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Zamonaviy biotexnologiyada maqgsadli genlarni mikroorganizmlarga Kiritish
jarayoni gen muhandisligining asosiy bosgichlaridan biridir. Buning uchun hujayralar
begona DNKni o‘z ichiga gabul gila oladigan holatga, ya’ni kompetent holatga
keltiriladi. Kompetent hujayralar tayyorlash usullari mikroorganizmlarning tabiiy yoki
sun’ly genetik transformatsiyasini amalga oshirishda muhim ahamiyatga ega. Oddiy
holatda bakteriya yoki boshqa hujayralar tashqi DNKni ichkariga o‘tkaza olmaydi,
chunki ularning hujayra devori va membranasi himoya vazifasini bajaradi. Shuning
uchun laboratoriyada hujayrani “kompetent”, ya’ni DNKni o‘tkaza oladigan holatga
keltirish kerak bo‘ladi. Kompetent hujayra — bu gen muhandisligida ishlatiladigan
maxsus tayyorlangan hujayra bo‘lib, unga magsadli gen yoki plazmid DNK Kkiritish
(transformatsiya gilish) mumkin. Genetik muhandislik va biotexnologiya sohasida olib
borilgan ilmiy tadqiqotlar tahlili shuni ko‘rsatadiki, Pichia pastoris achitqi hujayrasi
zamonaviy ekspression tizim sifatida ilm-fan va sanoatda keng qo‘llanilmoqda.
Tadgiqgotlarda ushbu mikroorganizmdan ogsil sintezida, aynigsa, rekombinant
ogsillarni ishlab chigishda samarali platforma sifatida foydalanish imkoniyatlari keng
yoritilgan [1]. Ba’zi manbalarda Pichia pastoris ning genetik tuzilmasi, uning oson
boshqariladigan promotor tizimlari va yuqori darajadagi ekspressiya gobiliyati tahlil
gilingan [2]. Shuningdek, tadgigotchilar magsadli genlarni ushbu hujayraga kiritish
jarayonining bosgichlarini, xususan, vektorlar konstruktsiyasi, transformatsiya
metodlari va rekombinant klonlarni tanlab olish mexanizmlarini ilmiy jihatdan asoslab
berganlar [3].
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Materiallar va reaktivlar: Pichia pastoris X33 shtammi, YPD (1% li achitqi
ekstrati, 2% li pepton, 2% li glyukoza), YPD agar (1% li achitqi ekstrati, 2% li pepton,
2% i glyukoza, 1.5% agar-agar), kolbalar, probirkalar, dazatorlar, sentrifuga,
distillangan sovuqg suv, 1M li sovuq sorbitol, stok buferi (1M sorbitol, 10mM Tris—HCI
(pH 7.5), 40mM DTT (dithiothreitol)), sentrifuga.

Olingan natijalar va ularning muhokamasi: Kompetent hujayra uchun
xoxlagan Pichia pastoris shtammlaridan foydalanish mumkin. Biz Pichia pastoris X33
shtammidan foydalandik. Petri chashkasidagi X33 shtammi yangi YPD agar
chashkasiga ekiladi va 40 soat 30 °C da termostatda goldiriladi. Chunki keying jarayon
uchun hujayraning yosh bo‘lishi muhim hisoblanadi. O‘sib chiggan hujayradan bir
koloniya olinib 5ml YPD li ozuga muhitiga ekiladi va shaker inkubatordan 28-30 °C
12soat davomida o‘stiriladi. Keyin o°sha probirkadagi kulturadan 200 mkl olinib 500
ml YPD muhitiga ekiladi u ham 12 soat davomida 28-30°C haroratda o‘stiriladi. O‘sgan
achitqi kulturasi 50 mllik probirkalarga solinib, 15min davomida 4500 ay/min tezlikda
4°C da sentrifuga qilinadi. Supernatant-olib tashlanadi va distirlangan suv bilan 4-5
marta chayib olinadi, har bir chayishda sentrifuga gilinadi, supernatant olib tashlanib
4°C dagi toza suv solinadi. Oxirgi sentrifugadan olingandan keyin cho’kma usti to’kib
tashlanadi va ustiga ustiga stok buferi solinib 30 minutga xona haroratida inkubatsiya
gilinadi. Hujayra massasi yugoridagi kabi sentrifuga gilinadi va supernatant olib
tashlanadi. Cho‘kma ustiga 40ml 1M suvuq sorbitol solinib vortex gilinadi va
sentrifugada 4500 tezlikda 10 minut davomida cho‘ktiriladi. Oxirgi bosqichda cho‘kma
ustiga 1-2 ml 1M sovuq sorbitol solinadi va shu bosgichlardan so‘ng kompetent
hujayraiz tayyor holatga keladi.

Xulosa: Magsadli genlar transformatsiyasida kompetent hujayra tayyorlash
muhum bosqichlardan biri xisoblanadi. Shuning uchun har bir bosgichni sterill holatda
va to‘g‘ri bajarish muhum ahamiyat kasb giladi va sof hujayra olishga yordam beradi.
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