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ŝǀƃƺǀưǀŚƾƿ���żƳōƿ��ƀĩř�šřŹƹř�Ʈǀ��ŻřŶĥźĜſōƿŽƺƬ�ŽƹǈƟ���Śŝ�ƭźū�

ƫƺĪƫƺƯƾ�Ò�ÐÑ�ĩ�ǀ�řŹřŵ�ƱƺŤƫřŵƺƬƽ�ÐÍÏ�ſř�ǀƯōŶǀ�Ư�ƶƴƾ��ŶºƃŚŝ�ř��ºƿ�Ʋ
żƳōƿ�ŝ�Ʈ��ƶ����Śŝ�źƯřźŤţƺưƷ�šŹƺƇƭźū��ƫƺºĪƫƺƯ�ƾ�æèê��ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ��
ƫŚƘƟǀ�ŵŹřŵ�Ţ���źĩ�ŹŚŤųŚſ�ƹ�ƿƫŚŤƀƾ��ţ�Ʊō��Ƶƹźĭ�Ǝſƺ�ŚƷƽ���ƞºƬŤŴƯ�
ƤŰţǀţŚƤƾżŬţ�ŵŹƺƯ�ƿƬŰţ�ƹ�ƶǀ�Ţſř�ƶŤƟźĭ�Źřźƣ�ƪ�ÎÐ�ÎÍ����

��ƵŶƴƴĩ�Ŷĩ�Ʊĥ�į�żƳō�ƿ�Źƹř�Ʈƿ��Ƅºůƹ�ŻŚĪƾ��ĥźĜºſōƿ��ŽƹƹǈºƟ�ŽƺƬ�
�řźºŝƽººƫƹř�ǀ��ƩŚººſ�Źŵ�ŹŚºŝ�ƲÎÖÖÏ���ƹ�ƱƺºƬĩ�ŹŵźƃřººƿƄǀƬĩŚƾ��Śººŝ
ƤƟƺƯǀ�ŝ�Ţǀ�Ŷƃ�ƱŚ��ÎÑ���ƳƺƬĩǀ���ŝ�ƹ�Ĭºƴ�ºǀ�ŞƏ�ƱŚǀ�ºƘƾ��ĩźţƺƳ�ƹ��ºǀ�Ŝ
żƳōƿ�Źƹř�Ʈƿ��Ư�Źŵ�ŻŚĪǀƱŚŝż��ŚºƷƽ��źºưŴƯ�ƽ����ƪºŨƯ�ŚƯƹŹŚĩŚſ�ºƿƀǀ�ž
ƹźſƿżƿƶ���ƹ�ěǀƄǀŚŹƺŤſŚěƿž��ƴĤưƷ�ƹ�ǀ�Ư�Ʋǀ�źŤĩŚŝ�ƱŚŝżƿŚƾƿ���ƭŚºŬƳř�

�Ţſř�ƵŶƃ��ŝ�ǀ�����żƷ�ƝźƇ�ƭżƬŤƀƯ�źưŴƯ�Źŵ�ƱŚƿ���Ż�ƱŚƯŻ�ƹ�ƶƴ�ºƿŵŚƽ�
�ŚƤƯ�Źŵƿ�ŝ�ƶƀ�ŝ�Śǀ�źŤĩŚŝ�ƱŚƿŚƾƿ��ºƯ�ƾ��ŶºƃŚŝ��ƬƗ�ºǀ�ƤƟƺƯ�Ʈƛź�ºǀŢ��ŚºƷƽ�
ĮưƄģǀ��ŝ�Źŵ�źǀ��ƫŚƘƟ�ƹ�ƱŚǀ�żƳō�Ţƿ����ƯŚºưţ�Źŵ�ŹƺĩŸƯ�Ʈƾ�ƤŰţ�ǀ��šŚºƤ

��żºƳō�ơƺƟƿ���ƁƹŹ�Ǝºſƺţ�Ʈ��ŚºƷƽ��ƟřźĭƺţŚºƯƹźĩ�ƾ��ƶºƬůźƯŶƴģ��řƽ�
ƬŴţǀ�Ư�Ɔƾ�ŵƺƃ��řźŝŚƴŝƿ��Ʋ���ř�Żř�ƝŶºƷ�ºƿ�ƤŰţ�Ʋ�ºǀ�Ƹŝ�Ƣǀ�ƶºƴ��ŻŚºſƽ�

��ƱƹŶĩżƳōƿ�Źƹř�ƮƿĪ��ŻŚ�ĥźĜºſōƿ��ŽƹǈºƟ�ŽƺƬ������ƱƹŶºĩ�ŽŚºſř�źºŝ
źƃřƿƄǀŚƬĩƾ��ƱƺƬĩ�ŻŚſƽ���ưſǈě�Źŵ�Ʊōǀ�ŝ�Ŷ�ºǀƳŚƾ�pET-28a(+)�
��ƹŝǀƱŚ�ĩźţƺƳ�ǀŜ�Źŵ�źƃřƿƄǀƬĩŚƾ��ſŹźŝ�ƹƾ�ƫŚƘƟ�ǀŢ�żƳō�ƿ�ƫƺţ�Ʈ�ºǀ�Ŷ

�ƵŶƃƯƾ�ŶƃŚŝ����
��

ƁƹŹƾſŹźŝ���
�����ººƃ�ŵřƺººƯǀưǀŚƾƿżººƳō�ƹ�ƿƮ�ŚººƷ��żººƳōƿ�ƮTaq�DNAƬě�ǀ��Żřźººư

�ƍƺººƬŴƯdNTP�ƱŚººŝŵźƳ��DNA�1Kb����Ŷººĩ�ŚººŝSL5051���Żř
ſ�Ţĩźƃǀ��ƱƺƬĩŚƴżƳōƿƮ�ŚƷƽ�NcoI�ƹ�XhoI��T4 DNA�ƫǀ��ŻŚºĮ�

řƿěƹźěƹżººǀƪ��ȕ�D�ţǀěƺŤĩǇŚĭƺǀŻƺƳřźººƿ�Ŷ�IPTG��źĩŹŚººƯ�ƹ��
Řţƹźěǀƴƾ��SM0431����ŻŚŤƴƯźƟ�Ţĩźƃ�Żř���ĩ�ºǀŢ��ŚºƷƽ���ũřźŴŤºſř�
ưſǈěǀ�ƹ�Ŷ���ºſř�ũřźŴŤſř�ǀ�ŘƬĩƺƳ�Ŷ�ºǀ�������ƺěŚºĪţ�Ţĩźºƃ�Żř�Ʃĥ�Żř�Ĩ�

Żƿ���ŢƀźţƿŤĜ��ƵŹŚƈƗ�ƹ��Ʊƺ�į���������ƺƫŹŚºƃ�Ţĩźºƃ�Żř�źºưŴƯ���ĨºưƳ
Ŷſƿưƾ�ſř�ǀ�Źƹř�Ŷ�ºƿĨ��U2875���ŚƯŚƳŚĩ�ºƿƀǀƲ���ºĜƯō�ƾ��ºſǀƬǀƲ���Żř�

Ţĩźƃ�ſǀ�ŚưĮŚſ�ƹƿź�ƃ�ŵřƺƯǀưǀŚƾƿ��Ƹţ�ħźƯ�Ţĩźƃ�ŻřǀŶƳŶƃ�ƶ����
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ƶƬŬƯ�ƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÎ

ƯǀƳŚĭŹřƹźĪºººǀƮƀ�ưºººſǈě�ƹ�ŚºººƷǀŚƷŶ��ƶƿƺºººſ��ƽŚºººƷDH5á�� �
�ƹBl21 (DE3)�źƃřººƿƄǀƬĩŚƾ�ƤŰţ�żººĩźƯ�Żřǀ�ŹƺŤººſŚě�šŚººƤ

�Ƹţ�ƱřźƸţǀ��ƶŝ�ƹ�ƶ�ţźţǀ�ƶŝ�Ŝ��ƱŚŝżǀƯ�ƱřƺƴƗ��ŨĪţ�ƽřźŝ��ºǀ��ưºſǈě�źǀŶ��ƹ�
ƳƺƬĩǀĬƴ�����ƠŤſř�ŵŹƺƯ�ƲǀŘţƹźě�ƱŚǀŝ�ƹ�����ŢºƟźĭ�Źřźºƣ�ƵŵŚ���ưºſǈěǀ�Ŷ

���ř�Źŵ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯƿ��ƲƤŰţǀƢ�pET-28a(+)��������żºĩźƯ�Żř�ƶºĩ�ŵƺºŝ
ƤŰţǀ���Ƹţ�ƱřźƸţ�ŹƺŤſŚě�šŚƤǀ�Ŷƃ�ƶ��ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀĨ�ŚƷƽ���ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�
�ř�Źŵƿ��ĜƯō�Ƶĥƹźě�Ʋƾ�ſǀƬǀ��ŚƯŚƳŚĩ�ƹ�Ʋƿƀǀ����ŰƯ�Źŵ�ƶĩ�ŵƺŝ�Ʋǀ��ŢƄĩ�Ǝ
ŚƯƿ�����ŢºƔƬƛ�Śŝ�ŶƯŚū�ƹ�Ɩ��ŚºƷƽ�æåå������ƾºƬǀƯ�źºŝ�ƭźºĭƹźĪǀƯ���źºŤǀƫ�ƹ�� �
ìêźŝ�ƭźĭƹźĪǀƯ�ƾƬǀƯ��źŤǀƫŶƳŶƃ�ƵŵŚƠŤſř����

ºººůřźƏƾƸŝ�ƹ�ǀƶºººƴ�ŻŚºººſƽ�ƵŶºººƴƴĩ�Ŷºººĩ�Ʊĥ��įżºººƳō�ƿƮ� �
ŹƹřƿŻŚººĪ��ƶººŝ�ŹƺººƔƴƯ�ƱƺººƬĩ�ŻŚººſƽƵŶººƴƴĩ�Ŷººĩ�Ʊĥ��įżººƳō�ƿƮ� �
Źƹřƿ��ŻŚĪĥźĜſōƿŽƹǈƟ�ŽƺƬƫřƺţ�ƾƳĥ�ƾ�Żř�Ʊō�ĨƳŚŝ����Ŷºĩ�Śºŝ�Ʊĥ

ſźŤſŵƾ�X61766.1����������Ǝºſƺţ�Ʊō�ƱƹŶºĩ�ƹ�ũřźŴŤºſř��Źƹźºſ
http://eu.idtdna.com/CodonOpt�řźºººŝƽŝ�ºººǀźŤĩŚºººŝ�Źŵ�ƱŚƽ�

źƃřƿƄǀƬĩŚƾ�Bl21�Ƹŝ�ǀƶƴ�ŻŚſƽ���řźŝ�ƹ�Ŷƃ�ƽ�����Ţĩźƃ�ƶŝ�Ʊĥ�żŤƴſ�
ŝǀƳƺǀ��ŝƺƴū�Ƶźĩ�źƾ���Ŷºƃ�ƩŚſŹř��������ƫřƺºţ�źºŝ�ƵƹǈºƗƾ����ƵŶºƴƴĩ�Ŷºĩ��į�

żƳōƿ����Ţưſ�Źŵ��Ʈ5'�������řźºŝ�Ɓźºŝ�ƪºŰƯ�Ʊĥ�ƽ��żºƳō�ƿ��ƮNcoI���Źŵ�ƹ�
��Ţưſ3'��ţźţ�ƶŝ�ǀ���řźŝ�Ɓźŝ�ƪŰƯ�Ŝƽ�żƳō�ƿƮ��ŚºƷƽ�XhoI���NcoI��

��ƹHindIII��Ŷƃ�ƶŤƃřŸĭ���ƶŝ������������żºƳō�Ɓźºŝ�ƪºŰƯ�Żř�ƪºŞƣ�ƵƹǈºƗƿ�Ʈ
XhoI�ƫřƺţ��ƾ���řźŝ�ƵŶƴƴĩ�Ŷĩ�ƽ��Ʒ�Ŝƀºģźŝ��ºǀŤƀǀŶƿ�Ʋ�6xHis���ƹ

�Śě�ƱƹŶĩƿ�Ƴ�ƱŚǀ����Ŷºƃ�Ƶŵřŵ�Źřźƣ�ż���ŚƸƳ�Źŵ�ºƿŢ���ŤŤƴºſ�Ʊĥ�ǀ��Ĩ���ƭŚºƳ�Śºŝ
AFUOX������ƩƺºƏ�ƶŝ�ƹ�îëì����ŻŚºŝ�ŢºƠū���řźºŝ�ƽ������ŹƺºŤĩƹ�Źŵ�żŤƴºſ�

ƳƺƬĩǀ�ĬƴpGEM-B1�Ƶŵřŵ�ƁŹŚƠſŶƃ����
��ŝ�ŹƺŤĩƹ�ŢųŚſǀƳŚƾ��ƶŝ�Ư�����ŝ�ŹƺºŤĩƹ�ŢųŚºſ�ŹƺƔƴ�ºǀƳŚƾ��řŶºŤŝř���Ʊĥ�

ŤŤƴſǀ�Źƹř�ĨƿŻŚĪ���Żř�pGEM-B1���żºƳō�Ǝſƺţ�ƿƮ��ŚºƷƽ�NcoI��ƹ
XhoI���řŶū�ŶºƃƵ��������ŹƺºŤĩƹ�Źŵ�žĜºſ�ƹ�pET-28a(+)���ƱƺºƬĩ
Ŷƃ���ƳƺƬĩ�ƪŰƯǀ�ŹƺƏ�Ĭƴƽ�Ʒ�Ŝƀģźŝ�ƶĩ�Ŷƃ�śŚŴŤƳř��ºǀŤƀǀŶƿ�Ʋ

��ƀĩƺŝźĩ�ƂŴŝ�Źŵǀ��żºƳō�ƪƿ�ŝ�Ʈ�ºǀ������ŵƺºƃ�Ɩºƣřƹ�ƵŶºƃ�ƱŚ���ưºſǈěǀ�Ŷ
���ƵŶƃ�ƶŤųŚſpET-28a(+)-AFUOX�ŚƳŹřŸĮƯƽ�Ŷƃ����žĜſ�

������ƁƹŹ�Śŝ�ƵŶƃ�ƶŤųŚſ�ŹƺŤĩƹƃǀưǀŚƾƿ��źŤĩŚŝ�ƶŝ�ƽ�DH5á�ƪƤŤƴƯ��
����ƟŚĩ�ŹřŶƤƯ�ƶŝ�Śţ�Ŷƃƾ�ŨĪţ�ǀ�ŵƺƃ�ź���ŚƷŹƺŤĩƹ�žĜſƽ�ŨĪţ�ǀ��źƿ��ƶºŤƟŚ

���ĩ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝǀ���ưºſǈě�ũřźŴŤſř�Ţǀ����ŶƳŶºƃ�ũřźŴŤºſř��Ŷ��ÎÒ��� �
�źŤĩŚŝ�ŢƄĩƽ��ƿ�ƳƺƬĩ�Ĩƾ��źŤĩŚŝ�Żř�ƽ�źƃřƿƄǀƬĩŚƾ�����źºƔƳ�ŵŹƺƯ��řŹ

�ŚƯŵ�Źŵƽ�ÐÔ�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�į�ŵřźĭ���ƹ�ÎÓÍ�����ƶƤǀƣŵ�źŝ�Źƹŵ���šŶºƯ�ƶŝ
ƿ����Źŵ�Ŝƃ�ĨÎÍ�ƾſ���ƾſŰƯǀ��ƫƹř�ŢƄĩ�Ǝǀ��ƶLB����ŹƺţŚºŝƺĪƳř�Źŵ�
ƃǀƤƬţ�ŹřŵźĪǀŶƃ�Ů���žĜſÎ�ƾſ��ƾſŰƯ�Żřǀƫƹř�ŢƄĩ�Ǝ�ºǀƶ ��ƶºŝ

ÎÍÍ�ƾſ����ƾſ�ºŰƯǀ��ƎLBŶū��ºƿ�Ŷ�Î��ƶºŝ�ÎÍÍ���ŵźĭ�ƶƟŚºƋř�ºƿŶ��
�Śŝ�ŶƃŹźŤĩƽ����řźƃ�ƱŚưƷ�Śŝ�ŚƷƿ�ŚƯŵ�Ǝƾƿƶŝ�Ƃųźģ�Źƹŵ�ƹ���šŶƯÑ�

��ŚţÒ���ě�ƶƯřŵř�ŢƗŚſ�ǀ�ŵźĩ�řŶ���ºŰƯǀ����ƹŚºů�ŢƄºĩ�Ǝƽ��źŤĩŚºŝ�ƽ���Śºţ�
ſŹǀ�ƶŝ�ƱŶ��ŹƺƳ�śŸūƽ�Ò�Í���Śţ�Ô�Í��ƩƺƏ�Źŵ������ũƺºƯÓÍÍ��źŤƯƺƳŚºƳ���

�ŚƯŵ�Źŵƽ�ÐÔ�ƶūŹŵ��ƾŤƳŚſ�į���ŵřźĭ�ŵźĭ�ƶŝƺĪƳřƿŶ���ř�Źŵ�ºƿ��ƵŻŚºŝ�Ʋ�ƽ�
ŝŸūƾ�źŤĩŚŝ�ƽ���řƹř�Źŵ�ŚƷƿ�ƶƬůźƯ�ƪ�į��ŹŚĮƫ�ŶƃŹ�ƿưŤƾ�ŤƀƷ�Ŷƴ��řƿ�Ʋ

źŤƸŝ�ƶƬůźƯƿřźŝ�ƱŚƯŻ�ƲƽźŤĩŚŝ�Ʊŵźĩ�ŶƘŤƀƯ�ƽ�Ţſř�ŚƷ��ÎÒ�����
Ƹţǀƶ�į�źŤĩŚŝ�ƽ�ŚƷƽ��ŶƘŤƀºƯ����ºŰƯǀ��ƹŚºů�Ǝƽ��źŤĩŚºŝ�ƽ��ŚºƯŵ�Źŵ�ƽ� �
Ñ�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�į�ŵřźĭ���Śŝ�æëå���ƶƤǀƣŵ�źŝ�Źƹŵ������šŶºƯ�ƶºŝé�ƣŵ�ǀ��ƶºƤ

źŤƳŚſƿƠǀ��ŚƯ�ƹ�ĥƺƿ�ƹŹ�Ɩƾƿ��Ź�Źƹŵ�ƿ�Ŷƃ�ƶŤŴ���źŤĩŚŝ�śƺſŹ�ºƿŚƾƿ��ƹŵ�
��ƀƬĩ�Śŝ�ŹŚŝǀ�řźƬĩ�Ʈƿ���ŵźſ�Ŷæåå�ƾƬǀƯ���ƩƺƯ������ƶºŝ�ŹŚŝ�źƷ�ƹ�Ŷƃ�ƶŤƀƃ

��šŶƯé�ƣŵ�ǀ��źŤƳŚºſ�ƶƤƿƠǀ�ŵźĭ�ĥƺ�ºƿŶ������Ź�Źƹŵ�Żř�žºěƿ���ŚºƯ�ƲŤºŴƿ�Ɩ
ƹŹƾƿ�řźŝ��ƽ�����ƀƬĩ�Śŝ�śƺſŹ�ƭƺſ�ŹŚŝ�ǀ�řźƬĩ�Ʈƿ������ƹ�ƍƺºƬŴƯ�ŵźºſ�Ŷ

���šŶƯ�ƶŝéê�ƣŵ�ǀƶƤ��ŚƯŵ�Źŵ�ƽ�źƠƇ�ƶūŹŵ�į��ŤƳŚºſ�ƾ������ƶºŝƺĪƳř�ŵřźºĭ
Ŷƃ������������šŶƯ�ƶŝ�ƩƺƬŰƯ��Ʊŵźĩ�ƶŝƺĪƳř�ƱŚƯŻ�ƭŚưţř�Żř�žěê�ƣŵ�ǀ��ƶºƤ

ŚººƯŵ�Źŵƽ�éƶººūŹŵ��ƾŤƳŚººſ�į�ŵřźººĭ�Śººŝ�ƹ�æëå�ƶººƤǀƣŵ�źººŝ�Źƹŵ�
źŤƳŚſƿƠǀ������ŚºƯ�ƝŸºů�Żř�ŶºƘŝ�ƹ�ƵŶƃ�ĥƺƿƹŹ�Ɩ�ƾºƿ���Ʊŵźºĩ�ŹƹŚƴºƃ��
źŤĩŚŝƽ���ƀƬĩ�Źŵ�ŚƷǀƮ�ĩƬřź�ºƿ��Ƭĭ�ƹ�Ŷ�ºǀ��Ʃƹźƀæê��ŶºƇŹŵ����šŹƺºƇ�
ŢƟźĭ���ưƏř�ŢƸūǀ��Ż�Żř�ƱŚƴ����źŤĩŚºŝ�ƱŶºƳŚƯ�ƵŶƳƽ���Ʊō��ŚºƷ���ƹŹ�ŚºƷƽ�
ŰƯǀ�ƎLB�ƱƹŶŝ�ŶƯŚū�ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀĨŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ�ŢƄĩ���æê����

�ưſǈě�ƩŚƤŤƳřǀŶ����ưºſǈě�ƩŚƤŤƳřǀ�����ºƃ�ƁƹŹ�ƶºŝ�ŶǀưǀŚƾƿ���šŹƺºƇ�
ŢƟźĭ��řźŝƽ���ƩŚƤŤƳř��ƫ�ƩƺƈŰƯǀſŚĮǀ���ƱƺÒ��źºŤǀƫƹźĪǀƯ���Ʊō�Żř����ƶºŝ�

ƯǀţƹźĪǀ�ƹŚů�śƺƽ�ÎÍÍƯ�ǀƫƹźĪǀźŤĩŚŝ�źŤƽ�źƃřƿƄǀƬĩŚƾ��ŶƘŤƀºƯ�
�Ŷƃ�ƵŵƹżƟř��žĜſ��Ư�ǀţƹźĪǀ�ƹŚů�śƺƽ�źŤĩŚŝ�ƽ��ŚºƷƽ����ŶƘŤƀºƯ���ƶºŝ

��šŶƯÒÍ�ƣŵ�ǀ��ŚƯŵ�Źŵ�ƶƤƽ�źƠƇ�ƶūŹŵ����ƾŤƳŚºſ�į��ŵřźºĭ��Źřźºƣ��ŵřŵ�Ƶ
Ŷƃ��ƶŝ��ř�ŹƺƔƴƯƿ��ţŹřźů�ħƺƃ�ŵŚŬƾ���źŤĩŚŝ�Ʊŵźĩ�ƶŝƺĪƳř��ƽ��ºƷ���ƶºŝ�Ś
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�ŻŚĪƿŹƹř�ƾƳŚƯŹŵ�ƮƿżƳō�ƱŚǀŝ�ƹ�ĬƴǀƳƺƬĩŽƹƹǈƟ�ŽƺƬƿĥźĜſōŹŵ��ƾƬĩŚǀƄƿźƃř 

ƶƬŬƯ�ƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÏ

��šŶƯÑÒ�ƳŚŧ�ǀƶ��ŚƯŵ�Źŵ�ƽ�ÑÏ�ƶūŹŵ��ƾŤƳŚſ�į���ŵřźĭ�ŢƟźĭ�šŹƺƇ��
�����źŤĩŚºŝ�źºŤƸŝ�ŶƃŹ�ŢƸūƽ��ŚºƷƽ������ƵŶºƃ�ƭŹƺƠƀºƳřźţ�Î��ƾºſ���ƾºſ� �

ŰƯǀ�ŸƜƯ�Ǝƽ�SOC��Ư�ƶŝ�ǀţƹźĪǀ�ƶƟŚƋř�śƺ�����Ŷºƃ�������šŶºƯ�ƶºŝ�ƹ�Î�
��ŚƯŵ�Źŵ�ŢƗŚſƽ�ÐÔ�ƶūŹŵ��ƾŤƳŚſ�į�ŵřźĭ�ºƃ�ŹƺţŚŝƺĪƳř�Źŵ�ǀ�ŹřŵźĪ
�ŶƳŶƃ�ƶŝƺĪƳř���ƺŤŰƯ�žĜſƽ�Ư�ǀţƹźĪǀ����šŶºƯ�ƶŝ�śƺÐƣŵ�ǀ�ŵ�ƶºƤ�Ź� �

ÑÍÍÍ���ƶƤǀƣŵ�źŝ�Źƹŵ�źŤƳŚſƿƠǀ�����Źŵ�śƺſŹ�ƹ�ĥƺÎÍÍ�Ư�ǀƫƹźĪǀ��Żř�źŤ
ŰƯǀ��ƎSOC���ŵźĭ�ƢºƬƘƯ��ºƿŶ���žĜºſ�ƹŹ�ƽ�Ƭě��ºǀ��ŢLB��ƹŚºů�ƽ�
ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀ��ĨŚƯŚƳŚĩ�ºƿƀǀƲ����ŶƳŶºƃ�Ƶŵřŵ�ŢƄºĩ����Żř�ºƿ�ưºſǈě�Ĩǀ�Ŷ

�ƶŝ�ƪƯŚĩ����ƩźŤƴĩ�ƱřƺƴƗ�ƹ�ŢŞŨƯ����ƶŝ�źƐƤƯ�śō�Żř���ƩźŤƴĩ�ƱřƺƴƗ��ºƠƴƯ�ƾ�
řźŝƽſŚƯŹƺƠƀƳřźţ�ǀŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�Ʊƺ��ÎÒ����

ººſŹźŝƾƳƺƬĩ�ǀĬººƴ��ŝ�ŹƺººŤĩƹ�ũřźŴŤººſř�Żř�ŶººƘŝººǀƳŚƾƶŤųŚººſ�� �
Źƹř�Ʊĥ�ŵƹŹƹ��ƵŶººººƃƿ�Ʊō�Źŵ�ŻŚººººĪ���ƁƹŹ�ƶººººſ�Ǝººººſƺţ� �

�żƳō�ƮƌºƷƿººưƾŬƳŻ�Ƃƴººĩřƹ��ººǀƵź�řƽƬě�ǀ�Żřźººư�PCR��Ƙţ�ƹǀººǀƲ� �
ƫřƺţƾ���ŢºƟźĭ�šŹƺƇ������ºſŹźŝ�ŢºƸūƾ���Źƹř�Ʊĥ�ŵƹŹƹ�ƿ����ƶºŝ�ŻŚºĪ

ưſǈěǀŶ�pET-28a(+)�ěưſǈǀ�������żºƳō�ƹŵ�Ǝºſƺţ�ƵŶƃ�ƶŤųŚſ�Ŷƿ�Ʈ
��ƵŶººƴƴĩ�ŵƹŶººŰƯNcoI�ƹ�XhoI�Ŷººƃ�ƮƌººƷ����ƁƹŹ�ŹŵPCR�

ƫřǀţƺŘƬĩƺƳƺĮǀŶ�ƇŚƈŤųř�ƾ�ěǀ��ƹźƄ�ţŹƺƇ�ƶŝƾ�ůřźƏ�ƾ����ŵƺºŝ�ƵŶƃ�
���ĭŹřźƣ�šŹƺƇ�Źŵ�ƶĩǀźƽ���źƟ�Źŵ�Ʊĥ�ƿ��ŰºƇ�ƮǀŮ��ƫřǀţƺŘƬĩƺƳƺĮ�ºǀ�Ŷ

�ưſǈě�ƶŝǀ��Ŷ���ƵŶƃ�ƪƈŤƯ��ŨĪţ�Ƃƴĩřƹ�ƹ�ºǀ����ŵƺºƃ�ƕƹźºƃ�ź���ƵŵŻřƹŵ�
ţƺŘƬĩƺƳǀ�ŚƸŤƳř�Ŷƽ�3'�Ʊō���řźŝ�ƶĩ�ƽ���Ʊĥ�ƶŝ�ƩŚƈţř���ŹƹźºƋƽ��Ţºſř��

�ƫřƺţ�ƪưĪƯƾ��Źƹř�Ʊĥ�ƿ��ŻŚĪ�ō�ƹżƳƿ��ƮNcoI���ţƺŘƬĩƺƳ�Ūƴě�ƹǀ��Ŷ5'�Ʊō��
ƿººƴƘƾ�GATATƫřƺººţ�ƪººưĪƯ�ƾŢººſř�ŹƺººŤĩƹ���ƫřǀţƺŘƬĩƺƳƺĮººǀ�Ŷ

�řźŝ�ŽƺĪƘƯƽ�Ưźţ�ǀ��ŹƺţŚƴT7�ůřźƏ�ƾ��ŵƺŝ�ƵŶƃ���ƫřƺţƾ���ƹŵ�řźěƿ�źư
��Ż�šŹƺººƇ�ƶººŝ�ƵŶººƃ�żŤƴººſººƿººƯ�źƾ�ŶººƃŚŝ��řźěƿ�ººŤƟŹ�źººưƾ� �

'3 CAGCCGACCATGGGATAT' 5�ƹ�řźěƿŤƄººĭźŝ�źººưƾ�
5'GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3'�ƫřƺţ�ƾ��ĬºƳŹźě��ƵŶºƃ�

�řźě�Źŵƿ�ŤƟŹ�źưƾ�ƫřƺţ�ƾ����żºƳō�Ɓźºŝ�ƿ��ƮNcoI�����ºƯ�ƱŚƄºƳ�řŹ�ƾ��ŶºƷŵ��
řźěƿŚƷźưƽ������ƂƴƧřƹ�Źŵ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯPCR����ƭźƳ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ���ŹřżƟř

Gene RunnerůřźƏ�ƾŶƳŶƃ�����
���żƳō�ƮƌƷ�Żř�ŶƘŝƿưƾ���ƹ�PCR�ǇƺƈŰƯ�š�Ʊō����ŚƷƹŹƽ���ŻŹŚºĭō�Ʃĥ��

æ�ŶƇŹŵ ŹřŸĭŹŚŝƽŶƃ��Ƙţ�ǀǀ�ƫřƺºţ�Ʋƾ�ưºſǈě�ǀ��ƵŶºƃ�ƶŤųŚºſ�Ŷ��

��ŝ�Ţĩźƃ�ƎſƺţǀƺƳǀ����ŝƺºƴū�Ƶźºĩ�źƾ���ƫř�Ǝºſƺţ�ǀţƺŘƬĩƺƳƺĮ�ºǀŚƷŶƽ�
ƳŚƸūƾ�ŹƺţƺƯƹźě�T7Ưźţ�ƹ�ǀ�ŹƺţŚƴT7Ŷƃ�ƭŚŬƳř����

���ưſǈě�Ɓźŝ�ƹ�ũřźŴŤſřǀŶ���Ə�Źŵƾ���ƤŰţ�ƪºůřźƯ��ºǀ��ũřźŴŤºſř�Ƣ�
ưſǈěǀ�����Ʈĩ�ŹřŶƤƯ�Źŵ�Ŷ�Ŷƃ�ƭŚŬƳř��řƿ�������ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śŝ�ƪưƗ�Ʋ

ƫǀ�Ƭƣ�żǀŚƾƿ��ĩ�Ǝſƺţ�ǀ��ưſǈě�ũřźŴŤſř�Ţǀ�Śŝ�Ŷ���ƫ�ƝŶºƷ�ºǀ���Ʊŵźºĩ�ż
źŤĩŚŝƽ���ũřźŴŤſř�ƹ�ŚƷ�ưſǈě�ǀ��ŢƟźĭ�šŹƺƇ�Ŷ��řźŝƽ�ưƏř�ǀ��Żř�ƱŚƴ

ƵŶººƴƴĩŶĩ�Ʊĥ�Źƺƌººů�įżººƳō�ƿŹƹř�ƮƿŻŚººĪ�ƪººųřŵ�Źŵ�ưººſǈěǀŶ� �
pET-28a(+)�řƿ�ưſǈě�Ʋǀ����żºƳō�Ǝºſƺţ�ŶƿƮ��ŚºƷƽ���ƵŶºƴƴĩŵƹŶŰƯ�

NcoI�ƹ�XhoI��Ŷºƃ�Ƶŵřŵ�Ɓźºŝ����řźºŝƽ���Ɓźºŝ�íƯ�ǀƫƹźĪǀ�Żř�źººŤ
ưſǈěǀ�ũřźŴŤſř�Ŷ������Śºŝ�ƵŶƃæ�Ư�ǀƫƹźĪǀ���źºŤ����źºƷ�Żř�żºƳōƿ��ƮNcoI��ƹ�
XhoI���ƍƺƬŴƯ�Ŷƃ��ƯǀźĪţƹǀśƺ�ƶŝ�ŚƷ��šŶƯæåƣŵ�ǀ��ŚºƯŵ�Źŵ�ƶºƤƽ�
èì�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�į���ŵřźĭ��ưſǈě�ƹ�ƶŝƺĪƳřǀŶ�ŚƷƽ��Ƶŵřŵ�Ɓźŝ�����ƵŶºƃ

ūřźŴŤººſř�ƹƾŹ�ŢººƸū�ƹººƿƹŹ�ŢƽŹŚººĭō�Ʃĥ�ƹ�Żæ�ŶººƇŹŵ�
ŹřŸººĭŹŚŝƽŶƳŶººƃ���źƷŚººƓ�ŻŚººſƽƩƺººĪƫƺƯ��ŚººƷƽ�DNA�Ǝººſƺţ�

ţřººǀŶƿŚƯƹźŝ�ƭƺººƿŢººƟźĭ�ƭŚººŬƳř�Ŷ��ƶººŝ�ƫŵººǀř�Źƺƌººů�ƪººƿ�ƵŵŚººƯ�Ʋ
ƩƺĪƫƺƯ�ŚƷƽ�ſř�ǀŶ�ŘƬĩƺƳǀ��ŝřźŝ�Źŵ�Ĩ������ŹƺºƳ�ƂŝŚºţ�źUV��ºƇŚų�ǀ�Ţ
ƀƳŚſŹƺƬƟƾ�ě�ǀ��řŶƯƾ�Ŷƴĩ�����ƤŰţ�ƞƬŤŴƯ�ƪůřźƯ�Źŵǀ��ƢƵŻřŶƳř�ĭǀźƽ�

ưººſǈě�ŢººƔƬƛǀưººſǈě�ƩƺººƬŰƯ�śŸººū�Ţººŗřźƣ�Śººŝ��ŶǀŶƽ�Źŵ�
ƩƺƏ��ũƺƯ���ŚºƷƽ�çëå��ƹ�çíå���ƵŚĮŤºſŵ�Ǝºſƺţ�źŤƯƺƳŚºƳ���ęřŹŵƺƳŚºƳ�

ŚſƺƯźţ�Ţĩźƃ�ŢųŚſƿŤƴǀƠǀĨŶƃ�ƭŚŬƳř���æê����
ŝǀƱŚ�żƳō�ƿ�Źƹř�Ʈƿ�ĩźţƺƳ�ŻŚĪǀŜ���ŝ�ŢƸūǀ�żƳō�ƱŚƿ�ĩźţƺƳ�Ʈǀ���ŶºƘŝ��Ŝ

�ưƏř�Żřǀ������ŝ�ŹƺŤĩƹ�Źŵ�Ʊĥ�ŵƹŹƹ�Żř�ƱŚƴǀƳŚƾ�ĩƹ��Ť������Śºŝ�ƵŶºƃ�ƶŤųŚſ�Źƺ
��ƁƹŹƃǀưǀŚƾƿ��źŤĩŚŝ�ƶŝ�ƽ�řƿƃźƄǀƬĩŚƾ�Bl21��Ŷƃ�ƪƤŤƴƯ���žĜºſ�

ƿ�ƴƬĩ�Ĩƾ��źŤĩŚŝ�Żř�ƽ�Bl21�ƹŚů�ƽ���ŝ�ŹƺºŤĩƹ��ºǀƳŚƾ����ƶŤųŚºſ���ƵŶºƃ
�ƹ�śŚººŴŤƳř�Źŵæå�ƾººſ�ƾººſººŰƯ�ǀƫƹř�ŢƄººĩ�Ǝººǀ�ƶLBŚººů�ƹƽ�

ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀ��ĨŚƯŚƳŚĩƿƀǀƲ���ƹ�ƵŶƃ�ƪƤŤƴƯ�������šŶºƯ�ƶºŝ��ºƿĨ������Źŵ�Ŝºƃ
ŚƯŵƽ�èì�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�į��ŵřźºĭ�����ºƃ�ŹƺţŚºŝƺĪƳř�Źŵ�ǀ���ƶºŝƺĪƳř�ŹřŵźĪ
ŵźĭƿŶ����žĜſæƾſ��ƾſŰƯ�Żř�ǀƫƹř�ŢƄĩ�Ǝ�ºǀ�ƶºŝ�ƶ��ĨºſǈƟ�ƹŵ�
ƹŚůƽ�æåå�ƾſ����ƾºſ�ºŰƯǀ��ƎLB�Ŷū��ºƿ��ƹŚºů�Ŷƽ��ºŤƳō�ƾ�ŝǀţƺ�ºǀ�Ĩ
ŚƯŚƳŚĩƿƀǀ��Ʋ���ſŹ�Śţ�ƹ�ƶƟŚƋřǀ������ŹƺºƳ�śŸºū�ƶºŝ�ƱŶƽ�ê�å�Śºţì�å��Źŵ�

ƏƩƺ����ũƺƯëåå���źŤƯƺƳŚƳ�ŚƯŵ�Źŵƽ�èì�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�į����ŵřźºĭ��Źƹŵ�ƹ
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�ƾƳŚưƿř�ƽŶƸƯ�źŤƧŵƱřŹŚƨưƷ�ƹ 

ƶƬŬƯ�ƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÐ

æëå����ƶºƤǀƣŵ�źŝ�Źƹŵ���Ŷºƃ�ƶºŝƺĪƳř����ºſŹ�Żř�ŶºƘŝǀ���šŹƹŶºĩ�ƶºŝ�ƱŶ
śƺƬƐƯ�æ�ƾſ����ƾſ�ŰƯ�Żřǀ�ƶŝ�Ǝ���������ŶƷŚºƃ�ƹ�ŚºƤƫř�ƱƹŶŝ�ƶƳƺưƳ�ƱřƺƴƗ
ƶŤƃřŵźŝ������ƣŚŝ�ƶŝ�ƹ�ƵŶƃƾ��ŰƯ�ƵŶƳŚƯǀ��ƎIPTG�����ŚºƸƳ�ŢºƔƬƛ�Śŝ�ƾƿ�æ�

ƯǀƬƾ���ŵźĭ�ƶƟŚƋř�ŹǇƺƯƿŶ����žĜſƿĪƾ��ĨſǈƟ�Żř�����ŚºƯŵ�Źŵ�ŚƷƽçç�
ƶūŹŵ��ŵřźĭ�ƾŤƳŚſ�įƯƹŵ�ƹ�ƾŚƯŵ�Źŵ�ƽ�èì�ƶūŹŵ��ƾŤƳŚºſ�į���ŵřźºĭ

�ŶƳŶƃ�ƶŝƺĪƳř���ƵŻŚŝ�Źŵ�ŚƷƽ�ƳŚƯŻ�ƾ�ç���é���ë���ƹ��í���Ʊō�Żř�ŢƗŚſ����ŚºƷ
ƶƳƺưƳ�Źřŵźŝƽ���ŝ�Śţ�Ŷƃ�ǀ�Ƹŝ�ƱŚǀ�ƶŝ�ƶƴ��ō�Ţſŵ�ºƿŶ���ŚºŤƳƿ�����ƶºŝ�ƍƺºŝźƯ�Ū

Ƹŝǀƶƴ�ŻŚſƽŝ�ǀ�ƱŚƄƳ�ƱŚƳŢſř�ƵŶƃ�ƵŵřŶ��æë����
ƫǀ�źŤĩŚŝ�żƽ��ŚºƷƽ��ƹŚºů�ƽ��żºƳōƿ�ĩźţƺƳ�Ʈ�ºǀ�Źƹř�Ŝƿ�ŻŚºĪ����ƩƺºƬŰƯ

źŤĩŚŝƽ�ŚƷƽ�ŝ�ǀƱŚ��Řţƹźě�ƵŶƴƴĩǀ��ŵŹƺºƯ�Ʋ�����ŚºƯŵ�Źŵ�źºƔƳƽ�é��ƶºūŹŵ���į
ƾŤƳŚſ�ŵřźĭ�ƶŝ����šŶƯæê�ƣŵ�ǀ���Śŝ�ƶƤêååå����ƶºƤǀƣŵ�źŝ�Źƹŵ��źŤƳŚºſƿƠǀ�ĥƺ
Ŷƃ��ŚƯƿ�ƹŹ�ƖƾƿŹ�Źƹŵ�ƿźŤĩŚŝ�šŚŝƺſŹ�ƹ�ƵŶƃ�ƶŤŴ�ºƿŚƾƿ��źƟŚºŝ�Źŵ�
ƫǀ�ƵŶƴƴĩ�ż�ƪƯŚƃTris-HCl êåƾƬǀƯ��ŹǇƺƯ��NaClèååƾƬǀƯ��ŹǇƺƯ��

��ƹPMSF�æ�ƾƬǀƯ��ŹǇƺƯ���ŵźĭ�ƢƬƘƯƿŶ���ƶŝ�ƩƺƬŰƯ���šŶƯçé��ŢƗŚſ�
�ŚƯŵ�Źŵƽ�ìå���ƶºūŹŵ����ƾŤƳŚºſ�į��ŵřźºĭ����Ŷºƃ�ƶºŝƺĪƳř����ƫ�Żř�ƪºŞƣ�ºǀ�ż
źŤĩŚŝ�ƽ�����Řţƹźě�Żř�ŢƓŚƠů�ŢƸū�ŚƷǀ�ƲDTT�ƹ�EDTA��ŢºƔƬƛ�Śŝ�
ŚƸƳƾƿ�æ�Ư�ǀƬƾ���Ŷƃ�ƶƟŚƋř�ŹǇƺƯ��ŚƸƳƿŤľŚ��������Źŵ�ƩƺºƬŰƯ�śƹŷ�Żř�ŶºƘŝ��

��śō�ƭŚưůîåƶūŹŵ��ƾŤƳŚſ�į�ĭŵřź�źŤĩŚŝ�ƽ�ŚƷƽŝ�ǀƱŚ����Ǝºſƺţ�ƵŶºƴƴĩ
��Ƴƺºſ�ƵŚĮŤºſŵǀŹƺţŚĪ��Źŵèåƶººųźģ��ƽ�èåƳŚŧ��ºǀƶ�řƽ�žƳŚººĩźƟ�Śºŝ�� �

çå�żţźƷƺƬǀĩƫ�ŢŰţ�ǀƳŚĪƯ�żǀĪƾŶƴŤƟźĭ�Źřźƣ���æì����
Ƙţǀǀ��Ʋ�Řţƹźě�ŢƔƬƛǀƲ��ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ƹ���řźŝƽ����ƪĩ�ŢƔƬƛ�ƂŬƴſ�

Řţƹźěǀ����źŤĩŚŝ�ƩƺƬŰƯ�Źŵ�ŵƺūƺƯ�ƲƿŚƾƿ�ƫ�ǀ�����ƂŬƴſ�ƁƹŹ�Żř�ƵŶƃ�ż
Řţƹźěǀ�ŵŹƺƟŵřźŝ�Ʋ�ř��Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſ��æí�����ŻřBSA����Řţƹźºě�ƱřƺƴƗ�ƶŝ�ǀ�Ʋ

ŹřŶƳŚŤſřŵ��Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř����ŶƷŚƄƯ�ŢƸū�ƺĮƫř�Ƶƽ�Řţƹźě�ǀƴƾ��źŤĩŚºŝ�ƽ�
�ŝ�ƹǀ�żƳō�ƱŚƿ���Řţƹźě�Ʃĥ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Żř�ƮǀƬě�Ʋƾ�źĩōƿƯǈǀ�Ŷæç�ŶƇŹŵ

�Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř��ĬƳŹ�Ưōǀżƽ���ſŚƯƺĩ�Ǝſƺţ�Ʃĥ�ƾ���ƺºƬŝ�R250��ƭŚºŬƳř�
Ŷƃ��æê����
ƘţǀººǀƫŚƘƟ�ƲººǀżººƳō�ŢƿƮ���Ƙţ�ŢººƸūǀººǀƫŚƘƟ�ƲººǀżººƳō�Ţƿ�Ʈ� �

æååƯ�ǀƫƹźĪǀƹŚººů�ƩƺººƬŰƯ�Żř�źººŤƽżººƳō�ƿ�Ʈ�ƵŹŚƈººƗ�įƫƺƬººſ�ƾ�
ƹŚůƽ�żƳō�ƿƮ����ƶŝîåå�Ư�ǀƫƹźĪǀ������ƹŚºů�ƩƺºƬŰƯ�Żř�źºŤƽ���řźŤƀºŝƺſ�
�ſřǀŶ�Źƹřƿ��Ĩèå�Ư�ǀƬƾ��źţ��ŹǇƺƯƿ��žçå�ƯǀƬƾ���ŹǇƺƯ�ìpH���ƶƟŚƋř

Ŷƃ����ſŚŝƺĪƳř�Żř�ŶƘŝǀ��Źŵ�ƱƺçêƶūŹŵ��įŤƳŚſ�ƾ����šŶºƯ�ƶºŝ�ŵřźĭê�
ƣŵǀ��ŹƺƳ�śŸū��ƶƤƽ����ũƺºƯ�ƩƺƏ�Źŵ�ƩƺƬŰƯ�çîè�Ƙţ�źŤƯƺƳŚºƳ��ǀºǀ�Ʋ

ŵźĭƿŶ��řƿ��Ƙţ�ƕƺƳ�Ʋǀǀ�ƫŚƘƟ�Ʋǀ�żƳō�Ţƿưƾ������ŹřŶºƤƯ�ƂƷŚºĩ�ŽŚſřźŝ�
ſřǀ�Źƹř�Ŷƿ���Ư�ƶĩ�Ƶŵƺŝ�Ĩǀ�ř�Ʊřżƿ���źƏ�Żř�ƂƷŚĩ�Ʋ�ºƿ��ƵŻřŶºƳř�Ƣ�ĭ�ºǀźƽ�

�����ũƺƯ�ƩƺƏ�Źŵ�śŸūçîè�����ŢºƟźĭ�šŹƺºƇ�źŤƯƺƳŚƳ���æì����ºƿ�Ĩ
�żƳō�Ŷůřƹƿưƾ��żƳō�ŹřŶƤƯ��ƿưƾ������ƶºĩ�Ţºſř�æ�Ư�ǀ��Źƹř�ƩƺºƯƹźĪ�ºƿ�Ĩ

ſřǀŗƺŤƳǇō�ƶŝ�ƹ�ƵŵƺưƳ�ƝźƈƯ�ŶǀŶŞţ�ƲƿŚưƳ�ƪƿŶ���
��

ƶŤƟŚƿ�ŚƷ��
�����ŻŚººººſřŶūƽŤŤƴººººſ�Ʊĥ�ǀŹƹř�Ĩƿ�ŻŚººººĪ�ŻřưººººſǈěǀŶ� �

pGEM-B1-AFUOX��Źŵ�Żř�ŶººƘŝƿ�ŢººƟŚŨĪţ�ƹººǀ�źưººſǈěǀ�Ŷ
ƹŚůƽ��ŤŤƴſ�Ʊĥ�ǀ�Źƹř�ĨƿŻŚĪ����ƳƺƬĩ�ŹƺºŤĩƹ�Źŵ�ǀ���ĬºƴpGEM-B1ˬ�
��Ʊō��żƳō�ƹŵ�Ǝſƺţƿ��ƮNcoI���ƹ�XhoI�źŝ�ƿ����Źƹř�Ʊĥ�ƹ�Ŷƃ�ƵŶƿĪ��Żř�ŻŚ
ƹŹƽ����ŻƹŹŚĭō�Ʃĥ�æ�ŶƇŹŵ���ŻŚºſřŶū�ƽ����Ŷºƃ�����ƪĪºƃæ�����ƱŚºưƷ

�������ƵŹŚưºƃ�ĨƷŚģ�Źŵ�ƶĩ�ƶƳƺĭèƪĪºƃ��������Ţºſř�ƵŶºƃ�ƆŴƄºƯ�
ưſǈěǀ������żºƳō�Śºŝ�ƵŶƃ�ƮƌƷ�ŶƿƮ��ŚºƷƽ������ŵżƳ�ŶºƳŚŝ�ƹŵ�ƶºƏƺŝźƯ��ºƿĨ� �
ÐÍÍÍ���ƹ�ÎÍÍÍ�Ơū�����Ư�ƱŚƄƳ�řŹ�ŻŚŝ�Ţƾ��ƶŝ�ƶĩ�ŶƷŵ�ţźţǀ�ƶŝ�ƍƺŝźƯ�Ŝ
ưſǈěǀ�Ɛų�Ŷƾ�pGEM-B1����ŤŤƴºſ�Ʊĥ�ƹ�ǀ��ĨÖÏÖ�ţƺŘƬĩƺƳ��ºǀŶƽ�

Ưƾ�ŶƴƃŚŝ���
��ĩźţƺƳ�ƵŹřƹŻŚſ�ŢųŚſǀ��ŜpET-28a(+)-AFUOX��ſŹźŝ�ƹƾ�
����żƳō�ƮƌƷ�ƁƹŹ�ƶŝ�Ʊōƿưƾ��ƶŝ����ĩźţƺƳ�ƵŹřƹŻŚſ�ŢųŚſ�ŹƺƔƴƯǀŜ�

�ŤŤƴſ�Ʊĥǀ�Źƹř�Ĩƿ����ƹ�ŻŚºĪpET-28a(+)������ƵŶºƃ�ũřźŴŤºſř���Ʃĥ�Żř
�ƫ�ƂƴĩřƹǀĮſŚǀ��żƳō�Ǝſƺţ�Ʊƺƿ��ƮT4-DNA�ƫ�ǀ������ƹ�Ŷºƃ�ƭŚºŬƳř�ŻŚĮ

���źŤĩŚŝ�ƶŝ�Ʊō�ƩƺƈŰƯƽ�ƾƬĩŚǀƄƿźƃř��ƺºſƿ��ƶDH5á����Ŷºƃ�ƪºƤŤƴƯ��
��ŵřŶƘţè�ƳƺƬĩ�ƾ��ƳƺƬĩ�Żř�ƾ�ŚƷƽ���ŶƃŹ�ƿ�������ũřźŴŤºſř�ƹ�śŚºŴŤƳř�ƶºŤƟŚ
ưſǈěǀ����żƳō�Ǝſƺţ�ƹ�ƵŶƃ�Ŷƿ��ƮNcoI��ŵźĭ�ƮƌƷ�ƿ����ưºſǈě�Śºţ�Ŷǀ�Ŷ
řŹřŵƽ����Ɛų�ƭźƟ�ƶŝ�Ʊĥ�ƾ�ŶŞţ�ƿ�ŵƺƃ�ƪ���������ƪĪºƃ�Źŵ�ƶĩ�ŹƺƏ�ƱŚưƷç�

�Ư�ƵŶƷŚƄƯƾ��ĨƷŚģ�ŵƺƃ��ŚºƷƽ�è���é���ƹ��ê��ưºſǈě�ǀŚƷŶƽ���ƶŤųŚºſ�
���Ư�ƱŚƄƳ�řŹ�ƵŶƃƾ����ƵŻřŶºƳř�ƶĩ�ŶƷŵ�į�Ʊō�������Ʊĥ�ŵƹŹƹ�Żř�ŶºƘŝ�ŚºƷ�îçî�

ţƺŘƬĩƺƳǀŶƽ���ưſǈě�ƶŝ�ŢŞƀƳ�ǀ��ºƐų�Ŷƾ�pET-28a(+)����ĨºƷŚģ
ƵŹŚưººƃ�į�æ���ƶººŝëæëå��řżººƟř�ŻŚººŝ�ŢººƠū�ƿ�Ƃƿ��Ţººſř�ƶººŤƟŚ

���æ
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�ŻŚĪƿŹƹř�ƾƳŚƯŹŵ�ƮƿżƳō�ƱŚǀŝ�ƹ�ĬƴǀƳƺƬĩŽƹƹǈƟ�ŽƺƬƿĥźĜſōŹŵ��ƾƬĩŚǀƄƿźƃř 

ƶƬŬƯ�ƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÑ

�ĨƷŚģ�ŚƷƽ�è���Śţ�ê����ƵŹŚưƃ�ĨƷŚģ�į�æ���ºƐų�ƭźƟ�ƾ��ưºſǈě�ǀ�ŶpET-28a(+)�źŝ�ƶĩ�Śŝ�źŝřêèëîƯ�ƱŚƄƳ�řŹ�Ţſř�ŻŚŝ�ŢƠū�ƾ�ŶƷŵ���
��

��
�ƪĪƃæ��ſŹźŝƾ�Źƹř�Ʊĥ�ŵƺūƹƿĪ�ŻŚ�ŹŵưſǈěǀŶ�pGEM-B1���ĨƷŚģæưſǈě�ǀ�ŶƵŶƃ�ũřźŴŤſř�ĨƷŚģ��ç�ŚưƳ�ƵŻřŶƳřƽ�DNA�kbæ�ĨƷŚģ�ƹ��

�īŹżŝèưſǈě�ǀ�ŶƵŶƃ�ũřźŴŤſř�řƽ�żƳō�ƹŵ�Śŝ�ƶĩƿ�ƮNcoI�ƹ�XhoIƯ�ƱŚƄƳ�řŹ�Ţſř�ƵŶƃ�ƮƌƷ�ƾ�ŶƷŵ��ĬƳŹ�źě�ŶƳŚŝ�ƹŵ��ĨƷŚģ�Źŵçţźţ�ƶŝ�ǀ�ǇŚŝ�Żř�Ŝ
Śě�ƶŝǀƿ�Ʋèååå�ƹ�æåååƯ�ƱŚƄƳ�řŹ�ŻŚŝ�ŢƠū�ƾ�ŶƷŵ�ƫƺĪƫƺƯ�ƵŻřŶƳř�ƾ�ŚưƳ�ƵŻřŶƳřƽ�DNA�Ţſř�ƵŶƃ�ƵŵŹƹō�Ʃĥ�ŢſřŹ�Ţưſ�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř���

��

 
�ƪĪƃÏ���ƵŹřƹŻŚſ�ƾưƿżƳō�ƮƌƷ�ƹ�ƶƄƤƳpET-28a(+)-AFUOX���ƾƳŚǀŝ�Ŷǀưſǈě�Źŵ�řŹ�ŻŚĪƿŹƹř�Ʊĥ�ƱŚĪƯ�ƹ�ŢǀƘƣƺƯ�ƞƫř�ƪĪƃpET-28a(+)�

�ƵŶƴƴĩ�ŵƹŶŰƯ�ƮƿżƳō�ƹŵ�Ʋǀŝ�ŹŵNcoI�ƹ�XhoIƾƯ�ƱŚƄƳ��ŶƷŵ���īŹżŝ�ĨƷŚģ��ś�ƪĪƃ�Źŵæ��pET-28a(+)�ƮƿżƳō�ƹŵ�Śŝ�ƵŶƃ�ƵŶƿźŝ�NcoI�ƹ�
XhoI�ĨƷŚģ���ç�ƽŚưƳ�ƵŻřŶƳř�DNA�1KbĨƷŚģ�ƹ����ƽŚƷè�Śţ�ê�ƮƿżƳō�Śŝ�ƶĩ�ƾƐų�ƵŶƃ�ƶŤųŚſ�Ŷǀưſǈě��NcoI�ƱŚƄƳ�řŹ�Ţſř�ƵŶƃ�ƮƌƷ�

ƾƯ�ŶƷŵ��ĪƫƺƯ�ƵŻřŶƳřŢſř�ƵŶƃ�ƵŵŹƹō�Ʃĥ�ŢſřŹ�Ţưſ�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�ƱŚŝŵźƳ�ƾƫƺ��ƭźƳ�Śŝ�Ŷǀưſǈě�ƶƄƤƳ�ŹřżƟřApE 2.0.47 A Plasmid Editor�
Ţſř�ƵŶƃ�Ʈǀſźţ���
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�ƾƳŚưƿř�ƽŶƸƯ�źŤƧŵƱřŹŚƨưƷ�ƹ 

ƶƬŬƯ�ƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÒ

Śţǀƿ���ĩźţƺƳ�ƵŹřƹŻŚſ�ŢųŚſ�Ŷǀ��ŜpET-28a(+)-AFUOX���ƶºŝ�
��ƁƹŹPCR���źŝ�ƵƹǈƗ��żƳō�ƮƌƷ�ƿưƾ�ƶŝ����ưƏř�Ʃƺƈů�ŹƺƔƴƯǀ��ƱŚºƴ

ŝººǀƶººƳƺưƳ�ƩŚººſŹř�Żř�ƪººŞƣ�źŤƄ�Ƙţ�ƶººŝ�ŚººƷǀººǀƫřƺººţ�ƲƾƹŹ�Żř��ƽ�
ưſǈěǀŶ��ŚºƷƽ����ũřźŴŤºſř���Śºŝ�ƵŶºƃřźěƿ�ŚºƷźưƽ��ƇŚƈºŤųřƾ��ƶºĩ�
ůřźƏƾ�Ʊō�������ƁƹŹ�ƹ�ŵřƺƯ�ƂŴŝ�Źŵ�ŚƷ��Ƌƺţ�ŚƷǀ�����Ŷƃ�Ƶŵřŵ�ŮPCR�

��������ƶƳƺưƳ��Ʊō�Ʊŵƺŝ�ŢŞŨƯ�šŹƺƇ�Źŵ�Śţ�Ŷƃ�ƶŤƃřŸĭ��Ƙţ�ŢƸū�ŚƷǀǀ�Ʋ
ƫřƺţƾ��ŶƳƺƃ�ƩŚſŹř���ƱŚưƷ��ƪĪƃ�Źŵ�ƶĩ�ƶƳƺĭ��Ư�ƵŶƷŚƄƯ�ƾ���ŵƺºƃ
��Źŵ��ƳƺƬĩ�ƶſ�źƷƾ��ƵŶƃ�śŚŴŤƳř����ƶƘƐƣ������ţ�źºƔƳ�ŵŹƺºƯĪŨ�ºǀ���ƵŶºƃ�ź
Ţſř�ƹ���ƫƺĪƫƺƯ�ƵŻřŶƳřƾ�Ʊō���ŵżƳ�ŚƷƿ����ŶºƳŚŝ�Ĩæååå����ŻŚºŝ�ŢºƠū�ƽ�

�æåèå����ŶƴŤƀƷ����ƪĪƃè��ř�ƿŚţ�źƯř�Ʋƿǀ�ŶƯƾ�ƶĩ�ŶƴĩƶƘƐƣ��į�ŵŹƺƯ�
��ưſǈě�Źŵ�źƔƳǀ�ĩźţƺƳ�Ŷǀ��ŵŹřŵ�Źƺƌů�Ŝ���������ŶºƳŚŝ�źºŝ�ƵƹǈºƗæåèå�

�ŻŚŝ�ŢƠūƽ���Śě�Ţưƀƣ�Źŵ�ǀƿ��ŚƷŶƳŚŝ�Ʃĥ�Ʋƾƿ��Ư�ƵŶƷŚƄƯ�ƾ���ƶĩ�ŶƳƺƃ
��řŵ�ƶŝ�ƍƺŝźƯƿ�řźě�źưƿƷźư���ƹ�Ś�ºƿ��ŚƷŶºƳŚŝ�Śƾƿ������ƶºŝ�ƶºĩ�ŶƴŤƀºƷ����ŹƺºƏ� �

ƛǀ�ƇŚƈŤųř�źƾ�ŨĪţ�ǀ�ƵŶƃ�ź�ŶƳř��ĩƳƺƬƾ�ŚƷƽ�æ���ƹ�ç���ĨºƷŚģ��ŚºƷƽ�
ç�ƹ�è��řźººŝ�ƹ�śŚººŴŤƳřƽƘţ�ǀººǀƫřƺººţ�Ʋƾŝ�Ţĩźººƃ�ƶººŝ�ººǀƳƺǀź�� �
��ŝƺƴū�Ƶźĩƾ���ŶƳŶƃ�ƩŚſŹř���ŚŤƳƿ��ŪƘţǀǀ�ƫřƺţ�Ʋƾ�ĩŚů�ƾ���ŢŰƇ�Żř�

ƳƺƬĩǀ��Śū�Źŵ�Ĭƴƿ����źƔƳ�ŵŹƺƯ�ƵŚĮƿƴƘƾ��ŝ�Źŵ�ǀ���żºƳō�ƹŵ�Ʋƿ��ƮNcoI��ƹ�
XhoIŵƺŝ����

��

��
�ƪĪƃè��ſŹźŝƾŢŰƇ� ƳƺƬĩǀ�Ʊĥ�ĬƴŹƹřƿĪŻŚ�Ƃƴĩřƹ�Ǝſƺţ�PCR���ĨƷŚģæ�ƱŚŝŵźƳ��DNAĨƷŚģ���ŚƷƽ�ç�Śţ�é�ƩƺƈŰƯ�PCR�ƵŹřƹŻŚſ�Żř�ƵŶƃ�

Ư�ƱŚƄƳ�řŹ�ƵŶƃ�ƶŤųŚſƾ�ŶƴƷŵ��ƩƺƈŰƯ�PCRŨĪţǀ�źƿŝ�ƶŤƟŚǀřźě�ƹŵ�ƲƿůřźƏ�źưƾ�ƵŶƃ�æåèåƯ�ŻŚŝ�ŢƠū�ƾ�ŶƃŚŝ�ŚƷŶƳŚŝ�ƽŚě�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŶƷŚƄƯ�ǀƿ�Ʃĥ�Ʋ
řŵ�ƶŝ�ƍƺŝźƯƿě�źưřźƿ�ƹ�ŚƷźưƿŚƷŶƳŚŝ�Śƾƿŝ�ƶĩ�ŶƴŤƀƷ�ƶ�ƛ�ŹƺƏǀƇŚƈŤųř�źƾŨĪţ�ǀƵŶƃ�ź�ŶƳř���

��
ſŹźŝƾŝ�ǀ�ƱŚƫŚƘƟ�ƹǀ�ŢżƳōƿŹƹř�ƮƿĪĩźţƺƳ�ŻŚǀŹŵ�Ŝ�źƃřƿƄǀƬĩŚƾ��

��ƺƈů�Żř�žě�ưƏř�Ʃǀ���ŰƇ�ŵƹŹƹ�Żř�ƱŚƴǀ��Źƹř�Ʊĥ�ŮƿĪ���ůŚƳ�ƶºŝ�ŻŚ�ºǀ�ƶ
���ưſǈě�Źŵ�źƔƳ�ŵŹƺƯǀ��ŶpET-28a(+)�����źŤĩŚŝ�ƶŝ�ƵŹřƹŻŚſƽ�ŝ�ǀƳŚƾ�

źƃřƿƄǀŚƬĩƾ�B21 (DE3)�ƴƯŶƃ�ƪƤŤ���ºſŹźŝ�Żř�žºě�ƾ�řźºƃ�ƿ�Ǝ
��ŚƤƫř�ŢƸū�šƹŚƠŤƯƽ�Ƹŝ�ǀ�Řţƹźě�ƶƴǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ��źŤĩŚŝ�Źŵ�Ŝƽ�ŝ��ºǀƳŚƾ��

řźƃƿ�Ƹŝ�Ǝǀ�ŝ�ƶƴǀ�żƳō�ƱŚƿ�ŚƯŵ��Ʈƽ�çç�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�į�ŵřźĭ����ƱŚºƯŻ��ë�

�����źĭŚƤƫř�ŢƔƬƛ�Śŝ�ŢƗŚſ�IPTG��æ�Ư�ǀƬƾ���ºŝ�ŹǇƺƯ��ƶ���ŶºƯō�Ţºſŵ��
ƱŚưƷ�ŹƺƏƽ�����ƪĪƃ�Źŵ�ƶĩé���ƵŶƷŚƄƯƯƾ�ŵƺƃ�Řţƹźě�ǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ�Ŝ
��Śŝƭźū�ƺĪƫƺƯ�ƫƾ�ê�èé�ĩ�ǀ��ƱƺŤƫřŵƺƬ�ƭźū��źƯƺƳƺƯ�źƷ���ŝǀ���ƵŶºƃ�ƱŚ

Ţſř��ŤƳǀƶŬ�į�Ƙţ�ǀǀ�ƫŚƘƟ�Ʋǀ�żƳō�Ţƿưƾ�������ƶºĩ�ŵřŵ�ƱŚƄºƳ���ºŰƯ�Źŵǀ�Ǝ
ƹŚůƽ�ƵŹŚƈƗ�į�ƫƺƬſ�ƾ�ƶƳƺưƳ��į��ƵŶƃ�ŚƤƫř������ŹƺºƳ�śŸºū�ŹřŶƤƯ�ƽ�

���šŶƯ�Źŵê�ƣŵ�ǀ����ƵŻřŶƳř�ƶŝ�ƶƤçê�å�������Źŵ�ŚºƯř�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƂƷŚĩ�Ŷůřƹ��
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�ŻŚĪƿŹƹř�ƾƳŚƯŹŵ�ƮƿżƳō�ƱŚǀŝ�ƹ�ĬƴǀƳƺƬĩŽƹƹǈƟ�ŽƺƬƿĥźĜſōŹŵ��ƾƬĩŚǀƄƿźƃř 

ƶƬŬƯ�ƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÓ

ƶººƳƺưƳ�į�ƵŶƄººƳ�ŚººƤƫř�ŝŸººū�ƂƷŚººĩƾŵřŶººƳ�űŹ��řźŝŚººƴŝ�ƿ�ƎººƤƟ�Ʋ� �
Ƴ�����řŹřŵ�ƵŶºƃ�ŚºƤƫř�ƶƳƺưƽ�ƫŚƘƟ��ºǀ�Źƹř�Ţƿ�ŻŚºĪƽ���ƹ�Ƶŵƺºŝ���żºƳō�ƿ��Źŵ�Ʈ

ſǀ��ƮſǈěƺŤźƃřƿƄǀƬĩŚƾ�ŝ�ƶ�����ŝ�ƩƺºƬŰƯ�šŹƺºƇ�ºǀ����Ţºſř�ƵŶºƃ�ƱŚ� �
�źƔƳ�Żř�ƹƫŚƘƟǀżƳō�Ţƿưƾ�Ţſř�ƩŚƘƟ���
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�ƪĪƃé���ƩĥSDS-PAGEŝ�ǀżƳō�ƱŚƿ�Źŵ�ƮźƃřƿƄǀƬĩŚƾ��æ��ŚưƳ�ƵŻřŶƳřƽŘţƹźě�ǀƴƾ��ç��ƶƳƺưƳ�įżƳō�ƶĩ�ƵŶƃ�ŚƤƫř�ƿŝ�Ʈǀ�żƯźƣ�ƂƬƟ�Śŝ�ƵŶƃ�ƱŚ
�ƹ��Ţſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳè��ƶƳƺưƳį�ƺĮƫř�ƶĩ�ƵŶƄƳ�ŚƤƫř�ƽŘţƹźě�ǀƲ�ŚƷƽźŤĩŚŝ�ƽƯ�ƱŚƄƳ�řŹ�ƾ�ŶƷŵ���

��
ŦŰŝ���
�����ſººǀƮŤƀ�ŚººƷƽŝ�ººǀźŤĩŚŝ�ƱŚººƿŚƾƿřźººŝ�ƽƫƺţ�ººǀŘţƹźººě�ŶǀƲ�ŚººƷƽ�

�ƀŝ�ŽƺĭƺƫƹźŤƷǀ���ŶƴŤƀºƷ�śřŸū�ŹŚ���řźºƿŻ�Ʊō�����ŚºƳřƺţ�ŚºƷƾƿ���ŶºƃŹ�
źººſƿ�źŤƀººŝ�Źŵ�ǇŚººŝ�Ʈĩřźººţ�ƹ�Ɩ�ŚººƷƽƱřŻŹř��ƣǀŹ�Ţººư�řŶººƳŹřŵ�� �

�çåƹæî���ƶŝ��Ƭĩ�ŹƺƏƾ�Řţƹźě�ǀƲ�ŚƷƽ�ŝ�ǀƱŚ��ſ�Źŵ�ƵŶƃǀ��ƮºſǈěƺŤ�ºƿ�Ś
ŚƌƟƽ�źě�ƽ�ưſǈěǀ�Ư�ƖưŬţ�Ĩƾ�ƿŶƴŝŚ��ſǀ���Ʃƹř�śŚºŴŤƳř�ƮºſǈěƺŤ
řźŝƽ�ƫƺţ�ǀ��ŝ�ƹ�Ŷ�ºǀ��Řţƹźºě�ƱŚǀ��Ţºſř�Ʋ�������ǇŚºŝ�ŵźºĪƬưƗ�Ʊƺºģƾƿ��řŹ�

�Ư�ŜūƺƯƾ���ŵƺƃ�çæ����ř�Źŵƿ�ƤŰţ�Ʋǀ����ƵŶºƴƴĩ�Ŷĩ�Ʊĥ�Ƣ�į��ŤŤƴºſ�ǀ�Ĩ

żººƳōƿƀººĩř�šřŹƹř�Ʈǀ�ŻřŶĥźĜººſōƿŽƺƬƤƟƺƯ�Śººŝ�ººǀŹƺººŤĩƹ�Źŵ�Ţ� �
pET-28a(+)����ƫřƺţ�ƹ�Ŷƃ�ƱƺƬĩƾ��ĭŹřźƣ�ƹ�ǀźƽ���ƘƣƺƯ�Źŵ�Ʊō��ºǀ�Ţ

��ŰƇ�ƱŶƳřƺų�ŜƫŚƣǀ��Ƙţ�Ǝſƺţ�Ůǀǀ�ƫřƺţ�Ʋƾ�Śţ�ǀƿ�Ŷƃ�Ŷ������ƵƹǈºƗ�ƶºŝ
����Ź�ŢŰţ�ƵŶƃ�ƱƺƬĩ�ƱĥƵř���ŻřŶƳřT7�ŝ���ƶ���ƫƺƬºſ�ƪųřŵ�šŹƺƇƾ���Śºŝ�

ƤƟƺƯǀ�Źŵ�ƵŶƴƴĩŚƤƫř�Ǝſƺţ�ŢźƃřƿƄǀƬĩŚƾ ŝǀŶƃ�ƱŚ���
ƶŝ���ŵŚƤƯ�ƂƷŚĩ�ŹƺƔƴƯƿ�ſř�źǀ�Źƹř�Ŷƿ���Ʊƺų�Ĩ��Źŵŝǀ��ºſźƤƳ�ƱřŹŚºưƾ��
ƹŹƿŚƷŵźĪƽ�ƳŚƯŹŵ�ƾ�������ƀºƤţ�Ƶƹźºĭ�ƹŵ�ƶºŝ�ǀ��ºƯ�Ʈƾ��ŶƳƺºƃ����Źŵ�ºƿ�Ĩ
ƹŹƿ����Źƹř�żŤƴſ�ƂƷŚĩ�ƝŶƷ�ŵźĪƿ�ſř�Ĩǀ���ŝ�ƱŶŝ�Źŵ�Ŷǀ�Ţſř�ŹŚư��ƶĩ�
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�ƾƳŚưƿř�ƽŶƸƯ�źŤƧŵƱřŹŚƨưƷ�ƹ 

ƶƬŬƯ�ƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÔ

�ƺŬţ�Śŝƿż�ƹŹřŵ�ƽ�Źƺěƺƫō�ƿ�����ƵŶºƴƴĩ�ŹŚºƸƯ�ƶĩ�Ʃƺƴ�į��żºƳō�ƿ��ŤƳřżºĭ�Ʈǀ�Ʋ
ƀĩřǀ���Ţſř�ŻřŶ�Ư�ƢƤŰƯƾ�ŵƺƃ���ƹŹ�Źŵƿ�ŵ�ŵźĪƿ���řżºƟř�ƝŶƷ�źĮƿ�Ƃ

�Źƹř�ƖƟŵƿ�ſř�Ĩǀ��Ƭĩ�Żř�Ŷǀƶ���Ţſř�ŚƷ�ƶĩ���Ǝºſƺţ�ƹŹřŵ�ƽ�ƴŝƹźě��ºǀƀǀ�Ŷ
Ƹƀţǀ�Ư�ƪƾ�ŵƺƃ�����ƬºƇř�ƝŶºƷƾ�ƹŹ�ƿ�ŚºƷŵźĪƽ��ƳŚºƯŹŵ�ƾ���ƞºƬŤŴƯ�

��Źƹř�ŮƐſ�ƂƷŚĩƿ�ſř�Ĩǀ���Ư�ƶŝ�Ʊƺų�Ŷǀ����Żř�źŤưĩ�ƱřżÓ�Ư�ǀ�ºƬƾ����ƭźºĭ
�ſŵ�źŝƾ��ƫǀ��Ţºſř�źŤ���Śºŝ�ř��ºƿ������ƶºƬưů�ŵřŶºƘţ�ŹŚºĩ�Ʋ���ŚºƷƽ����ƹ�ŽźºƤƳ�
ƴĤưƷǀ�ƵŻřŶƳř�Ʋ�į�Ɵƺţ�ƾ����ŚƷ�Tophi�����źĩ�šŚŝƺºſŹ�ºƿƩŚŤƀ���ŚºƷƽ�
Źƹřƿ�ſř�Ĩǀ���ŢºƟŚŝ�Źŵ�Ŷ��ŚºƷƽ�ƭźºƳ�����ºƯ�ƂƷŚºĩƾ�ƿ��ŶºŝŚ�ÏÑ�ÏÏ���

���šŚŤſƺƀĩƺŞƟƿĪƾ�ŵ�ƿ����ƵŶºƴƴĩŹŚƸƯ�Żř�źºĮ���ŚºƷƽ��ŝŚºŴŤƳř�ƾ��żºƳō�ƿ�Ʈ
ŤƳřżĭǀ�ƀĩř�Ʋǀ���ƶŝ�ƶĩ�Ţſř�ŻřŶ�řƺƴƗ�Śū�ƱƿżĮƿƴƾ�řźŝ�ƽ�Źƺěƺƫō�ƿ��Ʃƺºƴ

�Ţººſř�ƵŶººƃ�ŭźººƐƯ��řźººŝƽŚƤƯ�ººƿƶƀį�ř�šřźººŧř�ººƿ�Śººŝ�ƹŹřŵ�Ʋ
Źƺěƺƫōƿ�Ư�Ʃƺƴƾ����ŵŶƘŤƯ�šǇŚƤƯ�Ʊřƺţƽ���řŹ�ƿ���ŵřŶƘţ�Źŵ�ƶĩ�ŢƟŚƽ��Żř�

Ʊō����ƴƃƹŹ�ƶŝ�ŚƷƾ�Ư�ƾ���Ư�Ʊřƺţƺ��ř�Ʊŵƺŝ�źţźŧƿ�����ŵźºĩ�ƵŶƷŚƄƯ�řŹ�ƹŹřŵ�Ʋ�
�ÏÐ���ŚƷƹŹřŵƾƿ������Ư�Źřźƣ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ƱƺƴĩŚţ�ƶĩ�ƾ��Ɵźĭ�ƶºŤ�����Źŵ�ŶºƳř

Ƶƹźĭ��ŚƷƾƿ��ŝ�Żř�ǀƯ�ƱřŹŚưƺƳ�źŧǀŝ�ŵźƟ�ƹ�ŶƴŤƀǀţŶƯ�Żř�žě�ŹŚưƾ��ƶºĩ�
�ţ�ŢŰţǀ��ř�Śŝ�ŹŚưƿ�����ǈƗ��Ţſř�ƶŤƟźĭ�Źřźƣ�ŚƷƹŹřŵ�Ʋƿ�Ʊŵƺŝ�ƢƟƺƯŚƳ�Ʈ

řƿ�ŚƷƹŹřŵ�Ʋƽ�ƃ�ǀưǀŚƾƿ���Ư�Żƹźŝ�řŹ�ƾ�ŶƷŵ����żºƳō�ƵŻƹźºƯřƿ�ƳŚºƯŹŵ�Ʈƾ�
��ƶĩƿĪƾ��ƃ�Żř�ǀƵƺ���ŚºƷƽ��ƺºƳ�ƿ����ƀºŝ�ƱŚºƯŹŵ�ƲǀŹŚƽ��ŝ�Żř�ǀ�ŹŚºưƽ���ŚºƷƽ�
ƫƺŝŚŤƯǀ�Ư�Ĩƾ����Ư�Źŵ��ŶƃŚŝ�ŝ�ŵŹƺǀŹŚưƽ��Ƴ�ŽźƤƳ�ǀ��ě�ŵźŝŹŚĩ�żǀ��Ƶŵźĩ�řŶ
�Ţſř�ÏÒ�����

���żƳō�ƩŚů�ƶŝ�Śţƿ��ƀĩř�šřŹƹř�Ʈǀ�ƶƳƺĭ�ŻřŶ��ŚºƷƽ��ƞºƬŤŴƯ��Ư�ǀ�ºŝƹźĪƾ�
ƱƺƬĩ�ŻŚſƽ�������ºŝ�Żř�ƶºĩ�Ţſř�ƵŶƃ�ǀ�Ʊō�Ʋ����ºƯ�ŚºƷƾ������šřŹƹř�ƶºŝ�Ʊřƺºţ
ƀĩřǀ��ŻřŶſŚŝǀ��ŽƺƬŤŝƺſǀƬǀž��ÎÔ������ƹ��ŽŚƳƺƯƹŵƺſĥƹźŗōƿ�řŻƺºƴ�
�ÏÓ���ŵźĩ�ƵŹŚƃř�����ŝ�Żř�ŚƯřǀ�Ʊō�Ʋ���żºƳō�ŚƷƿ��Ʈ�ĥźĜºſōƿ��ŽƹǈºƟ�ŽƺƬ�

Źřŵƽ�ƫŚƘƟ�ǀ��Śě�ƹ�ŢƿŹřŶƽ�Ƹŝ�ǀ��ƶƴ��ě�ƱŚƯŹŵ�Źŵ�ºǀ����Ţºſř�ƵŶºƃ�ŵŚƸƴƄ��
żºººƳōƿ�Ʈƀºººĩř�šřŹƹřǀ�ŻřŶĥźĜºººſōƿŽƹǈºººƟ�ŽƺƬřŹřŵ�ƽ�ÐÍÎ�
ſřǀƯōŶǀ���ƹ�ƶƴ�ƫƺĪƫƺƯ�ƭźūƾ�Ò�ÐÑ�ĩ�ǀ���ºƯ�ƱƺºŤƫřŵƺƬƾ��ŶºƃŚŝ����ƶºĩ��Źŵ

ƀĩřźěǀ�ƩƺƬſ�ƭƹż�ŝǀ�Ư�ƱŚƾ�ŵƺƃ��ÏÕƹÏÔ�����Ż�šŚºƘƫŚƐƯ�ºƿŵŚƽ���źºŝ�
ƹŹƽ�ř�ƿƲ��żºƳō�ƿ�ĩźţƺƳ�Ʈ�ºǀ��Ŝ��ŹƺŞºſřŹƿŻŚĪ��ř���Ţºſř�ƵŶºƃ�ƭŚºŬƳ��

��ř�źŝ�ƵƹǈƗƿƲ���żºƳō�ƶĩƿ���ƀºĩř�šřŹƹř�Ʈǀ��řźºŝ�ŻřŶƽ�����ŽźºƤƳ�ƱŚºƯŹŵ�
�����ƫ�ƭŹŶƴſ�ƱŚƯŹŵ�Źŵ�ŵŹřŵ�ŵźŝŹŚĩǀ��ŹƺºƯƺţ�żƽ�������ƱŚºƯŹŵ�Żř�žºě�ƶºĩ�

ưſƺƫƾ���Ư�űŹ�ŚƷƾ��Ƴ�ŶƷŵǀ��Ư�ƵŵŚƠŤſř�żƾ�ŵƺƃ���������ŹŚºƸģ�ŚºƸƴţ�Żř�žºě
���Źżţ�Żř�žě�ŢƗŚſƿ�żƳō�Ƣƿ��ŝ�ƶŝ�Ʈǀ���ºſř�ŮƐſ�ƱřŹŚưǀ�Źƹř�Ŷ�ºƿ���ƶºŝ�Ĩ

Ưǀ��Ƹūƺţ�ƪŝŚƣ�Ʊřżƾ�Śě�ǀƿ����ƹ�ƵŶƯō�Ʋ�Ə�Źŵƾ������Ʊō�Żř�žºě�ŻƹŹ�Ŷºƴģ�
ŗƺŤƳǇōǀŝ�ŹřŹŵř�Żř�Ʋǀŵźĭ�ƖƟŵ�ŹŚưƿ�Ţſř�ƵŶ�ÐÍƹ�ÏÖƹ�Õ����

řźŝƽ�ƶƘƫŚƐƯ��ƽ��żƳō�ŵźĪƬưƗ�ƿ�Źƹř�Ʈƿ��ŻŚĪĥźĜſōƿ��ŽƹǈºƟ�ŽƺƬ��Źŵ�
ººŰƯǀƎ�ŚººƷƽ����ŶººƴƳŚƯ�ƞººƬŤŴƯ�ŵřƺººƯ�Źƺƌººů�Źŵ�ƹ�ƞººƬŤŴƯ�

ƵŶƳŹřŶƸĮƳ��ŚƷƽ�ƹŹřŵ��ƾºƿ��������ř�ƶºĩ�Ţºſř�ƭŻǇ�řŶºŤŝř���ºƿ��żºƳō�Ʋƿ���ƶºŝ�Ʈ
��ƫƺţ�ƵƺŞƳř�šŹƺƇǀ��ƆƫŚų�ƹ�Ŷ��ŻŚſƽ����řźºŝ�ƶĩ�ŵƺƃ�ƽ���ř�ƢºƤŰţ��ºƿ�Ʋ

����ƴĪţ�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�źƯř�ºǀ�ƳƺƬĩ�Ĩǀ����ŚºƤƫř�ƹ�Ĭºƴƽ�ŝ��ºǀ���ŹƹźºƋ�Ʊĥ�ƱŚƽ�
Ưƾ��ŶƃŚŝ����ŵ�ƝźƏ�Żřƿ��Ʊō�Żř�źĮ�Śūƾƿ��ſ�ƶĩ�ǀ�ƳƺƬĩ�ƮŤƀǀ��ŝ�ƹ�Ĭƴǀ�ƱŚ

pET�ƿ�ſ�Ĩǀ�ŶƴưţŹŶƣ�ƮŤƀƽ�řźŝ�ƽ��ƱƺºƬĩ���ŻŚºſƽ��ŝ�ƹ��ºǀ�ŝ�ƱŚ�ºǀ�źŤƄ
Řţƹźěǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ���Źŵ�ŜźƃřƿƄǀƬĩŚƾ�Ư�ƾ���ŶƃŚŝ�żƳō�ƹƿ��ƮŹƹřƿŻŚĪ��ŶƣŚƟ�
Ɯţǀǀ����Ư�ƶưūźţ�Żř�žě�šřźƾ��Ư�ŶƃŚŝƾ����ƶºŝ�Ʊřƺºţ�����šŚºƘƫŚƐƯ�ŹƺºƔƴƯ

ŚƯŻōƿƷŚĮƄƾ����źŤĩŚŝ�Źŵ�řŹ�Ʊō�ƽ�ƫƺţ�ǀ�ŵźĩ�Ŷ��ŚŤƳƿ��źƋŚů�ƂƷƹĦě�Ū�
ƵŹřƹŻŚſ�řƽ��řŹř�řŹ��ºƿ��ºƯ�ƶƾ�������źŤĩŚºŝ�Źŵ�ƶºĩ�Ŷºƴĩƽ�źƃř�ºƿƄǀƬĩŚƾ���Śºŝ�

ƤƟƺƯǀŢ�ŝ�ǀƱŚ��ƫƺţ�ƹ�ǀŶ�Ư�ƾ�ŵƺƃ�ƴĤưƷ�ǀ�ºſŹźŝ�ƲƾƫŚƘƟ��ºǀ�Źŵ�Ʊō�Ţ
ƵŹŚƈƗ�į�Řţƹźě�ǀƴƾŚŝ�źŤĩƽƯ�ƱŚƄƳ�ƾ��żºƳō�ƶĩ�ŶƷŵƿ���ºŝ�ŚºƸƴţ�ƶºƳ�Ʈ�ƶ

��ŝ�ƩƺƬŰƯ�šŹƺƇǀƱŚ�Ư�ƾ���řŹřŵ�ƶĪƬŝ�ŵƺƃƽ�ƫŚƘƟ�ǀ�ƫŚţŚĩ�ŢǀŤǀĪƾ�Ƴ�ǀ�ż
Ưƾ�ŶƃŚŝ����

ƂƷƹĦººě�ŚººƷƽŵŶººƘŤƯ�ƽƹŹ�źººŝ�ƽƳƺƬĩ�ǀŝ�ƹ�ĬººƴººǀŞƏ�ƱŚǀººƘƾ�ƹ�
ĩźţƺƳǀ�żƳō�Ŝƿ�Źƹř�Ʈƿ�������Ţºſř�ƵŶºƃ�ƭŚºŬƳř�ŻŚºĪ����Źŵ�ƿ�ºĪƾ��ř�Żř��ºƿ�Ʋ
ƤŰţǀ��������ƤŰţ�żĩźƯ�Źŵ�ŪƬų�źŤĩŵ�Ƶƹźĭ�Ǝſƺţ�ƶĩ�šŚƤǀ��ŹƺŤſŚě�šŚƤ
Ƴř����żƳō�Ʊĥ�Ţſř�ƵŶƃ�ƭŚŬƿ�ƶŝ�Ʈ��ĩźţƺƳ�šŹƺƇ�ºǀ���Űºƃźţ�ƹ�Ŝƾ��Źŵ�

�ě�źưŴƯǀƄǀ��ŹƺŤºſŚě�Śƿ�ŝ�ž�ºǀ�������Ţºſř�ƵŶºƃ�ƶºƘƫŚƐƯ�ƹ�ƱŚ��ƫŚƘƟ�ºǀ�Ţ
ƹƿƵĦ�į�żƳō�ƿ����Źŵ�ƆƫŚų�ƮƱō�ƂƷƹĦě��Ó�ÎÎ����ƾºƬǀƯ�źŝ�Ŷůřƹ���ƭźºĭ�

��Ţſř�ƵŶƃ�ŵŹƹōźŝ���ŚƤƯ�Źŵ�ƶĩ�ƿ��Ư�Śŝ�ƶƀǀ�ƫŚƘƟ�ƱřżǀŢ�ƹ�ƿƵĦ�į��żºƳō�ƿ�Ʈ
ŹŚŬţƽ�ƿƴƘƾ�Ï�ÎÕ���ƾƬǀƯ�źŝ�Ŷůřƹ��ƭźĭ�����Ţºſř�źºŤưĩ�ŚŤŞƀƳ���çì���

ƤŰţ�Źŵººǀŵ�ƢƿźººĮƽżººƳō�ƿººŝ�Ʈƶ�ĩźţƺƳ�šŹƺººƇººǀŵ�ŜŹƺººŤĩƹ�Ź� �
�pET-32a�����Źŵ�ƹ�ƱƺƬĩ�ƃźƃřǀƬĩŚƾ�ŝ�ǀ�����Ǝºſƺţ�ƹ�Ţºſř�ƵŶƃ�ƱŚ

ƁƹŹ�ŚƷƽ�ƟřźĭƺţŚƯƹźĩ�ƾ�ƬŴţ�ǀ��Ţſř�ƵŶƃ�Ɔ���ºſŹźŝƾ�ƫŚƘƟ��ºǀ�Ţ
żƳōƿ�ºưƾř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄººƳ��ƫŚƘƟ�ƶººĩ�Ţºſ�ºǀżººƳō�ŢƿŹƹř�ƮƿřŹřŵ�ŻŚººĪƽ�
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ƶƬŬƯ�ƹŵ��ƱŚºŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ�ƵŹ��ƽÏÑ��ƵŹŚưƃ��ƽÎÍÓ���ƽŵ�ƹ�ŹŷōÎÐÖÒ��

ÎÎÕ

ƫŚƘƟǀ���ƫŚƘƟ�Śŝ�ƶŝŚƄƯ�Ţǀ�żƳō�Ţƿ��ŹƺŞºſřŹ�Ʈƿ��ŹŚºŬţ�ŻŚĪƽ��ºƯ�ƾ���ŶºƃŚŝ
�çí���ƬƗǀ�ƤƟƺƯ�ƮƛźǀŢ�ŚƷƽ�ĮưƄģ�ǀ��ŝ�Źŵ�źǀ��ƫŚƘƟ�ƹ�ƱŚ�ºǀ��żºƳō�Ţƿ�Ʈ

�ƯŚººưţ�Źŵ�ŹƺĩŸºƯƾƤŰţ�ǀ�żººƳō�ơƺºƟ�šŚººƤƿƁƹŹ�Ǝººſƺţ�Ʈ�ŚººƷƽ�
ƟřźĭƺţŚƯƹźĩƾ�Ŷƴģ��ƶƬůźƯ�řƽ��ºƬŴţ�ǀ��ºƯ�Ɔƾ��ŵƺºƃ�����ƂƷƹĦºě�Źŵ
�żƳō�źƋŚůƿ����ŹƺŤĩƹ�Źŵ�ƮpET-28a(+)��ǇŚŝ�Źŵ�ƹ����ºţ�Ţºſŵƫřƺƾ�
�Ʒ�ŜƀģźŝǀŤƀǀŶƿ���Źŵ�ƹ�ƱƺƬĩ�Ʋ�řźƃƿƄǀƬĩŚƾ�ŝ�ǀ����ƶĩ�Ţſř�ƵŶƃ�ƱŚ

ƬŴţǀ�żƳō�Ɔƿ�ĩźţƺƳ�Ʈ�ºǀ������Ĩºţ�ƹ�ƵŵŚºſ�řŹ�Ŝ��ƶºƬůźƯ�řƽ��ºƯ�ƾ��Ŷºƴĩ�� �
ŚŤƳƿ��ſŹźŝ�ƹ�Ūƾ�ŚƷƽ�ƳƺƬĩ�ǀ��������ƵŶºƴƴĩ�Ŷĩ�Ʊĥ�ƶĩ�Ţſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�Ĭƴ�
żƳōƿ�Źƹř�Ʈƿ���ŤºſŹŵ�ƶºŝ�ŻŚºĪƾ������ƶºŤƟźĭ�Źřźºƣ�źºƔƳ�ŵŹƺºƯ�ƪºŰƯ�Źŵ�� �

Ţſř���ºſŹźŝƾ�ŝ��ºǀ��żºƳō�ƱŚƿ�ĩźţƺƳ�Ʈ�ºǀ��Ǝºſƺţ�Ŝ���ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř�Ʃĥ�
Řţƹźººěǀ��ƶººĩ�ŵřŵ�ƱŚƄººƳ�ƲƭźººūƫƺººĪƫƺƯ�ƾżººƳō�ƿ�Ʈ�ŵƹŶººůèê�

ĩǀ���ĩŚů�ƶĩ�Ţſř�ƱƺŤƫřŵƺƬƾ��ƺƳƹŹ�Żř�ƿƀƾ��źţ�ƹ�ƶưū�į��ƫřƺţ�ƪƯŚĩ�ƾ�
Ƴĥƾ���Ư�ƵŶƃ�ƱƺƬĩ�ƾ��ŶºƃŚŝ���ºſŹźŝƾ�ƫŚƘƟ��ºǀ��żºƳō�Ţƿ�Źƹř�Ʈƿ���Źŵ�ŻŚºĪ
ƫǀ�ƫƺƬſ�šřżƾ�źŤĩŚŝ�ƽ����ƫŚƘƟ�ƶĩ�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ǀ�ƹ�Ţ�ºƿ��żºƳō�ƵĦƿ�ƫƺţ�Ʈ�ºǀ�Ŷ

ƵŶƃ��źŝ�Ŷůřƹ�ƾƬǀƯ���ƭźĭÓÖ�Ô��Řţƹźě�Źŵ�ǀ��źŤĩŚŝ�ƭŚţ�Ʋƽ�Ư�ƾ��ŶºƃŚŝ��
ƿ��żƳō�Ŷůřƹ�ĨƿưƾżƳō�ŹřŶƤƯ��ƿưƾ�ƶĩ�Ţſř�ÎƯ�ǀŹƹř�ƩƺƯƹźĪƿ�Ĩ

ººſřǀŗƺººŤƳǇō�ƶººŝ�ƹ�ƵŵƺººưƳ�ƝźƈººƯ�ŶǀŶººŞţ�ƲƿŚưƳ�ƪººƿŶ��Ưººǀ�Ʊřż� �
ƫŚƘƟǀ�ŝ�Ţ��ƶ����ƘƯ�ƵŶºƯō�Ţºſŵ�ºǀ��źºŞŤƘƯ�ŹŚƽ�������żºƳō�Ʊŵƺºŝ�ƩŚºƘƟ�Żř�ƿƮ� �
ŝǀ��Ư�ƵŶƃ�ƱŚƾ�ŶƃŚŝ���Ʊō�Żř�Śūƾƿ�ƶĩ��řżƟř�Śŝ�ƿ�żºƳō�ƅƺƬų�Ƃƿ�Źŵ�Ʈ
Əƾ�řźƟ�ƿ���ºƬŴţ�Ŷºƴǀ�Ư�Ɔ�ºǀ�ƫŚƘƟ�Ʊřż�ºǀ�ƹ�Ţ�ºƿ��řżºƟř�ƵĦƿ��ºƯ�Ƃƾ�ƿ�ŶºŝŚ� �

�Ư�ŹŚƔŤƳřƾ��ƶĩ�ŵƹŹ���ƬŴţ�Żř�ŶƘŝ�ǀ�Ɔ�ƫŚƘƟ�ǀ�żƳō�Ţƿ�ƫƺţ�Ʈ�ºǀ��Żř�ƵŶºƃ�Ŷ
ŹřŶƤƯ�ÓÖ�Ô�Ŷůřƹ����źŝƾƬǀƯ�ƭźĭ���ƫŚƘƟ�ŹřŶƤƯ�ƶŝǀ��żºƳō�Ţƿ��ŹŚºŬţ�Ʈƽ�

ƿƴƘƾ�Ï�ÎÕ�ƾƬǀƯ�źŝ�Ŷůřƹ��ƭźĭŵżƳƿŵƺƃ�Ĩ���
��
ŤƳǀĭ�ƶŬǀźƽ��

�����ŚŤƳƿ�ř�ŪƿƲ������ƶºĩ�ŵřŵ�ƱŚƄºƳ�ƂƷƹĦě����ƵŶºƴƴĩŶĩ�Ʊĥ�į��ŤŤƴºſǀ�Ĩ
żƳōƿ��ƮŹƹřƿ��ƳŚſō�ƶŝ�ŻŚĪƾ���Źŵ�řŹ�Ʊō��ſ�ǀ�ŝ�ƮŤƀǀƳŚƾ�pET�ƬĩŹŵ�ƹ�Ʊƺ�

źŤĩŚŝƽ�ř�źƃƿƄǀƬĩŚƾ�ŝǀ��ƱŚƯƾ�ŵƺƃ��ſŹźŝƾ�ƫŚƘƟ�ǀ�ƹ�ŢƿƵĦ�į�żƳō�ƿ�Ʈ
���Řţƹźě�ƶĩ�ŵřŵ�ƱŚƄƳǀ�żƳō�Ʋƿ�ºưƾ��ƶºŝ����������Źŵ�ƩƺºƬŰƯ�ƹ�ƩŚºƘƟ�šŹƺºƇ

ſǀ��ƩƹŻƺŤřźƃƿƄǀƬĩŚƾ�ƫƺţ�ǀ���Ţºſř�ƵŶƃ�Ŷ���ƱƺºƬĩ��ŻŚºſƽ��ŝ�ƹ��ºǀ�ƱŚ
ƵŵŚſ�į�żƳō�ƿƮ�Źƹř�ƿŻŚĪ��ſ�Źŵǀŝ�ƮŤƀǀƳŚƾ�pET��ƵŻŚºūř�ƱŚºƤƤŰƯ�ƶŝ��

Ưƾ�ŶƷŵ���ŚţżƳōƿ��ƮŹƹřƿŻŚĪ���ŶƤƯ�ƶŝ�řŹ�Ż�ŹřƿŵŚƽŝ�ǀĩ�ƱŚƴŶ����źºŝ�ƵƹǈƗ
řƿ��Ʊō�Żř��Ʋ�Śūƾƿ���ƶĩ��ř�Źŵƿ���ºƷ�ƱƺƴĩŚţ�Ʊřźǀ��ƯřŶºƣř�ĢƾƯŻ�Źŵ�ǀ�ƶºƴ�į�

żƳōƿ�ƳŚƯŹŵ�Ʈƾ������ŽźºƤƳ�ƱŚºƯŹŵ�ŚƇƺƈºŴƯ��������żºƳō�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝƿ�Ʈ
ĩźţƺƳǀ�ŝ�Ŝ��ƶŚūƽ���ŚƷƹŹřŵ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�ƽ�ƃ�ǀưǀŚƾƿ�řŹ��ºƿ���šŹƺºƇ�Ū

�Ţſř�ƶŤƟźĮƳ���ƱƺºƬĩ��ŻŚºſƽ��ŝ�ƹ��ºǀ��ƱŚ�żºƳōƿ�Źƹř�Ʈƿ��ĩźţƺƳ�ŻŚºĪ�ºǀŜ�
�ƁƹŹ�Ǝſƺţ�ŚƷƽ�ƵŵŚſ��Ư�ƾ���ƶŝ�ŶƳřƺţ���ƱřƺƴƗƶƐƤƳ�į�Ɨƹźƃ�ƾ��řźºŝ�ƽ�
�ƳŚƯŹŵ�ƁƹŹƾ�Ŷū�ƿ�řźŝ�Ŷƽ�ŝ�ǀ���ŽźƤƳ�ƱřŹŚư��ƫ�ƭŹŶƴſ�ƹǀ�ŹƺƯƺţ�żƽ�

ƀŝǀƠƯ�ŹŚǀŶƃŚŝ�Ŷ���
��

ŶƤţƿźĪƄţ�ƹ�ź��
������ƺƳƿ����Żř�ƶƫŚƤƯ�ƱŚĭŶƴƀšŶƗŚƀƯ��Śƣō�śŚƴūƽ��ŽŶºƴƸƯ���ºƬƗƾ�

ěǀ��ƭźººŤŰƯ�ŽŚƴººƃŹŚĩ�ŵřĦººƳźŚƯŻōººƿżººĩźƯ�ƵŚĮƄƽƵŶĪƄººƳřŵ��į�
ĪºººƃżĜƯřŵƾƯƹŹř�ƵŚĮƄºººƳřŵ�ºººǀƶ�ƳřŵŹŶºººƣ�ƩŚºººưĩƾŶºººƳŹřŵ�řŹ��
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Background and Objective: Uricase (EC 1.7.3.3) is an enzyme which catalyses uric acid to H2O2 and 

alantoin and is utilized in the  treatment of hyperuricemia or gout. The aim of this study was cloning of 

Aspergillus flavus uricase synthetic gene into pET-28(a) and its recombinant expression in E. coli 

Materials and Methods: The coding sequence of uricase retrieved from gene bank and once optimized, the 

gene synthesis was ordered.  Then, the synthetic gene subcloned between NcoI and XhoI within the vector. 

The proper subcloning was confirmed by enzymatic digestion check, PCR and finally DNA sequencing.  The 

construct, then chemically transformed into E. coli BL21 and induced by IPTG which followed by 

overexpression optimization.  For enzyme expression evaluation, protein gel electrophoresis was utilized. 

Results: Restriction check, PCR and sequencing indicated that the coding sequence of enzyme was cloned in 

the desired point of vector. The optimized condition obtained for enzyme expression was IPTG 1mM for 6 h 

at 22 °C. Enzyme molecular weight was determined 34.5 kDa by electrophoresis. Evaluation of uricase 

specific activity showed that the expressed enzyme is 7.69 U/mg and it is catalytically active. 

Conclusion: The results of the current research showed that the uricase gene could be simply cloned and 

expressed in pET system. Enzyme specific activity determination exhibited that the enzyme was produced as 

a soluble protein and catalytically active in E. coli cytosole.   
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