
 (ویروس نیوکاسل)بخش  گزارش کار پروژه ویروس درمانی

  ویروس نیوکاسل بالینیفاز پیشفاز دو مطالعه: 

این : مراکز ذیصلاح(و برون سپاری به  از طریق عقد قرارداد) مورد مطالعه روسیو ضیو تغل صیتخل (1
با استفاده از سیستم فیتراسیون مرحله با هدف افزایش تیتر ویروس مورد استفاده و در صورت نیاز، جداسازی آلبومین، 

1TFF در نهایت محصول ویروسی تخلیص و تغلیض شده برای انجام مراحل بعدی پروژه در اختیار قرار  .شد انجام
 گرفت. 

نمونه  یعمود انیشود، شامل جر یبن بست شناخته م ونیلتراسیف ای میمستق انیجر ونیلتراسیکه به عنوان ف ون،یلتراسیف یروش سنت
 رایاشکال است ز کی یروش دارا نیحال، ا نیدهد. با ا یکوچک اجازه عبور و جدا شدن را م یغشا است که به مولکول ها قیاز طر

شود که منجر به کاهش  یتر ممیضخ هیلا ون،یلتراسیزمان ف شیبا افزا سطح غشاء جمع شوند و یوتوانند ر یماکرومولکول ها م
 شود. یو طول عمر کوتاه تر غشاء م ونیلتراسیراندمان ف

نمونه  انیکند. جر یعمل م یمماس هیدر سطح غشاء با زاو ینمونه به صورت افق انیبا حرکت جر یمماس انیجر ونیلتراسیمقابل، ف در
کند و  یم یریدهد و از تجمع ماکرومولکول ها جلوگ یگردش آن شستشو م نیشاء را در حشود و سطح غ یم لتریبه طور مداوم ف

کند و به طور موثر طول عمر  یم نیرا تضم داریپا انینرخ جر کی نیدهد. ا یرا کاهش م انیاز کاهش نرخ جر یقطبش غلظت ناش
 دهد. یم شیرا افزا لتریف یغشا

کند. علاوه بر  یرا به طور همزمان فراهم م تغلیض و تخلیصامکان  رایدهد ز یرا ارائه م یشتریب یایمزا یمماس انیجر ونیلتراسیف
 .کنندیرا آسان م اسیمق شیمنسجم هستند و افزا دیو سطح تول یشیدر سطح آزما زاتیمورد استفاده در تجه یپارامترها ن،یا

 

و مرتبط با  یوتکنولوژیب یها نهیدر زم یسنت ونیلتراسینسبت به ف یا ندهیبه طور فزا یمماس انیجر ونیلتراسیف ا،یمزا نیتوجه به ا با
 شود. یداده م حیترج یها و صنعت داروساز مارستانیمانند ب ،یپزشک ستیز

 

 شد.زیر عمل  بررسیجهت بررسی ایمنی ویروس تولید شده بررسی ایمن بودن ویروس تولید شده:  (2
 تزریق شد و به ده عدد موش  810ویروس نیوکاسل با دوز : تزریق داخل صفاقی ویروس به موش

یری در کیفیت سلامت و طول هیچ تغیها به مدت یک ماه موردبررسی قرار گرفت. مانی موشزنده
 مشاهده نگردید. در مدت یک ماه  های گروه کنترلنسبت به موش هاموشمر ع

 

 .شدجهت تحقق این هدف، اقدامات زیر باید انجام (: Sterilityمرحله سترونی ) (3
 تست باکتری 

 تست قارچ 

 مرغ مانند برونشیت، انفلوانزا و ...های شایع تخمتست آلودگی متقاطع با ویروس 

 تست بررسی اندوتوکسین 

 بررسی آلودگی مایکوپلاسمایی 

                                                           
1 Tangential Flow Filtration 



، انجام آزمایشگاه مورد تایید آزمایشگاه مرجع سلامت همکاری و حفظ محرمانگی باهای مذکور از طریق انعقاد قرارداد تست
 های فوق منفی شدند. ی تستشد. کلیه

  

 )بخش انکورین( زارش کار پروژه ویروس درمانیگ

  : مطالعه پیش بالینی به منظور ارزیابی بررسی ایمنی و کارایی آدنوویروس انکورین  فاز دوم 

کارایی و  ،در فاز اول ویروس انکورین تولید شد و پس از تایید هویت ویروس و مشابهت آن با ویروس انکورین

 (H101)ایمنی و سمیت آدنوویروس انکولیتیک در مطالعه پیش بالینی ابتدا شد. ایمنی آن در این مطالعه بررسی 

 شد.بررسی و داخل وریدی  (ایماهیچهدر مدل های حیوانی سالم از طریق تزریق زیرجلدی )یا درون 

که  ، رت و خوکچه هندیBALB/cموش  شامل مدل های حیوانی برای انجام این مطالعه مطابق با مطالعات قبلی

  .ندگرفتمورد استفاده قرار  نگهداری می شوند خانه پژوهشکده معتمد جهاد دانشگاهیدر حیوان

به صورت داخل ویروس  بر روی بیماران مبتلا به سرطان سر و گردن و ... در کارآزمایی بالینی ویروس انکورین

. بنابراین برای بررسی سمیت ویروس در اثر ورود به جریان خون، ویروس به صورت سیستمیک شدتوموری تزریق 

لیل پذیرش و تکثیر محدود آدنوویروس شد. به طور کلی به دتزریق  BALB/Cبه موش های  معمولا رگ خونی دم()

های های کارایی و سمیت ناقلدر تمامی گونه های جانوری از جمله جوندگان مدل حیوانی مطلوبی برای تست

خوکچه و رت به دلیل پذیرش و تکثیر بهتر  GLPآدنوویروسی وجود ندارد. با این وجود و براساس استانداردهای 

 تری برای ارزیابی سمیت آدنوویروس می باشند.  بوکتورهای آدنوویروسی مدل مناس

کشت داده  T175در فلاسک های  ویروسابتدا ، بر روی گونه های حیوانی برای بررسی اثر ویروس تولید شده

ویروس  Add-N-Pure™ Adenovirus Purification Kitفلاسک( و سپس از طریق کیت خالص سازی  15شد )

 تخلیص شد.)شکل یک( 

 



 پژوهشکده معتمد جهاد دانشگاهی BSL3: خالص سازی ویروس انکورین در آزمایشگاه 1شکل 

تیتر ویروس خالص تعیین شد. تیتر نهایی ویروس  qPCRو  TCID50دو روش  باپس از خالص سازی ویروس، 

 تخمین زده شد.  vp/mL 10^10 × 5شده 

 

 رت و خوکچه، BALB/Cبرای بررسی سمیت آدنوویروس انکولیتیک بر اساس مطالعات قبلی از سه گونه موش 

)برای رعایت اصول اخلاقی از حداقل تعداد حیوان آزمایشگاهی برای ارزیابی های مختلف  استفاده خواهد شد.

در مورد نوع  آن اهد شد که جزییاتبر اساس نوع مطالعه از مدل حیوانی مختلف استفاده خو (استفاده خواهد شد.

به تفضیل در پروپوزال تهیه شده برای کمیته اخلاق مطالعه، نحوه تزریق، مدل حیوانی و تعداد حیوان در هر گروه 

. نوع حیوان آزمایشگاهی، تعداد تزریق، نحوه تزریق، چگونگی مانیتورینگ همگی بر اساس مطالعات ارائه شده است

  (Liang, 2018)(Su et al., 2008)(Schenk et al., 2014)(Paielli et al., 2000)قبلی تعیین شده است. 

  

بر روی سیستم  H101بررسی اثر فارماکولوژیک ویروس در حال حاضر بخش اول این مطالعه به منظور  -1

 انجام شده است. عصبی 

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

 هفته ای استفاده خواهد شد.  8تا  BALB/c 6است. بنابراین در این تست از موش های 

  ویروس با سه دوز مختلف به سه گروه موشی تزریق خواهد شد و به گروه کنترلPBS  یا بافر

 تزریق می شود. (GTS)ذخیره سازی ویروس 

  میکرولیتر خواهد بود. 100حداکثر حجم تزریق 

  10^10×5.0سه دوز تزریق ویروس شامل vp/kg, 1.0×10^11 vp/kg, or  2.0×10^11 vp/kg  

 خواهد بود. 

  .تزریق به صورت داخل وریدی از ناحیه دم انجام خواهد شد 

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

 

 

 

 

 

 

 



 دوز تزریق نام گروه
تعداد موش و  

 دفعات تزریق
 مانیتورینگ

تعداد موش و روز 

قربانی کردن آنها 

 جهت مانیتورینگ

 روز
تعداد 

 موش

گروه های 

 تست

5.0×10^10 vp/kg 12/1 

توزیع بافتی )مغز، کبد، قلب و 

ریه(، تست های بیوشیمیایی، 

هیستوپاتولوژِی و علایم عصبی 

 روزانه

1 3 

4 3 

10 3 

30 3 

1.0×10^11 vp/kg 12/1 

توزیع بافتی )مغز، کبد، قلب و 

ریه(، تست های بیوشیمیایی، 

هیستوپاتولوژِی و علایم عصبی 

 روزانه

1 3 

4 3 

10 3 

30 3 

2.0×10^11 vp/kg 12/1 

کبد، قلب و توزیع بافتی )مغز، 

ریه(، تست های بیوشیمیایی، 

هیستوپاتولوژِی و علایم عصبی 

 روزانه

1 3 

4 3 

10 3 

30 3 

 PBS/Storage گروه کنترل

buffer 
6/1 

توزیع بافتی )مغز، کبد، قلب و 

ریه(، تست های بیوشیمیایی، 

هیستوپاتولوژِی و علایم عصبی 

 روزانه

1 1 

4 2 

10 2 

30 2 

 

موش از گروه  یک موش از هر گروه تست و سه  30و 10، 4، 1در روز  همانطور که در جدول نیز ذکر شده است

قربانی شدند  یبافت عیتوزبررسی و  یپاتولوژ یتست ها برای انجاممختلف  یبافت ها یجداساز جهت کنترل یها

 خونگیری انجام گرفت. ولی قبل از آن به منظور انجام تست های بیوشیمیایی از هر موش 

 ,ALT, AST, LDH, ALPبرای بررسی تغییرات بیوشیمیایی بر اثر تزریق ویروس فاکتورهای بیوشیمیایی شامل 

ALB, N    وK های بافت  ،بررسی تغییرات پاتولوژیگیری شد و برای توسط آزمایشگاه پاتوبیولوژی ونک اندازه

 بافت های استخراج شده درکبد، قلب، ریه، مغز و طحال جداسازی و در فرمالین نگهداری شد و در حال حاضر 

نتایج مربوط به بررسی فاکتورهای بیوشیمیایی اختیار مرکز پاتوبیولوژی کلینیک ابوریحان جهاد دانشگاهی است. 

 انجام نشده است.  تا الان الیز مربوط به آنتحویل گرفته شده است ولی آن

   نداشت. BALB/cاز نظر شوک عصبی و زنده مانی تزریق داخل وریدی ویروس هیچ تاثیری بر روی موش های 



 

 شرکت  دپارتمان تحقیق و توسعهدر  این فرایند ) آپ فرایند پایین دستی تولید آدنوویروس انکولیتیکست

 در حال انجام است. ( همکار طرف قرارداد با پژوهشکده معتمد 

تهیه شود  GMPبرای انجام کارآزمایی بالینی توسط ویروس تولید شده می بایست ویروس طبق استانداردهای   

بهینه سازی برای تولید ویروس با  منداست که هر مرحله نیاز متعددی  مراحل شامل مراحل پایین دستی آن که

  :که این مراحل عبارتند از تیتر بالا دارد

 ییایمیسلول با روش ش زیل  

 رسوب DNA دیبروما فنیدوم قیاز طر  

 0.4 لتریعبور از ف ای فوژیسانتر  

 TFF   هیاول 

 یونی ضیتعو یکروماتوگراف (FPLC) 

  TFF بافر( ضی)تعو ثانویه  

 (  ونیزاسیلی)استر 0.2 ونیلتراسیف 

بر اساس تصمیم مجری پروژه ) جناب آقای دکتر صرامی( قرار است تا قبل از خرید و نصب دستگاه های لازم 

 R&Dمجموعه  طبق یک قرارداد انتقال تکنولوژی دراین فرآیند  در پژوهشکده برای انجام مراحل پایین دستی

 ستآپ شود.همکار شرکت داروسازی 

  کشت داده می شود T175گی های انجام شده با شرکت همکار، هر بار چهار فلاسک در این راستا و طبق هماهن 

به عنوان فلاسک کنترل در پژوهشکده شرکت همکار فرستاده می شود و یک فلاسک  R&Dکه سه فلاسک به مرکز 

تا کنون چهار مرحله تاو لیز می شود تا تیتر آن با تیتر ویروس حاصل از لیز شیمیایی مقایسه شود. -از طریق فریز

هم اکنون مرحله و که نتایج آن در ادامه نشان داده شده است ابتدایی این فرآیند با کارایی بالا ستآپ شده است 

 کروماتوگرافی در حال بهینه سازی است. 

 در اثر عدم لیز مناسب،مقدار زیادی از ویروس  پایین دستی از آنجایی که ممکن است در هر مرحله از فرایند

از هر مرحله از فرایند پایین از دست برود  میزبان، عدم اتصال به ستون کروماتوگرافی و یا ... DNAهمراه با  رسوب

توسط ویروس با این روش ابتدا برای تخمین تیتر  .تعیین می گردد qPCRدستی نمونه تهیه و تیتر آن با روش 

 منحنی استاندارد رسم و سپس تیتر ویروس تخمین زده می شود.  پلاسمید



 
 شده است.   تهیهآدنوویروس توالی هگزون  دارندهپلاسمید  سریال دایلوشنبر روی  qPCR منحنی استاندارد که توسط

 

plasmid dilution Ct plasmid copy / µl 

10^-8 28.2 28.05 5×10^2 
10^-7 25.03 24.95 5×10^3 
10^-6 22.74 22.6 5×10^4 
10^-5 19.2 18.8 5×10^5 
10^-4 15.2 15.08 5×10^6 
10^-3 11.35 11.23 5×10^7 
10^-2 7.3 7.25 5×10^8 

Freeze- thaw 9.8 9.88 10^11 
sample 2 (after lysis) 11.3 11.26 2×10^10 
sample 3 (after DNA 

precipitation) 
11.3 12 2×10^10 

sample 4 (after 

filtration) 
11.45 11.9 2×10^10 

sample 5 (after TFF) 11.9 12.3 2×10^10 

 

نمونه های به دست آمده از چهار مرحله ابتدایی فرایند مقدار ویروس همانطور که در جدول فوق مشخص است 

بهینه شدن این مراحل بعد از چند مرحله آزمون و که نشان دهنده  مشاهده نشدپایین دستی تغییر محسوسی 

 خطاست. 

y = -3.4771x + 32.189
R² = 0.9943
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