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ONSOZ

Hazirda tohsil sistemi qarsisinda duran asas maosalo-
lardan biri talobslors elmin asas nozari biliklorini asillamagqla
yanasi onlarda tadqgiqatgihq bacarig va vardislorinin inkisaf
etdirmosidir. ‘

Bu miirakksb vs ¢atin masslonin hallina yalmz nozari
kurslarin ssas ganunauygunluglarim bilmokls v bunlara
osaslanaraq, metodik iisullardan diizgiin va yerindos istifads
etmakls nail olmaq miimkiindiir.

Bu iso talabalorin elmi vo yaradicihg diinyagériisiinii
artirmaqla, qarstya qoyulan miirokkab mosalolarin sarbost
hall edilmasinds onlara kémaklik eds bilor.

Genetika bir ¢ox bioloji fanlor kimi 6ziiniin yarandigi
ilk giindan bu giins kimi tacriibi elmlarden biri olaraq qalir.
Odur ki, genetika sahasinds hor hansi bir tadqgigatginin
miivaffaqiyyati, har seyden svval qarsiya qoyulan masalanin
halli tigiin tadgiqat Gisulunun diizgiin secilmasindan va onun
elmi surstds yerino yetirilmasindon asilidir. Mahz bunun
naticasidir ki, insanlar1 ¢oxdan beri maraqlandiran irsiyyat
va dayiskanlik, mutagenez vo s. mosalalor haqqinda elmi
kosflor edilmoakls, seleksiya, tibb va genetik miithondislik
sahasinda da bir ¢ox miivaffagiyystlor slds edilmigdir. Bun-
dan basqa praktikada miiasir sitogenetik analiz iisulla-
rindan istifads etmokls, atraf miihit amillarinin mutagen
tosiri, onlarin naticalari, antimutagen maddalorin axtaril-
mas1 va s. kimi masalslor miivaffaqiyyatls éyronilir.

Bu giin genetik tadgiqatlarda istifads olunan metodlar
haqqinda imumilosdirilmis, tam atrafli molumat demak
olar ki, kifayat qadar deyildir. Buna g0ra do sitogenetik
analizin bu vs ya digar metodlan ilo tamis olmaq istoyan
universitet talabslari vo ganc miitaxassislor bazi ¢otinliklorlo
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garsilasmali olurlar. Catinliklardan biri ondan ibaratdir ki,
istifado edilon bu metodlar haqqinda yazilmis mslumatlan
miixtalif adebiyyatlarda tapmaq olur. Odur ki, hazirda ns
talobalor, na miisllimlar, ne ds elmi isgilor onlara lazam olan
moalumatlan bir menbadan ala bilmirlar. Digar ¢atinlik-lor-
dan biri do ondan ibaratdir ki, darc olunmus bszi maqga-
lolards istifado olunmus metodlarda obyektin, reaktivlorin
segilmosi, tacriibonin temperatur rejimi, is morhoalalorinin
ardicilligr va s. daginiq halda verilir, bazi hallarda iss bu
haqda fikirlar «laborator folkloru» kimi bir tadgiqatgidan
diger tadqiqateiya verilir.

Noticada yuxant kurs tolobolari va elaco ds gonc
tadqiqatgilar genetika kursu {izrs yiiksok nozari biliys malik
olsalar da, onlar bilavasits tacriibi iglorin aparilmasinda
milayyan ¢otinliklorlo rastlasirlar.

Yuxanda qeyd etdiyimiz ¢atinliklari nazaro alaraq biz
bu masaloni imkan daxilindas hall etmays ¢alismisiq. Odur
ki, bu darslikdo biz hazirda sitogenetik analizlords an ¢ox
istifado olunan metodlan iimumilasdirmisik. Dars vasaitinin
yazilmasinda BDU-nun Genetika va tokamiil tolimi kafed-
rasinda genetikadan kegirilon nazori kursun vs tacriibi
islarin aparilmasi tacriibasindan istifads edilmisdir.

Dors vasaitinds garsiya qoyulan masalslarin nazari his-
sasi ¢oX qisa vo tam biitovliiyli ila verilmisdir. Masalan,
genetik materiallarin paylanmasi vo 6z-6ziinii tdratmasini
ardicil marhslolorinds bag veran miiasir molekulyar proses-
lar, eyni zamanda mutasiya ve onun tasnifati haqqinda da
mplumatlar verilmigdir. Bundan slavs hiiceyra tsiklinin
miixtalif marhslalorinde DNT-nin (dizoksiribonuklein tur-
susu) zadoslonmasi ilo slagadar olaraq bas veran proseslor
ayani olaraq gostarilmisdir.

Lakin qarsiya qoyulan magsadlo slagadar olaraq bir
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¢ox masalalars burada strafli baxilmamusdir.

Bu haqda molumatlarla tolobolor genetikamin nazori
kursu {izro oxunan miihaziralords tams ola bilorlor. Mii-
taxassislori maraqglandiran masalolor haqda strafli malumat
almagq ti¢iin onlar adabiyyat siyahisinda verilmis miislliflorin
iglari ils tanis ola bilarlar.

Doars vasaitinds sitogenetik analiz iigiin preparatlarin
hazirlanmasimn timumi prinsipi va miixtalif bioloji sistem-
lordo genetik zodslonmalarin qeyd olunmasi metodlar
verilmigdir. Eyni zamanda klassik metodlarla yanasi, son
onilliklorde biofizika, biokimya vo molekulyar biologiya
sahasinds slds edilmis miiveffagiyystlors ssaslanaraq gen
mutasiyasinin, xromosom dayisilmalerinin, baci xromatid
miibadilesinin analizindan istifads olunan miiasir metodlar
da verilmigdir. Homin bélmanin slavalarinda isa niiva struk-
turunun analizi metodlarinda istifads edilon fiksatorlar va
rongloyicilar verilmisdir.

Doars vssaiti universitetlorin vo tibb universitetinin,
talobalari va miiallimleri ii¢iin yazilmigdir. Dars vasaiti eyni
zamanda tibb moktablori sagirdlori va biologiya sahasinda
tadqiqat islori aparan aspirant va miitoxassislor iigiin meto-
dik gostarici kimi faydah ola bilar.

Azorbaycan dilinds ilk dofs tortib olunmus bu dars
vasaitinds siibhasiz ki, miisyyon ndgsan va qiisurlar olaca-
qdir. Buna gora do avvolcadon vasait haqqinda tonqidi
fikirlorini vo maslohatlorini géndaran oxuculara 6z minnat-
darhigimiz1 bildiririk. Ciinki bunlar bizim sonrakx islarimiza
6z miisbat tosirini géstars bilar.

Miialliflordan



GIRiS

Biologiya sahasinda XIX asrin baglica nailiyyastlarindsn
biri hiiceyronin kosfi olmugdur. T.Svan, R.Virxov tarafin-
dan hiiceyra nazariyyasi yaradilmisdir. Bundan biologiyanin
miixtalif sahalerinds galigan alimlarin birgs sayi naticasinda
hiliceyra nezoriyyasi inkisaf etdirilmis vo miioyyan edilmisdir
ki, hiiceyrs canlilarin elementar strukturu va genetik vahidi
kimi tokamiilin uzun siiron prosesi noticasinds inkisaf
etmisdir.

Movcud olan biitin canh orqganizmlor hiiceyralarin
qurulus xiisusiyyatlarine gors iki boyik qrupa boliiniirlar:
prokariotlar va eukariotlar. Prokariotlara bakteriyalar va
gdy-yasil yosunlar daxildir. Eukariotlara iss yerds galan
biitiin ibtidailar va ¢oxhiiceyrali orqanizmlor daxildir.

Bu iki miixtalif quruluga malik hiiceyralor arasinda bozi
xiisusi forglars — onlann ixtisaslagmalarina, sitoplazmatik
orqanoidlorin miirokkeb quruluglarina vo s. malik olma-
larina baxmayaraq, onlar arasinda iimumi quruluslarina va
funksiyalarina gérs miisyysn oxsarliq vardir. Prokariot va
eukariot hiiceyralor arasindaki asas farqlordsn biri genetik
aparatin qurulusu ilo olagadardir. Prokariotlarda forma-
lagsmis niiva yoxdur, genetik aparat plazmatik membranla
slagedar olan bir molekul DNT-dan ibarastdir. Proka-riot-
lardan farqli olaraq eukariotlarda iss xiisusi qurulusa malik
olan niivo vardir. Niive, niiva pardssi ilo sitoplazmadan
ayrilmigdir. Irsiyyat materiallar isa niivads xromosomlarda
yerlogmigdir.

Hiiceyravi qurulusa malik canli orqanizmlorda miioyysn
funksiyalarin yerins yetirilmasindon vs ixtisaslagsmasindan
asth olaraq hiiceyralor somatik — badon vo generativ —
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cinsiyyat hiiceyralora ayrilmigdir.

Bir sira ixtisaslagmig somatik hiiceyralor bazi funksi-
yalarim itirdiklori halda generativ hiiceyralor isa aksino,
tokamiiliin uzun siiron prosesi naticesinds tokmillogmis vo
ixtisalagmuslar. Yuxarida geyd olunan tipik xiisusiyyatlari vo
bazi funksiya-struktur farglari ilo yanasi canli orqanizmlarin
hiiceyralarini imumi bir ganunauygunluq birlosdirir ki, bu
da onlarin ¢oxalmasidir. Bu prosesin moarkazi hadisosi,
hiiceyralorin bélinmasi naticasinds baslangic hiiceyrada olan
irsiyyat materiallarinin iki qiz hiiceyra arasinda barabor
paylanmasidir. BSlinma prosesinin molekulyar mexanizmi
ils eukariotlarin hiiceyrs tsiklinds tanis olacagiq.

Hiiceyralorin boliinmssinds 6ziinii géstoran {imumi
ganunauygunluglardan biri irsiyyst materiallarinin har bir
bioloji nov tigiin nasildon-nasls sabit Gtiiriilmasidir.

Lakin irsiyyat materiallar1 heg do homiga sabit olaraq
nasilden-nasls Gtiiriilmiir. Bazi hallarda onlar genlords xro-
mosom miqdarinda va strukturunda bas veron kanarlan-
malar naticasinds doyisilo bilir. Tokamiil naticasinds irsiyyat
materiallarinin sabitliyini tomin edon mexanizmlorin yaran-
masina baxmayaraq (xiisusan genetik kod, DNT molekulu
strukturasinin pozulmasimn qargisini alan reparasiya, hii-
ceyralorin regenerasiyasi anti-oksidant sistemi vo s.), mii-
sahido olunan normadan konarlanmalar, hiiceyranin funk-
sional sisteminin pozulmasi (spontan) fiziki, kimyavi vo
bioloji amillarin tasiri naticasinds bas verir.

Gen, xromosom va genom saviyyssinda bas versn mu-
tasiya vo yaxud modifikasiya doyigkanliyi onlarin miqda-
rindan va Keyfiyyatindan asili olaraq hiiceyralors letal tasir
gostorarkon miixtalif pataloji vaziyystlorin yaranmasina
sabab olur.



Biitiin canh organizmlorin funksional xarakteristikasim
toskil edon irsiyyst va doyiskonlik, genetikanin predmetini
taskil etmakla boyiik nazori va praktiki shomiyysto malikdir.
Miixtalif soboblorden asih olaraq orqanizmds bas veran
doyisiklik irsiyystli (mutasiya) veo qeyri irsiyystli (mo-
difikasiya) ola bilor. Modifikasiya dayiskanliyi orqanizmin
inkisafi va hoyat faaliyysti dévriinds xarici mithit amillorinin
tasiri naticasinds bas verir. Modifikasiya doyiskenliyi uy-
gunlagma xarakteri dagimagla irsan nasle &tiiriilmiir, lakin,
bunlara baxmayaraq, hor bir modifikasiya doyigkenliyi
tokamiil prosesinds gazanilmis genetik nazarat altinda olur.

Cinsiyyat va somatik hiiceyralorin biitiin hayat: dévriin-
do bas veran mutasiya doyigkonliyi — yeni vo miixtalif
canlilarin daima yaranmasi prosesindo zomin olmaqla,
tokamiiliin asasim taskil edir vo ndv iigiin faydali slamatlerin
secilmosi sayssinds bas vermisdir. Heyvanlann, bitkilorin
seleksiya praktikasinda garsiya ¢ixan masalolorin hallinds vo
eloco do ziyanverici hogoratlara garst miibarizeda genetik
iisullarin hazirlanmasinda istigamstlondirilmis mutasiyanin
boyiik shamiyyati vardir.

Miixtalif genlordan istifads etmokla orqanizmin irsiyys-
tinin dayisdirilmasinds, bioloji aktiv maddslarin sintezindo
(xiisusan insulin, interferon va s.) gen mithandisliyinin bo-
yitk shamiyyati vardir. Heg siibha yoxdur ki, aparilan tibbi
genetik islor irsiyyatli xastaliklorin miialicasinds vo miixtalif
kegici xostoliklors garsi stamlarin va viruslann yaradil-
masinda xiisusi rol oynayir.

Tokamiiliin milayysn dovrlorindo mutasiya bir sira hal-
larda neytral xarakter dasiyaraq ns genotipik, no ds feno-
tipik cohatden nazars ¢arpmur. Lakin ¢ox hallarda mutasiya
hiiceyralorin elminasiyasim va yaxud patoloji hadisslor
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naticasinda bas vermokls 6ziinii fizioloji, morfoloji va bio-
kimyavi soviyyada géstorir. Deyilonlordon aydin olur ki,
eksperimental genetikanin qarsisinda duran vazifolor iceri-
sinds asas yerlordon birini faydali mutasiyalar artirmaq vo
zorarli mutasiyalarn iss minimum saviyysys endirmak durur.

Gostarilon masalolorin holli iiglin miiasir genetika miix-
talif elmlorls slagadar olmagla bir sira tadgiqat metodlarina
malikdir. Bu metodlara hibridoloji, ontogenetik genealoji,
okizler, populyasiya, statistik, biokimyavi, immunoloji vs s.
daxildir.

Yuxarida geyd olunan iisullardan slava spontan va
induksiya mutasiyalarin mexanizminin vs siiratinin anali-
zindo istifads edilon etibarli iisullardan biri ds sitogenetik
Usuldur ki, miiasir dovrde ondan xromosom va gen
mutasiyalarinin analizinds genis istifads edilir. Sitogenetik
lisul, cinsiyyat vo somatik hiiceyralords spontan vo induk-
siya mutasiyalarin analizindo praktiki olaraq eyni naticoni
verir. Bu onunla slagadardir ki, somatik va cinsiyyat hiicey-
rolorinds bag versn mutasiyalarin mexanizmi bir-birins
oxsayir. Somatik hiiceyralorin analizinds mitogenetik iisul
bir sira istiinliiklors malikdir. Bunu qeyd etmok kifayatdir
ki, bu iisuldan in vitro va in vivo — da aparilan tacriibalordo
genis istifads etmak olur. Osas iistiinliiklardsn bir ds ondan
ibaratdir ki, bu iisul @igiin obyektin miqdar1 mahdud deyil,
iisul eyni zamanda ¢ox sada va iqtisadi cohotdon slverislidir.

Buna goro do heg do tosadiifi deyil ki, miiasir dovrds
homin {iisuldan straf miihit faktorlarinin genetik tasirinin
dyranilmasinda, xromosom xastsliklarinin diagnostikasinda,
tibbi-genetik maoslohatxanalarda, antimutagen maddslorin
axtarilmasinda, homginin nozori va totbigi genetikanin bir
sira masalalorinin hallinds genis istifads edilir.
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Fasil 1
MUTAGENEZ

1.1. Bitkilords spontan mutagenez

Canh organizmlords baslica xiisusiyyatlordan biri dayis-
konliya vo mutasiyaya ugramaq gabiliyystidir ki, bu da
tokamiil va {izvi alom iigiin giymotli material verir. XX asrin
avvallerinds Qudo de Friz torafindan irali siirilmiis muta-
siya nazariyyasi canh tabiatin boyiik miixtaliflik formalanna
malik olmasini izah etmisdir. Enetera Lamarkina bitkisinda
gozlonilmadon meydana ¢ixmus irsiyyatli doyiskenliyi De
Friz mutasiya adlandirmagla onun sigrayisla meydana
cixan irsiyyatli dayiskanlik hesab etmisdir (1909). Buna
oxsar dayiskonliyi S. Korjinski do miisahids etmis va onlar
irsiyyatli variasiya adlandirmigdir (1899). De Frizin nazariy-
yasi Darvinin tokamiil nazariyyasina ssaslanmusdir, bels ki,
yeni formalar tasadiifsn meydana ¢ixir. Bu ise dayiskanliyin
faydali, yaxud zororli olmasindan asii olmayaraq onun
organizm ligiin heg bir shamiyyati yoxdur. ,

Tobii mutasiyaya sabab olan amillardan genetlk fiziki,
kimyavi, biokimyavi, fizioloji va bagqalarini gdstormak olar.

Spontan mutasiya hor seydon avval xromosomlarin
reduplikasiyasi zamam bag veran sohvlarin sabobins yarana
bilor (Koltsov, 1936; Rapoport, 1948, Q. de Friz, 1964).

Miisyyan edilmis hor hansi bir genin, basqa genlorin
tosiri ilo mutasiyaya ugramasi asthhgi qargidah bitkisindos
Con Stadler torafindon olda edilmigdir. O, miixtalif geno-
tipik soraitlords R genini 8yranarak belo garara golmisdir ki,
bazi populyasiyalarda bu gen gatiyysn mutasiyaya ugramur,
eyni zamanda bagqa populyasiyalarda onun mutasiyaya
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ugrama tezliyi 0,2%, orta tezliyi zamam iso 0, 05% togkil
etmisdir (Stadler, 1948).

Bundan basqa mutasiyalar, orqanizmin 6z genetik
tabiating sabab olan spontan mutasiyalar hiiceyra torafindan
sintez olunan miixtalif amillorin yaxud straf miihitds olan
amillorin tesiri ilo bas vers bilor. Belo amillora, masalan:
peroksidler (ssaslarin analoqu) azot tursusu vo bagqalan
misal ola bilor. Onlardan bazilori replikasiya zamani DNT-
ya tosir edir, bagqalari iss sakitlik vaziyyastinds olan DNT-
ds dayiskanlik smolo gotirir. Dgar nuklein tursusu uzun
miiddat sakitlik vaziyystindadirss, o zaman axirinci amiller
yiiksok tezliys malik mutasiya amala gatirs bilor.

1933-cii ilds Navasin miisahido etmigdir ki, Krepis
kapillaris bitkisinin toxumlarimn qocalmasi ilo miigayiot
olunan fizioloji deyiskanlik mutasiyanin samalo galmasing
sobab olur. Toxumlarin qocalmast il slagadar olaraq muta-
siyaya tutulma tempinin yiiksslmssi hamginin Skvarnikov
torafindan 1937-ci ildo bugdada, Stubbe torafindon antir-
rinumda, Sarigev tarofindon 1967-ci ilds tiitinds va s.
bitkilords miiayyan edilmisdir.

Bitkilords, kiilli miqdarda mutagen maddslorin bollugu
uzun illor orzindo 6z oksini tapmugdir. Belo ki, tiitiiniin
kohna toxumlarindan olan yagla tozo toxumlara tosir etdik-
ds mutasiya omala golo bilor (Dubinin, 1958). Xardal, yer
findig1 vo s.-nin yaginin genis mutagen tasiri mslumdur
(1959, Swaminathan; Dubinin, Serbakov, 1964). Bir ¢OX
aminler, amidlor, amin tursulari, sidik cévhari, pigmentlor
va alkaloidler do mutagen aktivliys malikdir.

N.Dubinin torsfindan 1958-ci ilds 15°C-don yuxari tem-
peraturun mutasiya prosesina tasiri gostorilmisdir. Skvar-
nikov vo Navasin 1935-ci ildo géstormislor ki, temperatur
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soklar da yiiksok mutagen tasire malikdir.

Spontan mutasiyalarin amolegalms prosesina sabab olan
amillordan biri da tobii radioaktiv fonun tasirinin naticasidir
ki, bu da kosmik, yerin radiasiyas1 va radioaktiv izotoplarin
tasiri ilo bas verir. Kosmik siialarin mutagen tasiri miisyyan
daracads arpa bitkisinds bag verdiyi gostarilmisdir (Eugster,
Simons, 1959).

Bitkilordo oksor mutasiyalar yetijmomis toxumlarmn
sapilmasi naticasinds meydana ¢ixir. Yetismamis toxumlarin
sopilmasi naticasinds mutasiyanin meydana ¢ixmasi gargi-
dal va payizliq bugdada bas verdiyi (Knyazyuk, Puskarev,
1967; Dyagenko, 1961) qeyd edilmisdir.

Miiasir dévrda bitkilards mutasiya prosesinin yiiksol-
masi stimulyatorlar, insektofunsidlorin vo bagqa zshorli
kimyavi maddslorin isladilmasi naticesinde bas verdiyi
ehtimal olunur (Gregg, Allan, 1965). Homginin garamal
peyininin va kompostun da mutagen tasiri alds edilmigdir.

1.2. Bitkilorda siini mutagenezin tarixi

Bitkilards eksperimental mutagezin tarixi 70 ilden bir az
da artiq tarixo malikdir.

Qudo De Friz torafindsn mutasiya nazariyyssi forma-
lasdigdan vo eksperimental yolla mutasiya aldo etmayin
miimkiinliiyi fikri séylanildikden sonra canli orqanizmlords
eksperimental yolla siini irsiyystli dayiskenlik amsalo gatira
bilon maddslorin intensiv axtariglarina baslanmisdir. Bu
noqteyi-nazordon ilk tadqgiqatgilar Kornike va Qagqeri gos-
tormak olar. Onlar bitkilords rentgen va radium siialarinin
tasiri ilo mitozun pozulmasi hallarim miisahide etmiglor
[(1905, 1908), (Cager, Blaksler, 1927)]. T.Morgan (1911)
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radium siialan ila drozofildo mutasiya bas verdiyini kasf
etmigdir; Baur vo Vesterqard (1928) bitkilordo kimyavi
amillorin tasiri ils, Siman (1912) agir metallarin, duzlann
tosiri ilo Aspergillus higer-ds siini mutasiya slds etmis;
Pirovano bitkilords ultrabanovsayi siialarini (UBS), radium
stialarimi totbiq etmokls siini mutasiya sldo etmis (1922);
Litt] vo Beq 1924-cii ildo si¢anlar1 rentgen siialan il
stialandirmaqla mutasiya slds etmigdir.

Bitkilorin seleksiyasinda bu metod birinci névbada
Rusiya alimlari torafindon qiymstlondirilmigdir. 1928-ci ilds
kegmis SSRI-ds ionlasdirici siialarin komoyi ils tesorriifatda
stini mutasiya yolu ila qiymatli mutant formalarin alinmast
islorino avvalca donli bitkilorda, sonra iss bagqa bitkilards
baslanilmigdir. Bu problemlo L.N. Delone (1928, 1930,
1932, 1936, 1938); L.A. Sapegin (1935, 1936); V.I. Didus
(1938); A.N. Lyutkov (1937); C.Ya. Kraevoy (1936, 1940);
M.F. Ternnovski, M.T. Missjura (1936); A.K. Efeykin,
B.N. Vasilyev (1935) masgul olmuslar.

Lakin praktiki naticalora, xiisusilo eksperimental muta-
genez yolu ila sort alds edilmasi gorgin amayin va intensiv
todqgiqgat islorinin kémayi ilo Isvegrada nail olmuglar. 1950-ci
ilds bu 6lkods stialanmanin tssiri il bir ¢ox kond tasorriifati
sortlart alds edilinisdir. Yalniz bu miivaffaqiyystdan sonra
bir gox Olkalords radiasiyanin kémayi ils onlarla yeni sortun
alds edilmasi iglorine ciddi yanagilmis va hazirda diinyanin
bir ¢ox, demak olar ki, biitiin 6lkalorinda bu sahads intensiv
tadqiqat iglori aparilir.

Seleksiyada kimyavi mutagenlorin isladilmasine bir
gadar gec baglanmigdir; XX asrin 40-c1 illerins gadar kifayat
daracads giiclii mutagenlor malum deyildi.

Kimysvi mutagenlorin axtarilmasina hasr edilmis
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tadgiqatlar 1905-1909-cu illora aid edilmslidir (Koernike,
1905; Gager, 1909). Sonralar iso onlarn miiveffaqiyyatli
axtanglan rus alimlori V.V. Saxarov, K.V. Magrjikovski,
V.P. Ponomaryov (1932, 1933, 1935, 1936; Magqrjikovski
1936, 1940, Ponomaryov 1938) tarosfindon aparilmigdir.
Onlar drozafila milgayine yod moshlulu, CuSOs, KMnOs,
Pb(NO3), ila tesir etmoklo siini mutasiya tezliyi spontan
mutasiya ilo miigayisads ganunauygun siirstds yiikssldiyini
gbstormislor.

Yiksak effektivli kimyavi mutagenlorin: xardal qazinin
téramolorinin (Auerbax, Vedson, 1946), fenollar (Nadorn,
Niggli, 1946) va bir sira giicli mutagenlarin — etileneminin,
etilen oksidinin, dietil sulfatin, qlitsidolun, diazometann,
formalinin, aldehidlorin, rus genetiki I.A. Raponortun kosfi
ilo kimyavi mutagenezds yeni era XX asrin 40-c1 illarindan
etibaron baglamisdir (1946, 1947, 1948). Xiisusilo 1.A.
Raponort tarafindon kasf edilmis mutagenlor yaxud onlarin
téramslari sonralar biitiin mutagen amillordon giicli effekts
malik olmalar1 géstorilmis va praktikada tatbiq edilmisdir.
I.A. Roponortun mutagenlorindon birinin payina, yani
etilleneminin payina boyiik miivaffaqiyyst diigmiisdiir. Bu
mutagen kimyavi mutagenezda ¢evrilis toratmisdir.

Bu mutagen 1957-ci ilds, daha dogrusu onun kasfindan
10 il sonra Isveg alimlori torafindon arpa bitkisinds sinag-
dan kegirilmis va qeyri-adi yiikssk aktivliys malik olmas:
gostorilmisdir, hotta ionlagdirici siialarin aktivliyinden bir
nega dofs yiiksok olmugdur (Ehrenberq et. al. 1958, 1959,
1961; Gustafsson, 1960). Bu vaxta kimi Isve¢ tadgigateilar
torafindan bitkilarda bir ¢ox kimyavi birlosmalar; o ciimls-
dan: etilen oksidi, formaldehid, iprit toromalori, kofein,
nebularin, yiiksok tozyiq zamani oksigen vo bagqalan
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sitnaqdan kegirilmigdir. Lakin bunlarin hamus: etilenelindan
zoif effekts malik olmus va 30% mutasiya torotmok imkani
ils forqlonmisdir. Etilen oksidi bu tacriibslards sitlalanmaya
oxsar aktivliys malik olmusdur (Gusyasson, Mac key, 1948;
Ehrenberq, 1956). Bir qodar avval etelemin va basqa
mutagenlor (I.A. Raponort tarafindsn kasf edilmis) kegmis
SSRi-do kond tesorriifati bitkilerinds P.K. Skvarnikov va
E.I. Volotov tarsfinden sinaqdan kegirilmisdir, belo ki,
bunlarin tadgiqati 1948-ci ilds dayandirilmigdir (Ran,
1964). 1948-ci ilden sonra radiasion va kimyovi mutagenezs
aid tadqiqat iglari 1957-ci ilds avvalca kegmis SSRI EA-nin
Sibir bdlmasinds sitologiya vo genetika institutunda va
kegmis SSRI EA-nin kimyavi fizika institutunda, sonralar
iss bir sira akademiyalarda, kond tosorriifati va elmi
miiassisalords yenidon faaliyyats baslamisdir.

Koand tosarriifati obyektlorinds giialanma ils yanagi kim-
yavi maddalarin do tasiri 8yranilirdi. Onlarn arasinda svvalki
illords oldugu kimi sonrak: islorde aparici yeri etilenimin
tuturdu. Bu madds bugdada (Zoz, 1960, 1961, 1962, 1965),
pomidorda (Xvostova, Turkov, ..., 1962), noxudda (Zoz,
Kolotenkov, 1964, 1965), gargidalida (Blyandur, 1965...),
arpada (Lisikov..., 1967), kartofda (Tarasenko, 1963, 1964),
¢ovdarda (Sarov, 1966) va s. stnagdan kegiriimisdir.

Xarici dlko alimlorinin noxud iizorinde apardiglar
tacriibalorinds etileneminin yiiksok mutagen aktivliys malik
olmasi (Blixt, 1960), arpada (Heslot, 1961), slatda (Heslot,
1962), bork bugdada (Scarascia, 1966), pomidorda
(Hildering, 1963), ¢altikde (Kawoy, Sato, 1965, 1966), pax-
lalarda (Magri, Zannone, 1963) vo basqa obyektlords
gostorilmigdir.

Oz genetik tosiri ila diqgati calb edoan sonraki mutagen
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1958-ci ildo Fransada kosf edilmis etilmetansulfanatdir
(Heslot, Ferray, 1958, Heslot, Perrary, Zevy, Monard,
1959; Heslot, 1960, 1961). Bu alimlorin islorinds hsmin
mutagenin mutasiya tezliyi arpada va bagsqa obyektlarda
50% taskil etmigdir. Bu vaxtdan etibaran etilmetansulfanat
bitkilords genis siiratds sinaqgdan kegirilir vo daha yiiksak
effekto malik mutagenlordan biri hesab edilir. Onun yiikssk
aktivliyi arpada (Custafsson, 1963, Proese-Gertzen,
Konzak, Nilan, Heiner, 1964, Skvarnikov, Kulik, Cerniy,
1967), noxudda (Enken, Sidorova, 1966), pomidorda
(Tarsenko, 1963), qargidahda (Amano, Smith, 1965),
paxlada (Margi, Zannone, 1963) gostorilmisdir. Bu
obyektlords etilmetansulfanat ionlagdirici siialara nisbaton
3-5 dafs yiikksok mutagen aktivliyins malik olmusdur.

Kimysvi mutagenlor arasinda on gox effekto malik olan
mutagenlardan biri do 1947-ci ilds I.A. Rapanort tarafindon
kosf edilmis dietilsulfat hesab edilir. Ik dofs olaraq bu
mutagenin yiiksok effekts malik olmasi bitkilordo Amerika
alimlori torafindan gostorilmisdir (Heiner, Konzak, Nilan,
Zegault, 1960). Onlar bu mutagenlo arpa toxumlarina tosir
etmoklo 66% mutasiya slds etmislor. Bu miislliflor dietilsul-
fatin komayi ilo yiiksok mohsuldar arpa sortu slds etmislor
(Siguzbjornsson, 1968). Dietilsulfat basqa tadgiqate¢ilarin
tacritbads istifads etdiklari obyektlords ds yiiksak mutasiya
tezliyi yaratrmsdir, belo ki, arpada (Heslot, 1961, 1962),
bark bugdada (D'Lmato, 1962), noxudda (Monti... 1966),
salatda (Heslot, 1960) vo basqa bitkilardo analoji naticalor
almmigdir. Yuxarida geyd olunmus biitiin iglords avvallar
moalum olan mutagenlordan etileneminin va etilmetan-sul-
fanatin da mutagen effekti gostorilmisdir.

Bitkilordo kohns, yoni ovvallor istifado edilmis
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mutagenlorin sinaqdan kegirilmasi ilo bir vaxtda yeni
mutagen maddslarin do axtarigt davam etdirilir. Daha giiclii
mutagenlor, bu vaxta qador malum olan biitiin muta-gen-
lordan effektli olan vo kond tasarriifat: bitkilorindo yiiksak
Xeyirli mutasiya tezliyi amolo gotiron - 1,4-bis-diazoa-s-e-
tilbutan, N-nitrozometilsidikcovhari va bagqalari kegmis
SSRI EA-nmin Kimyavi Fizika Inistitutunda tapiimisdir (Zoz,
1961, 1966; Zoz, Markarova, Kolotenkov, Salnikova,
Kotanova, Trigorova, 1965; Zoz..., 1964).

Bu maddslarin mutagen aktivliyi Rapoport tarafindon
drozofila milgayindo miisyysn edilmis va onlarin kémayi ilo
100% doyiskanlik alds etmak miimkiin oldugu ii¢iin onlar
supermutagen adlandirmigdir. Yumsaq bugdada bu muta-
genlori smmagdan kegiran zaman molum olmusdur ki,
etileneminin aktivliyindon 2-3 dafs artiq, yani 80% mutasiya
amalo galir (Zoz, 1961; Zoz, Makarova, 1965).

1,4-bis-diazoasetibutan, N-nitrozoalkilsidikcévharinin,
etileneminin bir sira toramolari, dimetilsulfat vo basga mu-
tagenlor bugdada Oyranildikdan sonra genetik va selek-
siyagilar torafindon onlar kand tasarrifat: bitkilorinds kim-
yavi fizika institutu ilo birlikds, hatta sarbast olaraq genis
sokilda sinaqdan kegirilir. Onlarin yiiksok mutagen aktivliyi
bugdada (Lisenko, 1968, Prosira, 1968, Siminel, 1968;
Joqin, 1968; Priylin, 1968; Qazizov, 1967; Qazizov, Zoz,
Naboymikov, 1968; Naboymikov, Qazizov, lonov, Faizov,
Zazulina, 1968, Evdakimova, Pivovarova, 1968), arpada
(Zosimovig, Androgyuk, 1967, 1968; Sevtsov, 1968; Niki-
forova, 1968, Usikova, 1968), qargidalida (Stepanov, 1968;
Orinsteyn, 1968), noxudda (Sobolév;: 1965, Parasenkov,
Dolgix, 1968; Ponova, 1968;- Jarikova, 1968), tsravaz
¢ bitkilarinds (Videnin, Rodmov Korovm Vamf‘atov 1968,

“

\ o 11” L



Qulyaeva, Abagkina, 1968; Daqix, Parasenkov, 1968), kar-
tofda (Xrabrov, 1968; Yasina, Persutina, 1968; Petrusina,
Yasina, 1968), tiitiinds (Sarigev, 1967; Todua, 1968). . . vas.
bitkilords gostarilmigdir.

Bu istigamotdo tadgiqat islori homginin meyvali vo
dekorativ obyektlorlo do aparilir (Ryadnova, Eremin,
Psonova, 1968; ...). Qeyd edilmis islorin oksariyyatinde N-
nitrozoetilsidik cévhori vo NSC yiiksok effekto malik
mutagen kimi geyd edilir. On ¢ox mutasiya, daha dogrusu
seleksiya iiglin perspektivli mutasiyalar axirinci mutagen-
larin tasirilo noxud bitkisinds B. Sarmoy torafindon alds
edilmigdir (1965, 1966).

Basqa mutagenlorin sirasinda kegmis SSRi EA-nin KFI
torafindoan sintez edilmis etileniminin téramalori daha gox
digqgati calb etmigdir (Salnikova, 1968). Tazs mutagenlor
arasinda (basqa miiassisalar tarafindsn kasf edilmis) bir negs
mutagen qrupunu birlagdiran kompleks birlosmalar qiivvasth
mutagen hesab edilir.

Atsenaftenin mutagen aktivliyi gara qaragatda Cuvasin
tarafindan 1968- ci ilds, gibberlin tursusu bugdada (Qutov,
1964), 2,4-D bugdada (Fsinpenko 1958) gostarilmigse do
onlarin effektliyi yiiksok olmamigdir.

Xarici tadgiqatgilarin tacriibolarinds basga mutagenlor
icarisinda yiiksok effekto malik olan maddslorden, xisusila
etilenemins yaxin olan mutagenlordon- metilmetansulfanati,
propilmetansulfanati, butilmetansulfanati va basqa alkan-
sulfan efiri géstarmok olar. Bu mutagenlori arpada sinag-
dan keciran zaman molum olmusdur ki, butilmetansulfonat
daha giicli mutagendir, belo ki, mutasiya tezliyi etilme-
tansulfanatinkina oxsar olmusdur. Qalan mutagenlar isa bir
gador zsif olmuslarsa da, har halda ionlasdiric1 siialarin
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effektindan geri qalmamisgdir.

Bitkilar iiciin diepoksibutan, etiluretan va glikol, yiiksok
tozyiqds oksigen do qiivvatli mutagendir. Ganagorgok vo
yerfindigt yagimin da yiiksok aktivliyi gostorilmigdir. Son
illords bitkilords sinaqgdan kegirilmis mutagenlar arasinda an
yiiksak yer nitrozoetil va nitrozometiluretana maxsusdur. Bu
noqteyi-nazardon 1-metil-3-nitro-1-nitrozoquanidini do geyd
etmok lazimdir. Uretanlarin mutagen effektivliyi ilk dofs
1948-ci ildo I.A. Rapoport tarafindon gostorilmisdir. Kiilli
miqdarda mutagenlarin olmasina baxmayaraq yiiksak gene-
tik tasirs malik mutagenlorin axtariimasi davam etdirilir.

1.3. Kimyavi mutagenlarin tabiati
va onlarn tasir mexanizmi

Hazirda yiizlarlo orta aktivliys malik vo onlarla giiclii
mutagen malumdur. Yuxanda qeyd edildiyi kimi bu kimyavi
mutagenlorin ¢oxu, o ciimlsdoan mutagen qruplan kegmis
Sovet ittifaginda kasf edilmisdir. Kimyavi birlogmolarin xii-
susiyyatino va sakit vaziyystinds, homg¢inin replikasiya olu-
nan DNT ils reaksiyasina goro Friz mutagenlorin asagidaki
formada tosnifatimi toklif edir (Friz, 1964). DNT-nin
replikasiyasi zamam onunla garsihigh tasirds olan amillar:
nuklein tursularinin salofi olan ingibitorlar (5-bromurasil, 5-
xlorurasil, 5-iodurasil va s.), DNT ila spesifik idars olunan
kristallar (proflarin, mavi akrizin, gy metilen, goy toluidin
vas.).

Nuklein tursulanini sakitlik vaziyystinds dayison muta-
genlar: oksidlagdiriciler (azot tursusu, peroksidlor va s.)
mono-, bi, -polifunksional alkilli birlogmalor, tasniflogdirimis
birlesmolor, tasir mexanizmi holo miiayyanlosdirilmamis
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(xlorlu marqganes, alkoloidlor, agir metallar vs s.) birlosmalor.

on ¢ox alkilli qruplardan, elektrofil tobistli qruplardan
ibarat olan birlosmalor, karbonlu tursulari asanhqla
alkillogdiron, ionlagdirict vaziyystinds olan vo aminlords
qarsihigh tosirds ionlagdirici vaziyystinds olmayan qruplar-
dan an ¢ox alkilli birlosmoalordir.

fonlardan on genis yayllmis va bitkilordo yaxsi
oyranilmis mutagenlordon agagidakilar gostarmok olar:

H,C—CH,
\/ etilenimin
NH
C2H5O\ /O .
P S\ dietilsulfat
CH0” o
| , 0
CHO_ .
/S\ dimetilsulfat
CH;0 O
N,CH; diazometan
N,CHCOCH,CH,CH,COCHN, 1 4-bis-diazoasetilbutan
CH,—CH,
\/ etilen oksidi
CHs ~_ 0
P S\ etilmetansulfanat
C,Hs0 0
etilmetansulfanat
Csz/ N o
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CH,CHCHOH
\ /
o
o
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metilmetansulfanat

iprit

ipritin azotlu analoqu

qlisidol

B-propilakton
formaldehid

N-nitrozaetilsidikcévhori

N-nitrozametilsidikcovhori

N-nitrozo-N-metiluretan

Fosforlu birlasmalor do yiiksok mutagen aktivliyina

malikdir:



(metilfosfin tursusunun
P ftoranhidrid izopropilen

Uy efiri)

X O(S)
AN

Son illards bir ¢ox mutagen qruplarindan ibarat olan
kiilli miqdarda kompleks mutagenlar sintez olunmusdur.
Alkilli amillor Gzvi tursular, fosfor tursusu, oksi- yaxud
fenol- birlagmalori, sulfhidrid qruplari, aminlor, tioefirlar,
sulfhidrilli birlogmoalorle asanhgla garsihigh tasirds olur. Bir
¢ox mutagenlorin tssir xarakteri onlarin zilal molekullan
elektron rabitasi i1lo qarsiligh tesirds olmalarimi diigiinmaya
macbur edir. Bir ¢ox mutagenlsrin DNT ilo bir baga tosiri
gostorilmigdir.

Irsi informasiyalar molekulyar soviyyads nuklein
tursulart asaslarinin ardicil diiziiliisi ilo sortlagir. Bu ardi-
cilligin dayigdirilmasi, slavs olunma, itirilmas yaxud nukleo-
tidlerin svaz olunmasi mutasiyaya sobab olur.

Xromosomlarin téramasina DNT-nin replikasiyasi va
zillallarin sintezi qosulur (hamginin, ehtimal ki, RNT-in
sintezi da). Ziilallanin dayisilmasi ds, hamginin mutasiyaya
sabab olur, aks togdirds xromosomlarin qinlmasina gotirib
¢ixarir. Mutagenlorin genetik tosir mexanizmi bir g¢ox
adobiyyatlarda (islords) sorh edilmisdir (Rapoport, 1965;
Heslot, 1966; Frees, 1959).

Kegmis SSRi-da miioyyan mogsadlor iigiin genis islo-
dilan, hazirda Syranilon mutagenlor arasinda N-nitrozoal-
kilsidikcovhari va etilenimin asas yer tutur. Odur ki, onlarin
tasir mexanizminin dyronilmasi daha vacibdir.

N-nitrozometilekarbamid N-nitrozotoromolori birlas-
molarinin tipik niimayandssidir, diazometanin cixmasi ilo
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ayrilir va malumdur ki, drozofil milgayinde mutasiya amsls
gatirir (Rapoport, 1948). Bununla slagadar olaraq tesavvir
edilir ki, N-nitrozoalkilamidlorin mutagen xiisusiyyati canl
organizma tosir edilon zaman, yaxud sonralar orqanizm
daxilinds diazoalkanlarin (¢1xmas) ila salagadardir. Bels ki,
bunun ardinca bioloji tssirlords onlarin molekullarinin
basqa xiisusiyyatlorinin gabul edilmasini macbur edsn malu-
matlar meydana ¢ixir. Alkin sirasinda N-nitrozoalkilsidik-
covhori vo N-nitrozo quanidin torsmolorinin mutasiya
tezliyinin radikaldan ashhi§ mutagen reaksiyalarinda alkil-
lasmenin miihiim rolunu siibut edir. Buna gors alkillogdirma
golovi miihitds geyri bearabsr N-nitrozo toramalarmdan
amols golmis diazoalkinlari tayin etmalidir.

R—I\II——CONHZ +KON— RN, + KNCO + 2H,0
NO

Belo mexanizmin ehtimallibg kimyavi qruplarina gora
oxsar mutagen aktivliyi olmayan birlesmalorin olmamagi il
siibut edilir, amma nitrozo qrupundan mohrum olaniar
(Serebryaniy, Vasilyeva, 1968) N-nitroza birlagmalorinin
gelovi miihitds tasiri ilo mutasiya tezliyinin artmasi (dezo-
alkanlarin ¢ixmasi ils) bir gox alimlarin fikrina gors yuxa-
rida gostarilon mexanizm tasdiq edilir.

Belo ki, bir ne¢s hadiss zamamn isbat edilmisdir ki, asagi
pH zamam effektli isloma (Muller, Gichner, 1964) diazoal-
kanlardan alkillosms yegans bir imkan kimi bu birlog-
molorin tasir mexanizmini inkar edir.

Neytral vo zoif turs miihit N-nitrozobirllogmalarini azot
tursusunun ¢ixmast ila onun hidrolizini yaradir.
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R—ITICONHZ +Hy;0—» R—NHCONH,— HNO,
NO

NMSC-nin DNT-ys siini soraitde (in vitro) tasirinin
Oyranilmosi zamani dezaminlosms va alkilloasms mahsul-
larinin amols golmasi miisahids edilmigdir (Bednyak, 1968).
Bels ki, azot turgusunun mutagen aktivliyini yranan zaman
onun zaif effektliyi gostorilmisdir (Guglielminetti, Bonatti,
Zogrieno, 1966). Ehtimala géra gobul etmok olar ki,
mutagenin aktivliyi tam molekul kompleksi ils onun kim-
yovi vo fiziki xiisusiyyatindoan asihdir vo yuxarnda gostarilen
mexanizmlordon hor birinin miisyysn soraitde hayata
kecirilmasi miimkiindiir.

Eyni zamanda klassik alkileedici mutagenlor genetik
aktivik birinci iki tizvden artiq yayilmir (Gichner,
Veleminsky, 1967), N-nitrozoalkilsidikcévhari sirasinin
biitiin homologlart Cs va Ce-ya qador mutagen aktivliyo
malikdir (Qumanov, Norenko, 1966).

Etilenimin — heterotsiklik birlesmalorlo doymugsdur. 9n
¢OX mutagen tasirina aparan reaksiya azot atomunun
bilavasita etillogdirilmasi hesab edir.

Etileniminin alkil qrupu hiiceyronin bir ¢ox kom-
ponentlari: ziilal, RNT vo DNT ilo reaksiyaya girmoaya
qadirdir.

1.4. Ali bitkilordo mutagenlorin tasirinin analizi

Ali bitkilords tetbiq olunan eksperimental mutagenez
metodlarn, mutagenlorin ilk tasir mexanizmi haqqinda va
mutasiya amalo gatiran sonraki proseslor hagqinda molumat
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verir. DNT soviyyasindski dayiskenlik faq va viruslarda
edilmis kosflorlo oxsardir, gorinir ki, bitkilorde ds muta-
siyalar bas verir, lakin bitkilerin genetik cohatdon miirak-
kobliyi onlarin analizini cotinlogdirir. Mutasiyanin analizini,
mutasiyaya ugrams lokusu tayin etmokla kifaystlonirler.
Belo ki, bu analiz ds ¢ox az gisim todgigatgilar tarafindan
apariir. Noticado ali bitkilords mutasiyanin tabisti hag-
qinda bilik olduqca zsif nazers garpir.

Biitin mutagenlor bu va ya digor mutasiya tezliyi
zamam bitkilorde xromosom aberrasiyalan amols gatirir.
Qobul edilmigdir ki, mutagenlorin tasiri ilo gen mutasi-
yalanmn tezliyi va xromosom dayismolori korrelyasiya
toskil etmir vo miixtalif hadisslarle sortlogir. Sitoloji tisulla
bitkilards xromosom doyismelarini mitozun metafaza yaxud
anafaza morhalolorinda miisahids etmak olar (fragmentlor,
korpiilar, translokasiyalar va s.), meyozda (translokasiya
halqalar1 va zencir, inversiyalar va s.). Genetik iisulla
duplikasiyalan va ¢atigmazhqlan slds etmok olar. Onu da
demok lazzmdir ki, xromosom dayismalorinin smals galmosi
mexanizmi axira qadar tam aydinlagdinimamigdir. Eksperi-
mental molumatlar gostorir ki, meyoz vo mitozun miixtalif
fazalarinda onlarin amolo golmasini tamin edan bir negd
mexanizm malumdur.

Miiasir dovrds xromosom doayisilmalarinin amala
golmasini izah edon iki hipotez moveuddur: Saksin «klassik
nozeriyyssi»na gora ilk va sonraki xromosom yaxud Xxro-
matid tellorinin quilmasi bag verir; Rivelin «miibadila
nozoriyyasi»na gors avvalcs xromosomlar arasinda yaxud
bir xromosomun daxilinds tomas bag verir, sonra 9gar
qurilma yerinds xromosomlarin fiziki-kimyovi xiisusi vaziy-
yati olursa o zaman miibadils basg verir.
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Faqlarda gen (yaxud noqtavi) mutasiyalar iigiin gdsto-
rilmigdir ki, onlarin ¢ox hissasi nuklein tursularinda bir
esasin yaxud ciit asasin dayisilmasi hesabina bas verir vs
onlarin amslagslms tezliyi dozadan xotti asihdir (Friz,
1964). Xromosom aberrasiyalan tok qirilmalar naticasinda
(fragmentlar) amolo goldiyi zaman onlarin tezliyi dozadan
Xatti asih vaziyystds olur, amma qinlmalar naticasinds va
sonraki perekombinasiyalar (miibadila) zamani onlarin
tezlik asthihg kvadrata yaxindir (Sax, 1941; Teylor, 1964).

Xromosom aberrasiyalarinimn tezliyi va spektri, goriinan
mutasiya tezliyi va spektrinda oldugu eyni amillarlo modi-
fikasiyalasir. Vaxtdan asih olaraq aberrasiyalarin amols
golmasi xromosom yaxud xromatid tipli ola bilar. flkin
interfaza morhalosinda aberrasiya yaradilmas: (stini) xro-
mosom tipli dayisilmalorin smola golmasina sobab olur,
hansi ki, bu iki (ciit) xromotidin smals golmasina gador bag
verir. Interfazanin sonraki (son) morhalolerinds ayrica
Xromatidlorin qirilmasi bas vera bilor va (naticada) xromatid
tipli dayisilms amoals gals biler. Yarimxromotid miibadilalori
meyoz yaxud mitozun ancaq miisyyan morhalalorinds bag
verir. (mitozun profazasinda, meyozda paxinemadan
sonra).

Mutagenlorin bitkilorlo tasiri yalmz gériinsn mutasiya
Vva Xromosom dayisilmalerinin amals golmasini oks etdirmir,
0 hamginin bagqa effektlar da smalo gatirir ki, bunlardan da
ali bitkilords bas veran stimullagsma va sterilliyi gostormok
olar. Mutagenlorin stimulsedici tosiri bir ¢ox amillor
tarofindon géstorilmisdir. Stimulsedicilik an maraqli mass--
lalordon biri hesab edilir vo onun mutagen tasirls amols
gd3lmoasi olduqca az Oyranilmisdir. Stimuloediciliyi izah edan
genetik hipotez oldugu kimi elacs ds fizioloji hipotez da

26



movcuddur. I.A. Rapoportun nazoriyyssine asason (1965),
stimulosedicilik hetorizis niimunsli hetereziqotlugun mexa-
nizminin yiikselmasi ilo (belo bir konsepsiyan: basqa alim-
larin, o ciimladon Andreyevin do islorinds tapmaq olai
1963), hamginin hiiceyronin ferment aparatina onlarin tasiri
ilo sortlosorak mutagenlorin modifikasiyalasdirici tesirilo
amols golir. Modifikasiyon stimulsedici miisyysn enzimatik
reaksiyalarin gecikdirilmasi ilo slagadar olaraq aralig
mohsullarin kiilli migdar toplanmasi ilo amals galo bilar.
Basqa tadgiqatgilar stimulsediciliyi mutagenin tasiri natics-
sinda hiiceyrads amalo golen fizioloji aktiv madds ils izah
edirlor. Stialanmanin stimulsedici tasirini paxla, sogan, turp
va bugdada dyrsnon zaman alimlor belo naticaya galmislor
ki, radiostimuloedicilik iimumi radiasion zadslonmanin
xiisusi hadisasi hesab edilir vo canh organizmin qeyri
barabar daraca funksiya va sisteminin yoluxmasi naticasinda
amals galir ki, bu da tobii balansin pozulmasina, bitkilorda
bir ¢ox kemiyyat va keyfiyyat slamotlorinin miisbot konar-
lasmalarina gotirib ¢ixarir: siialanmamn imumi effekti
miisbat va moanfi dayiskanliklarin nisbati ilo miisyyan edilir;
nisbaton kicik dozalar zamam miioyysn soraitdo bir sira
gostaricilara gora miisbat doyisikliklara malik olur ki, bu da
stimuloediciliyi tamin edir (Kavata, 1966).

Stimuleediciliyin on yiiksok effekti kimi qiivvatli kim-
yovi mutagenlori gdstormok olar (dietilsulfat, etilenimin,
nitrozoetilsidikcévhari va s).

Mutagenlorin stimulsedici tasiri muayyan daracads
tacriibanin aparildig soraitdon asilidir. Goriiniir ki, 6ziinin
omolo golmasi {igiin bir sira hadisslerin comini tslob edan
stimulosedicilik effekti ¢atin hadisadir.

Bitkilords miixtalif fiziki va kimyavi mutagenlarin tosiri
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ilo amolo galen sterillik do onlarin mutagen, elacads, fizioloji
tosiri ilo sortlonir vo geyri-irsiyyatli oldugu kimi ham do
irsiyystli xarakter dasiyir. Bir ¢ox tadgiqatlar gostorir ki,
irsiyyatli sterillik bir gayda olaraq xromosom aberrasiyalar
asasan translokasiyalarla sortlonir.

Mutagenlsrin canli orqanizmlors tesiri zaman hamginin
hiiceyranin metabolik prosesins giiclii tasir gostarir ki, bu da
bitkilorde Mi-do sorti formada &ziinii gostorir. Kimyavi
mutagenlorin tosiri zamam tonaffiisiin tipi vo intensivliyi
miisyyanlasdirilmigdir.

1.5. Ali bitkilordo kimyovi mutagenlorin effekti

Bitkilords mutagen amillorin effekti bir qayda olaraq
M:-ds> meydana ¢ixan mutasiyaya gérs tayin edirlor, hansi
ki, oksor hallarda mutant bitkilor ailslorin faizi ilo ifada
olunur (Mz-ds materialin ails ilo skilmasi zamamn), yaxud
yasamus (yani, mohsul yigimina qodar gqalmus) bitkilor
icorisindon mutant bitkilorin faizino gora (biitévlikdo,
variantlar iizra sopilon zaman) toyin edirlor. Kimyavi
mutagenlorin effekti bir gqayda olaraq M»-ds amalo golon
maksimum mutasiyalarla miigayiss edilir.

Asagidaki cadvalds miixtalif obyektlords an ¢ox effektli
va yaxst malum olan mutagenlorin smaqdan kegirilmasi ilo
slagadar maksimum mutasiya tezliyi verilmisdir. Cadvalda
verilmis mutagenlordan bazilori bitkilards ilk dafa Oyranil-
misdir (cadval 1.1).
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1.6. Bitkilords siini mutasiyamn tabiati

Iki tip irsiyyat-niivs va sitoplazmatik irsiyyst malumdur.
Odur ki, xromosomlarin irsi materiyalimn dayisilmasi
naticasinds va eyni zamanda sitoplazmatik komponentlarin
- plastidlorin, mitoxondrilorin, (hans1 ki, son vaxtlarda
DNT kosf edilmisdir) dayigkenliys ugramasi naticesinds
mutasiya amsla galo bilar.

Xromosomdankanar irsiyyat hadisasi ilk dofa K.Korreks
va E.Bau torafindan tasvir edilmigdir. Sitoplazmatik mutasiya
siini mutagenez yolu ilo antirrinum, epilobium, likorer-
sikop, nepeta, nikotin, oenotera, arabidopsis va basqa
bitkilords slds edilmigdir.

Niivonin irsi strukturuna goldikds iso onlarin dayis-
kanliklori xromosom saymin dsyigmasi ilo slaqadar olaraq bas
vera bilor. (poliploidiya, haplodiya, aneuplediya). Xromosom
doyisilmalori ilo (catismazhq, duplikasiya, translokasiya,
inversiya) vo gen mutasiyasi ilo slagadardir. Catismazhq vo
duplikasiya ilo bag veran mutasiyalann ¢ox hissasi bugdada,
qargidalhda olds edilmigdir. Stialanma ilo bugda bitkisinds
amols golmis mutantlan analiz edon zaman gabul edilmigdir
ki, onlar ¢atismazhglarin hesabina — SA xromosomundaki Q
lokosunun duplikasiyasi hesabmma oamole golir. Yumsaq
bugdada speltoid (¢atigmazliq hesabmna omalo golon) vo
kompaktoidlarin (duplikasiya hesabina amols golon) amolo
golmosino aparan ¢atigmazhiq — duplikasiya mexanizmi ilk
dafa Mak Kem tarofindon 1954-1956-c1 illords alds edilmisdir
(sokil 1.1).
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Sakil 1.1. Yumsaq bugdada speltoid

Translokasiya naticasinde mutasiya arpada va bagqa
obyektlords miisahids edilmisdir (Qustafson, 1966). Qarg-
dalida molum olan R va A lokuslan iiciin siini yaradilan
xromatiddaxili va geyri barabar krossinqover naticasinda da
mutasiyanin amalo gslmasi homginin miimkiindiir (Stadler,
1954).

Haylens gbra miiayyan allelin, mutasiya amals galondan
sonra basqga allelin yatinlmasinin tosiri hesabina omala
galon paramutasiya (qargidahida, pomidorda) malumdur.
Gen va néqtovi mutasiyalar siini mutagenezds xiisusi genis
sinif oks etdirir va eyni zamanda onlarnn bitkilords aber-
rasiyasiz tobisti haqqinda daqiq siibutlar bdyiik ¢atinliklar
amola gatirir.

Poliploidiyanin miixtalif novlori tabiotds genis yayil-
mugdir. Eksperimental yolla alds edilmis poliploidlar, hap-
loidlar, aneuploidlar bitkilerin seleksiyasinda genis istifado
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edilir. Poliploidiya spesifik mutagen amillarin tosiri ila
amalo golon mutasiyanin miisyyan tipi hesab edilir (kol-
Xitein, ansenortan, qaimeksan, xloralhidrat, azotun asagi
oksidlari, veratrin va s.). Az spesifik tasir edon ionlagdirici
siialar, kimysvi mutagenlor vo boy stimulsedicilori
poliploidiya amola gatirs bilor. Kolxitsin poliploidiya amols
gotirmoaklo bir vaxtda basqa mutasiyalar da tdérods bilar,
hansi ki, poliploidiya oamologolms aninda amale galib,
tetraploidds dord xromosomdan ikisini saxlayir ve somatik
reduksiya ressesiv mutasiya ilo homoziqot forma amals
gatirir (Dubinin va Serbakova gora, 1964-1965).

Mutantlarin amola golmesi mutagen amilin tasirinden
sonra translokasiya noticasinds xromosom sayinin artmasi
hesabina miimkiindiir. Krepis toxumlarina etileniminin
tosirile iki geyri-homoloji xromosomlar arasindak: garsiligh
translokasiya hesabina amoslo golon xromosom sayi, bir
xromosom say1 artmig hiiceyrays malik sektorial ximer alds
edilmisdir.

Yumsaq bugdada siinbillorin dayisilmasi 1lo mutant-
larin Oyronilmasi zamam misyysn edilmigdir ki, bir gox
kompaktoidlor vo subkompaktoidlor nulli-, mono-, yaxud
tetrasomik idilar, seyrak (bos) sinbiilliiliikk formalar nuli-
somik imis, basqa ¢oxlu mutantlar da hamg¢inin miiayysn
xromosom pozulmalarina malik olmusdur: bir heteromorf
bivalentin mévcud olmasi, xromosomlardan birinin
¢iyninin olmamasi va bagqalar (sakil 1.2).
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Sakil 1.2. Yumgaq bugdada siinbiillarin dayigilmasi

Oksor hallarda mutasiyalar eksperiment aparan zaman
va tabistda ressesiv formalarda olur. Dominant mutasiyalar
diploidlara nisbaton poliploidlordo daha ¢ox amolo galir.
Tadqiqgat yolu ila (eksperimentds) dominant va yarimdo-
minant mutasiyalar bark va yumsaq bugdada, arpada,
qurdagz1 bitkisinde alds edilmisdir. 11k dofs olaraq M;-do
omolo golon yiiksok tezlikli dominant mutasiyalar super
mutagenlorin kémakliyi ilo yumsaq bugdada ve noxudda
alds edilmisdir.

Toxunulmus slamatlorin xarakterins gors makro- va
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mikromutasiyalar1 ayird edirlor, bels ki, makromutasiyalar
adi gozlo asan segils bilon M; vo Ma-do iki bdyiik fenotipik
doyigkanliklordir, mikromutasiyalara iss ¢oxlu alamotlorin
dayisilmaesi aiddir ki, bunlar da M3 vs sonrak: nasillards
amols galir. Son vaxtlara gadar eksperimental mutagenezda
baslica olaraq makromutasiyalara digqat yetirirdilor. Mik-
romutasiyalan Syranmok iigiin xisusi analiz iisullar1 talab
olundugu ti¢iin buraxilirdi. Eyni zamanda gostorilmisdir ki,
onlar morfoloji ve fizioloji alamatlars toxunur, makro-
mutasiya tezliyinden heg do az meydana galmir va seleksiya
l¢lin az ohomiyyst dasimir. Ik dofs olaraq onlar yer
findiginda, sonra c¢oltikds, arpa, valomir, qargidali, bugda
va bagqa obyektlords slds edilmisdir.

Arpada makromutasiyalarin tezliyini analiz edarsk
Qaaul belo naticoys golmisdir ki, onlarmn tezliyi xlorofil
mutasiyalarin tezliyino yaxindir va eyni zamanda makro-
mutasiyalar kimi xlorofil mutasiyalarinin 1/10 hissasini toskil
edir.

Mutant kompaktum (qisa siinbiil). T.aestivum kom-
paktumdan C geni ilo forglonir; birincide bu gen passiv
formadadir, amma ikincido dominantdir. C geni va o
faktoru ozlerinin tesirine gora farqlidirlor, lakin har ikisi
bugdada eyni mutasiya tdratmak qabiliyystine malikdirlor.
Mak Kenin tsdqiqatimin goéstordiyi kimi, kompaktum-
mutanti 5A xromosomunun uzun ¢iyninds distal tarafindaki
lokusda yerloson Q faktorunun duplikasiyasi hesabina
amald golir. Bir sira tadqiqatlarda kompaktum N-nitrozaal-
kilsidikcovhari vo etileniminin tasiri ilo amols galmisdir
(sokil 1.3).
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Sakil 1.3. Mutant kompaktum ( yumsaq bugdada)

Makromutasiyalara toxumlarin, yarpaqglarin &lgisii,
govdenin uzunluq vs hindirliyl, siinbiilin uzunlugu,
bugumlararasi mosafonin uzunlugu vs sayi, yag tutumu,
toxumlarda ziilal vo basqa maddslor, toxum ¢iximi vs
bagqalan aiddir.

Oksar makromutasiyalar pleyotrop effekts malikdirlar
ki, ona géra do onlarin seleksiyada totbiqi ¢atinlik toradir.
Onlardan ¢oxu asagi mohsuldarliga malik olur, bazi
hallarda onlarin bir qismi mshsuldarliga gors baglangic
sorta yaxin, yaxud iistiin olur va yeni sorta baglangic verir.
Pleyotrop effektdon (qayitmaq igiin) azad olmaq iigiin
mutant slamati yeni genotipa kd¢iirmak lazimdir.

Bir ¢ox siini mutantlarin ¢atismazliglart ondan ibaratdir
ki, onlarda eyni vaxtda mutagenin tasiri naticasinda bir ¢ox
mutasiyaya ugramis slamotlor moévcud olur. Mutantlar
¢oxlugu noxud vs bagga obyektlords qeyd edilmisdir. Eti-
leniminlo noxud bitkisino tosir edon zaman baglangic for-
madan 8 genotipik forma ilo farqlanon mutant sldo
edilmisdir.

Siini mutagenez yolu ila alds edilmis eksperimental
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materiali analiz edon zaman inanmaq olar ki, biitiin
slamstlor morfoloji, eloco do fizioloji va biokimyavi
slamaotlor dayisils bilor.

Mutantlar ya sistematika lgiin shamiyysti olmayan
olamatlors malik olur, ya da mutant slamatlor tasnifat
néqteyi-nazordan shomiyyatli olur. Bu zaman mutant basqa
noévs aid edilir. Belo mutantlar arpa, bugda, soya va basga
obyektlords slds edilmigdir.

C.Stadlerin fikrino goro eksperimental mutasiya
spontan mutasiyadan farqlonmalidir, lakin praktikada
onlarin geyri-adi oxsarligim gostorirlor. Bir sira hallarda
spontan mutagenezds mslum olmayan mutasiyalar slds
etmok miimkiindiir. $tubbe bels mutasiyaya qurdagz
bitkisinda alds edilmis mutasiyani misal gostarir. Corruqgat
mutant: onlar tarofindon eksperimental mutagenezds slds
edilmis va o bu bitkinin spontan mutantlar kolleksiyasinda
tapilmamigdir. Siini mutagenez seleksiya iigiin ¢oxlu
material verir, kiilli miqdarda va miixtalif, artiq mslum olan
amillor oldo etmays imkan verir vo seleksiyanin bir ¢ox
xiisusi masalalarini hall etmays imkan verir.

1.7. Kimyavi mutagenlorin bitkilords
spesifik tasiri hagqinda

Mutagen amillorin spesifikliyi onlarin miisyysan orga-
nizmlords tasirilo miisyyon mutasiya amala galmasini ifada
edir, miixtalif mutagenlor genetik materiala tasir xarakteri
ilo segilir, onlarin tasiri miixtalif orqanizmlorda, miixtalif
cinslordo yaxud miixtalif vaziyyatli hiiceyralords farqlidir.
Siini mutagenezds spesifikliyin yiiksalmasi vazifosi ~ arzu
olunan istigamotds mutasiya spektrinin doyismosidir va
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miioyyon lokuslarda dayigkanliyin sldo edilmesidir (Ayer-
bak, 1966).

Mutagen amillorin spesifik tasir xarakteri eksperimental
mutagenezin inkisafinin ilkin moarhalslarinde R.Qoldsmit va
B.B.Saxarov torofindon oldo edilmisdir va drozofilds
miloyyan tip mutasiyalar miisyysn amillorin tesiri natice-
sindo meydana golmasini gostormislar.

Miiasir dévrde miixtalif mutagen amillorin miixtalif
irsiyyatli doayisksnliklor amalo gotirmasi haqgqinda kifayst
gadar tasdigedici faktiki material vardir. Bu islards istiga-
matlonmis mutasiya probleminin hallins ilkin giris meydana
cixmugdir. Belo ki, mutagenlorin molekulyar saviyyado,
hamginin hiiceyrs va orqanizm soviyyasinda spesifik tosir
mexanizmini aydinlagdiran todqiqatlar aparilir.

Molekulyar saviyyads bu problemin hall edilmasi miiay-
yan tip iki azot asasimin avez edilmasina nozarat yolu ils ola
bilor. Mikroorganizmlords buna oxsar tadgigat bir gism
miizakiralor iistiinliiklo tranzitasiya (DNT molekulunda bir
purinin bagqasi ilo ovez edilmasi, yaxud bir primidinin
basqa primidin ilo avaz edilmasi), basqalan — transversiyalar
— (bir purinin primidinla avoz edilmasi yaxud, aksins
primidinin purinls avaz edilmasi) smals gatirir.

Birinci mutagenlora misal azot tursusu va 5-bromurasil,
ikincilars misal — sulfanatlar aiddir. Bels ki, ilkin saviyyada
miixtalif mutagenlor irsiyystin materialinda  spesifik
doyiskanlik amalo gatirir.

Molekulyar saviyyado aparlan tadgigatlar miisyyon
genlorin ganunauygun mutasiyaya ugramasinl Oyronmsys
imkan verir. Eyni zamanda ali ¢oxhiiceyrali organizmlards
irsiyyatli doyigkenliklori gen saviyyssinds Oyronon zaman
garsiya bir ¢ox metodik ¢otinliklor ¢ixir. Onun avazina

36



bitkilords mutasiya prosesinin spesifik Xisusiyyatlorini
hiiceyronin irsi strukturu saviyyssinda oldugu kimi -
xromosomlarla, eloca do orqanizm soviyyasinds do Oyran-
moakK miimkiindiir. Bir sira hadisalor zamani ayrica genlords
mutasiya omolo golmesi ganunauygunlugu haqqinda
mithakims yiiriitmak miimkiindiir.

Oksar mutagenlorin canh orqanizmlors tosiri zamani
xromosom doyiskanliklori amolo gotirdiyi kimi gen muta-
siyasi da amala gatirir va har bir mutagenin miisyyan ob-
yekta tasir xlisusiysti goriinon mutasiya tezliyinin xromosom
doayisilmoleri tezliyino nisbatini xarakterizs edir. Xromosom
doyisilmalorinin analizini kokciiklords ilk mitozda yaxud
mutagenlo tasir edilmis toxumlardan smola golmis ciicar-
tilorin uc hissalorinds, homginin bitkilords meyozun ilk
metafazasinda dyranirlor.

Kimyasvi mutagenlardsn bir ¢oxu, masalan, 8-etoksiko-
fein xromosom qirilmalari amols gotirdiyi halda, goriinon
mutasiyalar amolo gotirmir (Qustafsona gora, 1960),
basqalan ciizi xromosom doyisilmolori tezliyi zamani siini
yaranmig gorunan mutasiyaya nisbaton yiiksok effektlidir,
masalon, mileran dietilsulfat, 1,4-bic-diazoatsetilbutan, di-
B.Bl-xloretilfosfor tursusu vs nohayst. Uciinciilor arahq
vaziyyat tutur — yiksok tezlikli mutasiya amolo gotirir —
~xromosom dayisilmalori amals gatirdiyi kimi (stialanmaya
nisbaton ciizi doaracads) gériinan mutasiyalar da téradir,
masalon, etoksidler, etilmetansulfanat, N-nitrozaalkil sidik
c6vhari belo mutagenlardandir.

Kimysvi mutagenlorin tosirinin xarakterini analiz edan
zaman xromosom qiurilmalan yerlorinin  yapismasinin,
yaxud perekombinasiyanin miixtslif xiisusiyystlari shomiy-
yot kosb edir. Mileranin arpa vo at paxlasina tasirini
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dyrsnon zaman korpiisiz fragmentlorin yiiksok tezliyinin
omoalo galmasi geyd edilmigdir. Etieneminin bugda toxum-
larina tosiri zamam korpiilorin sarbast fragmentlars nisbati
3:6,8 toskil edir, y-gilalan il eyni soraitds siialanan zaman
nisbat analizi 1:1-na bsrabar olmugdur. Kimyavi tasir
zamam (etilenimin, etilmetansulfanat) korpiilors nisbatan
fragmentlorin ¢oxu siialanma ilo miigayisads, homginin
kartof yumrularina mutagenls tesir etdikdon sonra ilk
mitozda geyd edilmigdir. Qarabasaq bitkisinda etilenimin,
dietilsulfat vo NEM-i sinaqdan kegiron zaman korpiilerin
fragmentloro miixtolif nisbati alds edilmisdir.

Sonra gostarilmisdir ki, siialanma va bir ¢ox kimyavi
maddaler (8-etoksikofein va basq.) hiiceyra tsiklinin biitiin
fazalarina tosir edir, eyni zamanda okser kimysvi muta-
genlor, o climlodan alkileedici birlogmalor ancaq xromosom-
larin autoreproduksiyasi zamani Xromosom qiriimalan
toradir ki, bunun da noticasinds bu vs ya diger mutagenlor
miixtalif tipli xromosom doyisilmslari oamolo gatirirlor. Belo
ki, sonralar gabul edilmigdir ki, alkileedici amillor hiiceyra
tsiklinin biitiin fazalarinda xromosom qirilmalan tératmaya
qadirdir, lakin onlann predsintetik dovriinds tasiri zamam
bashca olaraq onlar potensial doyisilmalor néviinds
meydana ¢ixirlar.

Qinlmalarin miixtalif xromosom va her bir xromo-
somun uzunlugu boyu paylanmasma gsldikds isa son
illardoki islorde qabul edilmigdir ki, ham siialanma vs ham
da kimyavi mutagenlar qirilmalarin paylanmasinda tosadiifii
xarakter dagimir, eyni zamanda kimyavi mutagenlarin tasiri
zamamn qurilmalarin lokuslasmasi goxdur.

At paxlas: siialandirilan zaman qunimalarin say nisbati,
daha dogrusu béyikk xromosomdaki quimalarin sayimn
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kigcik xromosomdaki qirilmalara nisbsti 5:2-ys nisbatina,
amma ipritlo tosir edsn zaman nisbot 50:2-ys barabor
olmusdur. Miixtalif mutagenlorls krepiss tesir edon zaman
alinan qunlmalanin faizi, miioyysn xromosom ¢iyninda
miixtalif siialanmalar naticesinds omolo golon qiriimalarin
faizi ilo uygun yaxinliga malik oldugu gostarilmisdir. Xro-
mosomun ¢iyni boyu qirilmalarin lokuslagmasi hamginin
uygundur: izoxromatid delesiyalar ii¢iin maksimum qirilma
tezliyi ¢iyinin ortasinda, minimum qirilmalar — proksimal
hissasinds qgeyd edilmigdir. Etilenimin va hidraziz malein
tursusu ilo tosir edon zaman yiikssk qirilma tezliyi D-
Xromosomun uzun ¢iyninin proksimal sahasinda va A-xro-
mosomun ¢isa ¢iyninin distal hissasinds miisahids edilmisdir.
8-etoksikofein ils tasir edon zaman qirilmalarin lokuslasmas:
onlarin giialanmas1 zamam alinmig lokuslagma ils uygundur.
Al bitkilordo mutagenlorin lokuslararas: spesifik  tasiri
haqqinda miihakima yiiriidon zaman baghca olaraq fenotipik
mutanatlarin amolo golmasi ils hesablasirlar.

Bitkilords eksperiment yolla siini mutagenez ilo sldo
edilmis mutasiya spektinin analizi gostarir ki, miisyyan tip
mutasiyalar spontan yolla smals goldiyi kimi, istonilen giiclii
mutagenlorin tasiri ilo do amals gals bilsr, lakin onlarn, yani
mutasiya tezliyinin amals galmasi miixtalif mutagenlor iigiin
mixtalifdir. Miiasir dévrds ionlagdirici siialarin va kimyavi
mutagenlorin tosirindon sonra xlorofil va morfoloji muta-
siya spektrlorini analiz edon zaman mutasiya prosesinin
miixtolif xarakterinin nisbati haqqinda genis, 1nam11 molu-
matlar alds edilmisdir. :

Tonlasdiric1 siiualarla taxil bitkilorina tasir edan zaman
(bugda, arpa) xlorofil mutasiyalari arasinda an ¢ox albina
mutasiyasi,, kimysvi mutagenlorlo tosir edan zaman
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(etilenimin, etilmetansulfat vo bagq.) an ¢ox xanta (ksanta),
viridis ve tigrina mutasiyalar smalo galir.

Kimyavi mutagenlorls tasir edon zaman siialanmaya
nisbaton bir qayda olaraq az tesadif edilon mutasiyalar
omoala golir. Bundan bagqa oger slialanma zamam aksar
mutasiyalarin tezliyi yitksok deyilss va 700-800-2 1, bazan
1000-5 1 mutasiya taskil edirsa, onda kimyavi mutagenlorlo
tosir edon zaman hoyata davamli, o ciimledan xeyirli
mutasiyalar ¢ox amalo golir.

fonlagdiric1 siiualarin va kimyavi maddslerin noxud
bitkisine tesirindon sonra amale golmis mutasiya spektrini
dyronen zaman B.Sram torafinden gdstorilmisdir ki, kimyavi
mutagenlor siialanmaya nisbston daha genis mutasiya
spektri amoals gatirir. Az tasadif olunan mutantlar kimyavi
mutagenlorin tasiri ilo daha ¢ox yaranir. Kimyasvi muta-
genezds genis mutasiya spektri arpada siialanmaya nisbaton
daha ¢ox olds edilmasi qeyd edilmisdir. Etilenimin ilo tosir
edildikdon sonra tam xlorofil mutasiyasi slde edilmisdir,
amma neytron ilo siialanmadan sonra albina tipli mutasiya
spektri 70% togkil etmisdir.

Arpa bitkisinda rentgen siialariny, etilmetansulfanati,
dietilsulfat, etilenimin va basqa birlosmalari sinaqdan kegi-
ron zaman, sulfanatin tesiri ilo alinmis mutasiya spektrina
yaxin spektr ahnmigdir. Arpa bitkisino miixtalif kimyavi
birlosmoalor sinfi: alkiloedici amillorin (ipritin toramalari,
etilen oksidi, formaldehid), oksidlesdiricilorin (xlorun,
yodun, p-dioksan), purin téramalarinin (8-etoksikofein,
nebularin), akridinlerin (akridin, akriflavin) tasiri zamani
maraqh naticalar slda edilmisdir.

Yaxin vaxtlarda taxil bitkilorinds sinaqdan kegirilmis
mutagenlor arasinda strukturunda bir negs mutagen qrupu
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olan kompleks mutagenlar digqgsti daha ¢ox calb edir. Bela
mutagenlordon istifade etmaklo genis miqyasda spesifik
mutasiya spektri alds etmok miimkiindiir.

Mutagen amillorin spesifik tosiri problemini hsll edsn
zaman genin strukturu assas shomiyyst kosb etdiyi halda,
fenotipin onlar terafindon nszarst edilmosi heg bir shomiy-
yato malik deyil. Bu daha aydin sokilds bir vs eyni fenotipi
tomin eden arpanin miixtolif lokuslarinin mutasiyaya ugra-
masi tezliyini analiz edon zaman géstorilmisdir. Xlorofilin
omolo galmasine nezarst edon arpanin miixtslif lokuslar
rentgen va y-siialar: ilo gtialanan zaman har ikisi eyni tezliys
malik mutasiya amolo gatirir, amma etilmetansulfanat ilo
tasir edon zaman yalniz albt lokusu mutasiyaya ugramisdir.

Arpanin Bonus sortunu siialandiran zaman sn ¢ox
spektoidlik «c» lokusu mutasiyaya ugramus, kimyavi
mutagenlarls tasir edon zaman iss (etilenimin, etilen oksidi,
etilmetansulfanat) an ¢ox «a» lokusu, hamginin «e» va «f»
lokuslar1 mutasiyaya ugramigdir.

Bununla slaqadar olaraq qeyd etmak lazimdir ki, loks-
lararas: spesifiklik haqqinda yalmz mutanatlarin miinasib
analizindan sonra miithakims yiiriitmak olar.

Yiiksok tezlikli xromosom dayigilmalari amsls gatiran
mutagenlar, bir qayda olaraq Mj-ds bitkilorin mohsul-
darhigimin giiclii daracads azalmasina sabab olur. Nebularin
va basqa mutagenlarin effektiv dozalari ils tasir edan zaman
mohsuldarhiq M;-ds azaltmagq svazina yiiksalir.

Etileminls arpa toxumlarina tssir edon zaman siialan-
maya nisbaton 3-5 dafo ¢ox mutasiya slds edilmisdir, eyni
zamanda M,-do mohsuldarhq stialanmaya nisbatan etileni-
minla tasir edon zaman yiiksak olmusdur.

Boazi hallarda kimysvi mutagenlorin tasiri ilo sterillik
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siialanmaya nisbatan yiikksak olur, bu da bels bir naticays
gotirib ¢ixanr ki, sterillik gen mutasiyast ilo amols goldiyi
kimi xromosom abberasiyalan yolu ilo do amalo galo biler.

Radiasiyadan forgli olaraq kimyavi mutagenlor fertil-
liyin azalmasi, ddzimlilik, boyun longimasi, Xxromosom
abberasiyas1 tezliyi va Ma-do mutasiya tezliklori arasinda
diiziins korrelyasiya alinmaya bilar.

I.A.Rapoportun mikrogenetik konsepsiyasina asason
gen molekullarinin monomerlori — nukleotidlor, monopep-
tidlor milayyan fiziki-kimyavi konstantlarla xarakterizs olu-
nur: dipolanla, entropiyamn bdyiikliyli, diamaqnit
gobulediciliyi ilo va s; kimyavi molekullarin mutagen ak-tiv-
liyi va spesifik tasiri onlarin fiziki-kimyavi xiisusiyyatlarinin
genomonomerlarls yaxinhgini miiayyan edir.

Genetik materialin tobisti mileyyan bir tipde 100%
mutasiya almagin imkanlarim kenar edir. Mutagen bir
osasla, yaxud DNT-nin ardicil bir nega asasi ilo istenilon
asas, yaxud asas grupu genomda dafslarle tasadif olundugu
halda spesifik toanzim oluna bilar.

Hiiceyranin basqa komponentlarina va ikinci proseslors,
fenotipik spesifikliys gotirib ¢ixaran mutagenlorin tasiri
goriniir ki, segicidir. DNT-do molumatin dayisilmasi bir
ne¢s morhoalalori kegmoklo mutant fenotipa gotirib ¢ixanr:
ilkin doyisilmalorin sabitliyi va replikasiyasi, mslumat
DNT-ds transkripsiya, translyasiya va polipeptid zancir,
yeni mutanta baslangic versn mutant hiiceyronin yeni
biokimyavi ardicilifinin vo bolinmasinin amole galmasi.
Ikinci morhalelor, 6z ndvbasindo mutagen tasirilo spesifik
idars olunur, bunun da nsticasindo mutasiya prosesi muta-
genin tosir xarakterindon asih oldugu kimi, orqanizmin
cavab reaksiyasindan da asihdur.
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1.8. Siini mutagenezds genotipin rolu

Gortiniir ki, mutagen amillorin spesifik tasir problemi,
obyektin mutagenezdo spesifikliyi problemi ils slagadar hall
edilmalidir. Obyektin mutagen tssiro qars1 spesifik reak-
siyasi ilk dofs olaraq L.D.Stadler tarofindon 1929-cu ildo
slds edildikdon sonra bitkinin mutasiya tezliyinin onun
mohsuldarligindan ashligin dyranmigdir.

Bitkilords eksperimental mutagenezs dair aparlmis
kiilli miqdar tadgigatlar miixtalif fasilo, noév, sortlarn
mutagen tosiro miixtolif reaksiyalarim tosdiq edir, hansi ki,
bashca olaraq hayatilik daracssilo vo mutagenlo igladikdon
sonra bitkinin zadslonmasi ilo (hossash@) va Mai-do
mutasiya tezliyi (mutagenliyi) ilo miihakims yiiriidiliir. Siini
mutagenezs dair zongin materialin olmasina baxmayaraq
bitkilorin dsyiskanliklerinin imumi qanunauygunluglarim
siibut etmok ¢atindir, baxmayaraq ki, bir ¢ox tadqigat islori
bu moasalonin holline hasr edilmigdir. Bu sahads aparilmus
islorin goxunda bitkilorin hassasligt, xromosomlarmn say1 va
uzunlugu, niivenin orta hocmi, hibridliliyini va s. birlag-
dirmakls onlann genetik tobistinden, homginin toxumlarin
dl¢li, namlik va yetisms daracssindan, toxumlarda miidafia
rolunu oynayan maddalorden, toxumlarin reproduksiyasin-
dan va s. asihligi milayyan edilmisdir.

Hossaslig, hamginin mutabillik doracssi vo dayiskanlik
xarakteri ciizi doracods mohsuldarliqdan asihidir ki, bu da
bugda, arpa, qarabasaq vs basqa obyektlordo gostaril-
misdir.

Bir ¢ox miislliflor geyd edir ki, yiiksok mohsuldar
formalar agag mohsuldar formalara nisbatan mutagenlorin
tosirine qarst davamhdir, gen, yaxud xromosomlarin

43



mutasiyasi ilo onlarda amolo golon miidafio effekti ilo izah
olunur ki, bu da xirda ¢atmazliglar, yaxud miioyyan lo-
kuslarin duplikasiyasin1 dagiyan orqanizmlorin yasamasina
imkan yaradir. Poliploid formalarin timumi mutabilliyt
diploid formalara nisbatan zsifdir. Bu onunla izah edilir ki,
poliploidlards mutasiya uygun goslen lokuslann dupli-kasi-
yaya ugramadifn zaman omolo gdlir. Digor tarsfdsn
poliploidlarin ¢ox yasamas: (hayatiliyi) onlarda yliksok mu-
tasiya ¢iximu oldo etmoys imkan verir. Ploidlikden basqa
mutasiya tezliyi orqanizmin bagqa genetik xiisusiyystlo-
rindan da asihdir.

Yumsaq bugdada yiiksok mutabillik tez-tez mutasiyaya
ugrayan Q lokusun miqdan il izah olunur.

Mbohsuldarligin artmasi ils xlorofil mutasiyasimn tezliyi
bir qayda olaraq azalir. Onlar asason iki va daha ¢ox
homoloji xromosomlarda yerlogon genlorin hesabina amals
golir va onlarn smalo golmasi ligiin mutasiyanin bu genlords
eyni vaxtda bag vermasi vacibdir.

Xromosom dayisilmalori tigin gostarilmisdir ki, onlarin
tezliyi mohsuldarhigin artmasi ilo yiiksalir.

Bir cox tadgiqatgilar belo naticoys galirlor ki, moh-
suldarhq basqa genetik xiisusiyyatlora nisbaton o gadar ds
boyiik rol oynamir. Xromosom dayisilmalari ii¢iin, onlarn
tezliyinin mohsuldarligdan asili olaraq goxaldifn gdstaril-
misdir.

Monofunksional va bifunksional alkilli amillarin
DNT va onun bioloji ardicalh@ina tasiri

Artig xeyli vaxtdir ki, bir ¢ox alimlorin diggatini,
kimyavi reaksiyalar yolu ilo hiiceyranin miihiim funksional
strukturu ilo giiclii bioloji effekt gostaran birlosmslor calb
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etmisdir. Bu tip birlosmolorin sintezini ve tasirinin dyra-
nilmasi miixtalif név siskinliklars onlarm yiiksok effektli tasiri
imkan verir ki, bundan da klinikada genis istifads edilmasi
tévsiya edilir. Azot ipriti (embixin), lizin, eponat, TEM, tio
TEF, dopan, novembixin, deqranol, sarkolizin vs s. adlanm
yada salmagla xargangin ximoterapiyasinda bu birlasmalarin
rolunu giymstlondirmok olar. Son illorda miialica tisullarinin
yenidon islonilmasi va yaxgilagdirilmasi, hamginin ximotera-
piyanin sialanma ilo uygunlasmasi, corrahiyanin igo garis-
masi va bagqa vasitalarle bir ¢ox preparatlarin bir sira sis-
kinlik n6vlarins effektliyini yiiksoltmok miimkiin olmugdur.

Lakin indiys godor totbiq olunan, miibahisays sobsb
olmayan qgati bir birlosms mévcud deyildir. Bu masals ilo
Xeddou mosgul olaragq, Xar¢angin miiasir ximoterapiyast
onlara qarsi miibarizads lazimi yer tutmadigim qorara
almusdir.

Alkilli radikala malik R-(CiHan+1) vo basqa birlos-
modlorin hidrogen atomunu avoz edon, yaxud oziine basqa
radikal birlogdiron birlosms alkilsedici maddalar adlanr.
Basqa sozlo, alkilli birlosmolor elektronla zongin, yaxud
nukleofil morkazls zangin olan markozlo birlasmok qabiliy-
yatina malik olan elektrofil reaktiv soklinds tosavviir edilir.
Onlar miixtalif sinif birlesmalorls oks etdirilir (cadval 1.2). Bu
birlosmolards alkil qruplan sada (masslen: -CH3; -C,H3) va
mirokkab  (masalon: -CH,0OH; -CHCH-OH; -
CH2CH2NH2; -CH2CHCl) ola biler.
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Cadval 1.2

‘Bir ¢ox bioloji alkilli birlosmolar (Boscuya gora, 1954)

Alkilli birlagmalarin tiplori Niimayandalar
1 2
Halogen alkillar CH3J
0O
. ) V4
Eufokislot efir1 CH;—0O—S—CH;
/7
0
Sulfat tursusu efiri =0y S<O
cH;—0” g
CH;—O._
Fosfor tursusu efiri P =0
CH;—O
Xlormetil efiri CH;—O—CH,Cl
__CH,CHCl
2-xlormetilsulfidlor S\
CH,CH,Cl
__CH, CH, Cl
2-xloretilaminlor H3C—NL_
CH, CH, Cl
CH, CH—CH—CH;
Epoksidlor
CH,
Etileniminlor na |
CH,
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Cadvalin davam

('3H2CH2
d-Laktonlar & c=o
Diazoalkanlar N=N-—CH;
0] CH,CH
o N
Aktivlasdirici etilenli birlosma ~ S\
O CH,CH,C

Sayindan ve alkil qruplarimin tssirinden asilt olaraq
onlar mono-, bi-, va polifunksional birlasmalara boéliiniir va
bir, iki va ¢oxlu bioloji aktiv qruplara malik olur. Masalan:

CHy  CHy—CH—CH—CH,
CHyJ NHZ / N\
CH,
YodIu metil Etilimin Diepoksibutan
H,C—CH
2 N 2
ClJHs CHy(_ ITI
N—P=S§
- CH,CH,Cl - CH,CH,CI CH2/ 111
™ CH,CH,CI CH,CH,CI H,C—CH,
Iprit Novembixin Tio TEF

Oz dévriinds Koller madds v hiiceyrays tasir edsn
zaman miinasib bir termin irali siirmiisdiir: «nukleotik tasir»
(indi an ¢ox «sitogenetik tosir» islonir) va «sitotoksiki tasir».
Birinci, maddanin hiiceyrads niiva strukturuna tssirini
gostormak iigiin - xromosomlara, ikinci iss — sitoplazmaya
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tosirini gdstormak {iglin tatbiq edilir. Amdbin niiva va
sitoplazmasinin iprits garst nisbatli hossashfina hasr edilmis
tocriiba gostormigdir: sitoplazmaya tssir zamani organizmi
6ldiirmok iigiin 0,0015% azotlu iprit lazim golmis, lakin
niivaya tasir zamam — ancaq 0,00015%, yani 10 dofs az tolob
olunmusdur. Rentgen siialarina isa niivonin hassashg sitop-
lazmaya nisbaton iki dafs ¢ox olmugdur. Belo ki, aksor
hallarda asag) dozada madda sitogenetik, lakin yiksok doza
zaman sitotoksiki tasir gostarir.

Ayerbax va Robson drozofil milgayi {izorinds migahida
aparan zaman, iprit sitoplazmaya yeridilorkan tacriibs
xromosomlarinda letal mutasiyalarin miqdarinin artma-
digint v niivanin sitoplazmadan asili olmadan zadslandiyini
gormiglor. Bu bir ¢ox mutagen birlesmalorin xromosomlara
birbasa tasirini gostarir, belo ki, alkilli preparatlan xargong
Ximoterapiyasinda tatbiq edon zaman sitogenetik effektin
baglica rol oynadigim tosovviir etmok olar. Yiiksok
saviyyays catmug xromosom balansinin pozulmasi zamani
(dominant tipli hiiceyrs letallar) siskinliklorin bdyiimasini
shatoys alr (qarsisim alir) (Ayerbax, 1961; Dubinin,
Sanrikina, 1964).

Uotson va Krikin modelina asasan dezoksirubonuklein
tursusunun molekulu ndvbalesan dezoksiribonukleotid-lar-
don toskil olunmus ikitelli zoncir goklinds tesavviir edilir.
Dezoksiribonukleotidlordan har biri pentoza sokari-dezoksi-
riboza, azot ssasi va fosfor gahfindan taskil olunmusdur.
Belo ki, biz DNT-nin bu komponentlarindan iigiinii — alkilli
reaksiyalarin bir ¢ox miimkiin olan variantim aydinlas-
diraq. Desokriboza ilo alkillosmo bag vermir. Alkillogdirici
madalorls ancaq fosfor tursusunun qalifi vo azot osasi
tasirda ola bilar (sokil 1.4).
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$akil 1.4. Fosfat qalig1 ils alkillogan zaman ( nogtalarls )
miimkiin qurilma

Alkillagdirici maddslorin fosfat qruplan ilo qarsthql
tosiri intensiv suratds kegir. Fosfor gqaligina birlosmis alkil
qrupu davamsiz Uglii fosfat efiri omolo gatirir. Hidrolitik
ayrilma zamani bu reaksiya alkil qrupunu azad etmoklo
donan reaksiya xarakteri dastya bilar va trasalkillosmo hipo-
tezina asason alkil radikali purins birlagir. Alkil qrupunun
fosfor gqahigindan ayrildigi vaxt fosfor gqalig1 va dezoksi-
riboza arasindak: slaqs pozula biler. Belo qirilma, goriiniir
ki, nahong xromosom birlasmolari amals gatira bilor, amma
noqtavi mutasiya yarada bilmsz (Friz, 1964).

9gor DNT ikilsgon zaman miisyysn miqdarda alkillog-
dirici grup fosfat qahig ilo alagali qalirsa, o zaman ikilogsma
yatinla bilar (Friz, 1964).
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Tadgiqateilar diglin an gox alkillosdirici amillorin azot
assasalarn ilo reaksiyast maraq dogurur. Yanq vo Kempbell
molumat vermislor ki, iprit 25°C-ds vo pH=7-ds adenini va
quanini alkillagdirir, amma sitozin ilo reaksiyaya girmir.

H
N ~
N—H-----nosenmem O CH
we? Sc—c—" Sc—c
N4 7N
N—C ' (Ny--mmmmmeemomnee H—N CH
, N
C —N
el 7
adenin /N timin
i
@\ S H"”f
HC” 7 ¢c— -
\ K C CH\\
|_N—C N—H---oooemooeoe @j
. \ / CH
| N— c—N
\
Netrne? e
quanin sitozin I
sarbast ciitlar
R
vaya
o
43 -
CH3—"—>J

DNT-ni dimetilsulfatla isloyan zaman alkillagdirici
mad-donin ¢ox hissesi purin vs primidinla reaksiyaya
girmasi alds edilmigdir. Quaninls DNT-nin absorbsiyasini
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ultrabanévsayiliys doyigdirmakls reaksiyada olur. Sonralar
gostorilmisdir ki, alkillogdirici maddslorin tasiri zamami
baghca olaraq azotun 7-ci vaziyystinds quaninin alkil-log-
masi bas verir. Homginin miioyyan edilmisdir ki, quaninin
alkillosmasi onun DNT molekulu torkibine daxil oldugu
zaman bag verir. Quanizin, yaxud quanil tursusunun tor-
kibinds olan zaman 7-ci quaninin alkillosmasindan basqa
novbati mohsullar slds edilmisdir: 1-alkiladenin, 3-alkila-de-
nin, 1,3-alkiladenin vo 1-alkilsitozin. DNT-do timin iss
alkillogmir.

Quaninls oldugu kimi, eloco do basqa ssaslar da olda
edilmigdir ki, onlar DNT-ya vo azad nukleotidlora daxil
olan zaman alkillagmalarinds farq olur. Bels ki, hom adenin
N-1 vaziyystinds vo ham ds sitozin N-1 vaziyyatinds azad
nukleotidlorde daha reaktivdirlor, nsinki DNTstruktu-
runda. Bunu onunla izah etmoak olar ki, Uotson va Krikin
modelina asasan bu vaziyyst DNT-ds shatays alimr. DNT-
nin denaturasiyasi zamam onlarin reaktiv xiisusiyyati ye-
nidsn meydana golir. Adeninin N-3 vaziyyati, oksins, azad
nukleotidlords az reaktivdir vo iki spirali DNT-ds alkil-
losmo reaksiyasini bir nego dofo giiclondirir. DNT-ds alkil
grupu ila reaktivliyin artmasimi miislliflor, adeninin DNT-
nin mikromolekuluna daxil oldugda adenin halgas: daxi-
linds elektron paylanmasinin doayisilmasi ila izah edirlor.

DNT-do quaninin N-Z-in yiiksok reaksiya voziyyati
nukleozidlords va nukleotidlords olanlarla miiqayisads Ross
bu atomun fosfor efiri qaligina nisbaton yaxin yerlogsmasi ilo
izah edir. Nakamma vs Pulma giiman etmislor ki, azot 7-ci
vaziyyatinda, DNT strukturunda hidrogen rabitasi smals
gatirmadan an ¢ox nukleofil markaz olur.

Azot quaninin 7-ci atomunun alkillosmasi zaman

51



giiman edilon purinsizlasms mexanizmi:

g
CH
2 (|:H2 0] i
N
[ ' NH
\ A
1]‘ N" "NH,
R
l C'fHa
0O CH, O
I I
N

E

+ROH
+H*

Quaninin N-7 vaziyysti vo adeninin N-3 vaziyyatinin
alkillosmasi davamsiz dérdlii azotun amslo galmasina gatirib
cixarir. Naticods asas DNT-nin sokor-fosfor karkasindan
ayriir, daha dogrusu «purinsizlosmo» bas verir. Bu zaman
3-alkiladeninin itirlmasi siirati  7-alkilquanine nisbatan
yiikksok olacag. Elo bu mioalliflor alkilpurinin ayrilmasi
zamani sokar-fosfor rabitesinin qirilmasim unudurlar (la
Lauley, brookes, 1963).

Quaninin N-7 vaziyystinin alkillosmosi zamam va DNT
zoncirinds onun saxlanilmasi zamam bu azotun elektronu
alkillosmo reaksiyasina tskan verir va N-7 atomu miisbot
yiiklanir. Bununla da N-1 vaziyystinds pirimidin halqasinda
atomun oksidlogmasi yiiksalir. Noticads DNT-nin sonraki
reduplikasiyas: zamani bu ionlagma asaslarin geyri-normal
birlogmasina (ciitloagmasing) gotirib ¢ixarir, bels ki, ionlagmig
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alkilquanin timinls, normal sitozin ciitiiniin svezina birlago
bilar (gakil 1.5).

o/ N 7 N NT t - o7 N
— T
—+4— 0 —— 0O OH -0
A 0. 2° Onp® h
o /p\ _ /P\ e)
N O o1l 0 to—|_ ¥
ccho
o} CH
‘N® Lo
HT?I ' [ O\ //O (|:H ' O\P//O
HaNg - /P\ (I-:HOH -0/ \0
NT N O Oy, Y

Sokil 1.5. DNT-ds azotun quuninin 7-ci vaziyyatinda alkillagmasi
zamani DNT strukturu ardicihigimin pozulmasi
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Sokil 1.6. Q-T-nin ciitlasmasi sohvi
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Sakil 1.8. Quanin azotu atomunun 7-ci vaziyyatinin
alkillagmasindan sonra Q-S ciitiiniin amala galmasi
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kil 1.9. Haramer va basqalarimn hipotezins asasan
59 PO
Q-T va S-A-mn ciitlagmasinin sahvi

Sonraki reduplikasiya zamani bels ciitlosms, sonraki iki
replikasiya zamamn alinmis dérd DNT molekulundan birlik-
do QS-i TA ciitlerinin doayigilmasino gotirib ¢ixarir. Miial-
liflar Naqatoy va bagqalan torafindon irali siiriilmiis mexa-
niki nazoriyyeni ifads edirlor (Naqata, Ymamura, Saito,
Tukui, 1963). Bu hipotezs asasan, N-1 vaziyystindan proton
alkilloasmis N-7 quanin vaziyyatina. protonun sitozinin amin
qruppasindan quaninin oksigen atomuna kégiiriildiiyii eyni
vaxtda, xiisuson onunla ciitlogmis sitozins kogiiriiliir. Na-
qant vo basqalarinin sxeminin Pauli vo Bruksun hipote-
zindon farqi ondan ibaratdir ki, burada ssasi ciitlarindan biri
alkillogon zaman qeyri-normal taytomer formaya har iki
asas (quanin va sitozin) ¢evrilir va replikasiya zamam har iki
tel sohv verir. Bu mexanizmlor o vaxta goador tasir eds
bilorlor ki, na qoador ki, hoalalik alkillosmis assas DNT
molekuluna birlogmis gokilda qalir (sokil 1.10).

Bir nega hiiceyra boliinmassindan sonra alkillogmis qua-
nindan alkil qrupu vea asas ayrla biloar, DNT-ds galmagq]a,
yend do normal quanin funksiyalagdira bilor. Nazari miim-
kiindiir ki, alkillogmis quaninin ayrilmas1 zamanm DNT-nin
komplementar tempds istonilon basga ssas amslo galo bilar,
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lakin avvallar deyildiyi kimi qinlma sokor-fosfat karkasinda
da bas vers bilar.

Ipritin yitksok kimyovi mutagenliyini alds etdikdan
sonra miioyyanlasmisdir ki. xromosomlar va DNT yenico
reduplikasiya olunan zaman hiiceyrs iprits daha ¢ox hassas
olur. Ipritin alkil grupunun DNT-ds bir reaktiv markazi
alkillogdirmasi, amma basqgasinin, belsliklo ¢arpaz slagoe-
cross links amala gatirmoasi haqqinda hipotez irali siiriil-miig-
diir. Sonralar bela bir tasavviir irali stiriilmusdiir ki, ¢arpaz
olagalorin xromatid tellori arasindaki slagelors nisbaton
mdhkam oldugu igiin ¢arpaz slaganin garginliyinden xro-
mosomlanin fragmentlogmasinin amalo goalmasi haqqinda
tosovvir irali siiriilmiigdiir. DNT molekulunda ¢arpaz sla-
golar necs sarbastdirss, eloca do bu ciir slagani xloretila-
minlarin tasiri zamani ziilalla slaga gostarilmisdir.

...... L
-5
||/:/| Ikll\ll
T T T
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S$2kil 1.10. Bruks-Lauli (A) va Haranu (B) hipotezina asasan
quaninin alkillagmasi zamam ciitlagma sxeminin dayismasi.

Yiiksak radioaktiv ipritdan [S35] va [S?%] ipritin yansi, (2-
xloretil-2  hidroksiletil-[S*]) sulfid bifunksional va
monofunksional xiisusiyyatli madds kimi, in vivo, eloca ds in
vitro-da DNT-ys tasir zamam iprit «yarim ipritden» forqli
olaraq di (quanin-7) térama amsala gatirir (sokil 1.11, 1.12).

C|’ CH7CHvSCH7CH20H CH;CH;SCH2CH7 o

5L H,ﬂp <j(%

I

S$akil 1.11. Quaninin biofunksional va disfunksional alkillasma
\ mohsulu.
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Monofunksional madds ils tssir edoan zaman quanin-7
téromasini tapmuglar. Miislliflor tasovviir edirlor ki, bu
«tikislor» va tullanti quanindon aks DNT telinds bas vera
bilor (sokil 1.12), lakin DNT-nin bir telindo quaninler
arasinda slago vo imkani logv etmir.

-A-T-Q-S-T-S-Q- __ -A-T-QST-Q- __ -A-T-Q-S-T-S-Q-
-T-A-S-Q-A-Q-S- ~ ~ -T-A-S3CA-S: -T-A-S>-A-Q-S-

@
& T
~ %
“o,? % G,
7% P Ly
N

¥ A-T-Q-T-T-S-Q- -A-T-Q-T-S-Q-
-T-A-S-Q-A-Q-S- -T-A-S A-Q-S-

'A'T@gT'S'Q' AA-TSS-T-S-Q- _ -A-T  S-T-S-Q-

— —> .
TASIYA-QS-  TASQAQS — -T-A-S=AQ-S-

$akil 1.12. DNT-d> mono va bifunksional alkillagdirici amillarin
tasiri zaman mutasiya sxeminin amala galmasi

Moslum olmusdur ki, alkillosmis quaninin 25%-1 ¢arpaz
rabitolidir. Kagizda avtoradioqrafiya ilo xromatoqrafiyanin
tatbigi ilo vo DNT-ni nisanlanmis iprit atomu ilo isloyan
zaman ultrabondvsayi igiga adsorbsiyani 6lgan zaman Q-S
va S-S arasinda c¢arpaz slage mohsullan, lakin ¢ox az
miqdarda Q-Q tapilmigdir.

DNT-nin iki komplementar zanciri arasinda garpaz
bifunksional rabitonin olmasim gostoran moalumatlar irsli
siirtirlor. Belo ki, nisanlanmug (S25) ipritle igloyon zaman
denaturasiya olunmus DNT va RNT-ds alkillosmis
quaninin faizi, nativ DNT ils islomays nisbaton bir gadar
asag1 olmusdur (sokil 1.12).
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$akil 1.13. Nuklein tursular: alkillogan zaman alkillagmis quaninin
amala galma dinamikas: ( Lawley, Brookes, 1983)

DNT va RNT-nin sakitlik voziyyatino mutagenlorin tasiri.
Kimyavi birlosmalarin tssirils canli orqanizmlords mutasiya
omoalo golma prosesi 1932-ci ilde V.V.Saxarovun tocriiba-
lorindo siibut edilmisdir. N.K. Koltsovun toklifi il
V.V.Saxarov 1931-ci ilds drozofila mil¢ayinin siirfalorine
yod va yodlu kalium ils tssir etmigdir. Bununla mutasiya
tezliyinin yiiksalmasins nail olmusgdur.

O vaxtdan etibaron DNT-ni dayisdirmak qabiliyyystina
malik olan mutagenlorin tatbiqi genislonmigdir. Qeyd etmak
lazimdir ki, siini yolla viruslardan tutmus bitki va heyvan
organizmlarinds mutasiya omols gatirmak olar.

Azot tursusu. Osasmm aminsizlogdirilmasi. Azot tursusu
baslica olaraq DNT-do asasi aminsizlogdirir vo mutasiya
amoala gatirir. DNT-ds asason NH»2 (amin grupu) olan iig
nukleotid aminsizlogs bilor. Aminsizlasmenin ganunauygun-
luglart Suster vo onun amokdaslan torafindsn slds edil-
migdir. Onlar géstormiglor ki, DNT va RNT-ds olan asaslar
sorbast asaslar kimi reaksiya verirlor. Bu zaman adenin-
hipoksantina, quanin-ksantina, sitozin-urasilo gevrilir.
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Ksantin sitozinls ciitlogma xiisusiyyatini saxlayir, buna

gbéra do quaninin aminsizlogsmasi mutasiya amalo gotirmir,
lakin yiiksok reaksiyaya girms effekti yaradir.

Hipoksantin va urasil miivafiq surstds sitozin va

adeninls ciitlagir, naticads tranzitsiya tipli mutasiyalar amols
gotirir.

H
O---- H—N
&
(Iﬁ _____ >—\/\
/N
hipoksantin sxto zin
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DNT oasasimin  aminsizlssmasinin  siirati  asagidaki
gaydada bas verir: quanin, sitozin, adenin; RNT-nin ssasi
is3 pH-4,2-ds toaxminan DNT asasi kimi aminsizlssir. pH-1n
5,0-dan 4,2-ya gadar dayismosi sitozin vo adeninin amin-
sizlogsmasi 90 dofs, quaninin isa 30 dofs yiiksalir. Mutasiya
tezliyi bu zaman 80 dofs artir, lakin letal tasiri iss yalniz 30
dofs artir. Buradan da siibut olunur ki, quaninin amin-
sizlosdirilmasi letal mutasiya effektini siiratlondirir.

Onu da qeyd etmoliyik ki, bozi hallarda quaninin
aminsizlogdirilmesi mutasiya ila ds noaticalona bilor. 1966-c1
ildo Xerriot qeyd etmisdir ki, ksantin bazi hallarda timin ilo
ciitloga bilar, bu iso mutasiya amals galmoasi ilo naticalons
bilor. Bundan basqa quanin ksantinlo aminsizlosmasi vacib
olmaya da bilor. Sapiro 1966-c1 ilda gostarmigdir ki, azot
tursusu quanin halgasinin azotu ilo reaksiyaya girs bilar vo
onu 2-nitroinozina ¢eviras bilar.

Azot tursusunun tosiri ilo sitozinin urasils aminsiz-
losmasi naqliyyat RNT-si tacriibalorinds siibut edil-migdir.
Qltsidin n-RNT-sinin aks kodunu USS iglityiine malikdir.
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Fasil 2

EUKARIOT ORQANIZMLORIN
HUCEYR®D TSIKLi

Moslumdur ki, genetik aparatda smalo golon pozulma-
larin dyrenilme metodu, boliinen hiiceyralords bas veran
proseslorin todqiq edilmasins asaslanir.

Hiiceyralorin bdliinme prosesi vo onlarin molekulyar
mexanizmi otrafli olaraq bir sira dorsliklords, monografiya-
larda, icmallarda, praktiki mosgalalors dair tolimatlarda ge-
nis isiglandiriimisdir (Atabayova, Ustinova, 1967; Veselovs-
ki 1969; Altsuler, Polyakov 1969; Trosin va b., 1970; Pau-
seva, 1970, 1980; Slyusarev 1970; Padulla et all 1974; Reinert
Holtzez, 1975; Karuzina 1976; Baserga 1076; Prescott 1976;
Gost, Gifford, 1976; Vatti, Tixomirova, 1979; Darlington,
Lakur, 1980; Stent, Kelindar, 1981 va b.; Babayev, Macidov,
2006). Dars vasaitinin bu bdlmasinds asas magsad, qisa da
olsa, somatik hiiceyralorin mitotik tsiklinin ardicil marho-
lalorinds vo miixtalif dévrlorinds bas veran proseslorin mo-
lekulyar mexanizmini todqiq etmok igiin istifado edilon
sitogenetik metodlarla tanig olmaqdan ibaratdir.

Har bir orqanizmin daxil oldugu néviin somatik hiicey-
rasinin nisbi sabit xromosom say1 vardir. Xromosomlarin
sayl, formasi, daxili quruluslari vo s. har bir ndv ugin
sabitdir. Hor bir sistematik qrupa daxil olan heyvan va bitki
névlorinin somatik hiiceyralorindoki Xxromosom sayina
kariotip deyilir (sokil 2.1).

Canh orqanizmin elementar, qurulus va funksiya vahidi
olan hiiceyralar, 6z movcudlugunu fasilssiz olarag, boliinms
yolu ilo ana hiiceyralorin qurulus va funksiyasina uygun
olan iki qiz hiiceyranin amsalo galmasi ilo saxlayir. Mitozun
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Kisinin normal kariotipi
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xx xx ’"‘ HK xx XX
12

IM Ali AA ’"‘ ’"‘ X
13 14 15 16 17 18

XX XX AA  Aa Xa
19 20 21 22 XY

Qadinin normal kariotipi
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18
RE RE AA  AA ¥R
19 20 21 22 XX

Sakil 1.1. Insamn kariotipi
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miirokksb va ganunauygun mexanizmi, Xromosomlarda
genetik materiahn (DNT) miiosyyan vo barabar miqdarda
paylanmasi, uzun miiddatli bioloji tokamiil prosesi natice-
sinda qazanilmugdir. Mitozun bas vermssi iciin yalmz iki-
losmo gabiliyyatinoe malik olan xususi qurulus vahidi — xro-
mosomun mdvcud olmasi kifayst olmayib, eyni zamanda
xromosomlarin gqiitblors ¢akilmesini tsmin edon mitotik
aparatin da olmasi vacibdir.

Hiiceyranin bir bdliinmoesinden novbati béliinmasina gs-
dor va iki qiz hiiceyranin amals golmssi ils qurtaran pro-
seslorin comino mitotik tsikl deyilir. Mitotik tsikl hagqinda
tolim, Horvard va Pelk (Horvard, Pelk, 1953) torafinden
radioavtografiya metodu ilo P32 izotopunun at paxlasimin
kokciiyiiniin meristem hiiceyralorindeki DNT-ys gosulmasim
tadqiq edon zaman meydana galmisdir. Onlar ilk dafs olaraq
gostarmislar ki, interfazada DNT-nin sintezi milayysn dovri
shata edir. Hiiceyrs niivasi mitoz zamam ardicil olaraq 5 faza
— interfaza, profaza, metafaza, anafaza vo telofaza dovri
kecirir. Bu fazalarda bir-biri ilo slagadar olan vo hiiceyralari
boliinmays hazirlayan proseslor (DNT-nin va Xxromosom
materialinin ikilosmasi, xromosomlarin fiziki veziyyatinin
doyismosi, kimyavi torkibinin qurulmasi vs s.) ardicil olaraqg
molekulyar saviyyada gedir. Bunlar iso 6z névbasinda hiicey-
rolorin boliinmasi zamam baci xromatidlerin qiitblora ¢okil-
masi, sitoplazmanin bdliinmasi va biitévliikds iki yeni hiicey-
rads iki niivanin amals golmasi ilo naticalonir (Meziya, 1963;
Sanyev, Markov, 1964; Yepifanova, 1967).

interfaza — telofazada niivo membram amole goaldiyi
dévrdon baslayaraq, ndvbsti profaza merhslesine gadar
niiva xarici qurulusuna gors sakitlik vaziyysti ahr ki, buna
interfaza dovrii deylir. Bu dévr, onda bag veran metabolik
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proseslordan asili olaraq 3 dovre: sintezdon avval (Gy),
sintez (S), sintezdan sonra (Gz) béliiniir (sokil 2.2).

6,2 saat 4.6 saat PROFAZA

METAFAZA =
ANAFAZA < Sad
/ TELOFAZA

9,2 saat G1

$akil 2.2. Mitotik tsiklin sxemi (Fazammn Tsikli Hela-mn xar¢ang
xastaliyina tutulmug boliinan hiiceyralari iigiin gostarilib)

Interfazanin sintezden avvalki dévrii uzun miiddstli olur
ki, burada hiiceyranin boyiimassi, sitoplazmanin biitiin mak-
romolekulyar komponentlorinin ikilasmasi, DNT-nin sin-
tezi li¢iin biokimyavi hazirliq prosesi vo s. bas verir. Bu
dovrds genis faaliyyati naticasinds xromatinin matris aktiv-
liyi yiiksalir, nukleotidlorin, amin tursularinin, fermentlorin,
enerji manbayi olan maddalarin, m-RNT-nin va s. sintezi va
toplanmasi artir. Mitoxondrilards hiiceyralorin boliinmasi
liclin enerji toplanir. Sitoplazmada RNT vo DNT-nin tor-
kibino daxil olan 4 tip nukleotid DNT-molekulunu parca-
layan dezoksiribonukleaza fermenti vs s. amalo galir.

Hiiceyra bu dovrds straf miihitin dayison soraitins ¢ox
hassas olur ki, bu doyiskonliklor yuxarida géstarilon fer-
mentlorin vo DNT-sintezinin pozulmasina sabab ola bilar.

Mitotik Tsiklin S — morhoslasinds adindan gériindiiyii
kimi (S-sitesis) DNT-miqdarinin ikilogmasi bas verir ki, bu
da DNT-nin replikasiyasi, yani komplementarliq prinsipina
asason, har bir zancirin 6z suratini yaratmasidir (sakil 2.3).
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Sakil 2.3. DNT molekulunun replikasiyasi
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Dezoksiribonukleaza fermentinin tasiri ilo qosa zancirlor
bir-birinden ayrildiqdan sonra, polikonservativ va ya matrits
tisulla replikasiya bas verir, har bir purin va pirimidin asaslari
ozlorino komplementar olan sarbast nukleotid assaslarim
yaxinlasdirir vo onlan hidrogen rabitalori vasitasi ilo saxlayir
(sokil 2.4). Sorbost nukleotidlor ana matrits zancirina daxil
olaraq, DNT polimeraza fermentinin istiraki ils gonsu

Sakil 2.4. DNT molekulunun sintezolunma sxemi:

1. DNT molekulu; 2. Nukleotidlar arasindaki hidrogen rabitalsrinin
qiridmasi; 3. Komplementarhq prinsipina uygun olarag DNT-nin har iki
zancirina nukleotidlsrin birlogmasi; 4. Ikilasmis DNT molekulu bir-birins
identikdir
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dezoksiriboza qaliglart arasinda fosfodiefir rabitalori ilo
tikilorok osaslarin milayyen ardicilligla diiziilmasi natice-
sinds yeni polinukleotid molekulunu amolo gatirir. Har iki
valideyn polinukleotid zenciri boyunca komplementar zon-
cir sintez olunur va iki molekul DNT omols golir ki,
bunlarin da qurulusu tamamils iki zoncirli valideyn DNT-
ya uygun olur.

Genomun xromosom replikasiyasi eyni vaxtda bas
vermir, belo ki, bozilori tez, digarlori isa gec replikasiya
olunur. Xromosomun replikasiyasindaki miixtalif vaxtlihig
xromosomun daxilinds do miisahide olunur. Xromosomun
bir sahosi artiq ikilesmis oldugu halda, diger sahosi 1s9
ikilosmomis olur ki, bu da «replikon» termininin meydana
galmasina sabab olmugdur. 15-60 mkm olgiids dayison va
sorbost ikiloson xromosom sahasind «replikon» deyilir.
Uotson va Krik modelinin molekulyar mexanizminin 8yrs-
nilmasi gostordi ki, DNT-nin replikasiyasi, qisa polinuk-
leotid (1000-2000 nukleotid) fraqmentlorinin (miisllifin
familiyast ilo «Okazaki» fraqmenti adlanir) amols golmoasi ilo
bag verir ki, bu reaksiyalar DNT polimeraza fermenti ilo

kataliz edilorak 5'-sonundan baslayan DNT polinukleotid
sanciri 3'-in sonuna dogru istigamatds gedir (sakil 2.5).

Replika B
Liqaza :i'—____i'f".;’f’-.ﬁ. )
t|k|$| 5' ' 5

Replika A
Sakil 2.5. DNT-nin hissa-hissa replikasiyast hipotezinin tasavviir
edilan sxemi (Okazaki et al Stend va Kelindara géra, 1981)
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DNT-nin replikasiyasimn S-d6vriinda, niive va sitoplaz-
manin organoidlarinin istiraka ilo genetik kodla program-
lasmig RNT va ziilal sintez olunur ki, onlar niivads yerlagon
DNT molekulundan golon molumatlardan asihdir. Sakil
2.5-ds DNT-nin surstins uygun olaraq ziilalin biosintezinin
sxemi vo amin tursularimin sohvsiz ardicil olaraq yigilmasi
gostorilmigdir.

Hiiceyvra

DNT polimeraza

Replikasiya

!

DNT polimeraza
—— Niivacik

Transkripsiva

Mitoxondriler

N

é :

SITOPLAZMA

S

?mm& /// /
R.fursu
Nam, °‘} { ya / Ribosom

Aktwla dirici
fermelsltler uA..Zulal zanciri

Sakil 2.6. Ziilallarin biosintezi
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irsiyyatin matris nozoriyyssino uygun olaraq, zilalin
sintezinds bas veron proseslorin macmusu asagidaki kimi
tosvir olunur: DNT (transkripsiya) RNT (translyasiya) ziilal
(replikasiya), basqa s6zlo DNT—->RNT—»zilal (sokil 2.7)

Sakil 2.7. DNT-nin RNT polimeraza vasitasils transkripsiyasi. Ox
isarasi polimeraza molekulundan DN T-matrisinin kecmasi
istigamatini gostarir.

Ziilallarin biosintezi haqqinda «Genetika» darsliyindo
(Quliyev, Oliyeva, 1981) vo «Genetikadan praktikum» dars
vasaitindo (Babayev, Macidov, 2006) otrafli molumat
verildiyi iigiin bu massls izerinds miifasssl dayanmriq.

DNT-nin replikativ sintezindon sonra, tetraploid vaziy-
yatinds olan hiiceyra sintezden sonraki (G2) morhoalays ke-
¢ir. Bu morhalads hiiceyrads yeniden intensiv olaraq RNT,
ziilal, enerji va s. sintez olunur ki, onlardan da iy tellari
qurulur. Xromosomlar artiq 6z sursti olan iki xromatiddan
ibarat olur ki, bunlardan har biri DNT molekulu dasiyir.
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Xromosomlar spirallagir.

interfaza dovriinds DNT molekulunda bag veran pro-
seslori sxematik olaraq 2.8-ci gokildaki kimi tasovvilr etmak
olar. Ogar ndvbati bolinmadsn sonra somatik hiiceyrads
xromosom migdan diploid (2n), DNT 2s olarsa, sintezdon
avvalki dévrds (Gi1), DNT-nin migdan sabit gahr va yalmiz
S dovrinds DNT-nin migdan ikiqat artir. Hiiceyrs, sin-
tezdon sonraki dovra kegdikde DNT tetraploid (2p, 4s
DNT) vaziyyatds olur.

i f
2n-4C i 2n-4C |
| ¥ \
Sakil 2.8. Interfaza dévriind> DNT-molekulunda bas veran
dayigilmalar (izahat matnda verilmisdir).

2n-2C

Sintezdan sonraki marhalads va mitozun profaza, meta-
faza vo anafaza dovrlorinde xromosom say: diploid (2n) va
DNT miqdan tetraploid (4s) sabit qalir. Naticadd mitoz
boliinma vaxti telofazada har bir qiz hiiceyrads xromosom
say1 2n va DNT miqdar iss 2s olur.

Yuxanda qisaca da olsa tosvir olunan vs interfazanin
miixtalif dovrlsrinds bas veran molekulyar proseslar, interfa-
zanin miuxtolif ddvrlerinds ilk tesirden yaranan Xxromosom
aberrasiyasinin mexanizmini dyrenmok igtin faydal ola bilar.

Mitoz. Mitotik tsiklin bu fazasinin bioloji monasi
genetik materialarin va biitiin hiiceyrs komponentlarinin qiz
hiiceyralori arasinda baraber miqdarda paylanmasindan

71



ibaratdir. Mitoz 6z aralarinda keyfiyyatca bir-birindan farqg-
lonan bir ne¢s moarhsladan va yaxud fazalardan ibaratdir.
Hor bir fazada ndvbati faza {igiin hazirhq iglori goriiliir vo bu
fazalarin ardicil getmasi, xarici mithitin miisyyan soraitinds
miimkiindiir. Mitoz asagidaki fazalardan ibaratdir: profaza,
metafaza, anafaza vs telofaza.

Profaza. Bu faza, nilva membranimin itmesi, mitotik
aparatin formalagmasi va niivonin yeniden qurulmasi ila
basa c¢atir (sokil 2.9), sentriollar oks qiitblora ¢akilir va
onlarin arasinda iy tellori amalo galir. Sentriollarin giitblors
¢okilmasi erkan profaza marholesinds bas verir vo bu
prosesin sonunda mitotik aparatin formalasmasi basa ¢atir.
Erkon profaza morholosinds xromosomlar uzun va nazik
sap soklinds biitiin niivo boyunca yayilmis va zaif spiral-
lagsmus vaziyyatda olur. Gecikmis profazada, xromonemlarin
spirallagmasi naticasinds xromosom gahnlasir, qisalir va
profazanin sonunda prometafaza morhalasinds (boazi ods-
biyyatlarda profzanin sonu, metafazamin avvali prometa-
faza — faza kimi geyd edilir) agiq aydin goriiniir. Bu dévrds
niiva qilafi ariyir, yiikksok kondensasiya etmis xromosomlar
hiiceyranin morkozins toplanaraq sari xatirladir va onun
daxilinde mitotik aparatin formalasmasi basa catir. Iy
tellori bu dovrds tam formalagmis olur vo onun 2 ndviint
miioyyan etmok miimkiindiir: birincisi, biitiin hiiceyra bo-
yunca uzanaraq hor iki hiiceyra moarkazini birlagdirir, ikin-
cisi isa (onlarin say1 xromosomlarin sayma uygun golir) bir
ucu ilo sentrosoma, digar ucu ils xromosomun sentromerina
ilismis olur. Artiq, maksimum spirallasmis ve kondensasiya
olunmus xromosomlar ekvatora ¢akilir, bir miistavi iiza-
rinds yerlasorok metafaza 16vhasini omoale gatirir. Bu mor-
holods hiiceyralorin xromosom miqdarni, strukturunu,
olglilorini uygun olaraq tosvir va tayin etmokle yanasi,
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onlarin strukturunda bas veran doyiskonliklori metafaza
metoduna ssaslanaraq analiz etmok olar.

interfaza

Profaza

Metafaza

Telofaza

Sakil 2.9. Mitoz
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Sentromerin xromosomda yerlosmo vaziyyatina goro
xromosomlarin formasi miisyyan edilir (sokil 2.10) vo bu-
nunla slagadar olaraq xromosomlarin asagidaki formala-
rina rast galinir: metasentrik — barabar ¢iyinli (sokil 2.10(1));
submetasentrik — geyri-barabar ¢iyinli (sokil 2.10(2)); akro-
sentrik — ciyinlordan biri oldugca qsa (sokil 2.10(3)); telo-
sentrik — ikinci ¢iyini goriilnmiir vo ya gox ¢atin miisahida
edilir (sokil 2.10(6)). Bunlardan slava xromosomlarda
birinci va ikinci dartilma da ola biler ki, bu da niivaciklarin
omolo golmasi ilo slagadardir (sokil 2.10(4)). Buna goéra da
bazi xromosomlarin sahalori nazik tello asas Xxromosomun
sahasindon ayrimus olur. Bu ciir ayrilmis saha peyk adlanir.
Peyki olan xromosom isd peykli xromosom adlanir (sokil
2.10(5)).

Al

Sakil 2.10. Xromosomlarin tiplari:
1 — metasentrik; 2 — submetasentrik; 3 — akrosentrik; 4 — ikinci dartima
ilo submsetasentrik; 5 — peykli; 6 - telosentrik

Metafaza — baci xromatidlorin ayrilmasinin baglanmasi
ils tamamlamr. Xromosom daxilinds avvalcadan ikilesmis
sentromerlor ayrilir, onlardan biri iy teli il bir qiitbs, o biri
iso oks qiitba gokilir. Bu proseslarin naticasinda avvalcadan
iki xromatiddan ibarat olan xromosom iki iz xromosoma
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cevrilir.

Anafaza — bu faza qiz xromosomlarin amals golmasi va
qiitblara ¢okilmosi ila basa ¢atir (sokil 2.9). Birinci névbada
sentromerlor aralanir, sonra isa sentromerlar va onunla bir-
likdo xromosomlar giitblora ¢okilir. Yeni omslo golmis
xromosomlarin miixtalif qiitblora ¢okilms prosesi 6ziiniin
sinxronlugu vs qisa miiddatliliyi ils forglonir. Anafazann
sonunda qiitblora ¢okilon xromosomlarin migdarn profa-
zada olan xromosomlarin miqgdart qadar olur. Bu marhaloda
anafaza metodu ilo xromosom aberrasiyalarinin analizini
(xromosom va xromatid tellarini, tok va ciit fragmentlari,
qiitbler arasinda qalan xromosomlari vs s.) aparmaq miim-
kiindiir.

Anafazanin sonunda qiitblora ¢okilmis xromatid sap-
larin vo xromosomlarin despiralizasiyasi baslayir vo onlar
bu vaxt yaxs1 gériinmiirlor.

Telofaza — mitozun bu fazasi qiz niivenin yenidon
qurulmasi, mitotik aparatin dagilmasi va hiiceyranin iki
yera ayrilmasi ilo basa ¢atir (sokil 2.9). Xromosomlarin
morfologiyasi elo dayisir ki, yalmz g¢ox kicik xromatin
topast gériniir. Niiva va niiveciyin qilafi formalasir, qiz
hiiceyralorini bir-birindon ayiran membran amalo golir va
sitoplazmanin  organoidlori tazs hiiceyralor arasinda
paylanir.

Belaliklo, mitozda bas veran biitiin proseslor qiz hiicey-
ronin genetik aparatinin ana hiiceyranin genetik aparatina
uygun olmasini tomin etmays yonalmisdir. Mitozun mexa-
nizmi, organizmin milyon illor arzinds davam edan toka-
miilli nsticesinde yaranmig vo tokmillosmisdir. Bioloji
sistemlarin hiiceyralorinin 6z-6ziins téroma, tanzimetma kimi
xlisusiyyatlori mitoz prosesinds 6z tazahiiriinii tapir.
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2.1. Spontan va induksiya mutasiyalan

Somatik hiiceyralorin sitogenetik analizinds, miixtalif
tabiatli faktorlarin tasiri ilo genetik aparatda spontan va ya
induksion yolla amols golmis mutasiyalar tadqiq edilir.

Mutasiya — genetik materialin migdarinin artmasi va ya
azalmasi, nukleotidlorin, onlarin ardicilhgimn dayismasi ilo
naticalonan irsiyyatli doyiskanlikdir.

Bu ciir doyiskenliys ugramis orqanizm mutanit organizm
adlanir. Mutant formalar1 miiqayiss etmek tgiin, tobistds
moveud olan yabam tiplar klassik standart kimi gabul edilir.
Siibhosiz ki, bu toyinat nisbi xarakter dasiyr, ¢iinki tabiotda
moveud olan organizmler va onlann genetik materiah da
doyiskondir. Ogoar tobistds hor hansi bir forma yabam tip
kimi gobul olunubsa, onunla miigayisads nezars garpan isto-
nilon irsiyyatli kenarlanmalar mutant formalar sayilir.

induksiya va spontan mutasiyalar arasinda kaskin sorhad
goymaq miimkiin deyil. Laboratoriya soraitinds aldifimiz
mutasiyalarin yaranmasina sabab olan fiziki, kimyavi amillor
straf miithitds méveud olmagla yanasi, onlardan bazilori
orqanizmds maddsler miibadilosi naticasinds da amoalo golir.

Buna gora ds sitogenetik analizds spontan mutasiya —
fiziki, kimyavi, bioloji amillorin tesiri olmadan genetik
aparatin tosadiifi doyismasi kimi xarakteriza olunur.

Spontan mutasiyalar tobistdo hamiss miiayyan tezliklo,
nisbatan yaxin olan canh orqanizmlorin miixtalif novlorinda
bas verir. Spontan mutasiyalarin ayrn-ayri slamotlors gors
meydana ¢ixmasi 10000 — gametdon 10 miln-a gador olan
gametlordan birinda bag vers bilor.

Lakin, hor bir fardds ¢oxlu migdarda gen olduguna
gors, movcud olan biitin qametlsrin (10-25%) bu va ya
bagqa mutasiyasini dagiyir. Qeyd etmok lazimdir ki, yeni
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smole golon mutasiyalarin ¢oxu adoton ressesiv olub,
orqanizmds yalmz gizli, potensial dayiskenliyi artirir. Irsiy-
yat potensiali, dayiskanlik yasayis soraitinin doyismasi nati-
casinds mosalon, tobii segme zamani va yaxud da resessiv
mutasiya dasiyan gen homoziqot vaziyysts diigdiikds uzs
¢ixa bilar.

1925-ci ildo Nadson va Filippov bakteriyalar iizorinds,
sonralar iso 1927-ci ilde Miiller drozofil #izerinds siini
mutasiya almagin miimkiin oldugunu gostsrdikdon sonra
induksion mutasiyan: inkigaf etdirilmasinin asas1 qoyulmus-
dur. Bu islorin ssasinda genotipda bu vo ya diger dayis-
konlik amalo gotiran miixtalif tobiatli mutagen maddslarin
axtariglarina baslanmisdir. Bu giina qadar genetik aparatda
doyiskanlik amalo gatiron ¢oxlu migdarda fiziki, kimyavi va
bioloji amillar agkar edilmisdir.

Fiziki amillora rentgen siialarim, ionizasiyami, radionuk-
lidlari, ultrabandvsoyi stialan, isiq fotonlarim, temperaturu,
magnit vo elektrik sahssini va s. misal gdstormok olar,
kimyavi amillera: hidrogen peroksidi, aldehid vs ketonlart,
azot tursularim vo onun tdéromolorini, miixtalif metabo-
litlorin mahsullarini, agir metal duzlarim, miixtalif ronglayici
maddbalari, aromatik birlasmolori, insektisidlari, herbisidlari,
nikotini, bir sira dorman preparatlarini, kosmetikada, ye-
yintida, maigatds istifada olunan kimyavi birlosmalari va s.
bioloji amillers viruslari, vaksin virusunu, faqlan, bakte-
riyalar, mikroorqanizmlari va s. misal géstormak olar.

2.2. Mutasiyalarin tosnifat:

Mutasiya fordin davranisim, fizioloji xlisusiyystlarini va
qurulusunu doyiss bilar. Oyronilmis mutasiyalarin ¢ox
hissasi 6ziinii, morfoloji qurulusun dayisilmasinds gostarir.
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Hoar hans: bir fermentin doayisilmasi naticasinds bas veran
biokimyavi mutasiyalar da mévcuddur.

Mutasiyalar dominant va ressesiv formada tozahiir eds
bilor. Dominant mutasiya heteroziqot halda, ressesiv muta-
siya iss mutasiyaya ugramig gen homoziqot vaziyyato
kegdikds 1izs ¢ixir.

Fordin hoyatilik gabiliyyatina tasirina géra mutasiyalar:
letal, yarimletal va subletal olmagqla, orqanizmin hayatilik
gabiliyyatini az va yaxud ¢ox daracads asag sala biler.

Mutasiya naticasinds amals golmis dayisilmaler mévcud
soraitds faydali, neytral va orqanizm lgiin zararli ola bilar.
Bels halda tobiatds normadan konarlanmalar tabii se¢gmonin
nazarati altina diigiir, uygunlagsmayan fordlor ¢ixdas edilir va
noticods arealda miloyyon miihit soraitina uygunlagmis
organizmlar galr.

Mutasiya ¢oxhiiceyrali organizmlorin toxumalarinin
istonilon hiiceyralorinds vo onun miixtalif inkisaf marhalo-
larinda bas vers bilar. Cinsiyyat hiiceyralarindo bas veran
mutasiya generativ mutasiya, somatik hiiceyralordo bas
veran mutasiya iso somatik mutasiya adlanir. Somatik va
cinsiyyat hiiceyralori 6z tobistlarina gérs bir-birindon forg-
lonmadiklorina goérs cinsiyyat hiiceyralorinde amoals golon
mutasiyalar somatik hiiceyrolorda ds bas verir. Cinsiyyatli
coxalma vaxti somatik hiiceyrads amals golon doyiskonliklor
naslo otiirilmiir. Lakin, geyri-cinsiyyatli ¢oxalan ve madoe-
nilosdirilmis orqanizmlorin somatik hiiceyralorinds bas
veron mutasiyalar nossildo mutant slamstlorin #izo ¢ixma-
sinda va hatta onun méhkamlanmasinda boyiik rol oynayir.

Xromosom mutasiyalari amalogalma tiplerinden asih
olaraq asagidaki qruplara boliiniir (cadval 2.1):

1. Genom mutasiyast — bitévlikde (poliploidiya) vs
yaxud ayriigda (heteroploidiya) Xromosom saylarimn
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dayismasidir.

2. Xromosom aberrasiyasi — Xromosom daxili vo
xromosomarast dayiskenliklor do daxil olmaqla, ayriligda
xromosomun qurulusunda bas veran dayiskanlikdir.

3. Gen mutasiyast — (ndqtavi mutasiya) xromosomun bir
noqtesinds va yaxud lokusunda bag veran dayiskanlikdir.

Mutagen amillor xromosomlara tssir etmoklo yanas,
hamginin hiiceyranin sitoplazmasindaki orqanoidlors, hii-
ceyranin funksional vaziyyatinas tosir edir ki, bu da mitotik
tsiklin  dayisilmasinds va  hiiceyralorin  bdliinmasinin
pozulmasinda dziini gostarir.

Miisyyen mutagenin tasiri naticasinda hiiceyrads bas
veran mutasiyalarin comi mutasiyanin spektri adlanir.

Genom mutasiyalan

Genom mutasiyalarinin tasnifati 2.1 sayh cadvalds bitki
obyektlori tizorinda gostarilmisdir.

Xromosom saylarmin bir ne¢s dofs artmas: - pohp—
loidiya, tsbii populyasiyalarda, xiisusen bitkilords genis
yayilmigdir ki, bu da tokamiilin mexanizmlarindon biridir.
Organizmds xromosom saymin (destssinin) bir va ya bir
nego dofs artmasina poliploidiya deyilir. Biitiin poliploid
siranin baslangic xromosom sayint homoloji xromosom-
lardan biri taskil edir ki, buna haploid say1 (n) deyilir.

Ali organizmlorin hiiceyralarinin xromosom dasti ciit
olub diploid (2r) adlanir ki, bunlar da zigota har iki vali-
deynin gametlori ilo gotirilir. Niivonin béliinmasine tasir
etmayan, hiiceyranin béliinmasini langiden madds ils tasir
etdikds triploid (3n), tetraploid (4n) va s. Xromosom
yiginindan ibarat poliploidiya bas verir.
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Cadval 2.1

Mutasiyalarmn asas tiplarinin tasnifat
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Cadval 2.2
Bitki poliploidlarinin tasnifati vo onlann amolo
golmasi mexanizmi (Qulyayeva gora, 1971).

Poliploidiya
Avtopoliploidlar Allopoliploidiar Aneuploidlar
Osas Xxromosom sayinin Hibridlo hdirms Ayrt-ayn xromosomiann
(haploid) dafalarls artmas: naticasindas mixtalif itmasi va alava olunmasi
naticasinds smala galir. xromosom dastinin naticasinds bag verir.
birlagsmasindan amals
golir
Tetraheksap-] Tripenta- | Amfidi- Allotri- Mono- Nulli- Trisomik
loidlar vas. [ploidlsr vas.| ploidlar ploidlar somik somik
Osas Osas Tki néviin Miixtalif |Xromosom| Xromosom |Xromosom
xromosom | xromosom | cinsinin |noviin {cinsin)] dastinda | dastinda ciit [dastinds bir
migdarinin | migdarimn tam va yaxud bir homoloji | xromosom
ciit sayla tok sayla |xromosom| formamin |xromosom |xromosomlar| artiq olur.
artmasidir. | artmasidir | dostina Xromosom gatmir. gatmir.
malik olur. dastina
malik olur.

9gor poliploid hiiceyralor, xromosom saylarinin bir
ne¢a dofs artmasi naticasinda bas verarss bu avtotetraploid,
bununla yanasi xromosomlarin poliploidliyi miixtalif tip
hiiceyralorin hibridlogmasi nasticasinds bas verarso buna —
allotetraploid vs yaxud amfidiploid deyilir. Amfidiploid har
iki tip hiiceyronin biitiin xromosom dastins malik olur.

Poliploidiyanin bas vermasinin 3 tipi ayird edilir:
mitotik, meyotik v zigotik. Mitotik poliplodiya — somatik
hiiceyralords bas veran pozulmalarla, meyotik poliploidiya
iso meyozun pozulmasi naticasinde xromosomlarin qiitblars
qeyri-normal ¢akilmasi ilo slagadardir. Birinci halda ikiqat
xromosom dastine malik olan somatik hiiceyralar, ikinci
halda iso diploid reduksiya olunmamis gametlor birlagib
mayalandigda xromosom sayi artiq olan organizmlors
baslangic verir.

Mbslumdur ki, normal mayalanma sayasinds amals gal-
mis zigot avvalca iki blastomers sonra 4, 8 va i.a. blastomera
béliiniir. Bu qayda ils inkisaf prosesinds orqanizmin biitiin
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hiiceyralori diploid sayda xromosoma malik olur. Bazen ilk
zigot mitoz yolu ilo iki blastomera boliinarak hiiceyralorden
birinds xromosomlarin hamisi qalir, o biri hiiceyra iss
xromosomsuz olur. Xromosomlarin hamisina malik olan
tetraploid organizmlsr meydana galir. Bu ciir poliploidiya
ziqotik poliploidiya adlanir.

Poliploid hiiceyralorin amolo golmssi vo onlarn siini
suratda yaradilma yollart hazirda kifayst qadsr Oyranil-
misdir. Tacriibslards poliploidiya adsten kolxitsinin va
onun téramolarinin tasiri ilo alinir. Sitotoksiki xiisusiyyata
malik olan kolxitsinin sulu mohlulu intensiv bdliinen
somatik hiiceyralarin iy tellorinin funksiyasina tosir edir.
Noticoda metafaza xromosomunun ayrilmis Xromatidi
qiitblara g¢akils bilmir vo buna gérs ds hiiceyrads xromo-
somlarin say: ikilesir. Bu hadisa iss kolxitsin mitozu (C-
mitouzu) adim almisdir.

Maddaslar yoxlanarkan ager onlarda kolxitsin mitozuna
uygun xisusiyyat askar edilerss, demoli madds mitodep-
ressiv vo sitotoksik xiisusiyyats malikdir. Asenaften,
naftalin, hidroxlorid, etilenimin va basqa kimyavi maddslor
belo xiisusiyyata malikdirlor.

Heteroploidiya — (aneuploidiya) o orqanizmlara deyilir
ki, onlarin hiiceyralorinds xromosomlar tak sayda dayisir va
naticads bir va ya bir negs xromosom azala va goxala bilar.
Hiiceyralorda diploid destds homoloji xromosomlardan biri
¢atmazsa buna monosomik (2n-1), ogor iki homoloji
xromosom catmazsa — mullisomik (2n-2) deyilir. Hiiceyrads
iimumi xromosom sayindan biri artiq olarsa trisomik
(2n+1), ikisi artiq olarsa tetrasomik (2n+2) adlanr.

Xromosomlarnn diizgiin paylanmamas: ilo slagadar
olaraq aneuploid orqanizmler mitozda vo meyozda amalo
galo bilor. Heteroploidiyanin amalo golmosi adatan, cinsiyyat
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hiiceyralorinin bolinmesina tasir edir ki, naticads bir quz
hiiceyraya hamisi, o biri hiiceyrays iss he¢ bir xromosom
diismiir. Belo hiiceyrays malik qametlar normal xromosom
dssti olan hiiceyrs ilo mayalandigda birinci halda trisomik,
ikinci halda iso monosomik amals galir.

Xromosom saylarinin ¢atismazlifn va artiq olmasi,
orqanizmin normal inkisafi va funksiyasi iigiin sintez olunan
maddslorin nisbatina tasir goésterir. Xromosom saylarinin
catigmazhigl vo artiq olmasi inkigsafda miisyysn slamstlarin
doyismasina sabab olur ki, bu da éziinii fenotipdas gdstoarir.

Fordlori miiqayiss etmakls xromosom ciitlerinin artiq
olmasimin vo ¢atismamasinin genotipds rolunu miioyyan-
logdirmok olar.

Tacriibi islords genom mutasiyalarinin tez miisyyan
edilmasi lisulunun boyiik shamiyysti vardir. Xromosom say-
larinin analiz edilmasinds tstbiq edilan sitogenetik iisul
daha slverislidir. Tadqgiqat islorinin moagsadindan asili ola-
raq, somatik vo yaxud generativ tizvlordon preparat hazir-
lanaraq kariotip analiz edilir.

2.3. Xromosom aberrasiyalan,
onun mexanizmi va tasnifaty

Mikroskopda goriinan xromosom dayiskanliklarina xro-
mosom mutasiyasi va yaxud aberrasiyalan deyilir vo onlar
quruluslarimn dayismasindan asili olaraq bir nego yarim-
qrupa boéliniir.

Gozls goriinmayen, 6ziinii fenotipds gostaran xromosom
strukturunda smalo galon mutasiyaya gen vo yaxud noqtavi
mutasiya deyilir.

Ogar gen mutasiyasi bir gen daxilindon konara ¢ixma-
yib, DNT molekulunun kigik bir sahasinin dayigilmasi kimi
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amoalo golirsa, onu isiq mikroskopunda ayird etmok mim-
kiin olmadig halda, xromosom strukturunda bas veron
dayisikliklar xromosomun bdyiik bir sahasini shato edarak
morfologiyasinda miiayysn dayiskenlik amals gatirir ki, onu
da isiq mikroskopunun kémakliyi ilo analiz etmak olur.

Xromosom dayiskenliklorinin amsle golmasinds bas
veron molekulyar proseslor hagqindaki osaslandirimis
fikirlordan biri ondan ibaratdir ki, onlarin strukturunun
asasinda bir adad dartilmis DNT molekulu durur. Mitotik
tsikl morhalasinds xromosomlar bir va iki saplh fazam kegir
va naticads iki xromatiddan tagkil olunur. Xromosom
strukturunun doyisilmoesinin ssasinda duran, struktur
doyiskanliklorinin xarakteri ve uygun olaraq molekulyar
mexanizmi bu va ya diger mutagen amillorinin tesiri zamani
xromosomlarin hansi vaziyystds olmalarindan asih olaraq
bir-birindan farglens bilarlor (sokil 2.11).

SUBXROMATIDLOR

XROMOSOM XROMATID
G S G
DNT
- . <

sintezi g S g 8

< =] & ]

[ = 1)

Sl&| 8| ®

el =2l <] =

INTERFAZA MITOZ

Sokil 2.11. Xromomsomlarin vaziyyatindan asil olarag onlara
tasir zamam bag veran dayigilmalar ( Pisaryeva gora, 1968)

Ogor ilk zadslonms vaxt: Xromosom mitoz moarhalasinda
bir sapdan ibarstdirss, zodalonmis lokusda biitiin xromo-
somlar yenidon qurulur va naticeds xromosom doayisilmalori
smala golir. Ogor ilk zadslonma vaxti iki sapdan ibaratdirsa
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onda zodslonms lokusunda hor bir xromatid ayriliqda
yenidon qurulur va naticads xromatid dayigkanliklori amsla
golir. Hiiceyroys miixtalif tosirlor zamani xromosomlar
DNT-nin sintezi morhslosindadirss, onda bir hiiceyrado
xromosom va Xromatid doyisilmolori bag vers bilor. Bu
onunla slagadardir ki, DNT-nin sintezi, hiiceyronin biitiin
xromosomlarinda va onun biitiin hissalorinds eyni vaxtda
getmir. Belo ki, xromosomun ayri-ayr fragmentlari bir va
iki sap morhslasinds ola bilor. Ona gora do ikilosmoe mor-
holasindon geciken xromosomlarin lokusunda xromosom
doayisilmalari, ikilogsmiglords isa xromatid doyisilmolori bas
Verir.

Xromosom tipli dayiskanliklor, xromosom iki effektli
sap soklinde olan vaxtda omolo gola bilor. Tosir edan
mutagen amilin giicii zaif olarsa, xromosom dayisilmalarinin
amolagalma ehtimalhg az, oksina tesir edon mutagen amilin
giicli yiiksak olarsa, bu vaxt xromosom dayisilmalarinin
amologalmas ehtimalligi ¢ox ola biler. Komplementar saplar-
dan birinds bir zarbanin tasiri naticasinda bir girilma olarsa,
bu zaman xromatid dayisilmalori amals golir. Iki sapda
zadalonmos arasindaki masafs 1000 nukleotid olarsa iki zor-
bali tasirdan xromosom dayiskanliyino uygun olan izoxro-
matid dayiskanliyi bag vera bilar. Belo doyisilmalarin xromo-
som dayisilmoalorindan xarakterik forqi ondan ibaratdir ki,
bir sira hallarda xromatidlorin proksimal vs distal uclarinin
birlosmasi miisahids edilir.

Belaliklo, xromosomlarin morfoloji qurulugunu analiz
edorak, mutasiyanin DNT-nin sintezina gadar, DNT-nin
sintezi dovriindami, sintezdan sonraki, xromatidlarin tok va
ciit oldugu vaxtda bas verdiyini miisyyanlasdirmak olur.
Xromosomda zadslonms DNT-nin sintezins godar bas
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veribso (reperasiya sistemi ilo barpa olunmayibsa) onda
xromosom replikasiya vaxti ikilagacok va mutasiya har iki
xromatidin eyni lokusunda oxsar doyisiklik amols gatiracak.
Xromatid tipli dayisikliyin amolo golmesi onu gostorir ki,
mutasiya DNT-nin sintezi dévriinde va yaxud ondan son-
raki dovrds xromosomun bir xromatidine toxunmus olur.

Hor iki xromosom va xromatid tipli dayisiklik 6z név-
basinds, xromosomdaxili va xromosomarast dayisilmoalors
ayrilir. Xromosomdaxili doyiskenlik (intramiibadilo) bir
xromosomda fragmentlarin qirilmasi, onun itmasi va yaxud
xromosom sahalarinin ikilosmasi, tokrar olunmasi va eyni
zamanda genlorin xromosomlarda yerlosma qaydasinin po-
zulmasi noaticesinde meydana golir. Xromosomaras: dayis-
konliklor (intramiibadila) isa geyri-homoloji xromosomlarin
hissolori arasindaki miibadils noticasinds ilisikli genlor
grupunun yerlasms qaydasinin dayismasindan smals galir.

Hiiceyralards bu va ya basqa sahalorin kombinasi-yasi-
nin bas verms prinsipi mahiyyast etibarn ilo xromosom va
xromatid dayiskanliklori Gi¢iin eynidir. Xromosomdaxili vo
xromosomarast kombinasiyalarin amslo galms mexanizmi
xromosom dayiskanliklarinin amasla gsolmasi haqqindaki
klassik hipotezs uygun olaraq asagidak: kimidir. Hor hansi
bir induksiyaedici amilin tesirinden xromosom qurihr vo
qunlmig sahs bir nego miiddst «yapisqanly» vaziyyatds olur.
Bu halda miixtalif ehtimalhgla asagidak: hadisalsrdan biri
basg vers bilor (sakil 2.12).

a) qurilmug yer «sagalar» vo yenidan uclar kdhns qayda
lizra birlssirlar;

b) qinlmig yer «sagalmir» vo niivads xromosom qiriglarn
~ fragmentlor amala galir;
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1. Fragmentin barpasi

0
T

Qirilma bas Xromosom Fragment
vermisdir. fragmentlare birlegmisdir.
ayrilmisdir.

2. Fragmentin itmasi

I

Bir xromosomda Fragmentin kanarlar birlegmis,
iki qirilma bas orta hissa isa ayrnilmis va stibha-
vermisdir. siz ki, novbati bolinmalardean

birinde itecakdir.

3. Translokasiya

—

iki xromosomun har Qinlmis xromosomiar
birinda bir qirtima arasinda hissaleri ila
bas vermisdir. mubadila getmisdir.

$2kil 2.12. Rentgen siialarimin t3siri ils xromosom
quidmalary (Auerbaxa gora, 1968 ).
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c) xromosomda iki zodslonmo naticasinds qurilmug
hissalorin sonu birlosir, orta hisss isa diiglir — xromosom
hissasinin itmasi bas verir. Bu halda, diismiis fragment
«yapisqanl» konarlar ilo birlasib halqa amals gatirir;

¢) agar eyni bir hiiceyrads bir ne¢s qirilma bag verarss,
xromosomda bas veran zadslanmalorin sayindan vo zade-
lonmis xromosomlarin miqdarindan asih olaraq, qurilmus
uclar miixtslif inter v intra miibadile amale gatira bilar. ki
zadslonmis xromosom arasindaki miibadilo — translokasiya
2.12-ci sokilda verilmigdir.

Miistasna hallarda zadslonms sentromerds olur, xromo-
som qurilir va naticads fragmentlor amals galir ki, onlardan
da biri sentromerli olur. Sentromeri olan fragments sentrik,
galanlanna iss asentrik deyilir. Ogor asentrik fraqment
sentrik fragmentls birlogmayibsa, mitozda istirak eda bil-
mayib, hiiceyrads qalir va sonra tadrican itir. Sentrik frag-
ment adi xromosom kimi hiiceyra boliinmasinds o zaman
istirak etmir, simmetrik fragmentin yapisqan ucu, basqa bir
simmetrik fragmentin homin ucu ilo birlosmis olsun. Sen-
tromerla slags pozularsa hiiceyrads sentromersiz fragment-
lor iki, ii¢ va daha ¢ox sentromerli xromosomlar amals galir.

Asimmetrik adlanan bels struktura malik olan dayis-
konliklar, demak olar ki, mitozda istirak etmir va yaxud bir
ne¢o boliinme arzinds tadricen itir. Sentromer pozulmadan
xromosom sahalarinin yerdayismasi ilo slagadar olan struk-
tur mutasiya, simmetrik dayiskenlik adlanir. Simmetrik ds-
yiskonliklora malik xromosomlar ikilosms qabiliyyatini
saxlamaqla, hiiceyra bdlinmasinds diizgiin paylanirlar. Ona
goro da belo doyisksnliklarla olagadar olan slamatlor
nasildon-nasls verilir.

Xromosomarasi dayiskenlik — xromosomun qirilmis
saholori arasindak: inter miibadils tam va yaxud geyri-tam
ola bilar (sokil 2.13).
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Nativ
xromosomiar a) b)

erllma_> - i’

yeri

B

Birinci halda biitiin fragmentlor «yapisqan» uclari ils bir-
lagorsk miixtalif kombinasiyalar amals gatirirlar, ikinci halda
iso onlarin hamuisi birlagmayib, hiiceyrads sarbast qalirlar.

Sakil 2.13. Xromosom sahalari arasinda tam (a)
va natamam (b) mibadils.

2.4. Xromosom tipli dayisilmalar

Metafaza vo anafaza morhoalslorinds miisahida edilan
genis yayilmig xromosom tipl: miibadils sxematik olaraq
2.14-cii sakildas verilmisdir. '

Metafaza vas anafaza usullarimin 6ziine moaxsus bir sira
istiinliiklori va ¢atigmazliglan vardir.

Tadqiqategilarin fikrine gora hear iki metodun noticalori
keyfiyyatco va kamiyyatca bir-birine yaxin olur. Xromosom
dayisilmalorinin  Syranilmasinds istifads olunan metafaza
metodu obyektiv, dogiq metod olub, xromosom dayisilmolari
hagqinda diizglin malumat verir. Lakin, o, morfoloji cohat-
don bir-biri 1lo kaskin forglsnan, az sayda xromosomu olan
obyektlorin Gyronilmasi iigiin faydalidir. Analizin sadaliyina
va vaxtin genastcilliyins gors anafaza tisulunun istiinlityiina
baxmayaraq, bu iisulun bir sira ¢gatismazhqlan vardir. Xiisu-
son anafaza hiiceyrslorinds simmetrik xromatid va xromo-
som miibadilasinin bir hissasi gizli qalir va analizo yaramur.
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Dayisilmalarin G-ds G,-de Dayigilmalor

tiplori zadalonma | mibadile |metafaza | anafaza
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translokasiyasi

Qeyri-tam asimmetrik
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Sakil 2.14. Metafaza va anafazada nazara garpan xromosom
aberrasiyalari, oxlar — xromosomlarin zadalonmasini, strixlor —
fragmentlarin birlosma sahalarini gostarir.
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Xiisusi tip zadelonmolor mévcuddur ki, onlar bir va
yaxud har iki xromatids tssir edarak vo qirilmalardan asili
olmayaraq, xromatidlorin biitovliyiini pozmur. Belo tip
zadalonmalar dar va yaxud axromatin sahoasindoki boslug-
dur. Metafaza plastinkalarinda axromatin sahads olan
bosluglart haqiqi qirilmalardan farqloandirmak ¢stin olur.
Eyni zamanda anafaza hiiceyralorindo bos yerlor hagiqi
qurilmalardan forgli olaraq, asentrik fragmentlor amalo
gatirmir, bu iso 6ziini anafaza va metafaza hiiceyralorinds
xromosom dayiskanliklarinin hesablanmasi1 vaxt: ahnan
naticalarin miigayisasinda géstarir.

Metafaza metodunun g¢atismazhglarindan biri do mate-
riallarin fiksasiyadan avval mitotoksin (kolxitsin, kolsemid,
vinkristin va s.) maddslorls iglonmosidir ki, homin maddolar
ozlorinin spesifik tasiri ils iy telloring tasir edarak, hiiceyralori
metafaza morhslasinds saxlayir vo metafaza hiiceyrslorinin
toplanmasina sabab olur. Mitotik zahar olmagla yanasi onlar
eyni zamanda mutagen xassoys do malikdirlor ki, bu da
alinan noticalorin obyektiv giymatlandirilmasinds miisyysn
¢otinliklor téradir. Anafaza metodunda iss analiz olunan hor
bir preparatda homiss anafaza hiiceyralori oldugu {gin,
metafaza metodundan fargli olaraq, burada fiksasiyadan
ovval, mitotoksin maddalarls islomoays ehtiyac galmur.

Maddslarin toksikilik keyfiyyatinin vo xromosom dayis-
konliklarinin spektrini analiz etmok igiin tadgigat islarinds
har iki metodun totbigi vo alinan naticalorin miiqayisasi
vacibdir.

Qeyd edildiyi kimi, xromosom tipli dayiskanliklor bir
hiiceyrads iki va daha gox xromosom qirilmalarindan amols
galon va bir-birins yaxin yerloson fragmentlorin yenidan
birlagsmasindan yaranir. Xromosom tipli dayiskanliklor
interfazanin presintetik dovriinds (Gi), xromosom bir ef-
fektli sap vaziyyatinds olanda amols golir.
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Xromosom sahalarinin miixtalif kombinasiyalarindan
amodlo golon doyiskonliklorin asagidaki xromosom tipli
aberrasiyalan ayird edilir (gokil 2.15):
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Asimmetrik Simmetrik
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Sakil 2.15. Xromosomdaxili dayisilmalor:

1 - Homoloji xromosomlarn ilkin ciitii; 2 — Delesiya, 3 — Duplikasiya;
4-5 - Inversiya; 6 — Translokasiya; Xromosomlarin biitov hissalorinin
fragmentasiyasi (fragmentlar)

1. Delesiya (¢atismazliq) — gen olan biitdv xromosom
sahasinin fragmentasiya naticasinds itmasi vo yaxud diis-
mosidir. Sentromeri olan sentrik fraqment proksimal, sent-
romeri olmayan isa distal adlanir. Iki qurilma naticasinda
bas veran xromosom Vs yaxud xromatiddaxili ¢atismazliq
interstisial delesiya, uclarda ¢atismazliq oldugda iss ter-
minal delesiya va yaxud defisens adlamr.

2. Duplikasiya — xromosom sahalorinin ikilesmasi (frag-
mentin genetik materialinin tokrar1). Duplikasiya homoloji
xromosomlarin uygun sahaslarinin hesabina bag verir.

3. Inversiya — xromosomun iki noqteds qirtlmasi va
ayrilmis fragmentlorin 180° ¢evrilmasi ilo yapisgan uclarin
yenidon birlosmasi noticasinde xromosom sahasinin 180°
cevrilmasindan amolo golon doyiskenlikdir. Bu halda fraq-
ment oks vaziyyatds olur. Inversiya parasentrik va perisen-
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trik ola bilor. Ogor xromosomun 180° gevrilmis fragmen-
tinds sentromer varsa o parasentrik va aksins sentromersiz-
dirsa perisentrik inversiya adlanir. Perisentrik inversiyada
qirilma sentramerlordon yanlarda har iki ¢iyinds olmalidir.

4. Translokasiya — qgeyri homoloji xromosomlarin
sahslori arasinda yerdayigsms va yaxud miibadils vaxti ilisikli
gen qrupunun dayigsmasidir.

Delesiya va duplikasiya vaxti genetik materialin mig-
dan dayigir, inversiyada va translokasiyada isa genetik ma-
terialin migdan avvalki kimi sabit galir, yalmiz onun voziy-
yati doyisir. Lakin, inversiya vaxti xromosomlarda genlarin
yerlosmo qaydasi dayisir, translokasiyada iso ilisikli gen
qruplan dayisir, daha dogrusu yerini doyismis gen basqa
xromosomda yeni iligikli qrupa disiir va naticods normal
genotipin dayismasing sabab olur.

Metafaza va anafaza preparatlarinda analiz olunan xro-
mosom dayiskanliklorinin tipleri, xromosomlarda qirilma-
larin yeri, migdar va eyni zamanda zadslonmis xromosom-
larin miqdan ils tayin olunur. Zadslsnmolorin miqdarindan
asth olaraq, mixtalif miqdarda sathi zadslonmoalor amolo
galir. Sathi zadalonmalar yiiksok birlasmo gabiliyystine malik
olmagla xromosomlan avvalki morfoloji vaziyysto qaytarir
va ya miimkiin olan xromosom dayiskanliklorini omolo
gatirir.

Asagida zodslonmis xromosom saholorinin normal bir-
lasmasi naticasinds onun morfologiyasinin barpa olunmasi
hallar1 miistasna olmaqla, xromosomdaxili vo xromosom-
arasi miimkiin olan dayigkanliklarin tiplari verilmisdir.

I. Xromosomun g¢iyinlarindan birinda bir girilmadan ay-
rilmug distal uc mitozda ciit asentrik fragment ola bilar. Xro-
mosom ¢iyinlarinin hansinda qirilma amols galmssindén asilt
olaraq qisalir va terminal delesiya amalo galir (sokil 2.16).
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S$okil 2.16. Bir xromosomda bir zadalanmadan (a) va xromosomun
ciyninda iki zadalonmadan xromosom dayiskanliklarinin amala

galmoasi
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II. Bir xromosomda 2 qirilmadan yaranan dayiskenliyin
tipi, qiniglann bir ¢iyindon va yaxud iki giyinden eyni vaxtda
amdl golmssinden asilidir. Ogor qirllma xromosomun iki
¢iyninds bas veribso onda asagidakilar amslo golir (sokil
2.16(b)).

b) Sentromer sahslorin tam miibadilosi ilo sentrik
halganin vs 6z aralarinda terminal fragmentlorin birlosmo-
sindan sentromersiz sahalorin smals golmasi.

¢) Sentromer saholorin qapanaraq halgs amols gatirmasi
vo 0z aralarinda birlogmomis iki sentromersiz terminal
fragmentlorin amols galmssi il qeyri-tam miibadils.

¢) Xromosomun qisalmis sentromer sahslori arasinda
geyri-tam miibadils va terminal fragmentdan ibarst sentro- _
mersiz sahanin amols golmasi.

d) Sentromer sahonin 180° dénmosi ilo tam miibadilo
(perisentrik inversiya). Bu halda xromosomun biitévliiyii
saxlanilir, lakin genlorin yerissms qaydas: doyisir.

e) Sentromer sahanin 180° dénmssi ilo geyri-tam mii-
badils (perisentrik inversiya) va terminal delesiyanin amalo
golmasi xromosom ¢iyinin uc delesiyasimin ikilosmosindan
qanigiq sentromers va ciit fragmeto malik qisalmis xro-
mosom amals galir.

HI. Xromosomun bir ¢iyninds iki qirnlmadan asagidak
xromosomdaxili dayiskenliklorin tiplori amolo galir (sokil
2.17(a-e)):

a) Xromosomlarin qisalmasi va sentromersiz sahanin
qapanaraq holgo amslo gotirmesi ilo tam miibadils. Xro-
mosom qisalir va halgs saklinds ciit fragment amsls galir.

b) Xromosomlarn qirilmasi vo sentromersiz saholorin
gapanaraq hoslqa amsla gotirmssi ilo geyri-tam miibadilo.
Xromosom qsalir, ciit fragment va ciit sentrik halga amolo
golir.
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Sakil 2.17. Xromosomun ¢iyinlorindan birinda ilk zadalonmadan
xromosom dayisilmalarinin amala galmasi.
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¢) Xromosomun qisalmasi vo sentromersiz sahanin
itmasi ilo geyri-tam miibadils. Xromosom qisalir va inter-
stisial delesiyanin ikilosmasi ils ciit fraqgment amals galir.

¢) Asentrik fragmentin 180° ¢evrilmosi ilo (parasentrik
inversiya) tam miibadils. Xromosomlarin biitévliyii saxla-
nilir, ilisikli gruplarin va genlorin yerlosma gaydasi dayisir.

d) Proksimal ve distal sahslor arasindaki qurilma vo
parasentrik inversiyanin amolo golmasi ilo geyri-tam mii-
badils. Interstisial vs halgavi delesiyanin bilosmasi ilo ciit
fragment amals galir va xromosom qisalir.

e) Xromosomun qirilmasi va sentromersiz sahanin 180°
(parasentrik inversiya) cevrilmasi ilo geyri-tam miibadilo.
Uc delesiyanin itmssi naticasinda ciit fragmentlor amoalo golir
Vs Xxromosom qisalir.

IV. iki xromosomda iki dayigkanlik naticasinds (har
Xromosomun bir ¢iyninds) inter-miibadils bas verir va dord
sathi zadolonms (translokasiya) noticesinda Xromosom
sahoaleri yenidon kombins olunur. intermiibadils tam, geyri-
tam, simmetrik vo asimmetrik tipdo ola bilar (sokil 2.18).

T ‘ij

Sokil 2.18. [ki zadalonma naticasinds simmetrik (I)vo
asimmetrik (II) aberrasiya tiplori (Volfa gora, 1959).
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Asimmetrik yenidan birlosms somatik hiiceyralorin mah-
vino, cinsiyyst hiiceyrolorinin iso> dominant letalligina sabab
olur. Simmetrik yenidon birlosmo zamam distal sahslor
arasinda miibadilo bag verir, daha dogrusu resiprok trans-
lokasiya, yani bir xromosom sahssinin digor xromosomla
birlogmasi, i¢ qirilma naticasinds bas verir va bu duplikasiya
{igin monbs rolunu oynayir. Resiprok translokasiya inver-
siya kimi, adston fenotipda 6ziinii gdstormir. Yalniz o effektli
vaziyystds olanda fenotipik olaraq dziini biiruzs verir.

2.19-cu sokilda iki xromosomda iki zadslonma naticasin-
ds (hor xromosomun ¢iyinlerinden birinda bir zadslonma)
miimkiin olan miibadils proseslori gostarilmisdir.

a) Distal sahslorlo tam simmetrik miibadila (resiprok
translokasiya va ya seqmentlarin garsiligh miibadilasi) nati-
casinda qisalmig vo uzanmis xromosomlar amalo golir.

b) Bir xromosomun proksimal sahssinin ikinci xromo-
somun distal sahssi ilo birlogmasi naticasinds geyri-tam
simmetrik miibadilonin, sentrik va asentrik fragmentlorin
amals galmasi. Replikasiyadan sonra iki qisalms xromosom
va ciit asentrik fragment amals galir.

¢) «b» bandins uygun tasvir olunan geyri-tam simmetrik
miibadils, lakin bu halda bir qisalmig, bir uzanmg xro-
mosom va ciit asentrik fragment amalo galir.

¢) Sentrik fragmentlarin birlosmasi ils disentrik xro-mo-
somlarin va asentrik saholerin birlegmasi ilo bir ciit frag-
mentlorin amalo golmasi naticssindo tam asimmetrik xro-
mosom miibadilasi bas verir.

d) iki distal sahonin birlosmasi va proksimal sahanin
birlosmasi naticasinds yaranan geyri-tam simmetrik miiba-
dils, iki gisalmig xromosomun va bir ciit asentrik frag-
mentin amals galmoasina sabab olur.
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Sakil 2.19. [ki xromosomda zadalonmadan sonra xromosom
dayiskanliklarinin amals galmasi (har bir xromosom ¢iyninda bir

zada).
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e) Proksimal sahanin birlogmasi va distal sahanin birleg-
mamasi naticasinds yaranan geyri-tam asimmetrik miibadils,
disentrik xromosom vs iki ciit asentrik fragmentin amslo
galmasina sabab olur.

Zadalonmolor va xromosom
doyisilmalarinin amoalo galmasi

Xromosomda olan zadalorin va zadslonmis xromosom-
larin sayindan asili olaraq bir hiiceyrada ¢oxlu miqdarda
xromosom tipli dayiskanliklorin amala galmasi miimkiindiir.
Lakin, omolo golmis xromosom aberrasiyalari mahiyyatcs
yuxarida tasvir olunanlardan forqlonmir, daha dogrusu on-
larin asasinda zadoslonmadoan delesiya, duplikasiya, inversiya
va translokasiya amalo galir.

Coxlu zadslonmalar naticasinds sathi zadslarin say: artir
ki, bu da uygun olaraq, sahslorin kombinasiya dcyiskenliyini
artirir. Bela ki, lic xromosomda dord zadslonmadan amals
golon proksimal va distal fragmentlordan alava (sokil 2.20(1),
(3), (7)) interstisial delesiya (sokil 2.20(2)) vs eyni zamanda
dérd yenidon birlosmomis va yaxud iki cilit-clit birlogmis
asentrik fragmentlorin amologolms ehtimalligt miimkiindiir.

G, S+G, metafaza anafaza

323‘3 )

Sakil 2.20. Trisentrik xromosonun amala galmasi.
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Dord xromosomda alt1 dayisiklik naticasinds iki inters-
tisial sentrik, iki sentrik vs alti asentrik fragmentlor yaranr
ki, onlar da tetrasentrik xromosomlar va asentrik frag-
mentlori amala gotirs bilor. Daha ¢ox xromosom doayiskon-
liyinin olmasi va eyni zamanda onlarda amslo galmis bir
ne¢d asimmetrik translokasiya polisentrik xromosomlarin
samolo galmasing sabab ola bilar.

Yiiksok dozali mutagen maddalarin tssirindan pulveri-
zasiyani xatirladan ¢oxlu migdarda xromosom fragmentlari
samolo golir. Bu halda xromosom strukturunun tam pozul-
masi bas verir ki, bu da hiiceyranin mahvins sabab olur.

2.5. Xromatid tipli doyisilmalor

Xromatid tipli dayisilmalor (sokil 2.21) hiiceyrado DNT
-nin replikativ sintezindon sonra xromosom iki effektli
sapdan ibarst olan vaxt (S, G2 va mitozun profazasi) bas
Verir.

Ogor dayiskanlik bir xromatidin zadslanmasi naticasinda
omols golibss, onda ona xromatid doayisikliyi deyilir. Ogor
doyisiklik iki baci xromatidin eyni vaxtda zadalonmasindan
amals golibsa, buna izoxromatid dsyisilmasi deyilir. Xroma-
tidin sahslarinin kombinasiyasi tizrs amals golon xromatid
tipli dayisilmalor, xromosom tipli dayisilmalora oxsayir,
daha dogrusu onlar delesiya va miibadilo doyisilmosi kimi
tosvir olunur. Xromosom dayisilmalorinds oldugu kimi,
xromatid dayisilmalorinin amalo golmasi do zadalonmolarin
va zadslonmis xromatidlorin sayindan asilidir.

I. Xromatidilorden birinds bir zadoslonmodon sentrik va
asentrik fragmentlor amalo galir ki, naticodo bu dayisilma,
metafazada tok xromatid delesiyanin amalo galmosins sabab
olur, anafazada iss xromosomun ¢iyinlorindon birinda qi-
salma va tok asentrik fragment miisahids olunur (sokil 2.22).
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Sakil 2.21. Metafazada va anafazada miisahida olunan xromosom
aberrasiyalarimn asas tiplari: oxlar — xromosomun zadalonma
sahalarini, strixlar — fragmentlarin qovusma yerini gostarir.
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G, S+G, metafaza anafaza
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Sakil 2.22. Xromosomun sonunda delesiya

I1. 1ki xromatidds iki zadslonmadan (har xromatidds bir
zadalonmos) izoxromatid doayiskanlik omals goalir ki, onlar da
izolokuslu vs izolokussuz ola bilar (sokil 2.23 (a-€)).

a) ki xromatidin izolokussuz zadslonmasi noticasinda
distal fragmentlorin tam simmetrik mibadilasi vaxt1 mitoz-
da bac xromatidlori miisahido olunur ki, onlardan biri
qisalmus, ikincisi iss uzanmis olur.

b) Distal fragmentlorlo tam simmetrik miibadilo natica-
sindo iki xromatidin izolokuslu zadslonmasi xromatidin
morfologiyasini doyismir.

c) Asentrik fragmentlarin birlosmasi va sentrik frag-
mentlarin birlosmamasi naticasinda baci xromatidlor arasin-
daki izolokuslu va izolokussuz geyri-tam miibadils, izolo-
kus fragmentlorin amals golmasino va xromatidin qisalma-
sina sabab olur. Asagida izolokussuz oxsar fragment miiba-
dilolorindon farqlanan, izolokuslu miibadils naticasinda
amols golon dayisilmalarin sxemi verilmigdir.

¢) Sentrik fragmentin birlogsmasi vo asentrik fragmentin
birlogsmamsasi naticasinda, baci xromatidlor arasindaki geyri-
tam izolokus miibadils, mitozda tak barabar¢iyinli disentrik
xromatidin vs ciit asentrik fraqmentin amolo gslmasine
sabab olur.
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$akil 2.23. [ki xromatidds iki zadalanmadan (har xromatiddan
birind> ) izolokuslu va izolokussuz izoxromatid dayigilmoalarinin
amoala galmoasi.
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d) Iki xromatidin izolokus qingmnin distal vo proksimal
fragmentinin birlosmomasi har bir xromatidda ¢iyinlordon
birinin qusalmasina va ciit asentrik fragmentin amals golma-
sina sabab olur.

e) Iki baci xromatidin izolokus qirilmasindan sonra
ayriliqda distal va proksimal fragmentlorin birlogsmasi asim-
metrik miibadilonin amslo galmasina sabab olur ki, naticada
tok barabargiyinli disentrik va tok fragment smalo golir.

III. Bac1 xromatidlarindan birinds iki zodalonmadan asa-
g@idak: xromatid doayisilmolorinin amola golmesi miimkiindiir
(sokil 2.24 (a-9)).

a) Interstisial delesiyanin 180° gevrilmasi vs distal fraq-
mentin birlosmasi naticasinds parasentrik inversiya. Bu halda
baci xromatidlari 6z morfoloji konfiqurasiyasini doyismir.

b) Interstisial delesiyamin 180° cevrilmasi va distal
fragmentin birlasmamasi naticasinds parasentrik inversiya.
Baci xromatidlari amsls galmis tak fraqment gadar qisalir.

c) Interstisial delesiyanin qapanmasi va distal frag-
mentin xromosomun proksimal sahasinda birlogmasi natica-
sinds xromatid hslqs smals galir. Xromatidlardan biri diig-
mis interstisial delesiya qodar qisalir.

¢) Interstisial delesiyanin qapanmasi va tok fragmentin
distal fragmentlo birlosmasi noticasinds xromatid halganin
amalo golmosi. Xromatid diismiis interstisial va sonuncu
delesiya gadar qusalir.

d) Interstisial delesiyanin qapanmasi va sonuncu dele-
siyanin birlogmamasi naticasinds amala galan iki tok frag-
mentlar interstisial vo sonuncu delesiya gador qusalir.

IV. Iki xromosomda iki dayiskanlikdan (har xromoso-
mun bir xromatidinds bir doyiskanlik) asagida xromatid
doyigkanliyi amala galir (sokil 2.25 (a-2)).
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a) tam simmetrik xromatid miibadilasi naticesinda zads-
lonmis xromatidin distal fragmentlori xromosomlarla avoz
olunmasi va perikombinasiyada istirak edan xromatidin
¢iyninin uzunlugunun doyismasina sabab olur.

b,c) xromatidlordan birinin distal sahassinin birlesmo-
moasindan va tok fragmentin amals galmosi il Xxromosom
miibadilasinds istirak edsn har bir xromatidin qisalmasi ila
geyri-tam xromatid miibadilasi birinci hal (b); ikinci halda
isa (c) xromatidlardan birinin distal sahasinin birlosmamasi
naticasinds tok fragmentin amoalo galmasi va xromatidlordan
birini qisalmasi va digorinin uzanmasi ilo geyri-tam xro-
matid miibadilasi.

¢) zadalonmis xromatidlards her iki distal sahslorin bir-
lasmamasi naticasinds iki tok asentrik fragmentin proksimal
sahasi qiitblars ¢akilir, distal saho isa iki tak fragment amalo
gatirir.

d) distal sahanin bitigmasi va proksimal sahanin bitismae-
masi naticasinds amoals galon geyri-tam asimmetrik xromatid
translokasiyasi. Xromatidlor amslo golmis sonuncu delesi-
yamn uzunlugu qadar qisalir va tak fragment amals galir.

e) ayrithgda proksimal va distal fragmentlorin birlogsmasi
naticasinds omalo golon tam asimmetrik xromatid trans-
lokasiyasi. Proksimal sentrik fragmentlar birlagdikds disen-
trik xromatid, asentrik sonuncu delesiya birlagdikds iso tok
fragment amals goalir.

3) proksimal sentrik fraqmentin birlogmoasi (disentrik
xromatid) va distal sahanin birlogmomasi va iki tok asentrik
fragmentin smals galmasi ils qeyri-tam xromatid miibadilssi.

Bu bdlmads qisaca da olsa oxuculara miixtalif obyektlar
{izorinds miioyyan edilmis va sitogenetiklar tarafinden gobul
edilmis xromosom va xromatid tipli dayisilmolarin tasnifat
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haqqinda molumat verilir. Paralel olaraq miimkiin olan
dayisilmolorin mexanizmi do verilmigdir.

Xromosom strukturunun doyisilmasi ile slagadar olan
mutasiyadan slava, mutagenezds he¢ do az shomiyyst kosb
etmoyan mutasiyalardan biri do gendaxili strukturun dayis-
masi i]a slagadar olan tabii vo yaxud induksiya olunmusg
genin molekulyar saviyyada doyisilmasidir. Bu dayisilmalor
ayri-aynn nukleotidlors va yaxud onlarin ki¢ik qruplarina
toxunduglarina gora belo mutasiyaya gen vo yaxud noqtavi
mutasiya deyilir.

2.6. Gen mutasiyasi

Molekulyar genetikamin miivoffagiyystlorindon hesab
olunan, birinci névbada irsiyyatin asas dasiyicilarindan biri
sayllan DNT-nin strukturu, onun molekulunun miiayyan
edilmasi vo genetik kodun ac¢ilmasi gostordi ki, biitiin gen
mutasiyalart hiiceyrada bas veran miirakkab fizioloji proses-
larin naticasidir ki, bunlarin da ssasinda kimyavi va fiziki-
kimyavi reaksiyalar durur.

Gen mutasiyalarinin amolo golmesi, onlarin Xxiisusiy-
yatlorl, reparasiyanin xassalori vo mexanizmi bir nego
monogqrafiyalarda strafli verilmisdir. Dreyk (Drace, 1970),
Auerbax (1978), Dubinin (1978) va Tarasov (1982).

Genin strukturunu vs onun funksional xiisusiyyatlorini
miiayyan etmak istigamatinds aparilan tadqigatlardan ma-
lum olmusdur ki, gen hiiceyrads miisyysn ziilal sintezini
programlasdirmaq qabiliyystina malik olan genetik mate-
rial vahiddir, daha dogrusu DNT va RNT-ds nukleotidlarin
6ztinomaxsus spesifik ardicilligi ilo slagadar olan genetik
molumatlar sisteminds bioloji vahiddir. Gen potensial
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doayiskonliyo malik olmagla, miiayysn izra xatt yerlosmisdir
va hor bir bels sahs bir ne¢o alteranativ formada mdvecud
olur va onlarin miixtalif sahaleri arasinda krossingovor basg
vers bilor. Genin 6zii-6ziinii yaratmas: nuklein tursusu mo-
lekulunun 6zii-6zlinii yaratmasi ilo slagadar olur va sintez
olunmus DNT molekulunda komplementarliq prinsipinag
g6ra purin vs primidin ssaslarn ils ardicilliga uygun olaraq
diiziiliirlar.

Nuklein turgusunun molekulu ¢oxlu miqdarda ardicil
yerlogmis elementar vahiddon - nukleotiddon ibaratdir ki,
onlarin da hor biri fosfat, sokar vo azot asaslarindan togkil
olunmusdur (sokil 2.26). DNT-nin tarkibins 4 azot ssaslari
daxildir: iki purin — adenin (A), quanin (Q) va iki pirimidin
ssaslarn — timin (T) sitozin (S). Bu nukleotidlor biitiin
novlords — bakteriyalardan vo gébaloklordon baslayaraq ali
bitkilars, heyvanlara va insanlara gadar eynidir. Onu da
qeyd etmok lazimdir ki, har bir organizmin 6ziinamsxsus
irsiyyat molumati vardir. DNT molekulunun sabitliyi ayri-
ayn1 populyasiya, cins, ndv igilin saclyyavi olmaqla o, eyni
zamanda gostarilon dord azot asaslarinin sabit ndvbolagme-
sina gora har bir fard igiin spesifikdir. DNT molekulasinda
olan azot asaslarimin ardicilhigr ziilal molekulasinda amin
tursularinin yerlasms qaydasimi miisyyan edir. Ziilal mole-
kulunun torkibi 20 tip amin tursularinin miisyyan ardicil-
hgla birlogmoalorindsn ibaratdir vo har bir amin tursusu
DNT zoncirinds ardicil olaraq yerlsson hor ii¢ miixtalif
nukleotido — triplete uygun galir. Bitiin tripletlorin mac-
musu genetik kod adlanir vo o nukleotidlorin ardiciligina
uygun olaraq, amin tursularinin ardicil yigilmasinda bilava-
sita istirak edir. Hor bir triplet yalniz miioyysn bir amin
tursusunu kodlasdirir.
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goker — timin ... Il ... adenin — gokar
fosfat fosfat
soker —quanin . . . Il ... sitozin — gekar
fosfat fosfat
gokar — sitozin . . . 1l ... quanin — goaker
fosfat fosfat
sokar — timin ... Il ... adenin — gakar

fosfat

ANAVAVAVS

fosfat

\ fosfat

gokar —quanin . . . Il . .. sitozin — sakar

AVAVAVAVAN

fosfat
Vo s.

Sakil 2.26. DNT molekulunun kimyavi qurulusu.
DNT-nin iki polinukleotid zanciri arasinda — H rabitasi

Genetik kod, tripletlora qruplagsmis nukleotid ardicilh-
gindan ibarst olub, kodon adlanir. Nukleotid ardicilliginda
olan hor hans:i bir dayiskanlik DNT-nin replikasiya prose-
sindo kod ardicilliginda informasiyalarin pozulmasina ss-
bab olur va naticads gen mutasiyasi amals gslir. Gen muta-
siyasi naticasinds programlagmis bir amin tursusu avozing
basqa amin tursusu sintez olunur.

Gen mutasiyast DNT molekulunun struktur qurulu-
sunda asagidaki doyisikliklor naticasinda bas vers bilar.

1. Osaslann yerdayismoasi — asaslardan birinin yerins
basqasi diiziilir.

2. Nukleotidlorin migdarinin dayismasi: a) hamin gen
ardicillif igiin tazs alava; b) duplikasiya — sahalorin ikilosg-
mosi; ¢) delesiya — bir va ya bir ne¢as nukleotidin itmasi.

3. Inversiya - blokun vs yaxud bir ne¢s ssaslarin 180°
doénmasi.

4. Translokasiya (va yaxud transpozisiya) gen daxilindo
asaslarin bagqga vaziyyata kegmasi.

Gen mutasiyalarinin asas tiplari 2.27-ci sokilds verilmisdir.
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Sakil 2.27. Gen (ndqtavi) mutasiyamn asas tiplari:

1 - Genda nukleotidlorin baslangic vaziyyati; 2 — Ovaz olunma (tranzisiya
va ya transversiya): 3 — Blavs olunma (alavs ciit asaslar TA); 4 - delesiya
{ciit asaslarin itmasi QS), 5 — asaslar qrupunun delesiyasi (SQ, TA, OS,
AQ, 0S, SQ); 6 — inversiya (AT, QS, SQ asaslarimin 180° donmoasi); 7 -
transpozisiya (SQ, SQ, TA ciit ssaslar: gen daxilinds yeni sahayas kogiir,
asaslar blokunun yerdayismasi inversiya il> naticalana bilar),
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Mutasiyalar diiziina (A—a) va aksina (a—A) olur. Diiziina
gen mutasiyasi repersiya naticasindo, baslangic forma doyis-
kanliys ugradigda olur; sksins mutasiya iss dayismis forma
normal hala gayitdigda olur.

2.7. Osaslarin avaz olunmasi

Osaslarin avoz olunmas ilo bag veran gen mutasiyasi
tez-tez bas veran dayiskanlik tiplerinden biri olub, spontan
olaraq 10:-10-10 tezliklo bag verarok tokamiil tgin va elaca
da tadqiqat vo tacriibi magsadlor ficiin mutant formalarin
alinmasinda boyiik shamiyyat kosb edir. Hamin tezliklo mu-
tantlardan bir negasi ilkin formaya qayida bilor. Har hansi
bir doyisilma, oksina mutasiya naticesinds aradan qaldirilir
va yaxud yabam tipin slamati supressor mutasiya naticasin-
do berpa olunur. Osaslarin svaz olunmasi naticasinda ge-
netik kodun molumati pozulur. Kod vahidinin biitiinliiklo
dsyismasi naticasinds kodun tarkibi dayisir v sintez olunan
ziilahn tarkibins bagqa amin tursusu daxil olur.

Qanin hemoglobininds qirmiz pigment polipeptid
komponentinin sintezi iiciin molumat dasiyan genin muta-
siyasi yaxs! Oyronilmigdir. Saglam insanin hemoqlobininin
(A) molekule 287 amin tursusundan taskil olunmusdur.
Nukleotidlordon birinin doyismssi, daha dogrusu hemog-
lobinin sintezina nazarat edan gends bir tripletin dayismasi,
hemoqlobinin basqa xasssys malik olmasma sabsb olur.
9gor onun miisyyan molekulunda, sintez prosesinds bir
amin tursusu dayisorss bu halda normal hemoglobin avo-
zinds anormal hemogqlobin (S) vo anormal oksigen dasiya
bilmayan oraqvar: eritrosit amals golir. Bu halda B-qlobinin
zoncirinde  bir esasin  dayismasindan oraqvarl hiiceyra
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anemiya xostoliyi inkisaf edir vo naticada polipeptid G
voziyyatinds, adston glutamin tursusunun yerinde valin

amin tursusu dayanir (sokil 2.28).

Amin tursularinin Hemoglobin Hemogqlobin
ardiciiligiy HB2 HBs
1 histidin histidin
2 valin valin
3 leysin leysin
4 leysin leysin
5 treonin treonin
6 prolin prolin
7 Qlutamin tursusu valin
8 Qlutamin tursusu Qlutamin tursusu
9 lizin lizin
CIOO
CH CH; CHj;
[ N/
/CH2 (IIH
—NH—CH—CO— —NH—CH———CO—

Sakil 2.28. Insan hemoglobininin miixtalif tiplarinda amin tursusu
qgahglarimn torkibinin dayigmasi — genotipda mutasiyamn naticasidir

Ciit asaslarin doyismesinden omala golen mutasiya iki
miixtalif tipds ola biler: trancisi v3 transversin. Tranzisida
purin purinla, pirimidin isa primidinls avaz olundugu halda,
transversinds isa purin primidinls va primidin purinls avaz2
olunur (sokil 2.29). Tranzisinin 4 (AT; TS) va transversinin
iso 8 (AT, AS, TS, ST) tipi miimkiindiir. Tranzisi va trans-
versin tipli mutasiyalarin mexanizmi DNT-nin replikasi-
yasi, daha dogrusu molekularin polikonservativ ikilogmasi
ila olagodardir. :

Tranzisi vo transversiyamn tosviri sxemi uygun olaraq
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gokil 2.30 va 2.31-da verilmisdir. Yuxaridaki sxemds purin A-
nin purin T ils svaz olunmasi gostoarilir ki, bu da autorepro-
duksiyadan sonra AS-nin diizgiin ciitlosmasi naticasinds (q1-
riq xatlarle) AC ciitiiniin QS ils avaz olunmasina sabab olur
(biitov xatlor).

Ikizoncirli DNT Birzencirli DNT
AT TA A T
S:Q Q:s S Q

Diaqonal tranzis Uflqi transversiya

Sakil 2.29. Ciit asaslarin avaz olunmas: noticasind> mutasi ya
{ Tarasova gora, 1982)

re===s AT
IACE™ NAT

AT

/\
AT QS| AT AT
AT<=—>QS

Asagidak: sxemds QA-nin diizgiin birlosmamasi (qung
xatlarls) naticasinda S pirimidini T ils avaz olunur ki, bu da
AT ciitiiniin amals galmasi ilo naticalenir (biit6v xatlo).

r=~<=9 QS
:QA!/ ™~ S

\
s Yo o s

QS«e—>» AT

$okil 2.30. Bir purinin basqa purinls avaz olunmast il> transversiya
tipli mutasiyamn amals galmasinin iimumi sxemi ( Dubinin, 1978)
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Sol hissa pirimidin T-nin purin Q-ilo avaz olunmasim
gostorir (biitdv xatla). AC — ciitii — DNT molkulunun rep-
likasiyasindan sonra SQ ciitii ilo avaz olunur. Sag hissads isa
transversiya prosesinds ovaz olunmanin biitiin tiplori gosta-
rilmisdir. Biitiin hallarda DNT molekulunda ciit ssaslarin
ovaz olunmasi bas verir, yani pirimidin-purin ciitli, purin-
pirimidin ciitii ilo va aksina avaz olunur.

AT

P \

1SQ! AT
/7 \
SQ AT AT

QS<«—>SQ
QS«—>»TA
AT=—>»TA

AT<—»SQ

Sakil 2.31. Purinin pirimidin va pivimidinin purinla 2vaz olunmasi
ila transversiya tipli mutasiyanin amala galmasinin iimumi sxemi
( Dubinin, 1978)

Tranzisi va transverin naticasinds asaslarin avaz olun-
masl nonsens va missens-mutasiyani amoala gatirir. Birinci
halda osaslarin avaz olunmasi, genin daxilinds monasiz
nonenskodonun amoalo golmasine sabab olur ki, o da
translokasiya etmir v heg bir amin tursusunu kodlagdirmur.

Belolikls, amals golon terminal kodon translyasiya pro-
sesini dayandinr va zilahn sintez olundugu yerds qiriq
amalo gatirir. Gen iso yalmz polipeptid qunigim terminal
kodonun amals goldiyi yers gadar kodlasdira bilir.

fkinci halda (missens-mutasyia) asaslarin avaz edilmasi,
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manasi dayisilmis mutant kodonu smoals gatirir ki, naticads
polipeptid zancirinde bir amin tursusu basqasi ilo avaz
olunur. Bunun naticasinds ziilalin fizioloji rolu dayisir vo bu
asaslarin avoz olunmasinin fenotipik olaraq iiza ¢ixmasi
onun xarakterindan va vaziyyatindon asihidir.

2.8. Osaslarm itmasi va slavs olunmasi ilo
amals golon mutasiya

Osaslarin slavs olmast (o ciimladan duplikasiya) va mév-
clid nukleotidlorin qirihb itmasi (delesiya) triplet ardiciligim
mutasiya ndqtesindoan baglayaraq genin sonuna qadar 3 dafa-
don az olmayaraq doyisir. Kodonlar arasindaki sorhadlords
amolo golmis yerdoyisma nativ. DNT zancirinin tripletinds
asaslarin yerlosmo gaydasim pozarag, mRNT-nin sintezinds
irsi malumatlarin daqiqliyinin dsyismasina sabsb olur ki, ns-
ticado modifikasiya olunmus tripletdon baslayaraq sintez olu-
nan ziilal zancirinds amin tursulan sshv diiziiliir (sokil 2.32).

1

AST AST AST AST AST AST AST
2

AST ASQ TAS TAS TAS TAS TAS
3

AST ATA STA STA STA STA STA

S$akil 2.32. Triplet ¢argivasinin siiriismasi naticasinds bas veran
mutasiya: 1 — Genda AST kodonunun normal ardicilligi; 2 — Q
(quanin) asasuun 2-ci kodona alava olunmasi. Blavadan sonrak:
biitiin kodonlar AST-don TAS-2 cevrilir. 3 — S (sitozin) ssasinin 2-
kodondan itmoasi ils sonraki kodonlar AST-dan STA-ya cevrilir.
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DNT strukturunda oslava ssaslarin olmast va yaxud
itmasi ilo alagadar olan mutasiya dayiskenliyina freymsift
mutasiya da deyilir. ©lavalorin, itmalarin vo ya har hansi
nukleotidlerin migdarimn 3 vo 3-don az olmasi sshvliya
gotirmir, yalmiz uygun sintez olunan ziilalda bir va yaxud bir
ne¢d amin tursusunun itmesine va ya olava olunmasina
sabab olur. Belo hallarda fenotipik tezahiir, homin ziilalin
faaliyystindan, itmis va yaxud slave olunmus amin tursu-
sunun na kimi shomiyyats malik olmasindan asilhdir.

Bu bélmads biz oxucular mutagenezin bazi nazari va
praktiki masalolori ilo va eyni zamanda ibtidai orqanizm-
larin va eukariotun somatik hiiceyralorinds bas veran pro-
seslorlo tams etdik. Xiisusan, mitotik tsiklin miixtslif faza-
larinda hiiceyralords bas veran proseslorin molekulyar
mexanizmi vo hiiceyrs tsikli gorh edilmisg, spontan vo induk-
siya olunmus mutagenezin miiasir problemlori verilmis,
DNT-nin bir va iki spiralli fazasinda amals galon zadslon-
molor, mutasiyalarin tipleri, onlarin haqiqi mutasiyaya
kegmalari vo mexanizmi verilmisdir.

Hiiceyralorin spontan (orqanizmlorin tobii gocalmasi
misalinda) va ekzogen metobolitlorin modifikasiyaedici
tosirinden bas veran mutasiyanin asas gostaricilorinden biri
mitotik indeksin dayismasidir, daha dogrusu mitozda olan
hiiceyrs migdarinin tadqiq olunan toxumadaki imumi hi-
ceyralorin migdarina olan nisbatidir.

2.9. Mitotik indeks

Mitotik indeks promilla ifads olunur, daha dogrusu
boliinen hiiceyra saylarinin baxilmig 1000 hiiceyra sayina
nisbatidir. Bunun ii¢iin bir ne¢a preparatlarda hiiceyralor
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sayilir (adoton hor variantda 15 preparatin har birinds 200
hiiceyra saymagla imumi say 3000-s ¢atdirilir vo bunlarn
igarisinds mitotik tsiklin fazalar lizra) profaza P, metafaza
M, anafaza A, telofaza T) béliinan hiiceyralarin migdan no-
zora alimir. Mitotik indeks asagidaki formula gérs hesab-
lanir:

P-M-A-T

-3000%,
[-P-M-A-T

maxracdaki I — interfazada olan hiiceyralarin sayidir.

Hiiceyralorin sayilmasini 2 iisulla aparmaq olar: 1-ci
halda «soldan saga, yuxaridan asagiya», ikinci halda iss
hiiceyralarin iimumi migdar preparatin 5 hissasinda barabar
miqdarda (40 olmagqla) sayilan hiiceyralorin migdarindan
toskil olunur. Ikinci iisul daha daqiq iisul hesab olunur.

i1k dafs olaraq Hovard va Pelk (Hovard, Pelc 1953) 6z
islorinds mitotik tsikldoe bas veran proseslari radioavtoqra-
fiya tisuslu ilo 6yranmak iiglin radioaktiv indikator izotopu
kimi fosfordan (*2P) vs nigsanlanmis H - timidindan istifads
etmiglor. (Eukoriotun hiiceyra tsiklins bax).

Hazirda bir sira klassik bitki va heyvan obyektlarinin
miixtalif izv va toxumalarinin hiiceyralori iigiin, eloca da
insanlarda tacriibi olaraq hiiceyrs tsiklinin {imumi miiddati,
onun fazalar1 milayyan edilmis vo miivaqqgati parametrlorin
¢ox genis doyisdiyi gostarilmigdir.

Tabii populyasiyalara miixtalif modifikasiyaedici amil-
lor tosir etdikdo onlarin timumi hiiceyra tsikli, miivagqgsti
parametrlori va ayriligda har bir fazasi dayigs bilor. Bu hal-
da ekstremal amilin sitogenetik toksikliyini miisyyan etmok
iigiin, mitotik indeks alava test sayilir, bununla yanag:1 pa-
ralel olaraq mutasiya soviyyasini va onun kanarlanmalarim
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analiz etmoklo, miixtalif pataloji proseslorin tosirindan
hiiceyranin normal va geyri-normal soraitds olub-olmama-
sim miisyyan etmak olar.

Sitogenetik analizlards istifads edilon obyektlarin mito-
tik tsiklinin miivaqqati parametrlori, nisanlanma ayrisinin
analizino géro (radioavtografiya iisulu), metafaza hiiceyro-
lorinin giitblora ¢akilmasini pozan kolxitsin vo ona oxsar
maddolordon istifado etmokls (tetraploid iisulu), hiiceyra
tsiklinin miioyyan fazasinda olan hiiceyralorin miqdarin
saymagla (hiiceyra béliinmasinin va DNT sintezinin ingibi-
torundan istifads etms iisulu) vo yaxud daha yiiksok
daqiglik alda etmak tigiin bu tisullarin slagalendirilmasindan
istifads edilir (mitotik tsikl vo onun fazasinin miivaqqgati
parametrinin analizi iisuluna bax).

Asinxron béliinan hiiceyralorin mitotik tsiklin dovrlerini
miloyyen etmok Uglin Quastler vo Serman (Quastler,
Sherman, 1959) torafindon islonib hazirlanmis radioavtoqra-
fiya iisulu, hiiceyrs tsiklinin parametrlorinin miiddatini
miioyyan etmoak iigiin an genis yayilmis iisuldur. Hiiceyranin
biitdvlilylinli, onun strukturunu pozmadan onda bas veran
metabolik proseslori dyronmak igiin istifads edilon, morfo-
loji va biokimyavi analizlorin prinsipini 6ziinds birlegdiran
komiyyat {isullarindan biri olan radioavtografiya iisulu
mitotsiklin miloyyan dovriine nisanlanmis timidin *H izoto-
punun daxil edilmasina ssaslanir.

Radioavtografiya iisulunda, radioaktiv nisanlanms bir-
lasmolordan istifads olunur, daha dogrusu atomlardan biri
radioaktivliys malik olan radioaktiv izotop atomu ils avaz
olunur. Har bir elementin izotopu kimyavi xassalorina gors
bir-birindan farqlanmirler, heyvan, bitki vo yaxud hiiceyra
kulturalarina daxil edilmis bu izotoplar &zlarini biitiin
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proseslords adi qaydada apanrlar. Lakin, izotoplann radio-
aktiv siialanma xassslorino gbéra niimunalords onlarin mig-
darim va yayilmasim1 miisyyan etmak mimkiindiir.

DNT-nin sintezini va mitotik tsiklin parametrlorini
analiz etmoak ti¢iin asagidaki izotoplardan istifads edilir, 3H-
timidin, 3H-dezoksisitidin, 3H-dezoksiuridin, 3H-bromdezo-
ksiuridin, 3H-dezoksiadenozin, *H-dezoksiquanozin, 3H-io-
dezoksiuridin vs s. Nisanlanmis timidin, nuklein tursularn-
nin strukturunu taskil edan ssaslar igarisinds yegans assasdir
ki, o replikasiya dovriinds yalmz DNT molekulunun tarki-
bins daxil olur. 3H-timidin bagqa nukleotidlors nisbaton bir
sira, o ciimlodan: DNT sintez edon toxuma va strukturaya
tez daxil olmaq, orqanizmds qaldigi qisa miiddetds onun
toksikliyinin zoif olmasi va sair xiisusiyyatlorine gére ondan
hiiceyralorin mitotik tsikli kegmosi ganunauygunluglarini
oyranmok iiclin genis istifads edilmok kimi istiinliiklors
malikdir.

Mitotik tsikli todqiq etmoak igiin istifads edilon radio-
avtoqrafiya isulu ilo mitotik tsiklin parametrlorini vo onun
ayrihgda fazalarimi (Gi, S, G2 vo M) miilayyan etmak olur.
Radioavtografiya isulu ona asaslanir ki, *H-timidin orqa-
nizma daxil edilorkan bir grup hiiceyrslor nisanlanir, nisan-
lanmis hiiceyralar o hiiceyrslar olur ki, mahz onlarda DNT-
nin sintezi gedir, daha dogrusu hamin hiiceyralor izotop
daxil edilan vaxt, mitotik tsiklin S-dévriinds olurlar. Bu iso
nisanlanmig hiiceyralors goro biitiin hiiceyra populyasiya-
larinin dinamikasini dyranmayas imkan verir (Yepifanova va
b., 1977).

Bu vs ya diger toxumanin hiiceyralarins *H-timidin da-
xil etdikdon miiayyan vaxt sonra ilk anda mitoza daxil olan
hiiceyralar niganlanmis olur (sokil 2.33). Nisanlanmayan hii-
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ceyralor o hiiceyralordir ki, radioaktiv izotop daxil edilon
vaxt onlarda DNT-nin sintezi qurtarmig va onlar Gz dov-
rinds olmusdur.

O
O

Sakil 2.33. S-dovriinda *H-timidin nisanlanmug hiiceyralarin mitotik

tsikli kecmalarini aks etdiran sxem (Thasher, 1966). Yepifanova va

miialliflor> gora 1977 (Ihaster, 1966). M — Mitoz, G, — presintetik
dovr, S — DNT-nin sintezi dévrii, G, — postsintetik dévr.

Sonra mitoza daxil olan hiiceyralor nisanlanmis olur ki,
bunlar da 3H-timidin orqanizmds olarkan DNT-nin sintezi
S dévriinds olan hiiceyralordir. Sonralar yena mitoza daxil
olan hiiceyralar nisanlanmamis olur, nisanlanmayan hiicey-
rolor o hiiceyralordir ki, *H-timidin orqanizmds olarken
homin hiiceyralor mitotik tsiklin G: ve mitoz dovriinds
olmugdur. Nisanlanms hiiceyralar yenidan béliiniir vs yeni-
dan nisanlanmis mitoz goriiniir. Birinci va ikinci maksimum
nisanlanmus mitoz ayrisinin arasindaki mesafo mitotik tsik-
lin miiddatina (T) uygun golir.

Todgigatin moagsadindon va obyektden asih olaraq
orqanizma daxil edilon *H-timidinin xiisusi aktivliyi vo
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dozasi dayigo bilor. Bu iss tacriibi yolla miiayyan edilir v elo
olmalidir ki, yuxarida gostarilonlar normadan artiq olmasin,
oks tagdirds kimyevi birlogmoys daxil olan izotop vs onun
ciizi miqdarda radioaktiv siialanmasi hiiceyronin normal
metobolizmins manfi tasir géstara bilor.

Izotop uzun miiddats daxil edildikds o, bir necs saat,
hatta fiksasiyaya gadar obyekt olan miihitdan kanar edilmir.
Bu tisul xiisuson kultura olunan hiiceyralordas istifads edilir.
Qisa miiddatli iisuldan isa (3-5 dagigadan 15-20 dagiqaye
gadar), impulslu nisanlanma materiallarini miixtolif saatlar-
da fikso etmoklo hiiceyro tsiklinde dévrlorin miiddstini
miioyyan etmak iigiin istifada edilir.

Impulslu nisanlanma iisulunun kémokliyi ilo (Yepifa-
nova amoakdaslan ils birlikds 1977) mitotik tsiklin ayri-ayn
ddvrlerinin miivaqqeti parametrlorini miiayyon etmislor
(sokil 2.34). Mitotik tsiklin hor bir dévriiniin miiddati biitiin
hiiceyra populyasiyalan igiin sabit kamiyysts malik oldugu
halda, nisanlanmis izotopun daxil oldugu andan birinci
niganlanmis mitozun goriindilyii vaxta gadar olan masafs G,
dovriinii shato edir. Bu halda S-dévrii iso nisanlanmis
mitozun galxan ayrisi ilo enon syrisinin 50%-liyindaki ayrilor
arasindaki masafsys uygun golir. Presintetik dévriin (G))
miiddati iss (mitoz miiddatinin yansi da daxil edilmaklo)
asagidaki diistur ils hesablanir:

tG, =T—(t,+t5, +t.),

burada T - mitotik tsiklin imumi miiddatidir; te,stsota, by
is3 uygun olaraq G,.S,G, ve M dévrlarini shats edir.

Formula ssaslanaraq M - fazalarinin miiddatini (xiisusi
mitozu) miloyyan etmak olar, lakin bu iss har bir hiiceyrs
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{igiin mitotik tsiklin biitiin dovrlorinin miiddati barabar olan
halda mimkiindiir. Odur ki, nisanlanms mitoz dsulu ilo
mitozun miiddoti hagqinda tsxmini cavab alnir, ona gors
ds bu kamiyyati diizgiin tapmag Ggiin kolxitsindan vo rent-
gen sualarmn asagl dozalarindan istifads edilir (Utkin,
1959; Yepifanova, 1965; Yakovlev, 1973; Yepifanova va b.,
1977).

100+

50+

0

Sakil 2.34. °H-timidinin organizma bir daf> daxil edilmasindan sonra
miixtalif vaxtlarda nisanlanmis dayisilmasi ( ‘faizla). Hipotetik halda,
biitiin hiiceyra populyasiyalart iigiin mitotik tsiklin har bir dovriiniin
miiddati daimidir. ( Yepifanova, Terskixe, Zaxarova, 1977). Absis
oxunda — *H-timidin daxil edildikdan sonraki vaxt; Ordinant oxunda
— niganlanmug mitoz (faizls). T - mitotik 1siklin miiddati va mitoz
dovriiniin niddati. ‘

Mitotik tsiklin fazalarim radioavtografiya iisulu ils ana-
liz etdikds an yaxs1 noticoni, tabii sinxron bolinan hiiceyra
populyasiyalarinda almagq olur. Bela hiiceyra populyasi-ya-
lart olan obyektlars ¢obanyastigl ¢igayinin  (Crepis
Capillaris) quru toxumunu V3 periferik qan leykositlorini
misal gostarmak olar. Cobanyastifl ¢igayinin hiiceyralarinin
boliinmoasini toxumun suda isladilmas: ils, leykositlarin
boliinmosini isa fitohemagluytininls stimuls etmak olar.

Cobanyastigi ¢igayinin quru toxumunda riigeymin hi-
ceyralori presintetik dovrds, leykositlar isa sakitlik dovriinds
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olur.

Stimulos edici tesirdan sonra ¢obanyastigi ¢igayinin hii-
ceyralori, leykositlar sinxron olaraq boliniirlor va mitotik
tsiklin fazalarini bir ne¢o miiddst eyni vaxtda kegirlor.

Mitotik tsiklin miivaqqati parametrlorini tayin etmoak
licin radioavtoqgrafiya dsuluna slava, 5 — bromdezok-siu-
ridindon, siini sinxronizasiyalar — DNT sintezinin ingibitor-
larindan (5 — aminourasil, 5 ftor — 2 dezoksiuridin, amiinoa-
terin (metotreksat) yiiksok dozali timidin vo bagqalar)
hiiceyralori metafaza marholosinds saxlayan, hiiceyralarin
qiitblors ¢okilmasini tomin edan iy tellarini pozan maddalor-
don) kolxitsin va ona oxsar sintetik vinkristin, kolsemid,
vinblastin va s. istifads edilir. Bu bélmeni yekunlagdiraraq
geyd etmok lazimdir ki, mitotik tsiklin miivaqqsti parametr-
lari hagqinda daha daqig mslumatlar almaq tigiin radioav-
tografiya iisulunu basqa iisullarla slagslondirmokls nail
olmaq miimkiindiir. Bels ki, 3H - timidindan va kolxitsindan
eyni vaxtda paralel istifads olunmasi nisanlanmis vo nigsan-
lanmamig hiiceyralorin mitoza daxil olma siiratini Gyron-
moys imkan verir. Asinxron populyasiyali hiiceyralori DNT
sintezinin ingibitorlan ilo sinxronlasdirdigda kontrol kimi
goturiilan 3H timidinls sinxronlagmani miiayysn etmok olar.
Radioavtoqgrafiya analizlorindon alinan malumatlar ingi-bi-
torlann effektliyinin gostaricisi ola bilor. 9gsr mitoza daxil
olan hiiceyralords nigsanlanma getmigsa, demsali bu onu gos-
torir ki, izotop DNT-nin sintezi dévriinds hiiceyrays daxil
edilmigdir. Radioavtoqrafiya iisulu, islonmos texnikasi va
onun vasitasi ils hall olunan masslslor hagqinda daha strafh
molumatlarla asagidaki alimlarin isloarinds tamis olmaq olar:
Boyd, 1957; Qraceva va bagqgalari, 1960, 1968; Kols,
Limarenko, 1962; Zavarzin, 1967, Yepifanova, Terskix
1969; Yepifanova va b., 1977.
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Fasil 3

XROMOSOM VO GEN MUTASIYALARININ
STRUKTUR DOYiSILMOLORININ TODQIQAT
USULLARI

Sitogenetik analiz {iglin preparatlarin iimumi hazirlan-
ma prinsiplari. Spontan vs induksiya olunmus mutasiyalan
analiz etmok li¢lin aparilan tacriibslorin sxemi bir-birindan
forglonirlor. Spontan mutasiyalarin analizlari {igiin gétiirii-
lon materiallar fiksasiyaya qadar elo bir soraitds saxlan-
malidir ki, onlara heg bir amil tasir géstarmasin. Induksiya
mutasiyalarinda iss spontan mutasiyalarindan forgli olaragq,
materiallara tadqiq olunan amillarls tasir edilir.

Tadqiq olunan mutagen amillorin sitogenetik tosirini
oyranmak iiglin paralel olaraq sudan (toxumlar ciicar-dilar-
kon), fizioloji mohlullardan (qgan kulturas: ilo tacriibslordo)
va s. istifada edilir. Bazi mutagenlor suda vs fizioloji mah-
lullarda hall olmadig iigiin onlar1 hall etmoak iiglin xiisusi
halledicilardan (spirt, tvin va s.) istifads edilir. Buna gérs do
holledicilordan istifads edorksn tocriibads paralel olaraq
bunlarin da kontrolu olmahdir.

Sitogenetik analiz i¢lin preparatlarin hazirlanmasi vaxti
bazi hazirlq islorindon bagqa asagidaki metoda riayst et-
mok lazimdir: materiallarin fiksasiyaya hazirlanmasi, fiksa-
siya, materiallarin ronglonmasi, daimi va miivoqqati prepa-
ratlarin hazirlanmasi. Sitogenetik analizin son moarhalasi isa,
preparatlarin mikroskopda baxilmasindan va analizin nati-
casinin riyazi hesablanmasindan ibarstdir.

Sitogenetik analiz iigiin tadqiq olunacaq materiallarin
hazirlanmasinin texniki tafsilati har bir obyekt iigiin konkret
olaraq asagidaki iisullarda verilmigsdir.
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3.1. Fiksasiyadan avval materiallarin
hazirlanmas:

Anafaza vo metafaza tsullannmin kémoakliyi ilo xromo-
somlarin strukturundaki dayisgilmslarin geyd alinmasi, prepa-
ratlarin sitogenetik analiz igiin keyfiyystli olmasi sartlo-
rindon bin preparat hazirlayan zaman onlarin bir qath alin-
masindan va xromosomlarin ayri-ayrihqda paylanmasindan
ibaratdir. Bu maqsads nail olmaq iigiin bir ¢ox hallarda, slava
olaraq maserasiyaedici maddaslordon ds istifads edilir.

Maserasiya (macerato — yumsaltma) toxumalarin ayri-
ayr hiiceyralors ayrilmasina sabab olur vs asasan miivaggati
preparatlarin hazirlanmasinda fiksasiyadan sonra aparilr.
Maserasiya iisulu asagidaki qaydada aparilir. Materiallar
60°C-do InHCl-la hidroliz olunur (va yaxud 20°C-do 5 N
HCl-la va sonra 45%-li sirks tursusu, 40-45%-li propion
tursusu, xloralhidratla, sitaza va 5%-li pektinaza fermen-
tinin mahlullar ils islonir.

Hipotoniya — (hypotonos — latinca gorginliyin, tonusun
asagl digsmoasi demskdir) mshlullarimin osmotik tozyiqi hii-
ceyranin osmotik tazyigindon asag: olduguna gérs bu moh-
lullar niivani sisirdir, qulaf partlayir vs naticads prepa-
ratlarda xromosomlar yaxst paylanir. Bu iisul mamslilarin
toxumalarindan miivaqqati preparat diizoldilorkan istifada
edilir vo material 0,075 M KCl mohlulunda (37°C) 1%-li
ligovazli natrium sitrat va 40°C-ya gadar qizdirilmis distilla
suyunda qisa miiddatli inkubasiya olunmaqla bu proses
fiksasiyaya qadar davam etdirilir.

Bir ¢ox hallarda preparatlarin mikroskopik analizinda
xromosomlarin uzun olmasina goéro onlan saymaq ¢atin
olur, ¢linki ¢ox vaxt bu uzun xromosomlarin sahslori iist-
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isto diisarak sitogenetik va kariotipik analizlorin keyfiy-
yatini agag salir. Bu gatinliklori iso materiallan fiksasiyaya
gadar xiisusi maddolorls islomakls aradan qaldirmaq olar.
Xromosomlarin kariotipik analizini asanlasdirmaq {igiin
onlarin yiiksok deracads spirallagmasina ve uzunluqglarinin
qisalmasina sobab olan maddslardan va onlarin moahlulla-
rindan istifads edilir. Bu moagsadls xloralhidratm 0,3-1%-li
mohlulundan, 8-oksixinolin 0,002 M mohlulundan, parido-
xlorbenzolun va monobromnaftalinin qati mohlullarindan
istfiado edilir. Fiziki amil kimi asag temperaturun 6zii da
xromosomlarin spirallagsmasina va qisalmasina sebab olur.
Ciicoran materiallarin bir giin va yaxud koékciiklorin 2 saat
fiksasiyaya qadar 0° temperaturda soyuducuda saxlanmasi
xromosomlarin kariotipinin analizini asanlasdirir.

Metafaza morholasinda analiz iigiin lazimi miqdarda
hiiceyra toplanmasini tamin etmak iigiin bitki va heyvan
toxumalarini fiksasiyaya qadar 2-3 saa: kolxitsinin zoif
mohlulunda va elaca do ona oxsar olan sintetik maddalarin
(vinkrastin, vinblastin, kolsemid va s.) mshlullarinda saxla-
maq lazimdir.

Bitki toxumalarindan preparat hazirlanarkon, xromo-
somlarin yaxst spirallasmasina vo qisalmasina nail olmaq
tglin  kolxitsinin mohlulundan istifado edilir. Yadda
saxlamaq lazimdir ki, maddalarin segilmasi, onlarin qatiligs,
materiallarin madds saxlanma miiddati, temperatur rejimi
va s. har bir bitki névii tgiin spesifikdir.

3.2. Fiksasiya

Materiallarin sitogenetik analizinin keyfiyyst géstarici-
lorinin asas gortlorinden biri sitogenetik analiz iigiin lazim
olan hiiceyrs strukturunun tamhgini saxlamaqdan ibarstdir
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ki, buna da hiiceyrays asan daxil olan fiksatorla nail olmaq
olar. Elo etmak lazimdir ki, fikso olunan materiallarin
hamus: biitovliikds bir berabarda fiksa olunsun. Bunun tiglin
fikss olunan material miitlaq tozs olmagqla, lgiisii iri olma-
mahdir (5 mm-dan artiq olmaz) vs biitiinliikls fikse olunan
mohlulla &rtiilmalidir. Fikso mohlulunun hacmi, fikss
olunan materialin hacmindsn 50-400 dafs artiq olmahdir.

Bundan slavs fiksator hiiceyronin biokalloid sistemini
hall olmayan vaziyystds saxlamaqla onlarin hiiceyraden
¢1Xxmasinin qarsisim alr. o

Fiksatorlar, fikss etma vaxt: onun temperaturu, nazords
tutulan tadqiqata va tadqiq olunan obyektin xiisusiyyatino
uygun secilir. Nozors almaq lazimdir ki, bitki toxumasi
heyvan toxumasina nisbatan tadrican fikss olunur ki, bu da
bitki hiiceyralorinin heyvan hiiceyralorina nisbotan galin
sellilloz tabagssi ilo shats olunmasindan irali galir.

Sitogenetik analizds niive va xromosom analiz edilarkan
niive faktorlarindan istifade olunur ki, onlar da sulu va
yaxud spirtli ola bilar (alavs I-a bax).

Spirtli fiksatorlar (Karnuz, Yakovlev, Sirko alkoqgolu,
Cemberlen) toxumaya tez daxil olur, material tez fiksa
olunur vs ona gors ds onlar spirtli fiksatorlarda az (obyekt-
dan asili olaraq 30 dagiqadan 12 saata gadar) saxlanila bilor.
Lakin, spirtli fiksatorlar miivaqqati preparatlar diizaldilar-
kan slverislidir. Sulu fiksatorlar (Navasin, Madilevski) bitki
toxumasina daxil olaraq onlar1 miihafiza etmakls, parafin-
lomak isini asanlagdinir. Sulu fiksatorlar toxumaya tadrican
daxil olur, ona gdrs do materiallar homin fiksatorlarda 24
saatdan bir ne¢s giinoe qadar saxlanila bilor.
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3.3. Miivaqqgati preparatlarin hazirlanmasi

Tacriibsnin magsadindsn, analizin vaxtindan va obyekt-
don asih olaraq, preparatlar miivaqqati, daimi mikrotom
preparat va s. formada hazirlana bilor.

Miivaqqgati preparat hazirlamanin iistiinliiklerindon biri
onun sads va tez hazirlanmasi ilo yanasi, miirokksb
proseslar talob edan islors ehtiyacin olmamasidir.

Fiksa olunmus va lazimi hazirliq marhalasi (masera-
siya va s.) kecmis materiallarin analizini tezlagdirmak
lazim goldikda, bitki va heyvan toxumalarindan miivag-
qoti preparatlar hazirlanir. Bunun ii¢lin material xiisusi
niiva rongloyicileri ils ronglonir. Ranglonmis materialdan
lazami hissa gotiiriiliib agya siigasinin iistiine svvalcadan bir
damla tdkiilmiis qati xloralhidrata va yaxud 45 faizli sirks
tursusuna qoyulur va drtiici sise ilo ehtiyatla ortulir.
Ortiicii siisonin ehtiyatla qoyulmasinda moagsod ondan
ibaratdir ki, ortiicii siiso yerindon tsrpanmasin. Sonra
siizgac kagiz ilo miloyyan osyalarla (qslom, kibrit ¢dpi,
barmaq va s.) Ortiicii siigo asya siisesine dogru sixilir.
Naticads asya siisesinin iizorinds toxuma hiiceyralarinin
bir qatindan ibarat tabaga amalo galir va bu sitogenetik
analizi asanlasdirir. Miivaqqati preparatlari bir ne¢o mid-
dat saxlamaq lazim goldikds, ortiicli siisonin konarlan
maye parafinla, rezin yapigqgan ilo, jelatin sirks tursusu-
nun (10 mgq jelatin 100 ml 50 faizli sirke tursusunda)
garisig1 ilo hasiyslomok lazimdir. Preparat yaxsi olar ki,
soyuducuda 0-4°C-ds saxlansin.

Sitogenetik analiz ti¢lin preparatlarin hazirlanmasi pro-
sesinda asas halgalordan biri, hor bir obyekt liglin xtisusi va
daqiq olan ranglayicinin segilmasidir. Ranglayici maddalorin
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secilmasi eyni zamanda istifads olunan fiksasiyadan da
asilidir.

Daimi vo miivaqqgati preparatlarda niivonin strukturunu
analiz etmok {iglin «osaslara» va yaxud «kationlara»
bolinmis niive rengloyicilorindan istifads edilir (slavs 2-ya
bax). Osas niiva ranglayicileri (kation va anion), niivenin
nuklein tursusu va ziilah ils turs xassoys malik duza oxsar
birlosms amalo gatirarok hiiceyranin strukturunu ronglayir.
Azur P-eozin, gdy metil; gdy toluidin, yasil metil, asas
fuksin va s. daha ¢ox istifads olunan boyayici maddslardir.
Rangab boyayicilarla (hematoksilin), hiiceyralori ranglomoak
li¢in materiallar slavs olaraq agilayici maddalorls, daha
dogrusu, duz tipli birlosmalor amals gatiran ammonium,
dsmir, mis duzlari vs s. iglonmisdir.

Morhalslarin  ardicilligindan asili olaraq ronglomo
isullar siddatli v zaif olur. Siddatli iisulla boyanma vaxt:
preparat boyayicinin zaif mohluluna salimr vo boyanma-
nin keyfiyysti mikroskopla yoxlanilir. Har bir obyekt
li¢in miivafiq ranglomos miiddati tacriibi yolla segilir. Ikin-
ci halda, zsif rongloms miiddati tacriibi yolla segilir. Ikinci
halda, zaif rongloms tsulunda, preparat qati ranglayici ilo
ronglonir, sonra isa xiisusi se¢ilmis moahlullardan istifada
etmaklo, lazimi saviyyays ¢atana kimi rang konar edilir.
Bu halda da preparatin keyfiyyati mikroskopla yoxlanilir.

Masalon, hematoksilinlo ronglonmanin  segilmasi 3
morhslods aparilir: preparat zaylo asilamir, hematoksilinla
ranglonir, sonra iss zsif zoy moshlulu ilo rangin artigi
yuyulub tomizlenir.
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3.4. Miivaqqoti preparatlarin daimi
preparatlara kegirilmosi

Miivaqgsti preparatlarin daimi preparatlara kegirilmosi
ficiin genis tatbiq edilon Gsul Honger va Farcayld (Conger,
Faircheld, 1953) tarafindon quru buzdan istifads edilmasine
asaslanir. Lakin bu iisul karminls ronglonmis preparatlar
liglin maslohat gorilmiir.

Miivaqqati preparatlan daimi preparatlara kegirmok
iiclin onlan quru buzun iizorinds olan har hansi bir metal
16vhonin iizarine qoyub 5-10 daqige saxlamaq lazimdir.
Bundan sonra iilgiic va yaxud carrah bigag ila ortiicii siiga
osya siigosi Gizorindon qoparilir va hiiceyra asya siigosinin
iizorinds qalir. Sonra materialin namliyini almaq iigiin (iki
morhoalads) 70, 96, 100 faizli etil spirtindan va ksiloldan
kegirilir va son marhsladas hiiceyranin iizarins kanad balzami
tokiiliir va tomiz Ortiici sisa ilo 6rtiiliir.

Asetokarminlo ranglonmis preparatlardan Gtirtici
siisoni qoparmaq tgln preparati 10 faizli sirko turgusu
mohluluna salirlar va 10-15 dagigedan sonra ortiicli giiga
asya siisosindon ayrilir. Uzsrinds hiiceyra olan asya siisasi
ardicll olaraq: sirks alkogolundan, miitlaq spirtdon,
ksiloldan kegirilir va balzamla ortiiliir.

Fyulgen iisulu ilo asas fuksinlo ranglonmis heyvan vs
bitki toxumalart olan osya siigosindon Ortiicii  siisoni
aralamaq figiin ogya giigonin iz hissasi asag, i¢arisinds 40
faizli spirt olan Petri piyalssino salimir (Darlington, Zabaur,
1980) 8-10 dagigadon sonra ortiicli siigo agya siisasindan
ayrilir. Sonra drtiicii vo agya siisosini 80 faizli (2 daqiga) va
miitlaq spirtden (2 marhalads 2 dagigs olmagla) kegirilir va
ortiici siiso ilo agya siigasi ortiiliir vo balzamla baglanir.
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3.5. Daimi mikrotom preparatlarm
hazirlanmasi

Miivaqqgati preparatlarin bozi istiinliiklorina baxmaya-
raq, oksor hallarda onlar qarsiya qoyulan mogsads nail
olmaq Ugilin tolobati 6domir. Belo olan halda obyektin
parafinlo baglamag iisulu ilo daimi preparat hazirlanir.

Bu iisulla daimi preparat hazirlandiqdan, tadqiq olu-
nacaq obyekt ¢ox miirakkab hazirliqg marhoalasindon kegirilir
vo ardicil olaraq asagidaki proseslardon: fiksasiyadan avval
materialin xiisusi hazirlanmasi, fiksasiya prosesi, fiksa
olunmus materialin yuyulmasi, tadqiq olunacaq materialin,
qatiligr tadrican 100 faiza godar artan spirt mohlullarinda
namsizlasdirilmasi, parafin halledicisinin materiala hopdu-
rulmasi, materialin parafinls 6rtiilmassi, parafin bloklarinin
diizoldilmasi, onlardan kssiklarin hazirlanmasi, parafinin
konar edilmasi, kasiyin ronglonmasi, materialin yenidon
namsizlosdirilmasi, ksilolla spirtin qovulmasi vs 6rtiicii
siisonin balzamda baglanmasindan ibaratdir.

Materiallarin fiksasiyaya hazirlanmasi, fiksasiya, obyek-
tin ronglonmasi va bu proseslarin iimumi prinsiplari haqqin-
da biz yuxarida damgdiq. Indi ise isiq mikroskopu iigiin
daimi preparatlarin hazirlanmasi ilo tams olaq.

Fiksasiyadan avval materiallarin xiisusi hazirlanmasi
ticlin marhalalor iizra agagidaki amillarin tasirindan:

1) Xromosomlarin uzunlugunu qisaltmaq (0,3-1 faizli
xloralhidrat moahululundan; 0,002 MS8-oksixonilin mahlu-
lundan, paradixlorbenzolun vs monobromnaftalinin qat
mohlulundan; asag) temperaturdan).

2) hiiceyrani metafaza morhslasinda saxlayan kolxit-
sindan, kolsemiddan, vinkristindan va vinblastindan;
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3) hipotonik vs maserasiya edici amillorden istifads
edilir.

Fiksasiya. Materiallar su vs yaxud spirt qangsigh
fikssedici maddalarlo agz kip bagh qablarda fiksa olunur
(slava 1-2 bax). Niivo fiksatorlarinin segilmasi, fiksasiya
miiddati vo temperatur rejimi hor bir konkret soraitden,
moagsaddan vo todqiq olunan obyektin xiisusiyystindon
asihdir. Ogoar toxuma su va ganla zsngindirss, yaxs: olar ki,
fiksator iki dofs dayisdirilsin.

Fikss olunmus materiallan fiksatorlarin qaligindan vo
onlarn par¢alanma mohlullanindan tomizlamak iigiin yoxla-
maq lazimdir. Su qarisiqh fiksatordan sonra material axar
su altinda 1-3 saat arzinds va daha ¢ox yaxalanir. Sonra
materiallar qurumasin deys onlan ardicil olaraq miixtalif
faizli (20, 40, 60, 80) spirt mohlullarinin har birinde 30
daqgiqs saxlamaq lazimdir. Spirt qarisigh fiksatordan sonra
material 3 ¢afs doayigdirilmaklo 80 faizli spirtls yaxalanir vo
sirks tursusunun iyi tam itons gadar 1-2 saat miiddstinds
homin spirt mohlulunda saxlanir. Su ve spirt qansigh
fiksatorlarla fikss olunmus materiallar1 uzun miiddst 80
faizli spirtds saxlamagq olar.

Daimi preparatlarin hazirlanmasinda miirakkab va ¢ox
zohmat talob edon proseslordan biri preparatlarin nomsiz-
logdirilmasidir.

Bunun iiciin materiallar iki névbads 96 faizli vo miitlaq
spirtds 0,5 daqigadan 1 saata gadar saxlanilir.

Material saxlanmilan miihitin torkibinin kaskin dayisme-
masins yol verilmomosi, spirtin tadrican artan qatihiindan
istifada edilmasi, sonralar iso spirtin hissa-hissa parafinle va
onun holledicisi ila avaz olunmasi, biitiin bu islarin marhasls
ilo apanlmas: fikss olunmus materialda hiiceyra struktu-
runun tamhgini saxlamaqdan ibarstdir.

134



3.6. Parafin holledicisinin materiala hopdurulmas:

Materiallarin miixtalif mahlullardan keg¢irilmasinds son
magsad hiiceyrays, onun strukturuna maddslorin miintozom
ke¢maosini nizamlayan, onlardan xiisusi mikrotom cihaz ils
nazik kosik alinmasim1 tomin edan plastik six maddays
salmagdan ibaratdir.

Sitogenetik tadgiqatlarda bels madds kimi parafindan
vo az hallarda iss selliloiddan va jelatindan istifads edilir.
Daha ¢ox plastikliys malik olan va qalinligi 5-10 mkm olan
- kosik, parafine salinmis materialdan alhnir.

Parafin suda va spirtds hall olmur. Buna gérs do ob-
yekti parafine salmagq ii¢iin hiiceyradaki suyu ardicil olaraq
spirtlo sonra parafinin holledicisi olan xloroformla, ksilolla,
benzol va toluolla avaz etmok lazimdir. Bu holledicilor
igarisinds talobata dolgun cavab veran xloroform va ksilol-
dur. Kicik obyektlorls igloyan zaman parafini holl etmok
iiclin nomsizlesdirilmis xloroformdan, boyiik obyektlords
islayandas iss ksilol vo toluoldan istifads edilir.

Miitlaq spirtin parafin holledicisi ilo todrican avaz
olunmas! magsadi ilo material xloroform va ksilola darhal
kegirilmir. Bunun ii¢iin bir ne¢s moarhslods miixtalif spirt
qanisiginda, hoalledicinin  qatilifini  tadricon artirmaqla
hayata kegirilir.

I — 1 hissa halledici 3 hissa miitlaq spirt;

IT - 1 hissa halledici 1 hissa miitlaq spirt;

ITI - 3 hisso halledici 1 hisss miitlaq spirt.

Material hor bir qarisigda onun hacmindasn asili olaraq
1 saatdan 3 saata gadar saxlanilir vo sonra isa 2 moarhslods
tomiz holledicidon kegirilir. Tomiz hoslledicinin har bir
moarholssinds material 1 saatdan 10 saata goador va daha ¢ox
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saxlanila bilor. Material tam namsizlagdirildikde o tomiz
holleidicids goffaf olur. Bazi hallarda parafin blokunda
obyektin yerini miioyyan etmsk igiin 70 faizli eozin va
spirtds holledici qarisigina (3:1) fuksin slavs edilir.

Parafinin materiala hopdurulmasi vo materialin para-
fino yapigdirilmasi orims temperaturu 52-54°C-a olan
parafin halledicilorinin bir-birini avaz etmasi yolu ilo hoyata
kegirilir. Bunun ii¢lin materiala axirinci holledicidon igari-
sinds tazs halledici olan byuksa kegirilir vo material halledi-
cinin saviyyasindan 3-4 mm asagida qalmalidir. Sonra halle-
dicinin ist tobagasine 1:1 nisbatinds aridilmis parafin va
halledici gangig tokiiliir. Sathds amals galon parafin garsi-
gimin tabagosi mayenin tez buxarlanmasina mane olur.
Parafinin materiala yaxst hopdurulmas: iigiin byuks agzi
bagh halda, giin srzinds parafinin arima temperatur dors-
casindan 3-4° yuxar olan sabit 56-57°C-da saxlanihir. Sonra
byuksun gapag goétiiriiliir va byuksun igarisindaki halledici
tam buxarlanana gadar homin temperaturda saxlanilir.
Hoalledicinin tam buxarlanmas: 2-5 giindan sonra baga ¢atir
va tam buxarlanmani parafin iyinin olmamasi ilo miiayyon
etmak olur. Bundan sonra byuksa bir gadar tomiz aridilmis
parafin tokiiliir va byuksun igarisinds olan qarisiglar xiisusi
kagiz qutulara tokilir va onlar soyuq suyun iizerina qoyu-
lur. Obyektin qutuda barabar sahads yayilmasini tomin et-
mok tg¢iin qizdirnilmus pinsetdon vo yaxud preparat hazir-
layan iynadon istifads edilir. Tez soyuma naticssinda para-
fin kristallasa bilmir. Censev amakdaslan iss (1977) basqa
bir toklif irali siirmiisdiir. Onun taklifine gbérs byuksun
igarisinda olanlar saat siisesinin Ustino tokiliir vo saat
sligasinin arxasi soyuq suya qoyulmagla soyudulur.

Qeyd etmok lazimdir ki, materialin yapisdirilmasi iigiin

136



istifado edilon parafin, ugucu va mexaniki gangsiqlardan
tomizlonmis olmalidir. Bunun iigiin yaxs1 olar ki, parafin
aridilsin 'vo bir ne¢d giin termostatda saxlanilsin. Parafini
qizdinlmis qifdan siizmoakls mexaniki qansiglardan tamizlo-
moak olur. Parafinin keyfiyystini yaxsilagdirmaq ii¢iin 5-10
faizli tomiz an mumu vo 5 faizli stearin slave etmok
lazimdir. o

3.7. Parafin bloklarimin va onlardan
kasiklorin hazirlanmasi

‘Material uzun miiddat sarin yerds saxlamihir. Lazim
oldugda obyekt az miqdarda parafinlo birlikde qizdirilmus
carrah bigag ilo kasilir va onun komokliyi il agac tuta-
cagmna borkidilir. Agac tutqaci svvalcadsn nazik parafin
tabagqasi ilo 6rtiiliir va obyektin ndmrasini bildiran kagiz et-
keti onun yan sothino yapigdinilir. Parafin bloku suda
soyudulur, onun artiq parafini kesilir vo ona piramid
formast verilir, lakin materialin konarlarinda 1-2 mm
parafin artiq saxlanir.

Parafinlo ortiilmiis materialdan kasik xiisusi alotlords
mikrotomlarda hazirlamir. Biz burada mikrotomun texniki
hissasleri va onda kasiklorin hazirlanmasi qaydalarindan
otrafli damismaq istomirik, ¢inki hor bir alot {i¢iin onun
texniki tosviri hagqinda molumat verilmisdir. Lakin biz
burada keosiyin Keyfiyystino tesir edon bir nego sartlor
iizarinds dayanmag istayirik.

Keyfiyyatli kosik alinmasimin asas sortlorinden biri
bigagin yaxs1 vaziyystds olmasidir. Bigaq iti va diizgin
itilonmolidir. Bundan slava, parafin blokla islomak {iciin
yast1 ayilmis formaya malik olan bigaq tutacaga méhkom
barkidilmalidir. Kasiyin keyfiyyati hamginin miioyyan dara-
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cads bigagin meyllik bucag ilo do miisyyon edilir. Bigagin
meyllik bucag: adstan 15° olmalidir (Censov vo b., 1977).
Kasiyin keyfiyyati eyni zamanda parafinin keyfiyyatindan,
iy otaginin temperaturundan va parafins salinmis obyektin
kiitlasindan asilidir.

3.8. Kasiyin asya siigosi iizorino yapigdirilmasi

Mikrotomla alinmig kasiklar seriyast ardicilligina riayst
etmoklo onlar agya siigasi tizorina kogiiriliir. Bunun iigiin
asya slsasi xrom qarnsiginda (1 1 gat: sulfat tursusu va 80 qr
kalium hidroxromat) tamizlondikdan sonra axir va distills
suyunda yuyulur, termostatda qurudulur va 70 faizli spirt
va efir qansiginda agzi kip tixacla baglanmig bankada
saxlanihr.

Cox vaxt kasiyi asya siigosinin izorins yapisdirmaq tigiin
Mayer albuminindan 25 ml yumurta ag1, 25 ml gliserin, 0,5
gr qliserinle ziilal qarigigindan istifads edilir. Bunun {igiin
toyuq yumurtasinin ag kagiz siizgocdon siiziilir va 1:1
nisbatinds qliserinle qarisdirilir va qanigiga kristal antiseptik
timol da olave edilir. Osya siisasi ziilal gliserin qarisiq
tabagasi ilo ortiliir, havada qurudulur vs sonra agya siigosi
lizorina sahasi Ortiicii sligonin sahasindan bir gadar az olan
distills suyu va ya 20 faizli spirt slavs edilir. Mikrotomla
alinmis kosiklor mayenin ssthindo yerlogdirilir va bu
vaziyyatda preparat qizdirici stol iizorinds miioyyan miiddat
saxlamlir. Bu miiddat arzinds parafin srimamolidir. Osya
slisosi lizarinds olan mayenin arti: siizgac kagizi ilo ¢ixarihr
va belaliklo kasiklor tamamilo agya siigesino yapisir.
Preparatlar agac kosik {izerins yerlasdirilir va termostatda
35-37° temperaturda bir ne¢o gin tam quruyana qgadar
saxlamlir.
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3.9. Kasiklorin parafinsizlogdirilmasi va ronglonmasi

Preparatlari ronglomok iigiin kasiklor, hiiceyra struktu-
runa rengloyicinin daxil olmasina va hamginin sitoloji tad-
giqatlarda sulu ranglayicilordon istifads edilmasina Mane-
¢ilik téradsn parafinden tomizlonmolidir. Bu amoliyyat
asagidaki morhalalordan ibarstdir.

1. holledicilorlo  parafinsizlogdirma (ksilol, benzol,
toluol).

a) preparati I-ksilol mahlulunda 10 dogigo saxlamal:

b) preparati II-ksilol mahlulunda 10 dagiqe saxlamal:

2. halledicinin spirtlo avaz edilmosi

a) preparati 96 faizli spirtls yumals

b) yuyulmus preparati 86 faizli I spirtds 10-15 daqgige
saxlamali

¢) preparat1 96 faizli II-spirtds 10-15 dagiqa saxlamali

¢) preparati 90 faizli spirtds 2-5 daqiga saxlamal.

3. Spirtin su ils avaz edilmasi

a) preparati distillo suyu ils yumal,

b) preparat ardicil olaraq I, II va III merholada, hor
birinds 15-30 daqgigs olmagqla distilla suyunda saxlanilir.

4. Suyu ranglayicilarls rongloms (slavs 2). Niiva struk-
turunun ranglonmasi li¢iin ranglayicinin segilmosi, obyektin
xiisusiyyatindan va magsaddan asilidir.

Nomsizlogdirma va spirtin ksilolla avaz olunmasi. Rang-
lonmis preparatlar 20-30 daqiqe miiddatinds axar suda
yuyulur va sonra kanada balzaminda saxlamagq iigiin 96
faizli vo miitlaq spirtds 10 dsqiga arzinda susuzlagdirihr vo
ksiloldan material agiq rang alir va soffaflasir.

Stia sindirma gostoricisi, siiso  va toxumanin 'sﬁa
sindirma gostaricisi arasinda olan Kanada balzami
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kasiklarin yerlogdirilmasi Gigiin an yaxs1 miihit hesab olunur.

Kanada balzaminin optiki xassssi, ksilolda, benzolda
yaxst hoall olmasi, tez qurumasi vo uzun miiddat qalmasi
kimi xiisusiyystlori nszors alinaraq daimi preparatlarin
hazirlanmasinda genis istifads edilir.

Kasiklan rtiicii siisonin altinda yerlosdirmok igiin, pre-
parati tomiz ksiloldan ¢ixarmaq va ksilol tam buxarlan-
mamig kasiyin sathina bir damla balzam slavs edib va tomiz
ortiicii siisa ilo 6rtmok lazimdir. Ksilolun vs balzamin artigi
slizgac kagizi ils konar edilir. Bir-iki giindon sonra preparati
analiz etmok olar.

3.10. Quru hava preparatlarimn hazirlanmasi

Baliglarin, momolilorin va insanlann hiiceyrs kultura-
larinda xromosom dayisilmalarini va baci xromatidlor mii-
badilasini analiz etmak Giglin, fikss olunmus hiiceyra suspen-
ziya preparatlarimi qizdirmaq va yaxud fiksator havasinda
qurutmaq tisulu iglonib hazirlanmisdir.

Qisa vo uzun miiddstli kultura olunan hiiceyra va
toxuma kulturalarindan quru hava preparatlar hazirlamaq
igiin hiiceyro suspenziya qarisigi hipotonizasiya va slavs
islonms tisullarindan sonra tadrican 5-6 ml soyuq fiksatora
tokiiliir. Fiksatorun hiiceyroya lazimi miqdarda daxil olma-
sini tomin edon miiddstdon sonra hiiceyra 10-15- daqige
miiddatina soyuducuya qoyulur, sentrifuqadan kegirilir vo
alinmis ¢okiintiiniin lizorins tazo fiksator alava olunur va
homin miiddats yenidon soyuducuya qoyulur. Bu proses
¢okintii tomiz ag rang alana vas fiksator soffaflasana godar
davam etdirilir. :

Fiksatorun sonuncu doyisilmasi vaxti nazik paster
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pipetkasi vasitasi ilo 0,2-1,0 ml hacminds ¢6kiintii gétiirtliir
vo hiiceyro agya siigosi iizorino kociiriliir. Bunun iglin 1-3
damla suspenziya 5-7 sm hiindiirlikdon kimyavi tomiz
soyuq asya siisasi tizorino damciladilir. Siiso {izorina diigon
damlam ehtiyatla iifiirmoak lazimdir ki, damla yayilaraq ¢ox
saho tutsun va qurusun. Osya siisasi iizorindaki hiiceyra
gangigim spirt lampasi tizorindon bir ne¢a dofs kegirmakls
qurutmaq olar. Sonuncu amoliyyat metafaza lovhasinda
xromosomlarin normal yayilmasini vo onlarin bir saviyyada
yerlosmasini tomin edir. Quruduldugdan sonra segms yolu
ilo preparatlarin asetokarminlo ronglonmasini va onlarnn
keyfiyyatini mikroskopla yoxlamaq olar. -

Xromosom strukturlarinin dsyigilmasini analiz etmak
figiin preparatlar Fyulgena gors, azur II — eozin va yaxud
Unna mavisine goéra ronglonir. Baci xromatidlarinin
mibadilssinin identifikasiyas: lig¢lin isa ranglomads Xaxet —
bimza metodundan istifadas edilir.

Bitki toxumu kokciiyiiniin meristem hiiceyralarinin sito-
genetik analizi metodu. Bitkilorin somatik hiiceyralorinds xro-
mosom strukturunun dayisilmasini vo mitotik aktivliyi analiz
etmok ti¢lin an alverigli material ciicarti kdkciiyiiniin béyiiyan
sahasi — meristem hiiceyraloridir. Meristem hiiceyralori aktiv
boliinma gabiliyyatins malikdirlor.

Spontan mutasiyan1 Oyroenmok l¢iin toxum Petri
piyalasing siizgac kagizi {izorina diiziiliir va su ilo isladilir.
Kimyavi birlosmalorin sitogenetik tosir daracasini analiz
etmak ig¢iin kontrol olaraq adi suda ciicordilmis material-
lardan istifads olunur. 9ger madds suda hsall olmayib
xiisusi hoalledicids hall olursa, onda halledicids ciicardilmis
material kontrol kimi gotirilir. Todgigatin magsadindan
asili olaraq toxumlar kimyavi birlosmolards va kontrol
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variantinda kékciklarin fiksasiyasina qadar ciicardilir.

Tadqigat islorinin mogsadindan asih olaraq fiziki
amillorin sitogenetik tasirini yranmoak ii¢iin quru toxumlara
va yaxud ciicordilmis toxumlara miioyyon dovrds fiziki
amillorls tasir edilir. I¢arisinds toxum olan Petri piyalslari
23-25°C temperaturu olan termostata goyulur. Toxumlar
termostatda birinci mitozun baslanmasina gadar ciicardilir,
clicorma miiddati isa har bir bitki névii tiglin miixtslifdir. Hor
bitki novii lglin kokciiklor miisyyan olgiido fikss olunur.
Fikso olunmus materiallardan sitogenetik analiz iigiin
yuxarida geyd olunan iisullara omsl etmoklo daimi va
miivaqqati preparatlar hazirlanir.

3.11. Yarpaglarin meristem hiiceyralarinin
sitogenetik analizi (Bovner Halloran, 1981)

Kokciiylin meristem hiiceyralorinds genom mutasiya-
larinin, xromosom dayisilmoalarinin va mitotik indeksin
sitogenetik tadqiqi hamisgo istonilon naticoni vermir. Bels
hallarda tadqiqatgilar riiseym yarpaqciginin  meristem
hiiceyralarinin sitogenetik analizini aparirlar ki, bu metod
molum metodlar igarisinda yerina yetirilmasina va sadaliyina
gora daha slverigli metod hesab olunur.

Tadqiqat isi asagidaki ardicilhigla aparilir: toxum yesiys
basdirithr vo ¢ixan ciicarti 25°C-ls istixanada tobii isigda
saxlanilir. Bu soraitds ciicartms, sitogenetik analiz iiglin
riseym yarpaqciginda fasilasiz olarag boliinmani va lazimi
miqdarda hiiceyrs olmasini tomin edir. 3-4 ssas va bir nega
slava ciicarti ¢ixdiqdan sonra riigeym yarpaqcigi sitogenetik
analiz li¢lin istifads edilir.

Preparatin hazirlanmasi iso asagidaki moarhalslorden
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ibaratdir:

1. Ciicarti asas (7-10 mm) riiseym qabarcid ilo birlikds
monobromnaftalinin doymus mohluluna salimir va otaq
temperaturasinda 4 saat saxlanilir.

2. Material yuyulur va 15 daqiqs miiddstinds fiksatora
(3:1) keginlir. Materiallar1 uzun miiddat saxlamagq iigiin onu
70 faizli spirts kegirmak lazimdir.

3. Material 60°C-ds In HCl-da 14 dasqigs hidroliz
olunur.

4. Material fuksino kegirilir vo onun meristem sahasi
tiind qirmiz1 rang alana qadar burada qalir.

5. Ciicorti 1 damla 45%-li sirks tursusuna salmir,
ranglonmayan saha ranglonmis sahadon kasilib ayrilir.

6. Material ortiicli siigo ilo Ortiiliir vo yiingiilco tstdon
basilir ki, meristem toxumasi bir gatda yayilsin.

7. Preparat bir nega dofo spirt lampas: iistiinds
qizdirilir. '

8. Sirks tursusunun artigini ¢ixartmaq liglin drtiicii siiso
bas barmagqla agya siigasina sixilir va konarlara ¢ixmus sirka
tursusu siizgac kagiza hopdurulur.

9. Xromosomlar yaxst rongslomayibsa Ortiicii siisonin
konarlarina az migdarda asetoarsein slavs edilir vo rangin
sisonin altina kegmasina sorait yaradilr.

Preparatdan uzun miiddat istifads etmok iigiin onu quru
buz iizerine qoyurlar. Lazim galdikds iso preparati otaq
temperaturuna va yaxud 40°C olan termostata kegirmok
lazimdir.

Bu isuldan istifado edorsk tadgigatgilar bugdanin
(Triticum aestivum) yulafin (Avena Coliva) va arpanin
(Hordeum Vulgare) yarpaq meristemlarindon ¢oxiu mitozu
olan preparatlar almiglar.
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Fiksasiyadan sonra material maserasiya iigiin 5 daqiqe
miiddatina gat1 xlorid tursusu ilo metil spirtinin gargigina
(1:1) saliir va naticads hiiceyra divarim toagkil edon pektin
maddassi hall olur va material yumsahr. Material yuyuldug-
dan sonra asetokarmins kegirilir vo daha yaxs1 ronglonmasi
ti¢lin spirt lampasi tizerinds qizdinhr.

Yarpaq toxumalarini eyni vaxtda maserasiya etmak va
ranglamak iigiin bir neg¢s iisul movcuddur. Bunun igiin fiksa
olunmus materiali saat siigasi {izorins 2 faizli asetoarsein va
yaxud 2:1 nisbotinds standart asetolakmoida va 1 N HCl-a
salinir. Sonra material 2-3 dafs spirt lampas: iizerinds
qizdirilir vo 10-30 daqigs saxlanihir. Yarpagin bir hissasi
asya siigesinin iistiinda tozo hazirlanmig bir damla asetoa-
rseind vo yaxud asetolaksoids kegirilir vo Ortiici sigo il
ortiilarak preparat hazirlanir.

3.12. Toxumalarda va hiiceyra kulturalarinda
xromosom dayisilmalorinin analiz metodu

Insan va heyvanlarin kultura olunan somatik hiiceyra-
lorinds xromosom aberrasiyalarinin sitogenetik analiz me-
todu, straf mihitin amillarinin tasirini istar in vivo va istarsa
ds in vitro-da 6yronmoak tigiin an slverigli isuldur.

Toxumanin ilkin eksplantasiyasindan va onun kultura
olunma texnikasindan asih olaraq bir negs toxuma va
hiiceyra névii ayird edilir. On ¢ox yayilan vs istifada edilon
nov bir layh va suspenziyali kulturadir. Bir layl toxumamn
hiiceyrasi, sitogenetik analizlorin aparilmasi ii¢in miinasib
modeldir. Bir layl hiiceyra toxumasinin iki asas novii ayird
edilir: ilkin va kdgiiriilon.

IIkin hiiceyra toxumasi bilavasits insan vo heyvanlarin
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embrional inkisaf dévriinds malignizo olunmamig toxuma-
sindan alimir. Belo toxumalarin yagama miiddsti mahdud-
dur. Milayyan dovr kegdikdan sonra onlarda spesifik olma-
yan degenerasiya hadisasi bag verir ki, bu da &ziinii sitop-
lazmanin qranulyasiyasinda, hiiceyranin girdslesmasinds,
hiiceyrs va substrat arasinda slagenin itmasinda gostarir.

Bozi hiiceyralor iso degenerasiya olmalarina baxma-
yarag, onlar béyiima va ¢oxalma qgabiliyyatlorini saxlaya bi-
lirlor. Bels hiiceyralar in vitro-da sonsuz ¢oxalma gabiliy-
yatlorina malik olmagla, onlan bir nega dafa tokrar okdikds
onlar sonra kogiiriilon toxuma hiiceyralorino baslangic
verirlar. Kégiiriilon hiiceyralarin ssas iistiinliiklari ondan iba-
ratdir ki, onlar ilkin kulturalar nisbatan, siini gidal miihit-
da becorilon mikroorganizmlars uygun olarag, organizm-
dan konarda fasilesiz olaraq ¢oxalma gabiliyyatino malik-
dirlar.

Hiiceyra Kkulturalan iizerinds tacriibslor apanlarken,
miivafiq avadanhgqglardan, genis ¢esidde moehlullardan, qi-
dali miihitdan va s. istifads olunur.

Kulturalarda hiiceyralorin bdylimesi ligiin miixtalif
sintetik, yarimsintetik va tobii gqidall miihitlorden istifads
edilir.

Hiiceyra kulturalan {igiin qidali miihit hazirlayarken iki
asas moasaleni hall etmak lazimdir. birinci ¢alismaq lazimdir
ki, gidali miihit hiiceyranin in vivo-daki miihitine maksimum
uygun olsun, ikinci torafdon standart sorait yaratmagq liciin
gidah miihitin tam tarkibini bilmak lazimdir.

Sitogenetik analiz iigiin test sistem kimi istifads olunan
kégiiriilon (insan vo heyvanlann diploid hiiceyra xatti)
hiiceyra kulturalarinin kultura olunmasinda an ¢ox istifads
olunan gidali miihit 199, ssas va minimal gidali miihit /gla
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sayilir.

Hiiceyra kulturalan tigiin miixtalif név zsrdablardan
istifads olunur. Qidali miihitdo 5-10 faiz zordab olmazsa
hiiceyralorin ¢oxalmasi va bir laymn alinmasi miimkiin
deyildir. Zardablar igorisinds buga zordabi genis istifads
edilir. Buga zordabi ilo yanas1 eyni zamanda at, dovsan,
buzov, insan zardabi1 va s. istifads olunur.

Miixtolif xotli hiiceyralorin ¢ox hissasi yuxarida geyd
olunan gidali miihitlardsn har hanst birine pH - 6,8-7,2 olan
5-10 faiz zordab oslavs etdikds yaxsi inkisaf edir. Bozi
hallarda hor iki gidali miihitdon eyni miqdarda (45% iqla
45% 199) vo 10% buzov zsrdabi garngigindan istifads
olunur.

Hiiceyra kulturalan ila isloyan vaxt aseptika qaydala-
rina diizgiin riayat etmok lazimdir. Hiiceyrs kulturas: olan
qidah miihitds mikroorqanizmlor olduqda ¢ox yaxs: inkisaf
edirlor. Standart gidali mithitlardsn birinin tarkibins anti-
biotik daxil edilirlor ki, o da maddslor miibadilasinds igtirak
etmir. Hazirda an ¢ox pensillin, streptomitsin, kanamisin,
neomisin, funqgizon vs bagqa antibiotiklordan istifads edilir
ki, bunlar miixtalif migdarda gidali miihits daxil edilir.

Kultura olunan hiiceyralorin mikroorqanizmlarls, bak-
teriyalarla, mikroskopik gobaloklorlo yoluxmasi ¢ox vaxt
hiiceyralorin mohv olmasina sabsb olur. Mshv olmayan
yoluxmus hiiceyralor sitogenetik analiz t¢iin slverisli olur,
ciinki belo hiiceyralarin kariotipi spontan mutasiya spektri
dayisir, bu da analiz vaxti1 miixtalif sohvlarin bag vermasins
sabob olur.

Kultura olunan hiiceyralari mikroskopik gobsloklardsn
gorumagq tgiin gidah miihito antibiotiklor asagidaki mig-
darda alavs edilir. Pensillin 100-200 vahid (ml, streptomitsin
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100-200 mkg/ml) olmaldir. Kultura olunan hiiceyralorla
isloyan vaxt son deracads tamizliys riayat etmok lazimdir
(laboratoriya qablan, cihazlar va otaq sterillogdirilmalidir).

Ilkin hiiceyrs kulturalarinin alinma isullari, gidah
mihit torkiblari toxuma va hiiceyrs kultura olunan labora-
toriya Uglin lazim olan avadanhglar va sterilizasiya tisullan
il> daha otrafli M.K.Vorosilov va basqalar (1964), D.B.Qo-
lubev va bagqalan (1976) tarsfindsn yazilmis asarlords va
C.Uoslinin (1976) redaksiyasi ilo tartib olunmus macmus-
larda tamig olmaq olar.

Insanmn, heyvanin toxuma vo hiiceyrs kulturalarindan
istifads etmoaklo (tadqiq olunan hiiceyralarin tipindon asili
olaraq) aparilan sitogenetik analiz metodlari asagidakiLar-
dan ibaratdir:

1. Mamalilerin, amfibilarin v quslarin siimiik iliyi hiicey-
ralorinden xromosom preparatlarinin diiziine alinma iisulu.
Bu iisul ¢ox vaxt talob etmir va 24 saat miiddatinds siimiik
iliyindan sitogenetik analiz ii¢iin preparat hazirlamagq olur.

2. Mohdudlasdirilmis (insan vo heyvanlarin tam kogi-
rilmayan stamm diploid hiiceyralori) vo uzun miiddatli
(Hela, HEP-2. F. va b.) hiiceyralorin kultura olunmast.
Birinci iki tisulda mitozu induksosedici amillordan istifada
edilir.

3. 48-72 saat middstindo periferik gan limfositlari,
dalaq, limfa diiyiinleri hiiceyralorinin kultura olunmasi. Bu
tisulda stimulsedici kimi, kultura olunan miihits fitohemag-
lyutinin slavs edilir.
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3.13. Kultura olunmams siimiik iliyi hiiceyralorindon
xromosom preparatlarimn alinma iisulu

Stimiik iliyi hiiceyralorindon xromosom preparatlarinin
alinma usulu ilk dsfs Ford va onunla birlikds miislliflor
(Ford et al, 1956, 1958) tarafindan verilmisdir. Sonralar bu
iisula bir ¢ox alimlor tarofindan slavalor va dayisikliklar
edilmigdir (Tjio, Whang, 1962, Voronsov miialliflarls 1969,
Dimin 1976, Orlov 1976, Merkurovun 1982). Hazirda iss bu
slavalor va dayisilmalardan: insanlarin, mamslilarin, amfibii-
lorin v quslarin siimiik iliyi hiiceyralorinin sitogenetik
analizindo genig istifads edilir. Sitogenetik analiz iigiin
kifayat gadar metafaza hiiceyralorinin olmasi iigiin kolxitsin
va onun analoqu sintetik kolsemindan istifads olunur ki,
onlar da iy tellorini pozaraq mitozu metafaza marhslasinds
saxlayir. Bu moagsadls maddslor qarin bogluguna (moms-
lilor, amfibilar, quslar), basga hallarda iso dekapitasiyadan
sonra stimiik iliyinia daxil edilir.

I. 9gor simik iliyi dés vo yaxud bud siimiiyiindon
biopsiya, nunksiya iisulu ilo gotiiriilorsa:

1. 0,5-1,0 ml stmiik iliyt sprislo dearhal sentrifuga
stsasing kecirilir vo buraya:

a) torkibinds 0,86 faiz natrium xlorid mahlulu olan va
0,001 mg/ml kolxitsin va ya kolsemid slave edilmis 6,6 ml
natrium fosfat buferindan (pH-7) 2-3 ml vs yaxud

b) kolxitsin (0,75 mkg/ml qansigi olan 5,0-6,0 ml
fizioloji mohlul gotiiriib slavs edilir.

2. Qansiq suspenziyasizlasdirilir va 1-2 saat (a, b) 20-
30°C-da va yaxud (b) 37°C-do saxlanilir.

3. Qarisiq 4-5 daqigos 800-1000 dovr daqigs sentrifugada
firladilir, ¢okiintiiniin st soffaf hissasi damciladict ilo gotii-
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rilir vo buraya 37°C-ys qader qizdirtlmig distilo suyunda
hazirlanmus 5-6 ml birfaizli ii¢ avezli natrium sitrat mohlulu
slavs edilir. Sinaq siisesini yirgalamaqla ¢okiintii suspensi-
yasizlagdirihr va 25 daqigs 37°C-do termostatda saxlanilir.

4. Suspenziya sentrifugada firladildiqdan sonra ¢ékiin-
tinin ust soffaf hissesi gotiiriliir. Qalan ¢okiintiinii sinaq
siisosinds ¢alxalamaqla suspenziyasizlasdirilir va buraya
tozo hazirlanmis soyuq fiksator alave edilir (1:3 nisbatinds
soyuq sirks tursusu vo miitloq metanol) va 10-15 daqigo
soyuducuda saxlamlir. Sentrifuqada firlatma vs fiksatorun
bir ne¢s dofs ardicil dayisdirilmssi, qaliq ag rang alana vo
fiksator iso tomiz va goffaf olana qador aparilir.

5. Yeniden sentrifuqada firladihir, ¢okiintiiniin iist goffaf
maye hissasi konar edilir, 0,2-1,0 ml tazs fiksator alavs edilir
(¢Skiintiiniin hacmindan asih olaraq) vs ¢okiintii ag siid
rongi alana gadar suspensizlasdirilir.

6. Tomizlonmis vo soyuducuda saxlanmig suspenziya
nazik damciladic1 ilo 1-3 damla gbtiiriilorak, soyudulmus
osya sligasinin istiins tokiiliir (asya siigesi 45° bucaq altinda
tutulur vo damla 5-7 sm moesafsdon dameciladilir), asya
slgasini yanar spirt lampasi iizorinds saxlamagla fiksator
qurudulur, naticods xromosomlarn agya siisosi iizorinda
yaxs1 yayilmasi vs analizi asanlasir (Seherz, Reed, 1962).

7. Qurudulmus preparat: Fyulgens géro va yaxud azur
II-eozinds ranglomok olar.

I1. Kolxitsindan istifads edildikda:

1) heyvanlarin qarin bosluguna har qram g¢okiys 0,01 ml
miqdarinda 0,04 faizli kolxitsin mohlulu daxil edilir.

2) bir saatdan sonra heyvan &ldiriliir, bud siimiiyii
gotiiriihir, azolodon tomizlonir va epifiz hissasi kasilir. Bud
simiyiindsn siimiik iliyi sprisle gotiiriiliir vo miilayim (37°C)
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hipotonik mohlulla gprisdan istifads etmaklo sinaq siisesindo
yuyulur.

Sonraki smaliyyatlar yuxarida qeyd olunan amaliyyatin
4-7-ci bandins uygun aparnlhr.

3.14. Tam vo yan tam kogiiriilmiis hiiceyra
_ xatlorinin sitogenetik analizi

Sumiik iliyi hiiceyralorinin sitogenetik analizindo tadqi-
gatgilarin mutasiya prosesini modifikatorlarla manipulya-
siyaetmo imkam mohdud olur, bels ki, bu hiiceyrs popul-
yasiyalarinin boliinms tsikline gors asinxrondur va praktiki
olaraq kultura olunmur. Ona gors do mutasiya indukator-
lan ilo apanlan tacriibslords canli orqanizms tosir etmaklo
kifayatlonilir.

Buna goro do spontan va induksion mutagenezin
praktiki vo nazari mosalaleri ilo isloyan tadgigateilar tgiin
miinasib, alverisli test, insan vo heyvanlarin tam vs yar tam
kogiiriilon hiiceyrs kulturalandir.

Uzun miiddat tam kogiiriilon hiiceyralor slverisli obyekt
sayilir, ona gors ki, birincisi — heterogen populyasiyah hii-
ceyralorin bir negs tsikli arzinds sitogenetik analizini apar-
magq olur: ikincisi hiiceyra tsiklinin miiayyon marhslalsrinds
blok amols gotirmakls, hiiceyralori sinxronlasdirmaq vo
hiiceyra tsiklinin miioyyon fazasinda yerloson hiiceyralorinda
induksiya yolu ilo mutasiya yaratmaq va onlan analiz et-
moak miimkiindiir. Bu sahads daha slverisli test tobii sinxron
olan periferik qanin limfosit populyasiyalandir, kultura
olunan miihits adi lobya toxumundan alinmis fitohemogq-
lyutinin (FQA) mukopolisaxarid slave etmakls hiiceyralarin
boliinma prosesine stimulaedici tasir gdstarmak olar.
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Sitogenetik analiz iiglin konservasiya soraitinda saxlan-
mug tam kdgiiriilon hiiceyrs xstlarindon, insan vs heyvanlarin
embrion (riiseym) toxumalarindan hazirlanmis yan tam
kogiriilon diploid kulturalardan istifads edilir. Mamsalilarin
hiiceyralorindo ekstremal amillorin mutagen aktivliyini
oyranmoak liciin asagidakilar tovsiys olunur:

1) tacriibanin sxemins helledicinin kontrolu va pozitiv
kontrol daxil edilmisdir. Spontan mutasiya asagi olmagla,
imumi gabul olunmus saviyysys uygun olmahdir.

2) dyranilan maddonin qatih@ genis diapozonda tadqiq
olunmahdir.

3) pozitiv cavab dozanin tasirindan asil: olmalidir.

Hiiceyrs kulturalarindan sitogenetik analiz iigiin xromo-
som preparatlarinin  hazirlanma dsulunun  miixtslifliyi
Rothfels, Siminovitch (1958), Mocrheld et al (1960) va
bagqalar1 torofindon toklif olunmus iki asas itsulun
modifikasiyas: ilo olagadardir. Axirinci iisul insanlarin
leykosit kulturalan ii¢iin islonib hazirlanmgdir vo eyni
zamanda bu iisul tam kogiiriilon hiiceyrs kulturalan ticiin doa
istifads oluna bilor. Rothfels and Simnovitch (1958) metod-
larina uygun olaraq Medvedyev vo basqalarmin (1969,
1971) modifikasiyalar1 ils Kareliya flakonunda va yaxud
miixtalif hacmli bioloji dogoklards becorilmis hiiceyralar tri-
pinizasiya olunur va i¢inds ortiicii siiso qirigi olan pensillin
siigosina kégiiriiliir. Usul asagidaki qaydada aparilir:

1. hiiceyra kultura olunan qabdan gida miihiti bosal-
dilir. v .
2. hiiceyra layma ihq (37°C) - 0,25%-li tripsin, 0,02-
0,04%-1i versen mahlulu va yaxud onlarin qarisig1 tokiilir.
Bunun ii¢in 5Sml 2,5%-li tripsin mohlulu 100 m! 0,02%-li
versen mohlulunda hall edilir, kulturanin néviinden asili
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olaraq otaq temperaturunda saxlanihir vo bu halda 3-30
daqige arzinde hiiceyra siigonin divarindan siiriigiib diigiir.
Termostatda (37°C) saxladiqda isa hiiceyranin siiganin
divarindan ayrilmasi siiratlonir.

3. hiiceyrs monogat: yumsaldigdan sonra tripsin bosal-
dilir miisyyon miqdarda boy maddasi (kulturanin hac-
mindan asili olaraq) tokiiliir va damciladicinin kémoyi ilo
homogen qarigiq alinir.

4. hiiceyronin miqdan Qoryayev kamerasinda sayildig-
dan sonra garigiq alinmis hiiceyralarin néviindan asili olaraq
boy maddssinds akilmoa dozasina gadar hsll edilir. Sonra
qarigiq igorisinda Ortiicii siiso olan agzi kif bagh olan
pensillin giigasina tokiliir.

Ogor tadgigatda moagsad kultura olunan hiiceyralords
spontan mutasiyani miioyyan etmokdirss va siisonin diva-
rinda hiiceyrs monotabagasi amals galibsa, onda sitogenetik
analizi fiksasiyadan sonra (agagiya bax) agya slisasi lizorinds
aparmaq lazimdir. Tacriibanin magsadi miisyyan mutagen
amilin sitogenetik analizini dyronmakdan ibaratdirss, onda
mutagen amil kulturaya béyiimenin logarifmik fazasinda
verilir vo material fiksasiyasi isa hor bir hiiceyrs tsiklindon
sonra aparilir.

Kultura olunan hiiceyralarin fiksasiyalan avvalki hazir-
liq islari va fiksasiyasi asagidaki qaydada aparilr.

1. Mitotik aktivliyin maksimum dévriinds (har bir
hiiceyra kulturasi iiglin spesifik olan), kultura olunan miihita
kultura olunmanin sonuna 2-4 saat qalmig 0,2-0,5-dan 1,0-
1,2 mkg/ml-s gadar miqdarinda kolxitsin slava edilir. Kol-
xitsinin migdar1 vo tasiretmo miiddsti yaxst olar ki, har bir
kultura liglin xromosomlarin spirallagmasina gors segilsin.

2. Kolxitsin bogaldilir vo sinaq siigesinin divan ils

152



ehmallica 37°C-ya gador qizdirilmis 6-8 ml hipotonik mah-
lul tokiliir. Hor bir kultura hipotonik mohlullarin tesirina
qarst miixtalif reaksiya cavabi verdiyi igiin, hiiceyranin
néviindon asih olaraq asagidaki hipotonik mshlullardan
istifada edilir:

1) Xenks mohlulu ils distillo suyunun gansig (1:4; 1:5);

2) Osas Igla mohlulu il distillo suyunun gansigr (1:5:
1:6);

3) 0,7-0,95%-li natrium sitrat mshlulu;

4) 0,55%-1i kalium xlorid mahluluy;

5) 0,17%-li natrium xlorid mahlulu.

3. Pinsetlo hiiceyra monotabaqgasi olan ortiicii sligs ¢ixa-
rilir, qiraqlan siizgac kagizi il qurudulur va asetoalkoqol
fiksatoruna (3:1) kegirilir vo 2 saatdan 24 saata qadar
saxlanilir. Uzun miiddatli fiksasiyada yaxst olar ki, fiksator
iki dafs dayisdirilsin.

4. Ortiicii siiso ifiqi veziyystds otaq temperaturunda
qurudulur.

5. Preparatin keyfiyysti gabagcadan mikroskopla yox-
landigdan sonra material otaq temperaturunda 1 daqiqe
orzinds 6n HCl mohlulunda va yaxud 60°C-ds 6 daqige
orzinda 1 n HCI mshlulunda hidroliz edilir.

6. Ortiicii siigo diqgoatls yuyulur, qurudulur vo Unnaya
gora (Unna blue) mavi va yaxud 1:6 nisbstinds duruldulmus
Romanov-Qimza rangloyicisi ilo 25-40 dogigs arzinds
ranglanir (alavas 2-ya bax).

7. Ortiicli siigs yuyulur, qurudulur vs agya siisasinin
iistiina qoyularaq ksnarlan kanada balzam ilo Ortiiliir vo
miivaqqati preparat analiz edilir. Daimi preparat hazrla-
maq lazim goldikds preparat kanada balzami vo yaxud
polistirolla ortiiliir.
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Morchead et al (1960) tarafindan toklif olunmus metoda
g6ra hiiceyrs igorisinda ortiicii siiss olan pensillin slisasinds
deyil, Karrelya gablarinda va yaxud miixtslif hacmli bioloji
dogoklords kultura edilir. Bu gablarda kultura olunan
monogath hiiceyrs tacriibanin sxemina uygun olaraq tedqiq
olunacaq madds ils iglonir.

Kontrol olaraq eyni soraitds qablarda saxlanmis intakt
hiiceyralor gotiriilir. Fiksasiyaya 2-4 saat galmis hiiceyra
kultura olunan miihita kolxitsin slave edilir. Qida miihiti
bosaldilir, sonra tripsin alavs edilir vs ayri-ayrn hiiceyralarin
suspenziyalan1 alimir. Ardicil olaraq hipotopik mohlullarla
islonmoni, fiksasiyani, preparatlarin mikroskopik analiz
figiin hazirlanmasim, ronglonmoani, kultura olunmadan
siimiik iliyi hiiceyralorinin xromosom analizi {igiin
preparatlarin diizaldilmasi iisuluna uygun aparnrlar.

Mitotik tsiklin miioyyan fazalarinda induksiyon amil-
lorin tosirindan asili olaraq ilkin zadslonmalorin smals
golmasini vo xromosom aberrasiyalarini tadqiq etmok va
mitotik tsiklin ayri-ayn fazalarinda maksimum hiiceyrs
yigilmasimi (mos. kultura olunan hiiceyralarin metafaza
morhalssinds yigilmasi) tomin etmak Ugiin hiiceyrs popul-
yasiyalarini sinxronlagdirma isulu mévciiddiir.

Belo ki, 4-fluorodezoksiuridinin tssirindan va qida mad-
dolorinin ¢atismazhgindan Hela hyceyralarini (Zittlifield,
1965), oksisidikcovhorinin (0,32 mM) toesiri ilo Siriya
dagsicammmin B, PGT hiiceyrolorinin (Today Ley, 1970)
sinxronlasmasi malumdur.

DNT-nin replikativ sintezinin zsiflomasi ilo blokun
amols golmasi naticasindo insanin aminion (F1) hiiceyrasinin
sinxronizasiyasi, kultura olunan miihita DNT sintezinin
(500 mg/ml) daxil edilmssi ilo alinmisdir (Sliyev, 1981).
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Miiosyyan edilmigdir ki, 5-AU-in tasirindon 24 saat sonra
soyuq timidinls (7 mkg/ml) blok goétiirilldiikdon sonra hii-
ceyralar sinxron olaraq G»-fazasina daxil olur va maksimum
metafaza hiiceyralori timidin daxil edildikdon 17 saat sonra
miigsahids edilir.

3.15. Leykosit hiiceyralarinin sitogenetik
analiz ii¢iin kultura olunmasi

Periferik leykosit gan hiiceyralorinin kultura olunmasi
tglin iki {isuldan: gotiiriilon ganin miqdarindan asili olaraq
mikro va makro - iisuldan istifads olunur.

Leykosit hiiceyralorini makro isulla kultura edorken,
adaton bazi hallarda morchea et al (1960) iisullarina slavalor
etmoklo istifads etmoak olar.

1. Tacritbadan avval «Reonae» firmasindan olan toza
steril maye heparin (satisda olan) xisusi fizioloji mahlulda
1:10 ml nisbatinda hall edilorak is¢i heparin mahlulu hazir-
lanir. Heparinlogdirilmis steril spritls dirsok venasindan
g6tiiriilmiis 10-20 ml qan, hazirlanmis is¢i heparin mahlulla
agz kip baglanan sinaq siigoesina kegirilir.

2. Eritrositlorin  ¢6kmosi {iglin sinaq siigasini  30-40
daqiga temperaturu 4°C olan soyuducuda saxlamaq lazim-
dir. Bu miiddat arzinds eritrositlor ¢okmoyibsa onda steril
soraitinda 3:1 nisbatinds (3 hisss gan va 1 hisss jelatin) 10%-
li jelatin mahlulu slavs edilir.

3. Paster damciladicisi ila plazmanin st hissasi gotiiri-
Hir vo bolgiilii sentrifuga sinaq siigssino tokilir.

4. Hacma plazmanin hacmindan 1,5 dafs artiq olan gida
miihiti slava edilir. Qida miihiti 4,5 hisss 199 miihitindan va
yaxud glutaminls igla va 1,5 hisss okiiz zardabindan ibarat
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olur.

5. 10 ml kultura qansigina goro hesablanmagqgla 0,2 ml,
«Welcome» firmast FQA-M va yaxud 0,02 ml macar FQA-
sindan ibarst FTA ig¢ci mshlulu oslavs edilir. FQA is¢i
mohlulunu hazirlamagq iigiin steril sprislo tixacdan igarisinds
toza oxsar FQA olan qaba onu hsll etmak ii¢iin 0,5 ml steril
fizioloji mahlul alavs edilir.

6. Bir ml qangiga 100 vahid (ml penisillin, 50 vahid) ml
159 streptomitsin alava edilir.

7. Har bir steril flakona 2 ml kulturah miihit tokiiliir.

8. Kip tixacla baglanmis vo leykoplastirla barkidilmis
flakon temperaturu 37°C olan termostata qoyulur. Hiicey-
rolor adston kulturanin 72-ci saatinda fiksa olunur. Bu
miiddat arzinds tacriibanin sxemindon asih olaraq intakt hii-
ceyralorin Xxromosom aberrasiyalarinin spektrini tayin
etmoklo yanagi, kultura olunan tabii sinxronlu hiiceyra
populyasiyalarinin mitotik tsikli haqginda olan malumat-
lardan istifads edorok mitozun miisyysn fazasinda mutasi-
yani dayismak olar.

9. Inkubasiyanin sonuna 3 saat qalms, penisillin
sisosind 0,75 mkg/ml hesabi ilo temperaturu 37°C olan
kolxitsin mahlulu slava edilir va 3 saat miiddatine 37°C-da
kultura olunur.

10.Kultura olunan miihitdon Paster damciladicisi ils hii-
ceyro suspenziyasindan gotliriib sinaq siisasine tokiilir va
dovretma miiddati daqgigada 8000-1000 olan sentrifuqgada 5-
6 doqiga miiddatino firladilir.

11.0z sothde olan maye xaric edilir va ¢okiintii
temperaturu 37°C olan 5-6 ml Xenks mahlulu ils yuyulur.

12.Sentrifuqa edilir, Xenks mohlulu aynihib xaric edilir
vo materiala 10 daqigaliyine temperaturu 37°C-ya godoer
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“qizdirilmus hipotonik moahlul tokiiliir.

13.Dévretms miiddsti daqigads 6000 olan sentrifuga 5
daqiqa firladilir va iist hisso xaric edilir va ¢6kiintilys onun
tamhgimi pozmadan, sinaq siigasinin divari ilo ehmallica toza
hazirlanmis soyuq asetoalkoqol fiksatoru (3:1) slavs edilir.
3-5 dagigadan sonra hiiceyrs fiksatorda suspenziyalasdirilir
va 15 daqgigs soyuducuya qoyulur.

14.Cokiintii ag rong alana qgador fiksator tokrar olaraq
bir ne¢o dofs doyigdirilir. Sentrifugada firladilir va dam-
ciladici ils qarigdirihir.

15.Damciladici méhkom gangdinlmis suspenziyadan bir
damla gotiiriib tizorinds 1 ml va ya az fiksator olan agya
siisasinin iistiing slavs edilir.

16.Preparat 10 daqigs miiddatinde 6 N HCIl-da hidroliz
olunur vs preparati HCl-dan tamam tomizlomak iigiin axar
su ilo yaxalanir.

17.Preparat 20-40 daqigs miiddatinds Romanov-Qimza
(azur v eozinls) vo yaxud mavi Unna roanglayicisi ila
ranglonir.

B. Periferik limfosit gan hiiceyralorinin mikrometodla
kultura olunmas: iigiin miixtslif variantlar mévcuddur (A4ra-
kaku, Sparkes 1963; Tips et al 1963; Dartanall Gray 1965;
Hunderford 1965; Visotskaya 1966; Samos 1971; Diqin
1976). Lakin bu i{sullara bir godar alavalar edilmokle
dayisdirilmisdir.

1. Qan hiiceyralarini kultura etmsk lg¢iin steril flakona
3-5 ml is¢i qida miihiti alava edilir ki, onun da torkibi
asagidaki birlasmalordon ibaratdir:

a) Tarkibinds ikigat asash amin tursulari vo Erlaya gors
torkibinds vitamin olan 7,5 %-li Na HCO:-1n kémakliyi ila
pH-1 7,0-ys godor catdinlmis vo asagidaki alavalorls;
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qlutomin 2mM penisillin vahid/ml, streptomitsin 0,1 mq/ml
va 0,007 mg/ml qurmizi fenol indikatoru olan tarazlag-
dirilmis Erla duzlu mahlulu hazirlanir. Qamma-qglobulindan
azad edilmis 6kliz vo yaxud dana zordabi1 vo FQA M
(Defco) uygun olaraq 1,5 va 2% miqdarinda son hacms
slava edilir.

b) 4 ml kultura olan miihits 3:1 nisbstindo 199 yaxud
Igla miihiti vo aktivsizlegdirilmis dkiiz zordabi ilo yanasi 0,1
ml is¢i FQA (Wellcome) mahlulu vo yaxud 0,01 ml macar
FQA-s1 vo 1 ml mithita 100 vahid penisillin slavs edilir.

Agz kip baglanmus vo leykoplastir ilo barkidilmis
icorisindo kultura olan flakon soyuducuda uzun miiddat
saxlandigda bels kultura 6z aktivliyni itirmir.

2. I¢orisinds gidali miihit olan har bir flakona sprisle
(avvalcadon heparinlogmis) venadan gotiirilmiis 0,2 ml vo
yaxud sl barmagindan gétiiriilmis 0,1-0,2 ml gan tokiliir.

3. Kultura 3 giin miiddstinds termostatda 37°C-ds
inkubasiya edilir. Eritrositlorin agqulyutinasiyasinin qarsi-
sint almaq tgiin, igarisinds kultura olan flakonu kultura
olunmanin birinci 2-3 saatinda hor 30 daqigadan bir
silkalomak lazimdir.

Sonraki islor: kolxitsin daxil edilmasi, hipotonizasiya,
fiksasiya vo rangloma mikro va makrometodda bir-birins
uygun aparilir.

Mikrometod.
Sicovulun periferik limfosit hiiceyralarinin xromosom
aberrasiyalarimn analizi iigiin kultura olunmast.

Bu iisulun distiinliiyii ondan ibaratdir ki, eyni bir
laboratoriya heyvanindan A.S.Monaxovun tosvir etdiyi
gaydaya uygun olaraq uzun middat istifads etmak olur.
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Penisillin flakonuna asagidaki miqdarda maddslar slava
edilir: 1,6 ml Igla miihiti: 0,4 ml iribuynuzlu mal-gara
zordaby;, 1:5 nisbotinds distillo suyunda vs yaxud Igla
miihitinds (0,01 ig/ml) durulasdinlmis FQA «Wellcome» vo
yaxud FQA, 100 vahid penisillin, streptomitsin vs sigovulun
quyruq venasindan heparinlasdirilmis sprislo gotiiriilmiis
0,20-0,25 ml gan.

Flakonda olan qarisiq ehmallica qanigdirildigdan sonra
37°C olan termostata qoyulur. inkubasiyanin 68-ci saatinda
kultura olunan flakona kolxitsin alavs edilir. Kolxitsin (0,2
mkq/ml) olava edildikden sonra kultura daha 3 saat
inkubasiya olunur.

Quru-hava preparatinin hazirlanma qaydalan iso insa-
nin periferik limfosit gan hiiceyralorinin kultura olunma-
sinin makrometoduna uygun aparihr.

Hovza-su heyvanlarinin xromosom aberrasiyalarimn ana-
lizi iiciin limfositlorin kultura olunmas: (Blaxhall, 1983).
Tadgigat obyekti olaraq siyanok baliginin Salmotruttaz va
yaxud karp bahginin Cyprinus Carpio Z onurga venasindan
gotirilmiis qandan istifads edilir.

1. Gétiiriilmiis qan 1:2-ys nisbatinds Xenks mohlulu ilo
5-10 daqigs miiddatinds 4°C-da qansdirilr.

2. Limfositlor fikol-pak qradiyetindo ayrlhr (yaxsi
xromosom preparatlarinin alinmasina manegilik tdradan
niivali eritrositlor xaric edilir) vo 8°C-ds 5 ml Xenksda
dovretmo miiddsti dagiqeda 1000 dovr olan sentrifugada
¢okdiiriiliir.

3. 1 ml 5 A Makkoya mihitinds 199 vs yaxud tarki-
binds minimal Iqla miihiti olan 2%-li 200 mM gliitomin va
0,2 mq/l' xolestrik suspensiyalagdiriir, qatiiq 3 ml-ds 1-
2-108 mkl/ml'-5 qadoar durulasdirilir va hayatilik qabiliyysti
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tripani yasil ils yoxlanilir.

4. Karp balig igiin son qatihgr 0,005 vahid/ml vs
siyanak balig iigiin 0,001 vahid/ml-' olan FQA slavs edilir
(FQA M 25 mkl/ml! qatiliqda).

5. Kulturan1 atmosfer havasinda vas yaxud 0,5%-Ii COa-
gazi miihitinde 19-20°C-do 5 giin miiddstinds har giin
gangdirmaqla inkubasiya edilir vo fiksasiyaya 3-5 saat
galmus 0,1 mkg/ml-! qatiligda kolsemid slavs edilir.

6. Xromosom preparatlarinin hazirlanmasi va ronglon-
mosi adi dsulla aparilir.

Keyfiyyatli metafaza 1ovhsli preparati 19°C-ds inkuba-
siya etmaklo kolsemid vasitasi ilo 4 giin 12 saatla - 4 giin 21
saat arasinda almagq olar.
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Foasil 4

MITOTIK TSIiKLIN MUVOQQOTI
PARAMETRLORININ V& ONUN FAZALARININ
TOYIN EDILMO USULLARI

4.1. Radioavtoqrafiya

Radioavtografiya iisulu ssas etibari ilo mitotik tsiklin
imumi ganunauygunluqglarimi vs hiiceyra populyasiyalari-
nin dinamikasini tadqiq etmak iigiin istifads olunur.

Radioavtografiya iisulunda mitotik tsikli Oyronan
zaman tadqiq olunan obyekts radioaktiv izotop daxil edilir.
Izotop daxil edilmis preparat fotoqrafiya, emulsiya ilo
ortilir vo milsyyan dovrdan sonra xromosomda DNT-nin
sintezinin aktivliyini va onun yerini miisayyan etmak olur.
DNT-nin sintezini 6yranands radioaktiv izotop kimi nisan-
lanmig timidindan istifads olunur.

DNT-nin sintezini dyroanands nisanlanmis timidindon
istifads etmoyin istiinlilyli ondan ibaratdir ki, bu nukleotid
o biri nukleotidlardan fargli olaraq DNT-nin polinukleotid
strukturunun amals golmasinda bilavasits istirak edir. 3H-
timidin xromosomlara yalniz DNT-nin sintezi marhslssindas
daxil olur ki, naticads hiiceyra nisanlanir va bir neg¢s nasilda
bu nisanlanmig hiiceyralori 6yronmok olur.

Radioavtografiya isulu haqqinda «Mitotik indeks»
bolmasinds strafli malumat verildiyine géro burada osas
maqsad yalniz miixtalif test-sistemlar iizorinds mitotik tsik-
lin analizini aparmagq lg¢iin preparatlarin hazirlanma texni-
kasi ilo tanig olmaqdan ibaratdir.

Xromosomun radioavtografiya tadqgiqgatini istsnilon
bitki vo heyvanin béliinan hiiceyroalorinds aparmaq olar.
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Radioavtoqrafiya analizini bitkilerin bdliinan hiiceyralo-
rinda: toxumlarin va soganaqlarin ilk kokciiklorindas, hey-
vanlarda iss in vivo-da kultura olunan va eleca da canh
orqanizmlorin hiiceyralarinds aparmaq olar.

Xromosom radioavtoqrafi diizaldilon vaxt asas keyfiyyat
gostoricilorindon biri xromosom preparatlarinin keyfiyystli
olmasidir. Masalon, bitkilordon radioavtoqgrafiya iigiin xro-
mosom preparati diizoldilon zaman moslohat gorilir ki,
bitkinin kékciiklori, ilbizin bogaz uru vazisinin mayesi olan
sitaza ilo maserasiya edilsin (Ioqdanski, 1965). Radioavog-
rafiya liclin heyvan hiiceyralorindon xromosom preparati
hazirlayan zaman yaxsi olar ki, azilmis preparatlardan yox,
qurudulmus preparatlardan istifades edilsin.

Nisanlanmis izotop tadgiqgat obyektindon va qarsiya
goyulan magsaddan asih olaraq organizms 0,5-20 mk
Kyuri/ml qatiliq arasinda (peroral, garin bosluguna, dari al-
tina), nisanlanmis izotop olan mahlulda orqanlarin, hiicey-
ralorin va toxumalarin inkubasiyasi yolu ils daxil edilir.

Radioavtoqrafiya analizi {i¢iin materiallar: spirt Karnua
ganisiginda, 3:1-o nisbatinda spirtla sirks tursusu qansiginda
vo yaxud 1:1 nisbatinds spirtlo asetonun gansiginda fiksa
etmok daha magsadauygundur.

Fotomateriallarla igloyon vaxt talob olunan qaydalara
uygun olaraq, radioavtoqrafiya analizi li¢iin preparat hazir-
ladigda biitiin isler isiq buraxmayan qaranhq otaqda apa-
rildigda preparat jelatinlo glimiis halloidin mikrokristal
garisig) olan va ionizasiya siialara hassas olan fotoemul-
siya ilo ortiiliir v otaq temperaturunda 3 haftays gadar eks-
pozisiya olunur. Bundan basqa fotoemulsiyadan diizaldil-
mis plyonkadan da istifads etmak olar.

Preparatin ekspoziyasi dovriinds *H-timidinin parcalan-
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mas! noticosindo amols golon B-hissaciklarinin fotoemul-
yasiyada harakatlori vaxti izlar qahr. B-hissaciklorinin hor-
okot yollarinda olan giimiis, aydinlagsdirma prosesinds gii-
miis metalina qadar barpa olunur ki, onlar da xromosomlar
tizorinds qara néqtalar saklinds goriintir.

Preparatin ekspoziya miiddasti qurtardigdan sonra amii-
dol, metol va hidroxinon qangigindan ibarst aydinlagdirici
mohlullarindan istifads edilir. Cox hallarda avtoqraflan
aydinlagdirmaq tigiin «M» tipli emulsiyalar iiglin asagida
toklif olunan (Bogomolov va b., 1957) amidol aydin-
lagdincisindan istifads edilir.

1. Amidol -3 qr.

2. Susuz sulfit - 112 qr.

3. Su-1 litr.

(aydinlagdiricinin pH-1 bir litr suya 0,4-0,6 qr migdarinda
limon tursusu alavas etmakls 6,7-ya ¢atdirilir. Aydinlasdirma
2,% daqigs miiddstinds aparilir.

Preparat1 su ilo yaxalamaq vs 0,5 daqigliyina tempe-
raturu 18-20°C olan aydinlasdirmam dayandiran 1%-li
sirka turgusu vannasina salmaq lazimdir.

Fiksaj etmok l¢lin mohkamlendirici kimi 30%-li hipo-
sulfit mahlulundan istifads edilir. Fiksajdan sonra preparat
10-15 daqige yuyulur va sonra qurudulur. Preparati tozdan
vo yad cisimlordon qorumaq lazimdir, ¢iinki emulsiyanin
¢irklonmasi preparatin analizinin keyfiyyatinoe manfi tosir
gdstora bilor.

Preparati emulsiya ilo 6rtona gader vo yaxud da hazir
avtoqraf aldigdan sonra renglamak olar. Preparati ranglo-
yan vaxt elo etmok lazimdir ki, ronglayici talab olunan
qaydalara uygun olaraq hazirlansin, sks taqdirds preparatin
analizi ¢atin olar.
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Preparat emulsiya ilo ortiilono gador ranglonarss o za-
man Fyulgen va karbol-fuksin ranglayicisi ils, hazir avtog-
raf alindigdan sonra iss Heydenhayna va Erlixa géra hemo-
toksilinls, Unnaya goérs mavi rongls, Romanov Himzaya
gors azur, eozinlo ronglenir (alavs 2-ya bax).

Xromosomlarin nisanlanmasinin keyfiyyst va kamiyyst
gostaricilori mikroskopla analiz edilir. Preparat ranglondik-
don sonra onu balzamla ortiib quru va garanhq yerds
saxlamaq lazimdir.

Toxuma kulturasinin hiiceyralorins va in vitro-da hey-
vanlarin miixtalif toxuma hiiceyralorins impuls yolla timidin
daxil etmokls radioavtograf almaq iglin tadgiqatgilar,
Hovad va Pelk (Hovard, Pelc 1953) torofindon islonmis
iisullardan genis istifads edirlor. Sonraki islor do momolilorin
kultura olunan hiiceyrslarindsn radioavtograflar hazirlamaq
{igiin yuxarida geyd olunan iisula Censov miislliflarls birlikds
(1977) bir sira slavalar etmakls yeni metod hazirlamislar.

Hiiceyra eksponensial boyims fazasina ¢atdigda 10-30
dagiqe miiddatins kultura olunan miihits H-timidin daxil
edilir. Siiso iizorinds olan hiiceyralor Karnua qangigi vo
yaxud sirks alkoqol ilo 30 daqiqs miiddatins fikss olunur,
spirtds yuyulur va qurudulur. Uzerinds hiiceyrs olan ortiicii
siiso balzam vasitasilo ogya siigasina yapisdirihr. Sonraki
islari qaranhq otaqda qirmizi isiqda aparmaq lazimdir.

Preparatlann drtmok igiin istifade olunan MK(M) va
yaxud Mp(«p») tipli fotoemulsiya 37-40°C-do oridilir vo
preparati homin arintiys salmagla va yaxud diametri 2-2,5
sm olan mis halgadan istifads etmakls 6rtmak olar.

Preparat iifiiqi vaziyyatds quruduldugdan sonra isiq
buraxmayan qutuda 4°C-ds soyuducuda saxlamlir, vaxt 1so
empirik yolla (7-30 giin) segilir.
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Avtoqgraf tozo hazirlanmis asagidaki torkiba malik
qansigda 19-20°C-do 3 daqigo miiddstine aydinlagdirilir:
amidol — 3,0 gr, susuz natrium sulfat — 1,0 qr, limon tursusu
- 0,4-0,5 gr, su — 1 litr. Bununla yanag1 digor aydinlas-
dinicidan Rodak D,19 v-dan da istifads etmak olar. Avtog-
raf bu aydinlagdirici 3-5 daqiqe miiddatine 20°C-ds
aydinlasdiriimalidir. Bu aydinlagdiric1 asagidaki ardicilhgla
(Adams, 1983) suda hall edilmslidir: metal 2,2 gr, hid-
roxinin 144 gr, natrium karbonat (susuz) — 48 gr, kalium
bromid - 4,0 qr, hacm distills suyu ils bir litrs ¢atdiritlir vo
4°C-ds tam doldurulmus siigods saxlanihir ki, oksidlosmo
getmosin.

Preparat 19-20°C-ds distillo suyunda 30 saniyo miid-
dotina yaxalanir va 30-40%-li hiposulfit mshlulunda 15-
17°C-ds 5-6 daqigs fikss olunur. Sonra 15-20 daqiga 15-
17°C temperaturu olan suda yuyulur, qurudulur va
hemotoksilin ilo ronglonir. Preparati emulsiya ilo 6rtons
gadar va yaxud avtograf alindigdan sonra ranglomak olar.

Bu iisul eyni olaraq tam kégiiriilon hiiceyra kulturalari,
leykosit gan hiiceyralari vo mamalilorin siimiik iliyi hiicey-
ralari iigiin da tatbiq edils bilor. Lakin bu vaxt tadgi-gatin
moagsadindan asili olaraq izotopun mitotik tsiklin hansi
dovriina vo neco daxil edilmasi ils yanagi, onun qatihginda
da dizolislor aparmaq lazimdir. Bels ki, misal {iglin insan
leykosit hiiceyrasi kulturasimin G, dovriiniin 3-4 saata
barabar oldugunu bilarok, *H-timidin materialin fiksasi-
yasina 4-6 saat qalmus daxil edilir.

Heyvanlar iizerindas tacriibs aparilarkan izotop fizioloji
mohlulla garin nahiyasins va yaxud dori altina daxil edilmir.

Tadqiqat igiin lazim olan hissa gotiiriiliir, fikss edilir,
parafins qoyulur vo qalinligi 3-5 mkm olan kasik hazirlanir.
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Emulsiyada avval preparat parafinden tomizlonir va agya
sligasinin lizarina qoyulur.

Mitotik tsiklin analizinds fasilssiz nisanlanma meto-
dundan istifads olunur. Bu yuxarida geyd olunandan onun-
la farglonir ki, *H-timidin (2% mk Ki ml; mmol) kultura
olunan mithits uzun miiddst daxil edilir. Miiayysn vaxtdan
sonra ortiicii siigo iizorinda olan hiiceyrs fikso olunur va yu-
xarida geyd olunan gaydaya uygun olaraq radioavtoqrafik
analiz {igiin preparat hazirlanir. Radioavtoqrafiyada nisan-
lanmis mitozlarin, hiiceyralorin nisbi miqdar vo hiiceyrads
aydinlasmus giimiis donaciklarin orta migdan hesablanir.

4.2. izotoplarm bitki hiiceyralorina daxil edilmosi

Toacriibanin magsadindan asili olarag toxum va yaxud
soganaglarin ilk kékciiklorini *H-timidin mshlulunun lazimi
gatiiginda qisa vo yaxud uzun miiddats, yoni DNT-nin
minimum bir replikasiya middatinda saxlayirlar.

Karnua qangigi va yaxud sirks alkokolu ila fikss
olunmus ciicartilorin kokciiklorindsn keyfiyystli xromosom
preparatlan hazirlamaq tgiin onu 2-4 saat miiddatina 5%-li
pektinaza fermenti mohlulunda maserasiya edirlor. Mase-
rasiya edilmis kokciiklordon ozilmis preparatlar diizoldilir.
Osya siisosindon Ortiicii siigoni ayirmaq {iglin - miixtalif
{isullardan: preparati igorisinda 100%-li sirks tursusu olan
gaba qoymagla, quru buz va yaxud soyudulmus maye azot
{izorinds saxlamaqdan istifads edirlar. Osya siigosi tizorindo
galmis hiiceyralori namsizlegdirmak ii¢iin onu 70%-li spirt-
don baslayaraq 100%-li spirta qodor miixtalif faizli spirtds
geyd olunan sxems uygun olaraq emulsiya ilo Ortiiliir, eks-
pozisiya olunur, aydinlagdirlir, fikss olunur va ranglanir.
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4.3. Izotop kimi 5-bromdezoksi-uridindan istifada
olunmasi (Cebotarov, Seleznyova, 1979)

Bu iisulun asasini baci xromatidlerinin 5 bromdezoksiu-
ridinin (BDU) istirak: ilo diferensial ronglonmo tagkil edir
ki, miialliflor buna ssaslanaraq ¢in dag sigani hiiceyrslarinin
kultura modeli iizarinds hiiceyrs tsiklinin parametrlorini vs
onun fazalarin1 miisyyan etmak ii¢iin ¢ox maraqgh tisul toklif
etmislor.

Toklif olunan iisul ona asaslanir ki, DNT-nin bir tsikl
replikasiya miiddotinds kultura olunan miihits hallogenlas-
mis osaslar daxil etdikds komplementarhq prinsipine uygun
olaraq, 5-bromurasil DNT-molekulunda timidinin yerins
daxil olaraq adeninlo qosalasir va naticads xromatidlar vs
yaxud onun ayri-ayri saholori tarkiblorindaki tazs qurulmus
osaslara gora adi asaslar olan saholordon 6z xassa va
slamotlorina gora farqlonirlor. Bu iisula gora xromosomlar
xiisusi ronglayici ilo ranglondikds asagidaki kimi goriintr:
torkibinde BDU olan xromatid agiq, torkibindes BDU
olmayan ikinci xromatid isa tiind ranglonmis olur.

Miislliflar BDU-baci xromadilarinin ronglonmasi iisu-
lunda bir gadar ds dayisiklik etmislar, bels ki, fiksasiyaya 24
saat qalmis kultura olunan miihito BDU olavs edilir, 12
saatdan sonra iso BDU yuyulur va kultura olunan mithits
tarkibinde BDU olmayan taza gida miihiti slave edilir va
naticado baci xromatidlori yaxs1 ranglonir. Tocriibs asagi-
daki sxem lizrs aparilir.

Cin dagsigaminin kogiiriilon hiiceyra kulturasimn 24 saa-
tinda kulturada miixtalif dovrlar arasinda 10 va 50 mkqg/ml
qatihgda BDU olava edilir. (BDU-nun daxil edilmasi va
yuyulmasi qaranhq otaqda qirmuzi isigda apanlir). Kifayst
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gadear mitozun toplanmasi igiin fiksasiyaya bir saat qalms
0,5 mkq/ml kolxitsin alava edilir.

Hiiceyra tsiklinin miiddotini va Gz-dovriinii miisyyan
etmok t¢iin 50 mkg/ml gatihqda BDU ils iki saatlia inku-
basiya olunmus hiiceyralordon istifads edilir vo inkubasi-
yann ortasindan 1 saatdan baslayaraq 29 saata gador fikso
olunmus materiallar analiz edilir.

Tacriibonin  sxemindan goriindiiyi  kimi, BDU-nun
kulturada olma miiddati DNT-nin replikasiya miiddatindan
az olduguna gors, aciq ronglonon saha DNT-nin gec
replikasiya olunan sahassidir. 9gor BDU S dovriiniin gecik-
mis dévriinda birinci hiiceyrs tsiklinds istirak edirso, har iki
xromatid nisanlanacaq vs yaxud ager S dévriiniin gecikmis
dovriinds 2-ci hiiceyra tsiklinds istirak edirss bir xromatid
nisanlanacaq. Bunlan nazars alaraq va grafik quraraq (sokil
4.1) miialliflor miisyyan etmislor ki, hiiceyra tsiklinin miiddati
(T) 16 saata borabordir, daha dogrusu bu miiddst BDU ilo
nisanlanan, xromosom sahslorinin gec replikasiya edsn iki
maksimum noqtasi arasindaki vaxta barabardir. G>-dovriin
miiddati hiiceyra populyasiyasinin mitoz marhslssindon basg-
layaraq 50%-s gader BDU ilo nisanlanmig mitozun alindig
vaxta gors hesablanir ki, bu da 3 saata borabardir.

Hiiceyrs tsiklinin ayn-ayn fazalarinin miiddatini toyin
etmoak ti¢lin BDU (10 mkqg/ml) kultura olan miihitds 6 saat
galmagqla fiksasiyaya 8, 12, 16, 20, 24, 28, 36 eyni zamanda
hiiceyralor yuyulmadan fiksasiyaya 4 saat qalmus daxil etmoak
olar. Tsiklin miiddati birinci halda oldugu kimi 16 saat
olmusdur (sokil 4.2). Fiksasiyanin ilk birinci Gi — dovriinds G
(I) va ikinci G2 - dévriinds G>-2 (II) BDU DNT-ya daxil olmur
va biitiin xromosomlar tind ronglonmis olur. S - dévriiniin
miiddati iss nisanlanmanin 50%-li saviyyssindoki qalxan va
enan ayrinin arasindaki masafs ilo miloyyan edilir (sokil 4.1). S
— dévriiniin miiddati 8 saat (9-17 saat) olmusdur.
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$akil 4.1. Xromosom sahasinin gecikmis replikasiyasinda bir va iki
xromatidds BD U-nun nisanlanmasindan asili olaraq metafazaya
diigan hiiceyralorin migdar:. Ufiiqi xatds — daxil edilmis vaxtdan
Sfiksasiyaya qador, saatla; saquli xatda — baci xromatidlarinin
diferensial ranglanmoasi ilo metafaza hiiceyralarinin migdari, %5-l5.
1. Bir tacriibanin naticasi; 2. Digar tacriibanin naticasi.

G> dévriiniin miiddatinin (3 saat), S — dovriiniin (8 saat)
va hiiceyrs tsiklinin biitévliikkds (16 saat) oldugunu bilorok
Gi-ddvriiniin miiddati hesablanmis vo miioyyan edilmisdir
ki, onun miiddati 5 saatdir. Mitozun middati isa mioalliflar
torafindon miisyyan edilmamigdir, lakin onun miivagqgati
parametrlorinin 0,5-1,0 saatdan artiq olmadigim bilorok G
va Gz - ddvriina 0,5 saat slava etmakls toyin etmak olur.

Lakin, lazim oldugda M - dévriinii vo onun ayri-ayri
fazalarini miisyyan etmak iigiin, DNT sintezi ingibitorunun
komokliyi ilo hiiceyra populyasiyasinin sinxronlasdirmasi
iisulundan istifads etmak olar.

Mitotik tsiklin parametrlarini tayin etmak li¢iin istifada
edilon 3H-timidin tisulundan farqli olaraq bu iisul iistiinliik
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$akil 4.2. BDU-nun daxil edilma vaxtindan asili olaraq hiiceyra
tsiklinin miivafiq marhalalarina uygun hiiceyralarin miixtalif tip
rangli xromosomlarla miqdar:

I - Gecikmis; 2 - Orta; 3— Erkon; 4 - G, (I)+G-(1l); 5 - Gecikmig, 6 —
Orta; 7 — Erkan; 8 — G,(II)+G,(III); 9 ~ Gecikmis; qalan isaralar 4.3-cii

sokildakina uygundur.
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toskil edir. Eyni hiiceyralords 3H-timidinin komoyi ils
alinmis (Eqolina, Zaxarov, 1971) naticelari, BDU-nun tasiri
ila alinan naticolarlo miiqayiss etdikds bu isulun bir sira
iistiinliikklors malik oldugunu goérmak olar.

BDU-nun istifads edilon ytikssk gatihgi (100-200 mkqg/ml
3H-timidindan farqli olaraq (Vig et al, 1968) mitotik tsiklin
miiddatina tesir etmir va hiiceyrs {igiin sitogenetik toksikliliya
malik olmur. Eyni zamanda BDU ils aparilan tacriibslards
naticalor *H-timidinls aparilan tacriibalora nisbatan tez alinir.

4.4. Sitogenetik analiz iiciin metafaza
hiiceyralarinin ahnma iisulu

Bitki-heyvan hiiceyralorinin in vitro-da va in vivo-da va
elaco da insan hiiceyralorinin metafaza tsulu ilo sitogenetik
analizini keyfiyyatli aparmaq iiglin asas sartlordan biri pre-
paratda ¢oxlu miqdarda metafaza hiiceyralsrinin alinmasi,
interfazanin miixtolif dévrlorinde blok amolo gatiron DNT
sintezinin ingibitoru vasitasi ilo mimkiindir ki, naticads
asinxron bdliinon hiiceyralor sinxronlasir. Blokun kanar
edilmosi hiiceyralorin sinxron olaraq mitotik tsiklo daxil
olmasini vo miayyan miiddatdan sonra iss metafaza mar-
halasinds toplanmasini tamin edir. Metafaza hiiceyralarinin
toplanmasina eyni zamanda, metafaza morhalasinds iy tel-
larini pozan, mitotoksiki maddaslardsn — kolxitsin va onun
sintetik analoqglarindan (kolsemid, vinblastin, vinkoistin va
s.) istifads edirlor.

Hiiceyralarin Gi, erkon S vo S dévriinds sinxroniizasi-
yasini, yiiksak qatiligh timidinin, aminopterinin, ametopte-
rinin va S-ftordezoksiuridinin tasiri ilo aparmaq- .olar.
Antimetabolitlorin ingibitor tesirini aradan qaldirmaq iigiin,
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onlar1 kultura olunan mihitdon kenar etmok vo yaxud
biitiin hallarda kultura olunan miihits timidin slavs etmakla
miimkiindiir. Yiiksok qatihgh timidinin tasiri ilo yaranan
bloku aradan galdirmaq Ugiin mithita gatihig1 10 mkm olan
dezoksisitidin slave edilir (Morris Jisher 1960). Gi vo S
fazasinda blok amosls golmasi liglin tocriibsds genis istifads
olunan Adams (1983) tarafindsn hazirlanmis ikigat timidin
bloku ila tanig olaqg.

1. 3-105 Hela hiiceyrasi diametri 5 sm olan gabda,
tarkibinds 10 faizli dana zordab: va 3 mM timidin olan Igla
miihitinds akilir.

2. 16 saatdan sonra miihit timidinsiz tozo miihitlo avaz
olunur.

3. 8 saatdan sonra 3 mM qatiligda timidin alava edilir.

4. 16 saatdan sonra ikinci morhalo tokrar edilir va
naticads hiiceyralar sinxron olaraq S dovriina daxil olur.

Cox hallarda bitki vo heyvanlarin hiiceyralorini
sinxronlagdirmaq t{iglin timinin struktur analoqu olan 5-
aminourasildon (5-AU) istifads edilir. Vicia faba, crepis
capillaris va mamalilorin asinxron hiiceyra populyasiyalar
{izorinds aparilan todgiqatlar naticesinds molum olmusdur
ki, 5-AU tosirindan blokun amolagalms mexanizmi, DNT-
nin replikativ sintez siiratinin zsiflomasi ilo slagodardir.
Demoli, agar hiiceyra populyasiyasina bir mitotik tsiklin bas
vermosi ii¢iin lazim olan vaxt arzinds 5-AU ils tasir edilarsa
onda hiiceyralorin asas hissasi sintetik dovrds olacaq. Belo ki,
ingibitorla tasir edilon vaxt S - dovriinds olan hiiceyralor
boliinms fazasina daxil olmur. G;, G2 va M-birinci va G
ikinci mitotik tsiklds olan hiiceyralor iss ardicil olaraq
boliinma moarhalalarini kegir, S dovriina daxil olur va 5-AU
tasirindon S fazasinda longiyir. Blok omalo gotiron
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inhibitorlarin tesiri aradan qaldinldigdan sonra hiiceyralor
sinxron olaraq G2 va sonraki mitotik tsiklin fazalarina daxil
olur. Tacriibanin moagsadindan asih olaraq hiiceyralrin blok-
dan ¢ixmasini stimulo etmok Ugiin ingibitor yuyuldugdan
sora kultura olan miihits 5-10 mkqg/ml gatihgda geyri-radio-
aktiv timidin daxil etmoklo ingibitorun tasirini faaliyystdan
salmaq olar. Maksimum miqdarda hiiceyralorin metafaza
morhalasine daxil olma vaxti emprik yolla, miixtalif fiksasiya
vaxtlarindan sonra onlarin miqgdarim saymagla miisyyan
etmak olur. ,

Hiiceyralori sinxronlasdirmaq magsadi ilo 5-AU-dan
basqa 5-ftor-2-dezoksiuridindan, ametopterindon vo basga
mexaniki iisullardan istifads edilir.

Hiiceyralorin metafaza morhslasinds toplanmasim tamin
etmok {iglin giicli mitotoksin olan va iy tellorinin amsls
golmasini pozan Colohicum automnale bitkisinin soganagin-
dan ahnmus alkoloid kolxitsindon vs onun sintetik analog-
larindan (kolsemid, vinblastin, vinkristin va s.) istifads edilir.

Kolxitsin universal xiisusiyysts malik olmaqla 6z tasirini
istar bitki, istarss do memolilarin hiiceyralarinds in vivo va in
vitro-da gostorir. Fiksasiyaya 2-5 saat galmis miixtalif ob-
yektlar iigiin miixtalif qatiligda daxil edilmis kolxitsin meta-
faza moarhalosinds ¢oxlu miqdarda hiiceyralorin toplanma-
sina sabab olmagla eyni zamanda xromosomlarin barabar
paylanmasini v six spirallagmasim tomin edir. Sinxronlagma
tisulu ilo birhkds kolxitsinin tatbiq edilmasi noticasinda
metafaza morhalasinds 70 faizdan ¢ox hiiceyra toplamir.

Yuxarida geyd olunan isullarin kémekliyi ils vicia faba-
nin yan kokciiklorinds (Makarov, Savronov, 1981) va
insanin kogiriilon amnion hiiceyra kulturasinda (Oliyev,
1981) mitozun toplanmasi {giin tocriibs toxmini olaraq
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asagidaki sxem iizra aparilmigdir.

1.1. Bitki yan kokciiklori ila birlikda qatiligy 700 mkqg/ml
5-AU-da 24 saat saxlanilir.

2. Kokciiklor 30 daqgigqe 10° axar suda yuyulur va
bitkilarin bdyiimasi ligiin hazirlanmis gida miihitins kegirilir.
Bu soraitds mitoz hiiceyralorin migdari 15 saatdan sonra
maksimuma catir.

3. 5-AU yuyuldugdan 12 saat sonra miihits 0,5 mq/ml
qatihgda kolxitsin alavs edilir.

4. Bitki bu mohlulda 4 saat saxlamilir vo sonra sirka
tursusu alkoqolunda fikss edilir, bir saatdan sonra fiksa-
toru doyisdirmok lazimdir. Material 3 giin 4°C-ds fiksator-
da saxlamlir. Materiali uzun miiddat saxlamaq lazim golarso
onda fiksatoru 70 faizli etil spirti ilo avaz etmak lazimdir.

Miivaqqati vo daimi preparatlarin hazirlanmasi (masse-
rasiya, ronglomo vs s.) bitki obyektlarinin sitogenetik analizi
{iclin yuxarida geyd olunan sxema uygun aparilr.

I1.1. Insanin amnion hiiceyra kulturasi (F/) 10 faizli
okiiz zordabi slava edilmis 199 gida miihiti olan flakonda
okilir va 37°C-do termostatda kultura edilir.

2. Inkisafin loqarifmik fazasinda miihita 5-AU (500
mkqg/ml slavs edilir.

3. 24 saatdan sonra gida miihiti xaric edilir, hiiceyraler
37°C Xenks mohlulunda yuyulur, sonra tazs qida mihits va
7 mkqg/ml gatiligda soyuq timidin slavs edilir.

Bu halda maksimum metafaza hiiceyralari blok gotiiriil-
diikdan 17 saat sonra miisahids edilir.

4. Fiksasiyaya 2 saat qalmig, daha dogrusu miihits
soyuq timidin slava edildikdsn 15 saat sonra 10 mkg/ml
qatiligda kolxitsin slavs edilir.

5. Fiksasiyaya rongloma va sitogenetik analiz tgiin
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preparatlarin hazirlanmasi, mamolilorin kogiiriilon hiiceyrs
kulturalan tigiin tasvir olunmug sxema uygun aparilir.

Tam vo yan tam kogiiriilon hiiceyra xatlorinin kultura-
larinda mitotik hiiceyralorin toplanmasi tigin kimyavi
sinxronlagdinc iisullarla yanagi hiiceyralorin bu va ya digor
fiziki xassolorindon do istifado edilir. Bels ki, bdliinan
hiiceyralarin se¢ilmosine kultura olunan gablarin sirkslan-
masi ila nail olmaq olar. Bu iisul ona asaslanir ki, bir qatda
boyiliyan hiiceyralor boliinmas vaxti girdo forma alir, subs-
trata zoif yapigmus olurlar vo gablarin silkslonmasi vaxti
onlar asanligla ayrilirlar. Daha sonralar hiiceyralorin segil-
moasini Olgiilorina gora elektron hesablayicisi vo sentrifuga
vasitasi ilo do aparmaq olar. Lakin bu iisul ¢ox miirakkab
olmagla baha giymaots basa galir.

4.5. Bac1 xromatid miibadilssinin (BXM) analiz iisulu

Q1z xromosomlarinda seqment miibadilasinin samolo gal-
masini radioavtoqrafiya isulu ils ilk dafs olaraq Teylor
miolliflorls (Tayler et al, 1957, Tayler 1958) miiayyan
etmiglor. Miloyyan edilmigdir ki, nisanlanmig izotop olan
mithitds xromosomlarnn ikilasmosi gedarss o zaman meta-
faza xromosomlarn biitiin uzunluglann boyu nisanlanmis
olurlar. Birinci tsikl replikasiya basa ¢atdiqdan sonra izotop
xaric edildikds, xromosomlar 3H-timidin olmayan tsikl
replikasiyan1 ke¢dikda xromatidlordon biri «agiq ranglon-
mis» ikincisi is3 «tiind ronglonmis» olur. Eyni zamanda bazi
xromomoslar biitovliiklo ronglonmomisler, daha dogrusu
xromatidalrin bazi saholori nisanlanmus, bazi saholori iso
nisanlanmamig olur. Demsli, baci xromatidlori arasinda
miibadilo getmisdir.
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1970-ci ilin baglangicinda baci xromatid miibadilasinin
radioavtografiya usulundan slavs bagqa iisulla Gyronilmasi
do toklif edilmigdir (Eqolina, Zaxarov, 1972; Latt, 1973; Jku-
shima, Wolff, 1974; Lerry, Wolff, 1974; Zaxarov, 1975; Fish-
cher, Kim, 1975). Bu isul radioavtoqrafiyaya nisbaton sada
va daqiqdir. Bu iisul Flyurosent rangloayicisi «Qimza» adlamr.

Bu isulun prinsipi ondan ibaratdir ki, hallogenlosmis
osaslar olan miihitds, iki tsikl replikasiya middatinds xro-
mosomlarin baci xromatidlari kultura olundugda timin, iki
ardicil hiiceyrs tsiklinin S moarhalasinds hallogenlagmis asas-
larla avoz olur va bunlar bir-birilorindon xiisusi rangloyi-
cilorlo: Qimza rangloyicisi, flyaroxrom torkibli benzimida-
zolun téramasi Hoechst 33258 va yaxud akridin narincsi ilo
diferensial ronglonme naticasinds farqlonirlor (Latt 1973,
Dutrillaux et al 1974). Baci xromatidin BDU olan miihitds
bir va iki tsikl replikasiyada diferensial ranglonmasi sxemi
4.4-cii sakilds verilmisdir.
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Sakil 4.4. BDU-dan istifads etmakla bact xromatidalorinin
differensiasiyas: (Zatt, 1981 ).
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Xromosomun morfologiyasinin dayismasi va baci xro-
matidlorinin lokuslari arasindaki simmetrik miibadilanin
analizina imkan veran BXM hazirda ekstremal amilin po-
tensial mutagenlorini miisyysn etmok iigiin hassas va fay-
dali iisul sayilir.

Bu iisulun #stiinliiklarindon biri do ondan ibaratdir ki,
bunun vaitssilo maddalorin ¢ox kigik dozada sitogenetik
toksikiliyini miioyysn etmok olur. Halbuki, onlar homin
fazada xromosomlarda he¢ bir dayisilmalor amals gatirmir
va bu tsul xromosom aberrasiyas: testindon 10 dafs has-
sasdir. Bu iisulla momolilor va bitki obyektlorinin in vivo-da
V3 in vitro-da spontan mutasiyalarini va endogen metabolit
maddbslorin sitogenetik toksikliyini do analiz edir. BXM-da
asason bitki obyektlorindon: g¢obanyastigi ¢igoyi (Crepis
capillaris), at paxlasi (Vicia fala), sogan (Allium cepa),
heyvanlardan: sigan, sigovul, baliq, meyva milgayi va insa-
nin leykosit va simiik iliyi hiiceyrlorindan istifads edilir.

Tasir edon amillarin sitogenetik toksikliyini milayyan
etmak ii¢lin yaxs1 olar ki, BXM bir ne¢a test sistem iizorinds
oyronilsin. Ona gors ki, miixtslif orqanizmlor va hatta eyni
bir orqanizmin miixtslif organlarinin mutagen va kanse-
rogen maddalarin tssirine qars: hassashigi miixtalif olur.

Qarstya qoyulan magsaddan va tadgiqat obyektlorindan
asith olaraq hallogen ssaslarin gatihg vo BDU-nun daxil
edilma formalar1 miixtslif olur.

Tacriibslarin qoyulusunda nozaro almaq lazimdir ki,
BDU DNT-ya daxil olarken mitodepressiv tasir gostormakla
spontan va induksiya olunmus baci xromatid miibadilasini
modifikasiya edir. BDU-nun eyni dozasina garst miixtalif
orqanizmlarin hassasligi miixtslif oldugu kimi, eyni xatdan
olan siganlarm ¢okilorine gors gatiigs 2,2-den 13,5 mkq/q

177



olan BDU daxil etdikds iki tsikl replikasiya miiddatinds hoar
hiiceyroys gors BXM-tezliyi simiik iliyinda 1,64, sper-mo-
togoniyada 1,82, dalaq hiiceyralorinds 1,89, bagirsaq hiicey-
ralorinds 2,89 va limfa diyiinlarinds 3,69 taskil edir. Buna
gora do BXM isulu ilo ekstremal amillorin sitogenetik
toksikliyini 6yrsnan zaman onlarin minimum tasiredici qati-
ligindan istifade etmok lazimdir. Minimum gatiliin
gotiirlilmasi eyni zamanda ona gérs lazimdir ki, BDU-nun
yiiksok gatiigi fluoressensiya intensivliyinin zsiflomasins
sabab olur.

BXM-nin analizi vaxti nazars almaq lazimdir ki, BDU-
asasl ils avaz olunmus DNT, ekzogen amillar ila induksiya
olunmus BXM-no va xromosom aberrasiyasina daha ¢ox
hassas olur. Yalmz G. dovriinds ilk mitotik tsiklo tosir
naticasindo bas veron miibadilo he¢ ds kontroldan farg-
lonmir.

Indi iso biz miixtalif test-sistem lizarinds BXM-nin tayin
edilmasina asaslanmis bir ne¢a taocritbanin sxemi ilo tanis
olaq.

BXM-si ilo slagadar olan bir sira masallari va elocs da
BXM-nin bas vermoasinin molekulyar mexanizmini basa
diismok ti¢iin asagida gqeyd olunan miislliflarin iglari ilo tanis
olmaq lazimdir. Letta (Lett et al, 1978, Lett 1981), Subert
va Rilger (Schubert, Rilger, 1981).

Miiasir dovrda tadgiqatgilar tarafindon miixtalif testlor
iglin bir gadar modifikasiya olunmus, Perri va Volf tars-
findan takmillosdirilmis diferensial ronglomas iisulundan isti-
fada edilir ki, burada da preparatin ranglonmasine Qimza
ronglayicisi il flyuroxrom Hoechst 33258-in birlosmasindan
istifads edilir.

Metodika dag sicamimn hiiceyralorinin  kulturalan
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lizarinds islonib hazirlanmig va bir sira tadqiqatgilarin islo-
rinds isa momalilarin in vivo va miixtslif Gizvlerinin kultura
olunan hiiceyralorindo ekstremal amillorin sitogenetik
toksikliyini miisyyan etmakda totbiq edilir.

4.6. Cin dag sicanmin hiiceyralorinin diferensial ranglonmosi
tisulu ilo BXM-ni analizi (Perry, Wolf, 1974)

Perri vo Volfun dag sigaminin yumurtahq hiiceyralari
lizorinds hazirlanmis metodu, sonralar miivaffaqiyystls bu
gomiricinin bagsqa orqanlarimin kultura olunan hiiceyralo-
rinin tadqiqi Gi¢iin do istifado olunmus va miislliflor buna
ssaslanaraq BXM-nin analizinin toyin edilmasi iisulunda
miloyysn dayisilmalor etmislor.

Yuxarida gostorildiyi kimi metodun prinsipi ondan
ibaratdir ki, BDU-nun istiraki ils iki replikasiya tsikli miid-
doatinds kultura olunan hiiceyranin xpomosom xromatidlori
flyuroxromla Hoechst 33258 ranglanan zaman flyuoressen-
siya edir. 9gar belo xromosomlar1 60°C-ds 2xSSC mah-lulu
va yaxud distille suyu ila iglasak va 3-5 faizli Qimza rong-
layicisi ila ranglesak, onda xromatidlordan biri tiind, digari
is9 agiq ranglonmis olacaq. Mitozun ikinci metafa-zasinda
tiind ronglonmis xromatid o xromatiddir ki, burada DNT
zancirlorindan birini, agiq ranglanmis xromatidds isa har iki
DNT zancirins timidinin avazine BDU daxil olmusdur.

Miislliflor hiiceyrani kultura edarkon qidali miihit kimi
Mak-Noyam gotiirmiis vo buraya 15 faizli okiiz zoerdabi
daxil etmislor.

Miixtalif mamoalilarin hiiceyralarinds baci xromatidlorin
normal diferensial ranglonmosini tamin etmak iigiin kultura
199 Ne-li gidali mithitds béyiiyan zaman BDU-nun asag
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qatihig taleb olunur. Hazirda BXM-nin analizinds kultura
olunan hiiceyralor iigiin gidah miihit kimi 199 vs Iqla-dan,
hamginin onlarla birlikds 10-15 faizli o6kiiz vo buzov
zordabindan istifads edilir.

Metod asagidaki ardicil morhslalordsn ibaratdir:

1. Hiiceyrslor dagimiq isigda siige flakonda okilir va
37°C-do garanligda BDU daxil edilmaklo iki replikasiya
tsikli miiddstinds inkubasiya edilir.

Miixtalif xatdon olan hiiceyralor tgiin kultura olunan
miiddat subyektiv ola bilor: yumurtaliq va fibroblast hiicey-
rolari 24 saat, diafragma va timus hiiceyralori 26-28 saat va
i.a. Hor hiiceyrs xatti iigiin BDU-nun gatilif1 empirik segilir.
Misal iigiin keyfiyyotli diferensial rongloms almaq igiin
yumurtaliq hiiceyralori tigin BDU-nun qatihg 3 mkg/ml
Don va 79/31 iigiin 5 mkg/ml, CHO-K; va 79 (AP4-10
mkqg/ml va i.a. gotirilir.

2. Fiksasiyaya 2-4 saat qalmis miihita kolxitsin (0,05
mkq/ml) yaxud 2,107 m qatihqda kolsemid slava edilir.

3. Hiiceyralar tripsinizasiya olunmagqla siisodon ayrihr,
hipatonizasiya, (0,075 M mahlulu fiksasiya) sirks alkoqolu
moarholalarine amal etmakls, hiiceyra va toxuma kulturala-
rinda xromosomun struktur dayismolorinin analizi igiin
olan metoda uygun olaraq, ssya siisasi iizorinds quru-hava
preparati hazirlanir.

Tadgiqatin qarstya qoyulan mogsadinden asih olaraq
ekstremal amilin genetik toksikliyini milayysan etmak ligiin
kultura olan miihitsa BDU daxil edilons gadar vs eyni za-
manda hiiceyra BDU ils inkubasiya olunan prosesds,
kolxitsinla islonana gadar tasir etmak olar.

Preparat quruduldugdan sonra onlarin keyfiyystini
yoxlamaq tciin kontrol olaraq segmo yolu ilo bir-iki
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preparati1 asetokarminlo 10 dagige rangloyib mikroskopda
metafaza hiiceyralorinin miqgdarina va xromosomlarin
yayilmasina baxmaq lazimdir.

4. Fiksasiya olunmus materiallar 1-7 giin orzindo ter-
mostatda qalir vo sonra ionsuziagdinlms va yaxud distillo
suyunda flyuroxrom Nyuxest 33258 mohlulu ilo ronglonir.
Roangloyicinin gatihig 0,5 mqg/ml, rangloms miiddati iso 12-
15 daqiqadir. Bir ¢ox miislliflar flyuroxromun daha zsif 0,5-
5,0 mkq/ml mshlulundan istifads edirlor.

5. Preparat ionsuzlagdirilmig va yaxud distile suyunda
yaxalanir va havada qurudulur.

6. Preparat Mak-1lveyn buferina (pH 8,0) salinir, értiicii
siisa ilo baglanir, isiqda vo yaxud da 10-15 sm masafadan 5-
15 daqiga civa lampasinin kémakliyi ilo ultrabandvsoyi siia-
larda stialandirihr vo ¢aliymaq lazimdir ki, preparat quru-
masin. Bazi hallarda preparat ortiicii siiso ila ortiiliir. Mak-
Ilveyn buferinin tarkibi (pH 8,0) 19,45 ml 0,2 M Na,HPO, ,
12 H20 ~ 0,55 ml 0,1 M CsH¢O7 H>O limon tursusu 0,2 M
Na-HPO,. 12 HO - 7,16 q 100 ml H,O-da.

0,1 M CsHsO- . H20 - 1,92 q 100 m] H,O-da.

7. Ortiicii siigo konar edilir vo preparat 1-24 saat arzinds
60°C temperaturada 2xSS5 C va yaxud distills suyunda
inkubasiya edilir.

0,3 M natrium xlorid — 0,03 M natrium sitrat 7,5 g/l -
8,82 g/l natrium sitrat.

8. Preparat distills suyu ilo yuyulur, havada qurudulur
va tazs hazirlanmus 3-5 faizli Qimza ranglayicisi mahlulu ila
Zerensen fosfat buferinds (pH 6,8) 5-30 dagigs miiddatina
ranglonir.
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4.7. Zerensen buferinin (pH 6,8) torkibi

50 ml 1/15 M Na;HPO4 .2 H,O - 50 ml 1/15 M K H2PO,
11,876 g/l Na;HPOs .2 H20 - 9,078 g/l K H2PO4

9. Rang distilla suyu ils yuyulur, qurudulur vs ksiloldan
kegirilir.

10. Mikroskopla metafaza xromosomlarinda baci
xromatid miibadilssinin analizi aparilir.

Miixtalif tipli BXM-nin sxemi 4.5-ci gokilda verilmigdir.

a) b) c) d) e)
Sakil 4.5. Miixtalif tipli BXM ( Poryadkov va Antogsina géra, 1980):

a — miibadilasiz xromosom; b — terminal miibadils; ¢ - katerkalyar miibadila;
¢ ~ interkalyar va sentromer miibadila; d — sentromer miibadils nazara
alimpur, ona gors ki, preparat hazirlanan zaman artefakt olarag xromosomun
¢iyini da dayiss bilar; e - sentromerin yaxin sahasinds miibadila.

Bu metodla basqa laboratoriya heyvanlarinin kultura
olunan hiiceyralorindo BXM-ni 6yranmak olar, lakin bunun
icin hamin obyektin mitotik tsiklinin miiddatini vo BDU-
nun optimal effektli dozasim bilmak lazimdir. Metod
paralel olaraq xromosom aberrasiyasinin va baci xromatid
miibadilasinin analizi ilo yanagi ekstremal amilin mutagen
va konserogen tasirini 6yronmoays imkan verir. Bunun iiglin
har seydan avval iki tsik] replikasiya arzinds hiiceyrani BDU
va mutagenlo inkubasiya edirlar, bir replikasiya tsikli kegon
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materialin bir hissssini iss Xromosom aberrasiyalarinin
analizi iglin fikss edirlor. Bundan slavs ¢in dag sicaninin
hiiceyrs kulturalar iizerinde mikroniivalora gérs eyni vaxtda
baci xromatid miibadilasini ve Xxromosom aberrasiyasinin
oyranilmoesi metodu islonib hazirlanmsdir (Heddie, Lay,
1979). Miolliflor gostormislor ki, mutagenin tssirindon
sonra ikinci mitozda BXM-nin analizi vaxtda paralel olaraq
birinci mitozda asentrik fragmentlardon amslo golon mik-
roniivalari saymagq olar.

Poryadkova va Antosina (1980) tarafindan fulyuroxrom
istifado olunmadan xromatidin diferensial ronglonmsasins
gora dag sicanminin hiiceyralorinde BXM-ni miiayyan etmok
metodikasi verilmisdir. Metod ondan ibaratdir ki, iki tsikl
replikasiya orzinde 5 BDU - miihitinds becarilon hiiceyra
Xyuxst-33258 ranglayicisi ila ronglonmadon ultrabanévsoyi
siialarla isiglandinlir va azur-eozinls ranglonir.

Daha yaxs1 naticoys tocriiboni asagidaki sxem iizra
apardiqda 37°C-ds 28 saat orzinds Iqla miihitina glyutamin
tursusu, 15 faizli 6kiiz zerdab1 va 105 M qatihgda 5 BDU
slava etmoklo inkubasiya edilir. Fiksasiyaya 2 saat qalmis
kolxitsin slavs edilir. 0,075 M kalium xlor mahlulu ils hipo-
tonizasiya olunur va etanol sirks tursusu (3:1) qansiginda
fiksa edilir.

Preparat soyuq, namli siigo iizorinds havada qurutma
tisulu ilo hazirlanir, sonra onu barabar qarisigh 0,3 M
natrium xlorid va 0,03 M natrium sitrat ils isladilir vo Petri
sigada civa lampas: ilo (DPT-375) 15 SM masafadan 15-20
dsqigs miiddstinda isiglandirihir. Preparat su ilo yuyulur,
qurudulur va3 0,05 M fosfat buferinds (pH 6,8) hazirlanmis
0,1 faizli azur II va eozin natrium mohlulu gansiginda 5-6
daqigs miiddstinds ranglanir. Preparat ranglanmazdan avval
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rong asagidaki qayda iizro hazirlanir: 15 ml fosfat buferins
0,05 Mp H 6,8/m eozin va 2,5 ml azur II olave edilir.
Preparat ronglondikdan sonra axar su ils yuyulur vo quru-
dulur. slorin bu ciir ardicil aparilmasindan sonra miallifler
ikinci mitozun metafaza xromosomiarinda baci xromatid-
lorinin keyfiyyatli diferensial ranglonmasins nail olmuslar.

Laboratoriya heyvanlarimn limfosit kulturalarinda BXM-
nin analizi. Kligerman miislliflorls birlikds (Kiigerman et al,
1981) heyvanlan 6ldiirmadon BXM-ni analiz etmak ligin
sada, miinasib metod isloyib hazirlamiglar. :

Sicovulun/Fischer-344 xattindsn olan erkaklors kimyavi
mutagen madd» ilo tasir edilir va sonra miixtalif vaxtlarda
punksiya ils iirakdsn 1 va 2 ml gan alinir. Limfosit bir nega
dofs fosfat buferinds (pH 7,4) yuyulur vo torkibinds 2-4
mkg/ml FQA olan RMU 1640 miihitinds becarilir. Limfosit
eyni zamanda 199 gidal miihitds vo yaxud da FQA slavs
olunmus 10-15 faiz 6kiiz zordabi olan Iqla miihitinds do
kultura oluna bilar. Kulturanin 24-ci saatinda, yani S dov-
riiniin baslangic marholasinds kulturaya 5-BDU (1,0 mkM)
daxil edilir. Limfosit kulturasimn 56-c1 saatinda kultura
fiksa edilir, quru-hava preparati hazirlamr. FPQ texnikasi
komakliyi ilo ronglonir vo metafaza Iovhasinde BXM-si
analiz olunur.

Metod asafidaki ustiinliiklors malikdir: hiiceyrslora in
vivo-da tasir edilir va tasirin naticasini bir heyvanin miixtalif
dovrlarinds geyds almaq olar.

Su heyvanlarinda BXM-nin analizi. Miiasir dovrdo BXM-
si testindan istifads edarok suyun genotoksik ¢irklonmasini
oyranmak iigiin sitogenetik metod islonib hazirlanmigdir. Bu
mogsadlo obyekt olaraq baligdan, kariotipinds az xremosom
olan midiyadan (mytilus edulis) va baligin (Ameca splendens)
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ilkin embrional toxumasindan alinmis somatik hiiceyranin
doyisdirilmis xattindan istifads edilmisdir.

Bu iisul eyni zamanda sularnn tomizliyinin todgiq edil-
masinda va induksiya olunmus mutagenezds 6z aksini tapa
bilar. Dlverisli miinasib obyekt iso Midiya sayilir. Tacriibani
garsiya qoyulan magsaddan asih olaraq iki iisulla aparmaq
olar.

Birinci halda suyun tomizliyini miioyysn etmok iigiin
midiyani tadgigatgini maraqlandiran suda saxlayirlar, sonra
iso 48 saat miiddatinds BDU-nun (6-10-5) sulu mshlulunda
saxlayirlar. Ekspozisiyanin axirina 6 saat qalmis kolxitsinlo
(0,04) tasir edilir, galssmadon bir hissa kasilir, sirke alkogo-
lunda fikso olunur. Xyuxset-Qimza tsulu ila ranglenir va
somatik hiiceyralordo BXM-ni analiz edirlar.

Ikinci halda iss midiya induksiya olunmus mutagenezdo
test-sistem kimi istifads edarkon onu birinci halda oldugu
kimi 48 saat miiddatindo BDU-nun (5-10-5 M) sulu moh-
lulunda saxlanir va eyni zamanda bu miiddst arzinds tadqiq
olunan ekstremal amills uzun va yaxud qisa miiddesta tasir
edilir. Preparatin hazirlanmas: isa yuxarida geyd olunan
ardicilhgla apanilir.

4.8. insanlarn limfosit qan kulturalarinda
BXM-nin analizi

Bu metodla miixtalif miihit amillari ilo tomasda olan vs
ekstremal amillorin tesirins moruz qalmus insanlarda (hans:
ki, normal saraitds homin amillsrlo qarsilasmayiblar) gene-
tik doyigilmalari miiayyan etmok olur. Saglam donorlardan
alinmis ganda induksiya olunmus mutagenezds bu iisulun
kémoayi ilo toedqiq olunacaq amilin ¢ox kigik miqdarda
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genetik toksikliyini miisyyan etmak olur. Bu metodla alinan
naticalorin insanlara samil edilmssi ila insanlar vaxtinda
mutagen amillsrin tasirindon qorumagq olar.

BXM-nin analizi iigiin makrometod sxemi iizrs insanda
venoz qandan istifads edilir. Kultura mshlulu asagidaki
nisbatdo geyd olunan ganisiglardan hazirlanir. 40 ml 199
qida mihiti, 10 ml &kiiz zordabi (va yaxud IV qrup) AB
(insan zordabi) — 100-200 vahid penisillin — 50-100 — vahid
ml streptomitsin. Plazma kultura miihitinds 1:3 nisbatinds
qansdinlir va 10 ml mshlula 0,2 ml FQA («Wellcome» va
yaxud «Calbiochem») vo BDU slavs edilir. 199 gida miihitds
insanlarin limfosit gan hiiceyralorinin inkisafi tigiin BDU-
nun maksimum miqdan 0,5 mkg/ml-dir, lakin miisyyan
edilmisdir ki, onun qatiiginin 100 mkg/mi-> gadoar artmasi
BXM-no zaif tasir gostarir.

Tacriibi olaraq miioyyan edilmigdir ki, insanlann peri-
ferik limfosit qan hiiceyralarinden yiiksak keyfiyystli prepa-
rat almaq iigin BDU-nun qatihg 1-10 mkqg/ml daxilinds
olmahdir. Hazir suspenziya 2-2,5 ml penisillin siisslarins
tokiilir vo 37°C-ds termostatda 72 saat arzinds kultura
olunur. Hiiceyralorin siisalorin divarlarina yapigmamas tigiin
kultura olunan vaxt onu fasilasiz olaraq silkolamak lazimdir.
DNT olan mihitds BDU-nun fotolizinin garsisin1 almaq
ligiin mithits BDU daxil edildikdsn sonra penisillin siisasinin
agzint qara qapaqla va yaxud qalin qara kagiza bitkmok
lazzmdir. BDU olan miihitds kultura olunan limfositlarin 72-
ci saatda fikso olunmasi, preparatlardan 1-3-cii mitozda
olan, daha dogrusu bir, iki, li¢ replikasiya tsikli kegmis
hiiceyralori eynilogdirmays imkan verir. Preparatlarin rang-
lonmasindan sonra xromosomlarin 3 tip fliioressensiyasini
miisyyan etmoak olur (bax: gakil 4.4).
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Birinci halda hiiceyralor bir tsikl replikasiya miiddstinds
BDU-nun istiraki ile kultura olunduqda halloidlogmis asas-
lar DNT-molekulunun bir zancirina daxil oldugu iigiin
xromosomun hoar iki xromatidinds fliorensensiya barabar
gedir. BDU olan miihitds iki ardicil béliinms tsiklini kegan
hiiceyralorin metafaza xromosomlarindak: baci xromatid-
lori, polinukleotid zancirina daxil olan BDU-nun miqgda-
rinin miixtalif olmasi naticasinds geyri-barabor isiglanma
verir. BDU olan miihitds xromosomlarin ii¢ ardicil replika-
siyasinda xromosom yigiminin taxmini yarisinda diferensial
ranglonms miisahids edilir, galan xromosomlarda iss har iki
xromatid zaif fliorensensiya edir. Hiiceyrolorin I-III
béliinmasinin fiksasiyalarinda — (42-dan 72-ya gadar) BDU-
nun istiraki ila kultura olunan limfositlorda miiayyan
olunmusdur ki, I béliinan hiiceyralar (diferensial ranglonan
xromatidlar) 48-ci saatda 3% — 72-ci saatda is3 bels hiicey-
ralorin migdar1 {imumi metafazanin 40%-ni toskil etdiyi
halda, IIT boliinan hiiceyralarin miqdari iss 33% tagkil edir.

Mutagen amillorin sitogenetik toksikliyini BXM-nin
tezliyini artirmaqla, hiiceyronin mitotik aktivliyini doyis-
dirarak diferensial ranglonmis metafaza hiiceyralorinin xro-
matidlorini modifikasiya eds bilor. Bela ki, benzen-kate-
xolun va hidroxinonun 0,2 ml gatiligda metabolitlori BXM-
in 5 dofs artirmaqla, hiiceyronin boliinma tsiklini 24 saat
yubada bilar. Belo olduqda fiksasiya vaxtini empirik yolla
segmoklo, diferensial ranglonmis xromatid hiiceyralorinin
izo ¢1xma vaxtini miisyyan etmok lazimdir.

Hiiceyralarin fiksasiyasina 2-3 saat qalmis miihits (Xenk-
sin goffaf mohluluna) 0,02-0,1 mkq/ml kolsemid slavs edilir,
sonra iso hiiceyralori 15-20 daqgiga arzinds 0,075 M KS-la
hipotonizasiya olunur va metanol-sirks fiksatoru (3:1) ilo
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fiksa edilir. Preparatlar quru hava metodu ilo hazirlanir. Bir-
iki preparat nimuns igin asetokarmin ilo renglonir va
onlarin keyfiyyati yoxlanilir. Baci miibadilslorini geyd etmok
tiglin preparat FPQ-texnika ilo ronglonir va dag si¢anlarinin
hiiceyralorinin diferensial ronglonmasi vasitaesilo BXM-nin
analiz olunmasi metodu sxemins uygun aparilir.

Korenberq va Fridlender (Korenberg, Freedlanger, 1974),
sonralar iso Cebotarev omokdaslarla (1978) birlikde dag
sican1 hiiceyralorinin kulturalarinda baci xromatidlarinin sa-
bit diferensial ronglonmasini va Xyuxest 33258 flyuroxrom
istifads olunmadan, insanlarin periferik limfosit gan hiicey-
rolorinin qisa miiddstds kulturasimin alinmasi metodunu
isloyib hazirlamislar. Bu sads va yiiksok effektli metod
olmagla o biri metodlardan slverisli olmasina va az material
sorf etmoakls, genis migdarda reaktivlorden istifade olun-
masina imkan verir.

Quru-hava metodu ils hazirlannig xromosom preparat-
lan ronglonmozdan avval 24 saatdan az olmayaraq 37°C-ds
termostatda saxlamir vo sonra asagidaki gayda iizra rong-
lanir. Preparat 5 daqigs miiddatina Zyarensenin pH 6,7 olan
fosfat buferinda 0,005-0,01%-1i akridin narinci mahluluna va
yaxud 10 dogigs middstina 105 M onun sulu mohluluna
qoyulur, su ilo yuyulur va qurudulur. Sonra preparat homin
buferin vo yaxud 0,07 M Na;HPO; mshlulunun nazik
toboqgasi ilo ortiliir. Hiiceyrs 30-40 sm mosafadon 10-20
daqige arzindo ultrabandvseyi siia ilo isiglandirtir (ekspo-
zisiya miiddsti empirik yolla segilir), axar suda yuyulur.
Insan limfositi 5 doqigas ve dag sicaminin limfositi iso 30
daqigs otaq temperaturunda saxlanilir (barium hidroksinlo
uzun miiddat isladikds va temperatura yiiksok olduqda) har
iki xromatid zoif ranglonir va diferensial ronglonma nazars
carpmur.

188



4.9. Bitki hiiceyralorinds BXM-nin analizi

Hazirda miixtalif nov bitkilorin meristem hiiceyralarinda
spontan vo induksiya olunmus BXM-nin geydo alinmasi
i¢lin preparatlarin hazirlanmasina dair bir ne¢a metod
moéveuddur. Bu metodlarin bir gisminin ssasin iso momali-
lorin hiiceyralarinin BDU ils inkubasiyasindan sonra BXM-
nin analizi ti¢iin yuxarida tasvir olunmus hiiceyralorin FPQ-
texnika ilo ronglonmosi toskil edilir. Farqlondirici cohat
ondan ibarstdir ki, bitki toxumalan fiksasiyadan sonra
pektinaza fermenti il iglonmoali va spirtin todricon zaif
gatihglarindan kegirilmslidir.

Bitki hiiceyralori xromatidlorinin diferensial ronglonma
metodu Vicia faba toxumlarimn ciicortilari izerinds islonib
hazirlanmugdir (Kihlman, Kronberg 1975). Sonralar isa Vicia
faba, Allium cepa va bagqa bitki test-obyektlori iiglin bu
metodun spontan vs induksiya olunmus mutagenezin tod-
qiqi Ug¢lin bir sira modifikasiyas: iglonib hazirlanmisdir
(Kihlman, Sturelid, 1978); Schvatuman et all 1981;
Andersson 1981; Andersson et all 1981; Cortes et all 1983).

Asagida bitki hiiceyralori xromatidlerinin diferensial rong-
lonmasi metodu verilir ki, bunun da ssasini bagqa miialliflar
torofindon modifikasiya olunmus Kilman va Korenberq
(Kihlman, Kronberg 1975) sxemi tagkil edir.

1. Vicia faba-nin yan ciicortilori 16 saat (bir tsikl
replikasiya) miiddatinds 100 mk M 5-BDU, 0,1 mkM 5-
FDU (5-flordezoksiuridin) va 5 mkM uridin qansiginda adi
suda ciicardilir. ,

2. Ikinci tsikl replikasiyada iss (sonuncu 16-c1 saat)
clicorti 100 mkM timidin va 5 mkM uridin qanigig1 olan sulu
mohlulda ciicordilir.
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Ogor tadqgiq olunan mutasiya indikatoru, hiiceyra proli-
ferasiyasinin vaxtimt modifikasiya edirss, onda ciicartinin
timidin va uridin miihitinds galma vaxtin1 18-21 saat
uzatmagq olur vo fiksasiya miiddati iss empirik yolla segilir.

3. Tadqgiqat islerinin mogsadindan asih olaraq muta-
genls tasir, ikinci tsikl replikasiya miiddstinds vo ya 16 saat
arzindos vs ya impulsiv olaraq 0,5-2 saat arzinds aparilir.

4. Fiksasiyada 3 saat qalmis ciicartilor 0,05%-li kolxitsin
mohluluna kegirilir. Ciicortinin kokciiklari soyuq (4°C)
metanolla sirks tursusu garisiginda (3:1) fikss olunur.

5. Ciicarti fiksasiyadan sonra 0,001 M sitrat buferinda
(pH 4,7) yuyulur, limon tursusu (CeHsO7-H>O) sitrat
natrium (Na3CsO7-2H20) va bu buferds hall olmus 0,5%-li
pektinaza ilo 75 daqiqs 27°C-ds inkubasiya edilir.

6. Kokciiyiin meristem hissasi agya siisasinin iizarina
goyulur, bir damla 45%-1i sirka tursusu alava edilir, azilir va
ortiicli sligo ilo Ortiiliir. Sonra agya slisasi quru buz iizorina
qoyulur, ortiicii siige xaric edilir va preparat asagidak: ardi-
cilligla etanol mohlullarindan (100, 95, 85, 70, 50 va 30)
kegirilir.

7. Preparat RNT-za mohlulunda nom kamerada 60
doqigo inkubasiya edilir. RNT mshlulu asagidaki qayda
iizro hazirlanir. 1 mq RNT 10 ml 0,5xSSC-ds hall edilir
(0,075 M - 0,075 M sitrat natrium). Hazirlanmis bu
mahluldan 0,2 ml gétiirib preparatin istiine goyulur va
Ortiicii siigo ilo Ortiiliir.

8. Preparat 0,5xSSC-da yaxalanir va 20 daqiqs arzinds
Xyuxst 33258 ils ranglonir (ronglayicinin gatiig 0,5 mkqg/ml
0,5xSSC).

Flyuroxrom mahlulunun hazirlanmasi. a) 1 mq Xyuxst 1
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ml etil spirtinds hal! edilir; b) bu moahluldan 0,1 ml gétiiriib
200 mi 0,5xSSC-y» slavs edilir.

9. Preparat distillo suyu damlasi igarisina gqoyulur, ortii-
cii sligo ilo ortiiliir vo isiqda ekspozisiya olunur vs yaxud da
ultrabondvsoyi siialarla siialandirihir (preparat siialandirilar-
kon ortiicii siiga ilo baglanmur). Ekspozisiya miiddati tacriibi
yolla segilir.

10. 0,5xSSC — mohlulunda 55°C-da 60 daqigs inkuba-
siya olunur, 0,017 M, fosfat buferinds (pH 6,8) yuyulur va
hamin buferds hazirlanmis 30 faizli Qimza mohlulu ils 6-7
daqiqa ranglonir.

11. Fosfat buferinds, distillo suyunda yuyulur vo
havada qurudulur.

Standart Fyulgen reaktivi ilo (Tempelaar et all 1982)
ranglonmsi Vicia faba-nin meristem hiieyralorinds BXM-nin
sitofotometrik analiz metodu 6ziiniin sadsliyi ils farglonan
metodlardan biridir.

Yuxarida geyd olunan metodikaya uygun olaraq miioy-
yan marhslodan va fiksasiyadan sonra ciicartinin kokii 28°C-
ds 5n HCl-da 40-70 daqige hidroliz olunur (har bir obyekt
U¢iin hidroliz middati fordi secilir). Sonra material 5-10
daqige yuyulur va standart Fyulgen reaktivinds ranglonir va
ozilmis preparat diizoldilir.

Laboratoriya heyvanlarinda in vivio-da BXM-nin analizi.
Otraf mihitin mutagen amillorinin in vivo-da sitogenetik
toksikiliyini analiz etmak iigiin obyekt olaraq oksar hallarda
moamolilordan: Suriya va ¢in dag si¢anlarindan, ev dovsan-
larindan, xatli va cins olmayan sigovul va sicanlardan, az
hallarda iss itlordon va meymunlardan istifads edilir. Son
illor isa tadgigat moagsadi ilo daha bir obyektdan do
(Muntiacus muntjac) genis istifade edilir. Bu obyektin
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miisbat keyfiyyat gostaricilorinden biri onun hiiceyralarinds
xromosom sayimin az olmasidir. Bunlarda diploid xromo-
som yigimi 6-dir (2n=6). ;

Otraf miihitin amillorinin genetik tssirini dyronmok
{iciin todgiqatlarin, obyekt olaraq in vivo va in vitro-da
momblilor iizorinds aparilmasi naticasinds alinan molumat-
Jan insanlara da samil etmak olar. Otraf miihitin mutagen
faktorlarinin in vivo-da memolilor Gizerinds yoxlanmasimin
miisbat cohotlorindon biri da ondan ibarstdir ki, burada
mutagen faktorlarin optimal klassikliyi hagqinda miisyyan
malumat slds etmak olur. Ogor kultura olunan hiiceyralords
mutagen va kanserogen amillorin tasiri hiiceyrs soviyyasinda
yranilorsa, mamalilords in vivo-da is3 bu tam orqanizm
soviyyasinda dyranilir, hansi ki, onlar reperativ, immun va s.
miidafisedici sistems malikdirlor.

Fiziki, kimyavi bioloji amillorle indukss olunmus
mutagenezds BXM-nin analizi, BDU heyvanlara daxil
edildikdon sonra va elaca do BDU daxil edilons qodar
asagidaki sxem lizro apanlir.

1. Birinci halda BDU heyvanlara iki tsikl replikasiyaya
borabar vaxt dévriinds daxil edilir. Tkinci halda heyvanlara
ilk anda todqiq olunan madds ils tssir edilir vs sonra iso
BDU daxil edilir.

Bozi hallarda madds mutagen effektlo yanasi mitodep-
ressiv xiisusiyyato malik olmaqla, mitotik tsiklds hiiceyre-
lorin ayr-ayr mitozun fazalarina daxil olma siiratini zaifle-
dir. Bu isa 6ziinii mitotik tsiklin miivaqgati parametrlorinds
gostorir. Bunlari nazere alaraq empirik yolla hiiceyra
boliinmosinin vaxta gors forgini askar etmok vo heyvan
orqanizmina BDU-nun galma miiddstini uygun olaraq
artirmaq lazimdur.
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Tadqgigatin magsadindan va analiz olunan toxumadan
asih olaraq BDU heyvan orqanizmins birdafslik, fraksiya-
larla (miisyyan dovr arzinds hissa-hissa) vo uzun miiddatli
daxil edilir. BDU-nun orqanizms daxiledilms iisullar asag-
dakilardir: peroral, (qida borusu ils), venadaxili, azalodaxili,
dori altina hab vo yaxud qranula implantasiyasi vs s.,
heyvanlarin néviindan va garsiya qoyulan mogsaddan asili
olaraq BDU-nun dozasi miixtalif ola biler. Tacriibi yolla
misyyan edilmigdir ki, BDU-nun siganlar {i¢lin minimum
dozas1 2,2 mkqg/q saatdan 135 mkq/q saat, ¢in dag sicam
iiclin 2,5-10-5-4-10-5 M-dir.

2. Tadqiq olunan maddsnin moahlulu orqanizms yuxa-
rida geyd olunan iisullara uygun aparilir (rentgen vs yaxud
ultrabondvsoyi siialarla islomok lazim goldikds iss biitov
badan va yaxud badanin ayri-ayn hissalari stialandirilir).

3. Heyvanlann 6ldiirilmoesins 2-3 saat galmis metafa-
zada xromomslarin giitblora ¢akilmasinin qarsisim1 almaq
iigiin kolxitsindan (0,4 ml 300 mkqg/ml), kolsemindan (2,5-10
mkq/q, vinblastdan (0,2 ml 0,9992%-li mahlul) va yaxud da
demokolisindan (1,4 mkq/q) istifads edilir.

4. Heyvanlar oldiriiliir vo avvalcadon qeyd etdiyimiz
tisul iizra lazimi orqanlardan quru-hava preparati hazir-
lantr.

Qarsiya qoyulan maqgsaddan va tacriibadan asili olaraq
analiz iigiin asagidaki materiallardan istifado edilo bilor:
heyvanin siimiik iliyi hiiceyralori, limfositlori, bagirsaq
toxumasi, gara ciyor, spermotoqoniyalar va s. Tacriibada
disi heyvanlarin bogazliq dévriinds iss analiz li¢iin material
ana va embrion orgam gotiiriils bilar.

5. FPQ - texnika vasitasi ilo diferensial ronglonmo
aparilir-vo metafaza 16vhalorindo BXM-si analiz edilir.
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Vaxta gonast maqgsadi ilo genotoksikliyi tadqgiq olunan
amilin orqanizma BDU - daxil edildikdan sonra verilmasi
Torigo va onun smokdaslan terafindon toklif edilmisdir
(Torigoe et al, 1980) BXM-nin analizi simik iliyi
hiiceyralorindon hazirlanmus preparatlarda aparilmsdir ki,
homin preparatlar asagidak: qayda iizrs hazirlanmgdir.

1. DNT-ys daxil olan BDU-nun miqdarni1 artirmaq
iiclin 6-9 hoaftolik siganlara badan ¢akilarina gors 0,4 mq/q 5-
flordezoksiudiedin verilir.

2. 3 saatdan sonra garina avtomatik nasos vasitasi ilo
BDU daxil edilir (qatiiq 4 mqg/ml, verilmas siirati 2 ml ¢
miiddati 6 saat).

3. Orqanizma BDU daxil edildikden 15 dagigs sonra,
sitogenetik toksikliys malik olan siklofosfamid daxil edilir.

4. 30 saatdan sonra kolxitsin daxil edilir, sonra iso 3
saatdan sonra sigan dldiriliir vo siimiik iliyi gotiiriiliir.

5. Materiallar fosfat buferinds pH 7,0 olmaqgla 12
daqigs miiddstinds Xyuxst 33258 ilo ronglonir vo quru hava
preparati hazirlanir.

6. Preparat igorisinds homin bufer olan Petri gablara
kecirilir vo 10 sm mosafodon 200 vt-liq civa lampas: ilo
sialandirihir (bu iss preparatin «yetismsi» iigiin tolob olunan
dovrii taxirs salir).

7. Preparat 60°C-ds 15-30 dagiga 2xSS°C mshlulunda
inkubasiya edilir va 3%-1li Qimza ranglayicisi ils (pH 6,8) 30
dsqiga ranglanir.

Kram omoakdaslan ilo (Kram et al, 1979) DNT-ni
zadaloys bilon teratogenls induksiya olunmus dolin va
ananin (in vitro) toxumalarinda BXM-ni tez miisyyan etmak
iiciin metod isloyib hazirlamislar. Bir ¢ox teratogenlor 6z
tosirini  miixtalif organlara vs hamilsliyin ayri-ayn
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morhalolorine gostorir. Bu isa déliin inkisaf dovriinda
miixtalif lizvlerin hiiceyralorinin kimyavi mutagen madds-
lara hassaslhigini miisyyan etmaya imkan verir.

Mislliflorin toklif etdiklori sxemos uygun olaraq bogaz
sicanlara (metodika S 75 BL — 6J xottindon olan siganlar
iiclin hazirlanmigdir) venadaxili 24 saat arzinds 50 mqg/kq
intensivlikds BDU verilir. Tadqgiq olunan birlasmas iss BDU
organizma daxil edildikdan 1 saat sonra venaya daxil edilir.
Heyvanlarin 6ldirilmasine 1 saat qalmus 2,5 mkg/q
kolsemid inyeksiya edilir.

Gotiiriilmils dol ve miixtalif {izvlorin toxumalarindan
gotiiriilmiis hissaciklor 0,2%-li kollagenaza mashlulunda
inkubasiya edilir.

Hiiceyranin alinmig suspenziyasi 0,07 M HCIl-mashlulu
ilo islonir vo metanol sirks fiksatoru (3:1) ilo fikss olunur vo
quru hava preparati diizoldilir. Material 4-6 diamino-2-
fenilindol (10 mkg/ml) ila ranglanir va flioressent mikrosko-
punda tadqiq olunur.

4.10. Salmonellada gen mutasiyasimn analizi

Son zamanlar straf miihit amillorinin gen mutasiyasi
soviyyssinde mutagen aktivliyinin va genetik tasirinin
Oyronilmoasindo qisa miiddstli vo yiiksok hossashga malik
testlordon genis istifads edilir.

Genotoksiki amillorin tosiri ilo gen mutasiyalarinin
Oyranilmasinds prokoriot orqanizmisrdon - bakteriyalLar-
dan (Salmonella typhimurium, Escheriochia coli, Bacillus
subtilis), eukoriotlardan —~ maya  goboalaklorindon
(Saccharomyces cerevisieae, Schizosaccharomyces pombe),
gobaloklardan (Aspergillus nidulans, Neurospora crassa),
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heyvanlardan (Drosophila melanogaster) istifads edilir.

Biz asagidaki prokariot (Salmonella typhimurium) vs
eukariot (Saccharomyces cerevisieae) test-sistemlords gen
mutasiyalarnin Oyronilmosinds istifade olunan metodlar
iizorinds dayanacagiq. Bozi texniki konarlanmalan ¢ixmag-
la birinci metodun tatbigi biitiin mikroorqanizmlor tg¢lin
eynidir, ikinci metod iso ibtidai eukoriotlar tgiindiir. Biz
eyni zamanda diinyanin basqa elmi laboratoriyalarinda
genis s6hrat tapmis va eyni zamanda kosmik uguslarin elmi
tadgigatlarinda test-sistem kimi istifads olunan Arobidopsis
thaliana-da gen mutasiyalarimin analizi metodu ilo tams
olacagiq.

Otraf mithit amillarinin genetik tasirinin 6yronilmasinda
test-sistem kimi gotiiriilon drozofills igloma metodlan haq-
qinda atrafli malumatlar bir sira darsliklords, elmi asarlords
genis sorh edilmisdir.

Qeyd etmok lazimdir ki, bakteriya kulturalari, maya
goboaloklari il mikrobioloji iglar texnikasinda va eloco do har
hansi bir kultura olunan hiiceyralorlo isloyan zaman
maksimum tomizliys xiisusi riayst etmok lazimdir. Daha
dogrusu isin biitiin moarhalalori iiclin laboratoriya gablari,
miihit mahlullan steril olmagla, isler steril bokslarda apa-
riir. Stamm kulturalan ils biitiin manipulyasiyalar iss spirt
lampasinin alovu yaxinliginda aparilmahdir.

Prokariot orqanizmlorls tadqigat iglorinds amillarin
ilkin genotoksikiliyini, onun mutagen aktivliyinin keyfiyyst
vo komiyyat xarakteristikasini Syrsnmok iclin g¢ox vaxt
Eyms midlliflorle (Ames et all, 1973) aldigy bakteriya
stammindan (S. typhimurium) istifads olunur. Bu obyektin
asas iistiinliiklarindan biri onunla iglams metodunun sadaliyi
vo noaticalorin tez alinmasindan ibarstdir. Eyni zamanda
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bunlarda generasiya miiddoati az yeni, 30-60 dagiga va
miihitds koloniyanin bdyiimasi bir giin oldugu {i¢iin vaxta
gonasto gors ds gox alverislidir.

Eyms torafindon alinmig, mutagen amillors qarsi super-
hassas olan S. tyhimurium stamminda DNT-nin zodalonmosi
naticesi kimi histidin operonunda dérd mutasiyadan biri
olur ki, bu da genetik kodda (frameshift — mutasiya) aks
mutasiyaya goras mutageni testlogdirmaya va bir ciit asasin
avaz olunmasina imkan verir:

Genomda delesiyanin, biotin operonu va Uvr genin
olmasi naticasinds DNT-nin ekssizion reparasiya sistemi 6z
shomiyyatini itirmis va buna géra do stammn mutagenin
tasirina qars1 hassashg yiiksolmisdir. Bakteriyanin qilafinda
lipopolisaxaridin (Jps) miqdarim asag salan rfa va gal-
mutasiyas1 yaradilmigdir ki, bu da membrandan yiiksok
molekullu maddslorin daxil olmasina imkan verir. Geno-
toksiki amillerin tadqiqi iigiin istifads olunan stammin TA-
nin genotipi asagidaki cadvalds verilmigdir.

Cadval 4.1
Mutanatlann tadqigi figiin istifada olunan
TA-stammnin genotipi (Ames et all, 1973).
Olava mutasiyalar Stammda histidin mutasiyalari
JPS Repeir his 46 his C207 his C3076 his 3052
+ + his 46 his C207 | his C3076 his 3052
+ Uvrf TA 1950 TA 1951 TA 1952 TA 1534

gal Uvrf TA 1930 TA 1931 TA 1932 TA 1964
rfa Uvrfg TA 1935 TA 1536 TA 1537 TA 1538
rfa + TA 1975 TA 1976 TA 1977 TA 1978

x/Biitiin stamlar Z T-2, S. typhimurium stammindan
amolo golmisdir. Baslangic gen «+» ilo isars edilmisdir.
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Delesiya (A) Uvrp sahasi nitratreduktaza (Chl) va biotin
genlorini birlogdirir. Stamlar gal (hamginin rfa uvrB) gal, chi,
bio, uvrp sahalorinds bir delesiyaya malik olur. Stamm rfa
ekssizion reparasiya sistemi ilo (repair +) gal sahasinds
mutasiyaya tutulur.

TA1535 qrupunun stamlan (TA 1535, 1536, 1537,
1538) rfa va uvrf tip mutasiyaya tutulmuslar va mutagenezs
hassas olmalarina gora Eyms bunlan in vitro-da mutageni
vo kanserogeni miisyyan etmok iiglin toklif etmigdir. TA
1575 grup stammlan mutasiyaya vs letalliga gora reparasiya
effektini yoxlamagq ii¢iin istifads edilir. TA 1950 vo TA 1530
qrup stammlari in vitro-da mutagens az hassasdirlar, lakin
in vivo-da is9 aksina.

TA 1535 vo TA 1950 stammlarinda ciit asaslarin avaz
edilmasi kimi mutasiyalarin dyranilmasinds istifado etmak
olar, lakin TA 1538 va TA 1534 5ks mutasiyalann
Oyranilmasinds istifads edils bilar.

Oksor mutasiyalarin geyd edilmasinds histidin asih
stammlardan istifads etmaklo Eyms testinds histidin olan
gidali mithitds mutant S.typhimurium inkisaf etmosindan
istifada edilir: histidin olmayan miihitds iso onlar inkisaf
etmirlor. Histidin lokusunda oks mutasiya bas verdikds
stamm histidin olmayan miihitds inkisaf edir. 9ks mutant
koloniyalarin sayina goérs Oyranilon amilin mutagenliyi
miioyyan edilir.

Tadqgiqatin moagsadindon asili olaraq amilin geno-
toksikiliyi 6yranilorkan, asagida geyd olunan testlordon biri
v onlarin miixtalif kombinasiyalardan istifads edilir:

1) Tadqiq olunan amilin metabolizmini aktivlagdirmak
va aktivlagdirmamakls in vitro yarimmiqdar testi.

2) Tadqiq olunan amilin metabolikliyini aktivlasdirmak
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va aktivlagdirmamakls in vitro miqgdar testi.

3) Araliq sahibin (mamalilorin) istiraki ilo in vivo testi.

Son zamanlar kimyavi birlogmalarin mutagen aktivliyini
agkar etmok iigin Eymes stammu ilo yanast Luria va
Delbryuk (Luzio, Delbriicl 1943) fluktuasion test (flyctuatio
— kanarlanma) islayib hazirlamuslar.

Fluktuasian testin asas xiisusiyysti ondan ibaratdir ki,
clizi miqdarda amin tursusu olan mihitds indikator
organizm va tadqiq olunan madds qarsthgh slagads olurlar,
mutasiya bas verdikds miihitds olan sokor sarf olunduguna
goéro miihit tursulasir ki, naticade sinaq siisalorinin bazile-
rinds indikatorlarin rongi dayisir.

Qeyd etmok lazimdir ki, fluktuasion testin Eymes
testina nisbatan hassas olmasina baxmayaraq o ¢ox zohmat
tolob edir.

Sadaladigimiz testlordan istifads etmakls asagidaki toc-
riibonin daqiq sxemin va naticalorin hesablanma isullar:
verilir.

Testlordan in vivo stamm kimi TA 1950 vo TA 1534-don
istifads edilir. Hor iki stamda rfa mutasiyas1 yoxdur, lakin
buna baxmayaraq onlar ekzsion reparasiyaya malik deyildir.

1. Metabolizmi aktivlogdirmadon preparatlarin qat
selektiv miihitds gen mutasiyasimn hesablanmasimn yarim-
migdar metodu. Metabolizmi aktivlegdirmadan preparat-
larin gati selektiv mithitds tadqigi metodu ilk dafs olaraq
Aerom va Sibalson torofindon (Ayer, Szibalaki, 1958),
preparatlarin yarim-maye agarin 4 st sothinds tadqiqi iso
Eyms omokdaslan ilo (Ames et all, 1973) birlikds toklif
etmislor. Sonralar bu metodlara miixtalif alimlar tarafindan
bir sira oslavalor edilmisdir. Belo metodlardan biri miisl-
liflarls birlikds Fengteynin (1977) toklif etdiyi metoddur.
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Gen mutasiyasimin yarimmiqdar metoduna bakteriya
stamm kulturas: 2%-li (20 q toz aqar 1000 ml stli-pepton
bulyonunda stli-pepton agart ilo 10 ml at-pepton bulyondan
kegcirilir va aerasiya edilmoazdan 37°C-ds 18 saat inkubasiya
edilir. Tacriibanin baglandigi giin 1 ml gecs kulturasi 19 ml
stli-pepton bulyonunda okilir vo sixligi 4-10% hiiceyra/ml
olana qgador silkalonir vo 37°C-da termostatda inkubasiya
olunur. Sonra kultura sentrifuqa siisasins koégiiriiliir va 15
daqiqa dovr etma siirati 5000 dovr dsgiga olan sentrifu-

qadan kegirilir. Sixligt 2,0-10° hiiceyra/ml olana gador 4 dofs
hall edilmis ¢okiintii maye miihitds suspenziya edilir.

Minimal miihit mohlulunun tarkibi (duzlu mohlul). Kom-
ponentlor asagidaki gostorilon ardicilhigla hall edilir: ig-
valentli natrium sitrat — 2,0,, K:HPOs3HO - 42,0q,
K>HPOs4 - 18,0 q, KN4/SO4 - 4,0 q, 1 litr distills suyu, pH
7.2.

Petri piyalasina 1,5%-li asagi minimal aqar (25 ml)
tokilir vo otaq temperaturunda 2 saat saxlanilir.

1,5%-li alt minimal aqarm tarkibi. Sulu aqar - 300 ml,
minimal maye miihiti 100 ml. 20%-li qlukozanin sulu
mohlulu, 1%-1i MgS0O4-7 H>O-nun 2 ml sulu mahlulu.

Sulu agar avtoklavda vo yaxud gaynar su hamaminda
aridilir va aridilmis agara yuxarida sayilan komponentlor
slava edilir. Petri piyalosine tokilmazdan avval garisifin
temperaturu 50-60°C-ya gador asagi salinir.

Yarizonginlogsmis yarimmaye aqar sinaq siisosinds
160°C-da su hamaminda oridilir. Sinaq siigesi aqarla
birlikdo 46°C temperaturu olan termostatll su hamamina
goyulur, 10-15 dogiqadan sonra yariranglosmis agar olan
sinaq sisesing 0,25 ml kultura slavs edilir.
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4.11. Yarranglosmis iist yarimmaye aqann torkibi

80 ml 0,7%-li yarimmaye minimal aqar (toz halinda 7q
aqar, 6 g NaCl, 1 1 distilo suyunda) su hamaminda aridilir.
10 sl 0,5 mM L-histidin, HCI (9,6 mq - histidin, xlorid
turgusu 100 ml distilo suyunda) vs 0,25 ml biotin (6,1 mq
biotin 100 ml distils suyunda) slava edilir. Kolbada olan
qansiq yingiil silkelenorsk garigdirilir vo 2 ml-lik sinaq
siisolorino tokiilir. Ciizi migdarda slave edilmis biotin va
histidin selektiv mithitds bakteriya bdliinmasini bir nego
dafs arturir.

Sinaq silisasinds olan maddolar alt aqarin iizorins to-
kiiliir vo Petri piyalssinds 30 daqigs otaq temperaturunda
saxlanilir. Sonra Petri piyalosinds iist aqarin sathinin
moarkazins sterillogdirilmis disk siizgac kagiz pargasi qoyulur
va onun uzarina 0,5 ml 1 va 10 mg/ml tadqiq olunan pre-
paratin mohlulu tokiilir vs termostatda 37°C-do 48 saat
inkubasiya edilir.

Tacriibenin variantinda har bir stamm iigiin iki gabdan
istifade olunur. Tacriibanin kontrolu temiz va pozitiv olur.
Tamiz kontrolda disk siizgac kagiz pargasinin iizarina 0,05
ml steril distillo suyu alavs edilir (4 gqabdan istifads edilir).

Pozitiv kontrolda isa TA 1535 stamminda ciit asaslarin
yerdoyisma tipli mutasiyasint yaradan nitrozametilsidik-
covhari vo TA 1538 stammunda triplet gargivasinin siiriis-
moasi ilo mutasiya amasls gatiran, dévlat geydiyyat nomrasi
012074 olan preparatdan istifads edilir. Disk siizgac kagiz
pargasinin {izarine qatihif: distils suyunda 1 mg/ml olan 0,05
ml nitrozametilsidikcévhori mohlulu ‘slava edilir, 012074
preparatindan iss hamin qatiligda dimetilsulfoksidds olan
mohluldan istifads edilir.

201



2. Metabolizmi aktivlosdirmadon, yarimmaye aqarin iist
sathind eyni vaxtda preparatla birlikdo test-kultura alavs
etmaklo gen mutasiyasinin tadqiq edilmasinin yarmmkamiyyat
metodu. Bu metod suda hsll olmayan mutagenlars tacriiba
aparnlarkan tatbiq edilir.

Igarisinde 0,6%-li yanrenglonmis agar olan sinaq
sisasing (6 q aqar tozu 1 litr atli-pepton bulyonunda hall
edilir) 0,25 ml bakteriya suspenziyas: va dimetilsulfoksidda
gatihg 0,1.0; 10; 100 va har Petri piyalssinds 1000 mkq olan
tadqiq edilacok preparatdan 0,1 mli tkilir.

Sinaq siisasi ovucun arasinda bir neg¢a dafs ¢evrilmakls,
icorisindo olanlar qarigdirihr, alt minimal agarin iizarina
tokiliir vo otaq temperaturunda borkimasi gozlanilir (30
daq).

Tamiz kontrol kimi yarim-maye agarin i{ist gatina daxil
edilmis 0,1 ml dimetilsulfoksiddan istifads edilir (4 Petri
piyalssi). Tacritbonin qalan hor variantinda isa 2 Petri
piyalssindon istifads edilir. TA 1535 stamminda pozitiv
kontrol kimi nitrozali sidik coévhorindon TA 1538
stammunda isa qatihigi hor Petri piyalosinds 100 mkq olan
012074 preparatin mahlulundan istifads edilir.

Yuxarida geyd olunan iki metodla aparilan tacriibslarin
naticalorinin hesablanmasi, tacriibs va kontrol Petri piya-
lasindan revortanin qeyds alinmasi ils aks mutasiya induk-

siyasina va histidine géroe auksotrofdan prototrofa (his |his)
dogru aparilir.

Petri piyalosinda bark selektiv miihitds tadqiq olunan
maddanin sitogenetik toksikiliyinin analizina kontrol
variantinda spontan mutasiya ilo bagh olan revertant
_koloniyasi, agar sathi boyunca barabor paylanmugdir va
adstan bu tacriibalards onlarin migdarn 10-20 koloniyadan
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artiq olmur. Mutagenin tasiri ilo diskdon miiayyan masafado
va yaxud bilavasits onun yaxinhginda revertant koloniya
halgesi amalo galir. Bazi hallarda induksiya mutasiyasinda
koloniyalar1 saymaq ¢otin olduguna gors koloniyalarin
miqdar1 sayillmur, tocriibenin noticesi iss vizual olarag,
tacriibbo gatlarinda revertant koloniyalarin olub olmamas:
«effekt var» (indeks «+») va yaxud effekt yoxdur (indeks «-
») ila qeyd edilir.

Yarimmaye aqarin st tobagasina daxil edilmis todqiq
olunan preparatin sitogenetik toksikliyinin analizinda tacrii-
bs va kontrol Petri piyalssinds revertant koloniyalar sayihr
va onlarn say nisbatlsrine gors preparatin mutagen aktivliyi
miiayyan edilir.

3. Metabolizmi aktivlogdirmakls in vitro-da gen mutasi-
yasmn hesablanmasimin yarimkomiyyat metodu. Mikrobioloji
test-sistemlardan istifads etmokls, amillerin genotoksikiliyini
misyyan etmok ig¢iin yuxarida istifado olunan metodun bir
sira gatismazhqlan vardir ki, bu da baslica olaraq mamo-
lilorin organizminds olan bir sira fermentlorin mikroorqa-
nizmlords olmamast ilo slagadardir. Bunun naticasinda
mikroorganizmlar yalniz «diiziina» mutagenlarin eynilasdiril-
mosinda test-kultura kimi istifads olunur, daha dogrusu
«diiziina» mutagenlar isa ilkin maddoanin aktivliyi ilo baghdir
vo buna gora ds aktivliyi miloyyan etmok iigiin metabolik
aktivlosma talob olunmur. Bu isa metabolik aktivlosms meto-
dunun islonib hazirlanmasina gador, test-mikroorganizm-
larin analizlorinds sshv-monfi cavablarin alinmasina sabsb
olmusdur vo amillorin in vivo vo in vitro-da metabolik
aktivlesmesi analizlorinds alinan noticslor bir-birina uygun
golmirdi.

«Diiziina» tesir tipli mutagenlardan farqli olaraq «diizi-
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nd olmayan» tasir tipli mutagenlorin aktivliyini miisyyen
etdikdo, metabolizm prosesinds amalo galon araliq va son
mohsullar reaktiv olur, ona goérs da aktivlessmonin miixtalif
metodlar: talob olunur. Metabolik aktivlosms promutagen
effektli mutagenliys transformasiyam stimuls edir va baglica
olaraq oksidaz sisteminin induksiyasinda istirak edir.

Miiasir dovrds promutagenlorin skriningi tglin S.
tuphimurium stammindan istifada etmaklos in vivo va in vitro-
da indikator kimi test amillorin metabolik aktivlesma
metodu islanib hazirlanmigdir.

Testlords in vitro qab kulturalannin inkubasiya qabag:
metabolik aktivatorlarla modifikasiyas: genis yayilmusdir.
Tadgiq olunan birlogmalorin mikrosomal oksidlogsma siste-
minin faaliyyati ii¢lin, metabolik aktivator kimi mamslilerin
toxuma v lizvlorinin homogenatinin va hamginin momo-
lilorin hepatsit ilkin suspenziya kulturalarnin koamillarls
birlosmasindan istifads edirlor. Bundan basqa kimyavi bir-
losmoalorin mutagenliyi tadqiq edilorkan inkubasiya qabag:
komutagen hormonla igloma metodundan istifads edilir.

Heyvanlarin orqanizminda metabolik aktivlesma vaxti
ksenobiotiklorin maddslor miibadilasine bir ¢ox amil tasir
edir, buna gors ds in vitro universal metabolik aktivlegdirma
sistemi toklif etmak miimkin deyildir. Bunu nazara alaraq
Sohv-manfi naticalorin miqdarini asagr salmaq ii¢lin miix-
talif kompleks aktivlagdirma sistemlarindsn, daha dogrusu
post-mitoxondri vo mikrosom fraksiyalarindan, tomizlen-
mis fermentlordon, mamsalilarin miixtalif hiticeyrs xastlorindan
va s. istifads edilir.

Metabolik aktivlegdirma vaxti istifads olunan har bir
bakteriyamin hsssasligi haqqinda Bridces smoakdaglan ilo
(Bridges et al, 1981) moruzalords, Kerklaan miisllfilarls
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(Kerklaan et al, 1983) mslumat macmuslorinds vermiglar.
Miislliflor gostarmislor ki, tadqiq olunan amillorin aktivles-
mosinds hepatosit va Sy fraksiyasinin rolu biitovliikds qara
ciyarin roluna nisbaton mshduddur. /n vitro-da metabolik
aktivlesdirmads hepatosito nisbatan So fraksiyasindan isti-
fads edilmasi daha moagsadsuygundur, bels ki, Sy fraksiyasi
olan miihitds kimyoavi induksiya noticasinde mutant amosls
golmosi daha yiiksak olur.

Belolikla, amillorin metabolik aktivlosma metodlarinin
miiqayisoli analizi gosterdi ki, miihito aktivator kimi So
fraksiyasinin daxil edilmasi daha shamiyyatlidir.

Metabolik aktivlesdirms ilo gen mutasiyalarnin in
vitro-da yarimkamiyyat metodu ilo hesablanmasinin ardicil
morhalalari, yuxarida geyd olunan metabolizmi aktivlesdir-
moadan naticslorin yarimkamiyyst metodu ilo analizinin
tacriitbasinds verilmisdir.

Burada forq yalniz ondan ibarstdir ki, tarkibinds pre-
paratin mshlulu vo bakteriya kulturasi olan yarnmmaye
aqann st sothino mikrosom aktivlesms gangign So slavs
edilir.

Tam mikrosom aktivlosmoa qarisig1 So fraksiyasindan vo
koamillordan, geyri-tam mikrosom aktivlosms qangigy iso
Sy fraksiyasindan vs koamillorin halledicisindan ibaratdir.
Tam mikrosom aktivlasms qarigiginin bir millimetrinds 0,3
ml So fraksiyasi, 8 mM MgCl, 33 mM KCI, 5 mM gliikoza-
6-fosfat, 4 mM NADF va 100 mM natrium fosfat (pH 7,4)
olur. Sinaq siisosino 45°S-do yumsaldilmis 2 ml iist aqarla
birlikda 0,1 ml bakteriya suspenziya kulturasi (2-3.10° hii-
ceyra ml) slavs edilir.

Sonra tacriiba sinaq siigesing tadqiq olunacaq prepa-
ratdan 0,1 ml mohlul slavs edilir, kontrola isos homin
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hacmds holledici va 0,5 ml tam va geyri-tam mikrosom
aktivlosma qarisig slava edilir. Hoar bir sinaq siigesi ovucun
icorisinda firladilmaqla qarigdirilir vo Petri piyalssinds alt
minimal agarn iizerins tokiiliir. Isi elo aparmagq lazimdir ki,
mikrosom aktivlosma qansiginin sinaq susesine daxil edil-
masi vo sinaq siigesindaki gangiglarin Petri gabina tdkiilmo
miiddati bir dogiqadan artiq olmasin.

37°C temperaturada 2 saathq inkubasiyadan sonra
gablarda his* revertant koloniyalar sayilir.

Pozitiv kontrol olaraq metabolik aktivlosma tasiri
moalum olan preparatdan istifads edilir. Xiisusan, Fonsteyn
amokdaglar ilo birlikds (1977) bels preparatlardan TA 1535
stamminda nitrozamorfolindan (100 vo 1000 mkq (Petri
piyalesi ), TA 1538 stamminda ise benzidindsn (100 v 1000
mkq) Petri piyalosi istifads edilmasini toklif edirlar.

4. Metabolizmi aktivlesdirilmadon gen mutasiyasimn
hesablanmasimn kamiyyot metodu. Asagida tosvir olunan
komiyyst metodunun yuxarida tesvir olunan metoddan
forqgi ondadir ki, mutantlarin miqdarnni hesablamagla
yanagi, preparatin tosirindan sonra sag galan hiiceyralerin
migdar1 da hesablanir, bu da induksion mutasiyalarin
hesablanmasina imkan verir.

Metabolik aktivlesmasiz testlords tadqiq olunan birlas-
molorin mutagen aktivliyini miieyyan etmok {igiin bakteriya-
nin geco kulturasindan 0,5% ml gotiiriib 50 ml atli-pepton
bulyonuna slavs edilir va 2,5 saat 37°C-ds qatihig1 2-108 hi-
ceyro/ml olana gadar becarilir. Sonra 15 dagiga 5000 dovr/
dagigoe olan sentrifuqada firladihr, ¢okiinti dord dofa duzlu
mohlulda hall edilmakls (pH 7,2) qatihig: 2-10° hiiceyra/ml
olana qodor suspensiziyalagdirihr. Sinaq siigesinda bir-
birindan 0,5-1,0 ardicilhigla forglonon minimum 5 qatihqda
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0,2 ml tadqiq edilon birlogsmaden vo 0,4 ml test kulturadan
ibarat sinaq qarigig diizaldilir. Qarisiq 37°C-do su hama-
minda 30 dsiqs inkubasiya edilir, sonra 10 dagiqs 5000
dovr/daqigs olan sentrifugada firladilir va alinan ¢okiinti
homin hacm hsll edilmis duzlu mshlulda suspenziya edilir.

Yasamaq qabiliyysti olan hiiceyralori miiayyan etmoak
ligiin yar1 ranglonmis, yarimmaye aqarin ust sathinds olan
suspenziya, 15%-li stli-peptonlu agara (15 gr agar tozu 1000
ml ats-pepton bulyonunda) vs prototrof revertant kolo-
niyalarn saymagq li¢iin 2%-1li minimal zaif aqar olan (900 ml
2%-1i sulu aqar, 300 ml duz moahlulu, 12 ml 1%-li MgSOs vo
30 ml 20%-li glikkoza) Petri gablarina akilir. 9tli-pepton
aqar olan Petri piyalssi 18 saat, zoif minimal aqar olan Petri
piyalosi iss 48 saat inkubasiya edilir.

Tacriiba vo kontrol variantlarinda yasamaq qabiliyyati
olan biitiin hiiceyralorin migdarindan revertant kimi miioy-
yan edilon mutasiyalarin hesablanmas: asagida geyd olun-
mus in vitro metabolik aktiviesms komiyyst metodu sxemi
izro aparilir.

5. In vitro-da metabolizmi aktivlosdirmaklo gen mutasi-
yasi hesablanmasimin kamiyyat metodu. /n vivo va in vitro-da
metabolizmi aktivlegsdirmakls kamiyyat testlorinds mutagen
aktivliyin toyin edilmesi metodu Fongteynls miislliflor
torafindan verilmisdir.

Obyektlords in vitro metabolik aktivlosma ilo tacrii-
balorin aparilmas: tigin homogen buferinds gatiligr 1,2-109
hiiceyro/ml olan bakteriya suspenziyas: hazirlamaq lazim-
dir: 0,5 Mm NADFQ mshlulu homogen buferinds; 160 Mm
MgCl, mohlulu homogen buferinds; sigan va yaxud
sicovullarin gara ciyarindsn homogen supernatnat.

Homogen buferinin hazirlanmasi. Tris-bufer: 01 M, pH
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7,5 olan 0,4 M tris mahlulu hazirlanir (12,16 q tris, 250 ml
distillo suyu). Bu moshlulun 50 ml-na 80 ml 0,2%-li HCI
mohlulu slavs edilir, pH 7,5-5 ¢atdirihr va 400 ml su alava
edilir.

0,5M saxaroza moahlulu: 42,8 q saxaroza 250 ml distills
suyunda.

Tris-bufer va saxaroza mohlulu su hamaminda 100°C-
do 30 dagiqe sterilizasiya edilir vo sonra soyuducuda sax-
lanilir. istifads etmazdan avval lazimi hacmdo 1:1 nisbatinda
gangdirihr.

Homogenin alinmasi iigiin ilkin amsliyyatlar yuxarida
verilmisdir. Ayrilmis qara ciyarin ¢skisi miiayyan edilir. O,
ehtiyatla soyuq saxaroza mohlulunda yuyulur, florlovhsli
dostoklo siiso homogenezatora kegirilir vo 3 qat hacmds
homogen buferinds homogenezasiya olunur. Homogen 0-
4°C-da 15 doqige 9000 dévr/daqgiga olan sentrifugada firla-
dilir. Isds 2 saatdan artiq olmayaraq soyuducuda saxlanilan
supernatantdan istifads edilir.

Tacrilbonin aparilmas: iigiin termostatda saxlamlan
kyuvetin gozciiklorinds olan penisillin siisesina ardicil olaraq
0,7 ml bakteriya suspenziyasi, 0,1 m! magnezium xlorid
mohluly, 0,2 ml NADFN va 0,3 m! homogen buferi slavs
edilir. Qarisigin homigs gangdiriimasi iiciin kyuvet firla-
dicinin istiine qoyulur. Qangiga tadgiq olunan mad-donin
mahlulundan 0,2 ml alava edilir va onu daima garisdirmagla
37°C-ds 30 daqige inkubasiya edirlor. Tadqiq olunan bir-
losmonin mahlulu slave edilmakls gedan reaksiyani, inku-
basiya gqangigina 2 ml soyuq homogen buferi slavs
edilmakls dayandinlir.

Selektiv revertanti miloyyan etmoak iigiin 0,25 m! tomiz
bakteriya suspenziyasi, termostath su hamaminda igarisinds
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0,6 faizli yarizonginlonmis maye aqari olan sinaq siisosina
slava edilir. Tamiz kontrol variantinda isa 0,25 ml hall
edilmamis bakteriya suspenziyasi paralel olaraq iist minimal
yarimmaye aqar olan sinaq siisasina kegirilir.

4.12. Ust minimal yarnmmaye agarin torkibi

80 ml yarimmaye minimal agar (7q aqar tozu; 6 q
NaCl;, 1000 ml-» gadar distille suyu) su hamaminda aridilir,
10 ml 0,5 biotin va 10 ml distills suyu slavs edilir.

Sinaq siisosinds olanlar tobagali 1,5 fajzli alt minimal
agar olan Petri piyalalorina tokiiliir vo 48 saat 37°C-ds
termostatda inkubasiya olunur.

Yasamaq qabiliyyati olan bakteriyalarin- migdarinin
hesablanmasi petri qablarda iki layda alt 1,5 faizli otli-
pepton aqgardan va iist yarinmmaye 0,5 faizli st pepton
aqardan ibarat tam gidah miihitde apanlir. Sonuncu 3 ml
sinaq siligesinds 100°C su hamaminda aridilir va tempera-
turu 46°C olan termostath su hamamina qoyulur. Yuxarida
geyd olunmus isulla hazirlanmis bakteriya suspenziyasi
yarimminimal maye miihitinde dérd dafs hall edilmis vo hor
birinden 0,25 ml gotiirmoakls igarisinds 0,6 faizli ot pepton
agari olan sinaq siigasins slava edilir.

Qanisiq 1,5 faizli alt lay otli-pepton aqar olan Petri
piyalasina tokiiliir, 30-40 dagigs otaq temperaturunda saxla-
nilir va sonra isa 18 saat miiddstins temperaturu 37°C olan
termostata qoyulur. | |

Preparatin mutagen aktivliyini miisyyan edoarkan,
tacriibays baslamazdan avval onun bakteriosidliyi hagqinda
molumat almaq lazimdir, bunun iigiin miialliflor 0,1; 1,0; 10;
100 va 1000 mkg/ml qatiiqda inkubasiya miihitindan
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istifads edilmasini taklif edirlor.

Paralel olaraq indikator mikroorqanizmlorin yasama
gabiliyyatlorini tam (homogen NADFN mohlulu) va geyri-
tam (homogen NADFN hoalledicisi) tadqiq olunan prepa-
ratla mikrosom aktivlosmo qansiginda inkubasiya etdikda
miioyyan etmok olur. Tomiz kontrol kimi, tadqgiq olunan
preparat daxil edilmadon tam vs qeyri-tam mikrosom
aktivlosma qarigiimin  inkubasiyasindan istifads edilir
(gqansiga tadqiq olunan maddanin hslledicisi daxil edilir).

Holledici kimi diametilsulfoksiddon istifads edsrken
gansiga distillo suyunda 20 dofo durulagdirilmis reaktivdan
0,2 ml slavs edilir. Pozitiv kontrol kimi tacritbsnin modifi-
kasiyasindan istifads etmoklo metabolik aktivlosmo ilo
mutagen aktivliyi molum olan birlesmalardsn istifada edilir.
Fasilosiz olaraq ganigdirilmis inkubasiya qangiginda bak-
teriyalarin migdarini hesablamaq tigiin bakteriya suspenzii-
yalarindan miixtalif qatihglar hazirlanir va igorisindo otli-
pepton agari olan Petri piyalalorinds akilir (har variantda 2
Petri piyalosi ). Kontrol va elaca da preparatin qatilign 0,1 vo
1 mkg/ml olan variantlar hall edilmis 10-6 gatiligr 10 vo 100
mkqg/ml olan variantlar 106 va 105, qatihigs 1000 mkg/mi
olan variantlar iss 10, 105, 104 olan tam qidalh miihits
okilir. Pozitiv kontrol variantinda isa (TA 1535 stammu
liglin nitrozamorfolin) tam va geyri-tam mikrosom aktiv-
losma gangig inkubasiyadan sonra minimal miihits (hall
edilmadoan) va 10-6 tam gidali miihita okilir.

Indikator mikroorqanizmlorin yagamasini miiosyyan et-
mok iiciin tomiz kontrol olan Petri piyalalorinda kolo-
niyalarin miqdan sayilir, com ikiys vurulur va belalikle bir
ml-do olan canli hiiceyralorin miqdar1 miisyyon edilir.
Allnan miqdarin hall olunma amsalina vurulmas: ilo
kontrol variantinda, ilkin suspenziyada hayatilik qgabiliy-
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yatina malik olan hiiceyralorin miqdan /. tapilir. Belaliklo
tocrilbbo variantinda preparatin tssirindsn sonra yasamaq
gabiliyyati olan hiiceyralorin migdan do tapilir. 9gor /,-m
100 faiz hesab etsak, do/, nisbati homin gatihgda olan
preparatin tasirindon sonra sag qalmig hiiceyralorin faizini
xarakterizs edir.

Tadqiq olunan maddanin antibakterial aktivliyi malum
oldugdan sonra onun mutagen aktivliyi tadqiq edilir. Ogor
tadgiq olunan qatihglarda (1-100 mkqg/ml) bakteriyalar
mohv olmurlarsa, onda preparatin mutagenliliyi inkubasiya
gansig ilo tam va geyri-tam mikrosom aktivlosma qarisi-
gindan istifads etmokls ii¢ qatiligda 10:100 va 1000 mkg/ml
yoxlamlir. Selektiv revertantlarin migdarim 0,25 ml tam
bakteriya suspenziyasim 0,6 faiz yarironglonmis agar olan
iki Petri piyalolorindo okmoklo miloyyan edirlor. Petri
piyalasinds olan koloniyalarin say: hesablanir, alinan ragom
ikiya vurulur vs belsliklo bir ml-ds olan mutantin miqdari
tapilir. Tacriibs pozitiv kontrolla vo eyni zamanda spontan
mutasiya, miioyyan edilon variantda preparat olmayan tam
va qeyri-tam mikrosom aktivlosma qansigh indikator
kulturasindan istifado edilmakls aparilir. Son marhalada
hall olunmams inkubasiya qarisig1 paralel olaraq iki ayri-
ayri1 Petri piyalsloarinde 0,25 ml gotiiriilmiis minimal va
yariranglonmis yarimmaye iist agardan sinaq sligosing alava
edilir. Tacriibanin biitiin variantlarinda tam gidali miihits
okmoa 10¢ hall olunmusla aparilir.

Induksiya olunmus mutasiya tezliyinin hesablanmasi
asagidaki formula tzrs (Bridses, 1972; Skavronskaya,
Smirnov, 1974, Fonsteyn miialliflorls, 1977) aparilir:

[a—(b—c)—%g]-4
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Burada: M - sag qalmis hyceyrlords induksiya olunmus
mutasiya tezliyi; a — tacriiba variantinda yarizonginlosmis
miihits 0,25 ml inkubasiya qangig skilon vaxt mutantlarin
sayl; b — kontrol variantinda yarironglonmis miihits 0,25 ml
inkubasiya qarigig1 skilon vaxt mutantlarin sayi; c — kontrol
variantinda minimal miihito 0,25 ml inkubasiya qarnsig:
okilon vaxt mutantlarin sayi; d — tacriibs variantinda 1 ml
inkubasiya qarigiginda yasamaq qabiliyystina malik olan
bakteriyalarin miqdan; / - kontrol variantinda 1 ml
inkubasiya gangiginda yasamaq qabiliyyating mahk olan
bakteriyalarin migdari.

Ogar statistik hesablamalara gors tacriibs va kontrol
arasinda forq yoxdursa tocriibe dayandinlir, oks halda
tacriibs davam etdirilir va tadqiq olunan preparatin mutagen
aktivliyi, onun kinetikasi (dozadan asiliif: va s.) 6yranilir.

Bunun iigiin alverisli tacriibalorin naticalorindan asih
olaraq, preparat bir-birindan barabar farqlansn 5 qatihqda
mutagen effektliyi mslum olan test kultura {izorinds
yoxlanilir.

Ogor preparat bakteresidliys malikdirsa, uygun olaraq o
vaxt onun mutagenliyi oyranilir. Forq ondan ibaratdir ki,
avvalcadan indikator mikroorqanizmlors oOldiiriicii tassir
gostoran dozalar miisyyan edilir. Sonra iki test stamda
mikroorganizmlorin 10, 50 va 90 faiz mohvins sabab olan
preparatin mutagen gatihify tadqiq olunur. 9gar mutagenez
yoxdursa, tocriibs dayandirilir. ks tadqirds, hansi stamda
preparatin effekti varsa gotirilon dozalar hamin stammda
bas tacriiba noqtesinds yoxlanilir.

Tacriibanin sxemi va onun naticalarinin hesablanmasi ilo
bagl olan biitiin islor yuxarida toesvir olunan qaydada
aparilir.
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Fasil 5§

METABOLIZMI AKTIVLOSDIRMOKLD in vivo-DA
GEN MUTASIYASININ HESABLANMASININ
KOMIiYYOT METODU

Inkubasiyadan avval test preparat canli organizmds me-
tabolik fermentlorin tosirine moaruz qalir. Bunun naticasinda
kimyavi maddaslarlo tosir edilmis momoalilorin orqanizmins
daxil edilmis mikroorqanizmlarin test-kulturalan ilo yanasi
onlarin metabolitlori momalilars tasir edir. Bu halda madds
mutagen xassoys malik olarsa, gen mutasiyasi, mikro-
orqanizm selektiv miihitds kultura olundugda geyd olunur.

Miislliflor arahq sahib kimi birinci nsslin 2-4 ayhq
xatlararasi hibridlorin erkoklorindon istifads etmayi toklif
edirlor (hor variant tacriibsys 4 heyvan). Preparatlar hey-
vanlara su va yaxud fizioloji mahlullarda verilir. Suda hall
olmayan birlogmolar isa suspenziya halinda 1 faizli krax-
malla verilir. Har bir tacriibanin sxemins halledicilar kontrol
kimi daxil edilir. Tacritbs iglin lazim olan maddsloarin
mohlullarn bilavasits tacriibadan avval hazirlanir.

Test-stam kimi ciit ssaslarin avazedilmasi yolu ils pro-
totrofluga dogru revertir olan TA 1950 va triplet g¢argi-
vasinnin yerdayisma tipins uygun revertir edon TA 1534
stammindan istifadoe edilmosi toklif edilir. Bakteriya kul-
turasi yuxarida geyd edilon iisullara uygun hazirlanir.

Bakteriya suspenziyasim 5-108 hyceyra/ml at-pepton
bulyonunda 5000 dovr/daqigs olan sentrifugada 15 daqige
firladilir va tazs at-pepton bulyonunda hamin qatiliga gadar
suspensizlogdirilir. 1 ml bulyon kulturu test stammindan
qarin nahiyyasinoe daxil edilir. Darhal bundan sonra tadqiq
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olunan preparatdan 0,2 ml azaloys vo yaxud dari altina va
yaxud 0,5 ml peroral yolla orqanizmos daxil edilir. 3 saatdan
sonra heyvan oldiriiliir va distilo suyunda dérd dofs
zoiflogdirilmis 2 ml minimal miihit mahlulu azaloys daxil
edilir. Qarn boslugundan maksimum hacmds steril soraitds
gotiiriilmiis bakteriya suspenziyasi sinaq siisasina tokiiliir.
Revertantin hesablanmas: igiin 0,25 ml bakteriya suspen-
ziyas1 46°C hamam termostatinda igorisinds 0,6% yarizen-
ginlogsmis aqar olan sinaq siigasine alavs edilir. Sinaq siiso-
sinin i¢arisinds olanlar qangdirildigdan sonra iist lay kimi
Petri piyalasins 1,5 faizli minimal aqar layin istiina tokiiliir.
Petri piyalesi 37°C-do termostatda 48 saat miiddatine
inkubasiya edilir.

Indikator mikroorqanizmin yasama miiddatini tayin
etmok tiglin, preparatin dozasinin miiayyan edilmasi yalmz
onun bakteristiliyina goro deyil, eyni zamanda onun hey-
vanlara gostardiyi toksiki tasira gors do miioyyan edilmo-
lidir. Miallifler preparatin bakterisid aktivliyinin tadgiginda
asagidaki dozalardan istifade edilmssini toklif edirlor: Zd
50,1/10 Zd 50,1/100, Zd 50 vs 1-1000 Zd 50.

Heyvanin qarin boslugundan gotiiriilmiis bakteriya
suspenziyasi miivafiq durulagdirmalardan sonra tam qidah
miihito okilir. Asagi doza variantlarinda va hamginin
kontrolda akin 10-%, gqalan variantlarda is3 10-6, 10-5 va 10+
moahlullarindan istifads edilir. Hiiceyralorin hayatilik
faizinin miiayyan edilmasi d /2, nisbatina gora hesablanir.

Preparatin potensial mutagenliyinin agkar edilmasi iigiin
tacriibelor temiz va pozitiv kontrolla aparihr. Har bir
tocriibanin variantinda selektiva tam gidali miihitds hesab-
lama apardiqda iki Petri piyalosindan istifado edilir.
Selektiv miihitda revertantin hesablanmasinda bakteriya
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suspenziyast durulagdirilmir, lakin tam gidali miihito
akildikds isa miixtalif durulasdirilmis mahlullardan istifado
edilir. Tamiz kontrol variantinda bakteriya suspenziyasinin
niimunalsri durulasdirilmadan, minimal va yarizanginlagmis
aqarla paralel olaraq sinaq siisasina tokuliir. Temiz kontrol
variantinda tam qidah mihitds okms apardigda 10
durulasdiriimis mahlulundan istifads edilir.

Ogor preparat bakterisid xassoys malik deyilss, bu
morhalads Zd 50 va sonraki zoiflogsmis 2 dozadan istifads
edilir. 9ks tagdirda toxminan 10, 50 vo 90 faiz 6ldiirticii tosir
gostaran dozalar gotiiriliir.

Beloliklo, alinnms noaticolorin statistik hesablanmasi
aparilir. Homginin avvalki hallarda oldugu kimi agar haqiqi
qiymoat alinarsa, onda islor bu marhslods dayandiriimur. Son
halda hans1 stamda effekt alimbsa, mutagen aktivliyinin
mévcudlugunu tosdiq etmak, onun kinetikasini yronmak v
mutagen aktivliyinin doaracasi haqqinda moslumat almagq
mogsadi ilo iglor davam etdirilir. Bu morhslods preparat bes
qatihgda tadqiq olunur. Bu halda da preparatin bakterii-sid-
liyi agkar edilmirss, onda ovvalki islorin naticesindon asili
olaraq preparatin gatihii miayyan edilir. Preparatin anti-
bakterial aktivliyi oldugda, onun mohvedici dozasi bes
barabar tocriiba néqtasing ayrilir.

5.1. Maya gobolayinda gen mutasiyasinin analizi

Gen mutasiyast saviyyssinds mutagenezi Oyroanmok
liglin obyekt kimi istifads edilon ibtidai birhiiceyrali eu-
koriot orqanizmlordan — maya gobslokleri (Saccharomyces
cerevisial, Schizosac pombe) asagidaki ustiunliiklors malik-
dir: maya gobalayi ilo tacriibonin sxemi sadadir, ¢oxalma
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slirati yiiksokdir, tocriibalor vaxta gora alverigli olmaqla,
hamginin miixtalif tipli mutagen amillorin tosiri ilo amols
golon doayisilmolorin komiyyst xarakteristikasini miiayyan
etmays imkan verir.

Mutant maya gbbaloyi — saxaromisetin fiziki va kimyavi
mutagenlora gars1 yiiksok hossas olmast onun miinasib va
olverigli obyekt olmasmmi gostorir. Bu obyekt iizorindo
genotoksiki amillarin tasiri ilo bag veran bir sira dayisil-
molari: reversiyani, diiziina mutasiyani, néqtavi mutasiyan,
mitotik vo meyotik gendaxili va genarasi rekombinasiyalari,
xromosom ¢okilmolorini, aneupolidiyam va s. dyranmak
olur. Maya gobalayindon (Saccharomyces cerevisiae) eyni
zamanda eksperimental spontan, induksion vo noshayat
mitoxondrial mutagenezda genis istifads edilir.

Maya goéboloyinin genomu basqa eukoriotlarin geno-
muna nisbaton azdir: haploid hiiceyralorinds 1-2:101%-a ya-
xin dalton DNT vardir ki, onun 80-90 faizi niiva mate-
rialina daxildir, galanlari iso mitoxondri ilo slagadardir
(Xeyis va b., 1981).

Maya gobsloyinin — saxaromisetin genetikasina dair
daha otrafli moslumatlarla Saxarov vo basqalan (1976)
torafinden yazilmis metodikalarda tanig olmaq olar. Burada
isa biz auksotrof stamm Saccharomyces cerevisial-in marker
olamotlorindan istifado etmoklo spontan va induksiyon
mutagenezin analizinin metodlan ilo tams olacagiq. Meto-
dun asasinda basqa tadqigatgilar tarafindan islanmis, tamam-
lanmis vo toklif olunmus tacritbsnin sxemindon istifads
edilmisdir.

Spontan vs induksiya olunmus mutasiyanin qeyds alin-
mas1 mutant maya gobaloyindon ahnmig marker slamot-
lorinin kémakliyi ila aparilir. Bels slamatlardan biri stammin
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auksotroflugudur, daha dogrusu gidali miihitdo miisyyan
metabolitin mévcudlugunun zaruriliyidir. Qidali miihitds
metabolit olmadiqda iss hiiceyrads maddslor miibadilessi
dayigir vo belsliklo auksotrof mutant hiiceyrslor koloni-
yalarin inkisafina manegilik téradir. Auksotrof diiziino
mutasiya va yaxud normal genin dayigsmasi naticasinds bas
verir.

Mutasiyalar morfoloji, (6l¢ii, forma, koloniyalarin ran-
gino v s.) fizioloji (zaharli maddslars, antibiotiklars, miixtalif
név maddsloro garst davamhiligi vo yaxud hessashgi, bio-
kimyavi) selektiv miihitds kultura olunan vaxt (bdyiims gabi-
liyysti) slamatlora gora agkar edilir. Belo ki, maya gobslayi
koloniyalarinda ade; va yaxud ade; lokuslarindaki adenin
asililiq mutasiyast onu gostorir ki, hamin hiiceyralorda 5-
imina-imidazol-ribohidin adenins gevrilmasinds istirak edsn
fermentlordon birt geyri normal oldugu igiin purpur pig-
mentlor toplanir va kalonyialarin rangi qirmizi olur. Bu
maya gobsloyi stammlarinda koloniyalarin safligini asanligla
tayin etmoak olur. Kultura okilon vaxt talob olunan mikro-
bioloji tomizliys riayat olunmayibsa, adi gozlo koloniyanin
san (tenoffiis catismamazh ilo mutantlar) va yaxud adenin
sintezi gedon lokuslarin vaziyyatina gors, auksotroflarda
prototrofluga gora (yaban tip) ag rongds oidugunu gérmak
olur. Auksotroflugdan (aks mutasiya) reversiya naticasinda
amoalo golon prototrof hiiceyralor, fermentlorin sintezinin
gabiliyyatini barpa etmoaklo onlar qidah mihitdo slavalor
olunmadan bdyiiyiirler. Ona géra ds auksotroflugdan proto-
trofluga olan mutantlarin segilmasi, auksotrof stamlann
metabolitlor slave olunmayan miihitds becarilmasina va
amola golan koloniyalarin hesablanmasina gérs aparilir.
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5.2. Spontan mutasiyalarin basvermo tezliyinin analizi

Hiiceyrs suspenziyalarini mutagenlarlo isladikds, muta-
siya soviyyesini mutantlarin migdarina gors miisyyan etmak
olur.

Selektiv miihitds biton kulturalarda mutasiyalarin askar
edilmosi vaxt1 bir sira ¢atinliklar qarsiya gixir. Bu gotinliklar
onunla slagadardir ki, gérasan bas vermis mutasiya adapta-
siyadirmu, haqiqi mutasiyadirmu vs yaxud da kultura selek-
tiv miihitlo tomasda olarksn smolo galmisdir. Bu siibhalori
xiisusi metodlarin (Zuria, Delbriik, 1943; Lederberg
Rederberg, 1952) komakliyi ile aradan qaldirmagq olar.

Spontan mutasiyam maya gobalayi stamlarinda miioy-
yan metabolitlora géro inkisaf edon yalmz auksotroflarin
selektiv miihitdoki mutasiyalarin migdarinin hesablanma-
sina gora vo yaxud ilkin mutant gendaki ikinci koloniyanin
amals galmasins gdra miiayyasn etmak olar.

Birinci halda spontan mutasiya prosesinin analiz
metodu selektiv miihitds hiiceyra populyasiyalar1 akildikda
mutantlarin konsentrasiyasinin hesablanmasina asaslanir.

Spontan va induksiyon mutagenezdos selektiv mithitds
mutant hiiceyralorin segilmasi, auksotrof mutantardan isti-
fado etmokls onlarin basga metabolitlaro — amin tursu-
larina, vitaminlore va digar azot ssaslarina va s. talobatini
nazors almagla apanlir. Lakin bu halda qidah mihits azhq
edan metabolit daxil edilmoklo asas masale hor bir maya
goboloyi stamminin fizioloji vo morfoloji marker alamat-
lorinin dyranilmasidir.

Adeninasililiq stamlarin hiiceyra suspenziyalarim hazir-
lamaq tgiin adi qayda ilo renglonmis hiiceyrs koloniya-
larinin 5 giinliik kulturasindan gotiriilarak igarisinds 1 ml su
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olan smagq siigasine kegirilir. Mitkommal pipetlasdirilmakloe
ahnmis suspenziyamin qatiii Qoryayev kamerasmnin ké-
moakliyi ilo miioyysn edilir. Bunun igiin ortiicii siige
Qoryayev kamerasina qafass uygunlasdirilir va suspenziya-
dan bir damla gdtiiriib ortiicii siisonin altina goyub mikros-
kopla bes boyiik kvadrat gafasds olan hiiceyralor sayilir. 1
ml suspenziyada olan hiiceyralorin miqdan asagidaki
formula gérs hesablanir.

A==.10°,
20

n — 5 kvadratdaki hiiceyralarin migdan

Suspenziya okin igiin elo durulasdirilmisdir ki, tam
gidal miihit iiglin son gatiliq 104 hiiceyra/ml, minimal qidal
miihit {glin iss 107 hiiceyra/ml olsun. Alinmis hiiceyra
suspenziyasindan 0,5 ml gotiiriib tam va minimal qidali
miihiti olan Petri piyalolorinds okilir (her birinds 3 Petri
piyalasi ).

Qidah miihitin torkibi (g/1 H2O-da)

Komponentlor Tam Minimal
KH>PO4 2 2
MgSO. 1 1
NH4/2SOq4 1 1
Qlikoza 2 2
Maya gobalayi avtolizat: 20 20
Tiamin - 200 mkq/1
Biotin - 2 mkq/l
Agar-aqar , 25 25
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Termostatda 7-8 giin 30°C temperaturda inkubasiyadan
sonra hesablayict vasitasi ils koloniyalarin com miqdari
hesablanir:

1) Ug Petri piyalssinds tam qidal miihitds boytimiislar;

2) Ug Petri piyalssinds minimal gidah mihitde ag
prototrof koloniyalarin miqdan.

Prototrof mutant hiiceyralorin konsentrasiyasinin he-
sablanmasi qeyd olunan formul {izrs aparilir.

e M
N-1000°

burada, M — minimal qidah miihitds olan mutant kolo-
niyalarinin sayi, N — iso tam qidah miihitds olan kolo-
niyalarinin sayi.

Spontan mutasiyalarin bagvermo tezliyini ziyillorin
amola galmo iisulu ils analiz etdikda, adenizinasilliq stamm
hiiceyra suspenziyalarinin hazirlanmasi vo onun gatilifinin
tayin edilmoasi yuxarida tosvir olunan tacriibsnin sxemind
uygun aparihr, lakin skilon suspenziyamn son gatiligi 2-103
hiiceyra/ml olmahdir. Suspenziyadan 0,05 ml gotiirmaklo
qaln layla tokillmiis yarizenginlesmoe gida miihiti olan bes
Petri piyalssino okilir. Yarizenginlesmis qida miihitinin
torkibi yuxarida geyd olunan komponentlardan togkil olu-
nur, lakin maya gobsloyi avtolizat1 iss 1 ml/l hesabi ils
goturilir.

25 giindan sonra termostatda Petri piyalolorinds kultura
edilon maya gobolayinin koloniyalarinin va ziyillorin miqg-
dan hesablanir. Ilgok vo yaxud carrah bigag ilo 10 tipik
koloniya gotiirillir va sinaq sigesinde 5 ml su ilo sus-
penziyalasdirilir vo Qoryayev kameras: ilo suspenziyanin
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konsentrasiyasi hesablamir. Prototrofluga goérs mutasiya
tezliyinin amala galmasi va yaxud bir hiiceyra boliinmasinda
mutasiyanin bas verms ehtimalliginin hesablanmasi asagi-
daki formulla miisyyan edilir:

L=

m
n 2
burada m — koloniyada ziyillerin orta miqdar, n — yranilon

koloniyalarin formalagmasinda bdlinmoenin orta qiymati,
koloniyada barabar olan hiiceyranin orta giymati.

5.3. Fiziki vo kimyavi amillorin mutagen vo
letal tasirinin kamiyyatca hesablanmasi

Induksiyon mutagenezin analizi zamani aparlan
tacriibalords onun tezliyini va orqanizmlorin yasamasini
miioyyan etmok maqsadi ils slavs olaraq bir nega optimal
dozalar yoxlamlir. Fiziki (siialanma dozasi) va kimyasvi
(milsyyan qatiligda mutagenlor vo onlarla isloma vaxti)
mutasiya induktorlarin tadgigati vaxti orqanizmlarin yasa-
masim 50,10 vo 1% tomin edan ekspozisiyalardan istifads
edilir. Bu halda 100% olaraq intakt suspenziyadaki hiicey-
ralorin yasamasi gabul olunur.

Induksiyon mutasiyalann yasama vo tezliyinin toyin
olunma tocriibalorinde maya gobaleyi Saccharomyces
cerevisiae, prototorf stamm 15V-P4-don istifads olunmasi
toklif olunur. Tacriibsnin magsadindan asili olaraq ilkin
kultura kimi DNT reparasiyasi pozulmus, zoharli madds-
lars, antibiotiklora va miixtslif siia névlsrine qarst davaml
va yaxud hassas olan maya gob919y1 stammmdan istifada
etmok olar. : : P - '

v
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Fiziki amillerin (L, UB — rentgen vs bagqa siia novlari)
mutagen va metal tasirini miiayysn etmak ligiin:

1. Ug giinlitk kultura stamm 15V-P4-dsn suda 5-106 hii-
ceyra/ml gatiligda 5 ml suspenziya, (ilkin suspenziya) va
ondan iss 104 va 105 hiiceyra/ml durulagdirilmis 3 ml
suspenziya hazirlamir. Spontan adeninasihliq mutantin
tezliyini miloyysn etmak iigiin 104 hiiceyra/ml suspenziyadan
0,05 ml gotiiriib har birinds tam gidah miihit olan 20 Petri
piyalasine akilir.

2. Stialandirmag iigiin ilkin suspenziya Petri piyalosinda
maqnit qangdiricisinin iistiina goyulur va hiiceyralarin 50%
yasamasini tamin edan ekspozisiyada siialandirihir (cadval 3-
3 bax).

Cadval 3-da induktor kimi tadqiq olunan UB siialarla
tocriibbado mutasiyalarin yasamasimi va tezliyini qeyde
almagq i¢iin ilkin suspenziyalardan taklif olunan mshlullarin
hazirlanmasi verilmisdir.

UB-siialarla tosir edorksn gabin gapagim gotiirmok
lazimdir, suspenziyamin okilmasi (asagiya bax) vo
stialandirilmig hiiceyralerin fotoreaktivasiyasinin qarsisini
almagq iigiin biitiin iglor qirmiz1 isigda aparilmalhidir.

3. Birinci ekspozisiyanin miiddati qurtardigdan sonra
siialandinlmis suspenziyadan damciladicida 0,1 ml gotiiriib
homin dozanin birinci durulagdirilmasim1 almaq igiin
icorisinds 2,4 ml su olan sinaq siigesine tokiilir. Ikinci
durulasdirma hazirlanir vo homin durulagdirmadan igari-
sinda tam gidali miihit olan 5 Petri piyalasinda, birinci
durulasdirmadan iss igarisinds tam gidali miihit olan 20
Petri piyalasinda akilir.

4. Igorisinda ilkin suspenziya olan Petri piyalesi magnit
gangdiricisimin fistiing qoyulur, gapaq gotiriliir va ikinci
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siialandirma aparilir. Bu vaxti ekspozisiyanin miiddati va
dozanin miqdan els gotiriliir ki, hiiceyralorin yasamasinin
10 faizi tomin edilsin. Suspenziyadan 0,4 ml gotiiriilir va
miivafiq durulagdincilar hazirlanir (cadval 5-3 bax). Hiicey-
rolorin yasamasini miisyyan etmoak {iciin ikinci durulas-
diricidan igorisindo tam qida miihiti olan 5 Petri piyalesi va
mutasiyan: miisyyan etmak ii¢iin birinci durulasdincidan 20
Petri piyalasina okilir.

5. Yuxanidakilara uygun olaraq 3-cii gilalandirma apa-
rilir vo hiiceyralorin yagamasinin 1 faizini taskil edon eks-
pozisiyadan istifado edilir. Bu halda da suspenziya 2-ci
cadvalds gostorildiyi kimi 5 va 20 Petri piyalosina okilir va
uygun olaraq hiiceyralorin yasamasi va mutasiya miisyysn
edilir.

6. Fiziki amillorin mutagen vs letal tosirinin dyronil-
masindon alinan naticalorin statistik hesablanmas: iigiin,
tacriibani bir-birindan asih olmayaraq 5 tokrarlamada apar-
maq lazimdir. Takrarlamalarda skin olan 5 Petri piyale-
sindon kontrol va hor bir siialanma dozasi iigiin 3 Petri
piyalasi gotiiriiliir. Ug Petri piyaloasinds bitmis koloniyalarin
miqdar hesablanir.

7. 9kin iiciin ilkin durulagdirman: nozsrs almagla va
kontrol skinlarinds hiiceyralorin yasamasimi 100 faiz gabul
etmoaklo, hor tokrarlanma ii¢iin ayri-ayr1 dozalarda hiiceyra-
lorin yasama faizinin hesablanmasi asagidaki formulla
aparilir:

Burada N - kontrol variantinda 3 Petri piyalosinda biten
koloniyalarin say:, P - siialandirma variantinda 3 Petri

223



piyalssinda biton koloniyalarin sayi, K — durulasdiricinin
kontrola nisbatan amsalidir.

8. Mutasiya saviyyasi, mutasiya tezliyinin skilmis hiicey-
rolorin miqdarina olan nisbotina vo yaxud da mutasiya
tezliyinin yagamaga qabil olan hiiceyralorin miqdarina olan
nisbatino goro tayin edilir. Ogor kontrolda hiiceyralarin
yasamasin1 100 faiz qabul etsok, onda induksiya olunmus
mutasiya daracasini milayyan etmok ii¢iin hor bir siialanma
dozasinda vas kontrolda okilmis biitiin 20 Petri piyalssindo
koloniyalar1 saymagqgla hor bir siialanma dozasi iigiin
mutasiya tezliyi geyd olunan formul iizra hesablanir.

cM
N

burada M - mutant koloniyalarin miqgdarn, N — Petri
piyalssindaki koloniyalarin sayi.

Kimyavi maddalerin mutagen va letal tasirinin geyds
alinmasi tigiin:

1.  Uggiinlik haploid stammu kulturasi Petri
ptyalssinden 8 ml asetat buferi (pH 4,4) ilo yuyularaq
sentrifuqga sinaq sligasina kegirilir va gatilagdirma iisulu ila
3,4 ml suspenziya hazirlanir ki, bunun da qatihg 107
hiiceyra/ml olur (ilkin suspenziya).

Asetat buferin torkibi pH 4,4

A 0,2 MCH; COOH (12,01 g/l vayaxud 11.4 mi/1) 126 ml

B 0.2 MCHj3 COONa (27,2 g/l) — natrium asetat +200 ml
74 ml
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2. Kontrol olaraq Petri piyalalorinds skmok ii¢iin ilkin
suspenziyadan gotiriilir va fosfat buferindon pH 7,0
istifads etmakls 2-ci cadvslds gostarildiyi kimi kontrol ii¢iin
miivafiq durulagdirici hazirlanir ve hiiceyralorin yasamasini
miisyyan etmok iigiin II durulagdincidan igarisinds tam qgida
miihiti olan 5 Petri piyalasins, mutasiyani hesablamaq tigiin
isa I durulagdincidan 20 Petri piyalossins okilir.

Fosfat buferin tarkibi pH 7,0

A 1/15M KH>PO4 (9,78 g/1) 40 ml

+
B 1/15M Na,HPO#-2H-O (11,88 /1) 60 ml 100 ml

3. Tadqiq edilen kimyavi maddalerls islomak {i¢lin qalan
suspenziyaya hiiceyralorin yasamasim 50,10 va 1 faizini
tomin edan avvalcadon gatilifi vo vaxt parametri molum
olan mohluldan 0,1 ml slavs edilir. Maddonin mutagen
tosirini aradan qaldirmaq i¢iin mohlulun pH-ni 7-ys
¢atdirmaq va suspenziyam fosfat buferi ilo 10 dofs durulas-
dirmaq lazimdir. Birinci ekspozisiyamn vaxti qurtardigdan
sonra pipetka ilo suspenziyadan 0,1 ml gotirilir vo
icarisinds 0,9 fosfat buferi olan sinaq siisasina tokiiliir. Bu
prosedura ikinci va iigiincii ekspoziyadan sonra tokrar edilir.
Letal effekt nazora alinmadan har gotiiriimiis niimunads
hiiceyrs qatiig: 106 hiiceyra/ml-2 barabar olacaq.

4. Petri piyalalarinds tam gidali miihitde skmok ligiin
suspenziyanin durulagdiriimasi 2-ci cadvslds taklif olunan
gaydaya uygun aparilir.

5. Inkubasiyadan 6-7 giin sonra hoyatilik gabiliyyati
olan hiiceyralor sayilir vo mutantlarin bas verms tezliyinin
tayini, fiziki amillorin mutagen vo letal tosirinin Syranil-
masinda totbiq edilon formuldan istifads edilir.
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5.4. Arabidopsisda gen mutasiyasimn analizi

Arabidopsis (Arabidopsis thaliena L) xaggigaklilar
fasilasindan olub, 6lgiisiina gbra ¢ox boyiik olmayan bitkidir.
Bu bitki otraf miihit amillorinin genetik toksikiliyini qisa
miiddstds tadqiq etmok ligiin alverisli obyektdir. Bu bitkinin
hayat tsikli qisa 5-6 hofts olan ¢oxlu miqgdarda efemer
irqlori vardir: Enkxaym, Dijan Estland, Limburq, Kolum-
biya va bagqalar.

Arabidopsis, xromosom miqdan (2n=10) ¢ox olmayan
autogam diploid ali bitkidir. Burada comi bes ilisikli qrup
vardir ki, bu da genetik analizlori xeyli asanlagdinir. Lakin
xromosomlarin 6lgiisii ¢ox kigik (1,4-1,4 mkm) oldugu iigiin
xromosom dayisilmalari ilo slagadar olan mutasiyalarin
analizi ¢ox ¢atindir (Steinitz — Sears, 1966). Eyni zamanda
bu bitki genis diapazonda duziina genetik amilloro ¢ox
hassas olmaqla, onun metabolik mexanizmi promutageni
mutagenas gader aktivlesdirir, bu da gen mutasiyas: saviy-
yasinda geyd edilir.

Otraf miihit amillorinin genetoksikiliyini dyronmak iigiin
genis istifads edilon bitki obyektlorindon forgli olaraq ara-
bidopsis Q.Redinin (Redee, 1982) iglarindo gostorildiyi kimi
bir sira iistiinliklors malikdir: qisa miidddstds ¢ox migdarda
lokuslarda istiqamatlondirilmis mutasiyalarin qeyds ahn-
mast; qisamiiddatli testlordon forgli olaraq eukariot orga-
nizmlords klassik testlorin komokliyi ilo nasillordo miisahida
edilon resessiv mutasiyalarin genetik monsoyini bilavasits
miayysn etmok miimkiindiir. Bitkinin boylik 6l¢iiys malik
olmamasi, hoyat tsiklinin qisa olmasi vo praktiki olaraq
embrional diapauzanin olmamasi, onun bir ¢ox fardinin
tizarinds biitlin il arzinds tocriiba aparilmasina imkan verir.
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Tadqiq edilon maddonin arabidopsisdo mutagen, heyvan-
larda iso kanserogen effektliyi arasinda miisyyon edilmis
yiikksok korrelyasiya (Muller, 1982) arabidopsisin genetik
tacriibalorin aparilmas: iiglin alverisli obyekt oldugunu
gostorir.

Arabidopsis ali bitkilor igarisinds yegana bitkidir ki,
onu biitiin hayati doévriinds aseptik kulturada yetisdirmak
olur. Bu bitkinin istiinliiyii bir ds ondan ibaratdir ki, onun
tizarinds onlarla qin formalasir ki, onlarda da 30-60 toxum
olur. Bagga bitkilordo oldugu kimi, arabidopsisdo da
xlorofil va yaxud pigment mutasiyasi — Albina (ag), Xantha
(san), Clorina (san-yasil) va s. vardir.

Mutasiyan1 ¢igok ag¢ildigdan 10-14 giin sonra ana
bitkinin yetismamis qimindan hazirlanmis preparatda bino-
kulyarla analiz etmak olur. Bu embrion-test adlanan metod
ilk dafs Miiller tsrafindon 1963-cii ildo (Miiller, 1963) irali
stiriilmiis vo ¢oxlu miqdarda lokuslarda diiziine mutasiyalan
askar etmok ii¢iin istifads olunmas: toklif edilmisdir.

Miiller tarofindsn taklif ediloan embrio-test metodunun
istiinlilyli ondan ibaratdir ki, mutagenlo islonmis toxu-
madan amolo golon M; - bitkilorinds M> meyvalarinin
dissekasiyasindan sonra yetismomis embrionda resessiv
mutasiyan almaq olur. Bunun sayssinda bitkinin generativ
toxumalarinda mutasiya oldugunu miisyyan etmoak olur ki,
bu da somatik hiiceyraloer halo sag ikon onlarda mutasiya
oldugunu miiayyan etmosys imkan verir. Bitkinin analizi
asagrdaki qayda iizrs apanlir: binokulyar mikroskop al-
tinda qin list torafden kasilir vo embrionu normal va yaxud
normadan az olan meyvs kasiklorinds pigment mutasiyalar
geyds alimir. Meyvassindo dord embriondan az olmayan,
ardicil yerlogmis bes qinin uc hissasi analiz edilir.
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Xlorofil mutasiyasini lapayarpagi marholasinds ds geyd
etmak olar. Bunun ii¢iin M, bitkisindan yigilmis toxumlar
etil spirti va hidrogen peroksid (1:1) qarsiginda sterilizasiya
edilir. Petri piyalolorindo qablarda aseptik soraitdo aqarh
miihita akilir, 24-25°C-ds yuxaridan isiglandirilmagla ciicar-
dilir vo miixtslif inkisaf marhslesinds mutantlar vizual mii-
sahids yolu ils tasniflogdirilir.

Aseptik Kkultura. Arabidopsisin aseptik ciicordilms
metodu Laybax (Laibach, 1943) tsrafindon hazirlanmig vo
sonralar bu metod Lenqric (Longridge, 1957) torafindan
tokminlosdirilmisdir. Bitki ad: sinaq siisolorinda liiminissens
lampas1 LB 40 (isiglanma 10 mina yaxin lyuks) olan xiisusi
qurguda fasilosiz olaraq tobii isiglanmada ciicordilir.
Bitkinin ciicordilmasi {iciin Velemin va Hixner gidah
miihitindan (Veleminsky, Gichner, 1964) istifada edilir.

Osas mohlullar gramla (distills suyunda hazirlanan har
litr mohlula gérs): A) KNOs-20; B) MgSOs 7 H>O-3; C)
Ca/NOs),; 4 H,0-10; ¢) KoHPO:-3; D) FeSO4 7 H.0O-1,41;
E) EDT A (x6rak diizii)-10; ©) Mikroelement mohlulu -
K3804-1,5; MgSO* 7TH20-0,91; ZnS0:-0,31 CuSO45H,0-
0,05; (NH4)S MC 7 0 24-0,5. D mohlulu bilavasits istifads
olunan vaxt hazirlanmahdir, galan mshlullar isa soyudu-
cuda bir ne¢a ay saxlamlir. Tam qarnsigi hazirlamagq iigiin
mohlullar1 asagidaki nisbotds va ardiciligla gansdirmaq
lazimdir; A, B, V, Q. D-nin hor birinden 50 ml/5ml E+1 ml
J) alinmis moahlula 8 q szilmis aqar alavs edilir, distilo suyu
slava edilmeklo garisiq 1 1-5 ¢atdirilir, agar hall olunana
godor avtoklavda (1,5-2,5 atmosferdo 15-30 daqigd)
quzdirilir vo aseptik qaydalara riayat etmoakls isti halda steril
gablara tokiliir. Toxum spirt va hidrogen peroksid garist-
ginda sterilizo edilir. Okini spirt lampasi alovunda
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mikrobioloji ilgok ils, har dofos kézormis ilgayi steril gidah
miihitds soyutmaqla aparmaq lazimdir. Sonra sinaq siisoleri
xtisusi hazirlanmis bloka yerlogdirilir va biitiin tacriibs
miiddatinds isiglandirici qurguda qalir. Bitki ciicardilon
otagin nomliyi va temperaturu sabit olmaldir.

Torpaq kulturasi. Bir ne¢s yan va rozet zoglarla zangin
olan qiivvatli bitki almaq iigiin torpaq kulturasindan isti-
fads edilir. Arabidopsis 13x18 sm va yaxud 18x24 sm 6l¢iida
olan kiivetlords optimal temperaturda isiq qurgusunda cii-
cardilir. Arabidopsis ii¢iin yiingiil vo qidal torpaq lazimdir.
Oksar hallarda kompost va qum qansigindan istifads edilir.
Torpag: alaq otlarindan va zararvericilordan miihafizo et-
mok {iglin sterilizo edirlor. Torpaq her giin durulasdirilmisg
su ilo namlogdirilir, bazi hallarda KMnOs-un zoif mohlulun-
dan istifads edilir.

Toxumu ol il tok-tok va yaxud qidali miihitds
svvalcadan ciicordilmis ciicartilorini okirlar. Bitkinin torpaq
miihitinds yasama dovrii 40-45 giindiir. Torpaq kulturasinin
¢atismazhg ondan ibarotdir ki, burada bir ciir bitki almaq
¢atindir. Bu metod an ¢ox toxum materiah almaq iigiin
istifado edilir, basqa tocriibalorin aparilmas: iigiin aseptik
kultura daha moagsadouygundur.

Yarpaq toxuma Kkulturasi. Yarpaq toxuma kulturas:
tigin Qamburq (Gamborg, 1968) gidal miihitins 80 mq/ml
mezoinozit, 400 mq/l kazein hidrolizat, 3 faizli saxaroza va
vitaminlor slave edilmokls istifade olunur. Auksin kimi
IUK (1 mg/l) vo kinetik (1 mgq/l) istifads olunur. Islor
asagidaki qayda iizra apanilir:

1. Yarpaq distillo suyunda yuyuylur;

2. Yarpaq 70°-li spirtds 10 saniys yuyulur;

3. 3-5 daqiqa (yarpagin olgiisiindon asili olaraq) diasid
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mohlulunda sterilizs edilir;

4. Distills suyunda 3 dofs (hor biri bir deqige olmagla)
yuyulur;

5. Yarpagin uc hossas hissasi kasilmakls, alt torofden
daman ¢ixardilir va iri yarpaqlar iki hissaya kesilir;

6. Yarpaq sinaq siisesine qidah miihita qoyulur;

7. Sinaq siigasi 24-25°C olan termostata qoyulur vs
yarpagin iizarinds kallus amala galona qadar saxlanilir.

2-4 hoftadan sonra onlar igiga qoyulur va gévds tumur-
cuglan formalagsmaga baslayir. Tumurcuqlar saxarozanin
miqdar az olmagla (2 faiz) Qamburq VS5 gida miihitina bir-
bir akilir vo mezoinozid, kazsin hidrolizat va auksin slavo
edilir. Gévds tumurcugundan bitki inkisaf etmays baglayir.
Qin Miillerin embrion-testindan istifads olunmaqla analiz
edilir.

Tacriibalorda straf miihit amillerinin mutagenliyi dyra-
nilorkan test obyekt kimi istifads edilon arabidopsisls isls-
yan vaxt asagida geyd olunan isin texniki tofsilatim nazars
almaq lazimdir (Redei, 1982).

1. Tadqiq edilon madds ilo quru toxumlan vo eyni
zamanda ciicoran toxumlan igslomok olar. Kigik bitkilari
istanilon inkisaf fazasinda siialandirmaq olar. Kimyavi mu-
tagen maddaslori arabidopsis becarilon gidali miihita slava
etmoak olar, bir sortle ki, bu madds avtoklavda pargalan-
masin.

2. Todgiq edilon mutagen maddslarin yiiksok va asag
dozasindan istifado etmoklo ¢ox vaxt istanilon naticoler
alinmur, ona gora do ¢oxlu yoxlamalarla optimal dozani
tapmagq lazimdir.

3. Toxumun basdinilmasi, ciicarmis toxumun basdiril-
masina nisbatan sadadir, ¢linki clicormis toxum
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basdirilarkan onun gox hissasi mexaniki zadslons bilar.

4. Fiziki amillorin mutagenliyini tadqiq etdikds tocrii-
banin sxemins, gen mutasiyasinin spontan fonunu miisyyan
edan variant daxil edilmolidir. Kimyavi mutagen maddalarlo
islayan vaxt iss holledicilara géra kontrol qoymaq lazimdir.

5. Arabidopsisds spontan mutasiyanin siirati halolik
tam misyyan olmayib. Mutasiya tezliyi istifads edilon
metodlardan da asilidir vs onlarmn qeyds alinmasi vaxt: ¢OX
ehtiyath olmaq lazimdir ki, fiziki zodslenmolordan amola
golon dayisilmoelar mutasiya kimi geyd edilmasin. Miisahi-
dolars gors spontan mutasiyanin tezliyi genom asasinda 1
faizdon asagdir.

6. Noticalorin daqiqliyi {i¢iin tacriibanin aparildig sorait
(nomlik, vaxt, temperatur, isiqlanma va s.) sabit olmaldir.

7. Kontrol va tacriibs variantalarindan alinan notica-
lorin miiqayisasi ii¢iin qida miihitinin torkibi va halledicilorin
pH-lan biitiin hallarda eyni olmahdur.



Fasil 6
O9LAVOLOR

Doars vasaitinda tez-tez miixtalif fiksatorlardan vo rang-
layicilordan istifads olunmasi1 gosterilir. Bunlan nazors
alaraq 1-ci va 2-ci slavalordo bunlar haqqinda mslumat
verilir.

Blava 1. NUVO FIKSATORLARI

Karnua fiksatoru (6:3:1) — 6 hissa 100 faizli vo yaxud 96
faizli etil spirti 3 hisss xloroform; 1 hissa buzlu sirks
tursusu. Bu universal spirt qarisigh fiksatordur ki, daimi
mikrotom va azilmis preparatlarin hazirlanmasinda istifads
olunur. Fiksator obyekts tez daxil olur va hiiceyranin struk-
turunu yaxs1 saxlavir; lakin Navasin fiksatoruna nisbaton
zoif tosir edir.

Materiallar fikstorda 2 saatdan 12 saata gadar saxlanila
bilar. Fiksatordan sonra materiallarin suda yuyulmas: talob
olunmur.

Modilevski fiksatoru (9:2:2:2) — 9 hissa 1 faizli xrom
tursusu; 2 hisss 16 faizli formalin (40 faizli satigdan); 2 hissa
5 faizli sirka tursusu.

Zaif tosir edan sulu fikstaorlar.

Fiksasiyamin miiddoti 24 saat, axar suda yuyulma
miiddati iss 2-4 saatdir.

Navasin fiksatoru (10:4:1) - 10 hisso 1 faizli xrom
tursusu; 4 hisso 16 faizli formalin (40 faizli satisdan); 1 hissa
buzlu sirkas tursusu.

Sulu fiksator xiisusen bitki toxumalarinin fiksasiyasi
ficiin tez-tez istifads olunur, zaif tosir edir vo xromosom
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strukturunu yaxsi saxlayir. Qarnigigi toskil edon kompo-
nentlori bilavasits fiksasiyadan svvsl gangdirmaq lazimdir,
ciinki fiksator hazir halda qaldiqda tez xarab olur.

Fiksasiyanin miiddoti 12-24 saatdir, axar suda yuyulma
miiddati iss 2 saatdan 24 saata qadordir.

Sanfeli¢ fiksatoru — 100 ml 2 faizli xrom tursusu, 60 ml
20 faizli sirks tursusu, 100 ml 40 faizli formaldehidi, 50 ml
distillo suyu.

Iki mohlul hazirlanir:

A mahlulu: 2 faizli — 100 ml xrom tursusu, 20 faizli — 60
ml sirks tursusu.

B mahlulu: 100 ml — 40 faizli formaldehid, 60 ml distilla
suyu.

Mbohlullar bilavasits istifads olunmazdan ovval 1:1
nisbatinds qarigdirilir.

Sulu fiksator ¢ox hallarda Heydenheyns gors domir
hematoksilinlo ranglonan heyvan toxuma va hiiceyralarinin
fiksasiyasi ii¢iin istifads edilir.

«Sirkas alkogolu» va yaxud Klark fiksatoru (3:1) 3 hisss
100 faizli ve yaxud 96 faizli etil spirti: 1 hisso buzlu sirks
tursusu.

Karnua fiksatorunun modifikasiyasi olub, universal
spirt fiksatorudur.

Osason azilmis miivaqgati preparatlarin hazirlanma-
sinda istifads edilir.

Brodks fiksatoru FSU (Formalin — spirt sirks tursusu)
(3:1:0,5) — 3 hisso durulagdirilmig neytral formalin; 1 hisso
96 faizli etil spirti, 0,5 hisso sirka tursusu. Toklif olunan
spirt fiksatoru daimi preparat hazirlamada istifads olunur.

Fiksasiyadan sonra 1,5-5 saat miiddatinds su ilo (12
saat) tomiz yumagq va tez spirtdon kegirib parafina qoymaq
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lazimdir.

Cemberlen fiksatoru — 90:5:5

90 hissa 50-70 faizli etil spirti;

50 hissa 40 faizli formalin (satisda olan);

5 hissa buzlu sirks tursusu.

Universal fiksator olub, iri obyektlara tez daxil olur va
Oz tosirino gbéro Navasin vo Karnua fiksatorlar1 arasinda
arahq forma togkil edir.

Fiksasiya miiddsti 12-16 saatdir. Materiali bu fiksator-
da uzun miiddst saxlamaq olar.

Yakovlev fiksatoru — 8:4:1;

8 hisso 100 faizli etil spirti;

4 hisss xloroform: 1 hissa buzlu sirks tursusu.

Karnua fiksatorunun modifikasiyasidir. Karnua
fiksatorundan forgli olaraq materiali burada uzun miiddat
saxlamaq olar.

Olavs 2. NUVO RONGLOYICILORI

Azur II - eozin

Azur-eozinls rangloms ¢oxranglik metoduna daxildir va
adoston momolilorin  toxuma kulturalarindan  hiiceyrs
xromosomlarim ranglamoak iigiin istifado olunur. Ayri-ayri
qablarda ranglayicinin ilkin mahlullari hazirlanir. 1) 100 mq
quru azur — IT 100 ml distillo suyunda va 2) 100 mq quru
eozin 100 ml suda hall edilir.

Bu mohlullar galdiqca onlarin rongloms keyfiyyati ¢ox
yiiksak olur, ona gora do avvalcadan hazirlanmis renglayici
toza hazirlanmis renglayiciys nisbaton yaxsi rangloyir.

Ranglomoadan bilavasito gabaq is¢i mahlul hazirlanir,
bunun iigin: 2 hisso eozin mohlulu: 3 hisss ilkin azur
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mohlulu va 5 hisss distillo suyu gotiiriib qansdinhr. Ob-yek-
tin yaxs: ranglanmasi iigiin hazir ranglayiciys 0,5-1 ml/100ml
ronglayiciys 0,1 faizli Na>COs mahlulu slavs edilir ki, bu da
rongloyicinin reaksiyasim neytral veziyysts yaxinlagdirir.
Osya siigosi icorisinds rong olan stokana qoyulur va
rongloyicinin keyfiyystindan asih olaraq 5-20 dsqigs sax-
lanilir. Roangloyicinin keyfiyysti mikroskopla yoxlanilir.
Preparat distills suyunda yuyulur v havada qurudulur.

ASETOKARMIN

Asetokarmindan adoton bitki toxumunun cticardilmis
koklorinin meristem hiiceyralorini ranglomoak iigiin istifads
edilir.

Ronglayicini hazirlamaq iigiin 1 q (bazi hallarda 2 q va
¢ox) narn karmin su hamaminda oks tarofli soyuducudan
istifads etmokls 45 ml buzlu sirks tursusunda va 55 ml
distillo suyunda hall edilir. Qarisiq su hamaminda qaynama
daracasine ¢atdinihir va 1 saat gqaynadilir. Bir saatdan sonra
mohlul méhkam qarisdirilir, soyudulur, siiziiliir va agiq rang
olmayan agz1 kip bagh qablarda 4°C-do saxlanilir. Mah-
lulun soffaf garamtil-qirmiz: rongi olmahdir. Ranglayiciden
istifads edarkan o yens sinaq va yaxud penisillin siigolorina
siiziiliir, hamin qablara ciicartinin kokciikleri qoyulur va su
hamaminda qizdirmagla gqaynadilir (gaynama middati
bitkinin néviindan asth olaraq tecriibi yolla miisyysn edilir).
Qaynama miiddati qurtardiqdan sonra material 45 faizli
sirka tursusu ilo yuyulur. Kékciiyiin qara rongs ¢alan uc
hissasindan miivaqgati va daimi preparatlar hazirlanir.
Asetokarminin saxlanma rejimins diizgiin riayat edildikds,
ondan rangloyici kimi tokraran bir ne¢a dafs istifads etmok
olar.
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ASETOLAKMOID (Mavi rezorsin)

Asetolakmoid ranglayicisindan sirks alkogolu (3:1) ilo
fikso olunmus bitki toxumalarindan ozilmis preparat
hazirlayan zaman istifads edilir.

2 q lakmoid 100 ml 45 faizli sirks tursusunda holl edilir
va aks soyuducusu olan kolbada 1,5-2 saat miiddstinds zoif
qaynadilir, sonra 45 faizli sirks tursusundan slava etmoaklo
ilkin hacmo ¢atdirilir, soyudulur va siiziiliir.

Material saat siisosi tizorina bir ne¢o damla tokiilmiis
ranglayicinin igerisina qoyulur, gaynama daracasina gatdi-
rilmadan spirt lampasi iizorinds qizdirilir. Material 5-10
daqgiqa ronglayicids qalir, sonra material 45 faizli sirks
tursusuna va yaxud da xloralhidrata kegirilir vo azilmis
preparat hazirlanir.

ASETOORSEINLO RONGLOMO

Asetoorseindon adston har seydon avval mamolilorin
toxuma kulturalarinda qisa miiddotli tacriibelords hiicey-
ralari ranglamak iigiin istifads edilir.

Ranglayicini hazirlamagq iigiin 1 q arsein 45 ml isti sirko
tursusunda hall edilir va soyuduldugdan sonra 55 ml distillo
suyu alavs edilir. Méhkem qarigdirilir, soyudulur, siiziilir va
agz1 kip bagl qablarda 4°C-da saxlanilir.

Istifado etmozdon ovval rengloyici penisillin slisasino
siiziiliir, material ranglayicinin igarisina goyulur va 0,5-2,0
saatdan sonra ronglonir. Qat1 xloralhidrat mohlulunda vs
yaxud 45 faizli sirks tursusunda material azilmokla, azilmis
preparat hazirlanir.
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HEYDENHAYN HEMATOKSILINI

Hemotoksilin 6zii-6zliyiindas ronglayici deyil, o oksidlos-
dikds hemateino ¢evrilir. Hemotein iss xiisusi maddoloarla
mis, domir duzu va s. ila birlasib duz tipli birlogsmslor amalo
gatirdikdan sonra hiiceyralori ranglays bilir.

Sitoloji texnikada hemotoksilin hazirlamaq igiin bir
ne¢o isullardan istifads edilir: heydenhayn domir hema-
toksilin, Veyhert, Yasvoin, Erlix hematoksilin zayi, Dela-
fild, Karag¢¢i, Meyer, Bemer v s.

Hematoksilinlo rangloms iki iisulla aparila bilar — prog-
ressiv va reqressiv. Birinci halda hemotoksilin yuxarida
geyd edilon xiisusi maddalorle gangdiriir va rong lazimi
intensivliys ¢atdinlir. Belo ranglora Karag¢¢i, Bemer, Erlix,
Delafild hematoksilin zayi va s. daxildir. Ikinci halda iso
olavs olaraq zoyls islenir vo yuyuldugdan sonra hematok-
silinlo ronglonir. Belo ranglayicilordon biri heydenhayn
domir hematoksilindir.

Domir hemotoksilinlo bitki vo heyvan xromosomlari,
bitki materiallari Navasin (6:3:1), heyvan toxumalan iso
Sanfelic fiksatoru ila fikso olundugdan sonra yaxsi
ranglanir.

Ronglayici iki tisulla hazirlanir.

Birinci halda — siratli Gsul — 1 q hematoksilin 100 m]
distille suyunda, su hamaminda 30-60 daqige qizdirilmaqla
hall edilir, soyudulur, sonra 3-4 dafs siiziilir vo hemo-
toksilinin oksidlasmasi ti¢iin antiseptik (timol kristal1) slavs
olunur. Ranglayicinin rangi agig-qurmizi va yaxud qurmizi-
gonur olmalidir. Rangloyiciden istifads edarken, gotiiriilon
rongloyici hacmindos distills suyu gotiiriiliir.

Tkinci halda (uzun miiddatli vaxt) 1 q hemotoksilin -
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bazi hallarda 4 g-a qador 96 faizli 10 ml etil spirtinds hall
edilir. Tam hall olundugdan sonra mohlula 90 mi distilla
suyu slava edilir, 3-4 hofto miiddatins isigda saxlanilmagla
mahlul yetisir. Sonra o siiziiliir va agz1 kip gablara tokiiliir.
Belo rong 2-3 ay 6z keyfiyyatini saxlaya bilir. Istifads edilon
vaxt ranglayici distillo suyunda iki dafs durulasdirihr.

Domir hemotoksilinlo renglomo asagidaki  ardicil
moarhalslordsn ibaratdir:

1. Kasiklor parafinden tomizlondikden sonra, spirts qo-
yulur va sonra distills suyunda yuyulur (mikrotom prepa-
ratlarin hazirlanmasi qaydasina bax) 2,5-4 faizli domir zayi
mohlulu ils 12-24 vs yaxud uygun olaraq 4-6 saat islonir.

2. Rongin zayls ¢irklonmasinin qarsisim almaq {igiin
kasiklor 5-10 dagiga 2-3 dafs distills suyunda yuyulur.

3. Hemotoksilin mahlulu ils rangloma 10-16 saat davam
edir. Rangloma prosesini siiratlandirmak iigiin preparat 40-
60°C temperaturda termostata qoyulur, 40-60 dagigo
saxlanir.

4. Preparat ardicil olaraq avvalcs axar suda, sonra isa
distills suyunda yuyulur.

5. Preparatlar 1,25-2,0 faizli domir zoyinds saxlamlir,
mikroskopla sitoplazmadan rongin itmasi va niiva struk-
turunun intensiv ranglanmasi yoxlanilir.

6. Preparat axar suda yuyulur vo xromosom géy rongo
malik olur.

7. Sonralar preparat kanada balzamina kegirilons gadar
biitin ardicil moerhslalors riayst etmokls daimi preparat
hazirlanir.

8. Hiiceyrs strukturunun kontrast olmasi Ugiin, prepa-
rat hemotoksilinlo ronglondikdon va distillo suyu ilo
yuyuldugdan sonra 5-10 dogiqe 0,1-1 faizli eozin
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mohlulunda saxlanilir.
Bu halda sitoplazma, qilaf vo niivacik gohrayi ranglon-
mis olur.

BEMER HEMOTOKSILINI

Bemerin hemotoksilin zayi progressiv ranglayici olub iki
moahluldan ibaratdir:

Mbhlul A: 1 q hemotoksilin, 10 ml miitlaq spirtds hsll
edilir.

Mbhlul B: 20 q kalium zayi 200 ml distillo suyunda
qizdinlmagla hall edilir. Tam hall olundugdan sonra mshlul
soyudulur va siiziiliir.

Mbohlullar hazirlandiqdan 24 saat sonra bir-biri ilo
qangdinhir va hazir olmagq tigiin 1-2 ay saxlamr. Ranglomo
¢oX tez, bir ne¢o saniys miiddstinds gedir, ona géra do
mikroskopda digqgatls baxmaq lazimdir.

DELAFILD HEMOTOKSILINi

Kasiklori proqressiv iisulla ranglays bilon ranglayicinin
hazirlanmasi iigiin, 1 q hemotoksilin 6 ml miitlaq spirtda
hall edilir, sonra damc ils alyuminammonium zayinin
doymus sulu mshluluna (100 ml-9) tokiiliir va kolbanin kip
bagli olmayan agzindan hava daxil olmagqla isigda saxlanur.
Bir haftadan sonra siiziiliir, ganisiga 25 ml qliserin vo metil
spirti olavs edib, agz1 kip bagh olmayan qabda mohlulun
rangi qaralana gador saxlanir, 24 saatdan sonra siiziiliir va
agz1 kip bagh olan qabda «yetismasi» iigiin 1-2 ay saxlanir.

Qabaqcadan 3-4 dofs zsifladilmis rengloyici mohlul
preparati 5-10 daqiga miiddstinds rongloyir. Preparat axar
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vo distille suyunda yuyulur, yiingiilcs xlorid tursusu ilo
tursulagdirilmis 70 faizli spirtde diferensiasiya olunur,
sitoplazma va niivacik azca olaraq 1 faizli eozinlo (su va
yaxud spirt mahlulunda) 1 q eozin 70 faizli 100 ml spirtds
ronglonir. 96 faizli spirtds diferensiasiya olunur va kanada
balzami ilo ortiilona qodor miixtalif qatihgh spirt
mohlullarindan kegirilir. Yadda saxlamaq lazimdir ki,
preparatin intensiv renglonmasi {i¢iin spirtdsn kecirma
miiddatini 3-5 daqigs qisaltmaq lazimdir.

Hemotoksilinlo renglondikdsn v eozinle kontrastlagdig-
dan sonra niiva va xromosom goy, sitoplazma va niivacik is3
tiind qirmizi rangs boyanir.

KARACCI HEMOTOKSILINI

Progressiv Karaggi zay rongloyicisi asagidaki ardicilligla
hazirlanir: 25 q kalium zoyi 400 m! distills suyunda holl
edilorak, bura 0,5 q hemotoksilin, 100 ml gliserin va 0,01 q
KJO alavs edilir. Bu ganisigla hiiceyranin niivs strukturunu,
preparat diizaldikdan sonra dorhal ranglomak olar. Preparat
3-10 dagiga renglonir va 10-30 dagiqs axar suda yuyulur.

Lazim golorsa kasiklari eozinin 1 faizli sulu mshlulu ilo
kontrastlagdirmagq olar.

ERLiX HEMOTOKSILINI

Turs hemotoksilinls rangloms metodu, progressiv isulla
apanlir.

Ranglayicini hazirlamaq li¢iin 2 q hematoksilin 96 faizli
100 ml etil spirtinds hall edilir vo buraya 100 ml distilla
suyu, 10 ml buzlu sirke tursusu vo 3 q kalium zayi alava
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edilir. Qarisiq «yetismoak» {iglin, vaxtasinn qarigdirmaqla 2
hofto isigda saxlamilir. Hazir siiziilmiiy mohlulu agz kip
bagli gabda qaranligda uzun miiddst saxlamaq olar.

Preparat kssiklarlo 3-10 doqige miiddatinds 3-4 dafs
zoifladilmis ranglayici mahlulu ils ranglonir. Distills suyunda
yuyulur vo xlorid tursusu spirtindo (1 ml 1 faizli NS
mohlulu 70 faizli 100 ml etil spirtinds) mikroskopla
diferensiasiya edilir.

Preparat axar suda, sonra iso distills suyunda yuyulur
va daimi preparat hazirlanan vaxt talob olunan moarhslalors
riayat etmakls kanada balzamu ilo 6rtiiliir.

Bu rangloms iisulu ilo niiva va xromosomun keyfiyyatli
ranglanmasina nail olmaq olar.

Ozilmis preparatlar hazirlamaq lgiin ayrilmig mate-
riallann ranglodikds, xlorid tursusunda hidrolizdon (Fyul-
gena gora ronglomays bax) axar suda va distillo suyunda
yudugdan sonra 10-30 daqiga ronglayici mahlulunda saxla-
nir. Sonraki iglor yuma, diferensiasiya va kanada balzamina
kegirmasi avvalcadan geyd olunan qaydalara uygun aparilir.

Karbon — fuksin

Moshlul «A» fuksin sulfid tursusu igiin 30 q asas fuksin
70 faizli 100 ml etil spirtindo hsll edilir (garanhqda
saxlanir).

Moshlul «B» 10 q karbol tursusu (fenol) 200 ml distilla
suyunda hall edilir. (Saxlanma miiddsti iki hafta).

Sonra mohlullardan asagidaki miqdarda gétiiriiliir va
bir-birina qarigdirilir,

10 ml «A» moahlulu 90 ml «B» mahlulu 10 ml buzlu sirks
tursusu 10 ml halledilmamis neytral formalin.
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Qanisiq qangdiritlir va bir giin otaq temperaturunda
saxlanir.

Istifade etmozdon ovval spirtlo isladilmis siizgacdsn
siiziiliir. Ranglamo miiddsti empirik yolla segilir (adatan 5-20
daqiqa). Diferensiasiya 96 faizli etanolla aparilir. Bu metod
Karnua vs yaxud sirka alkozolu vs fikso edilmis material-
lardan azilmis preparatlarin ranglonmasi ligiin ds toklif edilir.

NYUTONUN ULTRABONOVSOYI KRISTALI

Bu metodu sulu fiksatoru ilo fikss edilmis mikrotom
kasiklorin ronglonmasinds istifada edilir. Metod asagidaki
ardicil morhslalordon ibarstdir. Bunan iigin 2 moahlul
hazirlanir.

Mohlul A — 1 faizli ultrabanévsayi kristalin sulu mahlulu
qaynadilir, siiziilir va soyudulur.

Moahlul B ~ yodun 1 faizli mahlulu - spirtda 1 faizli
kalium yodun mohlulu.

Parafinsizlasdirilmis preparatlar, obyektdan asih olaraq
3-10 dagige miiddatine A mohlulunda saxlanir. Sonra
distillo suyunda yuyulur va 30-45 saniys miiddstina B moh-
luluna kegirilir. 96 faizli spirtls yuyulur, 5-10 saniys miitlaq
spirtds saxlanmir va mixak yaginda ksiloldan kegirilmakla
kanada balzami ils Ortiliir. Roangloma prosesino diizgiin
riayat etdikds vo keyfiyyatlo diferensiasiya apardiqda xro-
mosomlar bandvsayi ranglanmakls yarim-saffaf olur.

YASIL METIL PIRONINi

Ronglayiciden Karnua vs yaxud sirks alkoqolu ils fikss
olunmus materiallarin ranglonmasindo istifads edilir.
Ultrabandvsayi metildan istifads etmazdan svval, onun
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mohlulundan ultrabondvsayi kristal qarisifint  ayirmaq
lazzimdir, ¢iinki o preparatin keyfiyystli ranglonmasina
manegilik toradir. Bunun igiin ultrabondvsoyi metilin 2
faizli sulu mohlulu hazirlamir va bura borabsr hocmds
xloroform alava edilir, moéhkom c¢alxalamir va 1-2 giin
¢okiintii tiglin saxlamhir. Mshlulun ist yasil metil tobagasi
bolgii qifl ila alt tobagadan ayrilir. Bu is bir negs dafa tokrar
edilir. Adaton ardicil olaraq 4 dofaden az olmayaraq tezs
xloroformla ayrilma aparihir.

Rongloeyici gansiq hazirladigda adsten iki mohlul
diizaldilir.

A. Ronglayici mohlul: 17,5 ml 5 faizli pironinin sulu
mohlulu 10 ml 2 faizli yasil metilin tomizlonmis sulu
mohlulu; 250 ml distilla suyu.

B. Asetat buferi (pH - 4,8) asagidaki qayda tzrs
hazirlanir.

1. Olkii kolbasina 1,2 ml buzlu sirks tursusu tokilir va
distills suyu ilo 100 ml-lik hacms ¢atdirihr.

2. 2,72 q natrium sirka turgusu 100 m! distills suyunda
hall edilir.

3. 74 ml sirks tursusu mohlulu ilo 100 ml natrium sirka
tursusu mahlulu garigdirhr.

A va B mohlullan aynihqda soyuducuda saxlanir va
istifads edilon vaxt 1:1 nisbatinds garngdiriir. Hazir yasil
metil pironin mohlulu agz kip kolbada soyuducuda
saxlandiqda 6z ronglayici xassasini uzun miiddst saxlayir.

Parafinsizlasdirilmis kasiklor yagil metil pironinin bufer
mohlulu ilo 20 dagige miiddstins ranglenir. Preparat dorhal
distills suyu ilo yuyulur vo agagidaki mohlullardan kegir-
makla nomsizlosdirilir vo kanada balzamu ils ortiiliir.
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Aseton 100 faiz,
90 faiz — aseton — 90 faiz ksilol,

50 faiz — aseton — 50 faiz ksilol,
100 faiz ksilol.

b S

GOY TOLUIDIN VO GOY METILEN
AYRILIQDA

Rangloyici adsten radioavtoqrafiyada bitki ve heyvan
toxumalarindan miivaqqati preparat hazirlayan zaman
aydinlagdirmadan sonra xromosomlarin renglonmaosi igiin
istifads edilir.

Birinci halda Sak-Ilveyinin buferinds (limon tursusu -
Na>:HPOs)-pH 4, géy toluidinin 0,05 faizli mshlulundan,
ikinci halda iss rangin 0,5 faizli sulu mohlulundan istifada
edilir.

Ranglomoazdan svval material 20-40 dagiqs miiddatins
60°C-ds 1 n HCI mshlulunda va yaxud 20°C-ds 5 n HCI-
mohlulunda hidroliz olunur. Preparat 30-60 saniyo middo-
tindas yuyulur va ranglanir.

Niivanin strukturu materialin sirko alkoqolu ila (3:1)
fiksasiyasindan sonra daha keyfiyyatli ranglonir.

Ozilmig preparatlar hazirladiqgda da material 5 faizli goy
metilen mahlulu ils ranglanir.

GOY TOLUIDIN VO UNNA GOY METILENi
BIRLIKD®O iSTIFADO ETDIKDO

Quru boyaq maddalari gargigina (0,5 q gdy toluidin va
0,5 q gdy metilen) kalium karbonatin 1 faizli 100 ml sulu
mohlulu va 5 ml 75 faizli etil spirti slavs edilir va 5 daqiga
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qaynadilir. Mahlul soyudulur va siiziiliir.
Hidroliz va ranglama avvalki metoda uygun aparihr.

SIFF REAKTIVININ KOMOYi iLO
FYULGENO GORO RONGLOMO

Fyulgen reaksiyasindan istifads etmokle DNT-nin
ranglonmasi metodu (Darlington ve La Kurdan sitat 1980)
siffin aldehid reaksiyasina asaslamir va giiclii olmayan ¢ox
davamh ronglonms verir. Ronglonms iki marhsladan iba-
rotdir:

a) Nuklein tursusunun aldehid qrupunun 60°C-ds 1 n
HCl mahlulunda hidroliz etmakls azad olunmasi.

b) Xromosomun bandvsoyi ronglonmasina sobab olan
azad olmus aldehid qrupu ilo asas fuksinin leykoformasi
arasindaki kimyovi reaksiya.

Siff reaksiyasinin koémokliyi ilo szilmis preparatlarin
hazirlanmas iigiin ayrilmis materiallart va parafin &rtiiyiin-
dan sonra alinmus kasiklari ronglomak olar.

Materiallann xlorid tursusunda hidrolizi isti va soyuq
halda ola bilor. Tacriibalords ssasen isti hidrolizden daha
¢ox istifade edilir. Bunun {igiin siff reaktivi asagidaki
gaydada hazirlamr. Fuksin sulfid tursusu almagq iigiin 1 g
ozilmig asash fuksin 200 ml qaynayan distilla suyunda hall
edilir va tez-tez ¢alxalamaqla 5-15 daqiqs qaynadihir. 50°-ya
qadear soyudulur, siiziillir vo 20 ml 1 n HCI (1 n HCI moahlulu
82,5 ml HCI (sixhg 1,19) 1 l-o gadar distills suyu slava
edilir) tokiiliir: 25°C-ya qadar soyudulur, 1 q susuzlas-
dirnlmis natrium metabisulfit (Na»S;0s) va yaxud daha
davamh kalium metabisulfit (K2S:0s) slavs edilir. Alinmis
tiind-qirmuzi rangli mohlul agz kip bagh gablara tokiliir vo
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mohlulun tiind-qirmiz1 rongi soffaflasana gader 25°C-do
soyuducuda 24 saata godor saxlanir. Yaxs: keyfiyyatli fuk-
sin mohlulu rangsizlesir va yaxud da zsif san rengs gevrilir.
Soyuducuda qaranhq yerds saxlamaqla o 6z keyfiyystini bir
nega ay saxlaya bilir.

Moahlulun ronginin qizarmasi fuksin sulfid tursusunun
parcalandigim va Siff reaktivinin istifado edilmasinin
yararsiz oldugunu gostorir.

Mikrotom kasiklorin vs azilmis preparatlarin hazr-
lanmas1 ii¢lin materiallarin ronglonma dsulu ayri-ayn
manipulyasiyalara gors bir gadar forqlonir.

Ozilmis preparatlarin hazirlanmasinda istifado edilon
materiallarin Fyulgen reaksiyasi ilo islonmosi asagidaki
ardicilhgla apartilir:

1. Materiallar 70° spirtdan bir ne¢a saniys miiddatins 1
n HCl mohluluna, sonra iss bir ne¢a daqige 60°-1i 1 n HCl-a
kegirilir. Hidroliz, temperatur soraitina ciddi riayst etmaklo
aparilir. Ona gora do 60°-ya gadar qizdiriimis 1 n HCI su
hamamina goyulur va temperatur termometr ilo yoxlanir.

On yaxst Fyulgen reaksiyast ilo natico o vaxt ahmr ki,
fiksator kimi Karnaudan istifads edilsin (bu halda mate-
rialin yaxs1 ranglonmasi igiin hidrolizin miiddati 8 daqig),
sirka alkogolu fiksatoru (hidroliz 6 daqiqs), Navasin
fiksatoru (hidroliz 5-10 daqig?).

2. Materiallar bir ne¢o saniys miiddstina soyuq 1 n HCI
mohluluna kegirilir, sonra material siff reaktivinds 0,5-1,5
saat (vaxt empirik yolla segilir) miiddatinda ronglonir.

3. Materiallar 3 névbado 5-10 daqige sulfidli su ilo
yuyulur. Sulfidli suyun tarkibi — 5 ml 1 n HCI, 5 ml 10 faizli
K>S,0s, 100 ml distills suyu.

4. Materiallar 5-10 dagigs axar suda yuyulur, 40-45
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faizli sirko tursusu ilo yaxalanir vo sonra 45 faizli sirke
tursusunda azilmis preparat hazirlanir.

Mikrotom kasiklorin Siff reaktivi ilo ronglonmosi
asagidaki sxem iizro aparnhr.

1. Osya siigasi kasiklorls adi iisulla suya gatdirilir, soyuq
1 n HCl mshlulu olan gaba qoyulur va 60°C-ys qgodor
qizdirihir. Hidrolizin miiddsti istifads olunan fiksatordan
asili olaraq aparilmalidir (yuxarida geyd olundugu kimi).

2. Ogsya siigosi kosiklo birlikds soyuq 1 n HCl-la
yaxalanir va 1-2 saathga siff reaktivinds saxlanir.

3. Osya siisasi kasiklo birlikda ii¢ névbada sulfidli suda 5
daqigo, axar suda 5-10 doaqigs sonra iss distillo suyunda
yuyulur.

4. Tund ranglonmis kasiklor 1-2 daqiqa miiddatine su v
yaxud spirtin 1-2 faizli mahlulu ils agiq yasil ronglonir.

5. Kasiklar, asya stigosi 1-2 dagiqga spirtdan (96 faizli, 10
faizli), 5-10 doqigs ksilol III, IV-dan kegirilmakla
namsizlagdirilir vo kanada balzamu ilo értiiliir.

Preparatlarin boyanmasi bu ardicilligla aparildiqda
xromosom al qirmizi bandvsayi, sitoplazma va niivacik isa
yasil ronglonir.
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