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شرناخته شرده اسر . ان جملره      نهيد مان جهر  سررطان سر   

 انسران  يد مير فاکتو   شد مثل فراکتو   شرد اپ   ي سپتو ها

(HER-2)يد ميررفرراکتو   شررد اپ  ي،  سررپتو ها (EGFR) ،

 شرد   يمشتق ان پلاک  و خانواده فاکتو هرا   شد يفاکتو ها

برره عنرروان فرراکتو  (HER-2) [.2] باشررد يمرر ينيشرر ه انسررول

مطرر    نهيمهم د  سرطان سکننده  ينيب شيدهنده و پ يآگه شيپ

 يفرراکتو  باعررق ال ررا نيرران حررد ا شيبرر انيرر. بباشررد يمرر

. گرردد  يتهراجم و متاسرتان مر     ير قابل شيافزا ون،ياراسيپرول

 رنرده يگ يادير ن ا يتعرداد بسر   يدا ا مرا ان، ي% ان ب22حدود 

HER-2 ا نرو  سررطان کره آن    نيا باشد، يم  HER-2    مث ر

 .دا د يتر عيبه گسترش سر لينامند تما يم
  HER-2 (Human Epidermal Growth Factor 

Receptor type 2)  پروتوانکوژن شرناخته شرده    کيبه عنوان

قررا   ( 17q12) يانسران  17بلند کرومونوم  ياس  که د  بانو

 رندهيبه گ يش اه  ساختا  ليبه  دل ينامگذا  نيا لي. دلدا د

 EGFR: Epidermal Growth) يانسران  د ماليفاکتو   شد اپ

Factor Receptor) [.3]باشد  يم 

چهرا   سرپتو  ترران      يدا ا HER خرانواده  رندهيگ     

 HER1 (ErbB1), HER2اسر  شرامل   نانيک نيرونيمم ران ت

(ErbB2) HER3 (ErbB3), و HER4 (ErbB4) [4]باشد  يم. 

خرا     نيشامل دم ينيپروتئ ي سپتو ها نيا يساختا  عموم

اسر  کره     لره يکونيکه به شرد  گل  نهيآم دياس 622با  يسلول

. قطعره ترران    [9]باشد  يدا ا م زيبه خون  ا  ن شحتر  يقابل

 نره يآم دياس 622با  يداخل سلول نيدم کيو  α-helix مم ران

 يکيتيکاترال   ير دا د کره فعال  نرال يترم c– يانتها کياس  و 

خرا     ني. دمر [8-6]آن مشراهده نشرده اسر      يبرا يخاص

 هک I نيآن دم نيتر شود که مهم يم ميت س هيبه چها  ناح يسلول

شردن   زهير مريمحرل دا  II ني، دمر اسر   گانرد ياتصال ل  يسا

محرل   III نيدا د، دمر  زيترشح به خون  ا ن  يباشد که قابل يم

 اتصررال  يسررا  IVنياسرر  و دمرر pertuzumab اتصررال

trastuzumab سپتو  گاند،ي. سه عامل ل[5] باشد يم  HER-2 

 نگيگناليسرر ريشرردن جهرر  شرررو  مسرر  مررريدا کيشرررو 

متصل شرده بره    يگاندهايباشد. ل يم انين HER-2 ي سپتو ها

عمرل   نير شروند کره ا   يم ونيکناو ماس رييباعق ال ا تغ I نيدم

شرود.   يشونده م زهيمريدا نيموجب د  معرض قرا  گرفتن دم

 اير آن همو و  جهياس  و د  نت ياتيعمل ح کي ونيزاسيمريدا

ن رش   HER-2 يدهد که  سپتو ها ي خ م ونيزاسيمريهترو دا

 [.5]کنند  يم اايشدن  ا ا مريد  دا کيشر

و  گانرد يبسرته بره ل   نگيگناليسر  ريفعال شدن نو  مس     

 ونيزاسررريمريهمرررو دا [12]دا د  ونيزاسررريمريدا کيشرررر

کرره  يکنررد، د  حررال يمرر جررادي ا ا گناليسرر نيتررر فيضررع

 Her-3 و Her-2 شردن  مرر يداخصرو    هب ونيزاسيمريهترودا

 PI3K/Akt ريفعرال شردن مسر    يبرا يتر يقو گناليس ديتول

 ينران يک  يباعق فعال شردن خاصر   شدن مري. دا[11]کند  يم

 ينگيگناليسر  يرهايشدن مس downstream شود و موجب يم

 ميبردخ  يو  شرد تومو هرا   رير گردد که اغلب موجب تکث يم

 [.12]شود  يم

منوکلونرال   يبراد  يآنت کي (Trustuzumab) نيهرسپت     

 توسر   1558باشد که د  سال  يم HER-2 هيشده عل يانسان

FDA   نهيسر  کيمتاسرتات  يها استااده د  د مان سرطان يبرا 

 نيبا اتصال بره دمر   يباد يآنت نيا [13] قرا  گرف  ديمو د تائ

آنرا بلاک کرده و مانع ان شررو    HER-2 رندهيگ يخا   سلول

باعق به ود پاسخ به د مان  يباد يآنت نيشود. ا يم نگيگناليس

د   نيگرردد. د مران برا هرسرپت     يو کوتاه شدن دو ه د مان م

باشرد.   يمث ر  مرو ر مر    HER-2 نهيسرطان س ييمراحل ابتدا

استاندا د، د  مراحل  يد مان يميو ش نينمان هرسپت استااده هم

 ا کراهش   و مرگ دمث   خطر عو HER-2 نهيسرطان س هياول

 شيافرزا  مرا  يب يو ب را  يمرا  ينرخ به رود ب  نيدهد، بنابرا يم

 [.14] ابدي يم

 يبررا  نهيم تلا به سرطان سر  ما انيد  ب HER-2 تس      

د مران برا    يمناسرب برودن بررا    نيري و تع يآگه شيپ يابيا ن

 بره افرراد   نيمهم اس  که هرسرپت  نيشود. ا يانجام م نيهرسپت

HER-2  ،يبرا  سرم   م يچون علاوه بر قمث   محدود شود  

 طررا  ، خيمنا HER-2 يتومو ها ي، برابهمراه دا د زين يقل 

نسر   بره فوائرد آن     يا يبرا مرررا  بسر    نيان هرسپت يناش

 [.19] برخو دا  اس 
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م دا   ي، بر سHER-2 انيب يريگ اندانه يها ان  وش يکي

 هرا شرده بره خرون ان سرطح       HER-2 يخرا   سرلول   نيدم

 (ELISA) زاير برا اسرتااده ان  وش ا    يتومرو   يهرا  سلول

 يبرردا   نس   بره نمونره   يتر تهاجم  وش کم کيباشد که  يم

 [.16]شود  يانجام مبه طو  گسترده  جهياس  و د  نت يبافت

 يمخمررر سررتميد  س  HER-2نيپررروژه پررروتئ نيررا د 

 pPiczalpha يانير وکتو  ب يحاو X33 هيسو  ياپاستو يکيپ

 انير ب AOX1 و پروموتو  نينئوس کيوتيب يم اوم  آنت يدا ا

ان  Avgi Mamalaki ان طرر  دکترر   يمخمرر  هي. سرو دير گرد

 ياس . پ  ان بر سر  دهي)آتن( اهدا گرد ونانيپاستو   تويستيان

ژن د   يآنترر نيرران ا ب،يررژن نوترک يآنترر يهررا يژگرريوو  انيررب

 .دياستااده گرد يباد يمنوکلونال آنت ديجه  تول يمطالعا  بعد

اسر  کره بره     يسلول تک سميکروا گانيم  ياپاستو يکيپ

 نيررشررود. ا يشررده و کشرر  داده مرر  يکررا  دسرر  يآسرران

 را يير ان تغ يا يقاد  به انجام بسر  يوتيوکا ي سميکروا گانيم

و  يديسولا يد يباندها جاديا ييپ  ان ترجمه ان جمله توانا

 نيباشرد. برد   ي ا دا ا مر  يدير تول نيد  پروتئ ونيلاسيکونيگل

 يياير باکتر يها ستميها که د  س نيان پروتئ ياديتعداد نق يطر

تواننرد د    يهسرتند، مر   فعرال  رير غ يهرا  نيبه صو   پرروتئ 

 دير تول يکيولروژ يبه صرو   ملکرول فعرال ب     ياپاستو يکيپ

ترر و برا    آسران  ترر  عيسر يانيب  ،ياپاستو يکيپ ستميشوند. س

مشرتق   گرر يد يانير ب يها ستميس رينس   به سا يتر کم نهيهز

کشر    يهرا  ان جملره سرلول   شررفته يپ يها و يوکا يان  هشد

هرا،   يژگيو نيباشد. ا يپستاندا ان و حشرا ،  ا دا ا م يسلول

و مؤ ر ساخته  ديما ا يبس يانيب ستميس کي ا   ياپاستو يکيپ

فرد آن پروموتو  مشتق شده ان  همنحصر ب يها يژگياس . ان و

 کنتررل  انير جهر  ب  باشرد کره   ي( مAOXI) دانيژن الکل اکس

 نيچنر  ، هم[15-17]مناسب اس   ا يبس گانهيب يها ژن ي شده

مهرم د    ريير بدون هرر گونره تغ   7تا  3 حدود pH شد آن د  

 ،pH نير .  نم به ذکرر اسر  ا  رديگ يانجام م ،ي شد اختصاص

 .[22] برد يم نيها  ا ان ب سميکروا گانيان م يا يبس ريتکث

 

 هامواد و روش

 نيدمر  يمخمر حراو  هيصح  سو يجه  بر س يد  ابتدا

 يان آن برر  و  ي، ترک کلرون  HER-2 ژن يآنتر  يخا   سلول

کش  داده شرد   نينئوس کيوتيب يآنت يحاو YPD-Agar  يپل

 .پرداخته شد نيپروتئ انيو پ  ان آن به ب

 نيانجام شد. برد  BMGY  يد  مح HER-2 ژن يآنت انيب

  BMGY  يان مح  29mlصو   که به 
(yeast extract 10gr/ peptone 20gr/ potassium 

phosphate 1M 100ml/ YNB 10X 100ml/ Biotin 

0.02% 2ml/  Glycerol 10% 100ml)  کير وتيب يآنت يحاو 

ال را   HER-2 ژن يآنتر  يان مخمرر حراو   يتک کلرون  نينئوس

 rpm 222و  C 28-32° يد  دمرا   16hو بره مرد     ديگرد

بره    يحجم محر OD600 =2-6 به دنيانکوبه شد، پ  ان  س

ml  122 و به مد  سه  ون و د  هر  ون م دا   اف ي شيافزا

ml   1  دانيمتانول مطلق جه  فعال شدن پروموتر الکل اکسر 

 ييايباکتر يو آلودگ pH ان نظر  يو مح دياضافه گرد  يبه مح

 HER-2 نيجا که پرروتئ  . ان آن[21] قرا  گرف  يمو د بر س

دسر  آو دن   هاس  جه  ب يکاف س ا يترشح نيپروتئ ينوع

  يآن ان مح يگردد. لذا جه  جداسان ظيکش  تغل  يآن، مح

 min 12 و بره مرد    rpm  3222 کش  د  دو   يکش ، مح

مرواد ان   ريشد. جهر  حرذ  سرا    وژيايسانتر C  4° يد  دما

  (Buffer Saline محلرول  و cut off 12222برا  زيالير د سهيک

PBS1X (Phosphate نيپروتئ يو محلول حاو دياستااده گرد 

. جهر   دير گرد زيالير د C  4° يسراع  د  دمرا   24به مد  

غلظر    نيري و جهر  تع  SDS-PAGE  7%ان ژل انيب يبر س

شده ان تس  برادفو د استااده شرد. محلرول    صيتخل نيپروتئ

 نهيآم يدهاي نگ بوده و به اس يا هوهق يدياس pH برادفو د د 

متصرل   نيزير و ل نيديسرت يو ه نيمثل آ ژن نيموجود د  پروتئ

 نگ معر  به  رييموجب تغ نيگردد. اتصال معر  به پروتئ يم

جذب  نيتر شينانومتر ب 959 وشن شده که د  طول مو   يآب

 . ا دا د

 زاير ا  کير شرده ان تکن  انيژن ب يآنت  يايک يبر س جه 

 نيهرسرپت  يمنوکلونال تجا  يباد ياستااده شد که د  آن ان آنت

داده  حيطو  که د  با  توض . هماندياستااده گرد HER-2 هيعل

مث   استااده  HER-2 نهيجه  د مان سرطان س نيشد هرسپت
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دا د و  HER-2 يخا   سلول نيبه دم ييبا  ليگردد و تما يم

برا  HER-2  ژن يد سر  آنتر   انير د  صرو   ب  مير انتظا  دا 

 يي برا  لير ژن برا تما  يآنتر  نيبه ا نيمناسب، هرسپت نگيفولد

 .متصل گردد

ان  µl 122کره م ردا     رف يصو   انجام پرذ  نيبد زايا 

برره  BSA (Bovine Serum Albumin)و  HER-2 ژن يآنترر

، µg/µl12به غلظر    Non-specific binding (NSB)عنوان 

بره مرد     زاير ا   يپل يها د  چاهک هيته PBSبا استااده ان 

انکوبه شد.  ون بعد و بعد ان شستشو  C° 4 يشب د  دما کي

 بره مررد   PBS+BSA %3توسر    نررگيعمرل بلاک  ،TBSبرا  

 min 52 مرد  و بعرد ان شستشرو     نيا يانجام شد، پ  ان ط

ژن انکوبه شده ان  يبا م دا  آنت يمساو يمجدد غلظ  و حجم

و بره مرد     ديفوق اضافه گرد يها و به چاهک هيته نيهرسپت

انکوبه شد. بعد ان شستشو مجدد  C° 37 يساع  د  دما کي

کونژوگره برا    Anti human هي انو يباد ينتان آ µl122  م دا 

HRP   بره   ونيو انکوباسر  ديبه آن افزوده گرد 922/1به  ق

پر  ان شستشرو و    انير ساع  انجرام شرد و د  پا   کيمد  

  نگ  ا ريي( نمان تغنيديبنز لي)تترا مت TMBافزودن سوبسترا 

و جذب د  طرول   ديمتوقف گرد Hcl 1Mو واکنش با  يبر س

 .[22] قرائ  شد د ي  زايدستگاه ا   توس nm 492 مو 

 

 جينتا
 دير گرد يبر سر  نينئوسر  يحراو   ير پل ي شد مخمر  و

-SDSژل  يبررر  و HER-2ژن  انيرر(. محصررول ب1)شررکل 

PAGE 7% گرر يد کير شد و نمونه ق ل و بعد ان ال ا با  يبر س 

ونن  يدا ا HER-2 نيپرروتئ  که ني. با توجه به اديگرد سهيم ا

برا   ينر يباشد جه  کنتررل ان مرا کر پروتئ   يم لودالتونيک 182

نمونه بعد ان  ديدالتون استااده شد، مشاهده گرد لويک 189ونن 

 يترر  شي ونه نس   به نمونه ق ل ال ا ان شد   نرگ بر   3ال ا 

قررا    يمناسر   يبا ما کر د  جرا  سهيبرخو دا  اس  و د  م ا

(. غلظر   2)شرکل  دير گرد دير تائ نيپرروتئ  انيگرفته اس  و ب

و با  شد دهيشده با استااده ان تس  برادفو د سنج انيب نيپروتئ

دس  آمد  هنمودا  و معادله مربوطه ب Excel افزا  استااده ان نرم

دس  آمده ان نمونه مجهول د  معادلره   هو با قرا  دادن جذب ب

محاسر ه   mg/ml 222/1شرده   انير ب نيغلظ ، غلظ  پرروتئ 

 (.  3)شکل ديگرد

 يآنت يحاو YPD-Agarت يپل يمخمر کشت داده شده رو. 1شکل 

در مخمر  HER-2ژن  ينگ آنتيد کلونيجهت تائن يزئوسک يوتيب

 س. ياپاستوريکيپ

 -HER-2  :1ان يب يجهت بررس SDS-PAGE 7% ر ژليتصو. 2شکل
از القا ان بعد ينمونه ب-2دالتون، لو يک181 يبا وزن مولکول  ينيمارکر پروتئ

 -1  اول و دوم يان در روزهاينمونه ب -4و 3سه روزه با متانول خالص 
( 2ان روز سوم)شماره يشود باند بيهمانطور که مشاهده م نمونه قبل القا.

برخوردار  يشتريگر و نمونه قبل القا از شدن رنگ بيد ينسبت به روزها
باشد که در  يلو دالتون ميک 181وزن  يدارا HER-2ن يپروتئ است.

 يان درست آنتيج بيقرار گرفته است. نتا يدرست يسه با مارکر در جايمقا
 کند. يد ميرا تائ HER-2ژن 

 

کره   ديگرد يبر س زايشده با تس  ا  انيب نيصح  پروتئ

منوکلونرال   يباد يشده ان آنت انيب HER-2 ژن يآنت هيد  آن عل

 دي( استااده گردنهي)مو د استااده د  د مان سرطان س نيهرسپت

-HERژن  يآنت ليتما شود يطو  که مشاهده م ، همان(4)شکل

 BSAنس   به  ابربر 9/2ان  شيب نياستخرا  شده به هرسپت 2
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 يبرا   ييبرر کرا آ   يليخود دل نيباشد که ا يم NSBبه عنوان 

 .باشد يمخمر و دق  و صح  کا  انجام شده م يانيب ستميس
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و معادله بدست آمده از  نرم افزار  يج تست براد فورد و منحنينتا  .3شکل
Excel ان شده يب بين نوترکيت غلظت پروتئييجهت تعHER-2 با قرار .

دادن جذب نمونه مجهول در معادله بدست آمده، غلظت نمونه مجهول 
1.022mg/ml د. يمحاسبه گرد 

 
 

 Herceptinبه  HER-2ژن   يل آنتيتما يزايج حاصل از الاينتا .4شکل
ن يهرسپت يتجار يباد ي. منوکلونال آنتNSBبعنوان   BSAسه با يدر مقا

رود در  يدارد، انتظار م  HER-2 ين خارج سلوليبه دم ييل بالايتما
ن ينگ مناسب، هرسپتيو داشتن فولد HER-2ژن  يان درست آنتيصورت ب

شود  يمتصل گردد. همانطور که مشاهده م ييل بالايژن با تما ين آنتيبه ا
دارد که  HER-2ان شده يب بين نوترکيبه پروتئ ييل بالاين تمايهرسپت

 باشد. يان درست آن ميبر ب يديتائ
 
 
 

 يريگجهيو نتبحث 
HER-2  ينررردهايان فرآ يا يد  بسررر ين رررش مهمررر 

ن رش   ان  يهرا حراک   دا د. گرزا ش  کيو پاتولوژ کيولوژيزيف

HER-2 مطالعرا   [5]باشرد   يهرا مر   د  انوا  مختلف سرطان .

نشان داده اسر  کره    يانسان يسرطان يها سلول يها  ده ي و

شده و غلظر  محصرول ژن     يممکن اس  ت و HER-2 انيب

خرا     نيبره دمر   يبراد  ي. با اتصال آنتر [23] ابدي شيآن افزا

توس   ينانيک نيرونيت  يمها  کردن فعال قيان طر ايو  يسلول

 . [24]ها  ا مها  نمود  توان آن يم ييها مولکول

مشاهده  يانسان نهيابتدا د  سرطان س HER-2 انيب شيافزا

هرا   انروا  سررطان   ريشد و بعد ان آن د  سرطان تخمدان و سا

 نهيس عا يضا نيب HER-2 انيب شي. افزا[29]شده اس   دهيد

مغز استخوان بره شرد     نيچن و هم يو متاستان د  غدد لنااو

 يبراق  انو د  سرتاسر طرول د مر   [26]باشد  يحااظ  شده م

 يبررا  HER-2 انير سطح ب قيدق يابيا ن نيبنابرا [27]ماند  يم

ان د مران   يمنرد  و بهرره  نهيبره سررطان سر    انيم تلا ييشناسا

HER-2 خواهد بود. ديما 

 ديتول يمخمر برا يانيب يها ستميد  طول دو دهه گذشته س

استااده شرده اسر . د  دسرتر      بينوترک يها نيانوا  پروتئ

  يهرا  يمخمرر و عردم وجرود آلرودگ     يانير ب يها ستميبودن س

 نيترر  جيان  ا يکيعنوان  هکه مخمر ب دهيس ب گرد نياندوتوکس

 ود. د   کرا   هب بينوترک نيپروتئ ديتول يبرا يانيب يها ستميس

مو د استااده  ا يبس  ياپاستو يکيانوا  مخمرها، مخمر پ انيم

 322ان  شيتا کنرون بر   1584که ان سال  يطو  هقرا  گرفته ب

کره   يا د  مطالعه نيچن . هم[28] شده اس  انيد  آن ب نيپروتئ

مررد   تهررران توسرر    يررد  دانشررگاه ترب 2212د  سررال 

د   HER-2ژن  يآنتر  انير ب يو همکرا انش  و  يا سلام خيش

 نير انجام شرد، نشران داد کره ا     ياپاستو يکيمخمر پ ستميس

. با وجرود  [21] دا د نيپروتئ ديتول يبرا يمناس   يمخمر قابل

و  نيپرروتئ  انير مخمرر د  ب  سرتم يمناسب و مطلوب س ييکا ا

وجرود دا د کره نشران     يگرر يمطلوب، مطالعرا  د  نگيفولد

، α-mannosidaseشده برا   انيب نيدهد پ  ان د مان پروتئ يم

 يطرو  قابرل تروجه    هبر  نيمنوکلونال هرسپت يباد يواکنش آنت



HER-2            سعيده فرومدي و همکا ان 

 

 

ان  ونيلاسر يکونيبره علر  گل   دهير پد نياس . ا افتهي شيافزا

ان  شيافترد کره بر    ياتااق مر  HER-2مانون اس  که د   قيطر

 شرود  يشناخته مر  نيژن اس  که توس  هرسپت يآنت يتوپها ياپ

[25]. 

کررد   و عمرل   ير ايژن با ک يآنت انيپروژه ب نيهد  ما د  ا

 يبراد  يآنتر  دير و تول يبا  و استااده ان آن جه  مطالعا  بعد

 سرتم يگرزا ش شرده س   يها افتهيباشد. با توجه به  يآن م هيعل

باشد.  يژن  ا دا ا م يآنت نيا انيب ييتوانا  ياپاستو يکيپ يانيب

مطالعه و مطالعره   نيان ا آمدهدس   هب جينتا سهيبا م ا نيچن هم

 يبرا تر   يايان ک نيپروتئ انيب ديمشخص گرد يا سلام خيش

 .باشد يبرخو دا  م

 

 یتشكر و قدردان
 ونانيپاستو   تويستيد  ان Avgi Mamalakiدکتر  يان آقا

 هيسو  ياپاستو يکيپ يمخمر هيقرا  دادن سو ا يکه با د  اخت

X33 يانيوکتو  ب يحاو pPiczalpha پرروژه   نير ، د  انجرام ا

 نير ا. گرردد  يم يتشکر و قد دان داشتند يا توجه انيکمک شا

 يميوشيا شد ب ينامه کا شناس انيپاان  يم اله برگرفته ان بخش

به   يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشک يدانشکده پزشک ينيبال

 .باشد يم 493شما ه
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Introduction: Immunotherapy has been practiced for more than two decades in the treatment of cancer. 

In this method, monoclonal antibodies bind to tumor specific antigens and inhibit their function. Therefore, 

scientists are looking for special targets on cancer cells that can be differentiate cancer cells from normal 

cells. In some cancers, including breast cancer human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) is 

significantly higher than the normal level. The goal for this project was to obtain expression with high 

quality of HER-2 with high activity in yeast expression system and its use in future studies. 

Materials and Methods: In order to express the extracellular domain of the HER-2 receptor we have 

used pPICZα and Pichia pastoris wild type X33 as a sequence vector and host cell respectively. Expression 

of HER-2 was analyzed using Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis 7% and 

accuracy of expression was confirmed by ELISA.  

Results: The expression of Her-2 antigen was evaluated by 7% SDS-PAGE with 185 KDa protein 

ladder. The results indicated that the expression of Her-2 antigen has been increased by IPTG induction. 

Moreover, the activity of Her-2 antigen was studied by ELISA technique using commercial anti Her-2 

monoclonal antibody (Herceptin) and Her-2 antigen has shown high affinity to Herceptin. 

Conclusion: In this study, we have produced the Her-2 antigen in yeast expression system. With regards 

to yeast expression system advantages including secretory expression, protein folding, protein 

glycosylation, and activity of expressed protein in a wide range of pH, the Her-2 antigen which expressed in 

yeast host has great quality and will be used in future studies 

Keywords: Brest Cancer, HER-2, Pichia pastoris 
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