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������������� �!�����"	#����������$%������&���'�
�������(��)����������������
�����&�*�������(�+,��-
��#��.,�$�-�
�&��,��*�#�������/
� ���,���.,��!���0���,1�
��(����2�3��������������0�������4�������5TCP�6���!���������4�(��������������
�.,-�
�&��,��*�#�����������7�(�$
��&����
������8����������0�#�������9�����
������!���:,8����4������;��:�,<�-�����������,��(�+,��-�,���.#�, ������,��4�=��,>
3�1?-��������.�8���������������(�+��-���@�8�8�31 �������������5CT�6��:�<�-����� �!�����,����,���(�+��-���&��,��

������ ��A7���������#A�0���?B�����(CTXQ)�����)���������:8����4�0��A7�������(���������C;�:�<�-���(�+,��-����.#� 
�����&�����.#����������������'����.��!�������������	�
������D���-�#�(+��
����.�$�-��E$F��(���0��G.8�����.��%��������

���!��

���	 (������E$F���&A�tcpB�H
����PCR�. �.�$�-!���IJ���#�������
�3'���pET32 a �����
�.���!�"�����,8��
�.E�+�E.coli. BL21(DE3 )plays�����D���-�#�.���K4�����
tcpB�;pET32 a�+#��-��.�������!L�M�����IJ����,8��

�����������*�����3N����8�����4�&�������O-���=
�����?���(����P	���&����)�����B����Q����&��,����&A
�,��#�P,	���)�
������0�����������(�R-
�4�&��IPTG��. ���#��!����D���-�#�(�R-
�4���������,�
����-,�
����7���������,�-Ni-NTA��S�,�B-�

.�����!���2#����0�.#�����7������H
��0������������. �S$'�(�R-
�4�&�*���. ������!��
��������	�(�,,�E-�T�,,�#��$��,,-� �&A,,��3,,����8	,, �&A��$��,,-��,,������&?,,#����,,��H
��,,�tcpB������!

�����E.coli,BL21(DE3), plysS ��������
�pET32a-tcpB�+#��-��. ���
��&A�&����������,�
�IPTG���,7���=��,>�!�
�
�����-��7����-�
���L��-��. �&���(�R-
�4�������
�����Ni-NTA.�����S��B-�!��

����������	����(�R-
�4�.�$�-��#��D���-�tcpB)������?�� ��������:�K4���������������	�
���������.��,�K4�0������,��������
���#��pET32a���7�����#���!��.�$�-�����?�� ��&�*������(�R-
�4�(��������������plysS���������#,����,8����
�0������,�����
3N��32a �pET����&1����E$F��(���������U4!��
��������������	����4)���	�
������)����#0�V���
����4����)0����D���-�#�(�R-
�4)��?�� ����� 
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�

��������
�������	�
�������������������������������������!��(,��
�����������K1?��.#��-=��K����.������������VB���������8��

����������.,����,����0
�,�����#��0������B�5W�!6�����
.,X���YZZ�
�����������[�-
�,��
��,2�-�����. ���'� ��������	�
�0��[�-
��

WO�
�W\]O�����8���,�
���,���������^,	-���5Y!6 ��(�.,�9
���	�
����_������0���WO���
�W\]O��������#��-�����������`
���.,�
&���������8����7�0�����+�����������0����	�
�������,����,��
��3�����8���
��������.#�������.��+8.��������,���U,_�&���'�0��.E��

��&.�� %����������$%�a%���	�
��������������
��3,'������������
����*�#�����9������� b�����&����*�#����(����������`
�����4�

������:,8����4��#�������29�/�#;���������(�+,��-�,���.#�, �:�,<�-�� �
tcp5�toxin co regulated of pilus6�������
�c!�(�R-
�4�(���

�$��-������,��4��d������2�?�����,8����������,��^�,�����,29�/�,#��
������8��
�����������5�\!6 �[�-����4�29�:e�c�������
�� �����������������0�����.E-������������8��&,�������������
����� !��:�+f-�(�������.���g�������������$��,-�(�����������8	 �
N;���"����-�a%����*�����������.,#���h,��
�i$�����4�N;���",����-�

�������.���i$�����4��. ����������� �����,����. ���#��5�j;k�!6�
�
����������#�����29�[�-����4�0��gK����04A�
�4B!������., ��,7��

���!���������(�+,��-����.#� �:�<�-�:8����4���������,���4B�����,h�
��������5�l!6�Tcp�����&�����������:,2��(�R-
�,4������,������,<���

��&����*�#����������,�����
�c���+���9�����
���������,��

������	�
�������&����*�#����mM�������������.,�$�-��,��/
�, 

��(�+��-���.��)������������.,X�
��,�0��,��0��:,��(���A�
����T�,4
��.X�
��0B��������. �3�1?-��!������,���(�+��-��,����=��,>�

��#����A7���������#A�0���?B�CTXQ ����b�������,�����C
����0��A7�������(��TCP�����&������.#����������������'����.���

5n�!6�������31 ������������4�(���Vf#���������0����	�
�����,���
������31 �
�������
�c�
��.�o�4���+���8������7��V2`���(,���

������������
�&+,#���,9�����
�����&��,��*�#���������h�(�R-
�4

�H��.��+�#5�\6.�(�R-
�,4�TCP ��,�4����.,X�
�0����,���,8��
���,�������1-)���������,�*`�&,������������,������0���,��	�
�� �

VPI 5�V.cholera pathogenicity Island6���7������� 5WZ)]�!6
�+,,�f���=
,,�-��,,8�,,$
*���&,,�������,,1��#A���,,8��

���&?#��������	�
���������(�R-
�4�3�+��������X#����.8�tcp�
�������MF����7������h�p�E������X��#�����������,$X��,��4�(,��

��4�������:+�7���5WW�!6�����&?,#��$X�(����.,�8���=
,�-����
��g���$tcp���g���$���
���8�����
0��
�������	�
�����,�������

���g���$��d������+�f���8�����������X��#�(����.�8��3�1?-��
5WW�!6�$��-��8�DNA)tcp��#������^������,8� ����,�$�WO�
�

W\]O��8	 �8��.,#�����d�.1�������0��5WY!6 ��(����,��
������(�R-
�4�(�������������. �3�1?-��������,�����������,�����

�����	+#�#���(���8������ �!�(�R-
�,4 tcpB �����,���,`�-�,��
��4��(� ���q�-��8���#A�#������)������.�.#�����f$���������,��

����������
���������������&����*�#����.c��������E��-��a�+,M�
������ !���(�R-
�4�tcpB��#0
��������
.X�rsj\���������1��&��$�

��* �̀�0�����:2�����	�
�����������!�����(�R-
�,4�(,����.#0��&A�
������WY]l��`�0�������!�����E$F��(�����������<����(���.�$�-�

����,,��0��(�R-
�,,4� E.coli, BL21(DE3), plysS����,,���
��������. ������������ � ��!���(�R-
�4�.�$�-tcpB�����=��>�

D���-�#�����#�������������������������0������?���=E$F������,��0
�&%. �.8��'�!��

��
�
������ ��

�����D,���-�#�(�R-
�4�.�$�-tcpB��������,�����,E$F���,��;
������������!��������������t,�fM-�(,�������������������8

3� �u��������������,�4�����+,#��0���. ���2-��������������������	�

��)&�����?�� �����,���������,��DH5����
���?,�� �����,��������,��� �

E. coli, BL21(DE3), plysS�����)������*����0���=,f�fM-��
��A�$��1-�
����#A����. ���2-���+�0��!������<������
�@,��#����

���(�R-
�4�.�$�-tcpB����.���K4�0��pET32a��. ���������!�.���K4
�����������+�0��A�$��1-�
����#A���.�2������*����0���. ���v�



������������ �!�"#��#�����$%�� ��&���$�'(� )���&�� *��

 ��? 

�.�������2-�!����
0��
���S��B-���	�
����������H
��g������
CTAB/NaCl���7�����#���!���.����H
��(�����������	�
�����������
w����L�M�O��U��(Nutrient broth)��������\l����#���`��

���
�����r����0��.>���CO2���. �������?���!��a���������,���
���7,,,���������,,,���?,,,��&��+,,,#J����0���.,,,�%� �

TE5�Tris 10mM, EDTA 1 mM, pH 8�6�3,X����"��,��
�., 
������������=�$�,��3����
��:�.��L��-�8�(SDS)����:�*,#%�
�
R-
�4��0��K���.,�����*�$�!�������0������,��������,���
0�,�
��

�"��M�CTAB/NaCl5�CTAB 10% 
NaCl 0.7 M��6��x��B�,��
. !�(�R-
�4���8����* �̀�����
�������$���������̂ �,�B��0������,���
�3�7s���7
����s��	+#����31$��3��%
*��WsYksYr �� ����

.�����!DNA������������0������������.�%��31$�����"�#,4
�4
*���
����������"�#,-��L��-�IJ��
�. ������a��lZ�����?,�+ �.,>���

.����!�������DNA��������0��%�"A����0��7
��1$��0�����������
nsZ������7�����.>��TBE������,7������h�������������!����.,f�

DNA���. �S��B-�����0�.,#�������������"�,C������,#�aU,`���,��
x���8��YjZ�
�YnZ�����##�������.�%�!��

�&A�G���,,-�0������,,���,,� tcpB��,,8�����4��,,X��C
��`5Forward�6��Df��
5Reverse6��. ���#�u��

Forward: 5’ TCG AGC TCA TGA GAA AAT ACC AA 3’ 

Reverse: 5’ ACT CGA GAT TTT CAC ACC ATT GA 3’� 

�����������H�,��
���,�� �������0y�G���-���������`������4
���:�*#%�L��-BamHI�����������0y�G���,-�������D,f���,����4�

���� ������:�*,#%�L��-�H���
��sacI��,���! ��&A��,�N1-

tcpB 0������,,���,,���,,��1-��PCR:,,�X������,,2#��rZ�
���7�����#�����$
�1���!����3,������<�_PCR��,��������,hu�rZZ�

�##��0������DNA�����,�������)�d$����,��y�������,����4��,8�0��)�\�
����������)���*����&���0���y��YZZ�������������+,�
0���8�0���y��

����,-�.,�0�R���#��,7=�+)�rsY���:�*,#%�0��.,X�
Taq DNA 

Polymerase�
����7�PCR�10X��.�����zM$�!��������,����,�#��
���������. PCR�����=��>u�������������$
��]k�������#,���,`���

��������=.����r�����,f�h��5���31�,���,�6)������
���,�X���PCR�

�������3� �31����8����31������0��31?��u���&������-#�5]k�
���#���`����������������=.�����f�h6��)������,��,8�����4�"Q-�

DNA����d$��5jk����#���`�����������������,f�h���,��=.,���,�6)�
����G.8�&A���N1-5lY����#���`�����������������,f�h�����=.�6�

�. ���#��!����������2#���N1-���X��lY�����#,���`���������,�����,�
��=.�r����f�h�����. ���7����<#����!�����,2#��,�������"�Q,M�

PCR��������0��%�"A��
�����0��7
��1$����W�{���I��,-��7����;
�������.���;�EDTA�(TBE)����,7�����#���!�����,���#��,����
��0��7
��1$��t��C�0����@,#��0������������.,�-��"�,�M��,���*,��%

.��
��)�I#��-��d������&%��.8?� ����-,����$UV���,�#��
�7���!���"�QM��S��B-PCR���������S�,�B-��,���0��������

������H����� �0���. ���2-5Roche�6�������,���g��������3,�E$�
��.#0����� �����,7����,�#���!�&�,�������&A��0,�tcpB�����

��.���K4pET32a�����D�-�-�����0��. ���#�u����"�QM���.����PCR�
�:�*#%����8���BamHI���
�sacI��������3,h#����IJ��
�. ������H����

�����
��. ���v�.����!�����(��8���*�#�|�7�.���K4���:�*,#%���,8�
��. ������H���!�����&A�"Q,-��3��tcpB�������,��.��,�K4�(,�������

�:�*,,#%�0������,,��T4 DNA ligase�=���,,X����Wj��,,`���
��#�������������0
���#	 ����=.�����,7�����#��!��.��,�K4

pET32a - tcpB����D�-�-"��������8�.E�+�����?,�� ����,���
�����DH5�������
�plysS�., ����
�! �-����,��}����M,>�.,�

����&A�.�-�R���#�G���-������������"�QM��0���.�%�PCR����'��
�K4��.��pET32a-tcpB)����, ���� �(,7�&A���",����&��
%

.����!������<���-
�4�.�$�-R(� tcpB)�.��,�K4�pET32a-tcpB �
����������plysS������
�. ����
����� � �����=.�����0
���#	 ����

�����L�M����wO��U�. ������?����=���X����
°C\l���,��
�����3h�.X����1� ��
�WlZ����,7�����h��
��!������,1����0��I,4

����.E-�����8�.����D����.X����5OD 0.6�6���,��"��M�
��������y��IPTG���������&��+#J����������0�.#���������������7,c��

��.������������2#��<�_�IPTG����������������.�����y��!��29
�&�
*,,7��0��I,,4���,,�IPTG ����,,��a�,,����,,8��,,�

������A������#�RPM�kZZZ�RPM����������:�#�=.�������������



���������	�
������������������������ �������������������

 �!@ 

.�%�!������������������,��a����0��7
��1$��0��~f$������#������
��"A��
����WY���.>��SDS-PAGE��.�����������!���S�,�B-

����������0�����������(�R-
�4Ni-NTA�����3�E$����,���g������
����.#0����� 5&A���6����,7����,�#��!����(�R-
�,4�&�*,��

��������0�.#�����7�����H
��0������������. �S$'����.,���������
����#�&%�������
�����-
�4�0��7
��1$��0�����������*R�����
���,��(�

�"AWY.>����SDS-PAGE�������. !��
��

!������
���<�_DNA�����
0��
���������,������������,��0���.,�%�

���	�
�����,���µg/ml�rZZ����.,�������
%�,���!���0���
0�,�
��
����������	�
�����������
�. �S��B-�����&���������N1-�������d$��

��&AtcpB�����7������h��������������!��������,�N1-�&A��,EFh��0�.#
���L��-���7�PCR���������������������+�f����WY]l���0,����`��

����531 W!6�������<���-�}����������,�����*,�#�
���7����N1-�&A�.��
���. ��X��C��8�����4)����������,���,<#������&A��
X�.���K4�

���  (7�&A��.,�����"����&��
%!�����,������&?,#�T�,�#�
�"�QM�PCR�8	 ��,�����0�������&A���,C����! ��(,�����

��������,��0������,���,���,E$F��E. coli, BL21(DE3), plysS�
��(�R-
�4tcpB��L�M�������8�f$������������h����0�����������B��
���7��531 Y!6�����L�M������<#������(�R-
�4��8����,��B���
��f-�T��#��	����������&?,#�����2�?,���!���(�R-
�,4tcpB����&0
�,�
��$�1$�� KDrsj\ f$��L�M�����D����)��������,�
���,���
Ni-NTA. �S��B-�531 \�!6������,�E. coli, BL21(DE3), plysS�

�������:�*#%�0���'���(� �.#������8������&�*,���������h�0R-
�4��
�����.���&������(�R-
�4�0����y��!������:�+,��������������pET�

����&����������#,����8����
�(��-.��-�.h�0���1��)����(�R-
�,4�
tcpB��.�����.�$�-�!����#,�����,��
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Abstract 

Background & Aims: Vibrio cholerae is a gram-negative bacterial pathogen that causes cholera disease. 

Following ingestion�by a host and entry into the upper intestine, V. cholera�colonizes and begins to emit 

enterotoxin. One of the most pathogenic factors of Vibrio cholera is toxin-coregulated pili (TCP). Toxin-

Coregulated pili is as the primary factor requiered for the colonization and insistence of bacteria in the small 

intestine. The�toxin-coregulated pili are bundle-forming pili that are coordinately regulated with cholerae 

toxin (CT). The CT operon is part of the genome of the cholera toxin bacteriophage (CTXQ) which utilizes 

TCP as its receptor. The aim of this study is to produce a recombinant vaccine for V. cholerae in the future. 

Methods: The tcpB gene was amplified by Polymerase chain reaction (PCR) method and subcloned into 

pET32a expression vector. Escherichia coli BL21 (DE3) plysS competent cells were transformed by 

pET32a - tcpB recombinant plasmid. In different media with changing the parameters of nutrient content like 

glucose as carbon source and yeast extract as nitrogen source, protein expression was induced by using 

IPTG. Recombinant protein were purified by affinity chromatography (Ni-NTA). The concentration of 

Recombinant proteins measured according to Bradford assay. 

Results: The sequencing results by Sanger method showed a similar sequence as tcpB gene. Escherichia 

coli BL21 plysS was transformed with TCPB-pET32a and gene expression was induced by IPTG. The 

expressed protein was purified by affinity chromatography and Ni-NTA kit.�

Conclusion: Recombinant protein tcpB was produced in the cytoplasm of Escherichia coli BL21 plysS, by 

pET32a expression vector. Therefore, utilization of this protein in Escherichia coli BL21 plysS by 

expression vectors such as pET32a is possible. 

Keyword: pili, Vibrio cholerae, Polymerase chain reaction (PCR), Recombinant proteins, Escherichia coli 
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