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ЦельюÊ данногоÊ исследованияÊ являетсяÊ выделениеÊ геномнойÊ ДНКÊ (гДНК)Ê изÊ дрожжевойÊ клеткиÊ сÊ помощьюÊ

различныхÊметодовÊ иÊ подборÊ самогоÊ удобногоÊ вÊ исполнении,Ê быстрогоÊ иÊ недорогогоÊметода.ÊДляÊ этойÊ целиÊ провелиÊ
тщательныйÊ обзорÊ литературныхÊ данныхÊ иÊ выбралиÊ триÊ относительноÊ оптимальныхÊ метода,Ê основанныхÊ наÊ ис-
пользованииÊреагентовÊгуанидинÊтиоцианата,ÊферментаÊlyticaseÊиÊацетатаÊлития/SDS.ÊВÊисследовательскойÊработеÊ
былиÊ изученыÊ иÊ сопоставленыÊ преимуществаÊ иÊ недостаткиÊ этихÊ методов.Ê ПолученныеÊ результатыÊ показали,Ê чтоÊ
методÊ выделенияÊ сÊ использованиемÊ ферментаÊ lyticaseÊ неÊ являетсяÊ оптимальным,Ê вÊ связиÊ сÊ длительнымÊ временемÊ
выполненияÊиÊ высокойÊ стоимостьюÊиспользуемогоÊфермента,ÊметодÊвыделенияÊ сÊиспользованиемÊреагентовÊацетатÊ
лития/Ê SDSÊ значительноÊ проще,Ê быстрееÊ иÊ дешевле,Ê аÊ методÊ разделенияÊ сÊ помощьюÊтиоцианатнойÊ солиÊ гуанидинаÊ
признанÊнеэффективнымÊиз-заÊнизкогоÊвыходаÊгеномнойÊДНК.ÊКромеÊтого,ÊмыÊтакжеÊисследовалиÊпроцессÊвыделенияÊ
геномнойÊДНКÊизÊCandidaÊ albicansÊ иÊ другихÊтиповÊплесневыхÊ грибов,Ê кромеÊPichiaÊ pastoris.Ê ДляÊ этогоÊ использовалсяÊ
толькоÊ методÊ ацетатаÊ лития/SDS,Ê иÊ былоÊ показано,Ê чтоÊ этотÊ методÊ позволяетÊ выделитьÊ высококачественнуюÊ
геномнуюÊДНКÊизÊвсехÊтиповÊдрожжейÊиÊплесени.Ê. 

 
Ключевые слова: Êгуанидинтиосульфат,ÊполимеразнаяÊцепнаяÊреакция,ÊPichiaÊpastoris,ÊферментÊlyticase,ÊгеномнаяÊДНК,ÊацетатÊлития,ÊSodiumÊDodecylÊSulfate,Ê
CandidaÊalbicansÊ 
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InÊ thisÊ study,Ê weÊ aimedÊ toÊ isolateÊ genomicÊ DNAÊ (gDNA)Ê fromÊ aÊ yeastÊ cellÊ usingÊ variousÊ methodsÊ andÊ chooseÊ theÊ
cheapest,ÊmostÊconvenient,ÊandÊ fastestÊmethodÊamongÊ them.ÊForÊ thisÊpurpose,ÊbasedÊonÊaÊ thoroughÊreviewÊofÊ theÊ literature,Ê
threeÊrelativelyÊoptimalÊmethodsÊwereÊselectedÊbasedÊonÊtheÊuseÊofÊguanidineÊthiocyanate,Ê lyticaseÊenzyme,ÊandÊlithiumÊace-
tate/SDSÊ reagents.Ê InÊ theÊ researchÊ work,Ê theÊ disadvantagesÊ andÊ advantagesÊ ofÊ theseÊ methodsÊ wereÊ studiedÊ andÊ compared.Ê
TheÊobtainedÊresultsÊshowedÊthatÊtheÊisolationÊmethodÊusingÊtheÊlyticaseÊenzymeÊisÊnotÊoptimal,ÊgivenÊtheÊrelativelyÊlongÊtimeÊ
andÊ highÊ costÊ ofÊ theÊ enzymeÊ used,Ê theÊ isolationÊ methodÊ usingÊ lithiumÊ acetate/SDSÊ reagentsÊ isÊ muchÊ simpler,Ê fasterÊ andÊ
cheaper,Ê andÊ theÊ isolationÊ methodÊ usingÊ theÊ guanidineÊ thiocyanateÊ isÊ recognizedÊ impracticalÊ dueÊ toÊ poorÊ isolationÊ ofÊ ge-
nomicÊDNA.ÊInÊaddition,ÊweÊalsoÊinvestigatedÊtheÊprocessÊofÊisolatingÊgenomicÊDNAÊfromÊCandidaÊalbicansÊandÊmoldsÊotherÊ
thanÊPichiaÊpastoris.ÊForÊ this,ÊonlyÊ theÊ lithiumÊacetate/SDSÊmethodÊwasÊused,ÊandÊthisÊmethodÊwasÊshownÊtoÊbeÊableÊ toÊ iso-
lateÊhighÊqualityÊgenomicÊDNAÊfromÊallÊtypesÊofÊyeastsÊandÊmolds. 
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BizÊmazkurÊ tadqiqotÊ ishimizdaÊachitqiÊhujayrasidanÊuningÊgenomÊDNKÊ(gDNK)ÊsiniÊ turliÊusullarÊyordamidaÊajratib,Ê
ulardanÊengÊarzon,ÊqulayÊvaÊtezÊusuliniÊtanlabÊolishniÊmaqsadÊqildik.ÊShuÊmaqsadda,ÊadabiyotÊma'lumotlariniÊto'liqÊo'rganishÊ
asosidaÊ bizÊ guanidinÊ tiosiyanat,Ê lyticaseÊ fermentiÊ vaÊ litiyÊ asetat/SDSÊ reagentlariÊ ishlatishgaÊ asoslanganÊ nisbatanÊ optimalÊ
bo'lganÊ 3Ê xilÊ usulniÊ tanlabÊ oldik.Ê TadqiqotÊ ishidaÊ ushbuÊ usullarningÊ kamchilikÊ vaÊ ustunÊ tomonlariÊ o'rganilibÊ solishtirildi.Ê
OlinganÊ natijalarÊ shuniÊ ko'rsatdiki,Ê lyticaseÊ fermentiÊ tasiridaÊ ajratishÊ usuliÊ nisbatanÊ uzoqÊ vaqtÊ olishiÊ vaÊ ishlatilganÊ
fermentningÊ narxiÊ qimmatligiÊ inobatgaÊ olinibÊ maqbulÊ usulÊ emasligi,Ê litiyÊ asetat/SDSÊ reagentlariÊ yordamidaÊ ajratishÊ usuliÊ
anchaÊ sodda,Ê tezÊ vaÊ arzonligi,Ê guanidinÊ tiosionatÊ tuziÊ yordmidaÊ ajratishÊ usuliÊ esa,Ê gDNKÊ yomonÊ ajraganligiÊ sababliÊ
maqsadgaÊmuvofiqÊemasligiÊaniqlandi.ÊBundanÊtashqariÊbiz,ÊPichiaÊpastorisdanÊboshqaÊCandidaÊalbicansÊvaÊbegonaÊtipdagiÊ
mog’orÊ zambrurlarinidanÊ genomÊ DNKÊ niÊ ajratishÊ jarayonlariniÊ hamÊ tadqiqÊ qildik.Ê BundaÊ jarayonÊ faqatÊ litiyÊ atsetat/SDSÊ
usulidaÊ amalgaÊ oshirildiÊ vaÊ mazkurÊ usulÊ bilanÊ barchaÊ achitqiÊ vaÊ mog'orÊ zambrug‘laridanÊ sifatliÊ genomÊDNKÊ siniÊ ajratishÊ
mumkinligiÊisbotlandi. 

Ê 
Каlit soꞌzlar: GuanidinÊtiosulfat,ÊPolimerazaÊzanjirÊreaksiyasiÊ(PZR),ÊPichiaÊpastoris,ÊLitikazaÊfermenti,ÊgDNKÊ(genomDNK),ÊlitiyÊasetat,ÊSDS(SodiumÊDodecylÊSulfate),Ê
CandidaÊalbicansÊ 
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Kirish 
MetilotrofikÊ PichiaÊ pastorisÊ achitqisiÊ

geterologikÊoqsillarniÊ ishlabÊchiqarishÊuchunÊkengÊ
qo'llaniladiganÊ mikroorganizmlardanÊ biriÊ
hisoblanadiÊ [1-5].Ê PichiaÊ pastorisÊ ekspresyonÊ

tizimiÊboshqaÊtizimlardanÊarzonÊozuqaviyÊmuhitdaÊ
ko'paytirilgandaÊsezilarliÊbiomassaningÊ to'planishi,Ê
endotoksinlarÊ vaÊ pirogenlarningÊ yo'qligi,Ê yuqoriÊ
darajadagiÊ rekombinantÊ oqsillarÊ sintezlanishiÊ kabiÊ
afzalliklargaÊ egaÊ [6-10].Ê AchitqiÊ hujayralaridanÊ
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genomÊ DNKÊ niÊ (gDNK)Ê ajratishningÊ an'anaviyÊ
usullariÊ fermentativÊ degradatsiyaÊ [11]Ê yokiÊ shishaÊ
sharchalarÊ bilanÊ doimiyÊ chayqatishÊ [12],Ê so'ngraÊ
odatdaÊ detergentÊ bilanÊ hujayralarniÊ lizislashÊ vaÊ
gDNKniÊ fenol-xloroformÊ bilanÊ ekstraksiyaÊ
qilishdanÊ iborat.Ê BundanÊ tashqariÊ xovonchadaÊ
maydalash,Ê mexanikÊ gomogenlash,Ê fermentativÊ
ishlovÊ berishÊ vaÊ fransuzÊ pressÊ texnologiyasiÊ vaÊ
boshqaÊ maxsusÊ jihozlardanÊ foydalanibÊ achitqiÊ
hujayraÊ devoriniÊ buziladiÊ [13-22].Ê DNKÊ
molekulasiniÊ ajratishÊ uchunÊ isitishÊ /Ê sovutishÊ
tezliginiÊ ta’minlaydiganÊ vaÊ natijadaÊ DNKningÊ
amplifikatsiyasiÊ uchunÊ mosÊ keladiganÊ samaraliÊ
qurilmaÊ ishlabÊ chiqilganÊ [23].Ê KeÊ vaÊ boshqalarÊ
tomonidanÊ birÊ bosqichdaÊ amalgaÊ oshiriladiganÊ
hujayraÊ lizisiÊ vaÊ DNKniÊ amplifikatsiyasiniÊ o'zÊ
ichigaÊolganÊyangiÊqurilmaÊtaklifÊqilinganÊ[25].Ê 

AchitqiÊ vaÊ mog’ordanÊ umumiyÊ gDNKniÊ
tayyorlashÊuchunÊoddiyÊvaÊtezkorÊprotokolÊBormanÊ
vaÊ boshqalarÊ tomonidanÊ taklifÊ qilinganÊ [18].Ê FiltrÊ
qog’oziÊ (WhatmanÊ FTA)Ê DNKÊ immobilizatoriÊ
matritsasiÊ sifatidaÊ ishlatilgan.Ê MatritsaÊ to‘liqÊ
quvvatdaÊ mikroto‘lqinliÊ pechgaÊ qo‘yildi,Ê keyinÊ
WhatmanÊ FTAÊ yuvishÊ reagentiÊ bilanÊ yuvildi,Ê
so‘ngraÊ TEÊ buferiÊ bilanÊ ikkiÊ martaÊ yuvildi.Ê FTAÊ
filtrÊ qog’ozlari,Ê aslida,Ê kimyoviyÊ moddalarÊ bilanÊ
singdirilganÊ tolaliÊmatritsalar,Êmasalan,ÊxelatatorlarÊ
vaÊ mikroorganizmlarniÊ lizisÊ vaÊ faolsizlantiradiganÊ
denaturatsiyaÊ qiluvchiÊ birikmalardirÊ [17,Ê 18].Ê
ShundayÊqilib,ÊuniÊbutunlayÊkimyoviyÊmoddalarsizÊ
ekstraksiyaÊprotokoliÊdebÊhisoblashÊmumkinÊemas.Ê
Zambrug‘ÊDNKsiniÊ tayyorlashÊuchunÊissiqlikÊbilanÊ
ishlovÊberishÊorqaliÊshishaÊsharchalrdanÊfoydalanadiÊ
vaÊ namunaÊ 20Ê daqiqaÊ davomidaÊ 95Ê °CÊ gachaÊ
isitiladi.Ê BormanÊ vaÊ boshqalarÊ tomonidanÊ amalgaÊ
oshirilganÊ muzdanÊ tushirishÊ jarayoniÊ (2006)Ê
namunalarniÊ suyuqÊ azotdaÊ muzdanÊ tushirishningÊ
oltiÊ sikliÊ amalgaÊ oshirilgan.Ê LiguoriÊ vaÊ boshqalarÊ
tomonidanÊ ishlabÊ chiqilganÊ issiqlikÊ protsedurasidaÊ
fosfat-buferliÊ tuzÊ eritmasidanÊ foydalanilgan,Ê
so‘ngraÊsterilÊdistillanganÊsuvdaÊqaytaÊeritilganÊvaÊ3Ê
daqiqaÊ davomidaÊ 95Ê °CÊ gaÊ qizdirilganÊ vaÊ DNKniÊ
cho‘ktirishÊ uchunÊ sentrifugalanganÊ [26].ÊDeÊBaereÊ
vaÊ boshqalarÊ tomonidanÊ qo‘llaniladiganÊ DNK-
ekstraksiyaÊ uchunÊ qaynatishÊ vaÊ muzlatishÊ
protokolida,Ê hujayralarÊ distillanganÊ suvdaÊ eritiladiÊ
vaÊ95Ê°CÊdaÊ15ÊdaqiqaÊdavomidaÊqaynatiladiÊvaÊ-70Ê
°CÊdaÊmuzlatishÊuchunÊqo‘yiladi.ÊNamunalarÊ xonaÊ
haroratidaÊ eritiladiÊ vaÊ hujayraÊ qoldiqlariniÊ olibÊ
tashlashÊ uchunÊ sentrifugaÊ qilinadiÊ [27].Ê FreschiÊ vaÊ
boshqalarÊ tomonidanÊ tasvirlanganÊ qaynashÊ

jarayonidaÊ namunalarÊ sentrifugadanÊ o'tkaziladi,Ê
keyinÊ sterilÊ distillanganÊ suvdaÊ qaytaÊ eritiladi,Ê 10Ê
daqiqaÊ davomidaÊ 95Ê ºCÊ gaÊ qizdiriladi,Ê muzdaÊ
sovutiladiÊ vaÊ 13000Ê xÊ gÊ daÊ 3Ê daqiqaÊ davomidaÊ
sentrifugaÊ qilindi.Ê ShuÊ tariqaÊ supernatantÊ PZRÊ
(PCR)Ê tahliliÊ uchunÊ ishlatilganÊ [28].Ê DeakÊ vaÊ
boshqalarÊ tomonidanÊ tasvirlanganÊ oddiyÊ qaynatishÊ
usullariÊ hujayralarniÊ yig'ish,Ê qaynatishÊ jarayonidanÊ
keyinÊ hujayraÊ qoldiqlariniÊ yo'qÊ qilishÊ vaÊ jamiÊ
cho‘kilganÊDNKniÊgranulalashÊuchunÊsentrifugadanÊ
foydalaniladiÊ [29].Ê UshbuÊ so'nggiÊ oltiÊ protseduraÊ
BormanÊ vaÊ boshqalarÊ tomonidanÊ tasvirlanganidanÊ
anchaÊ soddaÊ vaÊ tezroqÊ ediÊ [18,19].Ê AmmoÊ buÊ
protokollarÊmuhimÊ qadamÊ sifatidaÊ sentrifugalashniÊ
talabÊ qildiÊ vaÊ ulardanÊ ba'zilariÊ namunalarniÊ qaytaÊ
ishlashÊuchunÊalohidaÊe'tiborÊtalabÊqildi.Ê 

  
Material va metodlar 
ÊPichiaÊpastoris genom DNK sini 

Litikaza fermenti yordamida ajratish. 
P.ÊpastorisÊhujayralariÊyangiÊ tayyorlanganÊ

YPDÊ (1%Ê YeastÊ extract,Ê 2%Ê Peptone,Ê 2%Ê
Dextrose)ÊozuqaÊmuhitidaÊ10ÊmlÊozuqaÊmuhitdaÊ30Ê
°CÊ daÊ optikÊ zichligiÊOD600Ê 5-10Ê gachaÊ o‘stiriladi.Ê
XonaÊ haroratidaÊ 5-10Ê daqiqaÊ davomidaÊ 1500Ê xÊ gÊ
daÊ sentrifugalashÊ orqaliÊ hujayralarÊ cho'ktiriladi.Ê
SentrifugalashÊorqaliÊhujayralarniÊ10ÊmlÊsterilÊsuvÊ
bilanÊ yuviladiÊ vaÊ cho'kkanÊ hujayralarniÊ 2Ê mlÊ
SCEDÊ(1ÊMÊsorbitol,Ê10ÊmMÊsodiumÊcitrate,ÊpHÊ=Ê
7,5,Ê10ÊmMÊEDTA,Ê10ÊmMÊDTT)ÊbuferidaÊqaytaÊ
eritiladi.Ê 0,1-0,3Ê mgÊ miqdordaÊ zimoliyazaÊ (yokiÊ
lyticase)Ê fermentiÊ qo‘shilibÊ yaxshilabÊ aralashtiri-
ladi.ÊHujayraÊsferoplastigaÊerishishÊuchunÊ37Ê°CÊdaÊ
50ÊdaqiqaÊdavomidaÊinkubatsiyaÊqilinadi.Ê2ÊmlÊ1%Ê
SDSÊqo‘shilib,ÊmuloyimlikÊbilanÊaralashtiriladiÊvaÊ
muzgaÊ (0Ê danÊ 4Ê °CÊ gacha)Ê 5Ê daqiqagaÊ qo‘yiladi.Ê
UstigaÊ 1,5ÊmlÊ 5ÊMÊ kaliyÊ asetat,Ê pHÊ 8,9Ê qo‘shilibÊ
muloyimlikÊ bilanÊ aralashtiriladi.ÊNamunalarÊ 4Ê °CÊ
daÊ5-10ÊdaqiqaÊdavomidaÊ10Ê000ÊxÊgÊdaÊsentrifugaÊ
qilinadiÊ vaÊ supernatantÊ saqlanadi.Ê SupernatantÊ
boshqaÊsterilÊprobirkagaÊolinibÊ2ÊhajmÊ96%ÊetanolÊ
qo‘shiladiÊvaÊxonaÊharoratidaÊ15ÊdaqiqaÊdavomidaÊ
inkubatsiyaÊ qilinadi.Ê So'ngÊ 4Ê °CÊ daÊ 20Ê minutÊ
davomidaÊ10Ê000ÊxÊgÊdaÊsentrifugaÊqilinadi.ÊCho'k-
maniÊ 0,7ÊmlÊ TEÊ buferida,Ê pHÊ 7,4Ê gaÊmuloyimlikÊ
bilanÊ qaytaÊ eritiladiÊ vaÊ tengÊ hajmdagiÊ
fenol:xloroformÊ (1:1Ê v/v)Ê bilanÊ bilanÊ ekstraksiyaÊ
qilinib,Ê keyinÊ tengÊ hajmdagiÊ xloroform:izoamilÊ
spirtiÊ (24:1)Ê bilanÊ yuviladi.Ê SuvliÊ qatlamÊ boshqaÊ
probirkalargaÊolinadi.ÊHarÊbirÊprobirkagaÊ1/2ÊhajmÊ
7,5ÊMÊ ammoniyÊ asetat,Ê pHÊ 7,5Ê vaÊ 2Ê hajmÊ etanolÊ
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qo'shiladi.ÊQuruqÊmuzgaÊ10ÊdaqiqaÊyokiÊ-20Ê°CÊdaÊ
60ÊdaqiqagaÊsaqlanadi.ÊSo'ngraÊ4Ê°CÊdaÊ20ÊdaqiqaÊ
davomidaÊ 10Ê 000Ê xÊ gÊ sentrifugaÊ qilinadiÊ vaÊ
cho'kmaÊbirÊmartaÊ1ÊmlÊ70%ÊetanolÊbilanÊyuviladi.Ê
NamunalarÊhavodaÊqisqaÊvaqtÊquritiladiÊvaÊharÊbi-
riniÊ50ÊmklÊTEÊbuferda,ÊpHÊ7,5Êeritiladi.ÊDNKÊna-
munasiningÊ konsentratsiyasiÊ aniqlanadi.Ê Namu-
nalarniÊ -20Ê °CÊ daÊ alohidaÊ yokiÊ foydalanishgaÊ
tayyorÊ bo'lgungaÊ qadarÊ birlashtirilganÊ holdaÊ
saqlashÊmumkin. 

PichiaÊpastoris genom DNK sini LiAc va 
SDS usulida ajratish. 

PichiaÊ pastorisÊ achitqiÊ shtammiÊ tanlabÊ
olinib,ÊjarayonlarÊquyidagichaÊamalgaÊoshirildi.Ê 

P.ÊpastorisÊhujayralariÊyangiÊ tayyorlanganÊ
YPDÊ (1%Ê YeastÊ extract,Ê 2%Ê Peptone,Ê 2%Ê Dex-
trose)Ê ozuqaÊ muhitidaÊ ikkiÊ kunÊ davomidaÊ PetriÊ
likopchalaridaÊ o'stirilib,Ê ulardanÊ taxminanÊ 8-10Ê taÊ
yakkaÊholdagiÊkoloniyalarÊajratibÊolindi.ÊKoloniya-
larÊ100ÊmklÊ0,2ÊMÊlitiyÊatsetatÊvaÊ1%ÊSDSÊeritma-
laridaÊeritildi.ÊNamunalarÊtermoblokdaÊ65Ê°CÊharo-
ratdaÊ 10ÊminÊ davomidaÊ ushlandi.Ê ProbirkalarÊ ter-
moblokdanÊolinibÊustigaÊ300ÊmklÊ96%Êetanol,Ê1/10Ê
hajmÊ 5ÊMÊ atsetatÊ ammoniyÊ solinadiÊ vaÊ yaxshilabÊ
aralashtiriladi.Ê DNKÊ suspenziyasiÊ 14Ê 000Ê ay/minÊ
tezlikdaÊ2ÊminÊdavomidaÊsentrifugaÊqilinadi.ÊHosilÊ
bo'lganÊ cho'kmaÊ qoldirilib,Ê suyuqÊ qismiÊ
(supernatant)ÊpipetkaÊyordamidaÊolibÊ tashlandiÊ vaÊ
xonaÊ haroratidaÊ 30Ê minÊ davomidaÊ og'ziÊ ochiqÊ
holdaÊ quritildi.Ê Cho'kkanÊ DNKÊ ningÊ ustigaÊ 100Ê
mklÊ TEÊ pHÊ =Ê 8,0Ê bufferidanÊ solinib,Ê yaxshilabÊ
aralashtirildi.Ê NamunaÊ 14Ê 000Ê ay/minÊ daÊ 1Ê minÊ
sentrifugaÊ qilinib,Ê suyuqÊ qismiÊ boshqaÊ sterilÊ
probirkagaÊ ajratibÊ olindi.Ê OlinganÊ namunadagiÊ
DNKÊ miqdoriÊ vaÊ sifatiÊ spektrofotometrikÊ usuldaÊ
(260/280Ênm)ÊtahlilÊqilinib,ÊDNKÊmiqdoriÊo'rtachaÊ
1-2Êmkg/mklÊekanligiÊaniqlandi.Ê 

HujayradanÊgDNKÊniÊGuanidinÊtiosionatÊ
tuziÊyordmidaÊajratish. 

LizislovchiÊ bufferÊ eritmaningÊ tarkibi: 4MÊ
GuanidinÊ tiosulfat,Ê 50Ê мMÊTrisÊHClÊ pHÊ =Ê 8,Ê 0,5Ê
mMÊ EDTA,Ê 0,1Ê MÊ β-merkaptoetanol,Ê 0,5%Ê
Sorkozil.Ê gDNKÊ niÊ ajratishÊ jarayoniÊ quyidagichaÊ
amalgaÊ oshirildi.Ê PetriÊ likopchasidaÊ o'sibÊ turganÊ
achitqiÊhujayrasidanÊolinibÊ100ÊmklÊsuvdaÊeritildi.Ê
So'ngraÊuningÊustigaÊ300ÊmklÊlizislovchiÊbuferÊer-
itmaÊsolindi.ÊNamunaÊ65Ê°CÊdaÊ20ÊdaqiqaÊdavom-
idaÊ ushlandi.Ê ShundanÊ so‘ngÊ namunalarÊ olinibÊ
ularningÊ ustigaÊ 400ÊmklÊ danÊ izoproponolÊ solindi.Ê
ProbirkalarÊ sentrifugagaÊ olinibÊ 14 000Ê ay/minÊ daÊ
10Ê daqiqaÊ davomidaÊ sentrifugaÊ qilindi.Ê So‘ngraÊ

namunalarÊ sentrifugadanÊ olinibÊ supernatantÊ qismiÊ
olibÊ tashlandi.Ê Cho'kmaniÊ yuvishÊ maqsadidaÊ na-
munalarÊ ustigaÊ 500Ê mklÊ danÊ 70%Ê etanolÊ solindi.Ê
NamunalarÊ14 000Êay/minÊ5ÊdaqÊdavomidaÊsentrif-
ugaÊ qilindiÊ vaÊ yanaÊ supernatantÊ qisimÊ olibÊ tash-
landi.ÊCho'kmagaÊ45ÊminÊdavomidaÊ laminarÊxonaÊ
ichidaÊquritildiÊvaÊnamunalarÊ100ÊmklÊdisterlanganÊ
H2OÊdaÊeritildi.ÊgDNKÊnamunalariÊgelÊelektroforezÊ
usuliÊyordamidaÊbaholandi. 

PolimerazaÊzanjirÊreaktsiyasiÊ(PCR).  
KlonlanganÊ transformantlarniÊ tekshirishÊ

yokiÊ kerakliÊ genniÊ amplifikatsiyaÊ qilishÊ uchunÊ
PZRÊ (PCR)Ê usuliÊ qoʼllaniladi.Ê PZRÊ aralashmasiÊ
quyidagiÊ tarkibdanÊ tashkilÊ topgan:Ê1XÊPZRÊbufer,Ê
3ÊmMÊMgCl2,Ê0.8ÊmMÊdNTPs,ÊxarÊbirÊpraymerdanÊ
0,8Ê mM,Ê 2,5Ê yunitÊ TaqÊ Polimeraza,Ê 50ngÊ DNKÊ
solinibÊ xajmÊ sterilÊ suvÊ bilanÊ 25Ê mklÊ gachaÊ
yetkaziladi.Ê PZRÊ jarayoniÊ quyidagiÊ sikldaÊ olibÊ
boriladi:ÊdenaturatsiyaÊ5ÊminÊ95Ê°C,ÊinitsiatsiyaÊ60Ê
°CÊ 30Ê sek,Ê elangatsiyaÊ 72Ê °CÊ 1minÊ vaÊ reaksiyaÊ
toʼliqÊ yakunlanishiÊ uchunÊ 72Ê °CÊ 7Ê min.Ê
JarayonningÊ takrorlanishlarÊ soniÊ 35Ê martadanÊ
iborat. 

  
Natijalar va muhokamasi 
PichiaÊpastoris genom DNK sini ferment 

yordamida ajratish. 
BizÊ mazkurÊ tadqiqotÊ ishimizdaÊ achitqiÊ

hujayrasidanÊ uningÊ genomÊDNKÊ siniÊ turliÊ usullarÊ
yordamidaÊajratib,ÊulardanÊengÊarzon,ÊqulayÊvaÊtezÊ
usuliniÊ tanlabÊ olishniÊ maqsadÊ qilganmiz.Ê BuningÊ
uchunÊ bizÊ adabiyotlarniÊ chuqurÊ o'rganishÊ na-
tijasidaÊnisbatanÊoptimalÊbo'lganÊ3ÊxilÊ–Êguanidinti-
osionatÊ detergenti,Ê lyticaseÊ fermentiÊ vaÊ litiyÊ
atsetat/SDSÊ reagentlariÊ yordamidaÊ ajratishÊ usul-
lariniÊ tanlabÊ oldik.Ê TadqiqotÊ ishidaÊ ushbuÊ usul-
larningÊ kamchilikÊ vaÊ ustunÊ tomonlariÊ o'rganilibÊ
solishtirishgaÊ harakatÊ qilindi.Ê AchitqiÊ hujayralariÊ
mustahkamÊ hujayraÊ devorlariÊ bilanÊ o'ralgan.Ê Un-
danÊ genomÊDNKÊ siniÊ ajratibÊ olishÊ uchunÊmazkurÊ
devorniÊ yorishÊ zarurÊ bo'ladi.Ê AchitqiÊ hujayraÊ de-
voriÊ asosanÊ glyukanlardanÊ iboratÊ bo'lib,Ê quruqÊ
massagaÊ nisbatanÊ taxminanÊ 50-60%Ê niÊ tashkilÊ
qiladi.Ê UlardanÊ engÊ ko'pÊ qisimniÊ β-1,3-D-glyukanÊ
egallabÊglyukanlarningÊ60-95%ÊniÊtashkilÊqiladi[30]Ê
MazkurÊ β-1,3-D-glyukanÊ bilanÊ o‘ralganÊ achitqiÊ
hujayraÊ devoriniÊ yorishÊ uchunÊ birÊ qatorÊ
fermentlardanÊ foydalaniladi,Ê jumladanÊ bulargaÊ
Zymolyase,Ê LyticaseÊ vaÊ GlusulaselarniÊ misolÊ
qilishimizÊmumkinÊ[31-33].ÊBizdaÊlaboratoriyamiz-
daÊArthrobacterÊ luteusÊ bakteriyasidanÊ ajratibÊ olin-
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ganÊ LyticaseÊ (SigmaÊ Aldrich)Ê fermentiÊ bo'lganligiÊ
uchunÊtahlilÊjarayonidaÊundanÊfoydalandik.Ê 

ChashkaÊPetridaÊo'sibÊ turganÊ achitqiÊ hujay-
ralariniÊ olibÊ eppindorfÊ probirkasidaÊ eritdikÊ vaÊ
metodlarÊ bo‘limidaÊ keltirilganÊ protokolÊ asosidaÊ ja-
rayonniÊ amalgaÊ oshirdik.ÊAjratilganÊDNKÊmoleku-
lasiningÊ mavjudliginiÊ ko'rishÊ maqsadidaÊ agarozaÊ
gelidagiÊelektroforezniÊamalgaÊoshirdikÊ(1-rasm). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MazkurÊ achitqiÊ shtamiÊ o'zidaÊ gepatitÊ BÊ vi-
rusiningÊ SÊ geniniÊ saqlaydi.Ê ShuÊ sababliÊ tozaÊ holdaÊ
ajratibÊ olinganÊ DNKÊ namunalariÊ undagiÊ genningÊ
mavjudliginiÊ vaÊ qanchalikÊ tozaÊ holdaÊ ajratibÊ olin-
ganliginiÊ tekshirishÊmaqsadidaÊ uningÊ standartÊ PZRÊ
tahliniÊ amalgaÊ oshirdikÊ (2-rasm).Ê UningÊ identif-
ikatsiyasiÊ uchunÊ quyidagiÊ praymerlardanÊ foydala-
nildi.Ê PZRÊ jarayoniningÊ borishÊ tartibiÊ vaÊ protokoliÊ
metodlarÊbo‘limidaÊkeltirilgan. 

 
5’Êα-factorÊ–Ê5’-TACTATTGCCAGCATTGCTGCÊ-3’ 
3’ÊAOX1Ê–Ê5’-GCAAATGGCATÊTCTGACATCCÊ-3’ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K+ÊsifatidaÊPichiaÊpastorisÊgenomigaÊkiritil-
ganÊPIC3.5-SÊplazmidasiÊ ishlatildi.ÊManfiyÊnamunaÊ
uchunÊ esaÊ oddiyÊ sterilÊ disterlanganÊ suvÊ ishlatildi.Ê
YuqoridagiÊ elektroforezÊ tahlilÊ natijadanÊ ko‘rinibÊ
turibdiki,Ê bizÊ PichiaÊ partorisÊ hujayrasidanÊ ajratibÊ
olganÊ genomÊ DNKÊ tarkibidaÊ ungaÊ kiritilganÊ genÊ
mavjudÊ vaÊ ajratilganÊ genomÊ DNKÊ tozaÊ vaÊ sifatliÊ
ajratilganÊ bo'lib,Ê buÊ usulÊ tahlilÊ jarayonlariÊ uchunÊ
mosÊ kelishiÊ mumkin.Ê Lekin,Ê buÊ usulningÊ borishÊ
davomiyligiÊ anchaÊ uzunÊ bo‘lganligiÊ vaÊ nisbatanÊ
qimmatroqÊreaktivdanÊfoydalanilganligiÊsababliÊto'laÊ
maqbulÊusulÊhisoblanmaydi. 

Achitqi genom DNK sini liytiy asetat va 
SDS yordamida ajratish. 

LitiyÊ asetatÊ laboratoriyadaÊ DNKÊ vaÊ
RNKningÊgelÊelektroforeziÊuchunÊbuferÊsifatidaÊish-
latiladi.Ê Shuningdek,Ê uÊ DNKÊ transformatsiyasidaÊ
DNKÊniÊachitqiÊdevoridanÊo'tkazishÊuchunÊhamÊish-
latiladi.Ê LiOAcÊ ningÊ foydaliÊ ta'siriÊ DNK,Ê RNKÊ vaÊ
oqsillarniÊ denaturatsiyaÊ qilishidaÊ uningÊ xaotropÊ
ta'siridanÊkelibÊchiqadi,ÊdebÊxisoblanadiÊ[34].Ê 

SDSÊ(natriyÊdodesilÊsulfat)ÊtozalashÊjarayon-
laridaÊ qo'llaniladiÊ vaÊ odatdaÊ RNKÊ va/yokiÊ DNKÊ
ekstraksiyasiÊ paytidaÊ hujayralarniÊ parchalashÊ vaÊ
SDS-PAGEÊtexnikasidaÊelektroforezgaÊtayyorlashdaÊ
oqsillarniÊ denaturatsiyaÊ qilishÊ uchunÊ komponentÊ
sifatidaÊishlatiladiÊ[35].Ê 

YuqoridaÊ ta'kidlaganimizdekÊ achitqidanÊ
genomÊ DNKÊ siniÊ fermentÊ yordamidaÊ ajratishÊ nis-
batanÊ ko'pÊ vaqtÊ olishiÊ vaÊ reaktivlarningÊ qimmatligiÊ
sababliÊ biz,Ê nisbatanÊ arzonÊ vaÊ tezÊ amalgaÊ oshiri-
ladiganÊ usulniÊ tanlashniÊ maqsadÊ qildik.Ê BuningÊ
uchunÊbiz,ÊborÊyo'g'iÊikkiÊxilÊSDSÊvaÊlitiyÊasetatdanÊ
foydalanganÊ holdaÊ vaÊ kamÊ vaqtÊ oralig'idaÊ genomÊ
DNKÊ niÊ ajratishniÊ maqsadÊ qildikÊ vaÊ jarayonniÊ
quydagichaÊamalgaÊoshirdik.Ê 

MazkurÊjarayondaÊhamÊqaytaÊekilgnÊachitqiÊ
shtammlariÊ orasidanÊ ixtiyoritÊ 4Ê taÊ koloniyaÊ tanlabÊ
olinadiÊ vaÊ ularÊ 500Ê mklÊ sterilÊ suvÊ saqlovchiÊ
probirkalargaÊ solinadi.Ê So'ngraÊ namunalarÊ sentrifu-
gadaÊ 2ÊminÊ davomidaÊ 10 000Ê ay/minÊ dÊ cho'ktirilibÊ
ustidagiÊsuyuqlikÊolibÊtashlanadi.Ê 

XosilÊ bo'lganÊ cho‘kmalarningÊ ustigaÊ tar-
kibidaÊ1Ê%ÊSDSÊvaÊ0,2NÊlitiyÊasetatÊsaqlovchiÊerit-
madanÊ solinadi.Ê NamunalarniÊ termoblokdaÊ 65Ê °CÊ
haroratdaÊ 10Ê minÊ davomidaÊ ushladik.Ê So'ngraÊ
probirkalarÊ termoblokdanÊ olinibÊ ustigaÊ 300Ê mklÊ
96%Êetanol,Ê1/10ÊhajmÊ5MÊatsetatÊammoniyÊsolindiÊ
vaÊ yaxshilabÊ aralashtirildi.Ê DNKÊ suspenziyasiÊ qi-
linadiÊ vaÊ hosilÊ bo'lganÊ cho‘kmaÊ qoldirilib,Ê suyuqÊ
qismiÊ (supernatant)Ê pipetkaÊ yordamidaÊ olibÊ tash-
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1-Rasm. Ajratib olingan genom DNK ning 1 % li agaroza 
gelidagi elektrofofez tahlili. 

2-Rasm. PZR amplifikatlarining elektroforez tahlili. Bunda 1-5 
tahlil jarayonidagi namunalar, K+ musbat namuna, K- manfiy 

namuna. 



 

 

2'2023 K  I  M  Y O  
v a  ki my o  t ex no l o g i y a s i  

CHEMISTRY AND CHEMICAL ENGINEERING 
ХИМИЯÊИÊХИМИЧЕСКАЯÊТЕХНОЛОГИЯ  

59 

 

landiÊ vaÊ 60Ê °CÊ haroratidaÊ 5Ê minÊ davomidaÊ og'ziÊ
ochiqÊ holdaÊ quritildi.Ê NamunalarÊ bufferiliÊ eritu-
vchidaÊ yaxshilabÊ eritilibÊ olindi,Ê agarozaÊ gelidagiÊ
elektroforezÊjarayoniÊamalgaÊoshirildiÊ(3-rasm).Ê 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AjratilganÊ DNKÊ molekulasiningÊ qanchalikÊ
tozaÊvaÊsifatliÊajratilganliginiÊaniqlashÊuchunÊyuqor-
idagiÊ kabÊ PZRÊ jarayoniniÊ amalgaÊ oshirdik.Ê UningÊ
identifikatsiyasiÊuchunÊquyidagiÊpraymerlardanÊfoy-
dalanildi.ÊPZRÊjarayoniningÊborishÊtartibiÊvaÊproto-
koliÊmaterialÊvaÊmetodlarÊbo'limidaÊkeltirilgan.ÊPZRÊ
jarayoniÊtugagandanÊso'ngÊnamunalarÊolinibÊelektro-
forezÊ tahliliÊolibÊborildi.ÊElektroforezÊ jarayoniÊ1Ê%Ê
agarozaÊgelidaÊolibÊborildiÊ(4-rasm).Ê 

PZRÊtahlilÊnatijalariÊshuniÊko‘rsatdiki,ÊPich-
iaÊpastorisdanÊuningÊgenomÊDNKÊsiniÊSDSÊvaÊlitiyÊ
asetatÊ usulidaÊ ajratilgandaÊ uningÊ tarkibidaÊ bizÊ kiri-
tganÊgenÊmavjudligiÊvaÊnamunalarnigÊtozaÊvaÊsifatliÊ
ekanligiÊ aniqlandiÊ .Ê Demak,Ê mazkurÊ usulÊ o‘ziningÊ
soddaÊ vaÊ arzonligiÊ bilanÊ birÊ qatordaÊ DNKÊ niÊ tozaÊ

holdaÊhamÊajratibÊolishÊimkoniyatiniÊberadi.Ê 
Hujayradan gDNK ni Guanidin ti-

osionat tuzi yordmida ajratish. 
GuanidinÊ rangsizÊ kristallÊ moddaÊ bo‘lib,Ê

namlikningÊ singishiÊ tufayliÊ havodaÊ suyultiriladi.Ê
GuanidinÊ tuzlariÊ oqsillarniÊ denaturatsiyaÊ qiluvchiÊ
ta'siriÊ bilanÊ mashhur.Ê GuanidinÊ gidroxloridiÊ engÊ
mashhurÊ denaturantÊ hisoblanadi.Ê UningÊ 6Ê MÊ
eritmasiÊ deyarliÊ barchaÊ oqsillarniÊ denaturatsiyagaÊ
uchratishÊqobilyatigaÊega.ÊGuanidinÊtiosiyanatÊhamÊ
uddiÊ shuÊ maqsaddaÊ ishlatiladi.Ê ShuÊ sababliÊ bizÊ
achitqiÊ hujayrasidanÊ gDNKÊ siniÊ guanidinÊ
tiosiyanatÊtuziÊyordamidaÊajratishniÊmaqsadÊqildik.Ê
BuningÊ uchunÊ maxsusÊ lizislovchiÊ eritmaÊ ishlati-
ladi.ÊJarayonÊmetodlarÊbo’limidaÊkeltirilganÊproto-
kolÊ asosidaÊ amalgaÊ oshirildi.Ê TanlanganÊ usulÊ
yordamidaÊ ajratilganÊDNKÊmolekulasiniÊ baholashÊ
maqsadidaÊ uningÊ agarozaÊ gelidagiÊ gelÊ elektro-
foreziniÊamalgaÊoshirdikÊ(5-rasm). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

BuÊ yerda:Ê 1-3Ê guanidinÊ tuziÊ yordamidaÊ
ajratilganÊ namunalar,Ê 4-SDSÊ vaÊ LiAcÊ yordamidaÊ
ajratilganÊnamuna. 

RasmdanÊ ko'rinibÊ turibdiki,Ê namunalarÊ
guanidinÊ usulidaÊ ajratilgandaÊ gDNKÊ molekulas-
iningÊ ajrabÊ chiqmaganliginiÊ ko‘rishimizÊ mumkin.Ê
BizÊ solishtirishÊ maqsadidaÊ SDSÊ vaÊ LiAcÊ usulidaÊ
ajratilganÊ gDNKÊ molekulasiniÊ hamÊ qo'ydikÊ vaÊ
bundaÊgDNKÊmolekulasiningÊyaxshiÊajralganliginiÊ
ko'rishimizÊ mumkin.Ê YuqoridaÊ olibÊ borilganÊ
tajribadanÊ shuniÊ xulosaÊ qilishimizÊ mumkinki,Ê
guanidinÊ tiosionatÊ tuziÊ yordamidaÊ achitqilardanÊ
gDNKÊajratishÊmaqsadgaÊmuvofiqÊemasÊekan. 

BundanÊ tashqariÊ biz,Ê PichiaÊ pastorisdanÊ
tashqariÊ CandidaÊ albicans,Ê (O'simlikÊ moddalariÊ
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3-rasm. Ajratilgan DNK molekulasining 1% agaroza gelidagi 
elektroforez tahlili. 

4-rasm. PZR amplifikatlarining elektroforez tahlili. Bunda 1-6 
tahlil jarayonidagi namunalar, K+ musbat namuna, K- manfiy 

namuna. 

5-rasm. Ajratilgan DNK molekulasining elektroforez tahlili. 
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kimyosiÊinstitutiÊmolekulyarÊgenetikaÊlaboratoriyasiÊ
kolleksiyasidaÊsaqlanadi)ÊvaÊbegonaÊturdagiÊmog’orÊ
zambrug'laridanÊgDNKÊniÊajratishÊjarayonlariniÊhamÊ
sinabÊko'rdik.ÊBundaÊbizÊfaqatÊyaxshiÊnatijaÊberganÊ
SDSÊvaÊLiAcÊusulidanÊfoydalandik.ÊJarayonÊyakun-
langandanÊ so‘ngÊ ajratilganÊ DNKÊ molekulalariÊ el-
ektroforezÊtahlilÊusulidaÊbaholandiÊ(6-rasm).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ElektroforezÊ tahlilidanÊ ko'rinibÊ turibdiki,Ê
gDNKÊmolekulalariÊ3ÊxilÊturdagiÊachitqiÊvaÊmog'orÊ
zambrug'laridanÊ SDSÊ vaÊ LiAcÊ usulidaÊ yaxshiÊ
ajralibÊchiqqanÊvaÊdeyarliÊbirÊxilÊnatijaniÊnamoyonÊ
qilgan.Ê DemakÊ mazkurÊ usulÊ orqaliÊ achitqiÊ vaÊ
mog'orÊ zambrug'laridanÊ ularningÊ gDNKÊ lariniÊ

ajratishÊmumkin.Ê 
 
Xulosa 
MazkurÊ tadqiqotÊ ishidaÊ achitqiÊ vaÊmog'orÊ

zambrug'laridanÊularningÊgenomÊDNKÊlariniÊajrat-
ishningÊ engÊ arzon,Ê qulayÊ vaÊ tezÊ usuliniÊ tanlabÊ
olishniÊmaqsadÊqilindi.ÊShuÊmaqsadda,ÊmazkurÊishÊ
doirasidaÊ amalgaÊ oshirilganÊ tadqiqotlarÊ o'rganilibÊ
chiqildiÊ vaÊ ularÊ orasidanÊ kengÊ qo'llaniladiganÊ
usullarÊ tanlabÊ olindi.Ê BundaÊ bizÊ guanidinÊ
tiosiyanat,Ê lyticaseÊ fermentiÊ vaÊ litiyÊ asetat/SDSÊ
reagentlariÊ ishlatishÊ orqaliÊ amalgaÊ oshirilganÊ
ishlarniÊ ko'ribÊ chiqdik.Ê TadqiqotÊ ishidaÊ ushbuÊ
usullarningÊ kamchilikÊ vaÊ ustunÊ tomonlariÊ o'r-
ganilibÊ solishtirishtirildi.Ê OlinganÊ natijalarÊ shuniÊ
ko'rsatdiki,Ê lyticaseÊ fermentÊ tasiridaÊ ajratishÊ usuliÊ
nisbatanÊ uzoqÊ vaqtÊ olishiÊ vaÊ ishlatiganÊ ferment-
ningÊnarxiÊqimmatligiÊinobatgaÊolinibÊmaqbulÊusulÊ
emasligi,Ê litiyÊ atsetat/SDSÊ reagentlariÊ yordamidaÊ
ajratishÊusuliÊanchaÊsodda,ÊtezÊvaÊarzonligi,Êguani-
dinÊ tiosionatÊ tuziÊ yordmidaÊ ajratishÊ usuliÊ esa,Ê
gDNKÊ yomonÊ ajraganligiÊ sababliÊ maqsadgaÊ mu-
vofiqÊ emasligiÊ aniqlandi.Ê LitiyÊ atsetat/SDSÊ rea-
gentlariÊ yordamidaÊ ajratishÊ usuliÊ barchaÊ achitqiÊ
zambrug'lariÊuchunÊuniversalÊbo'lib,Ê ajratilganÊge-
nomÊ DNKÊ molekulasiÊ keyingÊ tahlilÊ jarayonlariÊ
uchunÊto'liqÊyaroqliÊekanligiÊaniqlandi. 
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6-rasm. Ajratilgan DNK molekulalarining elektroforez tahlili. 
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