
  

  

ويروس نوارك  NS4بيان پروتئين پوششي و پروتئين غيرساختماني 

  Escherichia coliايراني گندم در باكتري 
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 عضو غير قطعي جنس )Iranian wheat stripe virus, IWSV(ك ايراني گندم ويروس نوار

Tenuivirus ها، پروتئين پوششي تنوئي ويروسهاي كد شونده توسط از مهمترين پروتئين .است

(CP)  و پروتئين عمده غيرساختماني(NS4) آنها ميهاي تهيه شده بر عليه باشند و آنتي باديمي -

. دنها مورد استفاده قرار گيرويروس در طبيعت و بررسي وظايف اين ژنبراي رديابي توانند 

در اين مطالعه به . ها از گياه مبتلا اغلب با اشكال روبرو استتهيه آموده خالص اين پروتئين

 ويروس فوق، هر كدام از اين دو ژن با استفاده از آغازگرهاي ns4 و cpهاي بيان ژنمنظور 

پلاسميدهاي نوتركيب . داده شدانتقال  pET 28aپس از همسانه سازي به ناقل اختصاصي تكثير و 

هاي باكتري نوتركيب در استفاده گرديد و سلول BL21(DE3)يه سو E. coliباكتري  تراريختي در

 ،پس از القاي بيان. هاي هدف كشت شدندجهت القاء بيان ژن IPTGمحيط كشت حاوي 

-SDSنتايج حاصل از الكتروفورز . ، استخراج شدندشناسائي به منظور شدهنتز سهاي پروتئين

PAGE  كيلودالتون نشان داد كه منطبق با وزن مولكولي  23و  9/40دو نوار را با وزن مولكولي

. شوندها توليد مياي است كه توسط دو ژن مزبور در ديگر تنوئي ويروسمحصولات بالقوه

 پلي كلونال آنتي بادي استفاده ازبا را  NS4 و CPهاي پروتئين بيان وسترن بلات تجزيه

توانند در سيستم هائي در مقياس وسيع و با خلوص زياد ميچنين پروتئين. تائيد نمود اختصاصي

  .هاي اختصاصي مورد استفاده قرار گيرندميكروبي توليد شوند و براي تهيه آنتي بادي

  

 

  

  

  ژنتيك نوين

  1390 بهار، 1 ، شمارهششمدوره 

  27-34 صفحه
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  ويروس نوارك ايراني گندم
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 االله ايزدپناه، حسين معصوميساره شهدائي، جهانگير حيدرنژاد، كرامت …روس نوارك وي NS4بيان پروتئين پوششي و پروتئين غيرساختماني   
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 ����� ����	 
�� ������� ���� ����� ��� ��

 �����! "���#$ ���! �� ��%&'�)Poaceae(  *#�� +,��! ��#�

 -�. � "�/� �&0�� �#1 2��/  �3���� +�'�/ 4��� ���1 ��

 +����� � �5�/16��7  �5��&�� ��/� �� .����� 9�� :6&#� �

 "���#$ �� ;��#< =��	Delphacidae  ���>?	 � �@ AB��� �

 ���! �� -��C)DE(. ��>&��  *#�� ���F �G5�	�H �����

)Rice grassy stunt virus, RGSV ( I/ ��J �1 ,�#K AH

ALB' �1.��. 
�� ���1 ��)Ambisense ( M��)NO( A�6� ,�#K +

����� ����	 <� �PQR �1 ALB'.��. M��B' � � � 
�� ���1 ��

M�� "�/ S�?0	 �T�� . ��B� �#1 ,�#K +����� A#�! A� A&U�

 ��5�	 A� ��' "�65�DNQV �� 9�W	��@ ��/�)DX +DE .( ��>&��

RGSV����� ����	 A�6� �� + ��K �� <� ,��H �� A� Y���� ��

�0/�@ 9�W	��@ )cp( �  �#�&$� ��Z)ns4(  ��� ��	�	 A�

 ,�� ALB' ������ S�3� A&/�)vcRNA3 ( ������ A&/� �

 ,��F ALB')vRNA4 (A&7�! ���' �#�)DE .( ��RGSV  -LB'

RNA5  �RNA6  -LB' :�L� ��	�	 A�RNA3  �RNA4  ��

����� ����	 ��� M��)NO +NP .( "[�� A� \]&^� -L5B�

��� �&#1 ��5�	 ����� 9�W	��@ _5$ "���1 A��	 +�C%&$� �

�� 4��� ����` .9�W	��@ <� ,��H �� A��	 ���� ����	 ��

�����a�� <� � <� 9�W	��@ �<� ��� A]�� <� �T]&^� ��

�&H� �� �K ��� � � "�/ �<� _5$ ����� � "��51 M7� �

E. coli  M�� "�/ "�T&�� �1 b��^&�� �)NR +NN +ND +DV +DP +

cQP +D .( �<� _5$ ����� � "��51 M7� <� "�T&�� a��

 +�/� �7` "��<�� -6�6d	 ,�#� ���� M�� 93�� AF�! "�/

9�W	��@ �� �����$�� �7` e�]$ <� �]Z� "��1 M��� ��

��&U�# .�W	��@ ��� a�� +AU�6� �� -��%� ��&`� �� 9

 ���� "�/ b��^&�� 9�W	��@ �f� e�]$ S�5�� +��`�	�#

I��[@�� ��	f� ����H ����� +g�'� ���/� . :>� ����L�

9�W	��@ ��P2  �P5  ��RGSV �K \�h� ����� ��i�� A� -

 ��&H� �� Aj���� ��E. coli  AL5B� ���� �#1 I6# � "�/ ���

 M�� A&7�! ���')O +P.(  

 ,��! �#���� ;���# �����)IWSV ( :� �� �� 9�5��DXOk  <�

;��#< "��51 ��Unkanodes tanasijevici  "��� :6&#� ,��! A�

 9�� A� l�# *#�� �L��j �!��51 +,��! �� "�m� ���H	 � �/

 M�� "�/ a��l! �����)DP +R .(,�#K 9��  ��J �����

�1 ALB' ��F.��.�� �� �1 ,��F � ,�� +,�� -LB' A` �/�

 :�� ALB' � 
�� ���1 M�� �T�� M��B' ����� �1)DR +X(.  ��

 ���� ,��! �#���� ;���# ����� 9�W	��@ 9���F +�]�' -L5B�

M�� A&7�! ���' AL5B� . ���1 M��� -�n� ��i�� A� A#��# ����L�

' <� ��L� 
�� ��5�	 S�U#&@ ����� � � �1 ���#K -LB

�K +9�W	��@ ����� ����� �� -LB'vcRNA3 +vRNA4  �

vcRNA4  =���/ ��in vitro  A�mRNA  � 
o� � S���	

 A� ;�#� ���6� �� +"�/ ���p! M�m� �C�� <� "�T&��

9�W	��@ ��CP +NS4  �PC4  M�� "�/ A���	)DO .( �� "�m�

 +9��9�W	��@�� CP  �NS4  ��� "��51 M7� <� l�# q�7 �����

 A��	 �#1 A�]� �� :#�]H �]@ ��� �&#1 � "����! _5$ � �<�

 M�� "�/)DP +D .(9�W	��@ ����&U�� �� ��� �� ��

 � �!��51 <� ��� � r�l� ��6� �� �#1 ��5�	 �3�� +����3��

9�W	��@ ��� �&#1 ��5�	 ���� e�%^� ��� ����7 �� �����` .

 g�6d	 9�� ��9�W	��@�� CP  �NS4  �#���� ;���# �����

 A��	 �3�� ��i�� A� ,��!9�W	��@ ��&H� �� f� e�]$ � ���

E. coli �� ����#�/.  

�1 b��^&��.��.�� �����  

;��#< A� "��51 ��IWSV ) *#�� 2��l� <� "�/ ���1 s��

 �� t&/�PE <���/ :�/ ��&��]�`(  ���� ����� s��� ����� A�

��&7�! ���' "�T&�� . �'� ,��! �p� ��� "� +"��51 M7� A��	 ����

���]! ���� 9/�� A��l� ;$ M�U' �� ��J �3�&�m@ ��

�#����! M0` r�� ;$ M�U' t� � .���]! S$�� �� �

 A#^]! ��� �XEQNP �&#� A��� ���! �����G# �L��j ��# �

�#�/ .A	�� A� ����� :6&#� ���� M7� ��>3	 � ,��! �5� ��

 +"��51DPQDE ���]! A� \]&^� 9��� �� "��51 ;��#< ��� ��

 �����DE  ��< �� "<�� MT� 	 ��F 9/�� �'� ,��! Au��!

a�@���#�/ S6&�� �3�&�m@ �� .	 MU�� A�� <� 
@ <�� �� 

r�� �#< �� "��	 l�� �����# � ���/ �G5�	�` ��m� � ��
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���� ��	�
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 ���� ����� s��� ����� A� � �#�/ M/���� v#� �` l�� A���<

��&7�! ���' "�T&�� . 
o��1.��.��  <� "�T&�� � "��51 M7� SH

High Pure Viral RNA Kit (Roche, Germany)  ��� ��

����! b��^&�� +"�#<� MH�/ =��	 "�/ A���� S�L5���&��.  

�K ��>?	 ��cp � ns4  

�K ��>?	 ���� ��cp �ns4 ��F  ��l7� ,�# <� "�T&�� � �!<Z1

Fast-PCR ����! �J��j �#)Dk( . w���	 <� ��i�� 9�� ����

 t#� �� ����� +q�7 ����� ,��F � ,�� -LB' ���	�W]`�#

 �/ "�T&�� �K �#��)AY 312435 and AY 312436 .( ��

 :���D 	 "���� A� ��!<Z1 ����w���  "���1 �#1 ���	�W]H�#

M�� "�/.  

 ���� M$�cDNA �� �1 <� "�T&�� � "���#< I�`�� <����]@ ��

(RT-PCR)  ���3�� � ��[#���J a�� <�)NEEO(  "�T&��

�!���.  A�#��PCR  ��>3	 ����cDNA  S�/XE  SJ��� <� S3��

 ��� �� �<� A&/����cR �&#����!  -�� A�PE  :%	� +A�#n

 ��� �� ��!<Z1OE �&#����!  A&$� =U� +A6�'� t� -�� A�

�� ��/.��. ��� �� ��VN �&#����! ��� A6�'� t� -�� A� . ��

�� -LB' M$� S��3	 ���� M��#.��. ��� �� ��VN �&#� -

���!�/ A&7�! �i# �� A6�'� *�@ + . I�`�� x�l��PCR  S�/

 +�f����3�� t� Mi]Z � ,��` �� ��3L� � ��6&U� ���!<Z1

 Y�]^�dNTPs  Mi]Z �NEE  +�f����3��MgCl2  Mi]Z �

P/D  �&�5��3�� *�@ +�f�� �]��cDNA  �X/X  ��l#1 �J��

Expand High Fidelity Enzyme Mix (Roche, Germany)  A�

 �7� "����)10X (��� q�7 ��l#1 . -f�%d�PCR  "��1 M���

�/ <��7��&?5� �C �� z� <��!1 :K �� . ���� -LB' 
o�

 M�` <� "�T&�� � �#1 ���<� � �/ A&/���� :K <� �i#

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany)  ��

<� MH�/ =��	 "�/ A���� S�L5���&�� �������! ,�#� "�#.  

w���	 9��L	 � �<� A#U��  

��l#1 � a�� <� �L� "�/ ��>3	 -f�%d� ��SalI  �BamHI +

 ��l#1 =��	T4 DNA ligase  M�H <� "�T&�� � �Ins T/A 

Clone PCR Product Cloning Kit  MH�/ S�L5���&�� ��� ��

 ����m@ ���� +M�H "�#<�pTZ57R/T �#�/ "��� ���' . 
o�

 ��&`� A� "��1 M��� ��`�	�# ������m@E. coli  A���XL1-

blue �#����! S6&�� .��l#1 ���	 � M�` �#o�` <� q�7 ��

Fermentas (Lithuania) ����! A��	 . MdC <� ����j� ��i�� A�

w���	 w�j �� �� <� ��`�	�# ������m@ +q�7 �K �� ��

 w���	 9��L	�#����! .��l#1 =��	 q�7 ������m@ 
o� ��

SalI  �BamHI  :�%d� <��7��&35� <� 
@ � �#�/ "��� a��

 �#K -LB' ���<� +���l#1 a�� <� SCJcp  �ns4  :K <�

����! ,�#� . ����m@ ���� �� S�' a�� A�0� +�#K -LB'

pET 28a  � SCJ ��`�	�# ������m@ � �#�/ �<� A#U��

 ��&`� A� �	���J ;�/ a��E. coli  A���BL21(DE3)  A�

�K ��� ��i�� �#�/ "��� :6&#� �i# ���� ��)NX .( �j ��

 �� A��� ��&`� A� ��`�	�# ������m@ :6&#� SJ���XL1-

blue  �BL21(DE3)��]` _�^0	 ��i�� A� + ��J ��&`� ��

 ���<1 <� +��`�	�# ����m@PCR  S�' g�B� � ����! "�T&��

�� A&/� ��� A` -�T	 9��.��.��]` <� �G5� �� ��T� ��

�/ "�T&�� ��&`�.  

 :���DQ  ��>?	 ��i�� A� "�T&�� ���� ���!<Z1 �� �Kcp �ns4 ,��! �#���� ;���# �����.  

w���	 (5′-3′) "<��#� )��	�W]`�#(  �!<Z1 ,#  

aATGTCGATGTCTGTTGGGATCCTC NR IWSV3-F 
bAACATCCTCGGGAGCGAGTCGACTCT NO  IWSV3-R 

aATGGACTTTCTGAAAACGGATCCGC NP  IWSV4-F  
bCTTGTGCAGCATCTGCATCGTCGACTGG Nk  IWSV4-R  

                            a �����GGATCC  ���� 	
�� ������� ���
��HIBam ��� ��� ���� ���� ����� ����� ���� �� �� ���� �!.  
                           b �����GTCGAC  ���� 	
�� ������� ���
��ISal ��� ��� ���� ���� ����� ����� ���� �� �� ���� �!.  
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�� ���� ��	�
/ ������/������/���� ����  

 

 ��&H� �� 9�W	��@ ��� �65�E. coli  

��]` M0` =�d� �� ��`�	�# ������m@ ��J ��LB 

 "G&�� �� �/ t� -�� A� 9�U��#` z�	��� �&#1 ��J

 ��� �� ��	��3#� �3�/XV �&#� A��� ���! �DXE  �� ���

�#�/ �����G# A6�'� .9�W	��@ ��� M�� ��&`� ���� M0H-

 �f�� �]�� z� ��J =�d� �� �i# ���� ��IPTG 

(Isopropyl-beta-thio galactopyranoside)  -�� A�N  �5�X 

 ��� �� ��	��3#� �3�/ �� M��Nk �&#� A��� ���! �DXE 

����! ,�#� A6�'� �� ��� . ��&��G5 �/� A]J�� ��

)O/E=OD600 (9�W	��@ SCJ 9�0#�� :�]d� �� "�/ ��� ��

 �����/ a�� ��� �� +�l��! ��� <�)NEEk (�#�/ b��^&�� .

A	 +9�� �� "�m�9�0# ���� ����� ���� l�# "��1 M��� ��

�#�/ b��^&�� a�� 9��� � 9�W	��@ .9�W	��@ b��^&�� ��

 ��� �� -�� "	�` �����G# M�� "�/R �&#� A��� ���! �

 A� �� -�� ��]� �����G# ��i��NEQ �&#� A��� ���! "��� ���'

�#�/ .���1 S��`1 �]@ :K �� <��7��&35� (SDS-PAGE)  ��

 "�/ |mC� a�� ����]�f  ���3�� �)DcVE ( Mi]Z �

DN/O  K&5� � �C��DPE  �/ ,�#� M5�)Dc .( �<� 9��^	 ����

 ���W	��@ �G#0# <� �5�?5��PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder Plus (Fermentas, Lithuania) ����! "�T&�� .

9�W	��@ �<��3/1 :K �� �SDS-PAGE  :�]d� <� "�T&�� �

M7�! -��C ����` ��1 ��J �l��1 v#�.  

A�l�	 -m� ��&�� ���p! A35� 

 ��&�� "G&�� <� +���<1 9�� ,�#� ����Uniform electro 

transfer  :��ETU-7305  _�^0	 � ����! "�T&��

9�W	��@ �3�K�5�#����� ��CP  �NS4 ��� �&#1 <� "�T&�� �-

 �� 9�� A�]� �� m�' AH :#�]H �]@ �� 9�W	��@ �#��� "�/ A��	

)DP +D(�/ ,�#� + .A#��# <��7��&?5� ���W	��@ A#��# "���� A� �

 :K �� S�' A�0� +�T�� :�&�` ����L� A&^����	 ��Z ��&`� <�

SDS-PAGE 9�W	��@ � M7�! -��C x0Z A� :K <� �

 M�n K&5� � l5�]���&�#VP  ��� �R �&#� A������!  S6&��

�#�/ . ��� �&#1 ��J :�]d� �� 9�W	��@ ��J x0Z 
o�

                                                           

1
 Western blotting 

9�W	��@ �}��  M'� � w��D:DEEE  �� M�� t� -�� A�

�#�/ "��� ���' �3�/ ��� . t� -�� A� �0Z +�0&U/ <� 
@

 9�5351 ��l#1 A� S%&� ��� �&#1 ��J :�]d� �� M��

 <	TU7)IgG-AP ( M'� �D:DEEE  ��� M�� t� -�� A�

 �7� =��	 �#1 ��0&U/ � �#�/ "��� ���' �3�/PBS-Tween 

���! ,�#�� . �l��1 v#� :�]d� � �0Z �l��1 v#�Fast Red 

TR salt (Roche, Germany)  M7�! -��C �3��	 =���/ ��

)N.(  
  

  

 -f�%d� <��7��&35�RT-PCR "�T&�� � <�  ���!<Z1

IWSV3-R/IWSV3-F  �IWSV4-R/IWSV4-F  ��	�&� A� ����

 t� S�30	���# cPR �<� MT�  �K ����cp �  t����# PNP 

�<� MT�  �K ����ns4 ����! . <� 
@�<� A#U��+  S��

a�� ���l#1 ������m@ "�/ b��^&�� ��`�	�#  <� "�T&�� �

��l#1 ��SalI  �BamHI ����  S�30	 A����#���� ��  �i#

����  <� ����L	��]`�/ ��T� �� )S3/ D .(����� �K w���	 -

�� cp  �ns4 ����	�� _�^0	 ��i�� A� ��� +A&���$# ��

���H w���	 �� �� �����	���# �0# �.  

9�W	��@ <��7��&?5� �� ����6	 �5�35�� �<� � ������# �RN Q

RD  �NPQNR  9�W	��@ � �0/�@ 9�W	��@ ���� ��	�&� ��&5�� �]�H

 ����! "��0� �#�&$���Z "���)S?/ ��N � X ( 9�� A`

 9�W	��@ �� �5�?5�� �<� � �����) ��	�&�REcEk  �NXDEO 

��&5�� (�K =��	 "�65� ��B� AH ��cp  �ns4 �� l�� +�#��!

 ���� M6�B�)DR .(9�W	��@ 9�� �<� +9�� �� "�m� "���d� �� �

9�W	��@ �5�?5�� �<������ ����	 ��� �� +A�0� �� l�# �

�� ��/�)NP +DE .(�	f�  9�W	��@ �� �5�?]� �<� ��U# ����

9�W	��@ �5�?5�� �<� � AU�6� �� g�6d	 9�� �� "�/ ��� ��

�� �� "�65� 9���&U�� A���1 ���� 9���F ��/ A7}� A� ���	

 A� ,����HisTag  b��^&�� M5��� ��i�� A� AH ��� M�U#

M�` � 9�<� <� "�T&�� � ��p� �<� _5$ ,G�� �� 9�W	��@ -

 ����m@ S$�� �� +���� ��pET 28a M�� "�/ "��� ���' .

 �� ��n� A#�! ��� +M�� A���1 ���� I/ �1 :�j AH w���	 9��

����# 9�W	��@ ��3]�� � �&$� . �#K�#���� -��' +9�� �� "�m�

��� � 	
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��# ��f�A&/  A���1���� 9�� wpJ ���� "�/ _5$ 9�W	��@ �

����� �&#1 ��5�	 ���� �#��	 ��/ A&7�! �3� _5$ . 9������

 A� ,���� w���	 � M�� ������ 9�W	��@ z� "��1 M��� 9�W	��@

HisTag  "�/ ��� 9�W	��@ ��&#� ��CP  �NS4  "�/ "��� ���'

M�� . �&U�� 9�� <� "�T&��)affinity tag( �<� _5$ +

a�� 9&7�! �3� g��j <� �� ������ 9�W	��@ �7��!�	���` ��

��` �� :�C�5� S�� � ��1.  

9�W	��@ _�^0	-m� ��&�� t��3	 <� "�T&�� � w�� ��  

Sd� �� +�l5�]���&�# x0Z �l��1 v#� <� �L� ���#� A` ���

 Y���� �����	 ��L� �#��� "�/ ������ A35 �i# ���� ���W	��@

A	 A�9�0#9�W	��@ b��^&�� <� SCJ �� ��NS4  �CP v#� +

��ZA5� � "��` 4��� :�]d�Sd� 9�� �� v#� �	��C �� �

�/ ��h .A#��# A� Y���� Sd� �� �T�� ��)A&^����	 ��&`� ��

 ���� �1 M0` =�d� A` IPTGM�� ( �0# ��h v#� 9��) S3/

R .(9�W	��@ M��� "���H ���	 l�# -m� ��&�� <� SCJ *�&# -

�� "�/ ��� ���/�.  

/ A&$�/ <��" 9�W	��@ 9��	����� ����	 �� +� 9�W	��@

�� �#�&$���Z "��� 9�W	��@ � �0/�@/���.  �� �� ���`	

a�� A� q�7 9�W	��@ ����	 A� "��51 ���! <� \]&^� ��

����� A]�� <� �IWSV  �&#1 �#1 A�]� �� � "����! _5$

 M�� "�/ ��5�	 ���)ND +DV +DP +DN +DD +cQP +D.( � a�

 ���H _5$ ���� ,�����0/�@ 9�W	��@"�?�@ ���H _5$ +-

M�� ����� �� ."�?�@ ���� \��h S�5� A� ����	 ��

�����A#��# +��� "�/ b��^&�� �� �l��! ��� Md	 MU��

M��� � �'��&7� f� ��)gkEEEEQVEEEE ( ���� M��# �� �

 �5GF ��/ �� �l��! ��� Md	 +�&�� e�]$ ���' <��H�

 �#��!)NN +DP +DN .( �#�&$� ��Z "��� 9�W	��@)NS4  �

NS6 (�� ���@ s��	 ��l�� "�! M7� �� ���< ��l�� A� ��`

)DE .(����� ����	 �� 9�W	��@ 9�� � *#�� ��T� r�� S�� ��

 :!K� <�� \]�)Echinochloa spp. ( ��� a�� <� "�T&�� �

o� � �'��&7� �l��!"�/ _5$ +:K <� b��^&�� 
 �#�)c +k .(

a�� �!��u�@ �	���� -L5B� �� AH "����! ��� q�7 ��

����� ����	 9�W	��@ 9���F ��&H� �� +f� e�]$ � �E. 

coli  �#��! b��^&�� 
o�� ���)NE +O +P .( ��� <�DNQV 

����� ����	 ,�#K A` ���W	��@5�	 A� ��' "�65� ��B� � ��

9�W	��@ +M��#1 ��CP  �NS4  ��f� �#K�#���� A��� <�

 "��� �����$��)NR +NN +DV +DP +DN +DD (�� � �&#1 ��5�	 � ���	

 gj�� � ���! �� �� �i# ���� ����� +�#1 A�]� �� ���

��� �&#1 <� +9�� �� "�m� � ���# ����� \]&^� M��� ��

�K \�h� 9��L	 ���� "��1 ��` "�T&�� �)NE +c +V +O +P.(  

 <� ��L� \�h� 9��L	 ���� -L5B� 9��&0�� A&/p! ��

9�W	��@����� ����	 �� ��� �RGSV M�� "����! l`��&� .

9�W	��@ A��	 ���� -�T&� a�� A� <� -6�6d	 9�� �� � ���

��� �&#1 ��5�	 ��i�� A� f� e�]$ "�T&�� :#�]` �]@ ��

�/M�� " . :� �� �� 9�5�� ����DckP  9�W	��@CP  =��	

 <��`� �5GF ��/ �� �l��! ��� a��)DV ( "� 
o� �

 9�W	��@ �L� :�NS4  � �'��&7� �l��! ��� a�� <� "�T&�� �

 t�` � �<� _5$ 
o�SDS-PAGE  ����! A��	)ND .( ��

 :� �� M��#NEEN 9�W	��@ A��	 ���� ��P2  �P5  a�� <�

�K ��� ��&`� �� Aj���� ��E. coli  ����! "�T&��)O .( 9�� ��

 A&7�! ���' �i# �� +"�/ A&7�! �3� a�� �� A` �	�����	 +�#��

9�W	��@ �&�� e�]$ +M��M�� "�/ b��^&�� �� . A�0� ��B�

 ���� ��IWSV 9�W	��@ A��	 ���� l�# �#�� 9��� ��CP  �

NS4 �/ A&7�! �3� 9�W	��@ � M�� "CP  ��� a�� A� ��&��

 <��`� �5GF ��/ �� �l��!)DP ( � ,�� 9�W	��@ 
o� �

 -�����	 
o� � �'��&7� �l��! ��� a��pH )D ("�/ _5$-

�#� . "���1 A��	 +9�W	��@ �� 9�� M���� S�5�� l�# g�6d	 9�� ��

�K ��� g��j <� �#1 _5$ ���' �i# �� Aj���� ��M7�! .

9�W	��@ ����3�� �&U�� g��j <� "�/ ��5�	 ��)E. coli (�� -

��� �&#1 A��	 ���� ��#��	 -L5B� ��i�� A� f� e�]$ � ���

�K ��?]�� � AL5B� � � �?�K�5�����@� ���� Aj���� ��

�#��! ���' "�T&��.  

���lG�o�  

	 �j^� ���` ��� � ���/ "G0#�� <� A]�������A��l� 9�� ��

�� ���lG�o� +g�6d	 9�� ,�#����!.  
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S3/ �Q A�l�	 a�� ��`�	�# ����m@ pET 28a ��J  9�W	��@ �K �0/�@(A)  ��#�&$���Z "��� 9�W	��@ �K (B)  ����# �����

,��! �#���� . ��&��(  ����m@ A&7� a��� ��l#1�� SalI  �BamHI. ��&� M(  �G#0#1 kb DNA ladder (Fermentas. Lithuania).  

  

  
S3/ NQ  9�W	��@ <��7��&35� �0/�@(CP) ���m��`1 �]@ :K ��� �� DN �C��  ��&H� �� q�7 9�W	��@ ��� <� �L�E. coli . ��&�D( A	 -

 ��&� �9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0#N(  ��&� �9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0#��X(  ��/ ���	)A&^����	 ��&`� M0` =�d� A` ��

 ���� �1 IPTGM��.( M( ���W	��@ �G#0# PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas, Lithuania).  

  

  
 S3/XQ �#�&$���Z "��� 9�W	��@ <��7��&35� <� SCJ *�&# (NS4) ���m��`1 �]@ :K ��� �� DN �C��  �� q�7 9�W	��@ ��� <� �L�

 ��&H�E. coli .��&� ��D  �N( A	��&� �9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0# ��X  �R(  ��&� �9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0# ��P +

 ��/ ���	)A&^����	 ��&`� ���� �1 M0` =�d� A` �� IPTGM�� .(M( ���W	��@ �G#0# PageRuler™ Prestained Protein Ladder 

Plus (Fermentas, Lithuania).  
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 ��&`� ��E. coli ��`�	�# .��&� ��D  �N(  9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0# A	NS4 ��&� �X(  9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0#��CP �

 ��&�R(  9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0# ��NS4 ��&� �P(  9�W	��@ b��^&�� <� SCJ 9�0# A	CP .M( ���W	��@ �G#0# PageRuler™ 
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