA, RNKaza Il va
Cas9 ogsili. Ushbu tizimni sut emizuvchilar xujayralarida go‘llash bir gator
afzalliklarni beradi.

Birinchidan, SpCase9 (Cas9 S. pyogenes) nukleazasi kodonlar
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tomonidan optimallashtirilgan yuqori eukariotlar xujayrasidagi transkripsiya

jarayoniga moslashishi zarur hamda yadro kompartmentalizatsiyasini ta’minlash
uchun yadro lokalizatsiyasi signallarini birlashtirish lozim (NLS- nuclear
localization signal). Ikki NLS Cas9 ni yadroga samarali (effektiv) yo‘naltirish
uchun yetarlidir.

Ikkinchidan, eukariot xujayralarda pre-crRNA larni tayyor bo‘lishi uchun
ekzogen RNKaza Il kiritilishi talab etilmaydi, chunki bu vazifani o‘z xujayra
RNKazalari samarali amalga oshiradi.

Uchinchidan, kodirlamaydigan ikki RNK o‘rniga ko‘pincha yagona ximerik
sgRNA kiritiladi, bunda sintetik struktura “bigiz-asos” yordamida tabiiy crRNA-
tracrRNA duplekslarni o‘rnini  bosish magsadida yetuk crRNA tracrRNA
gismi bilan birlashgan bo‘ladi (4-rasm). sgRNA transkripsiyasi uchun mos
keluvchi promotor talab etiladi, masalan RNK-polimeraza Ill alogador UG6-
promotori.

Feng Zang (Feng Zhang) laboratoriyasida dastlabki plazmida
konstruksiyalari yaratilgan bo‘lib bu konstruksiya CRISPR/Cas9 ishlashi uchun
talab etiladigan elementlaridan tashkil topgan. PX260/pX334 plazmidalari
tarkibida uch ekspressiyalovchi  kassetalar mavjud bo‘lib bular; Cas9-
nukleaza/nikaza, CRISPR RNK-matritsasi va tracrRNA (5-rasm). Nishon- ketma-
ketligini o‘zgartirish uchun bu konstruksiyadan fagatgina dastlabki 30-nukleotidli
yo‘naltiruvchi izchillikni kesib olish talab etiladi. Bu izchilliklar  Bbsl
flankirlangan saytlar hisoblanib, uni sun’iy sintez gilingan izchilliklar bilan
almashtiriladi. Ushbu jarayonni amalga oshirish uchun magsadli ketma-ketlikka
komplementar va mos ravishda yopishqoq uchlarni o‘zida tutgan 30-a’zoli

oligonukleotidlar birga erib va plazmidaga ligirlanadi.
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4-rasm. Magsadli (nishonli) lokuslarga ikki zanjirli bo‘shlig kiritish uchun yagona Xximerik sgRNA.
SgRNA majmuasi va Cas9 DNKning tanlangan saytlariga ikki zanjirli bo‘shlig Kiritish
imkoniyatiga ega. SgRNA- sun’iy yaratilgan konstruksiya bo‘lib u o‘zi bilan RNK ning bir
molekulasiga birlashgan CRISPR/Cas9: srRNA-tracrRNA tizimining elementlarini taqdim etadi.
Protospeyser - CRISPR/Cas9 tizimi taniydigan sayt. Speyser — sgRNA tarkibidagi ketma-ketlik
bo‘lib, magsadli saytning o‘zaro komplementar bog‘lanish prinsipi bo‘yicha bog‘lanishiga javob beradi.
RuvC va HNH — katalitik domenlar bo‘lib, DNK zanjirlarining magsadli saytlarida ikki zanjirli bo‘shliq
kiritadi. PAM — gisga motiv (NGG- CRISPR/Cas9 sharoitida), uning mavjudligi protospeyserning 3’-
oxiridan (uchidan) ikki zanjirli bo*shliq kiritish talab etiladi.

PX330/pX335 plazmidalari ikki ekspressiyalovchi kassetalarni o‘zida tutadi:
Cas9-nukleaza/nikaza, 85-nukleotidli tracrRNA ni o°‘z ichiga olgan ximerik
sgRNA. Yo‘naltiruvchi  ketma-ketlikni almashtirish  prinsipi o‘zgarmagan,
lekin uning uzunligi gisqa — 20 nukleotid, bunda 20-m guanin bo‘lishi kerak,
hamda u6-promotor bu asosni transkripsiya boshlanish nuqgtasida ushlaydi. Bundan
tashgari bu plazmidalarga 2A-GFP yoki 2A-Puro saytlari  kabi  go‘shimcha
elementlar kiritilishi mumkin, bularning vazifasi - plazmidalarni o‘zida tutgan

xujayralarni keyinchalik seleksiya gilishdan iborat.

CyT 5MH3YBYHIAP

SgRNA npoMoTopH
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5-rasm. CRISPR/Cas9 tizimlari elementlarini ekspressiyalovchi genetik konstruksiya sxemasi. hCas9 —
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eukariot xujayralarda ekspressiya gilish uchun optimallashtirilgan Cas9 ogsilining ketma-ketligi. sgRNA-
faol bo‘lish uchun crRNA va tracrRNA gismalarini o‘zida tutgan yagona ximerik RNK. NLS — yadro
lokalizatsiyasi signali, uning vazifasi konstruksiyalarni yadroga tushishini ta’minlashdan iborat. Poli (A) —
poliadenillanish signali.

Odam, sichqon va boshga organizmlar xujayra kulturalarining
transformatsiyasi uchun ko‘pincha plazmidalardan foydalaniladi, bu plazmidalar
cas9 va in vitro sgRNA nukleazalarning ishlab chigarilishini ta’minlaydi. Butun
organizm transformatsiyasi uchun Sas9 mMRNK lariga va bir xujayrali
embrionlarning sgRNA lariga mikroin’eksiya maxsus usullari ishlab chigilgan. Bu
usul sichqon, danio (Danio rerio) va drozofilalarda faol qo‘llaniladi. Keng
gamrovdagi gen nokauti uchun sgRNAIlarning katta kutubxonalaridan foydalanib
lentivirus  vektorlar qo‘llaniladi. Xujayralari zich xujayra devoriga ega
o‘simliklarda  protoplastlarning  plazmida transformatsiya usuli  hamda
Agrobacterium tumefacients yordamidagi agroinfiltratsiya usuli go‘llaniladi.

3.2. Genom muxandisligida TALEN va CRISPR/Cas qo‘llanilishi

TALEN va CRISPR/Cas9 tizimlarini yaratish genom muxandisligining
rivojlanishida muhim bosgichlardan hisoblanadi. Bu tizimlarning vyaratilishi,
ularning arzon va sodda tuzilishi fundamental va shu gatorda amaliy fanlarning
rivojlanishiga kuchli turtki berdi. Bu texnologiyalarni ozig-ovqgat, gishlogq xo‘jaligi
va tibbiyot kabi turli sohalarda qo‘llanilishi hagigatdan ham hayratlanarli

yutuglarga sabab bo‘lmogda.

| Nukleaza | Ob’ekt | Gen | Qo‘llanishi
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Odam xujayralari
(Homo sapiens)

cerb, akt2, el7k,
angptl3, apob, atgl,
c6orf106, celsr2, cftr,
ciita, foxol, foxo3,
glil, glut4, hbb, hdac1,
hdac2, hdac6, hmga2,
hoxal3, hoxa9,
hoxc13, hprt, il2rg,
jak2, kras, linc00116,
maoa, map2k4, mdmz2,
met, mlh1, msh2,
mutyh, myc, mycl1,
mycn, nbn, ncorl,
ncor2, nlrc5, ntf3,
pdgfra, pdgfrb, phf8,
plinl, pms2, ppplrl2c
(aavsl), ptchl, pten,
rara, rbbp5, recql4, ret,
runxl, sdhb, sdhc,
sdhd, setdbl, sirt6,
smad2, sortl, sox2,
klf4ss18, suz12, tfe3,
tp53, tribl, tsc2, ttn,
vhl, xpa, xpc, abll, alk,
apc, atm, axin2, bax,
bcl6, bmprla, brcal,

nokaut,
kiritish

TALEN

Achitqi
(Saccharomyces
cerevisiae)

URA3, ADE2, LYS3

nokaut,
kiritish

Nematoda
(Caenorhabditis
elegans)

ben-1, tex-1, sdc-2

nokaut

Drozofila
(Drosophila
melanogaster)

yellow, crhdrl, ponzrl,
bmil, cdhb5, dip2a,
elmol, epaslb, fh,
golden, gria3, hey2,
hiflab, ikzf1, jak3,
moesina, myod, phf6,
ppplcab, ryrla, ryr3,
scl6a3, tbx6, tnikb, th,
fam46c, smad5

nokaut,
kiritish

Ipak qurti (Bombyx
mori)

blos2

Nokaut

Chigirtka
(Gryllus bimaculatus)

lac2

nokaut

Qurbaga
(Xenopus tropicalis)

ets1, foxd3, grp78/bip,
hhex, noggin,
ptfla/p48, sox9, vppl

nokaut
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Sichgon c9orf72, fus, lepr, nokaut,
(Mus musculus) paklipl, gprb5, rprm, | Kiritish
fbxo6, smurfl,
tmem?74, wdr20a,
dcafl3, fam73a, mikl,
mstn, pibfl, sepwl,
rab38, zic2
Kalamush bmpr2, IgM nokaut
(Rattus norvegicus)
Cho‘chga amely, dmd, gdf8, nokaut
(Sus scrofa) ggta, ghdrhdr, il2rg,
Idlr, rag2, rela (p65),
sry
Sigir (Bos taurus) acan, gdf8, ggta, mstn, | nokaut
prnp
Arabidopsis adhl nokaut
(Arabidopsis thaliana)
Tamaki SUrA\, surB, hax3 nokaut,
(Nicotiana Kiritish
benthamiana)
Toroyoq o‘ti abal, cxk2, coil, htal, | nokaut
(Brachypodium rht, sbp, smc6, spl
distachyon)
Sholi (Oryza sativa) avrxa7, pthxo3, badh2, | nokaut
ckx2, dep1, sd1
CRISPR/ Cas Achitqi CAN1, ADE2 nokaut,
(Saccharomyces Kiritish
cerevisiae)
Odam xujayralari dnmt3b-tdTomato, Kiritish
(Homo sapiens) pou5fl(oct4), emx1,
dyrk1la, grin2b, egfp,
ccrb, c4bpb, pvalb,
aavs, akt2, celsr2, ciita,
glut4, linc00116, sortl,
Idir
Nematoda dpy-11, unc-4, ben-1, nokaut,
(Caenorhabditis unc-36, daf-2, klp-12, | kiritish
elegans) lab-1, egfp, dpy-11,
lin-5, rol-1, dpy-3, unc-
1, dpy-13, unc-119,
klp-12
Drozofila yellow, white, rosy, nokaut,
(Drosophila cg14251 (k81), Kiritish

elanogaster)

cg3708cg17629 (kI-3),
light
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Danio
(Danio rerio)

etsrp, gatas, etsrp,
gsk3b, apoea, fh, fhl,
thl, rgs4, tiall, tphla,
drd3, egfp, tyr, gol,
mitfa, ddx19, sema3fb,
dre-mir-126a, dre-mir-
126b, dre-mir-17a-1—
dre-mir-92a-1, dre-mir-
17a-2—dre-mir-92a-2,
fgd5,
ensdarg00000070653,
ensdarg00000076787,
psmfl, dre-mir-126a,
dre-mir-17a-2, dre-mir-
92a-2, tardbp, tardbpl,

nokaut,

Kiritish,
Xromosomada gayta-
qurish

c13h9orf72
Qurbaga tyr, six3 nokaut
(Xenopus tropicalis)
Cho‘chga (Sus scrofa) | gdf8, p65 nokaut,
Kiritish
Sichgon (Mus tetl, tet2, tet3, sry, uty, | nokaut,
musculus) rosa26, hprt, egfp, th, Kiritish
rheb, uhrf2
Kalamush (Rattus dnmtl, dnmt3a, nokaut,
norvegicus) dnmt3b, tetl, tet2, tet3, | Kiritish
mc3r, mc4r
Arabidopsis pds33, fls2, bril, jazl, | nokaut,
(Arabidopsis thaliana) | gaj, chl, chl2, 5913930 | Kiritish
Tamaki pds nokaut,
(Nicotiana Kiritish
benthamiana)
Sholi ods, badh2, mrk2, nokaut,
(Oryza sativa) 02g2s3w8e2e3t, 1rlo, | kiritish
cs5w, eseptpl,4 ysa,
myb1, caol, lazyl
Bug‘doy (Triticum mlo nokaut

aestivum)

Ammo hozirgacha ularning go‘llanishi bo‘yicha spesifik va havfsizligiga

bog‘lig (nojo‘ya ta’sirlari entimolligi tufayli) bir necha muammolar ochigligicha
golmoqgda, masalan, davolashda qo‘llash uchun organizmga qanday Kiritish
mumkinligi va ushbu tizimlardan gaysi biri samarali va havfsiz degan savollar
hanuzgacha ochigligicha golmoqda.

CRISPR/Cas9 texnologiyasi ZFN va TALEN usullariga nisbatan bir gancha
afzalliklarga ega, ya’ni uni yaratish bir muncha oson va yuqori samarador bo‘lib,

turli xujayra liniyalari va organizmlari genomlarida yuqori ishlab chiqgarish va ko‘p



Bioinformatika

tarmoqli tahrirlash imkoniyatiga ega.

Bugungi kunda texnologiyalarning gaysi birini gqo‘llash kerakligi bo‘yicha
aniq javoblar mavjud emas. Bu texnologiyalarni juda yaxshi tushinib
baholash uchun ularni o‘z afzalliklariga ega kichik detallarigacha bir-biriga
solishtirib o‘rganish talab etiladi. Shunda ham bu savollarga universal javob topish
imkoni bo‘ladi deyish qiyin hamda har bir konkret jarayon uchun turli hil
variantlarni qo‘llash va ularning ichidan maqgsad muvofiglarini tanlab olish
kerak bo‘ladi.

Nazorat savollari:
1. Genomni tahrirlash imkonini beruvchi ganaga texnologiyalar mavjud?
2. Zinc Finger texnologiyasi hagida gapirib bering?
3. TALEN texnologiyasi to‘g‘risida nimalarni bilasiz?
4. TALEN texnologiyasining ishlash mexanizmi ganaga?
5. CRISPR texnologiyasining mazmun-mohiyati qanday?
6. CRISPR texnologiyasining ishlash mexanizmi ganaga?
7. Genomni tahrirlash texnologiyalarining afzalliklari va kamchiliklari
nimalardan iborat?
8. Genomni tahrirlash texnologiyalarini gaysi sohalarda go‘llash mumkin?
9. Sun’iy tuzilgan genom konstruksiyalarini organizmga Kiritishning ganday
usullarini bilasiz?
10. Hozirgi kunda dunyo ilm-fanida genomni tahrirlash texnologiyalari asosida
ganaga tadqigotlar amalga oshirilmoqgda (oshirilgan), nimalarga erishilmoqda va bu

hagda ommaning fikri ganaga?
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IV. AMALIY MAShG‘ULOTLARINING MAZMUNI

1-amaliy mashg‘ulot: Bioinformatikaning asosiy prinsiplari.

Ishdan magqgsad: Genomlarni kartalashtirishda foydalaniladigan DNK
markerlari bilan tanishish. Genetik birikkanlik  kartalarini  tuzish dasturi
JoinMap 3.0 dasturiy ta’minoti ishlash prinsipi bilan tanishish. Assotsiatsion
kartalashtirish va ularning turlari LD (Linkage Disequilibrium), QTL (quantitative
trait locus) hamda NAM (Nested Association Mapping) usullari ish prinsiplari
bilan tanishish.

Masalaning go‘yilishi: Tinglovchi amaliy mashg‘ulotda Kkeltirilgan
vazifalarni bajarishi, tahlil gilishi va natija olishi lozim.

Ishni bajarish uchun namuna.

1-vazifa. DNK markerlari yordamida PZR skrining gilingan ma’lumotdan

foydalanib bir avlodga tegishli bo‘lgan individlarni genotipik baholang va

Microsoft Exel dasturi yordamida kodlang.

IR

-A- = [on ] cpi

fe v

A B C D E F G H | J K L M N 0 T

1 Phy_A Phy B Phy_B2 BNL_119 BNL_169 BNL_252 BNL_285 BNL_341 BNL_409 BNL_542 BNL_625 BNL_686 BNL_786 BNL_84(C
5 1c b h h a a h h a h h b h b a
6 2¢ a b b a a h h h h 2 h b h h
7 3c a b b b h b h a h b h h b a
8 4c a h h b b a h h a h h a a h
9 5¢ b a a h h h a b h h h b h a
10 6c h a a h h h b h h h h h h h
11 7c h b b a a b b h b a h h b h
12 9 a b b h h h h h h h a h h h
13 10c b h h a a b a b a h b a h h
14 11c h h h b b h h a h b h b h a
15 12¢ h h h h h b b h h a a h a h
16 13c h h h h h h h h a b a h h a
17 14c h a a h h b b h a h h a a h
18 15¢ h h h h h b a h b h h h h h
19 16¢ a a a a h a h h b b a b a b
20 17c h b b h h h b a b h h a b h
21 18¢ b h h h h h h a a h h h a a
22| 19¢ h h h h a a h h h h h h a b
23 20c b h h a a h h h b h b a h h
24 21c h h h a a b h h a h h a a a
25 22¢ a h h a a a h b b h h a b h
26 23c¢ h h h h h b h h b b h b h b

1]

2-vazifa. JoinMap 3.0 dasturida yangi loyiha yaratib unga kodlangan

ma’lumot Kiritilgan faylni yuklang.
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3-vazifa. Har xil algoritmlar bo‘yicha kalkulyatsiyalar o‘tkazing.
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4-vazifa. Birikanlik kartasida guruhlarni aniglang.
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5-vazifa. Endi yuqorida foydalanilgan individlar fenotipik xususiyatlari
bo‘yicha (tajriba daftaridan foydalanib) fenotipik baholang va Microsoft Exel

dasturi yordamida kodlang.

@ H 9 : Phenatype_F2 [Pewm comsecrnmocr] - Excel L S I
PR | CTABA | PANETACIAMA  GOMDNS  AE  PUDOWOAME 1 KAKCTPOR  fomt

joe POF Bron

- -

A B C Dl E F G H | J K L M N (@) |

6 1c 120 17 10| 10 26 a 4-5 2/0 npegen | 1 cpen cpen pack
7 2c 140 7 5 |36 42 a 4-5 3N He npeq |1-2| cpeg cpea pack
8 3c 30 He pasBuBarncs

9 4c 110 10 6 18 OnapgeHune nNnogoanemMeHToB He npea |2-3| cnab ronbii pack
10 |5¢ 200 10 - 136 45 a 4-5 28/1 Henpea | 2 | CunbH ronbii pack
11 6¢c 100 BUnKa He doTonep. | A 4-5 5/2 He npeqg | 2 cpeq ronbin pack
12 7¢ 140 10 4 |26 35 q 4-5 7/0 He nped | 1-2| cunbH pack
13 |9¢ 170 13 4 |22 34 a 4-5 8/0 He npea | 1-2| cunbH ronbii pack
14 10c 190 8 4 36 43 a 4-5 8/0 He npeA |2-3| cunbH ronbiit pack
15 11¢ 130 27 4|3 29 - - - Henpea | 2 | cnab cnab pack
16 [12¢ 110 8 - 126 33 3 1/0 He npeq | 1 cnab rosnblit pack
17 [13¢ 90 7 3 ]16 22 w 4-5 18/2 He npea | 1 cpea cnab pack
18 |14c 150 6 36 41 a 4-5 14/0 He npeq | 1 cnab cnab pack
19 15¢ 80 T - |22 28 a 4.5 10/2 | He npen |1-2| cnab ronblit pack
20 |16¢ 100 5 2 |24 28 q 4-5 8/1 He npea | 1-2| cnab ronblit pack
21 [17¢c 90 6 514 19 A 345 12/5 |Henpen | 2 | cpea rofnblit pack
22 |18¢c 180 5 3 |40 44 OnapieHue NnoaoanemMeHTos CUMBH ronblit pack
23 19c 190 25 6 |22 46 a 4.5 5/0 He npea | 1 cpen ronblit pack
24 20c 170 8 526 33 q 4-5 6/0 |Henpea| 1| cnab ronblit pack
25 21c 50 He passuBancs cnab ronblit pack
26 22¢ 160 7 [1]36] 42 [a] 45 81 |wenpea [1-2] cpen CUIbH pack

MutanteWild (Ghir) | WildxMutant (G.bar)

6-vazifa. WinQTL Cartographer 2.5 dasturida yangi loyiha yaratib unga JoinMap
3.0 dasturiy ta’minoti natijasida yaratilgan faylni va kodlangan fenotipik ma’lumot
Kiritilgan faylni yuklang.
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7-vazifa. Endi 6-vazifa bo‘yicha tajribalarni QGene 4.3.10 dasturida bajaring.
QGene 4.3.10 da yangi loyiha yaratib unga JoinMap 3.0 dasturiy ta’minoti

natijasida yaratilgan faylni va kodlangan fenotipik ma’lumot Kkiritilgan faylni

yuklang. Birikkanlik kartalarini tekshirib oling.
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Nazorat savollari:

1. Kartalashtirish hagida nimalarni bilasiz?
2. Birikkanlik kartalari deganda nimani tushunasiz?
3. Genom kartalari nimalar hagida ma’lumotlar beradi?

4. QTL kartalashtirishda foydalaniladigan ganday bioinformatik dasturlarni bilasiz?

2-Amaliy mashg‘ulot.

Genomni tahrirlash texnologiyalari.

Ishdan magsad: Nukleotid ketma-ketliklar ma’lumotlar bazasi (EMBL,
DDBJ, NCBI, UniGene, STACK, EMBL-SVA) resurslari bilan tanishish. Genom
ma’lumotlar bazasi (Genomes Server, Proteome Analysis, Ensembl) resurslari
bilan tanishish. Ogsil ketma-ketliklari ma’lumotlar bazasi hamda aminokislota
ketma-ketliklari ma’lumotlar bazasi (UniProtKB/Swiss-Prot, GOA, ENZYME)
resurslari bilan tanishish. NCBI ma’lumotlar bazasi BLAST tahlili va Ugene 1.21.0
dasturiy ta’minotidan foydalanib genlarni anotatsiya gilishni o‘rganish.
Masalaning geo‘yilishi: Tinglovchi amaliy mashg‘ulotda keltirilgan vazifalarni
bajarishi, tahlil gilishi va natija olishi lozim.

Ishni bajarish uchun namuna.
1-vazifa. 1l-amaliy mashg‘ulot natijasida aniglangan QTL markerining
G.hirsutum g‘o°za turi to‘lig genomidan foydalanib In silico PCR algoritmi bilan

Ugene 1.21.0 dasturida tegishli DNK ketma-ketligini aniglang.
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FEATURES tion/Qualifiers

misc_festure  1..20
/noves"priner=

misc_teature  complement (231..250)
/notem"primer®

ORIGIN

61

121 CATAACATAC TTTTCTACAC GATGGTATTT TGITATCGTA CTTTACAGAC ARTTCCCAGS
181 AGTGTGTIGT

241 GA

length 685 _lines :16 16 Col:1 Sel:0)0 DX uTE-8 ws

2-vazifa. In silico PCR mahsulotidan olingan DNK ketma-ketligini NCBI

ma’lumotlar bazasiga yuklang.
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Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gifs). or FASTA sequencels) & Cleat Query subrange
From
To
Or, upload file

Job Title

Align two o more sequences 4

Choose Search Set
Database Human genomic + transcript ) Mouse genomic + transcript ® Others (v etc )
Nucleotide coliection (nr/nt) e

Exclude %
Enter organiam ¢ me, binomial 0 313 wi be shown
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Limitto Sequencas from typa mateaal
Options)
Entrez Query
Optional Enter an Enfrez query o Iimit search @

Program Selection
Optimize for ® Highly simiar sequences (megablast)
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T algontm @

EASTD) | Search database Nucleotide collection (ar/nt) using Megablast (Optimizs for highly similar sequences)
Show resuts in & new wiodow

(@ Algorithmn parametars

3-vazifa. NCBI ma’lumotlar bazasiga yuklangan DNK ketma-ketligini tahlil
gilish uchun BLAST tugmasini bosing.

oiin Opswa B Kypuan Jawnsaon Pncrpyesu Crpana oo 3. sl
x| = i %/ = no * \ @ Biox avema % B Bior i * [ Bioi i x|+
€) 0@ hpsivi cihgow/Bisst [ (G e m— s @ & 4O =

NEWS || MOTOAA ) BLAST | Transiators Adicles

CELL comp.

Hotkeys >+ Torg.com I/ GlobalRust % 4904 [ 0TM () 589 @ Presentat [} InTechOpen @ RAST ofp FGENESH 1% FreeDonnloadMansger | O Mpssuranos e

BLAST® » blastn suite » RIDHTUUGIP201R Home RecentResuits Saved Strategies  Holp
BLAST Results

esubnd  Save Search Stategies > Far Youlll3 How 1o read this page  Blast report descngtion

RID HIUUGIPR01R (Expires on 04-25 23:50 pm)
Query 1D il|Query_178407 Database Name e
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type  nudeic aod Program BLASTN 2.3.1+ ® Citation
250

S Graphic Summary

Mouse over 10 see the deflne, click to show alignments

Color key for alignment scores

°
Max Total Query E
Descrtn scors {ocre | cow | seive;| B | Aecesin
one MXO4SEQS i05_complete sequance 462 462 100% 16126 100% A
ne 1 s compiate sequence 305 425 100% 2079 99%
e TM vacy Vaciyt) oene complete 305 425 100% 2679 99%
) aimondii gase-like (LOC105T RNA 156 20 47% Geds 100%

olar invertase MRNA, cc

158 220 47% 6e-35 100%

4-vazifa. Qidiruv natijasida topilgan ketma-ketliklarni birma-bir tahlil giling.
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GenBank «

cds

GenBank GU252170 1
EASTA Graphics

card ) O'MU B Bnomaneryns

Gossypium hirsutum cultivar TM1 vacuolar invertase 1 (Vacinv1) gene, complete

Soto &

DEFINITION Gossypium hirsutum cultivar TML vacuolar invertase 1 (Vaclavl)
gene, complete cds.

ACCESSION  GU252170

vERSION  GU252170.1 G1:310722810

KEYWORDS .

source Gossypium hazsutum (upland cotton)

Goasypium hirsutum

FPentapetalae; rosids; malvids; Malvales; Kalvaceme; Malvoideae;
Gossypium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 5265)
AUTHORS ~ Taliercio,E., Scheffler,J. and Scheffler,s.
TITIE  Characterization of two cotton (Gossypsum hirsutum 1) invertase

genes
JOURMAL  Mol. Biol. Rep. 37 (8), 3915-3920 (2010)
PUBMED 20300865
REFERENCE 2 (bases 1 to 5265)
AUTHORS ~ Taliercio,E.
TR Direct Submission
JOURNAL  Submitted (01-DEC-2009) USDA/ARS, 3127 Ligen St, Raleigh, NC 2769,
usa

PEATURES locaticn/Qualifiers

source 1..5265
/organism="Gossypium hirsutum®
/mol_type="gencmic DNA™
Jemltsvar="mu1"
/db_xzef="caxcn:3835"

gene 1863..5265
Jgenes"vactnel®
/note="GhVacInv1®

mRNA J04n(1868..2342,2520..2528, 3237, .4096,4192..4353,
443€. . 4659, 4741. . 4828, 4962. . 5265)

ocus 6u252170 5265 bp  DNA  linear PLN 02-NOV-2010

Highlight Sequence Features
Find in this Sequence

Related information ]
Protein

PubMed
Taxonomy

Recent activity i~
TymOff Cleat

B Gossypium hirsutum cuttivar TM1 vacuolar
Invertase 1 (Vacinv1) gene, completcwcsotise

B Gossypium hirsutum clone MXOSSE05-{os,
complete sequence Nacieonse

Seo more

5-vazifa. Tegishli (mos keluvchi) gen/ogsil yoki
1.21.0 dasturida ham tahlil gilib ko‘ring.

lokus ketma-ketliklarini Ugene
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@ [o] seatfolds21 1:473505473754 festures

chipboard30.gb
% WIGU2s2170 S

@ 31 GU252170 features.
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@ Aaroamoraunm [clipboard¥.gb | GU252170]

Sanazen

T clipboardad (s] scaffoldB2l 1ATINSATIISH
& clipboard90 [s] GU252170

| Voan sagamn Ormcanwe
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HE
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S Guin Quepsuen Hocrpoin Ynerppuers Qe [Jowous

ADPO8983.1
mRNA

\  ADP08983.1
b/ mRNA

GU252170
5265 bp

[C=TET=

ADP08983.1
mRNA

ADPOBOB3.1 ™

& aasaiiamd 7. 0 & [O]e [BEE

200 __e0___a0 FTOUE ST ™S Y ST TS ST WY S S "S- TS S ST ST _—Y S_—TW_— S-S

[(Cames | Osm ] o

Nazorat savollari:
1. Ma’lumotlar bazasi hagida nimalarni bilasiz?
2. Nukleotid ketma-ketliklar ma’lumotlar bazasiga misollar keltiring?
3. Ogsil ketma-ketliklar ma’lumotlar bazasiga misollar keltiring?
4. Genlar/ogsillarni anotatsiya gqilishda ganday bioinformatik dasturlardan
foydalaniladi?
5. BLAST tahlili hagida tushunchangiz bormi?

Ko‘chma mashg‘ulot

Mustagqil ishni tashkil etishning shakli va mazmuni
Tinglovchi mustaqil ishni muayyan modulni xususiyatlarini hisobga olgan xolda
quyidagi shakllardan foydalanib tayyorlashi tavsiya etiladi:
- o‘quv, ilmiy adabiyotlardan va me’yoriy xujjatlardan foydalanish asosida modul
mavzularini o‘rganish;
- targatma materiallar bo‘yicha ma’ruzalar gismini o‘zlashtirish;
- maxsus adabiyotlar bo‘yicha modul bo‘limlari yoki mavzulari ustida ishlash;
- tinglovchining kasbiy faoliyati bilan bog‘lig bo‘lgan modul bo‘limlari va

mavzularni chuqur o‘rganish.
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Mustaqil ta’lim mavzulari:
1) 1 va 16 kapillyarli ABI Prizm 3100, ABI Prizm 3130 sekvenatorlar ishlash

Prinsiplari.

2) Internet tarmog‘ida nukleotid ketma-ketliklar ma’lumotlar bazasida ishlash va

gomolog genlarni topish.
3) yangi avlod sekvenatori Roche/454 Life Sciences ning ishlash prinsipi.

4) UGene genlarni annotatsiyalash bioinformatik dasturi bilan ishlash va In silico
PCR o‘tkazish.

5) “Odam genomi” loyihasi.

6) Ogsil ketma-ketliklarini giyoslash.

7) NCBI, ENTREZ va BLAST — magsadi va vazifalari.

8) Filogenetik shajaralar yaratish bo‘yicha dasturiy ta’minotlar.

9) Tibbiyot genomikasi, gen diagnostikasi va genoterapiya. Farmakoinformatika.

10) Biopolimerlar fazoviy stukturasi.
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V. GLOSSARIY

Termin

O‘zbek tilidagi sharhi

Ingliz tilidagi

sharhi

Allel

ge_n. Genlar holatining
ir.
Masalan: A yoki a.

One of several alternative
forms

of a gene that occur at a
given locus on a
chromosome. Most often
there are two paired
copies of a gene on
homologous

chromosomes. For each
of your gene you get one
copy (allele) from each
parent. They may be
nearly identical in DNA
sequence or have slight
variations (i.e. mutations).

Aminokislota

Organik Kislota
molekulasida bir yoki
bir nechta vodorod
atomini
aminogruppa
NH2 ga
almashinishidan hosil
bo‘ladi. Bunda NH2
Erugpa Ko‘pincha
arboksil gruppaga
go‘shni uglerod
(alfa (o) uglerod)
atomining vodorodi
o‘rniga kiradi va a
aminokislota hosil bo‘ladi.

Any of a class of 20
molecules

that are combined to
form proteins in living
things. The

sequence of amino acids
in a protein and hence
protein function are
determined by the
genetic code

Antikodon

t RNK o‘rta gismidagi 3 ta
nukleotid (triplet)dan
iborat, i RNK ning
kodoniga mos keladi.
Kodon va antikodon
komplementar

bo‘lsa, t RNK olib kelgan
aminokislota
ribosomaning katta
birligida goldiriladi

va sintezlanayotgan
zanjiriga ulanadi.

An anticodon Is a unit
made up

of three nucleotides that
correspond to the three
bases of the codon on the
MRNA. Each tRNA
contains a specific
anticodon triplet sequence
that can base-pair to one
or more codons for an
amino acid. Some
anticodons can pair with
more than one codon
duetoa

phenomenon known as
wobble base pairing.
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Biopolimerlar

Yugori molekulali tabiy
brikmalar (ogsillar,
nuklein kislotalar,
polisaxaridlar) bo‘lib,
molekulasi ko‘p
marotaba
takrorlanadigan kichik
molekulali monomer
yoki ular gismlaridan
Iborat.

Polymers produced by
living

organisms; in other
words, they are polymeric
biomolecules.

Genealoglya

«Genealogia» - so‘zidan
olingan bo‘lib, shajara
degan ma’noni bildiradi.
Odamning biror

belgi- xossasining
avlodlarda

irsiylanishini tadqiq
etadi.

Genealogy Is a family
history,

IS the study of families
and the tracing of their
lineages and

history.

Genetik Injeneriya

Gen muhandisligi
rekombinant DNKIar
texnologiyasi. Genetik
va
biokimyoviy usullar
Kordamida organizm yoki
ujayra biologik
axborotni o‘zgartirish
bilan tabiatda _
uchramaydigan, yangi
Xususiyatga ega bo‘lgan
genlar to‘plamini va shu
asosda yangi shtamm,
nav va zotlarni yaratish.

Modification of the natural
DNA sequence of a

gene or genes. Genetic
engineering is

the basis of the modern
biotechnological
revolution, to which we
owe such inventions as
insulin-producing

bacteria.

Genetik kod

Nuklein kislotalar
molekulasida irsiy
axborotning
nukleotidlar ketma-
ketligida berilishidan
iborat.

Genetik kod 3ta xarf
nukleotiddan iborat
bo‘ladi. Bu triplet
deyiladi.

Three bases (e.g. 5'CGC3')
ina

DNA or RNA sequence
specify a codon, which
codes for an amino acid
(e.g. arginine) in a
protein. Genes are
frequently

tens of thousands of base-
pairs long. Usually the
codons of an exon are in
phase within an
uninterrupted open
reading frame giving rise
to long chains

of amino acids after
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Genlar dreyfi (genetik
avtonom jarayonlar)

Tasodifry omillar
ta’sirida kichik
populyatsiyalarda
genlar
uchrash tezligining
o‘zgarishi.
Odatda
populyatsiyalarda
Irsty o‘zgaruvchanlik
kamayishga olib
keladl.
Qarindosh-urug‘lar
orasidagi nikohlar ortib
ketganida bu holat
kuchayadi. Bunda
populyatsiyada selektiv
ahamiyati bo‘Imagan
Eenlar saglanib qolishi va
o‘payishi mumkin.

Practice of "stimulating
biased
inheritance of particular
genes to alter entire
ﬁopulations. It

as been proposed as a
technique for chan?ing
wild populations o
harmful organisms such
as mosquitoes
to be less dangerous.

Genom Genlar yig‘indisi. A complete set (n) of
Xromosomalarning chromosomes (hence, of
gaploid to‘plami. genes)

Genomning Inherited as a unit
genotipdan farqi from one parent plus
shundaki, u ayrim zot one sex
yoki navni emas, balki bir | chromosome from the
turni xarakterlab beradi. other
parent _
In heterogametic
individuals. The full
genome sequences are
available for hundreds
of bacteria and viruses,
human, and model
organisms like
mouse, frog, worm and
fruit flies.
Genotip Organizmning irsiy asosi. | he part (DNA sequence) of

Diploid to‘plamdagi
barcha genlar yig‘indisi.

the
genetic makeup of a cell,
and therefore of an
organism or
individual, which
determines a specific
characteristic (phenotype)
of that
cell/organism/individual.
Genotype is one of three
factors that determine
Bh_eno'gy e, the other two
eing inherited epigenetic
factors, and non- inherited
environmental factors.
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Gomologik xromosoma | Kattaligl, shakll,fgzenlarl A couple of homologous
bir xil bo‘lgan ju chromosomes, or
Xromosomalar. homologs, are a set of one

maternal and one

paternal chromosomes that
pair

up with each other inside
a cell during meiosis.

DNK Dezoksiribonuklein The molecule that encodes
kislota. _ genetic information.
Fagat odamdagina DNA is a double-
emas, balki barcha stranded molecule held
boshqa _ together by weak bonds
eukariotlarda, shuningdek, | between base pairs of
prokariotlarda irsiy nucleotides. the four
axborot saglovchi nucleotides in dna
sanaladi. contain the

bases stranded molecule
held together by weak
bonds between base

pairs of

nucleotides. The four
nucleotides in DNA
contain the

bases: adenine (A),
guanine (G), cytosine (C),
and thymine (T). In
nature, base pairs form
only between Aand T

and between G and C;
thus the base

sequence of each single
strand can be deduced
from that of its partner.

IRNK informatsion RNK. U | RNA that serves as a
o‘zida DNK dan ko‘chirib | template
olingan axborotni saglaydi | for protein synthesis.
va ogsil sintezi jarayonida
matritsa (qolip, andaza)
vazifasini bajaradi.

Shuning uchun u i- RNK,
matritsa-RNK si deb ham
yuritiladi.

Intron I RNK nig «axborotsiz» The DNA base sequences
gismlar yig‘indisi. interrupting the protein-

coding sequences of a
gene; these
sequences are
transcribed into RNA
but are cut out of the
message before it is
translated

Into protein. Compare
exons.
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Irsiyat

Irsiylanish jarayoni orgali
organizmlarning avlodlar
almashinishi davomida
irsiy ma’lumotlarni
avloddan-avlodga
o‘tkazish jarayoni.

The passing of familial
elements from one
generation to the next.

Modifikator genlar

Organizmdagi belgi va
Xususiyatlarning
rivojlanishida ishtirok
etmay, balki boshga asosiy
genlarning ta’sirini
o‘zgartiruvchi, ya’ni
bevosita emas, bilvosita
ta’sir

etuvchi genlardir.

Genes that have small
quantitative effects on the
level of expression of
another gene

Nuklein kislota

Yugori molekular
biopolimer bo‘lib, juda
ko‘p monomerlardan
tuzilgan

organik birikma. Uning
monomeri nukleotidlar
bo‘lib, nuklein kislota

A Targe molecule
composed of
nucleotide subunits.

olinukleotid
isoblanadi.
Pirimidin DNK ning birinchi Nitrogen-containing
zanjiridagi purin azotli organic
asosiga komplementar bases made from a single
holatda 2 chi zanjirida ring structure. Includes
joylashgan azotli asos. cytosine and thymine
(DNA) and uracil (RNA)
that base-pair with
purines to form the rungs
In the
DNA double helical
ladder.
Polimorfizm Ko*p shakITilik A Difference in DNA

bir tur doirasida bir-
biridan keskin farq
giluvchi individlarning
mavjudligi.

sequence

among individuals.
Genetic variations
occurring in more than
1% of a population
would be considered
useful polymorphisms
for genetic linkage
analysis. Compare
mutation.
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Promotor Operondan oldinda A site on DNA to which
joylashgan triplet RNA o
guruhlaridan biri polymerase will bind
bo‘lib, RNK va DNK and initiate
sintezini transcription.
katalizlovchi RNK

olimeraza bilan
irikish xususiyatiga
ega.

Purin Qo‘sh zanjirli DNK A nitrogen-containing,
molekulasining 1- ?;Rgleb_asic compound
Zanjirida adenin va that occurs in nucleic
tlmlndan |b0rat aSOS ac|dsl The purlnes in
Komplementarlik DNA and RNA are
goidasiga binoan 1- adenine and guanine.
zanjirdagi purin asosi
garshisida 2-zanjirda
pirimidin asosi turadi.

rRNK RNKIar ribosomaning har | A class of RNA found in
ikkala subbirliklari the
tarkibida bo‘ladi. ribosomes of cells.

tRNK Transport ribonuklein A class of RNA having
kislota. RNK polimeraza | structures with triplet
fermenti ishtirokida nucleotide sequences
DNK | thatare
matritsasida sintezlanadi. | complementary to the
tRNK quyi molekular triplet nucleotide coding
massaga sequences of
ega bo‘lib, 75-85 MRNA. The role of tRNAs
nukleotiddan tashkil in protein synthesis is to
topgan. U beda bargi bond with amino acids and
tipidagi ko‘rinishda transfer themto the
bo‘ladi. ribosomes, where proteins
Ribosomalaraa are assembled according to
aminokislotalarni tashish | the genetic code carried by
vazifasini o‘taydi. MRNA.
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Uratsil

Pirimidin asoslarl; RNK va
erkin nukleotidlar
tarkibiga kiradi.

A common pyrimidine
found in

RNA, it base pairs with
adenine and is replaced by
thymine in DNA.
Methylation of uracil
produces thymine. It turns
into thymine to protect the
DNA and to improve the
efficiency of DNA
replication. Uracil can
base pair with any of the
bases depending on how
the molecule arranges
itself on the helix, but
readily pairs with adenine
because the methyl group
Is repelled into a fixed
position.

Sitozin Nuklein kislotalarning Pﬁlmldlne base found In
tarkibiy gismi bo‘lgan RNA _
nukleotidlarni hosil and DNA. Cytosine
giluvchi 4 ta azotli (C4H5N30) forms base-
asosning bittasi. pairs with guanine only. It
Komplementarlik may become methylated
prinsipiga asosan sitozinli | Where it occurs _
azotli asos garshisida consecutively to guanine
guanin azotli asos turadi. | N the DNA sequence (see

5- methylcytosine).

Ekzon Gen (DNK)ning genetik | The protein-coding DNA
axborotga ega sequences of a gene.
bo‘lgan Compare introns.
aminokislotalar
ketma-ketligini
ifodalovchi
(kodlovchi) gismi.

Ekzonlar intron bilan
gallashib turadi.
Ekspressiya Namoyon bo‘lish - Production of

muayyan gen tomonidan
aniglanuvchi belgining
fenotipda organizmnin
yashash sharoitiga garab_
namoyon bo‘lish darajasi.

observable/detectable
characteristics of an
organism, usually due to
the synthesis of protein.
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