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Annotatsiya. Ushbu ishda magsadli genlarni Pichia pastoris achitgi hujayrasiga
Kiritish jarayoni, uning bosqgichlari va biotexnologik ahamiyati yoritilgan. Tadgiqotda
gen injiniringining zamonaviy Yyondashuvlari, xususan rekombinant DNK
texnologiyasi, transformatsiya jarayonlari hamda ekspressiya tizimlarini yaratish
mexanizmlari tahlil gilingan. Shuningdek, Pichia pastoris ni genetik modifikatsiya
qilishda go‘llaniladigan vektorlar, promotorlar va seleksiya markerlarining roli ochib
berilgan. Mazkur jarayonning farmatsevtika, ozig-ovgat sanoati va ferment ishlab
chigarish sohalaridagi amaliy ahamiyati ham yoritilgan.

Kalit so‘zlar. Pichia pastoris, gen muhandisligi, transformatsiya, rekombinant
DNK, ekspressiya tizimi.

Annotation. This work describes the process of introducing target genes into
Pichia pastoris yeast cells, focusing on its stages and biotechnological significance. The
study analyzes modern approaches to genetic engineering, including recombinant DNA
technology, transformation procedures, and mechanisms of expression system
development. The roles of vectors, promoters, and selection markers used in the genetic
modification of Pichia pastoris are discussed in detail. The practical applications of this
process in pharmaceuticals, food production, and enzyme industries are also
highlighted.

Key words. Pichia pastoris, genetic engineering, transformation, recombinant
DNA, expression system.
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AHHOTaIII/Iﬂ. B pa60Te pacCMaTpuBaACTCA IIPOUCCC BHCAPCHUA LCIICBBIX I'CHOB B
KJICTKH Japoxokeit Pichia pastoris, ero ocHOBHBIC 3Tambl U OHOTEXHOJOTHYECKOE
3HA4YCHUC. HpoaHaJII/ISI/IPOBaHLI COBPCMCHHBIC MCTOIbI T€HHOU HHXCHCPHUH, BKIIOYasa
texHosmornn pexkomOmHaHTHOW JIHK, mpomeccel Tpanchopmanmu u co3gaHue
IKCIPECCUOHHBIX cHucTeM. llogpoOHO packpbiTa poJib BEKTOPOB, IPOMOTOPOB H
MapKepOB CENIEKIINH, IPUMEHIEMBIX PU FeHeTHIecKoi Mmonudukauu Pichia pastoris.
Taxxe mokazaHo MpakTHYECKOE 3HAUCHUE TAHHOTO Tporiecca AJisi (papMaleBTUIECKOM,
MUIIEBOU U PEPMEHTHOMN MTPOMBIIIICHHOCTH.

KimoueBble ciaoBa: Pichia pastoris, rennas wumkeHepus, TpaHchopMalius,
pexombunanTHas JIHK, skcnipeccnonHnas cucrema.

Kirish. Zamonaviy biotexnologiyada genetik muhandislik usullarining jadal
rivojlanishi turli organizmlarda, jumladan, achitqi hujayralarida maqgsadli genlarni
Kiritish, ifodalash va o‘zgartirish imkonini bermoqda. Shulardan biri bo‘lgan Pichia
pastoris turi hozirgi kunda eng samarali ekspression tizimlardan biri sifatida e’tirof
etiladi. Ushbu achitqi mikroorganizmi o‘zining genetik bargarorligi, yugori darajadagi
ogsil sintezi, eukariot tizimlarga xos posttranslyatsion modifikatsiyalarni amalga
oshirish gobiliyati va oson o‘sish sharoitlari bilan ajralib turadi. Pichia pastoris
hujayralariga maqgsadli genlarni Kiritish jarayoni bir necha bosgichlardan iborat bo‘lib,
ularga gen konstruktsiyasini yaratish, vektorlarni tayyorlash, transformatsiya gilish,
rekombinant klonlarni tanlab olish hamda ogsil ifodalanishini nazorat qgilish kiradi. Har
bir bosgich o°zining anig metodologiyasi va texnologik yondashuvlariga ega bo‘lib,
jarayonning yakuniy natijasiga bevosita ta’sir ko‘rsatadi. Hozirgi kunda Pichia pastoris
asosida ishlab chigilgan ekspression tizimlar farmatsevtika, o0zig-ovgat sanoati,
biofarmatsevtika va ferment ishlab chigarish sohalarida keng go‘llanilmogda. Aynigsa,
murakkab ogsillar, vaksinalar va terapevtik fermentlarni ishlab chigarishda ushbu
tizimning afzalliklari yagqol namoyon bo‘Imoqda. Shu sababli, Pichia pastoris ni
genetik modifikatsiya gilish jarayonini chuqur o‘rganish, uning har bir bosgichida yuz
beruvchi molekulyar o‘zgarishlarni tahlil gilish va amaliy samaradorligini oshirish
bugungi biotexnologik tadgiqotlarning dolzarb yo‘nalishlaridan biri hisoblanadi.
Mazkur yo‘nalishda olib borilayotgan izlanishlar biologik faol moddalarning samarali
sintezi, yuqori sifatli biopreparatlar ishlab chigish hamda biotexnologik ishlab chigarish
jarayonlarini optimallashtirish uchun muhim ilmiy va amaliy asos yaratadi. Shu
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jihatdan, Pichia pastoris hujayrasiga magsadli genlarni Kiritish jarayonining
bosqichlarini tizimli o‘rganish, ularning samaradorlik darajasini baholash va yangi
texnologik yondashuvlarni ishlab chigish biotexnologiyaning kelajakdagi rivoji uchun
muhim ahamiyat kasb etadi.

Adabiyotlar tahlili. Genetik muhandislik va biotexnologiya sohasida olib
borilgan ilmiy tadgiqotlar tahlili shuni ko‘rsatadiki, Pichia pastoris achitqi hujayrasi
zamonaviy ekspression tizim sifatida ilm-fan va sanoatda keng qo‘llanilmoqda.
Tadgiqgotlarda ushbu mikroorganizmdan oqgsil sintezida, ayniqsa, rekombinant
ogsillarni ishlab chigishda samarali platforma sifatida foydalanish imkoniyatlari keng
yoritilgan [1]. Ba’zi manbalarda Pichia pastoris ning genetik tuzilmasi, uning oson
boshgariladigan promotor tizimlari va yuqgori darajadagi ekspressiya qobiliyati tahlil
gilingan [2]. Shuningdek, tadgiqotchilar magsadli genlarni ushbu hujayraga kiritish
jarayonining bosgichlarini, xususan, vektorlar konstruktsiyasi, transformatsiya
metodlari va rekombinant klonlarni tanlab olish mexanizmlarini ilmiy jihatdan asoslab
berganlar [3]. Ayrim ilmiy ishlar Pichia pastoris asosida ishlab chigilgan ekspression
tizimlarning sanoat  miqgyosidagi  qo‘llanilishini, ularning  farmatsevtika,
biofarmatsevtika va o0zig-ovqat sohalarida yuqori samaradorlik ko‘rsatganini gayd etadi
[4]. Bundan tashqari, ilmiy adabiyotlarda Pichia pastoris tizimida ishlatiladigan
promotorlar, seleksiya markerlari va signal peptidlarning ogsil ifodalanishiga ta’siri,
ularning molekulyar darajadagi o‘zaro bog‘ligligi keng o‘rganilgan [5]. Xorijiy
manbalarda ushbu achitqi turida posttranslyatsion modifikatsiyalar, masalan,
glikozillanish jarayonlari eukariot tizimlarga yagin kechishi sababli, murakkab
terapevtik ogsillar ishlab chigarishda Pichia pastoris ning afzalliklari alohida
ta’kidlangan [6]. Shu bilan birga, mahalliy tadgigotlarda ham ushbu mikroorganizmdan
foydalanish imkoniyatlari, uning genetik transformatsiyasini takomillashtirish,
seleksiya tizimlarini soddalashtirish va biotexnologik jarayonlarning samaradorligini
oshirishga qaratilgan ilmiy yondashuvlar yoritilgan [7]. Mazkur adabiyotlar tahlili
shuni ko‘rsatadiki, Pichia pastoris hujayralariga magsadli genlarni kiritish va ularning
ifodalanishini  boshgarish mexanizmlari biotexnologiya rivojida asosiy ilmiy
yo‘nalishlardan biri bo‘lib, u yuqori samarali biopreparatlar va innovatsion
biofarmatsevtik mahsulotlar yaratishda muhim ahamiyat kasb etadi.
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Materiallar va usullar. Mazkur tadgiqotda Pichia pastoris achitgi hujayrasiga
magsadli genlarni Kiritish jarayonining bosqgichlarini o‘rganish uchun genetik
muhandislikning zamonaviy laboratoriya usullari, molekulyar biologiya texnikalari va
biotexnologik tahlil metodlari go‘llanildi. Tadgigot materiali sifatida Pichia pastoris
GS115 shtammi va magsadli genni 0°z ichiga olgan rekombinant DNK konstruktsiyasi
tanlandi. Gen konstruktsiyasini yaratish bosgichida plazmid vektorlardan, xususan
pPIC9S va pGAP seriyali vektorlardan foydalanildi, ular Pichia pastoris hujayralarida
yugori darajada ifoda beruvchi promotorlar — AOX1 yoki GAP promotorlari bilan
ta’minlangan. Genetik materialni vektorga Kkiritish uchun restriksion fermentlar
yordamida kesish va ligatsiya reaksiyalari amalga oshirildi, so‘ngra olingan
konstruktsiyalar bakterial hujayralar (odatda Escherichia coli) orgali ko‘paytirildi.
Keyingi bosgichda vektor DNKSsi maxsus tayyorlangan Pichia pastoris hujayralariga
transformatsiya usuli orgali Kiritildi. Transformatsiya gilishda elektr impulsi yordamida
hujayra membranasini vaqgtinchalik o‘tkazuvchan holatga keltiruvchi elektroporatsiya
metodi qo‘llanildi, bu esa magsadli genning hujayra genomiga integratsiyasini
ta’minladi. Transformatsiyadan so‘ng hujayralar antibiotik (masalan, zeosin)
yordamida seleksiya jarayonidan o‘tkazilib, rekombinant klonlar tanlab olindi. Tanlab
olingan koloniyalar PCR (polimeraza zanjir reaksiyasi) orgali tekshirilib, genning
muvaffagiyatli  kiritilgani  molekulyar  darajada tasdiglandi.  Shuningdek,
transformatsiyalangan hujayralarda maqgsadli ogsilning ifodalanish darajasi SDS-
PAGE elektroforezi va Western blot tahlili yordamida baholandi. Tadgigot jarayonida
har bir bosgichning samaradorligi nazorat qilinib, transformatsiya sharoitlari (DNK
miqgdori, hujayra zichligi, elektroporatsiya kuchlanishi va regeneratsiya mubhiti)
optimallashtirildi. Olingan ma’lumotlar asosida Pichia pastoris da gen
ekspressiyasining bargarorligi, ogsil sintezi darajasi hamda tizimning biotexnologik
samaradorligi aniglanib, jarayonni takomillashtirish bo‘yicha tavsiyalar ishlab chigildi.
Shu tarzda go‘llanilgan materiallar va usullar magsadli genlarni Pichia pastoris
hujayralariga kiritish, ularning integratsiya mexanizmini tushuntirish va ifoda
jarayonining samaradorligini oshirishga ilmiy asos yaratdi.
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Yuqoridagi jadval Pichia pastoris achitgi hujayrasiga magsadli genlarni Kiritish
jarayonining barcha bosqichlarini izchil tarzda yoritib beradi. Jadvalda har bir
bosqgichda bajariladigan asosiy amallar, ularning magsadi hamda kutilayotgan natijalari
ko‘rsatilgan bo‘lib, bu jarayonning umumiy tuzilmasini to‘liq ifodalaydi. Avvalo, gen
konstruktsiyasini yaratish bosgichi tadgiqotning boshlang‘ich nugtasi bo‘lib, unda
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magsadli gen ifoda uchun mos ekspression vektorga joylashtiriladi. Keyingi bosgichda
bu vektor bakterial hujayralarda ko‘paytiriladi va toza DNK shaklida olinadi.
Transformatsiya jarayoni eng muhim bosgichlardan biri hisoblanib, unda genetik
material Pichia pastoris hujayrasiga elektroporatsiya orqali kiritiladi. Shundan so‘ng
seleksiya bosgichida antibiotik yordamida fagat genni muvaffagiyatli gabul gilgan
transformantlar tanlab olinadi. Yakuniy bosqgichda esa ifoda tahlili o‘tkazilib, maqgsadli
ogsilning sintez darajasi baholanadi. Jadval mazmuni shuni ko‘rsatadiki, ushbu
jarayonning har bir bosqgichi o‘zaro chambarchas bog‘langan bo‘lib, ularning ketma-
ket va to‘g‘ri bajarilishi gen muhandisligi tajribalarining muvaffagiyatini belgilaydi.
Tadqgigot muhokamasi. Oc‘tkazilgan tadgiqotlar natijalarining tahlili shuni
ko‘rsatdiki, maqgsadli genlarni Pichia pastoris achitgi hujayrasiga Kiritish jarayoni bir
necha omillarga bog‘lig bo‘lib, har bir bosgichning to‘g‘ri bajarilishi yakuniy
natijaning samaradorligini belgilaydi. Avvalo, gen konstruktsiyasini to‘g°ri tanlash va
mos promotor tizimidan foydalanish magsadli ogsilning ifoda darajasiga bevosita ta’sir
ko‘rsatadi. AOX1 promotoridan foydalanilgan holatlarda metanol induksiyasi orgali
ogsil ishlab chigarish sezilarli darajada oshgani kuzatildi, bu esa Pichia pastoris ning
metilotrof xususiyatidan samarali foydalanish imkonini berdi. Birog ba’zi hollarda,
doimiy ifoda beruvchi GAP promotorining qo‘llanilishi ishlab chigarish jarayonini
soddalashtirgan va metanolga bo‘lgan ehtiyojni bartaraf etgan. Transformatsiya
bosgichida elektroporatsiya parametrlari muhim rol o‘ynadi: elektr impulsi kuchi va
davomiyligi optimal diapazonda saglanganda, gen integratsiya samaradorligi yuqori
natija berdi. Hujayra regeneratsiyasi uchun tanlangan oziglantiruvchi muhit ham
transformatsiyalangan koloniyalarning o‘sish sur’atiga sezilarli ta’sir ko‘rsatdi. Tanlab
olingan rekombinant klonlarda PCR tahlili orgali genning muvaffaqgiyatli Kiritilgani
molekulyar darajada isbotlandi, bu esa transformatsiya jarayonining to‘g‘ri tashkil
etilganini ko‘rsatadi. Oqgsil ifodalanishini baholash jarayonida SDS-PAGE natijalari
asosida maqgsadli ogsilning kutilgan molekulyar massaga ega bo‘lgani, Western blot
tahlili esa ifoda gilingan ogsilning spesifikligini tasdigladi. Shuningdek, tadgiqot
davomida transformatsiya samaradorligini oshirish uchun hujayra zichligi, DNK
miqdori va regeneratsiya davrini optimallashtirish bo‘yicha eksperimental tajribalar
o‘tkazildi. Olingan ma’lumotlarga ko‘ra, DNKning yuqori konsentratsiyasi yoki elektr
impulsi kuchining ortigcha go‘llanilishi hujayralarning nobud bo‘lishiga olib kelgan,
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bu esa optimal parametrlarni aniqlash zarurligini ko‘rsatgan. Barcha bosgichlarning
chuqur tahlili Pichia pastoris tizimining genetik transformatsiya uchun ishonchli va mos
platforma ekanligini tasdigladi.

Xulosa. Oc‘tkazilgan tadqiqotlar natijalariga ko‘ra, Pichia pastoris achitqi
hujayrasi maqgsadli genlarni kiritish va ularni yuqori darajada ifoda gilish uchun eng
istigholli ekspression tizimlardan biri ekanligi aniglandi. Gen konstruktsiyasini to‘g°ri
tanlash, mos promotorlardan (AOX1 yoki GAP) foydalanish hamda transformatsiya
sharoitlarini optimallashtirish ogsil sintezi samaradorligini sezilarli darajada oshiradi.
Elektroporatsiya usuli orgali genning hujayra genomiga integratsiyasi yugori aniglik
bilan amalga oshirildi va transformatsiyalangan klonlarda bargaror ifoda kuzatildi.
Olingan natijalar Pichia pastoris tizimi nafagat laboratoriya darajasida, balki sanoat
migyosida ham rekombinant ogsillar ishlab chigarishda samarali platforma sifatida
foydalanilishi mumkinligini tasdiglaydi. Shu bilan birga, tadgigot davomida aniglangan
optimal sharoitlar gen muhandisligi va biotexnologiya sohasida keyingi ilmiy
izlanishlar uchun amaliy ahamiyat kasb etadi.
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