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�� ��! �*��� �� �30� �7
!� ] �Sma I 

�Bam HI "*�� �7*��  /� [�7� �� .�*! �/� b )*/� %*
2/�

 �n "�0���O�$�  � �� .(��� %A�&-�� �7*
/PCR %$��*� �*3
� 

(4 ��!��/��� ��  	0 ����%�7
/��0 .

%$����7���Y�n�0 �0 �/� b a

AGGATCCAATCCAGATGCGCAAACATCGAATC CC1.5L 
AGGATCCGTGGCTGAGAACGCCGGGATGTTG CC1.5S 
TCCCGGGTGCATGCTCTGGCATGTTCCGA CC1.3 
AGGATCCCATGGCCGACAACACCGGGACG CC2.5S 
ACCCGGGAGAAGGAGAGATCCTTAGGCGCT CC2.3 

� 5�,�7�C�6 c�"2, 
�	� V?	JcDNA +�,	-.�� /�0 

�� �[�&'� ���� ~$�� cDNA  � *b 70�� W�;$�1� "�n �� 

)Sephalgas Bond prep kit((Pharmacia Biotech, 1995) 

7< ���1-�� .�0��0 �!/[�&'�  ! �� %RT-PCR ����*
� [4 ��

7A�� Q/ 7< ����� -5$� .���70�-��  @��� ��VH �� � O=-
� .

70�� ��! )���-�*�� ��H�0 �� �7< �7!�?� ��*!��w I�II �*n 

�� O�$�  �/� b l�0 ��! )���-��� ���� � �7< ���1-�� ��! ����n

 7
�� ������A #!  � "?b � ���1-� %$�R�� (�� �� 70�� �� 

�7/� (�-�  ! �� %�.707< � �7*< �7/ � �*� ��*P �� �*0�
�7� 

�$�$ ��*! Q*/ 707*< � *��w � *-�$ %*��� .~$�*� [�&*'� 

RT-PCR ��"�� �7�� ��gpt���� %-0�� �� 
 C��&� �� � 

7< � ��w �7>� .�*0��0 ���*� ~$�*� ��*Xe� �� *� �*! 6*/

 "� 
 a�d0� ����� -5$� [4 8/���� Q0�� �/ P �� �30� %$��� �

7/� 
 ~B?� (4.


�	� ����cDNA +�,	-.�� /�0(CCs) LG<	6 �� pGEX 

2T �pUC 19 

���� (��@ �� � [�&'�RT-PCR � 0� "�/�X�� �7< ~$�� 

����0 O&-� I��
� O\�0 6/ �.#V*! O*�9 ��*	
� )/� �� � 

#/:0� ���� �0�
�� ��!SmaI �Bam HI "*� 
 ���*A .��

 ��� �
/��$ (���0 ���m� �� #V! O�9 (�/�b) *-�$� R�� y
*b (

�!7*0�� .(� n ����� -R$� � [4 ����
� �� (� [�=-0� � [��'� ��

��0  /� ��UV 7*< �7!�?*� .7��*�_bpUC 19 �pGEX 2T 

� :�0�7< #V! I�� � )��! .[�&*'� #V! O�9RT-PCR �

#/:0� �� �!7���_b "*�n �� ���1-*�� �*� � �7*

n ��7*'� ��*!

 "n < ���70�-��BOEHRINGER MANNHEIM (�*�$� )��

"n < ��  m�H [�HROCHE "�� �7< a�L�� ("*� 
 a�d0� .

(�/�b �� �� a�7n  ! 7��*�_b ���H ,��� �*� �-�*��)�� ��*!

��w �7< �70�d

 ��gp�7*< �_@�*��  *D=� ,�  -�$ � 5�� 

�� � [�**xB/ �� �7**>� ���1-**�� �� **� � O**H��**3+ �**��� 

%-0�� �� 
 �*;0 ���� 7*< .[�&*�� O*�9 "'*A )�*�>� �� *�

#/:0� �� �0�
�� #V! O�9 .7���_b �� [�&'� ��*!Sma I �

Bam HI � "*� 
 ���*A [�&*'� ���*H 7���_b ���  � 

�0��0 �!7< ����� -R$�.

���� �	F-6" 	�� >���� 
	�5�-.��?��	�!2!" 

qp[��� ��  -�$� R�� ��! 7>-��αDH 5�� u��� ��'� �� ��

��  -�$� R��7���_b ��! ���HcDNA ��  *	0 ���� cuvette 

� "*r�b %����*� ��� )/7
+ �� � ��*< ��;-*�� �� ���1-*�� �*�

 #�	
� �� %R/ -R$� "���=�Ωgpp c$�b ."$� #�0 � �� 4�-$� �

/�d"*� 
 ���*A [�=-0� O�9 � ��.[��*� ��*! �*-��/ [�*=-0�

 �� ��A��_�Q/���*� [��'�  -�$ %��� LB )���*� %*r�� 7*\��

 � �7< OH .��/��� �� cb Upp [��� ��  -�$ � 5�� ��*! ��*/���
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�	� ����cDNA �,	-.��+/�0 (CCs)� 1...  

��U 

�7*< ��*'� ���  *� O/ -*�� FastMedia™ LB Agar Amp 

IPTG/X-Gal W�**-
� � "n **< �� �7**< �**�3�)Phermentas 

Company(�**� �7**� ��� **H �**��� �� I**< 6**/ °C ��

�;0 ���� 707< .%0��n ��!��"*�� "*��b ��� �� �7*�� ��*!

 ��'� ���HLB �� � 707*< ���B� )���� %r�� ����*��� 

%-0�� �� 
 ���7� I< Q/ �;0 ���� 707< .� ���*��7� �� �

 ��_b ���� ~$�� )���-�*�� ���H ��!7� ��*! [�*=-0� ��w

 [��� �� �-��/ ��! �������� "n < � b %�R�� "�n �� 7>-�� 

Q**����)Pharmacia Biotech, Flexi prep kit(���**D� �

7< O�9 �P�� � OR�� b ..7���_b �� �70�d

 �����7� �� �

 7��**�_b ��  **-�$ � **R�� y
*b ��*! "**'� �7**< ~$�**� �ef**� 

#/:0� ��!Sma I �Bam HI �7*� �� g�� "9�*� ��*��� �

%-0�� �� 
 �� � 7�/f� ��*�� 7*
/� � ���*� (�*�n �*;0 ���� �

�0��0 �!707< ����� -R$� [4.

5�?�,/�0 +�,	-.�� +�7,�28 �� E. coli 
�	� V?	J �

[��*� ��*! 7>-�*� DH5 α7��*�_b O*��H ��*! � I*�n ��0

 �7*< ���*� ~$��19 pUC �pGEX 2T."*3� ~�B?*�

 (4 ���� )�Y�� b 7�$�� ��! �7< �70�d

 � .� */� ^ *< ���*� 

�� \ 8/����-� 
 7
:

[��*� .I�n ��0 )�Y�� b 7�$�� �� Q/ '� �� � ��*! "*<�� �

 7��*�_b O*��H �7< �*! ��gp��*'�  *-�$ %*��� LB Q*/ �

%��� [��IPTG (SIGMA, USA) �K�*� %*��� �� "*	�L �*�

 �� "9�� �� �7� �� �������%-0�� �� 
 707*< ���� �� \ .

[�&'���"�� �7�� "9 � �� g�ppp ��� *H ���� �� �

��3+ ����%-0�� �� 
 �7*� �� � Up7*< 4��1/ -0�*� �*=�\� .

/�**�T�7**� �� **� O**A�H ,�**�� � 7**< �**-B/� ��� %**`�� 

6/ �� "9�*�°C gpt�*;0 ���� 7*< . *-�$ %*��� 6*/ ��*;0�

 c���$ ���)zp�K�� %��� Tris �-/7��� �� Z.gp�K�*� %*��� 

EDTA .z%�dH 7A �� Triton X-100[� ���
 �(� ���*m�

 [��'����7� y
b �/ �� �=�\� �;0 ���� 7< .[�*�'� )*/� �*�

qp  *-�$ %*��� �� a *
 %���)�*30 "*	�L/%pgz/p7*A �� (

$�7� �� � ������ � ���m� #/��:�y
b �*/ �� �=�\� �*;0 ���� 

7< .��'� cr� [#/��:*�$ O�9 �� OA�H �� *�Up�*� �*=�\� 

"9 �g�ppp �� �°C q� %*`�� T/�*� ��  *! � 4��1/ -0�� 

�� � ,��� 8/���� )�Y�� b )��>��;0 ����707< .

��#�0 .���&9 ��  -�$ %��� �z/p[�*�'�  -�$ %��� zp7*A �� 

7*�� ����*
� (�������
)Glutathione agarose beads()��*3+ 

%���  *-�$Tris zp�*� �K�*� %*��� PH ����*� "?*! +Uzp

%��� a 
 7�� ����
� (�������
 (7< ���m� .�� *� %`�*30 #*dH

 �7��p� ��0�e ��*� O&-� )�Y�� b �� 7< ���� (�5� %����GST 

,F�bead �� � cr� � ��< Up�*� �*=�\� "9 *� g�ppp 

7< 4��1/ -0�� .*� ��-��b "r�b �� %`�� T/���%*���� �*� � �7*� 

(���0 ���m��� -�$ %��� Tris zp7*
0��! I�@ � .�K�� %��� 

7< 4��1/ -0�� OX\ "$�H .� �� � O�9 )/����� �� 5� a�*�� ��

 �7< ,F� )�Y�� b �� �7< ,F� )�Y�� b "/�30 �� �bead �� 

#�0 �K�*� %��� Tris zp���*H �K�*� %*��� Up�K�*� %*��� 

(�������
 �� �� � I�@ � 4��1/ -0�� �� ���1-���7� y
*b �*=�\� 

"9 � ��Up��� ��:! ./�*� T~$�*� )�Y�� *b ���*H %*`�� 

7< "<�� � .�� � O�9 )/���"*�� .)�Y�� *b  �@�7*H (���� 

�� ~$�� )�Y�� b � �� 5�  ;/� ��X5/°C gptC��&*� �� �

 �7>��;0 ����7<.

Hd�e +� I, +�7,�28 /�0 +�,	-.��" ��	T-�" 	� �O�	G��9 

�����"2�)Broadford Test(

�� ��*	
� T/ *� 8/�*��� �� .�7*�$�� )�Y�� *b (�:*�� )�*�B� 

���*��� �)g(�� �BSA )Bovine Serum Albumin ( �*� (��*
9 

7< ���1-�� ���70�-�� .��*A�H )�Y�� *b "*	�L )�*�B� �� *�

 ��7**=�z.Up.Uz.gp� .gz/�**30 "**	�L ��  **-�$� R�� %qpp 

a 
� R�� �7< ��3� [��'�BSA a�7n  ! "	�L �n ��I*�� � 

�X*��'�  *-�$ %*��� �� a 
� R�� �� � "?! .8< .��3+ .��

 (���0 ���m� �� � "<�� � .7<gpp ������ � [��'�  -�$� R�� 

�$�$ a��� #dH �7<  �D=� ��� ��  D=� ,� ���! �*� 8/�*���

 "*	�L  -��-�� -Rr�� �� � 7< �70���  -�$� R�� ��:! �*! �� ��
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����� ��	
� � 
���	�� ��
� � ���� /�	�����	� /��	 !��" )$(/�	&� '()* 

��g 

� �� R� }�� [�P ��zsz���7*0�  -��0�*0 �*30� [7*>� � � *�


 7/� 
 �X��'� .�0��0 �� � ��!)�Y�� b ��! )���-��� I�n ��0

 �� ���0 %$�;+ :�0 ��w !����:*�� a *0 �� � �X*��'� I�� � )

 R/ n C� 
(Cricker graph Software) �OD ��"�� �7*�� 

"	�L �� � ��! �7< �-��
<BSA �*$��>� )-*<�� �� � ���1-�� 

)�Y�� *b "*	�L C� *
 �� O*A�H (���� 
� ��*!  *	0 ���*�

7< �X��'�.

+�,	-.�� 
�"5�	8 � H�?	�� O�	��9 
	� �56�"��	� E�C2,�6

�	,�28 +�7-.�� 

%*5/ �� �*@ 7*< ���� I*�� � 8/�*��� �� ��*	
� )/� �� � ��

 )�b�b� b(PP) %$�R�� (�� �� �s(�*-$�� ���n �� � *;/� �� �

� b�/�b�b ��
�Y�� b (Carica papaya))PP IV ( %$�*R�� (�� ��

U� (�-$�� ���n ��(��
9 �� � � -���� ���&9 ��K %*<���
 �$�$

 ��� �n Q���)��;?*/���� ��*=�='� �� *
 �*��� �7< ��3�

[��K ��;?**0�� �4�**$�/:�� (�**� (��**
9 ��**Y�� b )�Y-�**�� T**X
� 

�7< ���1-� .�� !�� a�7n 8/�*��� )/� �*! ��7*=� #�*0� "*1! 

���*H ���&9 �� a 
� 5�� ��*�� b #*dH �*� zp *-�$ � *5�� 

7< �70���.��7=� cr�y
b ��  -�$� 5�� �7

n��3� ��! )���-�*�� 

(10 mg/ml) ����P ���*m� �*� ��*;0� � I�@ � �0��0  ! �� �0�
�7� 

(��**�0qz **-�$� 5�� �7**

n [�**>�  ��**� )Activated Buffer(

(100 mM Cit-Po4, PH=6; 0/1 Triton X-100 & 5 mM L-Cysteine) 
�� �0��0  ! O@ #dHUpp 7< �70���  -�$ � 5�� .)�*�>� �� �

 ���7/�b �7� � "�$�>��7

n��3� I�@ � .�! ��! �*� �7*< ��3�

�0��0 ��!Up(��� �7� �� � #��=� � -�$� 5�� ��! S*�-B�

 . 1Agp.qp� ��0�e U.z.Up��p��;?/���� ��'� �� �=�\� 

�;0 ���� "*�$�>� "*\�  *! (�*/�b �� �
n��3� %
7*
 �*� TCA 

OX\ 7
0��! 7< S\�-� .���7/�b (�:�� � "�$�>� ~�B?� �� �

�7

n��3� ���9  � )���-��� ���� b )�Y-��� �� ��*��� ���&*9 

Q�
R� ��Gelatin-PAGE *< ���1-�� 7)UZ�gq.(�*0��0 ��*!

��3� �� 8/����  ! �� �7< ����P 6*!�+ �� �0�
�7� ��*! [4

  n� %�b/���&*9 a�7@  ! �� � �-B/� 7��_ ]���*
 �*$�$��K 

���*H ��� *�n Q*��� � ?H ��*�� b )�Y-�*�� ��7*

n��3� 

)���-��� 7< ���� �� \ .�0��0 �!J >� ��gpp (�*/ � "*$� 

7**07/� 
 ���**�� -5$� �-�**/ -5$� .b "**�$�>� (�**/�b �� ���7**/�

�7

n��3� ��! �7< 8/���� � �n��*�� "*0���/ � %*����n ����� 

)Commase Brilliant Blue (70��� �7< �:��� �0� �����*A 

7/� 
 �7!�?� %;0� %�� ��!70�� .

f�	-6 

��"56" 
2�4DNA �RNA �5! a"2I-�" 

"	�L )��B�DNA �*� ��w o *� �� �7*< }� B-*�� %��*04 

� -5r�� �� ���1-�� }�� [�P �� � -��-�g�p  -��0�0 )7*H��  !

OD [��>� zp -�$ %��� �� a 
 � 5��DNA "�� %��04 (�� �

.��X��'� a�d0�q�p  *-�$ %*��� �� a 
 � 5�� �*� "*�� 7*�� .

(�:**��RNA �� ���1-**�� �**� .��w �**0�� �� �7**< }� B-**�� 

}�� [�P �� � -��-�� -5r��g�p7!�*< �� ��/�=� ��  -��0�0 

)� ,� �7<  �D=� ��� �� ~$� (7*< �70��� .��7*=�RNA :*�0 

�� ��X<DNA 7*H��  *! �*@ ���1� )/� �� �3
� .7/� 
 �X��'� 

OD [��>�qp *-�$ %��� �� a 
� 5�� RNA %*� 7*<�� .(�:*��

RNA �7< �X��'� qgq  -�$ %��� �� a 
 �0�0 ��"��7�� .

� �?"�,56	� �5�	�� 
	� G��2,�6 +�,	-.�� >� Q��2�E/�0 

�����2-@?" �D 
�� 2� 

%$���cDNA )���-��� ��w ��!I�II ���1-*�� �� 7
�� � ����n 

(4 Q**0�� �� 7**< ~B?**� .%**� -�� 7**n �**� ��w )���-�**��

D10622, D90549 ����� %�/:0� :�$�0�  	0 ��s%�/:0� ��;/�� 

)���� �� �7
!� ] � 8<BamHI .EcoRI �SmaI (� ���*�

 ��w )���-���II %*� -�� 7*n �� D38130 ����� ���*;/�� 

�7
!� ] � %�/:0�%�7<�� .

[�&'� )���-��� �� a�7@  ! �!OA�H �DNA%��04 �*@ 

"'� �ef� #/:0� � �*-� 
 �� *\ %< � ��! �*���PCR  *��5� 

��*� �7< �*� O*=-
� ���*�� -5$� [4 *n�� (� y/�*-0 �O5*< U

�7!�?� %���*<.8
*n�� �*n �*d0� �� PCR��*� ��*� DNA 

� ���� %A�&-��  �L 8
n�� Q/ %��04 %�0 7*A �� 7A (��� 
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�	� ����cDNA �,	-.��+/�0 (CCs)� 1...  

��� 

54321
bp 

500
400
300

10000

100 
54321

L@!'.	-6��" LR	N fPCR ��SU� DNA��6D �� g�,	-.�+	�
/�0 (CCI & CCII)h69 �K� L � �" W8 � ����	49 �D �� "�

� �	�6�5��.��-� '2C�	� ?�\?�� ��� 	� ��"56	-�" �1 kb��5!	� .��-�i � 5<	� h69 �K� L�G ���-G� �(	�5G6	� 
>G� Q�G�2� 

��,	-.�/�0 +)(CCI ��-� 1�	,�C j	�56	� 
� >� Q��2� �,	-.�/�0 +)(CCI ��-� � 5
�� k������2C >�l< >� Q��2� ��,	-.�/�0 +

)(CCII� �	�6 "� �5�� .	�56	� ��B�
�	=" ��	�6 ��-� 2� �� ?	 -N" ��B� �5
����D	�
	- � 
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