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  7931فروردین  رماهچی  /هفته486ی  و ششم/شماره  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان

 22/6/6937تاریخ چاپ:  21/3/6931تاریخ پذیرش:  4/7/6931تاریخ دریافت: 

  
 با استفاده از پروموتر خود القایی Escherichia Coli در سیستم بیانی YY(3-36)تولید پپتید 

 
 3، اعظم حدادی3، ناصر هرزندی2یئبمب ژنیب، 1امیرحسین مومن

 
 

چکیده

های  داروها بر اساس رهنمودهای سازمان (، در توليد زيستIPTG) Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosideاستفاده از القاگرهای سمی، مانند  مقدمه:

به عنوان يک  YY(3-36)يد های بيانی خود القايی برای توليد پپت ی حاضر با هدف ارزيابی و بررسی امکان استفاده از سيستم باشد. از اين رو، مطالعه نظارتی ممنوع می
 .انجام شد Escherichia coli یانيب ستميدر س (APIيا  Active pharmaceutical ingredientی دارويی ) ی اوليه ماده

نيز با  YY(3-36)ی  سنتز شد. ژن کد کننده pUC18های اطلاعاتی به دست آمد. سپس، توالی مورد نظر در وکتور  پروموتر خود القايی با استفاده بانکتوالی  ها: روش

ای سيگنال ترشحی آنزيم آسپاراژيناز در قسمت بالادستی ژن  اسيد آمينه 22پروموتر قرار داده شد. البته، جهت بيان خارج سلولی، يک توالی  9’یسنتز پرايمر در انتها
بيان ژن  ی با مقايسه ،سپس .برای انتقال ژن به باکتری استفاده شد pUC18 از وکتور Escherichia coliسازی باکتری  آماده پس ازپپتيد مورد نظر قرار داده شد. 

 .با استفاده از ژل الکتروفورز بررسی گرديد IPTGبه عنوان شاهد مثبت، بيان پپتيد در دو حالت خودالقايی و استفاده از  pET22پپتيد در سيستم بيانی 

 .مولار( مناسب بود ميلی 6با غلظت  IPTGميزان بيان با پروموتر خود القاگر در مقايسه با شاهد مثبت ) ها: یافته

 .باشد ی بالا می داروهای با ارزش افزوده ی حاضر حاکی از سهولت و اقتصادی بودن کاربرد پروموتر انتخابی در توليد زيست های مطالعه يافته گیری: نتیجه

 ، پروموترYY، پپتيد Escherichia coliباکتری  کلیدی:واژگان 

 
با استفاده از  Escherichia Coli در سیستم بیانی YY(3-36)تولید پپتید  .، هرزندی ناصر، حدادی اعظمژنيب یئبمبمومن اميرحسين،  ارجاع:

 668-629(: 418) 91؛ 6937مجله دانشکده پزشکی اصفهان . پروموتر خود القایی

 

 مقدمه

اغلا  بام میا ان     ،هاا  ولید محصولات دارویی مهم از منابع طبیعی آنت

تولیاد ایا    . گیارد  بالایی صاورت مای   ی مبسیار اندك و با صرف ه ین

راه  ،شود. بنابرای  های سالم بسیار کم انجام می توسط سلول ها پروتئی 

های مهندسای ننتیا     استفاده از روش ،تر برای نیل بم ای  هدف آسان

ای بارای تولیاد    هاای گساترده   های اخیار نیا  پاشوه     است. در سال

ننیا ،   ها، حیوانات ترانس داروهای نوترکی  از طریق میکروارگانیسم

 .(1) دریایی مورد توجم قرار گرفتم است گیاهان و جانداران

های بیاانی متتلفای    های نوترکی ، سیستم منظور تولید پروتئی  بم

. (2) اناد  بارداری شاده   طور تجاری بهره توسط دانشمندان استفاده و بم

 Escherichia coli های بسیاری برای استفاده از سیساتم بیاانی   م یت

نیسام ارزشامند بارای تولیاد     بم اثبات رسایده و آن را یا  میکروارگا  

هاای   های نوترکی  در سطوح بالا باقی گذارده اسات. ویشگای   پروتئی 

در  ریا تکث ،ایا  بااکتری   ی هشاد  شناختمبسیار فی یولونیکی و ننتیکی 

 ی هشااد ورزی آن، داناا  اثبااات دساات کوتاااه، آسااان بااودن زمااان 

هااای  ظرفیاات بااالا باارای تجمااع پااروتئی  ،نهایااتدر فرمانتاساایون و 

 ،(از محتاوای پاروتئی  کال سالولی    درصاد   22بای  از  تا نوترکی  )

Escherichia coli  هاا جهات تولیاد     را یکی از پرکاربردتری  می باان

هااای  . بساایاری از پااروتئی (2-3) پااروتئی  نوترکیاا  ساااختم اساات

گلیکوزیلام   خاود را در شاکل غیار    فعالیت زیستی کامال  ،یوکاریوتی

توانند تولید شوند.  می Escherichia coliدر  ،کنند و بنابرای  حفظ می

بیاان پریلالاسامی، افا ای  میا ان      نظیر ها برخی از پیشرفت ،علاوه بم

پااروتئی  باام شااکل محلااول و تولیااد پااروتئی  بااا تشااکیل باناادهای  

 .(4-5) پذیر ساختم است سولفیدی صحیح را امکان دی

 مقاله پژوهشی
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نوترکی ، نن هدف بم پروموتری قابل کنتارل   DNAآوری  در ف 

شاود و فرایناد    شود. ای  پروموتر، با اف ودن القاگر فعال مای  متصل می

، مالتوز IPTGگردد. در بیشتر موارد، القاگر نظیر  برداری آغاز می نستم

شاود یاا از طریاق غشاای      و یا تتراسایکلی  توسط سلول جاذ  مای  

(. القاگرها، همچنای   6-7نماید ) سیتوپلاسمی بم درون سلول نفوذ می

ها مانند کاه  ناگهانی دماای کشات باشاند.     ی تن  دستمتوانند از  می

ی بیانی، پروموتر باید بم شدت تحات کنتارل باشاد. بام      در هر سامانم

گر، لازم است در نبود القاگر می ان بیاان بسایار پاایی  و باا     عبارت دی

درصاد کال    12-32اف ودن القاگر می ان بیان بسیار بالا باشد تا حدود 

 (.8-9پروتئی  سلولی حاصل شود )

بم طور کلی، سم نوع پروماوتر شاامل پروماوتر باا القااگر ویاشه،       

و  رشااد و تحاات تاان  خااا   ی مرحلاامپروموترهااای وابسااتم باام 

 (.12-11وجود دارند ) القایی وموترهایی با توانایی خودپر

، سعی بر تولیاد پلاتیاد   YYدر ای  تحقیق، با توجم بم اهمیت نن 

YY(3-36)        از طریق سیستم بیاانی باکتریاایی شاد. ایا  پلاتیاد، توساط

شود کم باا همکااری پاروتئی  گارلی       و ایلئوم تولید می Lهای  سلول

(Gerlinسب  ایجاد احساس سی ،)شود کام خاود باا     ری در انسان می

شاود.   ها می تأثیر بر بت  هیلاوتالاموس مغ ، سب  ترشح ای  پروتئی 

طراحی وکتور بم نحوی صورت گرفت کم با استفاده از پروموتر خاود  

 نباشد. IPTGالقاگر، نیازی بم پروموتر 

هاای بیاانی نظیار سیساتم      یکی از مشکلات عمده کم در سیساتم 

وجود دارد، اساتفاد از القاگرهاایی همچاون     Escherichia coliبیانی 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTGمی )   باشد. ای

القا کننده، سمی است و از آن جایی کم در تولید پلاتیدهای دارویی ای  

ی حاضر با هدف ارزیابی و بررسی  ای دارد، مطالعم مسألم اهمیت ویشه

 هاای بیاانی خاود القاایی بارای تولیاد پلاتیاد         امکان استفاده از سیساتم 

YY(3-36)    ی دارویاااای   ی اولیاااام باااام عنااااوان یاااا  ماااااده 

(Active pharmaceutical ingredient  یاAPIانجام شد ). 

 

 ها روش

 در آن انی  ب یبررس   و pUC18 ی سازواره ساخت و یطراح( الف

Escherichia coli:  ی آنا یم   نن کد کننادهYY-36    کلاون شاده در

 Escherichia coliپاس از بیاان در بااکتری     PUC18ی بیانی  سامانم

بیاان شاد. بناابرای ، در    ای  بام صاورت اجساام تاوده     BL21ی  سویم

ی سایگنال پلاتیاد    ی حاضر تصمیم بر ای  شد کم نن کد کنناده  مطالعم

ی آنا یم   ترمیناال نن کاد کنناده    N–ی  بام ناحیام   ANSB IIپروتئی  

 (S-YY-36)ننای   ی متصل شود و ای  سازه YY-36ی  محدود کننده

ساازی شاود تاا در نهایات      سان هم pUC18پس از ساخت در حامل 

 ANSBساختم شود و سیگنال پلاتید  pUC18-S-YY-36 ی سازواره

II  با استفاده از سیستم انتقالSEC را بم محایط کشات بااکتری     پلاتید

هااای بیااان شااده باام ف ااای خااار  از   انتقااال پااروتئی  .ترشااح کنااد

هاا در سیتوپلاسام و گیار افتاادن      سیتوپلاسم، مانع از تجماع پاروتئی   

 ANSB IIشود. سایگنال   ای می اجسام تودههای بیان شده در  پروتئی 

در مطالعات گذشتم نی  استفاده شده است و چند پروتئی  با استفاده از 

 .(12-13اند ) ای  سیگنال بم محیط ترشح شده

 پلاس ییدی  DNA پذیرش برای مستعد های باکتری ی تهیه (ب

های می بان، بام روش زیار    بم داخل سلول DNAبرای انتقال  :خارجی

هاای   و سارما اسات، سالول    CaCl2 کم روش فی یکی مبتنی بر نما  

ی  کلنی از کشات بااکتری   (. بم طور خلاصم، 14)مستعد تهیم شدند 

Escherichia coli ی میساااو BL21  لیتااار محااایط  میلااای 3در  

Luria-Bertani (LB  مایع بادون آنتای )       بیوتیا  کشات داده شاد و ایا

 222زن  باا دور هام   Shakerکشت بم صورت شابانم در انکوبااتور دارای   

بم منظاور کنتارل   . گراد قرار گرفت ی سانتی درجم 37دور در دقیقم و دمای 

بام داخال سالول و همچنای ، بررسای عادم        DNAتغییر شکل و انتقاال  

تراریتتی شامل انجاام مراحال تغییار     های مستعد دو واکن  آلودگی سلول

انجاام مراحال تغییار     شکل بدون اف ودن پلاسمید بم عنوان شاهد منفای و 

 بم عنوان شاهد مثبت انجام شد. YY-36حامل فاقد نن  DNAشکل با 

 دییتأ و IPTG با YY-36 ی کننده محدود میآنز ژن انیب یالقا

 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel کیتکن با انیب

electrophoresis (SDS-PAGE)  

 ب ا  آن در انی  ب یالق ا  و Escherichia coli یب اکتر  کش ت 

IPTG:  کشت باکتریEscherichia coli ی بیاانی   سویمDE3  دارای

 YY-36کام در آن نن   pUC18پلاسمید ) pUC18-YY-36ی  سازه

هاای حاصال از تغییار     ، ی  کلونی منفارد از کلاونی  (کلون شده است

و در صاورت لا وم    LBلیتار محایط کشات ماایع      میلی 12شکل در 

میکروگرم/میکرولیتر کشت داده  122سیلی  با غلظت  بیوتی  آملای یآنت

در انکوبااتور دارای  ( سااعت  16)شد و برای رشد بم صاورت شابانم   

Shaker   ی  درجاام 37دور در دقیقاام و دمااای   182-222بااا شااتا

 .(1، 14گراد قرار داده شد ) سانتی

 Polymerase chain reaction) ی راز یپل یا رهیزنج واکنش مراحل

در دو واکان    PCRی اول  در ای  مطالعم، ابتدا در مرحلام  :(PCR ای

PCR ی  مج ا، نن کد کنندهYY-36 و نن سیگنال پلاتیدAnsB II   بام

 YY-36F2 کماااااااااا  پرایمرهااااااااااای اختصاصاااااااااای 

(GGGGGAATTCTGAAACTGCCGGAAACCG و ) 

YY-36R5 (GGGGCTCGAGCTTACACGCGCCAGCACA) 

( ای  دو نن بم هام  2و  1ی دوم )جدول  مرحلم PCRتکثیر شد و در 

متصل شدند؛ بدی  نحاو کام باا شاروع مرحلام دوم و ساوم قطعاات        



 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 E. coli بیانی سیستم در YY(3-36) پپتید تولید

 

 و همکاران امیرحسین مومن

 721 7331چهارم فروردین ی  / هفته466ی  / شماره 36سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

بکادیگر متصال مای شاوند و     کوچکتر تشکیل شده در مرحلم اول بم 

 .آمده است 1مراحل در شکل .  ی  قطعم ب رگتر را تشکیل می دهند

 

 Polymerase chain reaction . اجزای مورد استفاده در واکنش1 جدول

(PCR )در حضور آنزیم Pyrococcus furiosus (Pfu) 

 (تریماکرول) ریمقاد  باتیترک

Pfu master mix - 
 7 (ng/μl 71 غلظت با) Forward مریپرا
 7 (ng/μl 71 غلظت با) Reverse مریپرا

 غلظت)با  (pUC18-YY-36) الگو

ngr/μl 5-7) 

7 

H2O  21بیشتر از 

 

 یدر ب   اکتر pCU18-YY-36 ی س   ازه انی   ب یبررس   

Escherichia coli:    یاا  کلااونی صااحیح تراریتاات در ح ااور

لیتر مناسا  در محایط    میکروگرم بر میلی 122سیلی   بیوتی  آملای آنتی

LB  لیتار   میلای  52لیتار از آن بام    میلی 5کشت داده شد و سلاس می ان

 OD600nmوقتای کام   . بیوتی  مناس  تلقیح شد حاوی آنتی LBمحیط 

مولار القا  میلی 1با غلظت  IPTGرسید، با  4/2 حدود محیط کشت بم

های قبل و بعد از القا تهیم شاد و پاس از    از کشت باکتری، نمونم. شد

ساانتریفیون باا شاتا      سونیکیت کردن محیط کشات و لیا  بااکتری،   

ی آن نمونم تهیم  دور در دقیقم انجام شد و از رسو  و سرباره 12222

 Sample bufferهای تهیام شاده بام میا ان مناسا        بم نمونم. گردید

دقیقام در آ  جاوش،    12ضافم شد و پس از قرار گارفت  بام مادت    ا

 .آمید آماده شد اکریل ها روی نل پلی نمونم

 

 YY-36ی استفاده شده جهت تکثیر ژن  . برنامه2 جدول

تعداد 

 چرخه
 مرحله  دما  زمان 

 سازی اولیه  واسرشت گراد ی سانتی درجه 34 دقیقه 5 7

 سازی واسرشت گراد ی سانتی درجه 34 دقیقه 7 31

 اتصال گراد ی سانتی درجه 63 ثانیه 31

 طویل شدن گراد ی سانتی درجه 12 دقیقه 7

 طویل شدن نهایی گراد ی سانتی درجه 12 دقیقه 5 7

 

 یترش ح  یپروتئین با استفاده از ت وال  یخارج سلول ح( ترشج

های نوترکیبی، م ایایی  محصولات ترشحی پروتئی  آنزیم آسپاراژیناز:

کنناد. بام عناوان مثاال،      را نسبت بم محصولات سیتولیتی  فراهم مای 

ی پروتئی  مترشحم بعد از جدایی توالی نشاانم   انتهای آمینی باقی مانده

ی سیگنال پلاتیدهای خا ، باا محصاول طبیعای نن یکساان      بم وسیلم

پلاسامی نسابت بام     باشد. همچنی ، فعالیت پروتئازی در ف ای پاری 

 دهد. تر رخ میف ای سیتوپلاسمی کم

مشتص گردیاد و   SDS-PAGEدر آخر، بیان پروتئی  بم روش 

   مورد ارزیابی قرار گرفت. IPTGمی ان بیان در مقایسم با القاگر 

 

 
 دهد. را متصل به پلاسیید نشان می YYی ژنی پلاسیید هیراه با پپتید متصل شده؛ فلش کوچک، پپتید  . نقشه1شکل 
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AGCGGGGCTGGCGTCAGCCAGCTTCCACTTAAGCGAGATCTATATCGGCATCGGTTAGCCATAACCATTTTACCTGTCCG 

GCGGCCTTAATACCTTGATCAGATGGTTCGTGGTGTTGTTACCTTGCCGAAGGGCACCGGTAAAAATGTTCGCGTCGGTG 

TTTTCGCCCGTGGCCCGAAAGCTGAAGAAGCTAAAGCTGCTGGTGCAGAAGTTGTCGGCGCAGAAGACCTGATGGAAGCC 

ATTCAGGGCGGCAGCATTGATTTCGATCGTGATGCCCTTTATACTGAAATTGCCTTGCGCTGCCATAATGAAGCAGCCTC 

CGGTGTTTTGGCAGATTTAAAATACTTGACATATCACTGTGATTCACATATAATATGCGGAGGTACCCACCATATGGAG 

                                  M E 

TTT TTC AAA AAG ACG GCA CTT GCC GCA CTG GTT ATG GGT TTT AGT GGT GCA GCG CTA GCC GCC  

 F  F  K  K  T  A  L  A  A  L  V  M  G  F  S  G  A  A  L  A  A 

AAA CCG GAG GCT CCA GGC GAG GAC GCG AGT CCG GAG GAA CTG TCG CGC TAC TAT GCC AGT CTC  

 K  P  E  A  P  G  E  D  A  S  P  E  E  L  S  R  Y  Y  A  S  L  

CGT CAC TAT CTG AAT CTG GTG ACG CGT CAA CGC TAC TGA TAG TAG CTCGAG 

 R  H  Y  L  N  L  V  T  R  Q  R  Y  *  *  * 

 ی ژنی های برش طراحی شده در سازه به هیراه جایگاه YY(3-36)پپتید  ی پروموتر و ی اسیدهای آمینه . توالی نوکلئوتیدی و ترجیه2شکل 

 

 ها افتهی

ی ننی طراحی شده مطابق شاکل   سازه :YY(3-36) پپتید ژن یطراح -1

، باا تغییار تاوالی    2گذاری شد. مطابق شاکل   جای pUC18در وکتور 

پروموتر کم با رنگ آبی در ابتدای جایگاه برش مشتص شاده اسات،   

بام   IPTGپروموتر خود القایی مورد آزمای  قرار گرفت و با پروموتر 

 عنوان شاهد مقایسم شد.

گفتام در پروماوتر، پلاتیاد در ساطح      با تغییر توالی پای   :دیپپت انیب -2

 نشااان داده  3ی بیااان پلاتیااد در شااکل   مناساابی بیااان شااد کاام نتیجاام   

 شده است.
 

 
و  12، 6های  ی بیان پپتید در زمان . تصویر الکتروفورز بیان پپتید؛ مقایسه3شکل 

( با بیان استاندارد تحت 6و  2، 2ساعت توسط وکتور خود القایی )خطوط  22

 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG )القای 

 باشد. (، خط یک نیز استاندارد وزن مولکولی می7و  5، 3)خطوط 

 

 حثب

هاا را کنتارل    کام رونویسای نن   DNAعناوان تاوالی از   پروموترها بم 

ها و حفاظ تعاادل    س ایی در تعیی  می ان بیان پروتئی  کنند، نق  بم می

سالولی و فی یولاونی سالول از نظار رشاد، تقسایم سالولی و تولیاد         

های ثانویم بر عهده دارناد. نقا  پروماوتر در تعیای  میا ان       متابولیت

یکای از   lacگاردد. پروماوتر    دستی آن، بارز مای  رونویسی توالی پایی 

تاری  پروموترهاای موجاود در بیولاونی      تاری  و پار مصارف    قدیمی

هاای جدیاد    باشد. در ای  مطالعم، توالی آوری می ف  مولکولی و زیست

بررسی گردید. تاوالی پروماوتر    lacگ ینی توالی پروموتری جهت جای

اسااات.  -35و  -12ی اصااالی  شاااامل دو منطقااام  lacاساااتاندارد 
acccaggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtggaattgtgagcgg 

 را  -35ی  و رناگ آبای روشا  منطقام     -12ی  کم رناگ ساب  منطقام   

 دهد.   نشان می

هاای   بررسای تاوالی  البتم، مطالعاات دیگاری نیا  در گذشاتم بام      

 Heiss. بم عنوان مثال، احتمالی دیگری از پروموترها اقدام کرده بودند

 یباااااکتر درو همکاااااران، پروموترهااااای القاااااگر متفاااااوتی را  

Lactobacillus plantarum قرار دادند و باا توجام بام     یبررس مورد

نتایج بام دسات آماده، پیشانهاد دادناد کام در مقیااس صانعتی، ایا           

 (.15نجام شود )تحقیقات ا

در همی  راستا، پروموترهای متعددی معرفی شدند کم در سیستم 

ی القااگر ایا     کام مااده   T7IPTGپروموتر  Escherichia coliبیانی 

 ،های با مصارف انساانی   برای تولید پروتئی هنوز  . البتم،پروموتر است

نیاز بم پروموترهای جدید کم نیاز بم القااگر نداشاتم باشاند، احسااس     

تاوان باا    ی ای  است کم می ی حاضر نشان دهنده شود. نتایج مطالعم می

ها توسط  تغییرات نوکلئوتیدی در پروموترهای نم چندان قوی، بیان نن

 ای  پروموترها برای پلاتیدهای دارویی را القا نمود. 

  نل از آمااده دساات باام نتااایجکاام   یااا یینهااا یریااگ جاامینت

SDS-PAGE کام  دهاد  مای  نشان را پلاسمید از خوبی نسبت بم بیان 

کناد. باا توجام بام میا ان بیاان توساط         مای  برطارف  را IPGT بم نیاز

باشد، توالی پروماوتر اساتفاده شاده در     کم خود القاگر می T7پروموتر 

بود کم با توجم بم شاکل   attcacatataatatgcggaggtacccای  مطالعم 

XhoI 

NheI 

1     2     3     4     5      6   7 
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گذاری ای  توالی بم نحوی بوده است کم بهتری  باازدهی   محل جای 2

 را داشتم باشد.

شود کم با تغییراتای در تاوالی خاود القاگرهاا، امکاان       پیشنهاد می

ی ای  تاوالی   تر و کاراتر بررسی شود. مقایسم ی پروموترهای قوی تهیم

را  -11تاا   -8دهد کم بازهای موقعیت  نشان می T7با توالی استاندارد 

بام عناوان القااگر     IPTGتوان تغییر داد و در عی  آن کام نیااز بام     می

ای دست یافت کم ایا  امار،    توان بم ی  بیان پایم شود، می برطرف می

ی دارویی مفید باشاد. البتام، در تحقیقاات     تواند در مورد مواد اولیم می

پرداخت کم هناوز امکاان    -35ی  های منطقمتوان بم نق  باز بعدی می

 شود. سازی در آن بم شدت احساس می بهینم

باشد کم البتم در  می tttaca، ای  منطقم شامل T7در سیستم القایی 

استفاده شده است. در تحقیقاات   atacttسیستم بیانی حاضر، از توالی 

های دیگار اساتفاده    توان از توالی استاندارد یا از سایر توالی بعدی، می

ی  کام در آن کلیام   RNAهاای تعیای  تاوالی     نمود. امروزه، با تکنیا  

RNAشوند، بم شناساایی پروموترهاای جدیاد     های سلولی تعیی  توالی می

هاای اطلاعااتی    ر بانا  توان باا کنکااش د   کم  شایانی شده است کم می

ها، اقادام بام شناساایی و آزماای       حاوی اطلاعات خام ای  دستم از توالی

و  Conwayمی ان بیان پروموترهای کمتر شناختم شده نماود. بارای مثاال،    

را  هاای میکربای   همکاران، توانستند با استفاده از ای  تکنی ، ساختار اپرون

 .(16هند )با دقت بالای غیر قابل انتظاری نمای  د

 

 تشکر و قدردانی

پشوهشاگاه ننتیا  و    از تمامی اع ای هیأت علمی و کارکنان محترم

الم کریمی کام ویارای     همچنی ، از آقای دکتر لطف وآوری  ف  زیست

ی انگلیسی را قبول زحمت نمودند، تقادیر و تشاکر بام عمال      چکیده

تتصصای   ی دکتاری  نامام  آید. ای  مطالعم در راستای دفاع از پایاان  می

 .میکروبیولونی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کر  صورت پذیرفتم است
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Abstract 

Background: Application of toxic inducers, i.e. isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), for production 

of biopharmaceuticals has been prohibited by regulatory agencies. Here, we sought to evaluate the feasibility of 

a self-induced expression system for production of YY(3-36) peptide as an active pharmaceutical ingredient (API) 

in the Escherichia coli expression system.  

Methods: The sequence of self-induced promoter was obtained from Data banks, and synthetized in pUC18 

vector. The nucleotide sequence of YY(3-36) was inserted downstream of the promoter, after the 22 residue of 

asparaginase II signal sequence. The expression of the peptide was compared with pET21 harboring the same 

construct under isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside induction in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). 

Findings: The expression of target peptide was comparable with isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (1 mM) 

expressed peptide. 

Conclusion: Our results demonstrate the ease and economical application of used self-induced promoter as an 

alternative system in production of high value added biopharmaceuticals. 
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