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;�? �� 3�
� @A�% -
:���/��(� B�
�,5�4� "��
� C�&��
8 5���

D �/ E�,A F�/ & �G"�� ,	
)�H�%.
2� I/�9� C�&��
8 
�3
�� @%� .�JK� Pichia pastoris7 �H� )� 

�-L/�8 �
2�/ �(� �� M�-%� ��/� ��8 ��+4� �� ���/.  

��� ��: �"��� �5 ��445 � 8
�&� N��A �"�,% & 8
/ ���9O 8
C�&�� EGFR )� ��� � ����
,	 �
�3
� )A172 (�/ ���P-%� )�  Q
4H�RT-PCR   

(Real-time polymerase chain reaction) ����	 �)�%��* . �
J%.� �A�� I/ 7�"��� 8��pPicZ alpha A  �JK� B�,% �A�� I/ & 2�,5Pichia pastoris 

 �1-4��� . B�
�-� )� ���P-%� �/ B�,% ��J
� �/ 8
C�&�� 8�� 7RS%) ���L
 @+,O5/0 �U�� (V�� I/ &  ��(247 487 727 967 1207 1447 168 & 192 @��% �� �1"� . ��

 )���&�-H"� Z&� I/ 2: 2�
/ 7@��L
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis )SDS-PAGE �%��/ (����	.  

����� ��:  )� �-J3? 7��445 �5 �"��� �*�& D
5���
 �
J%.� �J� 
: [\( �/EGFR �� I-A�% . V�� B�# 0�� �� �/ ��� 2�
/ 8
C�&�� 2� 
�@��� 0�� �� 7�1"� . �/

 @�]	 )� R� 7B�^ 8��3 8
C�&�� 7�1"� _&�� )� )&� �4-��� 0�� �� @95 <
`� ��  

 2�/ 
� �`��� ��( & �/ �&� B! SDS-PAGE ��(�9� �
��. 

���������:  8
C�&�� 7I'"�a� 8�� ��EGFR �� I5 ����	 �
"�� �-
: �
"�� �4���� �
��� ��445 ��L� B�
�,5�4� ���/  �EGFR ���J
 b��3� ��
GJ9c 2� 
� I/ ��.  

������ �����: ��
�
	 7����
�� ��� ���� � ���  �
�3
� ����
,	 �A172 �
J%.� 7D
5���
 8
C�&�� 7pPicZ alpha A7 �JK� Pichia pastoris  
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�� I,f�1394 g33 )364 :(2238-2232  
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� ,1! ���� �����	� �	
 ������ �	
 2!	3 �"� ��-$
 #�  2!	�" 

�	14 �53 )ErbB1-4�! ( ��"	� )1 .(  

�	53� ��� '�����	� �� �	
��$! 9	�: ��	�� 2��� ��� �  #�� �� 

�"� � ��	(� ;<	� �	
 = ->! �  ����?(
 ��  ��	�(��  �	�
  =� ->! 

;��" '����� @+� 	A�� �! ���	(� )2.(  

@
	� ;��	C< �	
��$! 9	�: ��	��  2����  ��� ��  �	�53�  ���� 

'�����	� �D�! #� ��	(��  �	�
  2�� E�  ������ �  ,-�$��  �%�F3  ���.� 

��	(�� Multiple sclerosis )MS( �  ��	(��Alzheimer �!  ���" 
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���� EGFR ���	
�� �
 ������ ���� ���� ����  	
����
/��	0�1 � 

)3 '1 .(�� '2�	+! @���<� ;��	C< ��� ������ 	
 � �	
��$!  ;�����< 

0H 	
 �� =�I �C��� 
� �	
��!�� �!	& ��.� 	!�-�J��� � � 0	I�� 

0	-$: ��
	K! �! ��" )4.(  

����������� 2�����!	3 � ������"� �!��������:� )EGFR  	������  

Epidermal growth factor receptor (�����  ��53  =�K�  ���" 
� 

��� ���� ;�� #� �� <��	:���M����  0	I���  �� 	!�-��J��  @�+�  N	��� 


	�� !� ��� )5 .(��� P���:�'� �Q  ���* P���:�� �R�	KS !� �"	�  #��  	�� 

T	F�� #� ��	
��	U�  �A ->!�  ���.� Epidermal growth factor )EGF (

� Transforming growth factor alpha )TGF-α ( T	�C<  �!�  ���" 

)7 -6.( T	F�� EGFR #� �� '���	U  ��D�!  #��  �A�$<����#   0��" �� ����� � 

��
	�� � #� T	%�� '0H  T	�C<  0��"  �$!�	
�� : ��9	  �	����  2����  �� ��� 

��C-!� !� ��" #� �� '	1-�� �D�! #� Y�	-� �A ->! 2!	" ��)*�  '��� �� 

��	(� � �	+� ��� � �! ���� )8 .(  

�� T� ���� �	���
 ,�	���� � '����C�%I 0	����� EGFR �� ������[   

100000-40000 ������ �� �
 T� � �! ]�"	� �� #� ��	[ ��� 0���! 

�����  T� ��  �	�
  �	�
��!��  '��!	&  #��  ����[ 106 × 2  ������� 

�! ��� .@���<� 0	�� '������ _3	� ����� T	�U��  ���`  ��� �  ;���	C< 

�	
��$! �	1�	�U�� ;����< �! ��" � �� '#D�-� T� � 	
 #�  ;(�� 


	-�	-! � ,&	1� @�: �! ���� )9 .(  '��J�3 #��  T	�C<  0��" EGFR' 

@+� �(1! �� ;!�	+! #� �(�"  � ��	�!��  0	�!��  	��  ��	�!�����: �� 

T� � �	
 ��	I�� ���� )11-10 .(  

	� #&�� #� � ���  'b��	�!  #��  ��.�  �!�  ����  ����$!  0����  �	�K�H 

:�9	 �	��� ��� ��'���� c�
 %�	�!� ���� 0	!�� 0	I�� 	
�  �:�@  #�-A� 

�"	� #� .��.�! ;�� ��	� #� � ���  'c��
  	�
��%
���  �A ->!�  #��  �	�� 

#-<�� ��" ;�� .T�* ! 	
� Q4�� �	1! '����� 
� ����� ������ ��� #� 

���� ��� ��.�! #� �	� #-<�� �" .��� T�* ! '	
 	� �	1!  0���� �� ����� � 

��
���� ��
	�� _3	� ���$!  0��"  �$!�� : ��9	  �	����  2����  �� ��� 

!� ��" )12(' 	!� ����� ���� ��� T�* ! '	
 ��� ;�� #� #�  	
�	-�	��� 

#�	K! 	� ������ � ���!  ��.�  ,�
  2�F-!  �!�  ��" .
� � ��� '��  0	�++E! 

-�H� �	�� 	
� T	�� ���! �� #�  0����3  �	�*
��  b��	�! ��  ��.�  ���-<�� .

-�H� �	�� '	
 	� ��	��� � !�2 ����%� $���	 d	��� ;%$�  #��  T��* !  	�
� 

�	1!� Q4�� 2(3 !� ���� � 	� T	F�� e	F-���  #�� �� ����� �  ����! 

'�.� _3	� �	1! $!�� :�9	 �	��� 2��� �� �� !� ���" )13.(  

����� 9�` �� $!�� ;�	� -�H� �	��  	�
�  'T	��� ���! ��� ���  P����:�� 

������b 	� f� � d	� � �U���  ��
�*��J�0�  #�	�K!  P����:��  �	�$��� 

;�� .�*� 
� �-1��� !�0	��  	�
� ��  N�-���  ����� � ���  '���.�!  ��(>! 

Pichia pastoris ;�� #� ��J3 �� 	������ ��� ���  P����:�� ����� ��b  #�� 

!�0�� d	� � #� g��e E"���' �U���  ��
�*��J�0� ��� ��Q  #��  0	�$�� 

���� )14 .(
� ��� ��'�U �� 	+!�#$ 	�  T� ��  	�
�  0�����	-�$:  ��	  '0	�$�� 

�
�#� � ����� P���:�� �� ��� !�0	�� $���	  #��  #<��e  ;��� . 	��  #�&��  #�� 

b�	�! :�@ '#-A� ����� 9	� ���� ;�	� ��� #���  �-�H�  �	���  '	�
  ;�	�� 

#C�` � h�	� �� �� �  ����  	�KS��  P����:�� EGFR �� !� 0	���  ��(>! 

Pichia pastoris #� g��e ������b !� �"	�.  

  

���	
  

;K� T� �: T� � ��� �  �	�!�� �  ) ��	�$��A172( )   
� ���" #��1�

Q�	� ��� � �-�-$�� ��-�	: 0����(#� ' 0���3 j%�! �
	���& �����  ��� 

����� � 0M EGFR ���! ��	A-�� ���` ;<��.  

��������� ;�����K� �������� T� ������ 
� k������E!  ;�����K�  

Roswell Park memorial institute1640 )RPMI1640( 

)'	(U�� 0	(�H (��S ��" 	� 10 �e�� 9��  ����&  #�	���� )FBS   	��

Fetal bovine serum ()'	(U�� 0	(�H (� �-�H  Q������  ���:  �� ���- 

��$�	!�-:�-�� )'	(U�� 0	(�H (	� ;. S µg/ml 100 ��	A-�� �" .��� 

'k���E! �� �	��!� 37 #��&�� � �-�	��� '������ ;����I� 95 ���e�� � 

�� ��$�� ���� 5 �e�� #��*�� �".  

��)*� ����� �� ����� � EGFR: l: 
� 0���� T� � 	
 #� ,���� 

'b�	�! 	� ��	A-�� 
� ;�� h��>-�� RNA )GeneAll ' �����& ���'( 

9	��(� T� ��� 	��
 h��>-���� ���" � 	��� ��	A-���� 
� ;����  �-����

complementary DNA )cDNA;��") ( N�	: 'N�I  0����� (� 

�� N	�� 2(C����-�� ;��" '���
	� RNA #� cDNA 2��%� "�.  

����� �� ����� � ��!�� h�	�  ��� �� �  ����  ��	�KS  ��P����: 

EGFR' 	��� ��	A-���� 
�  @������Polymerase chain reaction 

)PCR( ���������)*� ��������" . ��������(���:ppicEGFRf  	��������  

�������� GGGGTACCCGAGCTCTTCGGGGAGCAGCG  �  

 ���������������(���:ppicEGFRr  ������������������� 	���������������

GGGGTACCCTCAAGAGAGCTTGGTTGG #���� �����.�! 

��)*� �   m����� �Epidermal growth factor receptor )EGFR (

���! .;<�� ���` ��	A-��  #��  ���.�!  9	�D��  @����� PCR'  ����+! 2 

�-����*�! 
� cDNA #� n� >! @���� PCR 2!	" 1X �<	� '@���� 

4/0 �d�!��*�! 
� Q� �
 
� '	
�(���: 50 �d�!��*�! 
�  ��
 dNTP   

)Deoxynucleotide triphosphate� ( 5/1 � �! �d�! ��� � ,����! 

#<	p� �" .�� ';�	1� #� �
 @���� 2 �[�� ,���H Pfu ����<�   #�� ]�"

,D[ #� ���I ��	1� @���� 50 �-����*�! ���.  

@������ �� 40 #����4 � ��	��!� 2!	��" 15 #����	q �� �	��!�   

95 #&�� � �-�	�  '����� 30  #���	q ��  �	�!� 60  #�&��   �2  #�+�`� �� 

�	!� 72 #&�� � �-�	� ���� 9	D�� �" .#� ��.�! 0�������	��  #����� � 

2�(*� #-"� �	
 9	(�	� �� �	1-�� '@���� #� b���� 5 #+�`� ��  �	�!� 

95 #&�� � 5 #+�`� �� 72 #&�� #� ��-�� � �	1-�� @���� ����<� �".  
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���� EGFR ���	
�� �
 ������ ���� ���� ����  	
����
/��	0�1 � 

,5
 �	
�(���: :�(���H ���!  ��	A-��� ��  @����� PCR ����� 

Q� #�[	� � �q� ,���H �qd����E! KpnI �� �	1-�� '5  ����  ������ .
� 

��� ',���H ���� ,5
  #�C�` �  T��FE! PCR �  ����?(
  ��(��J: 

pPicZαA ��	A-�� �" .@���� ,5
 �� N	�� ��-�� ;��" ���
	� 

9	D�� �" � gd�FE! ,5
 l: 
�  
���<��-*��  ��� ��� TM  
�	��H   

1 '�e�� 
� ��� TM ����� � 	�  ��	A-��� 
�  ;���  h��>-��� DNA 
� 

TM ;�	�) ;��" Bioneer' ��� � ����& (h��>-�� ���".  

#�1� � ��-�	� b������ ��	[ ��(�J: pPicZ-EGFR: #C�` � 

��(�J: � T�FE! PCR ,5
 ��" #� ;%$� ��
� 3:1  	��  �U���*� 

n� >! ���" � @���� 0���	U�� 9	D�� �" .b���� @���� 0���	U�� 

 2!	�" 1X  �<	��  '0����	U�� 5  ��[��  ,����H T4 DNA ligase �  ��

r����(D! 5/0 9�������*�! DNA ������ .,���D[ ��	���1� '@�������   

20 �-����*�! ��� � #� g�! Q� b" �� �	!� s	�� #��*�� �".  

l: 
� 9	(�� 0	!
  '0����	��*��  ����+! 2  ��-����*�! 
�  T��FE! 

@���� 	� ��	A-�� 
� t�� u�" �����[ #� 2���  ��-�	�� TOP10F 

2+-�!  ����" . ��-�	��  �	�
  '2�e	[ ���  ;�� : Luria broth agar 

)LB agar��	[ ( 25 9����*�! �� � �!  ��-��  ��-�H  Q������  �����v
 

;K� ���� �".  

��� � �	
 '2e	[ �� k�E! LB j�	!  ��	�[  ���(
  ;�. S 
� 

'����v
 #�  g��!  Q��  b�"  ;�K� �  lw��'  	��  ��	A-��� 
�  ;��� 

h��>-���� ��(���J: ;�	���) ;����" Bioneer����� ' '(������& � 

��(�J: b������ 
� ��� ��-�	� 	
 h��>-�� �".  

#� ��.�! ����� ����  #�C�` �  b������� ��  ;�1&  ;����  #�� 

2��� '��(�J: �	
��(�J: h��>-�� ��" 
� ��-�	� 	
  	��  ��	A-��� 
� 

,���H BamHI ���! ,5
 �(���H ���` ��-<��  .  

T	+-�� ��(�J: #� 0	���!  ��(>! Pichia pastoris �  �	�+��  0	��� 

:��P���: �	
��(�J: ;�� #� ��!H 
�  #� [�! �  '2�%`  	��  ��	A-��� 
� 

 ,����H PacI �����  ����" � #��� t�� Electroporation  #�� 2����� 

���(>! Electroporate �����" .k�����" @������ Electroporation 

2!	" M	-�� 2 ';��� �� ;!�	+! 25 ,
� � 0��� 200 ���	<��*�! ���.  

gd�FE! Electroporation #� g�! 5 
�� ��� k�E! ;K� 

Yeast peptone dextrose adenine )YPDA (��	�����[   

25 9����*�! �� � �! �-�H �-�� Q����� ����v
 ;K� ���� �" . l�: 
� 

 *�K��2 ���� ��  	�
� A����� '���(>! � ��� ���� �� 	��
  #�� ��E!�k ;��K� 

Buffered glycerol-complex )BMGY (2+-�! � �� �
	� �	
  ��	�!
 

��C-! � �	!� 30 #&�� � �-�	� ����' 	+��� ��0	 ��P���: 9	D�� �".  

 ����I #��� '#��eJ� Q��� Q��� 0��� � 
� ���(>! b��������   

�� 25 ��� �! ���-�� k���E! ;��K� BMGY #��� g���! 48 ;3	��� ��   

�	!� 30 #&��  �-�	�� �  �����  	��  ��	A-��� 
�  ���	���*��  ����*��" �� 

@��4 250 ��� �� #+�`� ;K� ���� �".  

l: 
� ���0� xR& ���� E!�k ;K� �� T�I  h��! 600  �-!��	�� 

#� 4' 	� ��	A-�� 
�  M��A��-�	��  ����� �  '��� ��  ��(>!  ���& � �� 200 
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Abstract 
Background: Epidermal growth factor receptor (EGFR) plays a major role in the pathophysiology of a wide 
variety of solid tumors such as glioblastoma and breast cancer. Therefore, blocking of signaling cascade of this 
receptor via specific antibodies is an appropriate therapeutic target against these cancers. The first step to make 
monoclonal antibodies is production of recombinant protein with high purity and glycosylation pattern similar to 
human protein. One of the best available hosts for this purpose is the Pichia pastoris yeast. 

Methods: Coding sequence of extracellular and transmembrane domain of EGFR protein was isolated from 
human glioma cell line (A172) using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) technique. This sequence 
was cloned into plasmid pPicZαA and transferred into Pichia pastoris yeast cells. Then, the production of 
recombinant protein was induced via treating of cells with methanol with final concentration of 0.5%, in several 
time periods, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 and 192 hours. Protein production was assessed using sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 

Findings: Partial coding sequence of EGFR was cloned in pICZαA plasmid. The results of induction of protein 
expression on SDS-PAGE gel showed that the protein expression increased as incubation time increased. 
However, after three days of induction, the secreted host proteins in the culture medium increased and got visible 
on SDS-PAGE gel. 

Conclusion: In this study, we produced EGFR protein that can dramatically speed up production process of EGFR 
inhibiting monoclonal antibodies. 

Keywords: Epidermal growth factor receptor (EGFR), Human glioma cell line (A172), Recombinant protein, 
Plasmid pPicZalphaA, Yeast, Pichia pastoris 
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