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�������� 3.1 ���������	
���	
 adgstt1 �
�� 1, �
�� 2, �
�� 3 ��� �
�� 8 ��
 aggstt1(Ding Y et. al.
2003)

�
�� T1 clone 2 T1 clone 3 T1 clone 8 T1 clone 1 aggstt1
T1 clone 2 99% 98% 99% 80%

T1 clone 3 97% 98% 79%

T1 clone 8 97% 78%

T1 clone 1 79%

����	�� adgsto1 �
�������
�� 2 �
������������
�
��

���	� ������!�"����	
���	
��
	�� aggsto1
�
����#�!"�$�� 93 ��"�&��'��&

�	
��� 3.15  �������	
���	
�����
���"��*�����������+�� adgsto1 ��� aggsto1 ���	������� ClustalX

��� GeneDoc #�����"��*���#�!"����-/�"��4������	����

2.1.3 �������""�:"�	������
�����������;��4�
<=���4=�����"����&

�������""�:"�	����>� 3 �
���������
�������""�������������� ��	������ adGSTO1 ����

""�����������<� $������?� adGSTE1 �����"	����<�
!" adGSTT1 ����@���� 3.16

�.       :.         
. 
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�	
��� 3.16 ������ 12% SDS-PAGE :"������� �. adGSTE1 :. adGSTO1 
. adGSTT1 ��	 M 
!"

Protein molecular weight marker (Fermentas), 0 /������ ��� 3 /������ 
!" /��������� 0 ��� 3 :"����/�����

-#����������""�:"�	�����	 0.1 mM IPTG �$
��������� * 
!"�������������""�#������/�����

+����>��	�
�*�<�J*K��������!�";��4�
<=���4=�����"����&�
��� adGSTE1 �����$+�
��
 GSH-

column (GSTrap column) ��� ������!�"�	�
�*�<�J*K������������	� 1 �$
����@���� 3.17

�	
��� 3.17 ������ 12% SDS-PAGE :"������� adGSTE1 ����	�
�*�<�J*K���+�� GSTrap column ��	 M 
!"

Protein molecular weight marker (Fermentas) ��:����"�
��"���
:���:"� adGSTE1 ���
����=���+��

�����
���"��*�� (224 ���"��*��, 25.09 �*��������)

����	�
�*�<�J*K+������������>	� 50 ml ����"����& adGSTE1-WT ��� adGSTE1-R139H �� %

yield ��?� 3.99 ��� 5.53 (�������� 3.2)

�������� 3.2 
<=���4=�����"����&��������#��������	�
�*�<�J*K���+�� GSTrap column (+���/!>" 50 ml)

���
���� mOD340
Specific activity

(�mole/min/mg protein)

total activity

(�mole/min)
%yield

adGSTE1-WT 28300.0 108.73 516.5 3.99

adGSTE1-R139H 31372.5 86.75 715.7 5.53

#��	�#�<; mOD340 
!" miliOD340

�������� 3.3 Kinetic parameter :"� adGSTE1-WT ��� adGSTE1- R139H

 CDNB GSH
Vmax

kcat Km kcat/Km Km kcat/Km���"	���
(�mol/min/mg) (S-1) (mM) (sec-1mM-1) (mM) (sec-1mM-1)

adgstE1:WT 145 ± 4.23 59.9 0.0476 ± 0.0016 1259 6.63± 0.419 9.03

adgstE1:R139H 182 ± 2.16 75.1 0.100 ± 0.006 730 11.9 ± 0.762 6.31
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�������� 3.4 Substrate specificity :"� adGSTE1-WT ��� adGSTE1- R139H

���"	��� Specific Activity (mmol/min/mg)

 CDNB DCNB EA PNPB PNBC

adGSTE1-WT 90.3 ± 1.95 26.6 ± 2.240 nd* 0.604 ± 0.0810 2.12 ± 0.217

adGSTE1- R139H 147 ± 11.2 27.8 ± 0.576 0.080 ± 0.0250 0.730 ± 0.1180 1.70 ± 0.181

#��	�#�<; nd* = not detectable

+������*�
���#& Kinetic parameter :"� adGSTE1-WT ��� adGSTE1- R139H  (�������� 3.3)

:"�����/!�"� 2 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) ���10 mM glutathione (GSH) �
���

adGSTE1- R139H ��
�� Vmax , kcat , KmGSH ��� Km CDNB������� adGSTE1-WT �������
���/"


(affinity) :"��"����& adGSTE1-WT��" CDNB ��� GSH +�������� adGSTE1- R139H �����>�"�������

�����_*�*�*	����������

!� (Turn over rate) ����������+��
�� kcat/Km(CDNB) ��
���@����	 (1259) ����

substrate specific activity (�������� 3.4) �
��� adGSTE1- R139H �����$�/!�"� CDNB ��� Ethacrynic

acid (EA) ��������� adGSTE1-WT (147 ± 11.2 ��� 90.3 ± 1.95, 0.080 ± 0.0250 ��� ���+����
 ���

�����
) ���� 1,2-Dichloro-4-nitrobenzene (DCBN) ��� p-Nitrobenzyl bromide (PNPB) �����
������

���� -�:=���� p-Nitrobenzyl chloride (PNBC) adGSTE1- R139H �����_*�*�*	�����/!�"����/������

adGSTE1-WT (1.70 ± 0.181 ��� 2.12 ± 0.217 ��������
) ���� Thermal stability :"� adGSTE1-WT

(26.1 ± 0.636) ������� adGSTE1- R139H (19.4 ± 1.070) ���������
�����$�	�������� (�������� 3.5)

�������� 3.5 Thermal stability :"� adGSTE1-WT ��� adGSTE1- R139H

���
���� Half-life (min)

adGSTE1: WT 26.1 ± 0.636

adGSTE1: R139H 19.4 ± 1.070

#������	
���	
�"����& adGSTE1 ��
�"����&���	����+��	<���#��������	:"�����"�`�*�� (An.
gambiae) 
!" agGSTE1 (�������� 3.6-3.7) �
�����������$����	
���	
��������!�"�+��-�����
��:"�

aggste1 �:���������#��� BamHI ���-#���!�"����""�������+��� T7-Tag �������	"��*�� ���"�+���-#�

conformation :"������������	� ���:"� adgste1 �:����� NdeI +������� T7-Tag 
��������+��
����?�
<=���4=�

������+�*��������:"� agGSTE1
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�������� 3.6 �������	
���	
 Kinetic parameter :"� adGSTE1 ��� agGSTE1(Ortelli F. et al. 2003)

 CDNB GSH
Vmax

kcat Km kcat/Km Km kcat/Km���
����
(�mol/min/mg) (S-1) (mM) (sec-1mM-1) (mM) (sec-1mM-1)

adgstE1 145 ± 4.23 59.9 0.048 ± 0.002 1259 6.63± 0.419 9.03

aggstE1 3.9 ± 0.182 3.3 0.037 ± 0.006 89 1.58 ± 0.345 -

�������� 3.7 �������	
���	
 substrate specific activity :"� adGSTE1 ��� agGSTE1 (Ortelli F. et al.
2003)

���
���� Specific Activity (mmol/min/mg)

 CDNB DCNB EA PNPB PNBC

adGSTE1 90.3 ± 1.95 26.6 ± 2.24 not detectable 0.604 ± 0.0810 2.12 ± 0.217

agGSTE1 3.5 ± 0.492 8.62 ± 0.83 not determine not determine not determine

����	�
�*�<�J*K:"� adGSTT1 ���	 GSTrap column (GSH- column) �
��������$����*+����:"�

�"����& (����/!�"� GSH ��
 CDNB) -�����-�������+���������	� cell lysate �����!�"j��� GSTrap column

�
�*+����:"��"����&�������-���������#�j���""�����"� (flow-through) �������������+��������� ���

�
�*+����:"��"����&-�����/����	 GSH ����-#��#'���������� adGSTT1 ��������$+�
 GSH- column

��� �����>��*J�����	�
�*�<�J*K�"����&+����"���q����"� ��	"�+��"������	� affinity column "!�� �
��������$

�	�
�*�<�J*K adGSTT1 clone 3  ������	 HITRAP® 
SP XL column (cationic exchanger) ��� HITRAP®

PHENYL SEPHAROSE column (hydrophobic chromatography) ���j�����	�
�*�<�J*K����������� 3.8

��� 3.9 ��
�� %yield 25.32 ����
�� Kinetic parameter �
��� Vmax ��?�  1.91 ± 0.082 kcat ��?�  0.86 , Km

CDBN ��� Km GSH 
!" 2.14 ± 0.218 ��� 0.72± 0.028 ��������


�������� 3.8 
<=���4=�����"����&��������#��������	�
�*�<�J*K:"� adGSTT1 clone 3

���
���� mOD340
Specific activity

(�mole/min/mg protein)

Total activity (�

mole/min)
%yield

adGSTT1 1188.0 1.40 4.3 25.32
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�������� 3.9 Kinetic parameter :"� adGSTT1 clone 3 (adgstT1:c3)

 CDNB GSH
Vmax

kcat Km kcat/Km Km kcat/Km���"	���
(�mol/min/mg) (S-1) (mM) (sec-1mM-1) (mM) (sec-1mM-1)

adgstT1:c3 1.91 ± 0.082 0.86 2.14 ± 0.218 0.403 0.72± 0.028 1.20

���� adGSTO1 ��>��
�����������$-/������>��������|�� (GSH ��� CDNB) -��������*+����

:"��"����&��� ��!�"�+���"����&��>+��"	@�-���<�����
���
-#�� +��	�����;��4�
<=���4=�:"��"����&������+��

����""�

�������� 3.10 �������	
���	
 Kinetic parameter :"��"����& GST ��>�#������	����+�� An. dirus
 CDNB GSH

Vmax
kcat Km kcat/Km Km kcat/Km���
����

(�mol/min/mg) (S-1) (mM) (sec-1mM-1) (mM) (sec-1mM-1)

adGSTE1 145 ± 4.23 59.9 0.048 ± 0.002 1259 6.63± 0.419 9.03

adGSTT1 1.91 ± 0.082 0.86 2.14 ± 0.218 0.403 0.72± 0.028 1.20

adGSTD5-5 167±48 69 14.9±4.9 5 0.21±0.01 400

adGSTD1-1 12.9±0.6 5.03 0.10±0.03 48.4 0.86±0.2 5.86

adGSTD2-2 63.9±3.50 25.9 0.2±0.03 121 1.30±0.15 20

adGSTD3-3 67.5±1.97 26.9 0.10±0.01 269 0.40±0.05 67

adGSTD4-4 40.3±1.89 16.9 0.52±0.67 32 0.83±0.08 20

adGSTD6-6 2.2±0.3 0.9 5.3±0.8 0.2 1.8±0.4 0.5

#��	�#�<: :�"�@�:"� adGSTD1-1 $�� adGSTD6-6 +�� Udomsinprasert, R. et al. 2005

�������	
���	
 Kinetic parameter :"��"����& GST ��>�#������	����+�� An. dirus (����� 3.10)

�
��� adGSTE1 �� Vmax, kcat -���<���@� �����
�� Km ��" CDNB ��������<� ������� adGSTE1 +�
��
 CDNB

���������<� +�����
�� kcat/Km �������<��/����� ������#��
 Km (CDNB) :"� adGSTT1 �
�����
���@�����<��������+�


��
 CDNB ������������<��/�����

2.2 ����	�	�� adgste1 ��� adgstt1 +��+����:"� An. dirus ���	��
�*
 PCR

+�������� PCR ��	-/����&��"�& gste1 ���	���
 2.1.1 �
������/*>����"'��":��� 850 
@��
� �������&

��"�& gstt1 (���&��"�&���	���
 2.1.1) ���/*>����"'��":��� 1.1 �*���
� ����@���� 3.17
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�.                  :. 

�	
��� 3.17 ������ 1% agarose gele electrophoresis :"�+����*����"'��" �. ���&��"�& gste1 :. ���&��"�&

gstt1 ��	��� M 
!" GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas)

j�j�*��������	�
�*�<�J*K""�+���+������"��������
�
� �����
�
�������+�-/�����	
���	
��

�*��=

�#��:"�	�����	��������	����+�� 2.1 ����-��@���� 3.18

�	
��� 3.18 �������	
���	
�����
�
�:"�
�*��=�#�� (cDNA-E1) ��
�����
�
�+��+���� (Genome-E1) :"�

	�� adgste1 ���	������� ClustalX ��� GeneDoc
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�	
��� 3.19 �������	
���	
�����
�
�:"�
�*��=�#�� (cDNA-T1) ��
�����
�
�+��+���� (Genome-T1) :"�

	�� adgste1 ���	������� ClustalX ��� GeneDoc

+����>����
�*��=+<���� (5�splice site ��� 3�splice site) ����"�
��"���
�����
��"� (consensus

sequence) ����������� 3.11 �����������
�*��=��������
�����#��������?�+<�������+�*�

�������� 3.11 �������	

�*��=+<������
�����
��"�:"�+<����

Gene Exon composition

Consensus
5�splice site (exon/intron)

AG/GTRAGT
3� splice site (intron/exon)

YNNYAG/NN
adgste1 exon 1……exon 2

exon 2……exon 3
AG/GTAGGG
CT/GTGCGT

TGACAG/CT
CAACAG/GA

adgstt1 exon 1……exon 2
exon 2……exon 3

AG/GTAGGT
CA/GTAAGT

CTGCAG/CC
TTCTAG/AA

+���������	
���	
�#'�������	�� adgste1 ��� adgstt1 ����"
���	 3 �"��"� ��� 2 "*���"�

�������� 3.12 �������	
:���:"��"��"����"*���"�:"�	�� gste1 +��	<� An. dirus (adgste1) ������
An. gambiae (aggste1) ��� gstt1 +��	<� An. dirus (adgstt1) ������ An. gambiae (aggstt1)
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Gene Exon 1 (bp) Intron 1(bp) Exon 2(bp) Intron 2(bp) Exon 3(bp)

adgste1
(795 bp)

144 64 210 77 321

aggste1
(816 bp)

144 64 201 65 321

adgstt1
(1071 bp)

118 311 423 70 149

aggstt1
(862 bp)

118 95 423 77 149

+���������� 3.12 �������"�<���4&:"�:����"��"� 	�����-��"��"� 2 :"�	�� adgste1 �����

:�����!�"����#����>����� aggste1 3 ���"��*�� ����
������������>"�+���-#���
<=���4=�����"����&���

����������

���
������������������
�

1.  +������	�	�� gst -#�����	���
����!"�+�� Genomic library �
�������
��:"�	�� adgst1-5
���-/���?����
 +����� 2 �
�� 
!" �
�� 3.3 ��� 3.6 �#�!"�
����������-+ 3 �
�������� �
�� 3.1, 3.4 ���

3.7  ��!�"�+��
��-/�+��	��������������*J���>���������+�����
����*� ���-��� 2546 �������	��������
�
�

:"�+����:"�	<���#��������	:"�"�`�*��������+���	�� gst  28 	��+����!"�-/�:�"�@���>���#	<��	�	�����	

�*J������>

2. +�������
�
�	�� gst :"�	<���#��������	:"�"�`�*�� (An. gambiae) -/�-����""��

���"'�

�"���&��"�&:"�	�� gst 7 	�� ������ gst epsilon1 (gste1), epsilon5 (gste5), epsilon6 (gste6), epsilon 7

(gste7; gst3-8), theta1 (gstt1), theta2 (gstt2) ��� omega1 (gsto1) ��	���&��"�&""��

+��
�*��=�#��

:"�	��������>�������-��
�*��=+�+��:"��"����& NdeI ��!�"-/�-�����
��-�����"'��"��#� pET 3a

(expression vector) ���-/�-������� RT-PCR �
��������$�	�	����� 3 	�� 
!" Anopheles dirus
glutathione S-transferase epsilon class sequence 1 (adgste1), Anopheles dirus glutathione S-

transferase omega class sequence 1 (adgsto1) ��� Anopheles dirus glutathione S-transferase

theta class sequence 1 (adgstt1)

3.  	�� adgste1 �	���� 2 �
�� 
!" adgste1 wild type (WT) ��� adgste1 R139H ����������
���

"��*���������������	�����#������	�+��"��&+*�������#���139 ��?��*��*��� ��!�"/�����-#�����""�����	�
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�*�<�J*K���	 GSTrap column (GSH column) �
����� substrate specificity ��" CDNB ��� EA ����������

��	��� adGSTE1 WT 
�� Km ��" CDNB ��� GSH ��
���������� adGSTE1 R139H ������� adGSTE1 WT

�����$+�
��
 CDNB ��� GSH ��������� adGSTE1 R139H  ����
��"!��� ��>�-����
�	���� ������!�"����	


���	
 adGSTE1 WT ��
�"����&���	����+��	<� An. gambiae  (agGSTE1) �
�����������$����	
���	
���

�����!�"�+������
���������#������������� ���"	�����
<=���4=�����"����& adGSTE1���+�$@���"����

����:"� agGSTE1 ����� T7-tag ������	"��*�� �����������""�:"�	����>"�++�����	�:�"���

����������

�����������������
-�	<� An. gambiae +�����+�;��4�����
�������""�:"�	����>-�	<�����������������

������� #�!";��4�
�*��= promoter ��������
�

<��������""�:"�	��"	�����

4.  	�� adgstt1 �����$�	���� 4 �
��������������� ��������$�	�
�*�<�J*K���	 GST column ���

��������$�	�
�*�<�J*K���	� adGSTT1 �
����� 3 ���+�� HITRAP® 
SP XL column (cationic exchanger)

��� HITRAP® 
PHENYL SEPHAROSE column (hydrophobic chromatography) ��������$�*�
���#&
��

Kinetic parameter ��� ������?������	���
��
��>����:"�	����>+��	<� Anopheles �����>�
����q������	�


�*�<�J*K-#��#�������
�"����&-���<����> ��!�"����*�
���#&
<=���4=�����"����&���	���������	�������"�

5.  	�� adgsto1 �����?�	����<��-#�� �����$/�����-#�����""������
�������""����������<� �����!�"�

+����������$�*�
���#& enzyme activity ���	����/!�"� CDBN ��
 GSH �����?��*J�����|������*�
���#&

�"����& GST ���+����������$�	�
�*�<�J*K�"����& adGSTO1 ��� +��
���*�
���#&#������>��������#�������


�"����&��<����>��"� ��!�"�+��	���������	���
<=���4=�����"����&-���������"� ����"�++����
���

�����$�����	
�����?��*4��"�������������	������
	��	�������"���	 GSTs

6.  +�����;��4��
�������:"�	��  adgste1 ���	�� adgstt1�
����� 2 �"��"� ��� 1 "*���"�+��


�*��=�#�� �������4=��
�������:"�	����>��"���>"�<���4&���-�	<� An. dirus ��� An. gambiae �������	����>�

�"����+���#������������
��+��"�<���4&���-��*��q�����

�
����
���
��

http://203.157.44.67/insect/menu/yunghkonplong.php
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�*��=�#��:"�	����@���J�"� �"� – �����`"��� (gst) ��<���"�����	��������+����
�*


Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ��	�"����& Superscript III �"����&

HotStarTaq ������&��"�&���""��

+��	�� gst ��<�����	����������	���-� GenBank +�����"���

�����
�
�j�j�*� RT-PCR �
�����?�
�*��=�#��:"�	�� gst +���
���:�����"'��"��#� (pET3a) +��

��>�
����!"��
�������"�������	��
�*
 Rapid size screening ������������	�"����&���+������ ����

"��������
�
����"'��"��	j�� +���������	
���	
�����
���"��*��������+���
�������� �
����#�!"�

��
�"����&��@���J�"� �"� – �����`"���  ��<���"����+��	<���#������
�������	:"�"�`�*��

(aggsto1) $�� 93 ��"��'��& ����#�!"��"����&��<�����	����-��*����/��*�"!�� ������� 30 ��"�&����&  +��

��>�/!�"	������	������� Anopheles dirus glutathione S– transferase class Omega sequence 1

(adgsto1)   ��!�"/�����-#�����""����	���  isopropyl – B -D  thiogalactopyranoside �
������

:��������=  28  �*��������������
�����       �����"����&�������""�+�-/�-����;��4�
<=���4=�

����"����&��"����������$�����	
�����?��*4:"�����������/�*�-�

Abstract

The coding region of omega class glutathione S – transferase gene was isolated by

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) using Superscript III, HotStarTaq

and omega class primers.  The RT – PCR product was cloned into expression vector (pET3a).

The recombinant clones were screened by rapid size screening and restriction enzyme

digestions, which were sequenced.  The comparison of deduced amino acid sequence of

recombinant clone showed 93% identity to aggsto1 and more than 30% identity to glutathione

S – transferase class omega from other organisms. Then recombinant clone was named

Anopheles dirus  glutathione  S –  transferase  class  Omega  sequence  1  (adgsto1).

                                    
1 ��
�*/�/���*�	� 
=��*�	�;����& �#��*�	���	����+� "����"������	  �/�	�-#�� 50290
2  �$�
���*+�	�*�	�;����&�<:��� �#��*�	���	�/�	�-#�� "����"��!"� +��#����/�	�-#�� 50200



The expression of adgsto1 showed the presence of 28 kDa band 3 hr after induction with

isopropyl-B-D thiogalactopyranoside. The recombinant protein will be further characterized for

insecticide specificity.

!:�":�

�������	��?���
�*���"���	���/�*�#���������*�+���/!>"���*���<� Plasmodium 4 /�*�������

falciparum vivax ovale ��� malaria ��	���*� Plasmodium ��	<�������"���?���#�-���������/!>"

"�
&���"����	��������	������ �<������/������+����� 400 ����
�  +�������	��?��:������"����

#����������	��
�������	 ��� 2 ����
�  +����	/��*����	��
��>      (����� http://203.157.44.67/insect/

menu/yunghkonplong.php) �����>������"�������+��	<�������"�+����?�"�������!"�#����-����
�

<�

��
�������	  ����-�"���+������	������+���#����>��:�����-/�����������  ������-/�����������/�*�

���	������?���	��������+����j�-#�	<���*�
��������������������/�*���>� � :�>�  ���������������

�������������:"�������#��	�������������
�� 
!" �����������	�:�"���
�"����&��@���J�"� �"� –

�����`"��� (Glutathione S- transferases; GSTs) (Enayati AA. et. al. 2005)

�"����&��@���J�"� �"�–�����`"��� ��?��"����&����
���-��<�����&:"��*����/��*������#��	

��<�����	��� �*	�+�����+��
����#�!"�:"������
���"��*��  #��������� 30 ��"�&����&+�+��"	@�-�

��<�����	����  �"����&��>��#���������
��-��������"�����&+������*4#�!"���"�����	������+�����
��

���	�"	���	��	-�����& �"����&��>�����$�����	
�����?��*4:"����������� ������""�&����

`"��`� #�!"������"	�& (VONTAS J. et al. 2001  ��� Ortelli F. et al. 2003) ���	����/!�"�����*4

��
��@���J�"������?������"����"�<�@�"*�����	-�����& ���-#�j�j�*�+������/!�"�����	�>�������#�!"

���	:�
""�+��������	��"�� �����;��4�	�� gst -��*����/��*�#��	/�*�    ��	�����-�����   �����

�����$������@�
����:��-+����������:�������������������� (����"�, 2547) ���j������������	

��������
�
�:"�	�� gst ��<���"���� -�	<���#��������	:"�"�`�*�� (Anopheles gambiae; An.
gambiae) ���	����������;��4�
<=���4=�����"����& (Ding Y. et. al., 2003) �����>�-�����*+�	��>+��

�
��	�� gst ��<���"����+��	<���#��������	:"���	 (Anopheles dirus; An. dirus) ��!�"-/�-����

;��4�
<=���4=�����"����&��<����>���+������$�����	
�����?��*4:"�����������/�*�-������"��


�
���������#����

1. ��������&��" gst �����!"�! Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

  ���� Total RNA +��	<�������"�:"���	��	-/���� TRIZOL� Reagent (Invitrogen) ������

$"��#��	�"����
+������ mRNA (RT) ��?� cDNA ���	�"����& SuperScript�  III RNaseH- Reverse

Transcriptase ��� oligo(dT) primer (Invitrogen) ��	-/� Total RNA ���������� ��?�����

 +����>�



����
���#&	�� gst ��	-/���
�*
 PCR ���	�"����& HotStarTaq (QIAGEN) ������&��"�&���""��



+��	�� gst ��<�����	����������	��� -� GenBank 
!"

             aggst O1F (5'CAGTTCCATATGAGCAACGGAAAGCATCT 3') ���

             aggst O1R (5'CACCTCCATATGTTACGCCAAGATATCGTAGT3')

�����
�
����#��
!" start ��� stop codon ���������
�
����:������-��
!"
�*��=+�+��  :"��"����&

Nde I (NEB Biolab)

��	"<=#�@�*���-/�
!" ��*�������� 94 "�;�������	� ��?����� 15 ���� +����>� 
!" "<=#�@�* 94 "�;�

������	� ��?�����  30 �*���� (denaturation) ���"<=#�@�* 50 "�;�������	� ��?�����  30 �*����

(annealing) ������	 72 "�;�������	� ��?����� 2 ���� (extension) +�� denaturation annealing

��� extension  ��?� 1 �"
 ������*���"
��"���>�� "�� 34 �"
 +���:���@� 72 "�;�������	� ��?�����  7

����  +����>���'
�_*�*�*	������� –20 "�;�������	�

�*�
���#&j�j�*�������+�������� RT-PCR ���	������ 1% agarose gel electrophoresis �@���

���"'��"���	���	�"����	 ethidium bromide ������"���	-����� UV +����>��	�
�*�<�J*K������j�j�*�

������+�������� RT-PCR ��"��������
�
�

2. ����!�"������!����,
����
<"�
�����&

����	�	�� gst �����"�������	����	�
�*�<�J*K+���+����	/<������'+�@� QIAquick Gel Extraction

Kit (QIAGEN) ����������	�"����&���+������ NdeI +����>������"����"'��"������+����������'
���

�������������"'��"��#� pET3a ���	�"����& NdeI �������#�@�`"��`�""����	�"����& Calf

Intestinal Alkaline phosphatase (NEB Biolab) ��!�"��"����������
���/!�"���"����"�:"����"'��"

��#������	� 
�*�<�J*K+���+��/�����	���
	�� gst
��!�"���	�� gst  ������"'��"��#� pET3a �������/!�"�	��������"'��"��#����	 T4 DNA ligase

(NEB Biolab) +����>�$��	������"'��"��	j��������+������/!�"��:���@� E. coli  DH5� ���	������

Transformation �����������������>	�����&������
�"�#���:'� LB �����	��_*/�����"��*�*�*� (100

�*��*����/�*��; ��./�.) ���"<=#�@�* 37 "�;�������	� ��?����� 1 
!� 
����!"��
������������
���"'��"��	

j��  ��	"�;�	���
����!"�+��:��� (Rapid size screening) ���	������ 1% agarose gel electro-

phoresis ����/*>����"'��"��	j��+���:���-#���������"'��"��#����+��
�!�"����-�"�������+����/��

�������"'��"��#� ����
�������j������
����!"�+��:������������"'��" ����������	�"����&���+������    

BamHI (NEB BioLab)  ��� KpnI (NEB BioLab) ������+������*�
���#&�����
�
�j�j�*� RT-PCR

�������+�"
:���/*>����"'��"������+�����������	������ 1% agarose gel electrophoresis



3. 
��"�:���9�9�+
��!�"������

"��������
�
����	���-/� T7 promoter sequencing primer ��� T7 terminator sequencing

primer j�+�����"��� 2 �*;���������+�-/�-��������"
��?������
�
�:"�	����>�/*>�

4. �������

�+
���"����!�"���

$��	��������*����j������
����!"�+��:�" 2 -� E. coli BL21pLysS ���-/���?�����&�+��
���

���#��
�������""�:"�	����?����������	������ Transformation 
����!"��
������������
���"'��"��	

j�����	����������>	�
�"�#���:'� LB �����	��_*/�����"��*�*�*� (100 ��./�.) ���
�"���`��*
"�

(34 ��./�.) ���"<=#�@�* 37 "�;�������	� ��?����� 1 
!� ����
�������������������>	�-�"�#���#�� LB

�����	��_*/�����"��*�*�*� (100 ��./�.) ���
�"���`��*
"� (34 ��./�.) ���"<=#�@�* 37 "�;�������	�

��?����� 1 
!� ��!�"-/���?��/!>"��*����� (starter) ��	-/��/!>"��*�������*��= 1% :"�"�#���#�� LB -#��

50 �*��*�*�� �����	��_*/�����"��*�*�*� (100 ��./�.) ���
�"���`��*
"� (34��./�.) ���>	�����&
�

�
�!�"��:	����� 200 �"
��"����    ���"<=#�@�* 37 "�;�������	�     +����
��
���:<�����
���	��
�!�� 600

��������������
 0.6 ��*���� isopropyl-B-D thiogalactopyranoside (IPTG) -#���
����:��:���<�

���	 0.1 �*��*�����&/�*�� ��!�"/������������""� +����>���'
����&������� 0 ��� 3 /������#������/�����

��'
����&��������� –20 "�;�������	���!�"-/�-������� Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE) ��"��

��������
�

1. ��������&=�>"��" gst ��� ��!"�!RT-PCR

+�������� 1% agarose gel electrophoresis �
������j�j�*����"'��":��������= 750 
@�

�
�  ����@���� 1

�	
��� 1 ������ 1% agarose gel electrophoresis ��	 M  
!" 100 
@��
�  Molecular weight marker

(Generuler TM 100 bp DNA ladder Plus; Fermentas) ���� 1 
!" j�j�*�+�� RT – PCR

+����>��	�
�*�<�J*K�����"��������
�
� ��!�"����	
���	
�����
�
���������
:�"�@�-� GenBank ����

�
����#�!"�	�� gst ��<���"����:"�	<���#��������	"�`�*�� (Anopheles gambiae gst class

omega ; aggsto1) $�� 87% (520 -� 597) +����>�/!�"��� Anopheles dirus glutathione S– transferase

class Omega sequence 1 (adgsto1)



2. ����!�"������!����,
����
<"�
�����&

��!�"�/!�"���"	�����������	�"����& NdeI �:����
 pET3a ���������	�"����& NdeI ���j���������#�@�

`"��`�""�+�����	 5� (phosphorylation) ����$��	����:���@� E. coli ��	���J<& DH5� ����
������*�

:�>���>�#�� 11 �
���� +����>�������
����!"�+��:���:"������*� +�����
����!"�+�����
�������	��

gst +����� 5 �
�� 
!" �
����� 3 �
����� 4 �
����� 6 �
����� 7 ����
����� 9 +����>�
����!"��
�������

���"'��"��	j���

$@��*;������	���������	�"����& BamHI ��� KpnI #��$@��*;���+����/*>�

:��������= 500 
@��
� ���$��#��j*��*;���+����/*>����"'��"�����= 200 
@��
� �*�
���#&j����

��������*���	j��+����� 5 �
�����	 1% agarose gel electrophoresis +��������@���� 2 �
���

�
�����	�� gst �����

$@��*;��������� �
����� 4 ��� �
����� 9

�	
��� 2 ������ 1% agarose gel electrophoresis ���"'��"������+�����������	 BamHI ��� KpnI

/�"� M1  
!" 100 
@��
� DNA ladder (Generuler TM 100 bp DNA ladder; Fermentas)  M2  
!" 1

�*���
� DNA ladder (Generuler TM 1kb DNA ladder; Fermentas) /�"� 1-9 
!" �����*����"'��"��	

j��:"��
����� 2, 3, 4, 6, 7, 9, 11, 13 ��� 15 ���������	�"����& BamHI ��� KpnI ��������


3. 
��"�:���9�9�+
��!�"������

��������*����"'��"��	j���
����� 4 �
����� 7 ��� �
����� 9 �����"��������
�
� ��������
�
�

���"������������	
���	
��� j��������	
���	
�����
�
��
����
�� 4 ��� 9 �������
�
��#�!"����+��

��!"�-/��
����� 9 ��?������� ��!�"����	
���	
��
 aggsto1 �
����#�!"�$�� 87��"�&��'��& ����@���� 3 

+����>�����#����?����"��*����	������� Bioedit ����	
���	
��
�����
���"��*��:"�	�� gst :"�

aggsto1  ���	�������  ClustalX  ���  GeneDoc �
�����
����#�!"�  93  ��"�&��'��&  (�@���� 4 ���

��������1) ��!�"
����=��������<�:"��������������#�������	�������
"��*���"�&�
�����:��� 

28.8 �*��������

+���������	
���	
�����
���"��*��:"��"����& GST ��<���"����+���*����/��*����� �  �
���

�"�+���"����&��@���J�"� �"� – �����`"���+��	<�������"���	�#�!"�	<�������"�"�`�*������	��

��
����#�!"����
���
���	��
�"����&��<�����	��������-#��������� 30 ��"�&��'��& ��� 50

��"�&��'��& ��������
 (�������� 1) +��
��+����<���"����&��@���J�"� �"� – �����`"���+��	<�

������"�"	@�-���<���"�������#����������
����<�����
����#�!"�:"������
���"��*��  ���
�����

���� 30 ��"�&����&



�	
��� 3 �����������	
���	
�����
�
�:"�	�� adgsto1 ��
	�� aggsto1 �
�������������������������

�	
��� 4 �����������	
���	
�����
���"��*����#���� adgsto1 ��
�����
���"��*��:"�	�� aggsto1

���"��*��������������������������

�������� 1 �������	
���	
�����
���"��*��:"��"����&��@���J�"� �"� – �����`"�����<���"�����
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