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   فارسی  چکیده

و درمان سرطان، همچنان سرطان از مهم    یص تشخ  یشگیری،در پ  یرچشمگ   ی ها  یشرفتغم پیرعل

  ی سو و ناکارآمد   یکروند درمان سرطان از    رود. کند بودن  ی انسان به شمار م  یر عوامل مرگ و م  ینتر

فناورانه    یها  درمان  یافتنلزوم    یگر، د  یها از سو  درمان  ینا  ی مضرو عوارض جانب  یجرا  یدرمان  یروشها

شامل   یننو  یدرمان  یکردهای رو ینا . ی کند کمتر را دو چندان م   یهدفمند، کارآمد و با عوارض جانب ین،نو

(  ATMP)  یشرفتهپ   یدرمانها  محصولات  که در حوزه  ی باشند م  یو ژن درمان  ی درمان  یروس و  ی، سلول درمان

که توانایی از بین بردن    استفاده می شود   هاییدرمانی سرطان از ویروس ویروس در    شوند.  ی م   ی طبقه بند 

  یک   قرار بر اینست تا  در پروژه پیش رو   .های سرطانی و تحریک سیستم ایمنی علیه تومور را دارند سلول

ساخته شود و برای ویروس درمانی بیماران    H101)آدنویروس مهندسی شده مشابه با ویروس انکورین )

مهندسی ژنتیک   5آدنوویروس تیپ   . استفاده شود با اولویت سرطان سرو گردن  مبتلا به سرطان های توپر

شده با عنوان تجاری انکورین در حال حاضر در کشور چین دارای مجوز درمان برای سرطان سر و گردن  

انکولایتیک با قابلیت تکثیر اختصاصی و    ویروس آدنوطراحی، دستورزی و تولید  . هدف از این پروژه،  است

باشد.  می  العلاجهای صعبر ویروس درمانی و ژن درمانی سرطانهای سرطانی به منظوهدفمند در سلول

بال  نیاول   مطالعه   نیا ا  یدرمانروس یو  ینی تجربه  موفق  و  است  ران یدر  صورت  مهم  تیدر  جهت    یگام 

 منظور درمان برداشته خواهد شد. ه  ارز ب  از خروج  ی ریو جلوگ  ییخودکفا

ی ژنتیکی ویروس مهندسی شده انکورین مورد ارزیابی  ابتدا، نقشه   برای تولید ویروس انکورین،  

با  بر این اساس طراحی وکتور و مهندسی سازه مشابه  از وکتور    ویروس   قرار گرفت؛  با استفاده  انکورین 

ی تولید شده، ویروس نوترکیب با قابلیت تکثیر  شد. سپس براساس سازهآدنوویروسی غیرتکثیرشونده انجام  

تریت همزمان  و قدرت تکثیر ویروس و اثر آن در    اختصاصی و هدفمند در سلول های سرطانی تولید شد 

با داروی شیمی درمانی )ارسنیک تری اکساید( بر روی سلول های مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت. در  

مورد بررسی قرار  حیوانی استاندارد  در مدل های    (Safety)  و ایمنی  از نظر سلامتی  آنکومد   ویروس   ادامه
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در ادامه کارایی ویروس آنکومد در مدل موش زنوگرافت در ترکیب با داروی آرسنیک تری اکساید    گرفتند. 

استانداردهای قابل قبول  در نهایت، ویروس در مقیاس نیمه صنعتی تحت  مورد بررسی قرار خواهد گرفت و  

تولید و فاز صفر و یک کارآزمایی بالینی پس از طی مراحل مذکور و دریافت کد اخلاق  برای مراجع نظارتی  

 .انجام خواهد شد 

 ، انکورین    کانکولایتی هایویروس درمانی، آدنوویروس  :ه هاواژکلید

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

فصل اول: 

کلیات پژوهش
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 و بیان مساله مقدمه  .1-1

  % 70است و انتظار میرود طی دو دهه آینده بیش از  میر در سراسر جهان    و  سرطان از دلایل اصلی مرگ

شامل جراحی و برداشت تومور و به دنبال آن پرتودرمانی یا شیمی    سرطان  رایجهای  . درمانرشد داشته باشد 

  هستند   کافی   اثربخشی و   ت مداوم،  فاقد اختصاصیت  های باقی مانده توموریدرمانی برای تخریب و حذف سلول

های بسیار متاستاتیک با پیش آگهی ضعیف درمان جراحی صورت نگرفته و تنها از طریق  اما در مورد سرطان  ؛ (1)

شود تا از  های توموری هستند تلاش میکه فاقد اختصاصیت کافی برای سلولدوزهای بالای داروهای شیمیایی  

رمانی است  اثرات جانبی داروهای شیمی د  ،که معضل اصلی این درمان  پیشرفت سرطان جلوگیری شود؛ درحالی

های در حال تقسیم و عملکرد آنها را تحت تاثیر قرار می دهد؛ از طرفی در خیلی از سرطان  چراکه تمام انواع سلول

 .  (2) دهند نسبت به داروهای شیمی درمانی مقاومت نشان می  ها، سلول های توموری

از راهکارهایی مثل ژن درمانی، درمان های    ،های رایج سرطان برای غلبه بر مشکلات حاصل از درمان

استفاده می شود که   و ویروس درمانی  )ایمونوتراپی(  ایمونولوژیک  و  پبیولوژیک  ا  ت یموفق  ی در    ی مونوتراپیدر 

بالقوه    ی درمان  نهیگز  ک یدر حال حاضر به عنوان    یا ویروس های لیزکننده سرطان  کی تینکول ا  یها  روس یمدرن، و

بادوام    یبه پاسخ ها  دنیدر رس   ای  ایمنی در برابر تومور ایجاد نمی کنند مبتلا به سرطان که پاسخ    مارانیب  یبرا

 . (3) رشد و تکثیر سلول های سرطانی ناتوان هستند مطرح می باشند  یدرمان با مهار کننده ها پس از

 درون در ویژه طور به قادرند  رود که می کار به هاییویروس  برای "سرطان لیزکننده هایویروس "  اصطلاح 

داشته باشند که   طبیعی های سلول بر ناچیزی اثر دیگر سوی از و کنند  را تخریب آنها و تکثیر سرطانی های سلول

. شود ایجاد ها آن در ژنتیک مهندسی واسطه به یا باشد و همراه ها ویروس  با وراثتی به طور تواند  می توانایی این

  ها   ویروس   از   ایگستره  امروز   به  تا  گردد و می  بر  1950 دهه  از   قبل  به  سرطان  درمان  جهت  هاویروس   از   استفاده

  همچنین   و   سرطان   به   اختصاصیتشان  توموری آنها و   ضد   کارایی   که   اند   شده   شناخته  حیوانات مختلف   و   انسان   در

آنها  ایمن گرفته  آزمایش  مورد  بودن  هرپس    ویروس   ها،آدنوویروس   به   توان   می  هاویروس   این   از .  است  قرار 
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  ویروس   اوریون،   ویروس   وزیکولار،  ویروس استوماتیت  پاروویروس،  ویروس،   لنتی   ویروس،  رئو   سرخک،  سیمپلکس،

  .(1) کرد  اشاره ها ویروس   میکسو پارا ویروس واکسینیا،  آبله، بیماری

استفاده    درمان سرطان  ژنتیکی جهت  دستکاری های   با  هم  و   نخورده   دست  شکل   به  هم  ها  ویروس   این  از

های انکولیتیک نسبت به داروهای شیمی درمانی متداول دارای مزایای زیادی می باشند از جمله  ویروس  .می شود

فارماکوکنتیک منحصر به     ،1کشتن سلول های بنیادی سرطانی  های درمانی، تواناییسینرژی با اکثر روش داشتن  

بستر    ک یها  انکولیتیک ویروس   ، . از طرفی(4)   فرد و ایجاد تغییرات دلخواه در آنها بر اساس نتایج مطالعات دیگر 

و آنها را   شوند   یم  ریتومور تکث  ی هادر سلول  حاًیترج  چراکهدهند،    یارائه م  برای سرطان  چند جانبه را  یدرمان

کنند  می  ترانسژن  ، لیز  بیان  برای  توانند  تحریکهامی  و  سایتوتوکسیک  خاصیت  با  ایمنی  یی  سیستم  کننده 

های  ل های سرطانی با استفاده از سلولکنی سلومهندسی شوند و همچنین محیط ناحیه تومور را برای ریشه

   .(5) سیستم ایمنی بهینه کنند 

های  قابلیت جمع کردن استراتژی  ،ترین مزیت استفاده از ویروس ها در درمان سرطانمهم  ،بدین ترتیب

مختلف درمانی در یکجا و حمله به تومورها در سطوح مختلف است که باعث می شود ویروس درمانی مانند یک  

های اخیر استفاده از ویروس ها برای درمان سرطان بسیار مورد  درمان ترکیبی عمل کند. بر همین اساس در سال

 توجه قرار گرفته است.

  ی روس یو  یدارو  3سرطان در حال حاضر صرفاً    یدرمان  روس یاز دو دهه تلاش در حوزه و  شیبا وجود ب

در به  درمان  هید ییتا  افتیموفق  ب   یمصرف  ها  ماریدر  سازمان  سمت  از  سرطان  به    ی بهداشت  ینظارت  یمبتلا 

  2005که در سال    H101با نام    روس یاز خانواده آدنوو  ی روس ی جهان شده اند که عبارتند از محصول و  ی کشورها

مبتلا به سرطان سر و    مارانیب  ی برا  یدرمان  یمیهمراه با ش   یبیدرمان ترک  یبرا  ن یچ  یاز سازمان غذا و دارو 

شده با    یمهندس   روس یاز جنس هرپس و  ی روس یمحصول و  ی گریمصرف شد و د  هی د ییتا  افت یگردن موفق به در

درمان    ی( براFDA)  کایآمر  یرا  از سازمان غذا و دارو   ی نیبالمجوز مصرف    2015است که در سال     T-VECنام  

 
1 Cancer stem cells 
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موفق به کسب مجوز جهت درمان بیماران مبتلا    2021. سومین محصول ویروسی در سال  کرد  افت یملانوما در

که   شد  ژاپن  در  گلیوبلاستوما  سرطان  این   DELYTACT®     (teserpaturev/G47∆)به  دارد.    روس ی و  نام 

 .( استHSV-1)  1نوع  مپلکسیهرپس س متعلق به   کیتیانکول

به منظور افزایش    که برخی از ژن های آن   است  5متعلق به سروتیپ    یک وکتور آدنوویروسی  ، انکورین 

safety  رغم وجود مطالعات گسترده و مهم    یعل.  و اختصاصیت تکثیر در سلول های سرطانی حذف شده است

 یرساخت مبتلا به انواع سرطان، و با توجه به ز  یماراندر ب  یتیکانکول   یها  یروس و  یقخطر بودن تزر  یبر ب  یمبن

  یم ا  یدهان نرس یرا  یاسلام  یجمهور  یستهشا  یگاههنوز به جا  ینهزم  یندر ا ،کشور  یو علم   یفن  یها  یلها و پتاس 

 .  احساس می شوددر کشور   یندانش نو ینو کمبود ا

  ینی بال یی کارآزما  با هدف انجام  ی درمان  یروس پروژه و در کشور بار  ین اول یسرطان معتمد برا کدهپژوهش

پروژه حاضر دارای    .ید خلا را در کشور پر نما  ینمبتلا به سرطان را آغاز نموده است و تلاش دارد ا  یماراندر ب

برای استفاده در درمان    انکولیتیک با کیفیت مناسبویروس های    نیمه صنعتی مراحل طراحی، ساخت و تولید  

  ی برا را    مناسبی   نه یزم  تواند ی م   ،ی قاتیطرح تحق   نیانجام ا  .سرطان است که در فازهای سه گانه اجرا خواهد شد 

فراهم    زمانیعز  هنیدر م  پزشکی جهت درمان بیماران مبتلا به سرطان  نینو  های پیشرفته و   استفاده از روش 

 .کند 

 تعریف مفاهیم  .1-2

  کی تیانکول  یهاروسیآدنوو . 1-2-1

  ی اصلاحات مختلف   ستند،ین  ی تومور  هایسلول  یها قادر به هدف قرار دادن انتخابروس یکه آدنوو  ییآنجا  از

  ی اختصاص  ر ی)تکث  کیتیانکول   های روس یآدنوو   جاد یا  یاست. تا کنون برا   ازیمنظور مورد ن  ن یا  یدر سطح ژنوم برا 

  روس یو  یاصل  یکوتاه از ژن ها  یتوال  حذفروش    نیاست. اولاعمال شده   Ads در ژنوم  یدر تومور( دو اصلاح اصل

  های در سلول  روس ی آدنوو  یانحصار   ریباعث تکث  راتییتغ  نینرمال لازم هستند. ا  هایدر سلول   ر یتکث  یاست که برا 
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  ی ا بر  1996بار در سال    ن یاول  یبرا   کردیرو  نیاز ا.  (6)  شود  یآنها در سلول نرمال م   ر یتکث  یی و عدم توانا  یسرطان

است   E1B-55 kD یفاقد ژن عملکرد روس یو  نیاستفاده شد. ا ONYX‐15 (dl1520) کیت یانکول  روس یو د یتول

تکث p53 در ژن   افتهیجهش    یهاو صرفا در سلول  ا  ریقدرت  بر  اضاف  ن،یدارد. علاوه  ناح  ی حذف   ،  E3 هی در 

ONYX-15 کند یحساس م ی روس یضد و یمنیا یهارا در برابر پاسخ . 

  های روس ی از آدنوو  ی گریدسته د  د ی، منجر به تول E1B  ،E1B-19 kD  از ژن   ی گریحذف بخش د  نیهمچن

آنجاشودی م  کیتیانکول از  پروتئ   یی.  با   E1B-19 kD نیکه  آپوپتوز  اکثر    کند ی م  ی ریجلوگ FAS واسطهاز  و 

را مسدود کرده   ر یمس  یسرطان  یهاسلول وآپوپتوز  توانند در سلول  ی  م  اصرف E1B-19K فاقد   یهاروس یاند،  

-روس یبه آدنوو  یابیدر دست  گریروش د  .(7)   در سلول نرمال را ندارد  ریتکث  یی توانا  کهیشوند درحال  ریتکث  یسرطان

مهار    یبرا E1A نیباشد، همانطور که اشاره شد پروتئ  یم E1A هیاز ناح  د ینوکلئوت  24حذف    ک یتیانکول  یاه

 و E1A نترکشنیکه در آن ا  delta‐24 روس یآدنوو نی است، بنابرا ی نرمال ضرور  لدر سلو   ری و تکث  Rb نیپروتئ

Rb  ر یکه مس  یسرطان  یتواند در سلول ها  یمختل شده است صرفا م Rb   شود.  در    ریاختلال است تکثدچار

  ی رضروریغ E1A یبرا Rb اتصال به  ییتوانا Rb/p16 ریبودن مس  وبیمع   لیبه دل  یسرطان  یسلول ها  شتریب

   .(8) ستا

کنترل    ی تومور برا  ایخاص بافت    یقرار دادن پروموترها  ک،ی تیانکول  روس یآدنوو   د یتول  یروش برا   ن یدوم

  ی ژن اختصاص   یروش و قرار دادن پروموتر آنت  نیبا استفاده از ا  1997بار در سال    نی اول  یاست. برا  یروس یو  ریتکث

آدنووE1A  ژن  یبرا (PSA) پروستات ا   د یتول  کیتیانکول  روس ی،  در  بافت    ی پروموترها  ریاز سا  دامه شد.  خاص 

ت  یتومور  آلفا  یبرا   نازیروزیمانند  آنت  یبرا  ن یتوپروتئیف-ملانوما،  و  کبد  سرطان   یبرا (CEA) ژنیسرطان 

 . (9) استفاده شد  کیت یانکول روس ی آدنوو  د یکولورکتال جهت تول
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1-2-2 .H101 (Oncorine) 

است که   p53 با نقص  یسرطان  ی در سلول ها  ی انتخاب  ر یتکث  ت یبا قابل  روس ی آدنوو  ک یطرح    نیا  محصول 

ژنت  ساختار  لحاظ  کارا  یمنی ا  ، یکیبه  خارج  یی و  نمونه  )انکور   ی مشابه  انکورنیآن  است.    روس یو  نیاول  ن ی( 

مبتلا به سرطان    مارانیب  ی درمان  روس ی و  یرا برا (CFDA) سازمان غذا و دارو  هید ییکه تا  استیدر دن   ک یتیانکول

    با حذف ژن  کیتیانکول  هیسو  نیکرده است. ا  افتی( را دریمر ینومای) اختصاصا سرطان سر و گردن  و کارس 

E1B-55kD (827  و به دنبال آن عدم ب د ینوکلئوت )ژن  انی E1B-55kD بار در    ن یاول  یبرا  .(10)  شده است   د یتول

تواند  یم   E1B-55kD فاقد ژن  روس ی، نشان داده شد که آدنووScienceمنتشر شده در   ی االعه، در مط1998سال  

  ی ژگ یو  ک ی p53 که نقص  یی ببرد و از آنجا  نیو آنها را از ب  ر یتکث p53 افتهیجهش    یهادر سلول  ی حیبه طور ترج

  ی تواند به صورت انتخاب یم   کیتیولانک  روس یو  کیبه عنوان    نیانکور  نیاست، بنابرا  یسرطان   یهاسلول  نیدر ب  جیرا

  ن یشان داده شد که ان  یالبته در مطالعات بعد .  (11)  ببرد   نیرا از ب p53 با نقص  یسرطان  یاز سلولها  یاریبس

ندارد.    ر یسلول نرمال قدرت تکثدارد اما در    ر یتکث  تیهم قابل  ی عیطب P53 یحاو  یسرطان   ی هادر سلول  روس یو

  ی را قادر م  ن یباشند که انکور ی م p53 از ر یبه غ یگری د  ص ینقا ی دارا  یتومور  یهاسلول  اد یبه احتمال ز نیبنابرا

 .  (12) شود  ری تکث یتومور  ی از سلول ها یار یسازد تا بدون مانع در بس

 

ی وحش روسیبا آدنوو سهیدر مقا  نیانکور  کیتیانکول روسیو یکیتفاوت نقشه ژنت 1-1شکل   



7 

 

 Oncorineکند،    یم  انیرا ب E3 ه یمتعلق به ناح  gp 6.7و    ADP   یهاکه ژن ONYX-015 اما برخلاف  

  شتر یب  یی و کارا  ی منیحذف شده است که منجر به ا  روس یدر ژنوم و ADP شده است که ژن   ی طراح  ی به گونه ا

سرطان    یبرا   نیانکور  یدارو  .(13) (  1-1)شکل    شده است ONYX-015 با  سهیدر مقا  یدرون تن   ط یآن در شرا

کرده است که با دوز    افتیمجوز در  ل یوراس یفلور  5  یدرمان  ی میش   یبا داروها  بیسر و گردن به صورت ترک  هیناح

5×1110vp/day  مار یب  ط یبه شرا  وابسته  قی تزر  ی شود. دوره هایم   قیتزر یسرطان  ماران یبه ب  ی در پنج روز متوال  

 .متفاوت است
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: دومفصل 

پیشینه تحقیق
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 های بالینی انجام شده با استفاده از ویروس انکورین  کارآزمایی .1-2

و    ی تصادف  ی،چند مرکزبا استفاده از ویروس انکورین که به صورت    3در اولین کارآزمایی بالینی فاز  

به دو گروه کنترل )شیمی درمانی به    SCCHNبیمار مبتلا به سرطان    123انجام شد در مجموع    شدهکنترل 

دوره    یک   .گرفتند قرار    یابیو  مورد ارزتقسیم شدند  (   یدرمان  یمی همراه با ش   یننکور ا)تنهایی( و گروه درمان  

روز    5  زمانیو در فواصل    vp/day 115×10روز، با دوز    21به مدت    انکورین  یداخل تومور  یقدرمان شامل تزر 

در گروه   یمار ب 53در گروه درمان،  یمار ب SCCHN  (52مبتلا به    یمارب 105در مجموع بیمار   123از  .بود ی متوال

و     یمارب  2و    6در    (CR)  پاسخ کامل  قرار گرفتند.  یابیمورد ارز  یتکردند و با موفق  یلرا تکم  ییکنترل( کارآزما

ل  ی و تحل  یه در گروه درمان و گروه کنترل به دست آمد. تجز  یببه ترت  یمار ب  19و    35در      (PR)  پاسخ پارشیال

با    مقایسه  در (  ٪78.8)  یننکورا  ی ودرمان  یمیتحت درمان با ش   یمارانبالاتر ببسیار   نرخ پاسخنشان دهنده   یآمار

بود که صرفاب با ش   یمارانی  آنجا   . (14)   (P <0.001)  قرار داشتند. (  ٪39.6)  ی درمان  یمی تحت درمان  که    یی از 

در کارآزمایی دیگری    ،محسوب می شود  ینسرطان سر و گردن را در چ  عامل اصلی (NPC) نازوفارنکس  ینومکارس 

)شامل   NPC یمارانپاسخ ب  یزانم  .شد   یابیارز NPC یماراندر ب  یدرمان یمیهمراه با ش  انکورین یضد تومور  اثر

بود  گزارش شد    درصد    75.6 انکورین ی ودرمان  یمی( تحت درمان با ش ی درمان  یمیو مقاوم به ش   naive  ارانیمب

  ی صرف درمانیمیتحت درمان با ش  یمارانی بود کهدر ب( درصد  57.1) از نرخ پاسخکه به صورت معناداری بیشتر 

داروی شیمی درمانی    .(% 0.081)  ند بود انکورین و  از  ترکیبی  استفاده  تا  این دو کارآزمایی سبب شد    5نتایج 

. به  (15)  تاییدیه سازمان غذا و داروی چین را دریافت کند  NPCو  SCCHNفلورویوراسیل برای درمان بیماران 

دنبال کسب نتایج موفقیت آمیز استفاده از ویروس انکورین در ترکیب با شیمی درمانی برای درمان بیماران مبتلا  

به سرطان ناحیه سر و گردن در چین، از این ویروس برای مطالعات بالینی و تحقیقاتی دیگری استفاده شد که از  

 نها می توان به موارد زیر اشاره کرد.  آجمله 

  HCCمبتلا به    یماران (، بHCC)  یکبد   ینومکارس   یبرا زمایی مربوط به ارزیابی کارایی انکورین  آدر کار

درمان    دریافت کننده   که امکان جراحی و برداشت غده توموری آنها وجود نداشت، به دو گروه تقسیم شدند گروه 
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  ی ها  یژگی (. ونفر  88)  ییبه تنها  TACE  ، دریافت کننده گروه کنترل و  (  نفر  87)   TACE  و   انکورین ترکیبی  

(.  P=01/0)   ی در میزان پاسخ بین دو گروه مشاهده شد دار   ی تفاوت معن  اما  گروه مشابه بود کلینیکوپاتولوژی هر دو  

(  % 26بیمار )  23،    (PR)  ( پاسخ پارشیال%32بیمار )  28،  (CR)پاسخ کامل  (  %28یمار )ب   25  ،  انکورین در گروه  

( پیشرفت سرطان مشاهده شد. در حالی که در گروه  %12بیمار )  11حالت پایدار بیماری را نشان دادند و تنها در  

(  %6/38بیمار )   34،    (PR)  ( پاسخ پارشیال%21/ 6بیمار )  CR    ،19)   (پاسخ کامل(  %14/ 8یمار )ب  13کنترل  

 .  (16) بیمار پیشرفت بیماری مشاهده شد  22حالت پایدار بیماری را نشان دادند و در 

به سرطان مبتلا  بیماران  بروی  که  دیگری  بالینی  کارآزمایی  است،    pleural effusion  در  شده  انجام 

در مقایسه با شیمی درمانی به تنهایی نتایج بسیار    (cisplatin)درمانی  ی شیمداروی  استفاده از انکورین همراه با 

به    pleural effusionبیمار مبتلا به سرطان    52امیدوارکننده ای به همراه داشته است. در یکی از این مطالعات  

نفر( تقسیم بندی شدند. بیماران ویروس    26نفر( و گروه کنترل ) سیس پلاتین    26دو گروه درمان )انکورین  

میلی گرم( از طریق تزریق به داخل قفسه سینه    50و داروی سیس پلاتین را )  vp 122×10انکورین را با دوز  

بیمار حالت    3،    (PR)  بیمار پاسخ پارشیال  8،    (CR)پاسخ کامل یمار  ب  10،  انکوریندر گروه  دریافت می کردند.  

که   درصد بوده است. در حالی %   23/69 ( CR+PR) پایدار بیماری را نشان دادند، به طوری که میزان پاسخ کلی  

بیمار حالت پایدار بیماری    5و    (PR)  بیمار پاسخ پارشیال  6،  (CR)   پاسخ کامل یمار  ب  8در گروه شیمی درمانی  

 . (14) می باشد  % 84/53را نشان دادند که میزان پاسخ کلی معادل 

 موارد کاربرد ویروس انکولیتیک انکورین و آینده کاربرد آن  .2-2

مبتلا    ماران یدر ب  ن یانکور  ی استفاده از دارو  یبرا (CFDA) سازمان غذا و داروی چین  هی د ییبا توجه به تا

محصول به طور    نی( بازار هدف اNPC)  نازوفارنکس  نوم یو کارس  (SCCHN) های ناحیه سر و گردننبه سرطا

به    ماران یب  م یمستق )  نوم یو کارس   SCCHNمبتلا  فازهاNPCنازوفارنکس  در  که  پیشرفته ( هستند    ی مار یب  ی 

تومورها از    ر یدارو در درمان سا  ن یا  ی اثرگذار  ی نیمطالعه بال  ن یباشد. اما همانطور که قبلا ذکر شد در چند یم

. اگرچه این دارو در سال  هم نشان داده شده است  ستان، پانکراس و پغیر قابل جراحی  کبد   یجمله سرطان ها
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همچنان    2005 اما  شد  درمانی سرطان  ویروس  دارویی چین جهت  بازار  به  ورود  برای  مجوز  به کسب  موفق 

کارآزمایی های بالینی بسیاری با استفاده این ویروس برای درمان بیماران سرطانی در حال انجام است )جدول  

کسب مجوز از سازمان    بنابراین در صورت حصول نتایج امیدوارکننده در کارآزمایی بالینی در حال انجام و  .  (1

   استفاده کرد. ی سرطان مارانیب  ر یدرمان سا  یبرا  در آینده این دارو توان از  یغذا و دارو م 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (H101)آزمایشات بالینی در حال انجام با استفاده از ویروس انکورین   1-2جدول  

Additional 

treatment 
Virus name Conditions Phase Trial identifier 

+/- radiotherapy Oncorine 

(H101) 
Genital Neoplasms, Female N/A NCT05051696 

None Oncorine 

(H101) 
Refractory Malignant 

Ascites 
2 NCT04771676 

Camrelizumab Oncorine 

(H101) 
Uterine Cervical Neoplasms 2 NCT05234905 

Sorafenib Oncorine 

(H101) 
Hepatocellular Carcinoma 4 NCT05113290 

HAIC or 

FOLFOX 
Oncorine 

(H101) 
Cholangiocarcinoma, 

Intrahepatic 
4 NCT05124002 
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فصل سوم: 

اهداف
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 هدف اصلی  .1-3

های سرطان مبتلا به  بیماران  ویروس درمانی و ژن درمانی    های مرتبط با  کسب دانش فنی و توسعه فناوری

   صعب العلاج 

 کاربردی اهداف  .2-3

با هدف  (H101) نیانکور  کیتیانکول  روس یآدنوو  د یو تول  روی شبیه سازیبر   یپروژه تمرکز اصل  نیدر ا

 توپر است.  ی هاسرطاندر   یتومور ی سلول ها یاختصاص زیل

 :یافت دست  ریاهداف ز می توان به کنار هدف اصلی پروژه در نیادر 

ز  (الف تول  یضرور  یهاساختریتوسعه  فناورانه در ح  د یو چند منظوره جهت    ی درمان  روس یو  طهیمحصولات 

 ؛ سایر مصولات ویروسی یاستفاده برا تیسرطان با قابل

 ؛ مبتلا به سرطان  مارانیبقا و درمان ب شیبا هدف افزا ک یتینکولاا هایروس یوآدنو و توسعه  یطراح (ب

مشابه  های  نمونهتر از    نیی به مراتب پا  مت یو ق  نه یبا هز  ی از خروج ارز از کشور با ارائه خدمات درمان  ی ر یجلوگ  (ج

 ؛خارج

 ؛ یدرمان سمیبصورت تور مار یجذب ب ایو  هیهمسا یصادرات خدمات به کشورها (ن

ا  گاهیجا  ت یتقو  (ه  پ  ی عنوان قطب درمان ها ه  ب  ران ی ا  یاسلام   ی جمهور  ی منطقه  و  در حوزه    شرفته یفناورانه 

 . یافتخار مل ک یسرطان بعنوان  ی درمان  روس یو
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فصل چهارم:

روش پژوهش
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 نوع مطالعه  .1-4

تولید    فنی   شبیه سازی و بررسی امکانپذیری  ، تهیه مشخصات فنی، محاسبات، فرمولاسیون  کاربردی:

 های انکولیتیک آدنوویروس 

 جمعیت )واحد( مطالعه  .2-4

با اولویت    یشرفتهپ  یهامبتلا به سرطان  یمارانب،  پیش بالینی   اتو پس از انجام مطالع  در این مطالعه

آنها مجددا عود کرده است، پس    یماری ب  یاو دو درمان پاسخ نداده اند و    یککه به خط    و ریه   سرطان سر و گردن

درمان مطابق   ی اثر بخشو   (Safety)ایمن و بی خطربودن  یزانوارد مطالعه شده و م  ی،نامه کتب   یتاز کسب رضا

 .خواهد شد  یینتع  RECIST یهایدلاینبا گا

 مکان و زمان مطالعه  .3-4

ماه   36های به عمل آمده به مدت  شروع شده است و براساس ارزیابی  1401سال    ابتدایاین مطالعه از  

 ادامه خواهد داشت.  

در محل پژوهشکده    نیمه صنعتیدر مقیاس  ویروس    تولید   پیش بالینی و  مرحله،  فاز آزمایشگاهی مطالعه 

در بیمارستان   بعد از ثبت نام بیماران متقاضی    فاز صفر و یک کارآزمایی بالینی.  ه استانجام شد سرطان معتمد  

 های تخصصی همکار با پژوهشکده انجام خواهد شد.

 حجم نمونه .4-4

به    5  فاز صفر مطالعه: توپر که در  سرطانبیمار مبتلا  یا متاستاتیکی  مرحله های  بیماری    پیشرفته 

 نشان داده اند.  تهستند و نسبت به درمان های رایج مقاوم
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سرطان سر و   با اولویتهای پیشرفته یا متاستاتیک از بیماران مبتلا به سرطاننفر   20 فاز یک مطالعه: 

 سرطان پستان و  NSCLCسرطان ریه  و  یفرش سرطان سلول سنگدن از نوع رگ

 گیری روش نمونه .5-4

 گیری انجام نخواهد شد.  در این مطالعه، نمونه

 روش اجرا  .6-4

باشد انکورین متمرکز می  یروس انکولیتیک با نام تجاری وطراحی و شبیه سازی آدنو این پروژه بر روی  

 های سطح دو و سه ایمنی زیستی احداث خواهد شد. آزمایشگاه ی رسیدن به این هدف ابتداکه برا

 توسعه زیرساخت . 4-6-1

 (BSL3و سه ایمنی زیستی ) (1BSL2یک: آزمایشگاه سطح دو ایمنی زیستی )فاز  •

 3و    2( خرید تجهیزات برای تولید و فرآوری ویروس در شرایط آزمایشگاهی با سطح ایمنی زیستی 1

 BSL2/BSL3آزمایشگاه ( طراحی و ساخت 2
 

از ویروسکسب دانش فنی ویروس درمانی در درمان سرطان های صعب .  4-6-2 استفاده  با    العلاج 

 انکورین   مشابه با

استفاده از تکنولوژی با  مشابه ویروس انکورین    کآدنوویروس انکولیتی سازه    فاز اول: طراحی و ساخت 

 ژنتیک مهندسی 

و طراحی سازه های ژنتیکی لازم    pAdeasy-1مطالعات بیوانفورماتیکی جهت مهندسی وکتور غیرهمانند ساز   (1

 ((H101برای ساخت پلاسمید تولید کننده ویروس انکورین 

 
1 Biological Safety Level 2/3 
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ر شونده(  ی )تکث به وکتور انکولیتیک  pAdeasy-1سنتز سازه های ژنی لازم برای تبدیل وکتور غیرهمانند ساز   (2

 ((H101 انکورین

های نوترکیبی همولوگ  با استفاده از روش    ((H101مشابه با انکورین    5تولید پلاسمید نوترکیب آدنوویروس تیپ   (3

 BJ5183در باکتری  

و توالی   و هضم آنزیمی  PCRتایید ساخت پلاسمید نهایی تولید کننده آدنوویروس انکولیتیک از طریق تکنیک   (4

 یابی  

تکثیرشونده   آدنوویروسی  اصلی  انکورین(ساختار  وکتور  ) مشابه  از  استفاده  با 

  pAdeasy-1غیرتکثیرشونده 

)شامل    3533-1  یدهایبه جز نوکلئوت  Ad5  ی ها  یشامل تمام توال  pAdEasy-1  یروس یآدنوو  د یپلاسم

نوکلئوتE1  یهاژن به ذکر است که ویروس  2- 4)شکل    ( است.E3)شامل    30820-28130  ی دهای( و  ( لازم 

 آدنوویروس تولید خواهد شد. 5انکولیتیک انکورین نیز مبتنی بر سروتیپ  
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بن ویروس از شاتل وکتور  به بک  E1B و   E1Aبرای انجام نوترکیبی و افزودن توالی مربوط به    :  E1ناحیه   ❖

pShuttle  (16402)   متناسب با دو  (  "بازو")  یروس یآدنوو  یها  یتوال ( در این وکتور  2-4)شکل    استفاده شد

  ی چپ حاو  یکند. بازو  یرا فراهم م  pAdEasy-1همولوگ با    یبیکه امکان نوترکوجود دارد    E1طرف ناحیه  

،  E. Coliدر    pAdEasy  یهاهمولوگ با ناقل   یبیاست که واسطه نوترک  Ad5 34,931-35,935  یدهاینوکلئوت 

  ی برا  از ی( مورد نAd5 480- 1  ی دهای)نوکلئوت  یبند بسته   گنالیس   یهای توال ( و  ITRمعکوس )  ییتکرار انتها

است که    Ad5 3534-5790  ی دهاینوکلئوت  ی راست حاو  ی پستانداران است. بازو  یهادر سلول   روس یو د یتول

  ی دهاینوکلئوت  ن یب  یحذف   ی حاو  انکورین   روس ی و  .کند ی را واسطه م   pAdEasy  وکتور همولوگ با    ی ب ینوترک

  ن، یکند. علاوه بر ا  یرا کد م   یدالتون  لو یک  55  نی که پروتئ  باز(   827)  است  E1B  هیدر ناح  3323و    2496

کدون    تیدر موقع  خاتمهکدون    ک انجام شده است که ی  E1Bدر    2022  تیدر موقع  Tبه    C  جا به جایی  کی

حذف  انکورین  آلوده به    ی ارا در سلول ه  E1B 55-kDaژن    انیب   راتییتغ  نیکند. ا  ی م  جاد یا  نیسوم پروتئ

 ( 3-4)شکل  کند. یم

 

 

 pAdEasy-1شکل شماتیک  وکتور  2-4شکل 
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 pAdaesy-1و  Ad5 ،H101تصویر شماتیک از مقایسه ساختار ژنتیکی ویروس  (3-4شکل )

مطابق   E1B-19KDو   E1Aنوکلئوتید که حاوی توالی کدکننده  2379در این راستا توالی ایی به طول 

پس از تایید ساخت شاتل وکتور،  .  (4-4)شکل    کلون شد   pShuttle  (16402)و در وکتور    سنتز (  3-4شکل )شکل  

 EcoRIبرای انجام نوترکیبی باید شاتل وکتور از ناحیه بین دو بازوی همولوگ خطی شود که برای اینکار از آنزیم  

  Bj5183به درون باکتری    pAdeasy-1د. در مرحله بعد شاتل وکتور خطی شده به همراه پلاسمید  و ش می  استفاده  

گردد ترانسفورم   بیفتد.  می  اتفاق  نوترکیبی  آمپ  pAdEasy-1  تا  مقاومت  ژن  از  است    نیلیس   ی حامل  که پس 

است  کانامایسین  معمولا  که  وکتور  شاتل  مقاومت  ژن  با  سیلین  آمپی  مقاومت  ژن  وکتور،  شاتل  با  نوترکیبی 

 جایگزین می شود 

 
 16402نقشه ژنتیکی شاتل وکتور  3-4شکل 
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ها انتخاب تا از کوچکترین کلونی   10حاوی کانامایسین،    LB Agarهای ایجاد شده بر روی پلیت  سپس از بین کلونی 

 و الکتروفورز انجام شود و پلاسمید کاندید نوترکیبی انتخاب  تا استخراج پلاسمید   می شود  و از آنها کشت اورنایت تهیه

انجام شود، در اثر هضم آنزیمی    pAdeasy-1صورتی که نوترکیبی همولوگ بین شاتل وکتور و پلاسمید  گردد. در می

با   نوترکیبی  کاندید  قطعه    Paclوکتور  می   4500یک  خارج  وکتور  از  نوترکیب    Paclآنزیم    .شودبازی  وکتور  در 

pAdEasy-1    نوکلئوتید شامل ژن مقاومت    4500ی حدود  جایگاه برش است که پس از هضم آنزیمی قطعه  2دارای

به آنتی بیوتیک و ناحیه آغاز همانندسازی باکتریایی از آن حذف می شود و صرفا توالی مربوط به ویروس باقی می  

ماند، در نتیجه استفاده از این پلاسمید برای مطالعات بالینی هیچ منعی ندارد همانطور که در مطالعات بسیاری در  

 و ویروس های انکولیتیک از آن استفاده شده است.طراحی واکسن  

حذف شده   30820- 28130حدفاصلتوالی    E3ناحیه    از   ،Ad5مشتق از ژنوم    pAdEasy-1در وکتور :    E3ناحیه  

  . است  27560از نوکلئوتید    Ad5در ژنوم   E3می باشد، درحالیکه شروع ناحیه    نوکلئوتید   2690است که معادل  

ویروس   مورد  ناحیه    ، H101در  های  E3از  پروتئین  کدکننده  و    14.7Kو    ADP, RIDسکانس  توالی  حذف 

های  کدکننده پروتئین  دالتون   19و    6.7،    12.5ی  استحفظ  ی  کیلو  که   .شده  آنجایی    E3توالی  حذف    از 

در نتیجه   باشد  می  27560نوکلئوتید    از  E3ی  ناحیهشروع    آغاز می شود و  28130وتید  ئ از نوکل   pAdEasy-1در

  1177  ،28130نوکلئوتید بعد از    می بایستبنابراین    ارد.وجود د  pAdEasy-1وکتور  در  وتید ابتداییئنوکل  570

اضافه    pAdEeasy-1، به سکانس  کیلو دالتون  19و    6.7سکانس کدکننده پروتئین های  ،  وتید باقی ماندهئنوکل

   . (4-5شود )شکل  
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 pAdaesy-1و وکتور  Ad5 ،H101در ویروس  E3تصویر شماتیک از مقایسه ساختار  4-5شکل 

به شاتل وکتوری نیاز است که دارای بازوی همولوگ با    pAdeasy-1 افزودن این توالی به وکتوربرای   

که علاوه بر توالی    می شودنوکلئوتید سنتز    3670در این راستا قطعه ای به طول    باشد.   E3طرف ناحیه   دو

دارای توالی های همولوگ در دو طرف    pAdeasy-1نوکلئوتیدی مورد نیاز برای اضافه شدن به وکتور    1177

بن آدنوویروسی در نزدیکی توالی  د. برای انجام نوترکیبی در این مرحله می بایست بکاش بازی ب  1177قطعه ی  

E3  خطی شود که برای خطی کردن از آنزیمSpeI   پس از خطی شدن وکتور می شوداستفاده .pAdeasy-1   که

بازی در    3670، نوترکیبی بین این وکتور و قطعه به آن اضافه شده  E1B 19KDو     E1Aدر مرحله قبل توالی

کلونی    pAdeasy-1به وکتور    E3بازی ناحیه    1177د. برای تایید اضافه شدن توالی  وش می  انجام    Bj5183باکتری  

PCR    برای انجام کلونی  می شودانجام .PCR   که یکی از آنها اختصاصی توالی    می شود   از جفت پرایمری استفاده

افزودن توالی های مدنظر به    ، و در ادامه توالی یابی  PCRد. فرایند  وبن متصل می ش و دیگری به توالی بک  1177

د. پس از ساخت توالی نهایی به منظور اطمینان از درستی توالی افزوده  می نمایرا تایید    pAdeasy-1پلاسمید  

د و تشابه توالی ناحیه ویروسی  می گرد شده و مشابهت پلاسمید با توالی آنکورین کل توالی پلاسمید سکانس  

 د. می شو با ویروس انکورین تایید   pAdeasy-1پلاسمید 

 



22 

 

  کارایی و ایمن   افاز دوم: تولید آزمایشگاهی ویروس انکورین و انجام مطالعات پیش بالینی مرتبط ب •

تا مرحله ارزیابی ایمنی  درحال حاضر فاز دوم    (Oncomed)تولیدی    ویروس انکولتیک   و بی خطر بودن

 انجام شده است. و بی خطربودن ویروس 

بسته بندی و تولید آزمایشگاهی ویروس انکورین از طریق ترانسفکت وکتور نوترکیب تهیه شده، به درون سلول   (1

HEK-293Ad 

های   (2 سلول  بررسی    A549تیمار  منظور  به  شده  تغلیظ  ویروسی  ذرات  با  آدنوویروس  مستعد  سلول  عنوان  به 

 ویروس بر روی رده سلولی سرطانی    تکثیرپذیری

  p53تایید انکولیتیک بودن ویروس از طریق مشاهده تکثیر ویروس در رده های سلول سرطانی با نقص پروتئین   (3

 عدم تکثیر آن در سلول های نرمال   و  HT29 ،MCF7 ،A549 ،U87مانند 

 ارزیابی تیتر موثر ویروس از طریق روش های بیولوژیک و غیر بیولوژیک   (4

ارزیابی اثر ویروس در کشت سلولی نمونه های توموری بیماران سرطانی و ارزیابی اثر سینرژیسم آن با داروهای   (5

   )آرسنیک تری اکساید(    شیمی درمانی

 ویروس تولید شده در مدل های حیوانی استاندارد شامل موش، رت   و بی خطر بودن  ارزیابی ایمن (6

انکورین   (7 ویروس  ضدتوموری  اثر  ایمنی  های  موش   در ارزیابی  نقص  شد با  زده  رده    هپیوند    تومور   یسلولبا 

  (U87)گلیوبلاستوما 
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فصل پنجم: 

یافته های پژوهش
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بک .1-5 تکثیرشونده  ساخت  آدنوویروسی  انکورین(بن  وکتور   )مشابه  از  استفاده  با 

  Adeasy-1غیرتکثیرشونده

  pShuttleبن ویروس از شاتل وکتور به بک E1B و E1Aبرای انجام نوترکیبی و افزودن توالی مربوط به 

  E1متناسب با دو طرف ناحیه  (  های همولوگ)بازو  یروس یآدنوو  ی ها  ی توالدر این وکتور  .  استفاده شد   (16402)

 Ad5  ی دهاینوکلئوت  یچپ حاو  ی کند. بازو  یرا فراهم م   pAdEasy-1همولوگ با    یب ی که امکان نوترکوجود دارد  

معکوس    یی، تکرار انتهاE. Coliدر    pAdEasy  یهاهمولوگ با ناقل  یب یاست که واسطه نوترک  34,931-35,935

(ITR  و )نوکلئوت  یبند بسته  گنالیس   یهای توال(480- 1  ی دهای  Ad5مورد ن )ی هادر سلول   روس یو  د یتول  ی برا  از ی 

بازو است.  حاو  یپستانداران  نوترک  Ad5 3534-5790  یدهاینوکلئوت  یراست  که  با    یبیاست    وکتور همولوگ 

pAdEasy  هیدر ناح  3323و    2496  یدهاینوکلئوت  نیب  یحذف   ی حاو  انکورین   روس یو  . کند ی را واسطه م  E1B  

  ت یدر موقع   Tبه    C  جا به جایی  کی   ن،یکند. علاوه بر ا  یرا کد م   ی دالتون  لو یک  55  ن یکه پروتئ  باز(   827)  است

  رات ییتغ  نیکند. ا  یم  جادیا  نیکدون سوم پروتئ  تیدر موقع  خاتمهکدون    کانجام شده است که ی   E1Bدر    2022

   کند. ی حذف مانکورین  آلوده به  ی ارا در سلول ه E1B 55-kDaژن  انیب

بود و    E1B-19KDو    E1Aنوکلئوتید که حاوی توالی کدکننده    2379در این راستا توالی ایی به طول  

دریافت شد. پس از دریافت سازه ژنی،    PUC57نوکلئوتید بود سنتز و در وکتور    827در آن فاقد    E1Bتوالی  

کلونینگ این توالی به شاتل  کلون شد. ساب  pShuttle  (16402)در وکتور    E1B-19KDو    E1Aتوالی کدکننده  

 (. 1-5انجام شد )شکل  HindIIIو  XhoIوکتور از طریق دو آنزیم 
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 1      2      3     4      5      6     7      8     9      

10 

NTC   

LLADDE

R 

Ladder 

 

جهت تایید درج در شاتل   E1B-19Kd , E1Aبا استفاده از پرایمرهای اختصاصی ابتدا و انتهای سازه  colony-PCRالف:  1-5شکل 

تمامی کلون ها مثبت شد. ب: هضم آنزیمی   colony-PCRکلونی انتخابی جواب   10وکتور. همانطور که در تصویر مشخص است، از 

pShuttle-E1A  با آنزیم هایXhoI  وHindIII   جهت تایید درج قطعهE1A  وE1B-19KD در شاتل وکتور 

 

به منظور نوترکیبی همولوگ با بک بن   EcoRIتوسط آنزیم  E1B-19KDو  E1Aهضم آنزیمی شاتل وکتور حاوی قطعه  2-5شکل 

  ( شاتل وکتور هضم نشده. 3و ) EcoRI( ،2 )Ladder 1Kb( شاتل وکتور نوترکیب هضم شده با آنزیم 1؛ )آدنوویروسی
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پس از تایید ساخت شاتل وکتور، برای انجام نوترکیبی باید شاتل وکتور از ناحیه بین دو بازوی همولوگ  

. در مرحله بعد شاتل وکتور خطی شده به همراه  (2-5)  استفاده شد   EcoRIخطی شود که برای اینکار از آنزیم  

 ترانسفورم شد تا نوترکیبی اتفاق بیفتد.  Bj5183به درون باکتری  pAdeasy-1پلاسمید 

تا از کوچکترین    10حاوی کانامایسین،    LB Agarهای ایجاد شده بر روی پلیت  سپس از بین کلونی 

و الکتروفورز انجام شود و پلاسمید کاندید  ها انتخاب و از آنها کشت اورنایت تهیه شد تا استخراج پلاسمید کلونی 

پلاسمید استخراج شده که بر روی    10مشخص است از بین    3- 5  طور که در شکل نوترکیبی انتخاب گردد. همان

سایز و الگوی متفاوتی نسبت به شاتل    10درصد ران شد، تنها پلاسمید حاصل از کلون شماره    0.7ژل آگارز  

صورتی که نوترکیبی   هضم گردید. در PacIوکتور داشت که برای تایید قطعی وقوع نوترکیبی، پلاسمید با آنزیم 

با     pAdeasy-1همولوگ بین شاتل وکتور و پلاسمید  انجام شود، در اثر هضم آنزیمی وکتور کاندید نوترکیبی 

Pacl    مشخص است    4-5 طور که در شکلشود که این موضوع همانبازی از وکتور خارج می   4500یک قطعه

 تایید شد. 

 

 

 

 

 

Digested vector Undigested vector 
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  2690حذف شده است که  معادل   30820-28130توالی بین    E3همان طور که قبلا ذکر شد در ناحیه  

نوکلئوتید است که حد    E3  2690در ناحیه    pAdeasy-1در وکتور    Ad5طول ناحیه حذف شده از ژنوم  باز است.  

  H101  مشابه   برای تولید ویروس که    E3از ناحیه    قسمتی  از طرفی   است.  Ad5ژنوم    30820-28130توالی  فاصل  

  .  کیلو دالتون است   19و    7/6،    5/12های  ی پروتئینشامل توالی کدکننده  که  باز است  1740لازم است معادل  

 

 Bj5183کلونی انتخابی پس از انجام الکتروپوریشن باکتری   10الکتروفورز پلاسمید استخراج شده از  3-5شکل 

 

 

(  3و2، ) هضم نشده pAdeasy-1( پلاسمید نوترکیب 1؛ )PacIالکتروفورز محصول هضم آنزیمی پلاسمید کاندید نوترکیبی با  4-5شکل 

 Ladder 1Kb( 4و ) PacI با آنزیمهضم شده  pAdeasy-1پلاسمید نوترکیب 

 

3000 bp 
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در   27560از    E3ی  و ناحیهآغاز می شود  28130از نوکلوتید    pAdeasy-1در  E3ناحیه  با توجه به اینکه حذف  

وتید باقی مانده به  ئنوکل  1177وجود داشته و در نتیجه    Adeasy-1در   E3نوکلوتید ابتدایی از ناحیه    570نتیجه  

به شاتل وکتوری    pAdeasy-1 برای افزودن این توالی به وکتور.  داده شد قرار     28130این ناحیه اضافه و بعد از باز  

نوکلئوتید در   3670ای به طول باشد. در این راستا قطعه  E3که دارای بازوی همولوگ با دوطرف ناحیه  بود نیاز 

-pAdeasyبرای اضافه شدن به وکتور  کیلودالتون    19و    7/6  کدکننده علاوه بر توالی    که  شد   سنتز  PUC57وکتور  

بن آدنوویروسی در  بایست بکنوترکیبی در این مرحله می. برای انجام  نیز می باشد دارای توالی های همولوگ   1

 .  (5-5)شکل  استفاده شد  SpeIخطی شود که برای خطی کردن از آنزیم  E3نزدیکی توالی 

 

 

 مارکر -2وکتور هضم نشده  -E3 1به منظور نوترکیبی با وکتور حاوی توالی   SpeIبا آنزیم  pAdeasy-1هضم آنزیمی وکتور  5-5شکل 

1Kb 3 وکتور هضم شده  -4و 

 

~35Kb 
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به آن اضافه شده    E1B-19KDو     E1Aکه در مرحله قبل توالی  pAdeasy-1پس از خطی شدن وکتور  

انجام شد. برای تایید اضافه شدن توالی    Bj5183بازی در باکتری    3670بود، نوترکیبی بین این وکتور و قطعه

از جفت پرایمری    PCRانجام شد. برای انجام کلونی    PCRکلونی    pAdeasy-1به وکتور    E3بازی ناحیه    1177

طور که در  بن متصل می شد. همانو دیگری به توالی بک  1177استفاده شد که یکی از آنها اختصاصی توالی  

  1177بازی نشان دهنده درج توالی   2300نوکلئوتیدی و  3670مشخص است تکثیر قطعات   6-5تصویر شماره 

 تایید شد.   9می باشد که این موضوع درمورد کلونی  pAdeasy-1به وکتور  E3بازی ناحیه 

، پلاسمید نوترکیب به  pAdeasy1پس از تایید وقوع نوترکیبی و و درج توالی های مدنظر در پلاسمید  

 Comet-shaped ترانسفکت شد. ایجاد اثر سایتوپاتیک HEK-ADهای  انکولیتیک به سلول  منظور تولید ویروس 

باشد  ولید ویروس مینشان دهنده ت  HEK-ADهای در اثر تولید آدنوویروس انکولیتیک بعد از ترانسفکشن سلول

  (7-5)شکل 

 

 

 

 

 

بن  نوکلئوتیدی و بک 1177توسط پرایمرهای اختصاصی ناحیه  E3تاییدی بر روی دو کلون کاندید نوترکیبی در ناحیه   6-5شکل 

 آدنوویروس
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استفاده شد و   TCID50 در مرحله بعد ویروس با تیتر بالا تولید و تعیین تیتر شد. برای تعیین تیتر ویروس از روش 

 تخمین زده شده است.   5×1010 تیتر ویروس 

 

 
 

توسط پلاسمید نوترکیب تولید کننده ویروس   HEK-ADهای بعد از ترانسفکشن سلول comet-shaped CPEتشکیل  7-5شکل 

 انکورین 

 روز پس از آلوده کردن سلول ها با ویروس انکورین  10با رنگ کریستال ویوله  HEK-ADرنگ آمیزی سلول های  ت 8-5شکل 

 . سپس به عنوان یکی از روش های تعیین هویت ویروس، از ویروس انکولیتیک خالص شده عکس میکروسکوپ الکترونی تهیه شد
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  (، توالی یابی ژنی ویروس تولید شده با ویروس انکورین بررسی(. در ادامه به منظور  9-5و    8- 5  های )شکل  زده شد  

(whole genome sequencing    تایید کننده مشابهت توالی ویروس تولید شده توالی  مشابهت  انجام شد که نتایج آن

 در پژوهشکده معتمد با ویروس انکورین بود.   

    ،    HT29مثل  های سرطانی  بر روی سلول   آنکومد  در مرحله بعد به منظور بررسی اثر سایتوپاتیک ویروس   

SW480    وA549    با    آنکومد  مجموعه ای از سلول های سرطانی کشت داده شدند و توسط ویروسMOI  100    آلوده

ساعت، اثر ویروس بر روی سلول از طریق مشاهده سلولها در زیر میکروسکوپ ارزیابی شد. همان    72و    48شدند و بعد  

  p53های سرطانی با نقص پروتئین ( مشخص است ویروس انکورین نه تنها سلول10-5طور که در تصاویر زیر )شکل  

که  بر روی سلول    را نیز لیز کرد که مطابق با یافته سایر مطالعات بود در حالی   p53های سرطانی فاقد نقص  بلکه سلول

 نرمال تاثیری نداشت که نشان دهنده انکولیتیک بودن ویروس تولیدی می باشد. 

 . 

 

 

 

عکس میکروسکوپ الکترونی از ویروس انکولیتیک )انکورین( تولید شده در پژوهشکده معتمد که کاملا منطبق با تصاویر   9-5شکل 

 .آدنوویروس می باشدمیکروسکوپ الکترونی 
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 .مشتق از بافت چربی MSCو سلول  SW480و  A549 ،HT29رده سلول سرطانی  3ارزیابی اثر ویروس انکورین بر روی  10-5شکل 
 

تأثادامهدر   دارو  روس یو  ی بیترک  ری ،  و  متخصصین    د یاکسای تر  کی آرسن  یآنکومد  با مشورت  درمانی  دارو شیمی   (

-HT29  ،SW480  ،MCFاز جمله    یسرطان  یمختلف سلول   یهارده   یبر رو   انکولوژی پژوهشکده معتمد انتخاب شد(

7  ،U87  ،TSCC    وA549   یهاآنکومد با غلظت   روس یها کشت داده شده و با استفاده از وسلول   ن یشد. در ابتدا، ا  یبررس  

با تست   یسلول   یهااز رده   کیهر    یسلول   تیسم  زان یساعت، م  72شدند. پس از    ودهمتنوع( آل  یها  MOIمختلف )

MTT  ر یشد و مقاد  دهیسنج  IC50  د یاکسای تر   کیآرسن  ی و دارو  روس یو  یبرا  (ATO)   سپس و بعد از    دست آمد.به

میزان   دارو   روس یو   IC50تعیین  ترکیبی    (ATO)  د یاکسای تر  ک یآرسن  ی و  درمان  رده اثر  روی  بر  سلولی  آنها  های 

   مختلف ارزیابی شد. 
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 ( MCF-7) بر روی رده سلولی سرطان پستان  ATOویروس و داروی   IC50 قدارتعیین م •

 

و   MOI  34.47  ب یترتبه  MCF7  یسرطان  یهادر سلول  ATOو    Oncomed  باتیترک   یآمده برادستبه   IC50  ریمقاد:    11-5شکل  

 . تعیین شدند کرومولاریم 8.45

 

 

و ویروس   ATOی  نشان دهنده اثر سینرژیسم دارو  MCF7  یسرطان  یهادر سلول  ATOو    Oncomed: بررسی اثر ترکیبی    12-5شکل  

 غلظت های مورد استفاده بود.  بیشترآنکومد در 
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 (A549) ریهبر روی رده سلولی سرطان  ATOویروس و داروی   IC50 قدارتعیین م •

 

و  MOI 9.33 بیترتبه A549 یسرطان یهادر سلول ATOو  Oncomed باتیترک  یآمده برادستبه  IC50 ریمقاد:  13-5شکل 

 . تعیین شدند کرومولاریم 91.28

 

 

 

و   ATOداروی  آنتی گونیستی قوینشان دهنده اثر  A549 یسرطان یهادر سلول ATOو  Oncomed: بررسی اثر ترکیبی  14-5شکل 

 .دغلظت های مورد استفاده بو  تمامیویروس آنکومد در 
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 (HT29)  کولونبر روی رده سلولی سرطان  ATOویروس و داروی   IC50 قدارتعیین م •

 

  23.42  بیترتبه  HT29  ی سرطان یهادر سلول ATOو  Oncomed بات یترک ی آمده برادستبه   IC50 ر ی: مقاد 15- 5شکل 

MOI  شدند.   نییتع کرومولار یم 11.45و 
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دهنده اثرات متفاوت آنتاگونیستی، افزایشی  نشان HT29 های سرطانیدر سلول ATO و Oncomed بررسی اثر ترکیبی:  16-5شکل 

روی بود. این نتایج تفسیر نوع تعامل دارو و ویروس بر  Oncomed و ویروس ATO های مختلف داروی)ادیتیو(، و سینرژیستی در غلظت

 .ها را پیچیده کرده استاین سلول

•  

 (TSCC1سر و گردن )بر روی رده سلولی سرطان  ATOویروس و داروی   IC50 قدارتعیین م •

 

   12.58 ب یترتبه TSCC1 ی سرطان یهادر سلول ATOو  Oncomed بات یترک ی آمده برادستبه  IC50 ر ی: مقاد 17- 5شکل 

MOI  شدند  نییتع کرومولار ی م 9.99و.  
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  تقریبا افزایشی و گاها آنتاگونیستینشان دهنده اثر    TSCC1  یسرطان   یهادر سلول  ATOو    Oncomed: بررسی اثر ترکیبی   18-5شکل  

 غلظت های مورد استفاده بود.  اکثریتو ویروس آنکومد در  ATOداروی 

 

 (U87گلیوبلاستوما )بر روی رده سلولی سرطان  ATOویروس و داروی   IC50 قدارتعیین م •

 

  MOI  10.8 ب یترتبه  U87 ی سرطان یهادر سلول ATOو  Oncomed بات یترک ی آمده برادستبه  IC50 ر ی: مقاد 19- 5شکل 

 شدند.  ن ییتع کرومولاری م 1.8و 
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و ویروس  ATOداروی سینرژبستی نشان دهنده اثر   U87 یسرطان یهادر سلول ATOو  Oncomed: بررسی اثر ترکیبی  20-5شکل 

 غلظت های مورد استفاده بود. اکثریتآنکومد در 

 

 U87بر روی رده سلولی  ATOبررسی اثر آپاپتوز ویروس آنکومد و داروی  •

اکساید بر روی  ی درمان ترکیبی ویروس آنکولیتیک و داروی آرسنیک تریبه دلیل نتایج امیدوارکننده 

بالینی، و ایجاد مدل توموری در  رده سلولی گلیوبلاستوما، این رده سلولی برای بررسی آپوپتوز، مطالعات پیش 

میکرومولار    1.25اکساید با غلظت  انتخاب شد. در این راستا، اثر آپوپتوزی داروی آرسنیک تری  Nude های  موش 

مورد ارزیابی قرار گرفت. همچنین، اثر  ساعت  48بر این رده سلولی، پس از  5برابر   MOI و ویروس آنکولیتیک با

های MOI) میکرومولار( و مقادیر مختلف ویروس   1.25درمانی )ترکیبی این دو عامل با غلظت ثابت داروی شیمی 

  ج ینتامشخص است    5-21همانطور که در تصویر  .  ها نیز بررسی شد بر میزان آپوپتوز این سلول  (  10و    5،  2.5

  یها( بر سلول ATO)  د یاکسای تر   ک یآرسن  ی و دارو  Oncomed  کیت یآنکول  روس یو ی بیاثر ترک  ی حاصل از بررس 

  ی تومتریفلوسا  یهاطور که داده ها است. همانسلول   نی توجه آپوپتوز در اقابل   شیافزا  یدهنده نشان  U87  یسرطان

کرده    جادی آنکومد ا  روس یو و  ATO  ن یب  یقو   یستینرژیاثر س   ک ی  یدرمان  ب یترک  ن یا  دهند،ی به وضوح نشان م

این نتایج تأییدی بر پتانسیل بالای این رویکرد درمانی    شده است.  یمرگ سلول   ریچشمگ   شیاست که منجر به افزا

 .باشدبالینی برای درمان گلیوبلاستوما می در مطالعات پیش 
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 .   U87 یسرطان یهاسلول بر میزان آپاپتوز  ATOو  Oncomed: بررسی اثر ترکیبی  21-5شکل 
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 های حیوانی  بررسی سمیت آنکومد در مدل •

تخلیص گردید.    Add-N-Pure™ Adenovirus Purificationمطالعه پیش بالینی ویروس آنکومد توسط کیت    ربه منظو

و پس از    کشت داده شد   HEK293-Adاز سلول    T175فلاسک    10این شرکت    Gigaکیت    ا ویروس بجهت تخلیص  

 ها ت سلولعسا  72شدند. پس از    آلوده ویروس آنکومد    از  MOI  10با    درصد   80-70به کانفلوئنسی    هاسلول   رسیدن

انجام  تخلیص  فرایند    ، سلول میزبان  RNAو    DNAجهت حذف  رتبه فریز تا شدند و پس از تریت با آنزیم بنزوناز  م  3

   ( 22-5)شد. شکل

 

  BSL3در آزمایشگاه  Add-N-Pure™ Adenovirus Purificationتخلیص ویروس انکومد با استفاده از کیت : 22-5شکل 

 . پژوهشکده معتمد

تعویض بافر با فرمولاسیون  نتریفوژ  و ساکلیودالتون    100  شابا غ   میکون آاز طریق سانتریفوژ و    ،بعد از تخلیص ویروس 

  ن و همچنین تیترسما و اندوتوکسیعدم آلودگی به مایکوپلا  ، ریلیتیمحصول نهایی از نظر استسپس   . انجام شد نهایی 
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ویروس خالص شده استریل و فاقد آلودگی به مایکوپلاسما بود و تیتر  خوشبختانه  مورد ارزیابی قرار گرفت.    ویروس 

 تخمین زده شد. TCID50 vp/ml 1110×5و   qPCRدو روش ویروس با 

و خرگوش ، رت  BALB/Cگونه موش    سهبرای بررسی سمیت آدنوویروس انکولیتیک بر اساس مطالعات قبلی از   

شد. کد   استفاده  با  حیوانات  از  استفاده  در  اخلاق  کمیته  از  اخلاق  کد  دریافت  از  پس  حیوانی   مطالعه 

IR.ACECR.ACE.1402.029   بر اساس نوع مطالعه    .انجام شدsafety های حیوانی مختلف استفاده شد که  ، از مدل

در ادامه به جزییات در مورد نوع مطالعه، نحوه تزریق، مدل حیوانی، تعداد حیوان و نتایج به دست آمده در آزمایشات 

مختلف شرح داده خواهد شد. لازم به ذکر است طراحی این مطالعات از نظر نوع حیوان آزمایشگاهی، تعداد تزریق،  

 ی مانیتورینگ همگی بر اساس مطالعات قبلی تعیین شده است.  نحوه تزریق، چگونگ 

 بر روی سیستم عصبی  آنکومد بررسی اثر فارماکولوژیک ویروس  -1

موش   • عصبی،  سیستم  روی  بر  ویروس  سمیت  ارزیابی  برای  حیوان  مدل  قبلی  مطالعات  اساس  بر 

BALB/c      است. بنابراین در این تست موش هایBALB/c    هفته از انستیتو    8تا    6    ماده با سن

پاستور کرج خریداری شد. بعد از یک هفته سازگاری، موش ها به چهار گروه مختلف تقسیم شدند.  

تزریق   vp/kg  11vp/kg, or  2.0×10 11vp/kg, 1.0×10 105.0×10ویروس در سه دوز مختلف شامل  

 شد. به موش ها تزریق  به صورت داخل وریدی از ناحیه دممیکرولیتر   100با حجم نهایی   PBSو 

 نحوه مانیتورینگ، گروه بندی و تعداد موش در هر گروه در جدول زیر گفته شده است. •

 دوز تزریق  نام گروه 
تعداد موش و   

 دفعات تزریق 
 مانیتورینگ 

تعداد موش و روز قربانی  

کردن آنها جهت  

 مانیتورینگ  

 تعداد موش   روز 

 گروه های تست
vp/kg 105.0×10 12/1 

زنده مانی، علایم عصبی روزانه و  

توزیع بافتی )مغز، کبد، قلب، طحال  

 و ریه(  

1 3 

4 3 

10 3 

30 3 

vp/kg 111.0×10 12/1 1 3 
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زنده مانی، علایم عصبی روزانه و  

توزیع بافتی )مغز، کبد، قلب، طحال  

 و ریه(

4 3 

10 3 

30 3 

vp/kg112.0×10 12/1 

زنده مانی، علایم عصبی روزانه و  

توزیع بافتی )مغز، کبد، قلب، طحال  

 و ریه(

1 3 

4 3 

10 3 

30 3 

 PBS/Storage گروه کنترل 

buffer 
6/1 

زنده مانی، علایم عصبی روزانه و  

توزیع بافتی )مغز، کبد، قلب، طحال  

 و ریه(

1 1 

4 2 

10 2 

30 2 

 

 Biodistributionاین مطالعه در حیوانخانه پژوهشکده معتمد انجام شد. تعداد موشهای هر گروه جهت انجام تست  

عدد کاهش یافت. از نظر    12سر تعیین شده بود که توسط داور کمیته اخلاق حیوانی به    18توسط گروه پژوهشگر  

های قفس کنترل(  وضعیت زنده مانی، تمامی موش ها به جز یک موش از گروه کنترل ) خورده شدن موش توسط موش 

لرزش، تشنج، ترشح هیچ مرگ و میری در گروه های تست و کنترل مشاهده نشد. از نظر رفتار عصبی، علائمی همچون  

در اثر تزریق ویروس مشاهده نشد و تمامی موش ها در روزهای مطالعه دارای    معمول(   ریرفتار غ   و   کما  ، یحال  یبزاق، ب

موش به صورت   3بعد از تزریق    30و    10،  4،    1عی بودند. جهت ارزیابی توزیع بافتی از هر گروه در روزهای  فعالیت طبی

-رندوم جدا شدند و بافت های حیاتی شامل قلب، مغز، طحال، کبد و ریه پس از بی هوشی حیوان با محلول کتامین 

  DNA، استخراج  Real-time PCRطه از طریق  زایلسین جداسازی شدند. برای بررسی حضور ویروس در بافت های مربو

استخراج   کیت  توسط  های جداشده  بافت  از    DNAاز  استفاده  با  آنها  در  ویروس  و حضور  گرفت  انجام  یکتاتجهیز 

پرایمرهای اختصاصی ژن هگزون مورد بررسی قرار گرفت. نتیجه این مطالعه به اختصار در جدول زیر نشان داده شده  

 است.  
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 جهت ارزیابی توزیع بافتی ویروس در بافتهای مختلف   BALB/cهای حیاتی از موش های : جداسازی بافت23-5شکل 

 IVپس از تزریق   BALB/cنحوه توزیع ویروس آنکومد در بافت های حیاتی موش   1-22جدول  

Organ  Day  

5.0×10^10 vp/kg 1.0×10^11 vp/kg 2.0×10^11 vp/kg Control  

Pos Pos Pos Pos 

Liver  

Day 1 3 3 3 0 

Day 4 3 3 3 0 

Day 10  3 3 3 0 

Day 30 1 2 2 0 

Brain 

Day 1 0 0 0 0 

Day 4 0 0 0 0 

Day 10  0 0 0 0 

Day 30 0 0 0 0 

Spleen 

Day 1 3 3 3 0 

Day 4 3 3 3 0 

Day 10  2 3 3 0 

Day 30  0 1 2 0 

Lung  

Day 1 3 3 3 0 

Day 4 3 3 3 0 
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Day 10  2 3 3 0 

Day 30 0 0 1 0 

Heart  

Day 1 1 2 3 0 

Day 4 1 2 3 0 

Day 10  0 0 1 0 

Day 30 0 0 0 0 

 

  یبه طور قابل توجه   IVتزریق  پس از  موش، کبد و طحال،   دو عضو حیاتیشده در    ییشناسا  آدنوویروس   ی تعداد کپ

میزان    با گذشت زمان به  مشاهده شده در این دو عضو بالاتر از سایر بافت ها بود(. اما     Ct)   بافت ها بود   ریاز سا  شتریب

اثری    گریدبعد از چهار هفته در برخی از اندام ها مثل قلب و ریه  که  به نحوی    افتیکاهش    هاویروس در تمامی بافت 

از ویروسی مشاهده نشد و در بافت های کبد و طحال مقدار ویروس به صورت معناداری کاهش یافت. نکته قابل توجه  

 اینکه هیچ اثری از نشت ویروس به بافت مغز مشاهده نشد. 

 روز تزریق متوالی    15بررسی سمیت حاد پس از   •

  15در این راستا،   برای بررسی اثر سمیت دارو در اثر تزریق دوز تکرارشونده آنکومد از مدل حیوانی رت استفاده شد. 

انجام این تست به صورت برونسپاری و با همکاری پژوهشکده ابن سر رت نر برای انجام این تست خریداری شدند.  

روز متوالی در پژوهشکده معتمد آماده سازی و به    15سینا انجام شد. در این راستا ویال های آماده به تزریق برای  

به دو گروه رت vp/kg 12^10×1.0  یا ,vp/kg 11^10×1.0 دوز  2ویروس آنکومد با  پژوهشکده ابن سینا ارسال گردید.  

میکرولیتر بود که به صورت داخل    200تزریق شد. حجم تزریق    PBSروز متوالی تزریق شد و به گروه کنترل    15طی  

 ماهیچه ای تزریق شد. نحوه مانیتورینگ، گروه بندی و تعداد حیوان در هر گروه در جدول زیر گفته شده است.  
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 دوز تزریق نام گروه 
تعداد خوکچه یا رت و تعداد  

 دفعات تزریق
 مانیتورینگ 

 گروه های تست

1.0×10^10 vp/kg 15/6 

متوسط غذای مصرفی، میانگین وزنی، دمای بدن  

میزان مرگ و میر، تست های بیوشیمیایی،  

هماتولوژی و هیستوپاتولوژیِ چهار هفته بعد از  

 آخرین تزریق  

1.0×10^11 vp/kg 15/6 

متوسط غذای مصرفی، میانگین وزنی، دمای بدن  

بیوشیمیایی،  میزان مرگ و میر، تست های  

هماتولوژی و هیستوپاتولوژیِ چهار هفته بعد از  

 آخرین تزریق 

PBS/Storage 

buffer 
15/3 

متوسط غذای مصرفی، میانگین وزنی، دمای بدن  

میزان مرگ و میر، تست های بیوشیمیایی،  

هماتولوژی و هیستوپاتولوژیِ چهار هفته بعد از  

 آخرین تزریق 

 

بر اساس گزارش ارسالی توسط پژوهشکده ابن سینا، در طی چهار هفته بررسی تغییر معناداری در میزان غذای مصرفی،  

میانگین وزنی، دمای بدن در اثر تزریق ویروس در گروه های مختلف مشاهده نشد. در جدول زیر میزان تغییر غذای  

 مشاهده است.   مصرفی، میانگین وزنی، دمای بدن و میزان مرگ و میر قابل

Week 0 

Mortality and 

Complication 

average Weekly 

Weight 

Body 

Temperature 

Food Intake 

g/rat/week 
Group 

None 149.50±18.68 37.1 +/- 0.2 24.8 1.0×10^11 vp/kg 

None 

 159.67±15.35 38.0 +/- 0.1 20.8 1.0×10^10 vp/kg 

None 142.50±14.05 37.2 +/- 0.1 21.5 PBS 

Week 1 

Mortality and 

Complication 

Mean Weekly 

Weight 

Body 

Temperature 
Food Intake (gr) Group 
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None 

 
150.50±13.59 37.1 +/- 0.2 24.6 1.0×10^11 vp/kg 

None 

 
177.33±26.97 38.0 +/- 0.1 21.2 1.0×10^10 vp/kg 

None 152.50±10.27 37.2 +/- 0.1 22.4 PBS 

Week 2 

Mortality and 

Complication 

Mean Weekly 

Weight 

Body 

Temperature 
Food Intake (gr) Group 

None 

 
156.33±11.15 37.1 +/- 0.2 24.6 1.0×10^11 vp/kg 

None 181.00±16.60 38.0 +/- 0.1 22.8 1.0×10^10 vp/kg 

None 162.50±15.27 37.2 +/- 0.1 22.9 PBS 

Week 3 

Mortality and 

Complication 

Mean Weekly 

Weight 

Body 

Temperature 
Food Intake (gr) Group 

None 170.00±13.70 37.1 +/- 0.2 25.5 1.0×10^11 vp/kg 

None 193.33±10.06 38.0 +/- 0.1 24.8 1.0×10^10 vp/kg 

None 171.00±14.70 
37.2 +/- 0.1 27.6 PBS 

Week 4 

Mortality and 

Complication 

Mean Weekly 

Weight 

Body 

Temperature 
Food Intake (gr) group 

None 186.10±12.87 37.1 +/- 0.2 26.8 1.0×10^11 vp/kg 

None 195.33±27.97 38.0 +/- 0.1 24.12 1.0×10^10 vp/kg 

None 175.33±10.56 37.2 +/- 0.1 27.8 PBS 
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اساس   گروه   فوق   جدول بر  در  میانگین  وزن  رت،  حیوانی  مدل  روی  آنکومد  داروی  سمیت  تست  به  های  مربوط 

در طول چهار هفته افزایش یافته   (PBS) و گروه کنترل  vp/kg    ،1.0×10^10 vp/kg 11^10×1.0کننده دوز  دریافت 

ثابت است.   باًیو در طول تست تقر  دهد ی نشان نم  ی قابل توجه  رات ییمختلف تغ  یهابدن در گروه   ی دماهمچنین    .است

  ی که دارو   دهد ی موضوع نشان م   نیا.  مانده است  یباق  گرادی درجه سانت  38.0تا    37.1ها در حدود  بدن گروه   یدما

دهنده یک روند افزایشی  نیز نشان  مصرف غذا در . به علاوه  ها نداشته استبدن رت   یبر دما  یداری معن   ری آنکومد تأث

دهنده ایمنی نسبی داروی  ها، مرگ و میر و عوارض خاصی گزارش نشده است که نشانیک از گروه هیچ در  و    است

   .آنکومد در دوزهای بررسی شده است

در حوزه پاتولوژی حیوانات در پژوهشگاه ابن سینا، ارزیابی سمیت و تاثیر ویروس بر   از طرفی توسط افراد متخصص

به بررسی تغییرات ساختاری    رزیابی پاتولوژیادر حال انجام است.    های حیاتی مانند مغز، ریه، کبد، و طحالوی بافت ر

التهاب، نکروز، فیبروز یا تغییرات دهنده آسیبتواند نشان پردازند که می ها میو میکروسکوپی در بافت های سلولی، 

جواب پاتولوژی که توسط دکتر گلشاهی متخصص پاتولوژی حیوانات در پژوهشگاه    .باشند   ویروس   دیگر ناشی از اثر

 .که در تصویر زیر قابل مشاهده استابن سینا آماده شده  
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 نتایج پاتولوژی بر روی ارگان های حیاتی رت پس از تزریق تکرار شونده ویروس آنکومد    :24-5شکل 
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 بررسی اثر فارماکولوژیک ویروس بر روی سیستم تنفسی و قلبی و عروقی   •

بر اساس مطالعات قبلی، بهترین مدل حیوانی برای بررسی اثر دارو بر سیستم تنفسی و قلبی عروقی، سگ است. با این  

حال، به دلیل عدم دسترسی به سگ و پس از مشورت با متخصصین دامپزشکی، تصمیم گرفته شد این تست بر روی  

خرگوش  خرید  از  پس  متأسفانه  اما  شود.  انجام  برای  خرگوش  استاندارد  تجهیزات  به  دسترسی  عدم  دلیل  به  ها، 

گیری فشارخون و ضربان قلب و همچنین ناتوانی در تهیه الکتروکاردیوگرام از خرگوش، ارزیابی اثر فارماکوژنیک  اندازه

 .ویروس بر سیستم تنفسی و قلبی عروقی انجام نشد 

 

 

 

 

 

 

: تلاش دامپزشکان همکار برای اندازه گیری فشارخون، ضربان قلب و تهیه الکتروکاردیوگرام خرگوش که متاسفانه با امکانات موجود  25-5شکل 

 در ایران امکانپذیر نبود.
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فصل ششم: 

گیریبحث و نتیجه
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 های پژوهش            مروری بر یافته  .1-6

  ی درمان  کرد یرو   ک ی به عنوان    ک یتی انکول  ی با استفاده از ویروس هایدرمان  روس یودر سال های اخیر  

می توان    کیتیخواص انکول   یدارا  یها  روس یانواع واز  شده است.    شنهادیمبارزه با سرطان پ  یبرا  دوارکننده یام

  حامل های انواع    ان ید. در ماشاره کر   وکاسلین  یماریب   روس یو  و   مپلکسیهرپس س   روس یو   ، ها  روس یآدنوو  به 

تاثیر    و عدم  آدنوویروس های انکولیتیک با قابلیت تکثیر اختصاصی در سلول های سرطانی  ک،یتیانکول  ی روس یو

ی بسیار  منیو ا  یی و کارا  اند افته یدرمان سرطان توسعه    ی برا  ی د یعنوان عوامل جد   به   ی عیطب  یهاسلول بر روی  

ی  انتخاب  تکثیربه    یابیدست  ی برا  ی مختلف  یها  وش اند. رنشان داده   ی نیو بال  ینیبالپیش    یهاش یرا در آزما  مناسبی

مورد سرطانی  های  سلول  در  گرفته  استفاده  آدنوویروس  به   است  قرار  توان  می  آنها  جمله  از  از    که  استفاده 

   . (17)  اشاره کرد. E1B ژن  حذف او ی   E1Aژن  انیب  یتومور برا  اختصاصی ی پروموترها

  ک است. ی  شده   تومورها نشان داده در درمان انواع    H101ویروس    ی درمان  لیپتانس  مطالعات بالینی در  

سر و گردن    ی سلول سنگفرش   نوم یکارس   ی بینشان داد که درمان ترک  3فاز    ی چند مرکز  ی تصادف  ی نیبال  یی کارآزما

نرخ  یی  به تنها  در مقایسه با شیمی درمانی   لیبر فلوئورواوراس   یمبتن   ی درمان  یمیش و    H101با    یو سرطان مر 

توسط سازمان غذا   H101  روس یو. نتایج مربوط به این کارآزمایی باعث شد تا  افتی  شیدرصد افزا  27 ی پاسخ کل

 .  (18)  گرددتایید درمان سرطان نازوفارنکس   یبرا  نیچ ی دولت ی و دارو

کند که هر دو    یدالتون  را کد م   لویک  19دالتون  و    لو یک  55  یاصل  د یپپت  یدو پل  آدنوویروس   E1bژن  

از سلول    E1B55K  ن یهستند. پروتئ  از یمورد ن  ی روس یجوندگان توسط عفونت و  یسلول ها  ترانسفورماسیون   یبرا

  ی همولوگ عملکرد   ک ی  E1B19K  ن ی. پروتئ(19) کند    ی م  ت محافظ  E1Aاز    ی ناش   p53آلوده در برابر اثرات    یها

قو  ک یو    Bcl-2سلول    ن یپروتئ آپوپتوز  ناش   E1B19Kاست.    ی مهارکننده  آپوپتوز  در    E1Aاز    یاز  تداخل  با 

  ن یپروتئ  نیا  کرداست که عمل  نیکند. اعتقاد بر ا  یم  ی ریجلوگ  Baxو    Bakپرو آپوپتوز    یها  نیعملکرد پروتئ

  ی به حداکثر م   یروس یو  ری شود و تکث  ی م  ی ریجلوگ  ی، از مرگ زودرس سلولE1B  توسط ژنشده    ی کدگذار  یها

   . (20) رسد 
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  E1B19Kو    E1B55K  فاقد توالی کدکننده  روس یوآدنو   که  است  شده  مطالعات گذشته نشان داده  در

  و اثر سایتوپاتیک   شود   ری تکث  ،P53، نه صرفا تومورهای همراه با نقص  یسرطان  یها سلول  یت تواند در اکثر  یم

نه صرفا در سلول  آنکومد  که ویروس   نتایج گذشته نشان می دهد نتایج ما در این پروژه هم راستا با     .ایجاد کند 

نقص    همراه   های سرطانی    p53با  های  سلول  تمامی  در  رسپتور  بلکه  کننده  تکثیر   CARبیان  اثر    قابلیت  و 

و    E1B55K  پروتئین های  و مهار آپوپتوز توسط   p53  یسازرفعال یغ  می توان گفت  نیبنابرا.  اردد  سایتولیتیک

E1B19K  یهانیکه پروتئ   و این به معناست  ستین   یضرور  روس یو  ریدر تکث  E1B   ی گر ید  یهاممکن است نقش  

  ی برا  گ بزر  اس یدر مق  یژن   هی بر آرا  یمبتن  کردیرو  کدر این راستا ی .  (21)  داشته باشند علاوه بر مهار آپاپتوز  

 شده است  ییشناساژن    345استفاده شد. در مجموع    E1Bژن    ریتحت تأث  یسلول  یهاژن   انیب  لیو تحل  هیتجز

بوده    یوحش  زمان آلودگی با ویروس از    شتریب  ایدو برابر    E1B  در اثر آلودگی با ویروس فاقد آنها    ان یب  رییکه تغ

  م یکه در تنظ  E  نیکلیو س   CDC25Aاز ژن ها از جمله    ی متنوع  ف یط  ان یبر ب  E1B  ی ها  نیپروتئ  ن،ی. بنابرااست

   .(22) گذارد  ی م ریتأث  د مهم هستن یچرخه سلول 

 شنهاد یپ  در سلول های سرطانی  E1B55Kبرای تکثیر ویروس های فاقد    سم یتاکنون حداقل سه مکان

  ا ی  p53  ی عملکرد  ن یفاقد پروتئ  یسرطان  یهااز سلول   ی اریکه بس  ییاز آنجااست،    ن یا  یاصل  ه ی شده است. فرض

  وکتورهای   ن،یو بنابرا  ستی مهم ن  ی عاد  یهابه اندازه سلول   p53در مهار    E1B55Kآن هستند، عملکرد    یرهایمس

  دوم   سمیشوند. مکان  ریتکث  p53  ی دارا  یسرطان  یهادر سلول  ی طور انتخاب  به   توانند ی م  E1B55Kحذف شده با  

در    یروس یو  ررس یهای دmRNA  یاهسته   انتقالاز    تیبه حما  لیتما  یسرطان  یهااست که سلول   نیا  مبتنی بر

را فراهم    E1B55Kشده با  حذف   وکتورهای   ک یتیانکول  ر یامکان تکث  ن یدارند و بنابرا  E1B55K  ن یپروتئ  ابیغ

  حذف وکتورهای  به    از تنظیم خارج شده  E  نیکلیبا س   یسرطان  یهااست که سلول   نیسوم ا  سمیمکان.  کنند ی م

با   ب  دهند ی اجازه م  E1B55Kشده  القا کنند   E  نیکلیس   ان یتا  به تکث   را  های  در سلول  ک یتیانکول  ریکه منجر 

تواند با اجزای مختلف  میدارای عملکرد های متفاوت است و    E1B55Kبه طور کلی پروتئین    .شودی مسرطانی  

سلولی اینترکشن نشان دهد که در حال حاضر به طور کامل شناخته نشده است، بنابراین عملکرد ویروس های  
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مانند انکورین در سلول های سرطانی متفاوت یکسان نخواهد بود و متاثر از ویژگی های تومور    E1b55Kفاقد ژن  

 .  (23)  و نوع سلول سرطانی خواهد بود

 نتیجه گیری               .2-6

،  (Ad5) 5  پ یسروت  روس یاز آدنوو E3 و  E1B ید یحذف دو ژن کل  ق یشده از طر  د یآنکومد، تول  روس یو

باعث  E1B ببرد. حذف ژن  ن یرا آلوده و از ب  ی تومور  یهاسلول   ی شده است که به طور انتخاب  ی طراح  یابه گونه 

در    بیها از آس سلول  نیا  جه یکند، در نت   رفعالیغ  یعیطب  یهارا در سلول  P53 نی نتواند پروتئ  روس یو  شودی م

  جاد یا  روس ی نسبت به و  ی کرده و تحمل بهتر   م یرا تنظ  زبان یم  ی منیا  ستمیس   زین E3 . حذف ژنمانند ی امان م

اکند ی م به    روس یو  های ژگی و  نی.  را  درمان  کیآنکومد  برا   یابزار  تبد   ی تومورها   یبالقوه  است.    ل یمقاوم  کرده 

اث  یشگاهیآزما  یهایبررس  که  داد  داروی    روس یوترکیبی    ر نشان  با  رده   ATOآنکومد  مختلف    ی سلول  یهابر 

که در رده    یمشاهده شد، در حال ی ستیاثر آنتاگون (A549) ه یسرطان ر ی که در رده سلول  یطورمتفاوت است؛ به 

و    یکیژنت  یهای ژگیو  لیتفاوت احتمالاً به دل   نی. اد یثبت گرد  یقو   ی ستینرژیاثر س  (U87) وبلاستومای گل  یسلول

  روس یو  ب یآپوپتوز نشان داد که ترک  مطالعات همچنین    .است  ی سلول  یهارده   نیمتفاوت ب  یدهگنال یس   یرهایمس

دارد که منجر به    یریچشمگ   ییافزااثر هم   وبلاستومایرده گل ( در  ATO)  د یاکسایتر   کیآرسن  یآنکومد با دارو

 شد.   ینیبالشیمطالعات پ  یرده برا  نیانتخاب ا

علاوه  ا  به  ا  BALB/c  یهاموش   یرو   ی منیمطالعات  که  داد  نشان  رت  تزر  روس یو  ن یو    ، ی د یورداخل  قی در 

  ی بالا  لیدهنده پتانسنشان  هاافته ی  نی. اکند ی عمل م  یقابل توجه   یمکرر بدون عوارض جانب  قاتی و تزر  یرپوستیز

  وبلاستوما یمهاجم و مقاوم مانند گل  یتومورها  ی برا  ژه یوهدفمند سرطان، به   یهاتوسعه درمان  یآنکومد برا   روس یو

 باشد. ی درمان د یجد  یهای استراتژ یراهگشا تواند ی است و م
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