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Abstract 

Objective 

Bevacizumab (trade name Avastin®) is a humanized monoclonal antibody (mAb) that is widely 

used in the treatment of various cancers. It is one of the most expensive and best-selling cancer 

drugs in the world. Bevacizumab is produced by recombinant DNA technology in a mammalian 

expression system, the Chinese hamster ovary. In recent years, plant expression systems have 

attracted global attention due to their various benefits for producing recombinant pharmaceutical 

proteins. The successful expression of the mAbs is dependent on the proper folding and assembly 

of the light chains (LC) and heavy chains (HC). The efficient and controlled co-expression of the 

peptide chains is an essential consideration in designing antibody expression vectors. This study 

aimed to construct a plant expression vector for the simultaneous expression of HC and LC 

peptide chains of bevacizumab mAb using the IntF2A fusion domain.  

 

Materials and methods 

In order to construct the recombinant vector, the sequences of genes encoding bevacizumab and 

IntF2A were codon-optimized and artificially synthesized for expression in tobacco plants. The 

bicistronic recombinant vector was constructed by the routine restriction digestion-ligation 

method. Finally, the recombinant construct was used for the transient expression of bevacizumab 

in tobacco plants through agroinfiltration approach. RT PCR analysis was used to determine the 

https://orcid.org/0009-0009-5148-1661
https://orcid.org/0000-0002-9863-9640


46 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,     Electronic ISSN: 2228-6500 

 

presence of transgene transcripts. The production and accumulation level of the recombinant 

antibody was evaluated through western blotting analysis. 

 

Results 

Recombinant plasmid construction is verified by colony PCR, restriction digestion, and 

sequencing analyses. Expression of the transgenes as a single-transcript unit was confirmed by 

RT-PCR analysis. Western blot analysis showed the production of the full-length heterotetrameric 

antibody in agroinfiltrated leaves. The level of antibody accumulation was estimated at an average 

of 67.20 mg of bevacizumab per kg of fresh weight (3.36% TSP).  

 

Conclusions 

The results showed that the IntF2A-based bicistronic vector provides an efficient simultaneous 

expression of genes encoding the polypeptide chains of antibody and high accumulation of the 

full-length mAb in plant cells. The constructed vector can be used for the possibility of 

development and manufacturing of bevacizumab antibody in plant expression system. 
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  چکیده

س هدف: ستین( زومابیبوا ست که mAbبادی مونوکلونال )يک آنتی )با نام تجاری آو شده ا سانی  سترده طوربه( ان در درمان  یاگ

ست ی دنیاداروها نيترو پرفروش نيترمتیگرانق زءدارو ج نيدارد. ا کاربرد ی مختلفیهاسرطان سیزوماب از طريق تکنولوژی. ا  بوا

DNA ستر چینی تولید می ستانداری، تخمدان هم ستم بیان پ سی سالشود. نوترکیب در  ستمدر  سی های بیان گیاهی به های اخیر، 

به  هاmAb آمیزموفقیتتولید اند. جلب کردههای نوترکیب دارويی، توجه جهانی را به خود دلیل مزايای مختلف برای تولید پروتئین

سبک گردايشو  شدگیتا سب زنجیره  سنگین (HC) منا ستگی دارد. بیان  (LC) و زنجیره  شده اين همزمان ب کارآمد و کنترل 

 ستتیستتترونیدو وکتور . هدف اين تحقیق ستتاختبادی استتتمهم در طراحی وکتورهای بیان آنتی ملاحظهيک  یپپتیدهای زنجیره

و ارزيابی آن از   IntF2Aفیوژن دومینبواستتیزوماب با استتتفاده از بادی آنتی LC و  HC های پپتیدیی بیان همزمان زنجیرهبرا

 طريق بیان موقت در گیاه توتون است.

شد  سازیبهینهاز نظر کدونی  IntF2A کننده بواسیزوماب ورمزهای به منظور ساخت وکتور نوترکیب، توالی ژن :هاروشمواد و 

شدند.به ه توتونو برای بیان در گیا سنتز  صنوعی  سطه  وترکیبوکتور ن طور م سترونی بوا سی ضم IntF2Aدو  با روش معمول ه

صال-آنزيمی شد ات سازه .ساخته  سیزوماب در گیاهان  ابرای بیان گذر نوترکیب در نهايت،  سیون  توتونبوا از طريق روش آگروفیلترا
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ستفاده  ضور  تعیین. برای دگرديا شتح شد. تولید و میزان تجمع آنتی RT-PCRها از آنالیز تراژن رونو ستفاده  بادی نوترکیب از ا

 طريق آنالیز وسترن بلات مورد ارزيابی قرار گرفت.

شده از طريق آنالیز :نتایج ساخته  ضم آنزيمی و توالیPCRهای ساختار مولکولی وکتور نوترکیب  شد. ، ه -RT آنالیزيابی تايید 

PCR  در  کامل بادی هتروتترامرتولید آنتیوستتترن بلات آنالیز . شتتوندواحد بیان میک رونوشتتت صتتورت يها بهژنترانشتتان داد

شدهبرگ سطح تجمع آنتیرا تأيید نمود های آگرواينفیلتر  سط.  سیزومابگرم میلی 20/۶7 بادی به طور متو به ازای هر کیلوگرم  بوا

 برآورد شد.  ین محلول کل( درصد پروتئ 3۶/3تر )معادل وزن 

شان داد وکتور  گیری:نتیجه سترونی مبتنی بردونتايج ن  پپتیدی هاینجیرهز هکنندرمزهای بیان همزمان کارآمد ژن IntF2A سی

توان برای امکان وکتور ستتاخته شتتده می ند. ازکگیاهی فراهم میهای ستتلولکامل را در با فرم  mAb بادی و تجمع بالایآنتی

 .گیاهی استفاده کردبیان بادی بواسیزوماب در سیستم توسعه و ساخت آنتی

 .IntF2Aتوتون، ساخت وکتور دوسیسترونی،  زوماب،یبواس ،ونیلتراسینفيآگروا: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

 یهارهیهمزمان زنجیان برای ب IntF2A( ساخت وکتور دوسیسترونی مبتنی بر دومین فیوژن 1403انداز پری، جعفری مراد ) استناد:

 .۶8-45(، 1)1۶، یمجله بیوتکنولوژی کشاورزو بررسی تظاهر موقت آن در گیاه توتون.  زومابیبواس بادییآنت یدیپپتیپل
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 مقدمه

ستفاده، ریاخ یهادر دهه س یبرا 1مونوکلونال یهایبادیآنت از ا سان یهایماریاز ب یاریدرمان ب سیار  هاسرطان ژهيبه و یان ب

ست بوده توجه مورد سال  یمونوکلونال درمان یهایبادیآنت یبازار جهان .ا  نیتخم کايدلار آمر اردیلیم 2/115 معادل باًيتقر 2018در 

 2زومابیبواس(.  .2020Lu et al) ابدي شيافزا دلار اردیلیم 300 به رقم نيا 2025سال  انيتا پا شودیم ینیبشیپاست و  شده زده

 .Lu et al) داشتتت قرار پنجم رتبه در 2018ستتال جهان در پرفروش  ی نوترکیببادیده آنت انی، در م®Avastin یبا نام تجار

سرطانداروو جزء دهمین  (2020 ضد شد آنتی بادی،اين آنتی(. Taylor 2022) بود 2022 سالدر  دنیا پرفروش ی  ژن فاکتور ر

                                                      
1 Monoclonal antibodies 
2. Bevacizumab 
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یال عروقی ) ندوتل مورد هدف قرار  ( .2020Lugano et alکند )بازی می هاتومور 2زايیرا که نقش کلیدی در رگ VEGF)1ا

 درمان در یاگستتترده طوربه(. اين داروی زيستتتی Chellappan et al. 2018کند )جلوگیری می زايی تومورهااز رگدهد و می

 .Brenner et al) (یعصب ستمیس میتومور بدخ ی)نوع وبلاستومایگل ،(Bang et al. 2021) کیمتاستات کولورکتال یهاسرطان

س ،(Tsai et al. 2021) رکوچکیغ سلول هيرسرطان  ،(2021  Dudek et al. 2020; Feldman) هیکل شرفتهیپ ینومایکار

et al. 2020)،  شتتترفتهیپ رحم دهانهستتترطان (Chu et al. 2021 و )تخمدان ستتترطان (Liu et al. 2021 )ددار کاربرد .

س سان مونوکلونال یبادیآنت کي زومابیبوا شامل  شده یان صد 93) سان یتوال در صد 7 و یان ش یتوال در ست( یمو  قياز طر که ا

س بینوترک DNA یتکنولوژ س کیژنت یو مهند سپان سو شت  ستر چ ونیدر ک شرکت  (CHO3) ینیتخمدان هم سط   Rocheتو

 .شودیم دیتول

ضا برا ضر تقا سنوترکیب  یداروها یدر حال حا ست و اآن یصنعت دیتول تیاز ظرف ترشیب اریب  ستمیس کي ازمندین نيها ا

شدیم نيیپا دیتول ینهيبالا و هز تیبا ظرف یدیتول شته یهادهه یط. با ستفاده از گ گذ  یبرا نهيروش کم هز کي عنوانهب اهانیا

 یمبتن یدیتول یهاستمیس. (Kolotilin et al. 2015) مورد توجه قرار گرفته است اریبس بینوترک یهانیپروتئ و یبادیآنت دیتول

ستاندار ستمیس و هایباکتر با سهيمقا در اهیگ بر ست یاديز یايمزا یدارا یپ س یاهیگ یهاستمیس. ا ستند ريپذانعطاف اریب  و ه

 ترجمه از پس راتییتغ تیقابل یپستتتتاندار یهاستتتلول همانند اهانیگ یطرف از. دارند یترراحت یريپذاسیمق و دیتول تيريمد

(PTMs4)  را دارند بینوترک یهانیپروتئبر روی (2013et al.  ; Frenzel2014; Sil & Jha 2015Kolotilin et al.  .)

 در هاتراژن داريپا قیتلف با که چرا ابد،ي تحقق یاهیگ بستر در تواندیم درازمدت در مداوم صورتبه بینوترک نیپروتئ دیتول نیهمچن

 خطر یاهیگ یهاستمیس در شده دیتول یهانیپروتئ نيا بر علاوه. شوند انیب متعدد یهانسل یط به طور پايدار توانندیم ،اهیگ ژنوم

سان یهاپاتوژن به یآلودگ ستم در معمولا که ی،ان ستاندار های تولیدسی ست یپ (. Merlin et al. 2014را ندارند ) ،مورد توجه ا

س یژگيو یطرف از. ابديیم کاهش شدتبه اهیگ در بینوترک نیپروتئ دیتول ینهيهز ها،یژگيو نيا لیدلبه  یهاستمیمنحصر به فرد 

 جمله از یفراوان یاهیگ یها. گونهاست نیپروتئ دیتول یبرا استفاده مورد یهاستمیس و یاهیگ یهاتنوع گونه اه،یگ بر یمبتن یدیتول

 دیتول ستتتامانه عنوانبه خزه و برنج گندم، ذرت، ،یفرنگتوت کاهو، ج،يهو آفتابگردان، ونجه،ي ،یفرنگگوجه ،ینیزمبیستتت توتون،

 ونیسوسپانس کشت و نيیمو شهيرمانند  یاهیگ یهااندام کشت اي و اهیگ کل از توانیم علاوهبه. شودیم استفاده 5پروتئین نوترکیب

ستفاده یسلول ستراتژکرد ا صورت تواندیم زین یانیب ستمیس یهای. ا شدبیان پايدار  اي موقت انیب ستمیس ب  & Schillberg) با

Finnern 2021 .)ستم بیان موقت تولید با توجه به اين سی صورت پروتئینکه در  سرعت و در کوتاهترين زمان  های نوترکیب به 

                                                      
1 Vascular endothelial growth factor 
2 Angiogenesis 
3. Chinese hamster ovary 
4. Post-translational modifications 
5. Recombinant protein production platform 
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های نوترکیب دارويی در مواقع گیرد اين ستتتیستتتتم بستتتیار مورد توجه قرار گرفته استتتت، چرا که اين امر امکان تولید پروتئینمی

ضطراری را فراهم می سیون يک Jugler et al., 2022کند )ا ساس آگرواينفیلترا سريع و مقیاس (. بیان موقت برا ساده،  تکنینک 

سازه بیانی نوترکیب به بافت برگ و سیون آگروباکتری حاوی  سپان سو ست که با تزريق  س به T-DNAانتقال  پذير ا صد ب  اریدر

سلول يیبالا سطحهااز  سامانه گیاهی میبالا ، منجر به بیان  (. از اين رو Ma et al., 2012) شود.يی از پروتئین نوترکیب در يک 

نوترکیب  یهانیپروتئ یتجار دیتول یبرتر برا ستتامانه کيرا به عنوان  یاهیگذرا گ انیب یهاستتتمیتحقق ستت یفناور نيه اتوستتع

 . کندیم لیتسه يی و صنعتیدارو

 1980از دهه  یب با استتتفاده از گیاهان تراريختههای نوترکعنوان بیوراکتورهای زيستتتی و تولید پروتئیناستتتفاده از گیاهان به

توانند در های فراوانی با استتتفاده از ستتیستتتم گیاهی تولید شتتده استتت که میبادیآغاز شتتده استتت. در طول چهار دهه اخیر آنتی

ستفاده قرار گیرند. از آنتیپیشگیری و درمان بیماری ستفاده از سیستم گیاهی تولید بادیهای انسانی مورد ا های مهم درمانی که با ا

 Nicotianaتولید شتتتده در توتون  PANGmAb-pp2 و غیرگلیکوزيله PAmAb-pp1بادی گلیکوزيله توان به آنتیمیاند شتتتده

benthamiana ژبرای علیه آنتی( ن حفاظتی باکتری عامل بیماری ستتتیاه زخمMett et al. 2011و آنتی ) بادیMB-003 

(Pettitt et al. 2013و آنتی ) بادیZMapp   شده در برای مقابله با بیماری  N. benthamiana (Qiu et al. 2014)تولید 

اند که اولین آن، فرم نوترکیب های نوترکیب تولید شده در سیستم گیاهی به بازار فروش راه يافتهابولا اشاره نمود. تعدادی از پروتئین

glucocerebrosidase  انستتانی با نام ژنريکtaliglucerase alfa یاستتت که با نام تجارElelyso  پس از طی آزمايشتتات ،

آمريکا کستتب کند  FDAاز ستتازمان  3توانستتت مجوز ورود به بازار را برای درمان بیماری گوشتته 2012گانه، در ستتال بالینی ستته

(Zimran et al. 2018 بترختی متحصتتتتولات ديتگتر نتیتز از جتمتلتته .)pegunigalsidase alfa کیتتب ، فترم نتوتتر

globotriaosylceramide (Gb3) ( انستتانی تولید شتتده در گیاه توتون برای درمان بیماری فابریvan der Veen et al. 

شده در 2020 سی تولید  شبه ويرو سن  صلی N. benthamiana(، واک بادی آنتی( و Ward et al. 2020) برای آنفلوآنزای ف

p2G12 ( برای درمان بیماری ايدزMa et al. 2015و برخی آنتی ) ستتتپری نمودن مراحل مختلف مطالعات بادی ديگر در حال

سیستم 19هايی همچون پاندمی کوويددر مواجهه با پاندمیبالینی هستند.  ستفاده از  ستراتژی  هیهای بیانی گیانیز ا به عنوان يک ا

د، باشنهای حیوانی نیز مناسب میهای گیاهی برای تولید واکسنسامانه(. Schillberg & Finnern 2021سريع پیشنهاد شد )

ستتتازی پروتئین تغذيه کنند و بنابراين توانند گیاه را بصتتتورت خام يا تزريق عصتتتاره گیاهی بدون نیاز به خال چراکه حیوانات می

 H5که تريمر  N. benthamiana(. به عنوان مثال تزريق عصتتتاره خام برگ Topp et al. 2016يابد )ها کاهش میهزينه

 .Phan et alها گرديد )( در جوجهH5N1انع از گستتتترش ويروس آنفلوآنزای پرندگان )شتتتد مويروس آنفلوآنزا در آن بیان می

                                                      
1. Plant-produced glycosylated anti-PA (protective antigen) mAb 
2 Plant-produced non-glycosylated anti-PA (protective antigen) mAb 
3. Gaucher disease  
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(.  .2017Clarke et alتولید شده در کاهو باعث بروز پاسخ ايمنی در موش شد ) Cويروس هپاتیت  2E1E1(. هترودايمر 2020

ششی ويروس  شده در گیاهان تراريخته منجر به برو Zikaهمچنین پروتئین پو شد )تولید  سخ ايمنی در موش   .Yang et alز پا

2018.) 

س اقدامات از یکي سا ست یکروموزوم اي یسلول سطح در هاآن با مرتبط یهانیپروتئ و هاژن مطالعه ،یملکول ینژادبه در یا  ا

(2022; Shahsavari et al. 2022Mohammadinejad et al.  .)شده  لیيک سلول از تعداد زيادی ژن تشک 2یکیژنت ماده

 نیاز مورد آنزيم يا پروتئین و شده بیان هاآن از کمی تعداد فقط لحظه هر در و شوندگاه همه به طور همزمان بیان نمیاست که هیچ

ست چندبعدی و موقت کنترل تحت شانبیان يوکاريوتی هایژن (.Barazandeh et al. 2016) نمايندمی تولید را سلول  در و ا

فت انواع از يک هر ها هابا عه يک تن تاً مجمو مام از کوچک نستتتب یان ژنوم ت  .(Masoudzadeh et al. 2020) شتتتودمی ب

شک( HC4) نیسنگ رهیدو زنج و (LC3) سبک رهیاز دو زنج مونوکلونال یهایبادیآنت  HC و LC یهارهیزنج انیب .اندافتهي لیت

ساني سطوح در هماهنگ صورتبهبادی آنتی شک یبرا ک  یهاچالش از یکي 5یبادیآنت کامل یاندازه و (2L2H) تترامر فرم لیت

 یانیبهای استتتتراتژی زمان،هم طوربه ژنمولتی انیب یبرا کیژنت یمهندستتت در(. Lin et al. 2018) استتتتها بادیآنتی دیتول

ست پروتئینیی و پلیسترونیسیپل بیان  یبرا( IRES۶) یبوزومير ورود یانیم گاهيجا هاییتوال(.  .2017Zhang et al) مطرح ا

سترونیپلی ستفاده می سی ستم میشوند که بیان ناهمگن تراژنا سی شد ها از معايب اين  در بیان (. François et al. 2002)با

های لینکر نیز دارای معايبی های پروتئازی استتتتفاده نمود که اين نوع توالیتوان از توالی لینکر حاوی جايگاه آنزيمپروتئینی میپلی

ها از زاد برای برش و جدا شتتتدن پروتئینزاد يا برونجوار لینکر، نیازمندی به آنزيم پروتئازی دورنهای هممانند بیان پايین پروتئین

شدگی نادرست نوع  نيدر حال حاضر پرکابردتر(.  ,1994Marcos and Beachyهای هدف هستند )از پروتئین بعضی 7هم و تا

ست. توال A2 دیپپت نکر،یل صال یبرا( FMDV8) یتب برفک یماریعامل ب روسياز و A2 دیپپت یرمزکننده یا  جهت تراژن چند ات

 دیپپت یخودبرش سمیاستفاده شده است که با استفاده از مکان اهانیگهای مختلف از جمله يوکاريوتدر  نیپروتئیپل به صورت دیتول

2A، دنشویم ساخته به طور جداگانه یعملکرد یهانیپروتئ (Halpin et al. 1999; Ralley et al. 2004; Luke et al. 

ستم آنزيم پروتئازی برای برش و حذف با اين(. 2015 سی جوار خود و های هماز پروتئین 2Aحال از معايب اين لینکر نیازمندی به 

(. اخیراً يک François et al. 2002استتتت )های هدف احتمال باقی ماندن بخشتتتی از اين توالی بر روی توالی يکی از پروتئین

پس  یبرشخود تیقابل ساخته شده است که A2با پپتید  9اينتئین نیپروتئینیماز طريق اتصال  A2IntFپروتئین فیوژن بنام  دومین

                                                      
1 The hepatitis C virus envelope proteins E1 and E2 
2 DNA 
3. Light chain 
4. Heavy chain  
5. Full size antibody 
6. Internal ribosomal entry site  
7. Misfolding 
8. Foot-and-mouth disease virus 
9. Intein  
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برای برداشتن توالی  هانیپروتئ N یدر انتهاا هعمل پروتئاز گاهيبه حضور جا یازیناينکه بدون  دهد،را افزايش می 2A یااز ترجمه

2A ( شد شته با ستفاده با(. Zhang et al., 2017وجود دا  نیپروتئ نيو هماهنگ چند زمانهم انیب تی، قابلIntF2A نیمود از ا

 بهینه دیتول برایخواهد بود.  ريپذامکان ینیپروتئ یدهیچیپ یهافراورده دیو تول هانیپروتئ نيا یگذارهدف ها،یبادیآنت جمله از

از اهمیت بالايی برخوردار است.  بادیبرای تولید فرم کامل آنتی مدآکاربیانی  سازه یطراح یاهیگ ستمیس در های نوترکیبیبادیآنت

سطح  دیتولامکان  یبرا IntF2Aدومین پروتئین فیوژن بر  یمبتن یانیب وکتورو ساخت  یطراحبرای اولین بار  حاضر قیتحقلذا در 

سب  س یبادیآنتمنا ستم گیاهی گزارشدر  زومابیبوا شده در گیاه توتون می سی ساخته  سازه نوترکیب  شود. کارآيی و عملکرد 

(Nicotiana tabacum) مورد ارزيابی قرار گرفت. 1اسیونلترینفيبا استفاده از روش آگروا  

 

 هامواد و روش

سمید و هایباکتر ستفاده مورد هایپلا به عنوان میزبان در مراحل  DH5α یيهسو Escherichia coli یباکتر: ا

سانه ستفاده گرديد یسازهم سمید .ا شامل  هایپلا ستفاده  سیزوماب  pGH-HCمورد ا سنگین بوا حاوی ژن رمزکننده زنجیره 

(BHC ،)pGH-LC ( سیزوماب سبک بوا حاوی ژن رمز کننده پروتئین  BLC ،)pUC57-IntF2Aحاوی ژن رمزکننده زنجیره 

 pBI121-CYS8به عنوان وکتور بیانی مقصد استفاده گرديد. پلاسمیدهای  pSAR-Extمید باينری بود. پلاس IntF2Aفیوژن 

به منظور جلوگیری از تخريب احتمالی  CDISl3و  8CYSSl2های پروتئازی های رمزکننده بازدارندهحاوی ژن CDI-121pBIو 

اخته شده در ترانسفورماسیون گیاه استفاده شدند. از باکتری پروتئین نوترکیب توسط پروتئازهای میزبان، همراه با وکتور نوترکیب س

Agrobacterium tumefaciens  سويهEHA105 .برای آگرواينفیلتراسیون گیاهان توتون استفاده شد 

ستم گیاهی،یاهیگ مواد سی سیزوماب در  شده برای امکان تولید بوا ساخته  سازه نوترکیب  از لاين  : جهت ارزيابی کارايی 

شد. در لاين 1401)جعفری و همکاران،  NT-∆FXFTتراريخته  ستفاده  سیون ا سفورما های ژن NT-∆FXFT( در فرآيند تران

نده آنزيم آوری از طريق فن fucosyltransferase β- (FucT)-1,3( و XylT) xylosyltransferase α-1,2-های رمزکن

RNAiهای نوترکیب تولید شتتتده در میزبان گیاهی، خاموش هی از بدنه گلیکوپروتئینهای گیاهای گلیکان، جهت حذف باقیمانده

ست گیاه مادری لاين شده ست  Gewone groeneتوتون رقم  NT-∆FXFTاند. لازم به ذکر ا حاوی کمترين مقدار نیکوتین ا

ها به هفته، گیاهچه 2-3پس از  ابتدا در سینی نشاء کشت گرديد و NT-∆FXFT(. بذور مازندران یرتاش،توتون ت یقاتمرکز تحق)

 ای در ترانسفورماسیون به روش آگرواينفیلتراسیون مورد استفاده قرار گرفتند.هفته 5-۶گلدان انتقال يافتند. گیاهان 

                                                      
1. Agroinfiltration  
2. Tomato cystatin protease inhibitor 
3. Tomato cathepsin D inhibitor 
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 BHC یهاژن یحاوبرای ساخت سازه نوترکیب : IntF2Aدومین  دوسیسترونی بواسطه بینوترکسازه  ساخت

سی  DrugBankپايگاه ها )ژن، توالی  اولیه  اين BLCو  ستر شماره د   IntF2Aتوالی دومین پروتئین فیوژن  ( وDB00112با 

(Zhang et al. 2017 )افتتزار نتترم بتتا استتتتتتتفتتاده ازتتتوتتتون  یتتحتتیتتترجتت یهتتابتتر استتتتاس کتتدونEntelechon 

(http://www.entelechon.com )ابتدا و انتهای توالی ژن  دری شتتد. ستتازینهبهBHC های به ترتیب جايگاه آنزيمNheI  و

SalI  و در ابتدا و انتهای ژنBLC های جايگاه آنزيمSalI  وSacI چنین در دو طرف ژن قرار گرفت. همIntF2A  جايگاه آنزيم

SalI  .ستتازی شتتده جهت ستتنتز به شتترکت های بهینهتوالیتعبیه شتتدGen Script (آمريکا )های ستتنتتیک توالیو  ارستتال شتتد

سانه شده در وکتورهم ساخت  pUC57-IntF2Aو  pGH-HC ،pGH-LCهای سازی  ستفاده گرديد.  سازه ژنی نوترکیبدر  ا

 pSAR-Extدر وکتور  SalIو  NheIهای با استفاده از آنزيم BHCنوترکیب دوسیسترونی، در مرحله اول ژن  برای ساخت سازه

سانه ضم آنزيمی هر دو وکتور سازی گرديد. بهم )وکتور  pSAR-Ext( و BHC)حاوی اينزرت  pGH-HCدين منظور پس از ه

صول واکنش صد(، مح ضم روی ژل آگارز بیانی مق شد. پس از تأيید نتیجه برش 8/0های ه سی  صد برر های آنزيمی، قطعات در

سازی شدند. واکنش برداشته و سپس خال از روی ژل  pSAR-Extو باقیمانده وکتور  pGH-HCاز وکتور  BHCمربوط به ژن 

های مستعد انجام شد و پس از تراريختی باکتری DNA Ligase 4Tبا استفاده از آنزيم  1اتصال قطعات مذکور طی واکنش اتصال

E. coliشده، سازه ساخته . سیلین صورت گرفتدر لیتر آمپی گرممیلی 100های نوترکیب در محیط انتخابی حاوی ، گزينش کلونی

از وکتور  BLCنامگذاری شتتد. در مرحله دوم، ژن  pSAR-HC-Extبا هضتتم آنزيمی، به صتتورت  يید ستتاختار مولکولیپس از تأ

pGH-LC ستفاده از آنزيم شته شد و در سازه ساخته شده  SacIو  SalIهای با ا و  سازی گرديدهمسانه pSAR-HC-Extبردا

شده، پس از تأ ساخته  ساختار مولکسازه  صورت  ولیيید  شد. در مرحله  pSAR-HC-LC-Extآن با هضم آنزيمی، به  نامگذاری 

 pSAR-HC-LC-Extدر ستتازه   BLCو  BHC، بین دو ژن SalIبا استتتفاده از آنزيم  IntF2Aستتوم توالی رمزکننده دومین 

صورت گرفت. واکنش پی سی  PCRآنالیز  سازی شد. پلاسمید نوترکیب حاصل )سازه نهايی( با استفاده از هضم آنزيمی وهمسانه

درجه  94چرخه شتتامل  40ستتازی اولیه، دقیقه جهت واستترشتتته 4گراد به مدت درجه ستتانتی 94آر تحت برنامه دمايی يک چرخه 

سانتی 58ثانیه،  30گراد به مدت سانتی صال پرايمر،  45گراد به مدت درجه  سانتی 72ثانیه جهت ات ثانیه و  50گراد به مدت درجه 

 HCInF-Fدقیقه جهت بسط نهايی انجام شد. به اين منظور از آغازگرهای اختصاصی  10گراد به مدت درجه سانتی 72ه يک چرخ

(5ʹ-TGATGTTTGGGTTACCGGC-3ʹ و )HCInF-R (5ʹ-GGATGAGCATCAAACTTGC-3ʹ بتترای )

عه  های  BHC+IntF2Aتکثیر قط غازگر  InFLC-R( و ʹ5ʹ-TCCTACAGAAGCTAATCCAG-3) InFLC-Fو آ

(5ʹ-GCTTTTCGTAGAGTTAACCG-3ʹ برای تکثیر بخشتتی از )IntF2A+BLC يید نهايی استتتفاده گرديد. برای تأ

( کاي، آمرThermofisher) GeneJET plasmid miniprepساختار موکلولی سازه ساخته شده، پلاسمید نوترکیب توسط کیت 

                                                      
1. Ligation  

http://www.entelechon.com/
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)آمريکا( از طريق شتترکت فزاپژوه )تهران(  GenScriptابی به صتتورت دو بار خوانش به شتترکت يیجهت توالاستتتخراگ گرديد و 

تتتوالیارسال شد.  از سازی های اولیه مورد استفاده در همسانهبا توالیبدستتت آمتتده  هایانطبتتتاق و تعیتتتین مشتتتابهت ت

ور دوسیسترونی ( انجام گرفت. در نهايت وکتhttps://www.ebi.ac.uk/Tools/psa) EMBL-EBIپايگاه اطلاعاتی  طريتتق

صورت  شده به  شد و به روش ذوب Ext-ALC2HCIntF-pSARساخته  ( به  .1978Holsters et al) 1انجماد-نامگذاری 

  ترانسفورم گرديد.  EHA105آگروباکتری سويه 

سینفیآگروا شده، کارا یابيارز به منظور: بینوترک سازه با توتون ونیلترا ساخته  سیون يی وکتور نوترکیب  آگرواينفیلترا

(. Sainsbury and Lomonossoff 2008ای( با استفاده از سازه نوترکیب به شرح زير انجام گرفت )هفته 5-۶گیاهان توتون )

يه  باکتری ستتتو یب  EHA105آگرو باکتری pSAR-HCIntF2ALC-Extحاوی ستتتازه نوترک حاوی به همراه آگرو های 

( بطور SlCDIو  SlCYS8های پروتئازی های رمزکننده بازدارندهارای ژن)د pBI121-CDIو  pBI121-CYS8پلاسمیدهای 

شدند. دو میلی شت  شبانه باکتریجداگانه ک شت  سوب  5000دقیقه و با  5ها به مدت لیتر از ک سانتريفیوژ گرديد. ر دور در دقیقه 

صل در   2SO4 ،5/0(NH4)گرم بر لیتر  KH2PO4 ،1گرم بر لیتر  K2HPO4 ،5/4گرم بر لیتر  5/10میلی لیتر بافر القا ) 5حا

 MESمولار، میلی MgSO4 1گرم بر لیتر گلیستتترول،  4گرم بر لیتر فروکتوز،  1گرم بر لیتر گلوکز،  NaCitrate ،1گرم بر لیتر 

سیرينگان pH=۶/5مولار، میلی 10 ستو سین  100( همراه با ا گرم میلی 100سیلین میلی گرم بر لیتر، آمپی 50میکرو مولار، ريفامپی

های گرم بر لیتر کانامايستتین برای آگروباکتریمیلی 50)و  pSAR-HCIntF2ALC-Extبر لیتر برای آگروباکتری حاوی ستتازه 

سمید شیکرانکوباتور با دمای  5-۶های ديگر( حل گرديد. محلول باکتری به مدت حاوی پلا سانتی 30ساعت در   180گراد و درجه 

دور در دقیقه سانتريفیوژ گرديد. رسوب حاصل  5000دقیقه و با  5ها به مدت سپس سوسپانسیون باکتریدور در دقیقه قرار گرفت و 

سیون ) سید  Tween20 03/0مولار، میلی MES 10مولار، میلی MgCl2 10در بافر اينفیلترا سکوربیک ا صد حجمی، آ  5/0در

های فوق با تراريختی گیاهان، ستتوستتپانستتیون آگروباکتریجهت  میکرو مولار حل گرديد. 200مولار( حاوی استتتوستتیرينگون میلی

سرنگ بدون ستفاده از  شده و با ا سبت برابر مخلوط  شت برگ ن سازه غیرنوترکیب به سوزن به پ شد. آگروباکتری حاوی  ها تزريق 

يم زرد شتتدگی يا پژومردگی محستتوس و علا پس از اينفیلتراستتیون، تا روز هفتمعنوان شتتاهد استتتفاده گرديد. با توجه به اينکه 

روز پس از هفت  ها نشتتان داده نشتتدند(، لذا ها مشتتاهده نگرديد )دادهستتلولی در برگ 2حستتاستتیتنکروتیک ناشتتی از پاستتخ فوق

 . شدندبرداری نمونهها برای آنالیزهای بعدی برگاز اينفیلتراسیون 

های آگروانیفیلتر شتده با برگل ک RNA، تراستتوزوماب یبادیآنت هرمزکنند یهاژن انیب یبررست یبرا: RT-PCRآنالیز 

ستفاده از pSAR-HCIntF2ALC-Extپلاسمید نوترکیب  ستخراگ محلول با ا ستخراگرانيا ،ناکلونی)س RNX Plus ا  .شد ( ا

                                                      
1. Freeze-thaw method 
2. Hypersensitive response 
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 RevertAid First Strand cDNA Synthesis تیبراساس دستورالعمل ک RT-PCR زیآنال لهیبه وس هارونوشت ژنحضور 

(Thermofisherکاي، آمر )ستفاده از ص یآغازگرها با ا صا ستفاده در آنالیز  InFLC-Rو  HCInF-Fی اخت انجام  (PCR)مورد ا

  شد.

بادی بواسیزوماب در گیاهان ترانسفورم شده از آنالیز وسترن بلات استفاده شد. : برای ارزيابی تولید آنتیبلات  وسترن زیآنال

شده هفت پس برگ سفورم  ستخراگ پروتئین کل نمونههای تران سیون جهت ا ستخراگ پروتئین از آگرواينفیلترا شدند. برای ا برداری 

بافر استتتتخراگ  300گرم پودر برگی، میلی 200کل، بر روی   EDTA 10میلی مولار،  Tris-HCl, pH=7.5 20)میکرولیتر 

افزوده شتتتد و پس از  (مولارمیلی Protease inhibitor cocktail 10مولار، میلی mercapthoethanol 5-2مولار، میلی

دقیقه در دمای  10دقیقه روی يخ قرار گرفتند. سپس عصاره خام سلولی حاصل به مدت  10ها به مدت مخلوط نمودن کامل، نمونه

ستخراگ حل  13000گراد در سانتی درجه 4 گرديد و دور در دقیقه سانتريفیوژ و در نهايت رسوب پروتئینی حاصل در همان محلول ا

میکروگرم از محلول پروتئینی هر نمونه برگی همراه  50( تعیین شد. حدود 1976) Bradfordهای پروتئینی به روش غلظت نمونه

ها از روی ژل به غشای بارگزاری شد و سپس پروتئین SDS-PAGE 10%انسانی به عنوان استاندارد در ژل  IgG1نانوگرم  50با 

-goat Anti اصتتیاختصتت هایبادییاز آنت یاز مخلوط ماب،بواستتیزو بادییآنت ی تشتتخ به منظور .نیتروستتلولزی انتقال يافتند

human IgG-Gamma (γ)-specific AP-conjugated antibody  وgoat Anti-human IgG-Kappa (κ)-

conjugated antibody-chain specific AP يطتحت شرا PAGE-SDS یکمّمهیسنجش ن یبرا. گرديداستفاده  1غیراحیا 

 پسImageJ 1.53  (Rasband, 2020 )نرم افزاربوسیله  ها روی غشاء حاصل از آنالیز وسترنباند، شدت بادیمیزان تولید آنتی

به صورت میزان چند  بادیآنتیو تجمع  شدند ليشده تبد حیتصح یچگال یکمّ یهابه داده نمونه استاندارد نسبت به یسازاز نرمال

(،  et al.Stevens ,2000باشد )های توتون تقريبا دو درصد وزن تر میان شد. با توجه به اينکه محتوای پروتئین برگبی 2برابری

سترن، تجمع آنتی شده در آنالیز و ستاندارد و میزان پروتئین بارگذاری  صورت میلیبا در نظر گرفتن غلظت نمونه ا گرم در بادی به 

 ( محاسبه شد. TSP3%ه صورت درصدی از پروتئین محلول کل )کیلوگرم زيست توده تر و همچنین ب

سنجش نیمهی: آمار زیآنال سترن بلات  RT-PCRبادی نوترکیب، آنالیزهای ها و میزان تجمع آنتیکمّی بیان ژنبرای  و و

صادفی ) در قالب طرح پايه شد. آنCRDکاملا ت سه بار تکرار  سه تکرار انجام گرديد و هر آزمايش  سه الیز آماری داده( در  ها و مقاي

 2021توسط نرم افزار  و رسم نمودارها SAS 9.4( توسط نرم افزار LSDدار )حداقل تفاوت معنی آزمون اساسها بر میانگین داده

Excel  .انجام شد 

 

                                                      
1. Non-reducing  
2. Fold change  
3. Total soluble protein 
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 نتایج و بحث

سترونیسازه  ساخت سی ساخته برای تأ: pSAR-HCIntF2ALC-Ext دو سازه نوترکیب  ساختار مولکولی  يید 

يابی قطعات درگ شتتده در ستتازه و همچنین توالی PCRهای هضتتم آنزيمی، انجام آنالیز  pSAR-HCIntF2ALC-Extشتتده

 NheIهای جفت باز( با استفاده از آنزيم 14۶0) BHCی اول ساخت سازه، ژن نوترکیب صورت گرفت. با توجه به اينکه در مرحله

، SalIو  NheIهای با استفاده از آنزيم pSAR-HC-Extدرگ گرديد. با برش پلاسمید نوترکیب  pSAR-Extدر وکتور  SalIو 

شان دهنده الحاق ژن رمزکنند BHCی مورد انتظار جفت باز برابر با اندازه 14۶0ای به اندازه قطعه شد که ن صل   HCه زنجیره حا

 BLC(، ژن pSAR-HC-LC-Extمرحله دوم ) ستتازه(. در ستتاخت 1Aبود )شتتکل  pSAR-HC-Extبواستتیزوماب در وکتور 

سازی گرديد، که صحت ساخت اين سازه با استفاده در سازه نوترکیب همسانه SacIو  SalIهای جفت باز( با استفاده از آنزيم 7۶4)

شد. بر سازه نوترکیب از هضم آنزيمی مربوطه بررسی  منجر به جدا شدن  SacIو  SalIهای با آنزيم pSAR-HC-LC-Extش 

-pSAR-HC-LCمانده (. باقی1Bبواستتتیزوماب گرديد )شتتتکل  LCجفت باز برابر با ژن رمزکننده زنجیره  7۶4باندی به اندازه 

Ext  برش يافته نیز برابر باpSAR-HC-Ext  خطی شده با آنزيمSalI  بود که نشان دهنده درگ قطعه الحاقی درpSAR-HC-

Ext نوترکیب در مرحله ستتوم يعنی ستتازه نهايی ستتازه  ستتاختيید بود. در تأpSAR-HC-IntF2A-LC-Ext توالی رمزکننده ،

الحاق گرديد که  LCو  HCهای رمزکننده بین ژن pSAR-HC-LC-Extدر ستتازه  SalIبا استتتفاده از آنزيم  IntF2Aدومین 

ستخراگ شده از کلونیتأ جهت ستفاده از آنزيم يید حضور اين قطعه در سازه نهايی، پلاسمید ا هضم شد که  SalIهای نوترکیب با ا

(. باقیمانده پلاسمید 1Cدر اين سازه بود )شکل  IntF2Aجفت باز خارگ شد که نشان دهنده درگ  ۶81ای به اندازه در نتیجه قطعه

 بود.  SalI( خطی شده با آنزيم pSAR-HC-LC-Ext)نیز برابر با سازه مرحله دوم 

سازه شتریب نانیاطم یبرا ستفاده با PCR زیآنال ،نهايی شده ساخته بیوترکن از صحت  شد.  انجامآغازگرهای اختصاصی  از ا

( 1Dبواسیزوماب )شکل  LCو طول تمام زنجیره  IntF2Aجفت باز برابر با اندازه بخش انتهايی  770تکثیر باندی با اندازه تقريبی 

نشتتان  (،که1Eاستتت )شتتکل  IntF2Aبواستتیزوماب و  HCجفت باز برابر با مجموع اندازه زنجیره  2200و باندی با اندازه تقريبی 

يابی قطعات الحاقی و آنالیز همرديفی آنها نتايج توالی. بود pSAR-Ext هیاول دیپلاسم درشده  یسازقطعات همسانه حضوردهنده 

ستفاده در همسانهبا توالی شان داد توالی قطعات همسانههای اولیه مورد ا شده انطباق سازی ن صد با توالی 100سازی  های اولیه در

 یهاژن یحاو pSAR-HCIntF2ALC-Ext یانیوکتور ب بیترت نيبد(. 2دارند و هیچ گونه تفاوت نوکلئوتیدی ندارد )شتتتکل 

س یبادیآنت نیسنگ و سبک رهیزنج  ساختهو  یتوتون طراح اهیگ در یبادیآنت نيا دیتول جهت IntF2Aو دومین فیوژن  زومابیبوا

 .است شده آورده pSAR-HCIntF2ALC-Ext بینوترک دیپلاسم T-DNAبخش  کیشمات 3شکل  در. شد
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  .IntF2Aفیوژن بادی بواسیزوماب و دومین های رمز کننده آنتیهای نوترکیب حاوی ژنآنالیز مولکولی سازه .1شکل 

(A  آنالیز هضمpSAR-HC-Ext: 1- pSAR-HC-Ext افتهنی برش M-  1نشانگر وزن مولکولیkb DNA ladder، 2- 

pSAR-HC-Ext با برش یافته NheI + SalI  الحاقیو خروج قطعه BHC (1460 .)جفت باز  Bهضم  ( آنالیزpSAR-

HC-LC-Ext  :1- pSAR-HC-LC-Ext  برش یافته باSalI +  SacI  و خروج قطعه درج الحاقیBLC (764  جفت

( 4 ،برش نیافته pSAR-HC-Ext( 3 ،و خطی شدن آن با اندازه مورد انتظار SalIبا  pSAR-HC-Extبرش  -2باز(، 

pSAR-HC-LC-Ext  ،برش نیافتهC هضم ( آنالیزpSAR-HCIntF2ALC-Ext :1- pSAR-HCIntF2ALC-Ext 

و خطی شدن آن با اندازه بزرگ مورد انتظار )حاوی  SalIبا  pSAR-HC-IntF2A-LC-Ext برش  -2برش نیافته،

نیافته.  برش SalI (3 ،)4- pSAR-HC-LC-Extخطی شده با  pSAR-HC-LC-Ext قطعات کلون شده( در مقایسه با  

D آنالیز )PCR  با استفاده از آغازگرهای اختصاصی برای تکثیر بخشی ازIntF2A  وBLC 770اندازه مورد انتظار  با 

به عنوان کنترل  pSAR-HCIntF2ALC-Ext ،3- pSAR-HC-LC-Extهای نوترکیب حاوی کلونی -1و  2جفت باز، 

با اندازه مورد انتظار  BHC+IntF2Aبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی برای تکثیر طول کامل  PCR( آنالیز Eمنفی. 

)بدون  pSAR-HCIntF2ALC-Ext ،5- pSAR-HC-LC-Ext حاویترکیب های نوکلونی -4تا  1جفت باز،  2200

 الگو به عنوان کنترل منفی DNAبدون  PCRواکنش  -IntF2A ،)6قطعه 

Figure 1. Molecular analysis of recombinant constructs containing the genes encoding the 

bevacizumab antibody and IntF2A peptide domain. A) Digestion analysis of pSAR-HC-Ext; 1: Uncut 

pSAR-HC-Ext, M- 1 Kb DNA ladder. 2- Digestion of pSAR-HC-Ext with NheI+SalI released insert 

fragment of BHC (1460 bp); B) Digestion analysis of pSAR-HC-LC-Ext: 1- Digestion of pSAR-HC-

LC-Ext with SalI+SacI released insert fragment of BLC (764 bp), 2- Digestion of pSAR-HC-Ext with 
SalI linearized the plasmid with expected size, 3- Uncut pSAR-HC-Ext. 4- Uncut pSAR-HC-LC-Ext; 

C) Digestion analysis of pSAR-HC-IntF2A-LC-Ext: 1-Uncut pSAR-HC-IntF2A-LC-Ext, 2- Digestion 

of pSAR-HCIntF2ALC-Ext with SalI linearized the plasmid with expected large size (containing the 

cloned fragments) compared with  pSAR-HC-LC-Ext linearized with SalI, 4- Uncut pSAR-HC-LC-

Ext; D,E) Identification of the cloned fragments by PCR analysis. D) PCR analysis using gene-specific 

primers amplified the portion of IntF2A+BLC fragment with expected size of 770 bp, 1&2- 

Recombinant colonies containing pSAR-HCIntF2ALC-Ext, 3- pSAR-HC-LC-Ext as a negative 

control. E) PCR analysis using gene-specific primers amplified the full length of BHC+IntF2A 

fragment with expected size of 2200 bp, 1-4- Recombinant colonies containing pSAR-HCIntF2ALC-

Ext, 5- pSAR-HC-LC-Ext without IntF2A as a negative control, 6- Non-template PCR reaction as a 

negative control 
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-pSAR-HC-IntF2A-LCسازی شده در وکتور نوترکیب های همسانهبابی ژن. بخشی از نتایج توالی2شکل 

Ext های مورد استفاده در ساخت سازه  نوکلئوتیدی دوگانه با توالی و همردیفی 

Figure 2. Part of sequencing results of the genes cloned into recombinant vector pSAR-

HCIntF2ALC-Ext and pairwise nucleotide alignment with the sequences used in 

construction 

 

: RBو  pSAR-HCIntF2ALC-Ext .LB بینوترک یدپلاسم T-DNA. نمایش شماتیک ناحیه 3 شکل

 انیپا ی: توالneomycin phosphotransferase، Ext-Ter: ژن T-DNA، nptIIو راست ناحیه  چپ زهایمر

نوپالین سنتاز  ژندهنده و ناحیه پایان اندازراهبه ترتیب : Nos-Terو  Nos-Pتوتون،  Extensinژن  دهنده

 ´CHS 5 ، کننده رونویسی دوبل شدهدارای توالی تقویت CaMV 35Sانداز : راه P35SS-Pro،آگروباکتریوم

UTRژن چالکون سنتاز )گیاه جعفری( ´5شونده  رترجمهیغ هی: ناح ،BLC و BHC : زنجیره  کنندهرمز یهاژن

 IntF2Aپروتئین فیوژن  نی: دومIntF2A زوماب،یبواسبادی سبک  و زنجیره سنگین آنتی

Figure 3. Schematic representation of the T-DNA region of the recombinant plasmid pSAR-

HCIntF2ALC-Ext. LB and RB: the right and left borders of the T-DNA region, bla: 

ampicillin ⁄carbenicillin-resistance bla gene, Ext-Ter: Terminator of tobacco extensin gene, 

Nos-P and Nos-Ter: Agrobacterium nopaline synthase gene promoter and terminator, 

P35SS: CaMV 35S promoter with duplicated transcriptional enhancer, CHS 5' UTR: 5' 

untranslated region of chalcone synthase gene (Petroselinum crispum),  BLC and BHC: 

Genes encoding the light chain and heavy chain of bevacizumab antibody, IntF2A: IntF2A 

fusion protein domain 
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و  BHCوماب )بواسیز هرمزکنند هایژن همزمان بیان RT-PCR زیآنال :رونوشت تکبه صورت  هاژنبیان همزمان 

BLC شتتکل  های توتون آگروانیفیلتر شتتده،برگ( در( 4نشتتان دادA).  جفت باز بیانگر حضتتور  2970تکثیر باند به اندازه تقريبی

های توتون ترانستتفورم شتتده در برگ 1به صتتورت يک رونوشتتت واحد A2IntFبادی و دومین های آنتی( ژنmRNAرونوشتتت )

شد. عدم تکثیر در نمونهمی ستی بیان ژنبا شاهد در ستفاده را اثبات نمود.  RT-PCRها و عدم آلودگی در آنالیز های  با توجه به ا

سان  سی و میزان بیااز نمونه cDNAکل و  RNAمقدار تقريباً يک سطحهای مورد برر در آنالیز  (β-actinمرجع )ثابتی از ژن  ن 

RT-PCR  شکل (4B،)  سبی میزان بیان ژنبه شد های هدف در نمونهطور ن سطح  يکسانی برآورد  سی در  شکل های مورد برر (

4C) نتايج آنالیز .RT-PCR  بیان کاستBHC+IntF2A+BLC يی سازه نوترکیب ساخته شده را تأيید نمود.کارآ و  

 نیدوم بواسککطه زومابیبواسکک یبادیکننده آنترمز هاژن همزمان انیب یبرا RT-PCR زیآنال( A. 4 شکککل

A2IntF  بینوترک دیشککده با پلاسککم لترینفیآگروا توتونهای برگدر Ext-ALC2HCIntF-pSAR .+C :

سم  لترینفیاآگروهای برگی نمونه: 3L-1Lمثبت،  شاهدعنوان  هب Ext-ALC2HCIntF-pSAR بینوترک دیپلا

سم سمید شده با  لترینفیآگروا: برگ Ext-ALC2HCIntF-pSAR،  ̄1C بینوترک دیشده با پلا  pSARپلا

شاهد منف خالی شاهد منف RNAبدون  PCR-RT: واکنش 2C̄  اول(،  ی) )ژن  actin-β( بیان B (.ومد یالگو )

سازی با ژن مرجع بعد از نرمالافزار کمّی شد و پیک حاصل از هر باند توسط نرم. سازی بیان ژنمرجع( کمّی

های با حروف یکسککان دارای اختلاف میانگین .بیان شککد (Fold changeتغییرات چند برابری ) به صککورت

 ( نیستند05/0 ≥ P) LSDدار بر اساس آزمون معنی

Figure 4. A) RT-PCR analysis of co-expression of the genes encoding bevacizumab antibody 

by IntF2A domain in agroinfiltrated tobacco leaves. C+: the recombinant plasmid pSAR-

HCIntF2ALC-Ext as positive control, L1-L3: Leaves agroinfiltrated with the recombinant 

plasmid, C1 ̄ : leaves agroinfiltrated with pSAR empty plasmid as first negative control, C2  ̄

: RT-PCR reaction without RNA template as second negative control. B) Expression of β-

actin (reference gene). C) Quantification of gene expression. The pick from each band was 

quantified by ImageJ software and expressed as fold change after normalization with 

reference gene (β-actin). Means with the same letter are not significantly different according 

to LSD test (P ≤ 0.05) 
 

                                                      
1. Single transcript unit  
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(، تجمع و تولید pSAR-HCIntF2ALC-Extبرای تأيید عملکرد سازه ساخته شده ): زومابیبواس یبادیآنت دیتول

بادی بواسیزوماب در برگ گیاهان ترانسفورم شده با استفاده از آنالیز وسترن بلات مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس اين آنالیز آنتی

برگ آگرواينفیلتر در (. 5های اختصاصی تشخی  داده شد )شکل بادیهای ترانسفورم شده با استفاده از آنتیبواسیزوماب در برگ

که بیانگر درستی آنالیز وسترن است. در  نشد تشخی  داده باندی)شاهد منفی( هیچ  با باکتری حاوی پلاسمید غیرنوترکیب شده

بادی تولید شد، اگرچه به مقدار بسیار ناچیز و قابل ( به عنوان فرم غالب آنتیH2L2های مورد آنالیز فرم کامل تترامريک )نمونه

شامل درصد بالايی از فرم کامل آنتی (بادی بادی نیز مشاهده شد. اين الگوی هموژن تشکیل آنتیهای ديگری از آنتیاغماض فرم

بادی چنین حفاظت آنتیها بر روی هم و همکارآمد و مناسب زنجیره 1، گردايشLCو  HCهای نشان دهنده بیان برابر زنجیره )بادی

تواند بادی میهای مختلف آنتیباشد. الگوی بیان پیچیده  شامل فرمئازی میهای پروتتوسط آنزيم 2کافتتولید شده از تخريب پروتئین

 دلیل تخريب( و همچنین بهChan et al. 2010; Schlatter et al. 2005) HCو  LCهای ناشی از بیان و تجمع نابرابر زنجیره

(. Jutars et al. 2016; Huang et al. 2010)های پروتئازی باشد توسط آنزيم کافتبادی در نتیجه پروتئینفرم کامل آنتی

های مذکور ها را در نتیجه بیان هترولوگوس ژنهای نوترکیب مختلف و بهبود میزان تجمع آنمطالعات قبلی کاهش تخريب پروتئین

ب پروتئینی (. نتايج در تحقیق حاضر برای کاهش تخريJutars et al. 2016; Robert et al. 2013در میزبان گزارش شده است )

 SlCDIو  SlCYS8ه پروتئازی های رمزکننده بازدارندهای حاوی ژنکافت، در فرايند ترانسفورماسیون از پلاسمیدناشی از پروتئین

بادی بواسیزوماب با الگوی بیان غالب به فرم کامل استفاده شد. نتايج حاصل نشان داد که سازه نوترکیب ساخته شده تولید آنتی

مشخ  شد که  باندهامقايسه شدت و  ImageJافزار نرم یلهوسبه ء وسترنغشا کند. با آنالیزدر گیاه توتون را فراهم میهتروتترامر 

(. با در نظر داشتن نمونه استاندارد ۶ شکلدار وجود دارد )بادی تفاوت معنیآنتی میزان بیانهای برگ تراسنفورم شده از نظر بین نمونه

(IgG1  ،حداکثر میزاننانو 50انسانی ،)20/۶7برابر نمونه استناندارد بود که اين مقدار  21/3تقريبا تجمع يافته  بواسیزوماب گرم 

های نوترکیب در عصر کنونی تولید پروتئین برآورد شد. TSPدرصد  3۶/3معادل با گرم در هر کیلوگرم زيست توده تر تقريباً میلی

های بیانی ، طراحی و ساخت سازهدر گیاهان های دارويی مهمر است. لازمه تولید پروتئیندارويی در گیاهان از اهمیت بالايی برخوردا

شود نقش بسزايی در سطح بیان عناصر ژنتیکی بالادست و پايین دست که در طراحی يک کاست بیانی استفاده میباشد. مناسب می

های زنجیره سبک و سنگین کاست بیانی متشکل از ژنو تولید پروتئین نوترکیب دارد. در تحقیق حاضر وکتور نوترکیب حاوی 

توتون، توالی نشانه  extensionدهنده ژن انداز ويروس موزايیک کلم تقويت شده، توالی پايان، راهIntF2Aبواسیزوماب، دومین 

 چالکون سینتاز گیاه جعفری ساخته شد.ژن  مشتق شده از UTR ʹ5 هیناحبادی و ترشحی آنتی

 

                                                      
1. Assembling 
2. Proteolysis  
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 نوترکیب سازه با شدهآگرواینفیلتر  توتون هایبرگ یبرا نشده ایاح طیشرا تحت وسترن بلات زیآنال. 5 شکل

pSAR-HCIntF2ALC-Ext. M :ینیپروتئ نشانگر Kaleidoscope prestained standard (BioRad)، S 

)+C( :1IgG 1-3 ( و شاهد مثبت.نانوگرم 50) استاندارد عنوان به یانسانLاز سه گیاه گلدانی  یهای برگ: نمونه

پلاسمید  با شده اگرواینفیلتر برگ: NTL(C¯( ب،ینوترک دیحاوی پلاسم یمختلف اگرواینفیلتر شده با باکتر

 منفی شاهد عنوان به غیرنوترکیب

Figure 5. Western blot analysis under non-reducing conditions for tobacco leaves 

agroinfiltrated with recombinant plasmid pSAR-HCIntF2ALC-Ext. M: Kaleidoscope™ 

Prestained Protein marker (BioRad), S (C+: Human IgG1 as standard (50 ng) and positive 

control, L1-3: Leaf samples from three different potted plants agroinfiltrated with 

recombinant plasmid, NTL (C¯): leaves agroinfiltrated with native vector as negative 

control 

شتتتده دهنده مناستتتب برای تولید کارامد پروتئین نوترکیب بستتتیار مهم استتتت. راه انداز تقويتانداز و توالی پايانانتخاب راه

CaMV 35S ×2e  سر هم به اندازه شت  ست 250دارای تکرارهای پ ست ا . اين ناحیه تکراری به عنوان جفت باز در بخش بالاد

(. Kay et al., 1987شود )های بیگانه در گیاهان تراريخته میيک تقويت کننده قوی عمل کرده، منجر به سطوح بالای بیان ژن

توتون در مقايستتته با ستتتاير ترمیناتورهای رايج، به عنوان يک ترمیناتور قوی برای رونويستتتی کارامد و  extensionترمیناتور ژن 

توتون میزان تولید پروتئین  extensionدهنده ای، وکتور حاوی توالی پايانشتتود. در مطالعهقويت کننده بیان تراژن محستتوب میت

GFP  برابر و میزان تولید  5/2را حدودNVCP (Norwalk virus capsid protein)  برابر افزايش داد ) ۶را حدودDiamos 

et al. 2016ستراتژی ستفاده میبرای بهبود عملکرد نهايی پروتئینهايی که (. از ا ستفاده از نواحی غیرترجمه های نوترکیب ا شود ا

5ʹ UTR  3وʹ UTR  برای تثبیتmRNA شحی برای هدايت پروتئین به بخشو همچنین توالی شانه تر سلولی های ن های زير
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سینتتیک، سطح بیان بسیار بالايی  UTR ʹ3و  UTR ʹ5جهت تاشدگی مناسب پروتئین است. با طراحی نواحی غیرترجمه شونده 

 (.Peyret et al. 2019از پروتئین نوترکیب در سیستم بیان موقت گزارش شده است )

 

 دیشده با پلاسم لترینفیآگروا یهابرگدر  زومابیبواس یبادیآنتتجمع  زانیم ینسب یسازیکمّ -6 شکل

وسترن بلات  زیآنال از حاصل زومابیبواس یهاباند لیپروف پلات( pSAR-HCIntF2ALC-Ext .A بینوترک

 استاندراد نمونه با یسازنرمال از عدبشد و  یافزار کمّ توسط نرم باندحاصل از هر  کی. پImageJ افزاردر نرم 

(S )یچند برابر راتییتغ صورت  به (Fold change) شد انیب (B.) های با حروف یکسان  دارای میانگین

 ( نیستند05/0 ≥ P) LSDدار  بر اساس آزمون اختلاف معنی

Figure 6- Relative quantification of bevacizumab antibody accumulation in tobacco leaves 

agroinfiltrated with recombinant plasmid pSAR-HCIntF2ALC-Ext. A) The profile plot of 

bevacizumab bands obtained from western blot analysis in ImageJ software. The pick from 

each band was quantified by the software and expressed as fold change after normalization 

with standard (S). Means with the same letter are not significantly different according to 

LSD test (P ≤ 0.05) 
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منشاء ويروس( بر میزان بیان پروتئین نوترکیب  )از TMV Ω)از منشاء گیاه( و  UTR ،CHS ʹ5ای تاثیر دو نوع در مطالعه

scFvT84.66 اختصاصی آنتی( ژنCEA  در کالوس برنج، گزارش شد که )موجود در بسیاری از تومورهای انسانیCHS 5ʹ 

UTR  5به اندازهʹ UTR ويروسی موجب بهبود تولید پروتئین نوترکیب می( شودTorres et al. 1999هم .) 5چنین استفاده ازʹ 

UTR  مربوط به ژن رمزکننده زيرواحدK  فتوسیستم گیاه آرابیدوپسیس در مقايسه باTMV 5ʹ UTR درصدی  20، موجب افزايش

از منشاء گیاه جعفری برای امکان  CHS 5ʹ UTR(. در مطالعه حاضر نیز از Diamos et al., 2016گرديد ) GFPتولید پروتئین 

نیاز به يک پپتید سیگنال مناسب برای  LCو  HCهای بادی بواسیزوماب استفاده شد. بیان کارآمد زنجیرهبهبود سطح تولید آنتی

ها بر روی هم و مناسب، گردايش درست زنجیره بادی به شبکه آندوپلاسمی جهت تاشدگیهای آنتیپپتیدهای زنجیرهانتقال پلی

( و دو پپتید سیگنال انسانی ويژه H1-H8) HCای تأثیر هشت پپتید سیگنال انسانی ويژه ويرايش پس از ترجمه نیاز دارد. در مطالعه

LC (L1 and L2در کارايی تولید پنج آنتی )ورد استفاده تأثیر بسزايی بادی مهم ارزيابی شد و گزارش گرديد که نوع پپتید سیگنال م

همراه با  H7(. نتايج اين مطالعه نشان داد استفاده از سیگنال پپتید Haryadi et al. 2015بادی تولید شده دارد )در مقدار آنتی

لیموماب ماب و آداماب، ريتوکسیهای بواسیزوماب، اينفیلیکسیبادیداری در افزايش تولید آنتی، تأثیر معنیL2و  L1توالی ترشحی 

بدست آمد. از اين رو در تحقیق حاضر نیز برای تاشدگی درست  L1و  H7دارد و بیشترين تولید بواسیزوماب در ترکیب سیگنال پپتید 

 L1( و سیگنال HCبرای زنجیره سنگین ) H7بادی در سیستم گیاه از سیگنال ترشحی و مناسب و امکان بهبود سطح تولید آنتی

بادی استفاده گرديد. نتايج حاصل بیان موفق و تولید سطح مناسب بواسیزوماب در گیاهان توتون را آنتی( LCبرای زنجیره سبک )

تواند ناشی از تفاوت در بادی مشاهده شد. اين تنوع میهای برگی مختلف تفاوت در سطح تجمع آنتینشان داد، اگرچه بین نمونه

ها در هر ها و همچنین به دلیل موقعیت برگبرداری در داخل برگموقعیت نمونهوضعیت فیزيولوژيکی گیاهان مورد آنالیز، تفاوت در 

توان اين تنوع در سطح تجمع پروتئین های تکراری در هر برگ و در گیاهان متعدد میگیریبرداری و اندازهگیاه باشد، که با نمونه

 (. Bashandy et al. 2015; Robert et al. 2013ساند )نوترکیب را در بیان موقت از طريق روش آگرواينفیلتراسیون به حداقل ر

 ,.Ma et alهای نوترکیب دارويی است )های مهم و غالب برای بیان و تولید تجاری پروتئینتوتون به عنوان يکی از سامانه

توده برگی در هکتار(، بالاترين تن زيست 100توده )بالای اين گیاه با داشتن برگ های پهن و تولید میزان بالای زيست (.2015

های های قابل توجهی برای تولید پروتئینکند و دارای ويژگیهای گیاهی تولید میمیزان پروتئین محلول را در مقايسه با ساير سامانه

تولید بادی بواسیزوماب در سامانه توتون وجود ندارد. گزارشی مبنی بر تولید آنتی(. تاکنون Tremblay et al. 2010نوترکیب است )

گیرد و در سیستم گیاهی برای اولین بار در صورت می CHOهای پستانداری از جمله در های بیانی سلولبواسیزوماب در سیستم

بادی با استفاده از يک وکتور دوتايی تحت (. در اين مطالعه تولید آنتیChen et al. 2016ای از برنج گزارش شد )کالوس واريته

پروتئین، از لینکر های سبک و سنگین و تولید پلیبرای تعادل در نسبت تولید زنجیرهو  کوئیتین ذرت صورت گرفتپروموتور يوبی

شده استفاده در توتون نیز ( EBOV mAbابولا ) روسيمونوکلونال و یبادیآنتاستفاده شد. از اين لینکر پپتید در تولید  2Aپپتید 

متصل شده  LCو  HC یواحد حاو رونوشت کي دارای تراريختهتوتون  اهانیگ(، که نتايج نشان داد Lin et al. 2018است )
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را در دو واحد مستقل  LCو  HCکه  گیاهانیبا  سهيکنند، بلکه در مقایم دیرا تول LCو  HC، نه تنها سطوح مشابه 2A وسیلهبه

پروتئینی متشکل از سه نوع پروتئین هدف ای ديگر پردازش پلیدر مطالعه .ی نیز دارندبالاترتولیدی عملکرد ، کنندیم انیب یسيرونو

 N. benthamianaهم در بیان موقت و هم در بیان پايدار در گیاهان کاهو و توتون  IntF2Aبواسطه استفاده از پروتئین فیوژن 

در دو انتهای  1قابلیت خودبرشی A2در مقايسه با پپتید  A2IntF(. دومین پروتئین فیوژن  .2017Zhang et alزارش شد )گ

يابی های نوترکیب و هدفانتهای کربوکسیلی پروتئین در 2Aاتصالات پروتئینی و بدون باقی گذاشتن هر گونه بقايايی از توالی 

در تحقیق حاضر (. François et al., 2002; Zhang et al., 2017کند )فراهم می درست آن به محل مورد نظر در سلول را

انجام و عملکرد سازه با  IntF2Aکننده بواسیزوماب مبتنی بر دومین فیوژن های رمزطراحی و ساخت سازه دوسیسترونی حاوی ژن

آمیز به شکل بادی بواسیزوماب بطور موفقیتنشان داد آنتی توسترن بلا استفاده از آگرواينفیلتراسیون گیاه توتون ارزيابی گرديد. آنالیز

دهنده شود. اين نتايج نشانمی توده تر( در گیاهان توتون تولیدگرم در کیلوگرم زيستمیلی 20/۶7غالب تترامر و در سطح تقريبا بالايی )

بادی و کارآيی بالای آنتی LCو  HCهای زنجیره برابر و به اندازه کافی در بیان و انباشت تقريباً IntF2Aعملکرد درست دومین 

 .بادی نوترکیب بواسیزوماب استسازه ساخته شده در تولید آنتی

سیزوماب به فرم غاآنالیزهای مولکولی بیان موفق ژن: گیرینتیجه لب تترامر را در گیاهان های هدف و تولید آنتی بادی بوا

شان دهنده کارايی  شده تايید کرد. اين امر ن ساير IntF2Aلینکر پروتئین فیوژن توتون آگرواينفیلتر  صر ژنتیکی بکار رفته در  و  عنا

ستتازه اشتتد. از اين رو ببادی میلید فرم کامل آنتیدر تو LCو  HCهای های نشتتانه ترشتتحی زنجیرهتوالیستتازه نوترکیب از جمله 

شده می ساخته  سی امکان تولید آنتینوترکیب  سامانه گیاهی در مقتواند جهت برر سیزوماب در  سیعبادی بوا سطح یاس و تر يا در 

 صنعتی مورد استفاده قرار گیرد.

سگزاری شگاه :سپا سندگان از معاونت پژوهش و فناوری دان ضحمايت مالی پژوهش طر به خا ارومیه نوي سگزاری پس رحا ا

 .کنندمی

 منابع

توتون  اهیگ، در CD20ضد  یبادیآنت ماب،یتوکسير یشگاهيآزما دیتول( 1401جعفری مراد، دلیرژ نوروز، حبیبی مهدی )

(Nicotiana tabacum L).،1-142دانشگاه ارومیه،  . گزارش نهايی طرح تولید محور. 
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