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 ريمتغ يهيناح يارهيزنجتک يمولد قطعه سيپاستور ايکيپ يانيب هيساخت سو

EpCAM يخارج سلول هيناح هيعل يباديآنت

 

).D StudentarmPh(*)Ph.D( 

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

 ده يچك
. شوديم انيب ياندهيبه طور فزا اليتلياپ يتومور يهادر سطح سلول (EpCAM) اليتلياپ يهاسلولمولکول چسباننده  هدف:

جذاب  يکرديمنوکلونال رو يهايبادي. استفاده از آنتشوديبا ارزش در درمان هدفمند محسوب م ژنيآنت کي EpCAM نيبنابرا
 يارهيزنجبزرگ منجر به توسعه قطعات تک ياندازه ريمنوکلونال نظ يهايباديآنت يهاتيدر درمان هدفمند سرطان است. محدود

مناسب  يزبانيارزان به عنوان م متيپس از ترجمه و ق يندهايبه علت انجام فرا سيپاستور ايکيپشد.  (scfv) يباديآنت ريمتغ هيناح
قسمت خارج  هيعل scfvکننده انيب سيپاستور ايکيپن مطالعه، يبالا مورد توجه است. در ا اسيدر مق بينوترک يهانيپروتئ انيدر ب

 ساخته شد.  EpCAM (EpEX) يسلول
 pPICZαB وکتور XbaIو  XhoI يميآنز يهاتيدر سا anti-EpEX-scfv نيمولد پروتئ يکدون يشده نهيژن بهها: مواد و روش

 هيدر سو ونيبا کمک الکتروپوراس بيشد. سازه نوترک دييتأ يميآنز زيو آنال يابييکمک تواله ب بيوارد شد. صحت سازه نوترک
GS115 مثبت با کمک  يهاوارد شد. کلونPCR شدند يابيارز مريسه جفت پرا يريکارگهو با ب. 

و  XhoI نيچنجفت باز( هم 1537و  2788 يباندها)  BamHIو HindIII يهاميبا استفاده از آنز بيصحت سازه نوترکها:يافته
XbaI (تأ 819و  3506 يباندها )با کمک  بينوترک يهاشد. کلون دييجفت بازPCR ( 1321و  2200با مشاهده دو باند  )جفت باز

ژن استفاده  ياختصاص مريو پرا AOX مريپرا کهيجفت باز( زمان 968) اندب کي نيچناستفاده شد، هم AOX مريدو پرا کهيزمان
 .جفت باز( مشاهده شد 751باند ) کيکار گرفته شد، هژن ب ياختصاص مريدو پرا کهيشد. هنگام دييشد، تأ

مناسب در  يانتخاب توانديم anti-EpEX-scfv ني. پروتئکنديم دييشده را تأ يمهندس هيساخت سو هاافتهي نيا گيري:نتيجه
 .سرطان باشد يدرمانيمنيا ينهيزم

  
 سرطان يدرمان يمني، اEpCAMمنوکلونال،  يبادي، آنتanti-EpEX-scfv ،سيپاستور ايکيپهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
 (EpCAM) 

EpCAM

(EpEX)

 (EpICD) 

(scfv) 

 scfv 

 (Vl,Vh)

 scfv 

 EpCAM 
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 EpCAM 

(Pichia pastoris)

EpEX

scfv

D5MOCB4EpEX

(GS115)

 هامواد و روش
 Thermo 

Fisher GF-PL-050  

vivantis high pure PCR product 

purification kitRoche Zeocine 

InvitrogenPCR product (master mix) Ampliqon  

DNA ladder 

 E. coli. کشت طيو مح دهايپلاسم ،يکروبيم يهاهيسو

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-anti EpEX- scfv  يانيسازه ب ساخت
anti EpEX- scfv

 Kex2 

 anti EpEX-scfv 

 anti EpEX-scfv  

pGH-anti EpEX-scfv  XhoI, XbaI

 anti EpEX- scfv  pPICZαB

 AOX1 

pPICZαB-anti EpEX-scfv

 E. coli DH5-

α  

pPICZαB-anti EpEX-scfv  LB 

 μg/mL  

 anti EpEX-scfv 

pPICZαB-anti EpEX- scfv

 HindIIIBamHI  XhoIXbaI 
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 Thermo Fisher Scientific (USA)

 يهايو انتخاب کلون سيپاستور ايکيپ ونيترانسفورماس
  pPICZαB–scfv . بينوترک

SacI  

GS115 

 GS115  YPD 

 pPICZαB–scfv 

pPICZαB 

 Pulser Xcell (BioRad, 

Germany)

 

YPD 

µg/ml  

. ژنوم مخمر استخراج
 (LiOAc-SDS) 

 

μL   mM   SDS 

 min  

μL 

 μL μL

 PCR 

 توسط سيپاستور ايکيپترانسفورم شده  يهاهيسو زيآنال

PCR  . pPICZαB-anti 

EpEX- scfv  PCR 

 PCR 

 scfv (GATGATGATGTGAGGAAAC-3 R: 5- F: 5-

GATATTCAAATGACCCAATCT-3) 

AOX1(F:5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-R:

5- GCAAATGGCATTCTGACATCC-3 )

scfv

AOX1

GS115pPICZαB

 

 نتايج
 pPICZαB-anti EpEX-scfv بيساخت سازه نوترک

DH5-α

pPICZαBpGH-anti EpEX- scfv

XbaIXhoI

HindIIIBamHI

XhoIXbaI

BamHI-HindIII

XbaI

XhoIpPICZαB-anti 

EpEX-scfv

به روش  pPICZαB-anti EpEX- scfv بیساخت سازه نوترک دییتأ -1شکل 
ژل  1جفت باز در ستون  819و  3506به طول  یمشاهده قطعات a) .یمیهضم آنز
 b) نی، همچنXhoIو  XbaI میتوسط جفت آنز یمیآنزاز هضم  یز ناشرالکتروفو

از هضم  یز ناشرژل الکتروفو 1جفت باز در ستون  1537و  2788مشاهده دو نوار 
کننده صحت ساخت سازه  دییتأ BamHI-HindIII میتوسط جفت آنز یمیآنز

شده در ن یمیو نمونه هضم آنز ا کیلو جفت بازلدر  M. ستون باشدیم بینوترک
 د.ونشیمشاهده م 2ستون 

AOX-

1 promoterAOX-2 promoter
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به  pPICZαB-anti EpEX-scfv بيسازه نوترک ورود
 ونيبا استفاده از روش الکتروپوراس سيپاستور ايکيپمخمر 

pPICZαB-anti EpEX-scfv

SacI

DNA

YPD

µg/ml 

 SacI  میبا آنز pPICZαB-anti EpEX- scfv بیهضم سازه نوترک -2شکل 

شده  یخط pPICZαB-anti EpEX- scfvنشانگر نمونه  2و  1شکل ستون  نیا در

کیلو جفت باز  1لدر  Mستون  و جفت باز 4325با اندازه  SacI میتوسط آنز

  باشند.یم

 

 ایکیپبه مخمر  pPICZαB-anti EpEX- scfv بیورود سازه نوترک -3شکل 
ها در معرض و سلول DNAمخلوط   .ونیبا استفاده از روش الکتروپوراس سیپاستور

 DNA ،یدر غشا سلول یمنافذ موقت لیتشک یجهیقرار گرفت و درنت یکیپالس الکتر

 یمخلوط بر رو نیروز از کشت ا 2-3به داخل سلول جذب شد. پس از گذشت 

 یهایکلون نیزئوس کیوتیبیاز آنت g/ml200µ یآگار حاو YPDSکشت  طیمح

 حاصل مشاهده شد.

 pPICZαB-antiبينوترک يانيورود حامل ب دييتأ

EpEX- scfv  به ژنوم مخمر با استفاده از روشPCR 

scfv

pPICZαB

abPCR

scfv

AOX1

pPICZαB

PCR

cdPCR

AOX1

GS115mut+ 

pPICZαBPCR

ef

GS115

pPICZαBGS115

pPICZαB

(pPICZαB-anti EpEX- scfv) 
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و فوروارد  ورسیر a) مریبا استفاده از دو پرا PCR. واکنش PCRبه ژنوم مخمر با استفاده از روش  pPICZαB-anti EpEX- scfv بینوترک یانیورود حامل ب دییتأ -4شکل 

)کنترل  pPICZαBژنوم مخمر به همراه  4و  3 ستونژنوم مخمر و  2( شد. ستون 9-7جفت باز )ستون  751 یقطعه با اندازه ریمنجر به تکث scfvمولد  یژن یقطعه یاختصاص

منجر به  scfvمولد  یژن یقطعه یو فوروارد اختصاص ورسیر b. )باشندی( )کنترل مثبت( مpPICZαB-anti EpEX- scfvقطعه ژنی وارد شده ) یوکتور حاو 5(، ستون یمنف

قطعه ژنی وارد  یوکتور حاو 4(، ستون ی)کنترل منف pPICZαBژنوم مخمر به همراه  3ژنوم مخمر و ستون  2( شد. ستون 10-5جفت باز )ستون  751 یقطعه با اندازه ریتکث

قطعه با  ریمنجر به تکث AOX1ژن  یاختصاص ورسیو ر scfvمولد  یژن یقطعه یفوروارد اختصاص مریپرا c. )باشندی( )کنترل مثبت( مpPICZαB-anti EpEX- scfvشده )

-pPICZαBنی وارد شده )قطعه ژ یوکتور حاو 4(، ستون ی)کنترل منف pPICZαBژنوم مخمر به همراه  3مخمر و ستون  نومژ 2( شد. ستون 5-10جفت باز )ستون  968 یاندازه

anti EpEX- scfvباشندی( )کنترل مثبت( م( .d مولد  یژن یقطعه یفوروارد اختصاص مریپراscfv ژن  یاختصاص ورسیو رAOX1 جفت باز  968 یقطعه با اندازه ریمنجر به تکث

 -pPICZαB-anti EpEXقطعه ژنی وارد شده ) یوکتور حاو 5(، ستون ی)کنترل منف pPICZαBژنوم مخمر به همراه  4و  3ژنوم مخمر و ستون  2( شد. ستون 6-9)ستون 

scfvباشندی( )کنترل مثبت( م( .e ژن  یو فوروارد اختصاص ورسیرAOX1 ژنوم مخمر  2 ستون( شد. 10-5جفت باز )ستون  1321و  2200 یهاقطعات با اندازه ریمنجر به تکث

و  ورسیر f. )باشندی( )کنترل مثبت( مpPICZαB-anti EpEX- scfvقطعه ژنی وارد شده ) یوکتور حاو 4(، ستون ی)کنترل منف pPICZαBژنوم مخمر به همراه  3و ستون 

 pPICZαBژنوم مخمر به همراه  3،9مخمر و ستون  ومژن 1،2( شد. ستون 7-4جفت باز )ستون  1321و  2200 یهاقطعات با اندازه ریمنجر به تکث AOX1ژن  یفوروارد اختصاص

 1لدر  M2جفت باز و ستون  100شامل لدر  M1. ستون باشندی( )کنترل مثبت( مpPICZαB-anti EpEX- scfvقطعه ژنی وارد شده ) یوکتور حاو 8(، ستون ی)کنترل منف

  .باشندیجفت باز م لویک

 گيريبحث و نتيجه

scfv
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scfv

scfv

E.coli

Krauss

CD22E.coli

μg/l scfv

mg/l

scfv

scfvD5MOCB4EpEX

pPICZαB

GS115

scfvD5MOCB4EpEX

mg/l

mgscfv

scfv

EpEX

pPICZαB

pPICZα

pPICZαscfvCD22mg/l 

(AOX)GS115mut+ 

pPICZαB

AOX

scfv

ef

scfvCD22

GS115

chan

X33

mut+ 

scfv

AOXa-dTsai

pPICZA

Liu
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He

Li

C

Li

Hu

mRNA

mRNA

YadavaOckenhouse

F2EBA-175

Tsygankov

Smash & Grab

Lõoke

SDS

Mala

scfv

D5MOCB4EpEXGS115

PCR

anti-EpEX-scfv
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Introduction: Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) is highly expressed on epithelial tumors. So, EpCAM 

is a valuable antigen for targeted therapy. Using monoclonal antibodies (mabs) is an attractive approach for targeted 

cancer therapy. Importantly, limitations of intact mabs including large size led to the development of antibody 

fragments such as single chain fragment variable (scfv). Pichia pastoris is considered as a suitable host for large-scale 

production of recombinant proteins because of post-translation modification system and low cost. Here, the Pichia 

expressing a scfv against EpCAM extracellular domain (EpEX) was constructed. 

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

XbaI sites of the pPICZαB vector. The recombinant plasmid was confirmed by restriction enzyme analysis and 

sequencing. The constructed plasmid was integrated into GS115 strain by electroporation. Positive clones were 

evaluated by PCR using three sets of primers. 

Results: Restriction enzyme analysis utilizing HindIII and BamHI (2788, 1537 bp bands), as well as XhoI, XbaI 

(3506, 819 bp bands) confirmed construction of recombinant pPICZαB-anti EpEX- scfv. In this way, PCR based 

screening results of integrants showed two bands (2200 and 1321 bp), when AOX1 primer set was used as well as one 

band (968 bp) when the 3´ insert-specific primer paired with 5´ AOX1 primer. There was one band (751 bp) in PCR 

result of confirmed integrants when insert-specific primer set was utilized. 

Conclusion: These findings imply that the engineered strain was constructed. The anti-EpEX-scfv protein can be 

used as a potential candidate in cancer immunotherapy. 
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