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  فارسی چکیده

و درمان سرطان، همچنان سرطان از مهم  یصتشخ یشگیری،در پ یرچشمگ یها یشرفتغم پیرعل

 یسو و ناکارآمد یکروند درمان سرطان از  رود. کند بودن یانسان به شمار م یرعوامل 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 یکردهایرو ینا .ی کندکمتر را دو چندان م یهدفمند، کارآمد و با عوارض جانب ین،نو

( ATMP) یشرفتهپ یدرمانها محصولات که در حوزه ی باشندم یو ژن درمان یدرمان یروسو ی،سلول درمان

که توانایی از بین بردن  استفاده می شود هاییدرمانی سرطان از ویروسویروسدر  شوند. یم یطبقه بند

 یک تاقرار بر اینست  در پروژه پیش رو .های سرطانی و تحریک سیستم ایمنی علیه تومور را دارندسلول

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

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

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

باشد. می العلاجهای صعبهای سرطانی به منظور ویروس درمانی و ژن درمانی سرطانهدفمند در سلول

جهت  یگام مهم تیدر صورت موفق و است رانیدر ا یدرمانروسیو ینیتجربه بال نیاول مطالعه نیا

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

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

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

ی تولید شده، ویروس نوترکیب با شود. سپس براساس سازهوکتور آدنوویروسی غیرتکثیرشونده انجام می

قابلیت تکثیر اختصاصی و هدفمند در سلول های سرطانی تولید خواهد شد و ویروس از نظر سلامتی و 

 کارآیی در مدل های حیوانی استاندارد بررسی خواهد شد. 
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استانداردهای قابل قبول برای مراجع در نهایت، ویروس انکورین در مقیاس نیمه صنعتی تحت 

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

 .شد

 ، انکورین هاک ویروسویروس درمانی، آدنوویروس، انکولایتی :ه هاواژکلید
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 و بیان مسالهمقدمه  .1-1

 %70انتظار میرود طی دو دهه آینده بیش از میر در سراسر جهان است و  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 اثربخشیو  تمداوم، 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 میسلول که فاقد اختصاصیت کافی برایدوزهای 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) دهندنسبت به داروهای شیمی درمانی مقاومت نشان می  یها، سلول های تومور

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

 یمونوتراپیدر ا تیموفق یدر پ( و ویروس درمانی استفاده می شود که بیولوژیک و ایمونولوژیک )ایمونوتراپی

بالقوه  یدرمان نهیگز کیدر حال حاضر به عنوان  یا ویروس های لیزکننده سرطان کیتینکولا یها روسیمدرن، و

بادوام  یبه پاسخ ها دنیدر رس ای ایمنی در برابر تومور ایجاد نمی کنندمبتلا 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 ومی 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

هرپس  ویروس ها،آدنوویروس به توان می هاویروس این از. است قرار گرفته آزمایش مورد بودن آنها ایمن
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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 تواناییهای درمانی، داشتن سینرژی با اکثر روش

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

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

کننده سیستم ایمنی خاصیت سایتوتوکسیک و تحریکیی با هامی توانند برای بیان ترانسژن ،لیز می کنند

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 ین اساس در سالدرمان ترکیبی عمل کند. بر هم

 توجه قرار گرفته است.

 یروسیو یدارو 3سرطان در حال حاضر صرفاً  یدرمان روسیاز دو دهه تلاش در حوزه و شیبا وجود ب

 یبهداشت ینظارت یمبتلا به سرطان از سمت سازمان ها ماریدر ب یمصرف درمان هیدییتا افتیموفق به در

 2005که در سال  H101با نام  روسیاز خانواده آدنوو یروسیجهان شده اند که عبارتند از محصول و یکشورها

مبتلا به سرطان سر و  مارانیب یبرا یدرمان یمیهمراه با ش یبیدرمان ترک یبرا نیچ یاز سازمان غذا و دارو

شده با  یمهندس روسیاز جنس هرپس و یروسیصول ومح یگریمصرف شد و د هیدییتا افتیگردن موفق به در

درمان  ی( براFDA) کایآمر یرا  از سازمان غذا و دارو ینیبالمجوز 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 افتیملانوما در

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

 .( استHSV-1) 1نوع  مپلکسیهرپس سمتعلق به  کیتیانکول

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

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

 یرساختمبتلا به انواع سرطان، و با توجه به ز یماراندر ب یتیکانکول یها یروسو یقخطر بودن تزر یبر ب یمبن

 یما یدهان نرسیرا 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

 ینیبال ییکارآزما با هدف انجام یدرمان یروسپروژه ودر کشور بار  یناول یسرطان معتمد برا کدهپژوهش

پروژه حاضر دارای  .یدخلا را در کشور پر نما ینه است و تلاش دارد امبتلا به سرطان را آغاز نمود یماراندر ب

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

 یبرارا  مناسبی نهیزم تواندیم ،یقاتیطرح 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

  کیتیانکول یهاروسیآدنوو. 1-2-1

 یاصلاحات مختلف ستند،ین یتومور هایسلول یها قادر به هدف قرار دادن انتخابروسیکه آدنوو ییآنجا از

 یاختصاص ری)تکث کیتیانکول هایروسیآدنوو جادیا یاست. تا کنون برا ازیمنظور مورد ن نیا یدر سطح ژنوم برا

 روسیو یاصل یکوتاه از ژن ها یتوال حذفروش  نیاعمال شده است. اول Ads در ژنوم یدر تومور( دو اصلاح اصل

 هایدر سلول روسیآدنوو یانحصار ریباعث تکث راتییتغ نینرمال لازم هستند. ا هایدر سلول ریتکث یاست که برا
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 یابر 1996بار در سال  نیاول یبرا کردیرو نیاز ا. (6) شود یآنها در سلول نرمال م ریتکث ییو عدم توانا یسرطان

است  E1B-55 kD یفاقد ژن عملکرد روسیو نیشد. ا استفاده ONYX‐15 (dl1520) کیتیانکول روسیو دیتول

 ، E3 هیدر ناح یحذف اضاف ن،یدارد. علاوه بر ا ریقدرت تکث p53 در ژن افتهیجهش  یهاو صرفا در سلول

ONYX-15 کندیحساس م یروسیضد و یمنیا یهارا در برابر پاسخ. 

 هایروسیاز آدنوو یگریدسته د دی، منجر به تول E1B ،E1B-19 kD از ژن یگریحذف بخش د نیهمچن

و اکثر  کندیم یریجلوگ FAS از آپوپتوز با واسطه E1B-19 kD نیکه پروتئ یی. از آنجاشودیم کیتیانکول

توانند در سلول ی م اصرف E1B-19K فاقد یهاروسیاند،  وآپوپتوز را مسدود کرده ریمس یسرطان یهاسلول

-روسیبه آدنوو یابیدر دست گریروش د .(7) در سلول نرمال را ندارد ریتکث ییتوانا کهیشوند درحال ریتکث یسرطان

مهار  یبرا E1A نیباشد، همانطور که اشاره شد پروتئ یم E1A هیاز ناح دینوکلئوت 24حذف  کیتیانکول یها

 و E1A نترکشنیکه در آن ا  delta‐24 روسیآدنوو نیاست، بنابرا ینرمال ضرور لدر سلو ریو تکث  Rb نیپروتئ

Rb ریکه مس یسرطان یتواند در سلول ها یمختل شده است صرفا م Rb شود.  در  ریدچار اختلال است تکث

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

  .(8) ستا

کنترل  یتومور برا ایخاص بافت  یقرار دادن پروموترها ک،یتیانکول روسیآدنوو دیتول یروش برا نیدوم

 یژن اختصاص یروش و قرار دادن پروموتر آنت نیبا استفاده از ا 1997بار در سال  نیاول یاست. برا یروسیو ریتکث

خاص بافت  یپروموترها ریاز سا دامهشد. در ا دیتول کیتیانکول روسی، آدنووE1A ژن یبرا (PSA) پروستات

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

 .(9) استفاده شد کیتیانکول روسیآدنوو دیکولورکتال جهت تول
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1-2-2 .H101  (Oncorine) 

است که  p53 با نقص یسرطان یدر سلول ها یانتخاب ریتکث تیبا قابل روسیآدنوو کیطرح  نیا محصول

 روسیو نیاول نی( است. انکورنیآن )انکور یمشابه نمونه خارج ییو کارا یمنیا ،یکیبه لحاظ ساختار ژنت

مبتلا به سرطان  مارانیب یدرمان روسیو یرا برا (CFDA) سازمان غذا و دارو هیدییکه تا استیدر دن کیتیانکول

   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 بدینوکلئوت )ژن انی E1B-55kD بار در  نیاول یبرا .(10) شده است دیتول

تواند یم  E1B-55kD فاقد ژن روسی، نشان داده شد که آدنووScienceمنتشر شده در یاالعه، در مط1998سال 

 یژگیو کی p53 که نقص ییببرد و از آنجا نیو آنها را از ب ریتکث p53 افتهیجهش  یهادر سلول یحیبه طور ترج

 یتواند به صورت انتخابیم کیتیولانک روسیو کیبه عنوان  نیانکور نیاست، بنابرا یسرطان یهاسلول نیدر ب جیرا

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

ندارد.  ریسلول نرمال قدرت تکثدارد اما در  ریتکث تیهم قابل یعیطب P53 یحاو یسرطان یهادر سلول روسیو

 یرا قادر م نیباشند که انکور یم p53 از ریبه غ یگرید صینقا یدارا یتومور یهاسلول ادیبه احتمال ز نیبنابرا

 . (12) شود ریتکث یتومور یاز سلول ها یاریسازد تا بدون مانع در بس

 

یوحش روسیبا آدنوو سهیدر مقا نیانکور کیتیانکول روسیو یکیتفاوت نقشه ژنت 1-1شکل   
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 Oncorineکند،  یم انیرا ب E3 هیمتعلق به ناح gp 6.7و  ADP  یهاکه ژن ONYX-015 اما برخلاف  

 شتریب ییو کارا یمنیحذف شده است که منجر به ا روسیدر ژنوم و ADP شده است که ژن یطراح یبه گونه ا

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

کرده است که با دوز  افتیمجوز در لیوراسیفلور 5 یدرمان یمیش یبا داروها بیسر و گردن به صورت ترک هیناح

5×1110 vp/day ماریب طیبه شرا وابسته قیتزر یشود. دوره هایم قیتزر یسرطان مارانیبه ب یدر پنج روز متوال 

 .متفاوت است
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 های بالینی انجام شده با استفاده از ویروس انکورین کارآزمایی .1-2

و  یتصادف 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 .گرفتندقرار  یابیرزو  مورد اتقسیم شدند (  یدرمان یمیهمراه با ش یننکورا)تنهایی( و گروه درمان 

روز  5 زمانیو در فواصل  vp/day 1110×5روز، با دوز  21به مدت  انکورین یداخل تومور یقدرمان شامل تزر

در گروه  یمارب 53در گروه درمان،  یمارب SCCHN (52مبتلا به  یمارب 105در مجموع بیمار  123از  .بود یمتوال

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

ل یو تحل یهدر گروه درمان و گروه کنترل به دست آمد. تجز یببه ترت یمارب 19و  35در   (PR) پاسخ پارشیال

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

که  ییاز آنجا  .(14) (P <0.001) قرار داشتند.( ٪39.6) یدرمان یمیتحت درمان با ش یمارانی بود که صرفاب

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 شیرماند یمیو مقاوم به ش naive ارانیمب

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

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

. 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 

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

 نها می توان به موارد زیر اشاره کرد. آجمله 

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

درمان  دریافت کننده شدند گروه که امکان جراحی و برداشت غده توموری آنها وجود نداشت، به دو گروه تقسیم
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 یها یژگی(. ونفر 88) ییبه تنها TACE ، دریافت کنندهگروه کنترلو ( نفر 87) TACE و انکورینترکیبی 

(. P=01/0) ی در میزان پاسخ بین دو گروه مشاهده شددار یتفاوت معن اما گروه مشابه بودکلینیکوپاتولوژی هر دو 

( %26بیمار ) 23،  (PR) ( پاسخ پارشیال%32بیمار ) 28، (CR)پاسخ کامل ( %28یمار )ب 25 ، انکوریندر 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%6/21بیمار ) CR  ،19)  (پاسخ کامل( %8/14یمار )ب 13کنترل 

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

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

در مقایسه با شیمی درمانی به تنهایی نتایج بسیار  (cisplatin)درمانی یشیمداروی 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 1210×2با دوز  انکورین را

بیمار حالت  3،  (PR) بیمار پاسخ پارشیال 8،  (CR)پاسخ کاملیمار 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 کاملیمار ب 8در گروه شیمی درمانی 

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

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

مبتلا  مارانیدر ب نیانکور یاستفاده از دارو یبرا (CFDA) سازمان غذا و داروی چین هیدییبا توجه به تا

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

 یماریب ی پیشرفتههستند که در فازها (NPCنازوفارنکس ) نومیو کارس SCCHNمبتلا به  مارانیب میمستق

تومورها از  ریدارو در درمان سا نیا یاثرگذار ینیمطالعه بال نیباشد. اما همانطور که قبلا ذکر شد در چندیم

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

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

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

  استفاده کرد.ی سرطان مارانیب ریدرمان 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 

 



13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

 هدف اصلی .1-3

 بیماران سرطانی ویروس درمانی و ژن درمانی  های مرتبط با کسب دانش فنی و توسعه فناوری

 

 کاربردیاهداف  .2-3

با هدف  (H101) نیانکور کیتیانکول روسیآدنوو دیو تول روی شبیه سازیبر  یپروژه تمرکز اصل نیدر ا

 توپر است.  یهاسرطاندر  یتومور یسلول ها یاختصاص زیل

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

 یدرمان روسیو طهیمحصولات فناورانه در ح دیو چند منظوره جهت تول یضرور یهاساختری( توسعه زالف

 ؛سایر مصولات ویروسی یاستفاده برا تیسرطان با قابل

 ؛مبتلا به سرطان مارانیبقا و درمان ب شیبا هدف افزا کیتینکولاا هایروسیوآدنوو توسعه  ی( طراحب

مشابه های نمونهتر از  نییبه مراتب پا متیو ق نهیبا هز یاز خروج ارز از کشور با ارائه خدمات درمان یری( جلوگج

 ؛خارج

 ؛یدرمان سمیبصورت تور ماریجذب ب ایو  هیهمسا ی( صادرات خدمات به کشورهان

در حوزه  شرفتهیفناورانه و پ یعنوان قطب درمان هاه ب رانیا یاسلام یجمهور یمنطقه ا گاهیجا تی( تقوه

 .یافتخار مل کیسرطان بعنوان  یدرمان روسیو
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 نوع مطالعه .1-4

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

 

 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 از  یماریب یاو دو درمان پاسخ نداده اند و  یککه به خط سرطان سر و گردن 

درمان مطابق با  یاثر بخشو  (Safety)ایمن و بی خطربودن  یزانوارد مطالعه شده و م ی،نامه کتب یتکسب رضا

 .خواهد شد یینتع RECIST یهایدلاینگا

 

 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  در مقیاس نیمه صنعتیویروس  تولید پیش بالینی و مرحله، آزمایشگاهی مطالعه فاز

فاز صفر و یک کارآزمایی بالینی نیز در بیمارستان های تخصصی همکار با . انجام خواهد شدسرطان معتمد 

 پژوهشکده انجام خواهد شد.
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 حجم نمونه .4-4

بیماری  ی پیشرفته یا متاستاتیکمرحلههای توپر که در سرطانبیمار مبتلا به  5 فاز صفر مطالعه:

 هستند و نسبت به درمان های رایج مقاوم نشان داده اند. 

سرطان سر و  با اولویتهای پیشرفته یا متاستاتیک از بیماران مبتلا به سرطاننفر  20 فاز یک مطالعه:

 سرطان پستانو  NSCLCسرطان ریه  و یفرشسرطان سلول سنگدن از نوع رگ

 

 گیریروش نمونه .5-4

 گیری انجام نخواهد شد. در این مطالعه، نمونه

 روش اجرا  .6-4

باشد انکورین متمرکز می یروس انکولیتیک با نام تجاریوطراحی و شبیه سازی آدنواین پروژه بر روی 

 .های سطح دو و سه ایمنی زیستی احداث خواهد شدآزمایشگاه ی رسیدن به این هدف ابتداکه برا
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 توسعه زیرساخت.4-6-1

 ( 12فاز یک: آزمایشگاه سطح دو ایمنی زیستیBSL) ( 3و سه ایمنی زیستیBSL) 

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

 BSL2/BSL3آزمایشگاه ( طراحی و ساخت 2

 

 تجهیزات اتاق تمیزالف. 

  پانل سقفی اتاق تمیزساندویچ 

 ساندویچ پانل دیواری اتاق تمیز 

 اگزاست فن 

 2درب اتاق تمیز هم باد  

 3درب اتاق تمیز غیر هم باد  

 پس باکس  

 پنجره اتاق تمیز 

 فیلترهاب. 

  فیلتر هپا فشردهV شکل 

 فیلتر باکس هپا 

 قاب یا فریم فیلتر 

 فیلتر هپا با جدا کننده آلومینیومی 

                                                 
1 Biological Safety Level 2/3 
2 Flush System 

3 Semi Flush System 
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  با کاربرد خاصفیلتر هپا ظرفیت بالا 

 فیلتر هپا با ظرفیت بالا بدون چین خوردگی 

 فیلتر گازی 

 های شیمیاییفیلتر 

 فیلتر هپا و اولپا با گسکت ژل 

 فیلتر کربن فعال 

 لامینار فلو 

 فیلتر هپا ترمینال هود 

 فیلتر هپا و اولپای سقفی 

  فیلتر ظرفیت بالا هپاV شکل 

 قطعات کنترلج. 

 سنسور رطوبت 

 سنسور دما 

  سنسور فشارDPT 

 رطوبت سنج و رطوبت گیر 

 ایجاد زیرساخت خط تولید و بسته بندی با درجه کیفی فارماکوپه ( 3
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 العلاج با استفاده از ویروسکسب دانش فنی ویروس درمانی در درمان سرطان های صعب. 4-6-2

 انکورین  مشابه با

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

 ژنتیکمهندسی 

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

 ((H101برای ساخت پلاسمید تولید کننده ویروس انکورین 

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 

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

  pAdeasy-1غیرتکثیرشونده

)شامل  3533-1 یدهایبه جز نوکلئوت Ad5 یها یشامل تمام توال pAdEasy-1 یروسیآدنوو دیپلاسم

( لازم به ذکر است که ویروس 2-4)شکل  ست.( اE3)شامل  30820-28130 یدهای( و نوکلئوتE1 یهاژن

 آدنوویروس تولید خواهد شد. 5انکولیتیک انکورین نیز مبتنی بر سروتیپ 
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  ناحیهE1 :  برای انجام نوترکیبی و افزودن توالی مربوط بهE1A و E1B بن ویروس از شاتل وکتور به بک

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

 یچپ 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

 یبرا ازی( مورد نAd5 480-1 یدهای)نوکلئوت یبندبسته گنالیس یهایتوال( و ITRمعکوس ) ییتکرار انتها

است که  Ad5 3534-5790 یدهاینوکلئوت یراست حاو یپستانداران است. بازو یهادر سلول روسیو دیتول

 یدهاینوکلئوت نیب یحذف یحاو انکورین روسیو .کندیرا واسطه م pAdEasy وکتورهمولوگ با  یبینوترک

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

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

حذف انکورین آلوده به  یارا در سلول ه E1B 55-kDaژن  انیب راتییتغ نیکند. ا یم جادیا 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 

 Bj5183درون باکتری  به pAdeasy-1د. در مرحله بعد شاتل وکتور خطی شده به همراه پلاسمید وشمی استفاده 

که پس از است  نیلیس یحامل ژن مقاومت آمپ pAdEasy-1 تا نوترکیبی اتفاق بیفتد. می گرددترانسفورم 

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

 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-1ن شاتل وکتور و پلاسمیدصورتی که نوترکیبی همولوگ بی گردد. در می

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

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 

 ده است.طراحی واکسن و ویروس های انکولیتیک از آن استفاده ش

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 

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

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

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

 1177 ،28130نوکلئوتیدبعد 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 وکتور برای 

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

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

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

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

بازی در  3670ه، نوترکیبی بین این وکتور و قطعهبه آن اضافه شد E1B 19KDو   E1Aدر مرحله قبل توالی

کلونی  pAdeasy-1به وکتور  E3بازی ناحیه  1177د. برای تایید اضافه شدن توالی وشمی 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 شه توالی بکو دیگری ب 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 گردشده و مشابهت پلاسمید با توالی آنکورین کل توالی پلاسمید سکانس 

 د.می شوبا ویروس انکورین تایید  pAdeasy-1پلاسمید 
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 کارایی و ایمن افاز دوم: تولید آزمایشگاهی ویروس انکورین و انجام مطالعات پیش بالینی مرتبط ب 

  (Oncomed)تولیدی  ویروس انکولتیک و بی خطر بودن

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

HEK-293Ad 

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

 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, SW480مانند 

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

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

 شیمی درمانی 

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

 هندی 

 موشی ارزیابی اثر ضد توموری ویروس انکورین بر موش های پیوند زده شده با سلول های توموری  (7
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با استفاده از وکتور  )مشابه انکورین(بن آدنوویروسی تکثیرشونده ساخت بک .1-5

  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 یروسیآدنوو یها یتوالدر این وکتور . استفاده شد (16402)

 Ad5 یدهاینوکلئوت یچپ حاو یکند. بازو یرا فراهم م pAdEasy-1همولوگ با  یبیککه امکان نوتروجود دارد 

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

(ITR و )نوکلئوت یبندبسته گنالیس یهایتوال(480-1 یدهای Ad5مورد ن )یهادر سلول روسیو دیتول یبرا ازی 

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

pAdEasy هیدر ناح 3323و  2496 یدهاینوکلئوت نیب یحذف یحاو انکورین روسیو .کندیرا واسطه م E1B 

 تیدر موقع Tبه  C جا به جایی کی ن،یکند. علاوه بر ا یرا کد م یدالتون لویک 55 نیکه پروتئ باز( 827) است

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

  کند. یحذف مانکورین آلوده به  یارا در سلول ه E1B 55-kDaژن  انیب

بود و  E1B-19KDو  E1Aکه حاوی توالی کدکننده نوکلئوتید  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 

ب: هضم آنزیمی تمامی کلون ها مثبت شد.  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 EcoRIود که برای اینکار از آنزیم خطی ش

 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 پلاسمیدکلونی

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

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

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

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

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 ویروسکه  E3از ناحیه  قسمتی از طرفی است. Ad5ژنوم  30820-28130توالی فاصل 

 . کیلو دالتون است 19و  7/6،  5/12های ی پروتئینی کدکنندهشامل توال 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 بهئنوکل 1177وجود داشته و در نتیجه  Adeasy-1در  E3نوکلوتید ابتدایی از ناحیه  570نتیجه 

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

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

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

بن آدنوویروسی در بایست بکبرای انجام نوترکیبی در این مرحله می. نیز می باشددارای 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  PCRنجام کلونی انجام شد. برای ا 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 انکولیتیک بعد از ترانسفکشن سلولدر اثر تولید آدنوویروس 

 (7-5)شکل 

 

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

 آدنوویروس
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 TCID50در مرحله بعد ویروس با تیتر بالا تولید و تعیین تیتر شد. برای تعیین تیتر ویروس از روش 

توالی . در ادامه به منظور بررسی مشابهت (9-5و  8-5 های)شکل تخمین زده شد 5×1010استفاده و 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 

 .انکولیتیک خالص شده عکس میکروسکوپ الکترونی تهیه شدسپس به عنوان یکی از روش های تعیین هویت ویروس، از ویروس 

 

 

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

 .میکروسکوپ الکترونی آدنوویروس می باشد
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انجام شد که نتایج آن  whole genome sequencing)  (، توالی یابیژنی ویروس تولید شده با ویروس انکورین

 تایید کننده مشابهت توالی ویروس تولید شده در پژوهشکده معتمد با ویروس انکورین بود.  

سلول های ه ای از مجموعویروس انکورین بر روی  سایتوتوکسیسیتیدر مرحله بعد به منظور بررسی 

کشت داده شدند و توسط ویروس  A549و  HT29، SW480 ،MCF-7مثل  p53سرطانی با نقص پروتئین 

ساعت، اثر ویروس بر روی سلول از طریق مشاهده  72و  48 از آلوده شدند و بعد های مختلف MOIانکورین با 

( مشخص است ویروس 10-5یر )شکل سلول ها در زیر میکروسکوپ ارزیابی شد. همان طور که در تصاویر ز

را نیز لیز کرد  p53های سرطانی فاقد نقص بلکه سلول p53های سرطانی با نقص پروتئین انکورین نه تنها سلول

که  بر روی سلول نرمال تاثیری نداشت که نشان دهنده انکولیتیک  که مطابق با یافته سایر مطالعات بود در حالی

 بودن ویروس تولیدی می باشد. 
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در فاز پیش بالینی آنکومد و کارایی ویروس  و بی خطر بودن ایمن ،اثر سینرژیسم دارو در ادامه این پروژه

آغاز خواهد شد تا در صورت با کیفیت مناسب مورد بررسی قرار خواهد گرفت و به صورت همزمان تولید ویروس 

 ویروس در فاز صفر و یک( آغاز گردد.  safetyتایید ایمنی در مطالعه پیش بالینی فاز سوم مطالعه  )بررسی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .مشتق از بافت چربی MSCو سلول  SW480و  A549 ،HT29رده سلول سرطانی  3ارزیابی اثر ویروس انکورین بر روی  10-5شکل 
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 های پژوهش           مروری بر یافته .1-6

 یدرمان کردیرو کیبه عنوان  کیتیانکول ویروس های ی با استفاده ازدرمان روسیودر سال های اخیر 

می توان  کیتیخواص انکول یدارا یها روسیانواع واز شده است.  شنهادیمبارزه با سرطان پ یبرا دوارکنندهیام

 حامل هایانواع  انید. در ماشاره کر وکاسلین یماریب روسیو و مپلکسیهرپس س روسیو ،ها روسیآدنوو به

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

ی بسیار منیو ا ییو کارا اندافتهیدرمان سرطان توسعه  یبرا یدیعنوان عوامل جد به یعیطب یهاسلولبر روی 

ی انتخاب تکثیربه  یابیدست یابر یمختلف یها وشاند. رنشان داده ینیو بال ینیبالپیش  یهاشیرا در آزما مناسبی

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

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

 کی است. شده در درمان انواع تومورها نشان داده H101ویروس  یدرمان لیپتانس مطالعات بالینیدر 

سر و گردن  یسلول سنگفرش نومیکارس یبینشان داد که درمان ترک 3فاز  یچند مرکز یتصادف ینیبال ییکارآزما

نرخ یی به تنها در مقایسه با شیمی درمانی لیبر فلوئورواوراس یمبتن یدرمان یمیشو  H101با  یو سرطان مر

توسط سازمان غذا  H101 روسیو. نتایج مربوط به این کارآزمایی باعث شد تا افتی شیدرصد افزا 27 یپاسخ کل

 . (18) گرددتایید درمان سرطان نازوفارنکس  یبرا نیچ یدولت یو دارو

کند که هر دو  یدالتون  را کد م لویک 19دالتون  و  لویک 55 یاصل دیپپت یدو پل آدنوویروس E1bژن 

از سلول  E1B55K نیهستند. پروتئ ازیمورد ن یروسیجوندگان توسط عفونت و یسلول ها ترانسفورماسیون یبرا

 یهمولوگ عملکرد کی E1B19K نی. پروتئ(19)کند  یم تمحافظ E1Aاز  یناش p53آلوده در برابر اثرات  یها

با تداخل در  E1Aاز  یاز آپوپتوز ناش E1B19Kاست.  یمهارکننده آپوپتوز قو کیو  Bcl-2سلول  نیپروتئ

 نیپروتئ نیا کرداست که عمل نیکند. اعتقاد بر ا یم یریجلوگ Baxو  Bakپرو آپوپتوز  یها نیعملکرد پروتئ

 یبه حداکثر م یروسیو ریشود و تکث یم یریجلوگ یسلول ، از مرگ زودرسE1B توسط ژنشده  یکدگذار یها

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

 و اثر سایتوپاتیک شود ریتکث ،P53، نه صرفا تومورهای همراه با نقص یسرطان یهاسلول یتتواند در اکثر یم

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

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

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

E1B19K یهانیکه پروتئ و این به معناست ستین یضرور روسیو ریدر تکث E1B یگرید یهاممکن است نقش 

 یبرا گبزر اسیدر مق یژن هیبر آرا یمبتن کردیرو کدر این راستا ی. (21) داشته باشندعلاوه بر مهار آپاپتوز 

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

بوده  یوحش زمان آلودگی با ویروساز  شتریب ایدو برابر  E1B ویروس فاقد در اثر آلودگی باآنها  انیب رییکه تغ

 میکه در تنظ E نیکلیو س CDC25Aاز ژن ها از جمله  یمتنوع فیط انیبر ب E1B یها نیپروتئ ن،ی. بنابرااست

   .(22) گذارد یم ریتأث دمهم هستن یچرخه سلول

 شنهادیپ در سلول های سرطانی E1B55Kبرای تکثیر ویروس های فاقد  سمیتاکنون حداقل سه مکان

 ای p53 یعملکرد نیفاقد پروتئ یسرطان یهااز سلول یاریکه بس ییاز آنجااست،  نیا یاصل هیشده است. فرض

 وکتورهای ن،یو بنابرا ستیمهم ن یعاد یهابه اندازه سلول p53در مهار  E1B55Kآن هستند، عملکرد  یرهایمس

 دوم سمیشوند. مکان ریتکث p53 یدارا یسرطان یهادر سلول یطور انتخاب به توانندیم E1B55Kحذف شده با 

در  یروسیو ررسیهای دmRNA یاهسته انتقالاز  تیبه حما لیتما یسرطان یهااست که سلول نیا مبتنی بر

را فراهم  E1B55Kشده با حذف وکتورهای کیتیانکول ریامکان تکث نیدارند و بنابرا E1B55K نیپروتئ ابیغ

 حذفوکتورهای به  از تنظیم خارج شده E نیکلیبا س یسرطان یهااست که سلول نیسوم ا سمی. مکانکنندیم

های در سلول کیتیانکول ریکه منجر به تکث را القا کنند E نیکلیس انیتا ب دهندیاجازه م E1B55Kشده با 

تواند با اجزای مختلف دارای عملکرد های متفاوت است و می E1B55Kبه طور کلی پروتئین  .شودیمسرطانی 

کامل شناخته نشده است، بنابراین عملکرد ویروس های سلولی اینترکشن نشان دهد که در حال حاضر به طور 
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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

 

    ها   محدودیت .2-6

 وکتورهای انکولیتیک در ایران رای ساختعدم دسترسی به آدنوویروس دست نخورده ب 

 و تولید ویروسدر حوزه مهندسی ژنتیک و تجهیزات لازم مواد  و قیمت بالای محدودیت خرید 

  ویروسی تولید محصولات ویروسیمرتبط با دارد ناستامحدودیت در واردات تجهیزات 

 

 نتیجه گیری              .3-6

حذف دو  از طریق ) مشابه ویروس انکورین( ویروس آنکومد تولید ،هدر این پروژاز نتایج به دست آمده 

را آلوده  یتومور یهاسلول یانتخاب صورتبه  است که قادر است( Ad5) 5 سروتیپ روسیآدنوو E3و  E1Bژن 

برای  بنابراین ،نیست P53 پروتئین کردن رفعالیغقادر به ویروس  ی،عیطب یهاسلولدر که  یحال رد لیز کندو 

  های نرمال ایمن است.سلول

 

 جهت ادامه پروژه برنامه های آینده .4-6

 ارزیابی ایمنی و کارایی ویروس دست ورزی شده انکورین در مطالعه پیش بالینی: ادامه فاز دوم  

  انجام کارآزمایی های بالینی فاز صفر و یک با کیفیت مناسب جهتفاز سوم: تولید ویروس انکولیتیک 
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