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BAKTERIAL STREPTOKINAZA GENINI AJRATISH VA
KLONLASH

Annotatsiya: Ushbu maqolada Streptococcus pyogenes bakteriyasidan
streptokinaza genini ajratib olish, vektorga klonlash va uni E. coli XL1
hujayralariga transformatsiya qilish hamda olingan rekombinant streptokinaza
faolligini aniglash bosqichlari yoritilgan. Dastlab, [3-gemolitik faollikka ega S.
pyogenes izolyatlari tanlab olinib, MALDI-TOF MS yordamida identifikatsiya
qilindi. Maxsus dizayn qilingan praymerlar yordamida streptokinaza geni PZR
usuli bilan amplifikatsiya qilindi va pET28a* plazmida vektoriga klonlandi.
Olingan rekombinant pET28a+rSka vektor konstrukti E. coli XL1 va E. coli
Rosetta DE3 hujayralariga transformatsiya qilindi. E. coli Rosetta DE3
ekspression tizimida rekombinant streptokinaza ekspressiyasi amalga oshirildi va
faolligi qonli agarda gidroliz zonalarini hosil qilishi bo ‘yicha aniqglandi. Tadqiqot
natijalari O ‘zbekistonda birinchi bo‘lib rekombinant streptokinaza fermentini gen

muhandisligi asosida olish imkoniyatlarini kengaytirish uchun xizmat qiladi.
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BBIJE/IEHUE U KTIOHUPOBAHUE BAKTEPUAJIBHOT'O TEHA
CTPEIITOKNHA3BI

AHHOmayus: B OaHHOUl cmambe ONUCAHbl 3Manbl 6blOeneHUsl 2eHd
cmpenmokuHasbl u3z 6akmeputl Streptococcus pyogenes U KAOHUPOBAHUSI €20 8
gekmop, mpaHpopmayuss eekmopa 6 kiaemku E. coli XL1 u onpedeneHus
aKmueHOCMuU peKoMOUHAHMHOU CmpenmokuHasbl. bbuiu omobpaHbl u3onsimbi S.
pyogenes ¢ [f-eeMoaumuyeckoll akmugHOCMbIO U UOeHMUpUYUPOBAHbI C NOMOWbIO
MALDI-TOF MS. TI'en cmpenmoKuHa3sbl 6b11 amnauguyuposaH memodom IILP c
UCNO/Mb308aHUEM CneyuaabHO pa3pabomadHblX npaiiMepos U K/AOHUPOBAH 8
niasmuoHbili eekmop pET28a*. [loayueHHass peKOMOUHAHMHASL 6eKMOPHAs
koHcmpykyusi pET28a+rSka 6bi1a mpancgpopmuposana e knemku E. coli XL1 u E.
coli Rosetta DE3. Dkcnpeccusi peKOMOUHAHMHOU CmpenmoKuHAa3sbl Npo8oouaach 8
akcnpeccuoHHol cucmeme E. coli Rosetta DE3, a eé akmugHocmb onpedensindchb

no 30Ham eu6p0ﬂu3a HA KpOesiHOM decdpe. HOﬂyLleHHble pe3y/sibmdmabl enepebie 6
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Y3bekucmaHe O0eMOHCMPUPYIOM B03MOMCHOCMb  NOAyUeHUS PeKOMOUHAHMHO20
¢epMeHmMa cmpenmoKuHa3bl HA OCHO8e Memo008 2eHHOU UHMCeHepull.

Knwueeble cno0ea: cmpenmokuHasa, ¢epmeHm, noAuMepasHds UyenHas
peakyusi (I1LJP), KaoHUpoBaHue, pecMpUKYUOHHbIU aHaaus, Streptococcus

pyogenes, E. coli XL1, E. coli Rosetta DE3, naa3smuda pET28a*, one step cloning .
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ISOLATION AND CLONING OF THE BACTERIAL STREPTOKINASE
GENE

Annotation: This article describes the stages of the streptokinase gene
isolation from Streptococcus pyogenes, its cloning into vector and transformation
to E. coli XL1 cells, and determination of the recombinant streptokinase activity.
Initially, S. pyogenes isolates with -hemolytic activity were selected and identified
using MALDI-TOF MS. The streptokinase gene was amplified using PCR with
specially designed primers and cloned into the pET28a* plasmid vector. The

resulting recombinant vector construct was transformed into E. coli XL1 and E.
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coli Rosetta DE3 cells. Recombinant streptokinase expression was performed
using E. coli Rosetta DE3 expression system, and its activity was determined
based on the formation of hydrolysis zones on blood agar. The results of the study
serve to expand the possibilities of producing recombinant streptokinase enzyme
through genetic engineering methods for the first time in Uzbekistan.

Keywords: streptokinase, enzyme, polymerase chain reaction (PCR),
cloning, restriction analysis, Streptococcus pyogenes, E. coli XL1, E. coli Rosetta
DE3, pET28a* plasmid, one-step cloning.

Kirish

Hozirgi vaqtda dunyo aholisi orasida yurak-qon tomir kasalliklari bilan
kasallanish holatlari ortib bormoqda. Jahon sog‘ligni saglash tashkilotining (JSST)
ma’lumotlariga ko‘ra, 2019-yilda 17,9 million kishi aynan yurak-qon tomir
kasalliklari ogibatida vafot etgan bo‘lib, ularning taxminan 85%ida o‘lim sababi
miokard infarkti yoki insult bo‘lgan. Yurak-qon tomir kasalliklariga bog‘liq
o‘limlarning 3/4 gismi past va o‘rta daromadli mamlakatlar hissasiga to‘g‘ri keladi
[1]. Masalan, O‘zbekistonda 2024-yilda gayd etilgan o‘lim holatlarining 57,6%
gon aylanish tizimi kasalliklariga to‘g‘ri kelgan [2].

Yurak-qon tomir kasalliklarining ortishi turli omillar bilan bog‘lig bo‘lishi
mumkin, biroq o‘lim holatlarining yuqoriligiga dori vositalarining yetishmasligi
yoki ular narxining yuqoriligi muhim omil sifatida ko‘rsatilmogda. Trombolitik
faollikka ega bo‘lgan dori vositalari yurak-qon tomir kasalliklarini davolashda
muhim ahamiyatga ega. Ular orasida eng samaralilaridan biri — streptokinaza
fermenti bo‘lib, u o‘tkir miokard infarktini davolashda uzoq vaqt davomida keng
qgo‘llanib kelinadi va JSSTning asosiy dori vositalari ro‘yxatiga kiritilgan. Shu
sababli, ushbu fermentning rekombinant shaklini olish va O‘zbekistonda ishlab
chiqarishni yo‘lga qo‘yish dolzarb masala hisoblanadi.

Streptokinaza hayvonlar yoki insonlarning yuqori nafas yo‘llarida kasallik
chagiruvchi, p-gemolitik faollikka ega bo‘lgan ba’zi Streptococcus avlodiga

mansubbakteriyalar tomonidan sintez gilinadigan fermentdir.



Odam plazminogeni — bir zanjirli, 790 ta aminokislotadan iborat bo‘lgan
glikoprotein hisoblanadi. U plazminning proferment shakli bo‘lib, faol plazmin
holida fibringa bog‘lanadi va uni qonda eruvchan bo‘laklarga parchalaydi [3].

Plazminogen aktivatorlariga to‘qima tipidagi plazminogen faollashtiruvchisi,
urokinaza, streptokinaza misol bo‘ladi. Bulardan to‘qima tipidagi plazminogen
faollashtiruvchisi va urokinaza odam organizmida tabiiy holatda hosil bo‘ladi.
Streptokinaza esa [B-gemolitik faollikka ega bo‘lgan streptokokklar tomonidan
sintez gilinadi. Streptokinaza molekulyar massasi 47 kDa, 440 ta aminokislotadan
iborat, fibrinolitik va trombolotik fermentdir. Streptokinaza o‘zi proteolitik
faollikka ega emas, u qondagi plazminogen bilan 1:1 nisbatda kompleks hosil
giladi va shu kompleks proferment plazminogendagi Arginin 560 — Valin 561
aminokislotalar orasidagi peptid bog‘ini uzib, faol plazminga aylantiradi [4].

Streptokinaza genini Streptococcus avlodiga mansub bakteriyalardan ajratib
olish, har xil vektorlarga klonlash, E. coli shtammlarida ekspressiya gilish bo‘yicha
bir qator ilmiy izlanishlar olib borilgan. Masalan, S. pyogenes bakteriyasidan
ajratilgan gen pGEM®-3Zf(+) vektoriga klonlanib, E. coli BL21(DE3) shtammida
ekspressiya qilingan [5]. Shuningdek, S. equisimilis H46A shtammidan olingan
streptokinaza geni pGEX-4T-2 vektoriga kiritilib, E. coli BL21(DE3) ning turli
shtammlarida ekspressiya qilingan [6]. S. pyogenes DT7 shtammidan ajratilgan
gen pET22b vektoriga klonlanib, E. coli BL21(DE3) hujayralarida ekspressiya
gilingan [7]. Bundan tashqari, S. equisimilis dan olingan gen pQE30 vektorida E.
coli M15 hujayralarida, S. pyogenes shtammlaridan olingan gen esa pPICZ A
vektoriga klonlanib, eukaryotik tizim — Pichia pastoris da ekspressiya gilingan [8,
9].

Bundan tashqari, sintetik yo‘l bilan olingan va kodon optimizatsiyasi orqali
takomillashtirilgan streptokinaza genlari asosida ham ekspressiya tizimlari
yaratilgan. Jumladan, bunday genlar pET-3a va pET21b vektorlariga klonlanib,
rekombinant ogsil E. coli BL21(DE3) shtammlarida ekspressiya gilingan [10, 11].
Bu tadgiqotlar rekombinant streptokinazaning prokariot va eukariot ekspressiya

tizimlarida samarali ekspressiya bo‘lishini ko‘rsatadi.



Ushbu tadgiqot ishining maqgsadi mahalliy Streptococcus avlodiga mansub
bakteriya izolyatidan streptokinaza fermenti genini izlash, PZR amplifikatsiya
qilish, magbul vektorga klonlash va olingan plasmida konstruktida faol

rekombinant streptokinaza geni ekspressiyasini o‘rganishdan iboratdir.
Tadqiqot metodologiyasi

Bakteriya shtammlari va o‘stirish sharoitlari: Streptococcus pyogenes
izolyatlari klinik bakterial ekuvlari namunalaridan ajratib olingan va 5% qon
go‘shilgan tripton soyali agar (TSA) ozuga muhitida 35-37 °C haroratda o‘stirilib,
gonli agarda hosil gilgan gemoliz zonasi bo‘yicha tanlab olingan.

E. coli XL1 kompitent hujayralari klonlash magsadida qo‘llanilgan va ular
Luria—Bertani (LB) ozuga mubhitida o‘stirilgan. Rekombinant oqgsilni ekspressiya
qilish uchun LB ozuga muhitida ishlab chigaruvchining tavsiyalari asosida
o‘stirilgan E. coli Rosetta DE3 shtammlaridan foydalanilgan.

Kimyoviy moddalar va reaktivlar: ClonExpress II One step cloning Kkit,
FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit, FastPure Plasmid Mini Kit (Vazyme,
Xitoy) to‘plamlaridan va restriktazalardan Ndel, BamH1, DreamTaq PCR Master
Mix (Thermofisher, AQSH) foydalanilgan.

Bakteriyalarni skrining qilish: S. pyogenes izolyatlarini ajratish uchun 5%
gon qo‘shilgan Tripton soyali agar (TSA) muhitiga klinik namunalar ekildi. Ozuqa
mubhitida B-gemolitik faollik namoyon gilgan koloniyalar birlamchi seleksiyada
saralandi va qayta TSA+qon muhitiga ko‘chirib ekildi. Ikkinchi seleksiya
bosqgichida esa eng yuqori gemolitik zonaga ega bo‘lgan alohida o°sgan
koloniyalar tanlab olindi. Ajratilgan bakterial izolyatlar yorug‘lik mikroskopida,
1000x% kattalashtirilib mikroskopik tahlil gilindi, MALDI-Tof mass spektrometrida
identifikatsiya qilindi.

DNK amplifikatsiyasi va plazmida konstruksiyasi: S. pyogenes
izolyatlaridan Marmur usuli [12] bilan bakteriyaning genom DNK si ajratib olindi.
SnapGene dasturi [13] yordamida quyidagi maxsus praymerlar ishlab chiqildi va
Integrated DNA Technologies (Belgiya) [14] tomonidan sintez qilib yetkazib
berildi:



Primer-F1 | 5-CGAGGCATATGATGAAAAATTACTTATCTTTTGGGAT-3'

Primer-R 5' AATGGATCCGCTTGCTTTTTTTGTCAGT '3

Ska for2 | 5 CTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAAAAATTACTTATC
infusion TTT '3

Skarev2 |5 ACGGAGCTCGAATTCGGATCCGCTTGCTTTTTTTGTCAG

infusion T'3

Primer-F1 va Primer-R juftligi streptokinaza genini PZR yordamida
ko‘paytirish uchun mo‘ljallangan. Ska for2 infusion va Ska rev2 infusion
praymerlari esa ClonExpress II One Step Cloning Kit yordamida genni plazmida
vektoriga klonlash magsadida ishlab chigilgan bo‘lib, ushbu praymerlar tarkibida
vektorning restriktaza bilan ishlov berilgach hosil bo‘ladigan DNK uchlariga
komplementar ketma-ketliklar mavjud.

Pzr jarayoni quyidagi jadvalda ko‘rsatilgan ma’lumotlar asosida amalga

oshirilgan:
1 sikl Dastlabki denaturatsiya: 95 °C 5 daqiqa
Takrorlanuvchi Denaturatsiya: 95 °C 30 soniya
sikllar (30 Annealing (bog‘lanish): 55°C 30 soniya
marta): Uzaytirish (elongatsiya): 72°C 100 soniya
1 sikl Yakuniy elongatsiya: 72°C 5 daqiqa
Saqlash harorati: 12°C 00

Dastlab bakteriyadan ajratib olingan genom DNK asosida Primer-F1 va
Primer-R praymerlari yordamida PZR amalga oshirildi. Olingan PZR
mahsulotidan klonlash uchun zarur bo‘lgan gen fragmenti tayyorlash magsadida,
unga Ska for2 infusion va Ska rev2 infusion praymerlari bilan qo‘shimcha PZR
bajarildi. Bu bosqgichda ClonExpress II klonlash tizimi uchun mos keluvchi uchlari

bo‘lgan gen amplifikoni olindi.



Vektor sifatida pET28a+ plazmidasidan foydalanilgan. Plazmida Ndel va
BamHI restriktazalari bilan 2 soat 37 °C haroratda inkubatsiya qilindi va chizigli
shaklga o‘tgan plazmida agaroza gelidan Gel DNA Extraction Mini Kit bilan
tozalandi va klonlashda foydalanildi.

Klonlash: ClonExpress II One step cloning kit yordamida amalga oshirildi.
Kesilgan pET28a(+) plazmidasi va PZR mahsuloti ClonExpress II One Step
Cloning Kit tavsiyalariga muvofiq reaktivlar bilan aralashtirildi. Aralashma 37°C
da 30 dagiqa davomida inkubatsiya gilindi. Olingan genetik konstrukt E. coli XL1
kimyoviy kompetent hujayralariga “heat shock” usulida transformatsiya qilindi.

Transformatsiyadan so‘ng o‘sib chigqan E. coli XL1 koloniyalari kanamitsin
antibiotigi (50 pg/ml) qo‘shilgan 5 ml LB ozuga mubhitiga inokulyatsiya gilindi va
37 °C da, sheyker-inkubatorda 200 ayl/daq tezlikda, tun davomida inkubatsiya
qilindi. Inkubatsiyadan keyin hujayralardan plazmid DNK FastPure Plasmid Mini
Kit yordamida ajratib olindi. Olingan plazmidalarni tekshirish maqsadida PZR
o‘tkazildi hamda Ndel va BamHI restriktaza fermentlari yordamida kesib ko‘rildi.

Rekombinant ogsil ekspressiyasi: Klonlash natijasida o‘sib chiqgan E.coli
XL1 alohida koloniyalardan tanlab olinib, 5 ml 50 pg/ml kanamitsin saglovchi LB
suyuq muhitiga inokulyatsiya qilindi va 37 °C da, 200 ayl/daq tezlikda tun
davomida o°stirildi. Hosil bo‘lgan birlamchi inokulyatdan 1 ml olinib, 100 ml
50 pg/ml kanamitsinli LB ozuga mubhitiga inokulyatsiya qilindi. Bu suspenziya
37 °C da, 200 ayl/daq tezlikda o‘stirilib, hujayralar optik zichligi ODg,, = 0,6 ga
yetguncha inkubatsiya qilindi. Hujayralar optik zichligi ODg,,=0,6 ga yetganda,
rekombinant ogsil ekspressiyasini induksiya qilish uchun izopropil B-D-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG) qo‘shildi va uning yakuniy kontsentratsiyasi 0,1 mM
ga yetkazildi. Induksiya 30 °C da, 200 ayl/daq tezlikda 4 soat davomida amalga
oshirildi.

Rekombinant ogsilni tozalash: Inkubatsiyadan so‘ng hujayralar 6 000
ayl/daq tezlikda, 10 dagiga davomida sentrifuga qilinib, cho‘kma shaklida yig‘ib
olindi. Olingan hujayralar 10 ml 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 500 mM NaCl tarkibli

lizis buferida suspenziya qilindi. Eritmaga yakuniy kontsentratsiyasi 1 mg/ml ga



yetkazilib lizotsim qo‘shildi va aralashma xona haroratida 30 dagiga davomida
inkubatsiya qilindi. So‘ngra hujayra devorini parchalash uchun ultratovushli
gomogenizator yordamida 15 daqiqa davomida (3 sek ultratovush/4 sek pauza
sikllarida) gomogenizatsiya qilindi. Hosil bo‘lgan lizat Ni-NTA (nikel-affin
xromatografiyasi) usuli yordamida turli konsentratsiyadagi imidazol eritmalari
bilan yuvilib, rekombinant ogsil tozalab olindi.

SDS-PAGE: Hujayralar gomogenizatsiyasidan so‘ng olingan lizat, Ni-NTA
usulida olingan ogsilning har xil fraksiyalari analiz gilish uchun 12% li SDS-
PAGE gelidan foydalanildi va gel Coomassie brilliant blue G-250 bo‘yog‘ida
bo‘yaldi.

Faollik testi: Tozalab olingan ogsil fraktsiyalari qonli agarda streptokinaza
faolligi tekshirib ko‘rildi. Bunda 5% qon qo‘shilgan agarli ozugadagi
chuqurchalarga rekombinanat oqgsilning imidazoldagi eritmalari 100 mkl dan
quyildi va 37 °C 12 soat davomida inkubatsiya gilindi va faolliklari hosil gilgan

rangsiz maydon yuzasiga garab xulosa qilindi
Olingan natijalar va muhokamasi

Izolyatlar qonli ozuga muhitda [-gemolitik faolliklariga ko‘ra tanlab olindi.
Bunda zanjirsimon joylashuvga ega kokk shaklidagi bakterial hujayralar aniglandi
[15] (1-rasm). Tanlab olingan bakteriyalar MALDI-Tof mass spektrometrida
identifikatsiya gilinganda wularni S. pyogenes ekanligi aniglandi. Natijada
streptokinaza produtsenti bo‘lgan S. pyogenes bakteriyasi ajratib olindi.

S. pyogenes bakteriyasidan ajratib olingan genom DNK asosida Primer-F1
va Primer-R yordamida PZR amalga oshirildi. Natijada uzunligi ~1 400 juft
nukleotid (bp) bo‘lgan PZR mahsuloti olindi (2-rasm). Bu boshga adabiyotlarda
keltirilgan streptokinaza genlari uzunliklaridan —1.3 Kbp[16], —1.2 Kbp [9],
~1.2 Kbp [7] bir oz farq qilishini ko‘rsatdi.

Olingan PZR mahsulotidan klonlash uchun zarur bo‘lgan gen fragmenti
tayyorlash magsadida, unga Ska for2 infusion va Ska rev2 infusion praymerlari

bilan qo‘shimcha PZR bajarildi. Bu bosqichda ClonExpress II klonlash tizimi



uchun mos keluvchi uchlariga ega bo‘lgan, uzunligi —1.4 Kbp bo‘lgan gen
amplifikoni olindi (3-rasm).

S. pyogenes bakteriyasidan ajratib olingan genom DNK asosida Primer-F1
va Primer-R yordamida PZR amalga oshirildi. Natijada uzunligi =1 400 juft
nukleotid (bp) bo‘lgan PZR mahsuloti olindi (2-rasm). Bu boshga adabiyotlarda
keltirilgan streptokinaza genlari uzunliklaridan —1.3 Kbp[16], —1.2 Kbp [9],
~1.2 Kbp [7] bir oz farq qilishini ko‘rsatdi.

Olingan PZR mahsulotidan klonlash uchun zarur bo‘lgan gen fragmenti
tayyorlash maqsadida, unga Ska for2 infusion va Ska rev2 infusion praymerlari
bilan qo‘shimcha PZR bajarildi. Bu bosqichda ClonExpress II klonlash tizimi
uchun mos keluvchi uchlariga ega bo‘lgan, uzunligi —~—1.4 Kbp bo‘lgan gen

amplifikoni olindi (3-rasm).

--------
pes

1-rasm. S. pyogenes hujayralari yorug‘lik mikroskopidagi tasviri (x1000
Kattalashtirilgan).



2-rasm. Ska — Streptokinaza geni 3-rasm. Ska — streptokinaza geni Ska

Primer-F1 va Primer-R bilan PZR for2 infusion va Ska rev2 infusion
gilingan; praymerlari bilan PZR qilingan;
M — DNK marker M — DNK marker

E. coli XL1 hujayralardan tozalab olingan plazmidalar rekombinant ogsil
ekspressiyasini aniglash magsadida E. coli Rosetta DE3 hujayralariga
tranformatsiya qilindi. Ushbu shtammning rekombinant oqsil ekspressiyasiga
moslashgan E.coli ning boshga shtammlaridan farqgi uning hujayralarida E. coli
bakteriyalari uchun kamyob bo‘lgan AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA
kodonlarni tashuvchi tRNK tizimi joylashgan plazmida mavjuddir [18]. Shuning
uchun Rosetta DE3 shtammlarida E. coli ekspressiya tizimida kam uchraydigan

kodonli ogsillarni ham ko‘p miqdorda ekspressiya gilish mumkin.
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bilan ishlov berib vektorni
klonlashga tayyorlash:

lac- laccaza geni;

pET28a+ - chiziqli shaklga
o‘tgan plazmida;
M — DNK marker



6-rasm. Ndel va BamHI restriktazalari bilan kesilgan rekombinant pET28a+rSka
vektor konstrukti.

pET28a+rSka vektor konstrukti transformatsiyasidan so‘ng E.coli Rosetta
DE3 hujayralari IPTG qo‘shib induksiya qilindi. Natijada E.coli Rosetta DE3
hujayralari sentrifuga yordamida (10 000 ayl/min tezlikda) yig‘ib olindi, ultra-
tovushli gomogenizator bilan lizis qilindi va sentrifuga yordamida lizat
supernatanti ajratib olindi. = So‘ngra ajratib olingan lizat supernatantidan
rekombinant oqsil (rSka) Ni-NTA xromatografiyasi yordamida tozalandi
tozalangan ogsil fraktsiyasi SDS-PAGE gelida tahlil qilindi. Yuqoridagi tajribalar
natijasida tozalab olingan rekombinant streptokinazaning molekulyar massasi
50 kDa dan yuqori ekanligini 7-rasmda ko‘rishimiz mumkin. Bu Snapgene
dasturida simulyatsiya gilingan nazariy rekombinant streptokinaza molekulyar

massasiga (52.3 kDa) juda yaqin ekanligini ko‘rishimiz mumkin.



7-rasm. Rekombinant streptokinazani Ni-NTA affin xromatografiyasi usulida
tozalangan fraktsiyalarining 12%-1i SDS-PAGE gelidagi tahlili:
1. Lizat supernatanti,
2. Ni-NTAga bog‘lanmagan fraktsiya,
30 mM imidazol eritmasi bilan yuvilgan fraktsiya,
100 mM imidazol eritmasi bilan yuvilgan fraktsiya,
250 mM imidazol eritmasi bilan yuvilgan fraktsiya,
500 mM imidazol eritmasi bilan yuvilgan fraktsiya,

o kW

Tozalab olingan rekombinant streptokinaza faolligini aniglash maqsadida
30, 100, 250, 500 mM konsentratsiyali imidazol eritmalari bilan yuvib olingan
ogsil fraktsiyalari qonli agarda tekshirib ko‘rildi (8-rasm). Natijada rekombinant
streptokinaza ning 100 mM imidazoldagi eritmasi bilan yuvilgan fraktsiyasida

faollik boshqga fraktsiyalarga nisbatan yuqoriligini ko ‘rishimiz mumkin.



8-rasm. Qonli agarda rSka oqsil faollik testi
K — negativ kontrol (30 mM imidazol eritmasi)

rSka ogsilining imidazolning 30, 100, 250, 500 mM konsentratsiyali

eritmalaridagi fraktsiyalari

Xulosa

Shunday qilib, ushbu tadqiqotda Streptococcus pyogenes izolyatlari [3-
gemolitik faolligiga asoslanib ajratib olindi va ularning identifikatsiyasi MALDI-
TOF mass-spektrometriya usuli yordamida aniglandi. Tanlab olingan
shtammlardan streptokinaza geni maxsus dizayn gilingan praymerlar orqgali PZR
usuli bilan muvaffagiyatli amplifikatsiya gilindi. Olingan gen fragmenti pET28a™*
ekspression vektoriga klonlandi va ClonExpress II One Step Cloning texnologiyasi
orgali rekombinant konstrukt hosil qilindi. Mazkur konstrukt E. coli XL1
hujayralariga transformatsiya qilinib, streptokinaza genini tashuvchi vektor liniyasi
yaratildi va ushbu hujayralardan tozalab olingan pET28a+rSka vektor konstrukti
E. coli Rosetta DE3 shtammiga transformatsiya qilindi, IPTG bilan induksiya
qilinib ekspressiya qilindi hamda rekombinant streptokinaza ogsili xo‘jayin
hujayralari lizatidan tozalab olindi va faolligi aniglandi. Ushbu tadqgiqotlar natijasi

streptokinazani rekombinant usulda biosintez qilish imkoniyatlarini kengaytiradi,



keyingi bosqichlarda ogsilni ko‘p migdorda ekspressiya gilish va tozalash uchun

asosli platforma bo‘lib xizmat giladi.
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