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مناسب در  يعنوان انتخاببه EpEXمولد  بيمخمر نوترک يانيب هيساخت سو

 و درمان سرطان صيتشخ

)M.Sc Student(*)Ph.D()Ph.D()Ph.D( 

 رانيتهران، ا ،يتهران، دانشگاه آزاد اسلام يعلوم پزشک ن،ينو يهايدانشکده فناور ،يوتکنولوژيگروه ب -1

 رانيتهران، ا ،يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده داروساز ،ييدارو يوتکنولوژيبخش ب- 2

 راني، تهران، ارانيپاستور ا تويانست ،يوتکنولوژيب قاتيمرکز تحق ،يپزشک يفناور ستيبخش ز-3

  رانيتهران، ا ،يتهران، دانشگاه آزاد اسلام يعلوم پزشک ،ييعلوم دارو قاتيتحق مرکز -4

 ده يچك
با منشأ  يآن در اکثر تومورها انياست که ب ييغشا نيکوپروتئيگل کي (EpCAM) اليتليسلول اپ مولکول چسبان هدف:

هدف مناسب  کيعنوان به يکيمونولوژيا يهاها با کمک روشو درمان سرطان ييدر شناسا توانديو لذا م ابدييم شيافزا ياليتلياپ
 سيپاستور ايکيپگذشته مخمر  يباشد. در دو دههيم تياهم زيحا يعيبه فرم طب نيئپروت نيا بينوترک ديتولکار گرفته شود. لذا هب
مطرح  بينوترک يهانيپروتئ ديدر تول جيرا زبانيعنوان مبه ،يوتيپستاندار و پروکار يانيب ستميهر دو س يايدارا بودن مزا ليدلهب

 .شده است اختهس EpCAM يکننده بخش خارج سلولانيب ايکيپمطالعه  نيبوده است. در ا
 pPICZαBوکتور  XbaIو  XhoI يهاميآنز يبرش يهادر محل EpEX نيمولد پروتئ يکدون يشده نهيژن بهها: مواد و روش

و با استفاده  PCRمثبت با کمک  يهاوارد شد. کلون GS115 هيدر سو ونيبا کمک الکتروپوراس بيشد. سازه نوترک يسازهمسانه
 .شدند يابيارز AOX1مربوط به ژن  مرياز جفت پرا

 XhoI يهاميبا استفاده از آنز يميآنز زيو آنال يابييبا استفاده از توال pPICZαB-EpEX بيصحت ساخت سازه نوترکها:يافته
 يحاصل از غربالگر جيشد. نتا دييجفت باز( تأ 698و  3651 يباندها)  BamHIنيچنجفت باز( هم 843و  3506 يباندها) XbaIو 

جفت باز( در  1345و  2200حضور دو باند ) يدهندهکار گرفته شد، نشانهب AOX1 ژنمربوط به  مريدو پرا کهي، زمانPCR هيبر پا
 .بود بينوترک يهاکلون

 ديدر تول توانيساخته شده م هيسو نيشد. از ا دييمطالعه تأ نيدر ا EpEXشده مولد  يمهندس هيساخت سو گيري:نتيجه
 .استفاده کرد يو درمان يصيجهت اهداف تشخ EpEX بينوترک نيپروتئ
  

 ، سرطانEpEX ،Epithelial cell adhesion molecule ،مولکولي همسانه سازي ،سيپاستور ايکيپهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
(EpCAM)

 EpCAM 

 EpCAM 

 (ELISA) 

 EpCAM 
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 EpCAM 

EpCAM

(Pichia pastoris)

EpCAM

GS115

EpEX

 هامواد و روش
 Thermo 

Fisher GF-PL-050  

vivantis high pure PCR product 

purification kitRoche Zeocine  

InvitrogenPCR product (master mix)  Ampliqon 

DNA ladder 

  کشت طيو مح دهايپلاسم ،يکروبيم يهاهيسو
E. coli DH5-α

 DNA  GS115 

 Mut 

 pPICZαB  

AOX1 

E. coli DH5-α  Luria Bertani (LB)

 PH 

 LB 

 PH 

µg/ml   µg/ml  

 LB 

 YPD 

 YPDS 

 YPD 

 GS115  YPD 

 µg/ml  

 pPICZαB-EpEX  يانيسازه ب ساخت
EpEX

 

Kex2 

 EpEX 

 EpEX

 pGH-EpEX  

XhoI , XbaI  EpEX  

pPICZαB  AOX1 

pPICZαB-

EpEX E. coli 

DH5-α  

pPICZαB-EpEX  LB 

 μg/mL  
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 EpEX pPICZαB-EpEX 

 XhoIXbaI  BamHI 

 Thermo Fisher Scientific 

(USA)

 يهايو انتخاب کلون سيپاستور ايکيپ ونيترانسفورماس
 بينوترک

 pPICZαB-EpEX  SacI 

 GS115 

 

GS115  YPD 

 

pPICZαB–EpEX pPICZαB

 Gene Pulser Xcell (BioRad, 

Germany)

 

YPDS  µg/ml

 

GS115 DNA 

 ژنوم مخمر استخراج

 (LiOAc-SDS) 

 μL  

 mM   SDS  

min  μL 

 μL

μL  PCR 

 توسط سيپاستور ايکيپترانسفورم شده  يهاهيسو زيآنال

PCR  
 pPICZαB-EpEX 

 PCR  

PCR

 AOX1 

('GACTGGTTCCAATTGACAAGC3'5

'GCAAATGGCATTCTGACATCC3'5) 

 GS115  

pPICZαB

 

 نتايج
 pPICZαB-EpEX بيساخت سازه نوترک

HindIIIBamHI

pGH-EpEXA 

EpEXpGH-EpEX

XbaIXhoI

B

BamHIHindlll

pPICZαBA

pPICZαBXbaI

XhoI

B

DH5-α

pPICZαBpGH-EpEX

XbaIXhoI

XhoIXbaIBamHI

XhoIXbaI A 

BamHI

pPICZαB-EpEXB

AOX1

 ايکيپبه مخمر  pPICZαB-EpEX بيزه نوترکسا ورود
 ونيبا استفاده از روش الکتروپوراس سيپاستور

pPICZαB–EpEX

SacI

DNA
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YPDSµg/ml

به  pPICZαB-EpEX بينوترک يانيورود حامل ب دييتأ
 PCRژنوم مخمر با استفاده از روش 

PCR

AOX1

GS115mut

pGH- EpEXEpEXApGH- EpEX

AHindIIIBamHI

pGH- EpEXBEpEXpGH- EpEXXbaIXhoI

AMDNA: 

pPICZαBApPICZαB

BamHIHindlllpPICZαBBpPICZαB

XbaIXhoIMDNA:
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pPICZαB- EpEXA

AXbaIXhoIB

ABamHIA

MDNA:

pPICZαB- EpEXDNA

YPDSµg/ml 

pPICZαB- EpEX

PCRPCR

AOX1

M: DNA

 گيريبحث و نتيجه
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EpCAM

EpEX

pGAPZα B

GS115

EpEX

(Fusion protein)M15

EpCAM

EpCAM

EpCAM

pPICZαB

pPICZα

anti-EpEX-scfv

pPICZαB

GS115PCR

EpCAM
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C

F2

EBA-175

Smash & Grab

SDS

Lõoke

(AOX1)

GS115mut + 

pPICZαB

AOX1

EpEX

X33mut + 

X33

scfvCD22

GS115

GS115

EpEX

PCR
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Introduction: Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) is a membrane glycoprotein that is overexpressed on 

the majority of tumor cells of epithelial origin and thereby can be used as a target of immunodetection and 

immunotherapy of cancer. So, it is important to produce this protein in its native form. Interestingly, during the last 

two decades, the yeast Pichia pastoris (P. pastoris) has become a popular host for the production of recombinant 

proteins because it combines the advantages of both mammalian and prokaryotic expression systems. In this study, 

the Pichia expressing EpCAM extracellular domain (EpEX) was constructed. 

Materials and Methods: The codon optimized gene encoding EpEX protein was cloned in the XhoI and XbaI 

restriction sites of the pPICZαB vector. The constructed plasmid was integrated into GS115 strain by electroporation. 

Positive clones were evaluated by PCR using AOX1 primers. 

Results: Sequencing as well as restriction enzyme analysis utilizing XhoI and XbaI (3506, 843 bp bands), as well 

as BamHI (3651, 698 bp bands) confirmed construction of recombinant EpEX pPICZαB. PCR based screening results 

of integrants showed two bands (2200 and 1345 bp), when AOX1 primer set was used. 

Conclusion: These findings imply that the engineered strain was constructed. The constructed strain can be used 

in EpEX recombinant protein production for diagnostic and therapeutic purposes. 

 

Keywords: Pichia pastoris, Molecular Cloning, EpEX, Epithelial Cell Adhesion Molecule, Neoplasms 
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