国家高技术研究发展计划（863计划）

课题申请书

    领域名称：             生物和现代农业技术
    主题（重大专项）名称：     生物工程技术
    所属专题名称：   新型生物技术药物和疫苗的研究

    课题名称： 抗肿瘤反义核酸药物“癌泰得”的临床前研究
    申 请 人：                 

    申请人单位：    

    通讯地址：            
    邮    编：                
    联系电话：         传真：   
    电子邮箱：           
中华人民共和国科学技术部

二ΟΟ一年 九 月 二十 日

填 写 要 求
1、 请严格按表中要求填写各项；

2、 对于第一部分中的多选栏目，采用在所选项编号上划勾的方式确定；

3、 申请书文本中外文名词第一次出现时，要写清全称和缩写，再出现同一词时可以使用缩写；

4、 申请书文本采用A4幅面纸，可以自行以同样幅面纸复制，填写内容需打印填入,对于篇幅不够的栏目可自行加页；

5、 专利查新结论及其他附件需与本申请书装订成一册,一并报送；

6、 表中单位性质、所在地区和所属部门代码请查阅863计划网站 (http://www.863.org.cn)：《863计划课题信息有关代码对照表》。
1、 基本信息

	课题

申请人情况
	姓名
	
	性别
	01.男02.女
	出生年月
	

	
	文化程度
	01.研究生 02.大本03.大专 04.大专以下
	职称
	01. 高级职称 02.中级职称

03.初级职称 04.无职称

	
	联系电话
	
	E-mail
	

	课题

申请

单位
	名称
	

	
	通讯地址
	
	邮编
	

	
	单位性质
	事业型研究单位
	代码
	AA
	参加单位总数
	2

	
	所在地区（省、自治区、直辖市、计划单列市）
	
	代码
	

	
	所属部门（国务院各部、委、局及其机构）
	
	代码
	

	其它

主要联合申请

单位
	单位名称
	参加形式

1.合作 2.协作
	单位性质

（同上）

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	课题活动类型
	01.应用基础研究 02.应用技术开发 03.试验发展 04.软科学

	成果提供形式
	01.发明专利 02.新产品（或农业新品种） 03.新装置 04.新材料 05.新工艺（或新方法、新模式）06.计算机软件 07.技术标准08.论文论著09.其它

	总经费概算
	                                 800.00 万元

	拟申请863计划资助（万元）
	400.00 万元

	其他经费来源
（万元）

（请将提供经费方出据的同意提供经费的证明，作为其他附件附后。）
	科技部其他科技计划资助
	

	
	国家其他资助(包括部门匹配)
	

	
	地方政府匹配
	

	
	银行贷款
	

	
	自有资金
	

	
	其它资金   (风险投资)
	400.00 万元

	
	合    计
	800.00 万元

	预计完成年限
	2004.12
	申报日期
	2001.10.


	所在单位
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	                                                                                            合计：      13.5  人年

	在课题中职务（组长、副组长或成员）及分担的任务
	组长：课题设计及组织实施
	副组长：临床前动物试验
	反义核酸合成
	纯化工艺及制剂
	质控标准（生物质谱）
	质量标准（HPLC、CE）
	药代动力学实验
	一般毒理学试验
	三致试验
	药效学研究
	申报临床试验资料撰写
	活性测定方法的建立
	

	为本课题工作时间（人年）
	0.8
	0.5
	0.5
	0.4
	0.4
	0.4
	0.3
	0.3
	0.3
	0.2
	0.2
	0.2
	

	专  业
	肿瘤生物学
	药理毒理学
	药物分析
	药物化学
	药物分析
	药物分析
	药理学
	药理学
	药理学
	药理学
	生物化学
	分子生物学
	

	职务/

职称
	副 研
	副 研
	博 士
	助 研
	助 研
	助 研
	副 研
	博 士
	助 研
	助 研
	助 研
	副 研
	

	出生年月
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	性别
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	姓  名
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	序号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	

	1．课题组长、副组长资历情况(从事过的主要研究任务及所负责任和作用，研究成果和获发明专利情况，在国内外主要刊物上发表论文情况。)
课题组长: 肿瘤生物学专业，副研究员
1995年开始端粒酶的研究，主要研究端粒酶的纯化、活性及RNA检测。1997年开始进行端粒酶与肿瘤基因调控关系、反义寡核苷酸及合成药物抑制端粒酶活性等研究。在国内率先建立了端粒酶活性测定技术。1998年应邀在第17届国际癌症大会上宣读有关端粒酶RNA反义核酸的论文。曾先后两次在德国从事反义寡核苷酸抑制端粒酶活性的研究工作。
从事过的主要研究任务及所负责任和作用:
(1)
，国家自然科学基金题（1994）, 课题负责人。

(2)国家自然科学基金题(1997)，课题负责人。

(3)，国家自然科学基金题（1998），课题负责人.

(4)省自然科学基金题1997，课题负责人。

(5)省医药卫生优秀青年人才基金题(1999)，课题负责人。
研究成果和发明专利:
《》获1994年省科技进步奖三等奖

大学优秀青年科技工作者(1995年)
国内外刊物发表文章:

	副组长:，药理毒理学专业，副研究员

1994年毕业后开始从事新药的临床前评价，主要从事生物技术药物的药效学、毒理学和药代动力学研究。
从事过的主要研究任务及所负责任和作用:
(1) 国家863项目参与其   中临床前评价工作。
(2）国家自然科学基金题负责其中临床前安全评价      

和筛选工作。

(3) 近8年与本单位和院外单位合作先后完成重组细胞因子、基因治疗制剂和一些化    

    学药品共40余项的临床前安全性评价试验，业务骨干或作为负责人。
(4)负责一项分题“高通量抗辐射药物          筛选”。

(5)课题负责人。
研究成果和发明专利:
(
(1) 国内外刊物发表文章:

	


2、 课题情况
	1．主要研究内容、拟解决的技术难点，以及预期达到的目标、主要技术指标和水平

主要研究内容

    3年来在国家自然科学基金、国家“863”及多项基金资助下进行针对端粒酶催化亚单位（hEST2）的反义寡核苷酸抗肿瘤研究。通过设计、合成、修饰和筛选得到一条抗肿瘤活性最佳的序列，对裸鼠人移植性肿瘤的最大抑瘤率达89.9%，被命名为“癌泰得”。本课题目的在于对“癌泰得”临床前研究中的中试生产、药理毒理学等进行研究，从而开发出国内第一个具有抗肿瘤活性的新型反义类药物。

(1)  “癌泰得”的药学研究
· 中试研究：生产工艺研究产品质量, 三批中试产品制造，检定规程，制剂，初步稳定性试验

· 药学其它：序列测定，生产用原料质控，标准品制备和检定，处方确定

(2) “癌泰得”的临床前药理学和毒理学研究

· 药理学研究：主要药效学，一般药理学试验，药代动力学试验

· 毒理学研究：单次给药和重复给药毒性试验，特殊毒理和免疫毒性试验
(3) “癌泰得”申报临床试验
· 三批中试产品送检

· 撰写申报临床试验的文件并申报
拟解决的关键技术难点
(1) 中试生产的规模。目前我们已有克级的DNA合成仪，临床试验时要求达公斤级            的DNA合成仪，如Oligo Process System，届时将由合作的公司购买。

(2) 在临床前药代动力学研究中血液和组织中反义寡核苷酸原型药的检测及方法的灵 敏度能否达到要求。

预期达到的目标
    按I类新生物制品要求完成临床前所有工作并获得临床试验的批文。

主要技术指标和水平
· 中试生产规模达10克/批以上（临床试验前达到500g-1000g/天）平均缩合率大于98.5%，产品纯度大于95％，回收率80%以上。满足临床前研究的要求。

· 主要药效学试验中，依给药剂量和给药持续时间，抑瘤率在40%-70％。

· 药代动力学试验中，原型药和代谢产物检测方法的灵敏度能检出3-5个半衰期后的血药浓度，检出相差1个碱基的代谢产物。

· 毒理学试验中，端粒酶的反义寡核苷酸的安全剂量应高于药效学有效剂量，毒性限制剂量应在药效学有效剂量的10倍以上。



	2．预期可获得的发明专利等知识产权情况

获利发明专利1－2项。



	3．课题主要研究技术内容的国内外发展现状与趋势，国内现有技术基础，以及与课题有关的技术领域的国内外专利申请和授权情况（附有关专利查新结论）

(1) 国内外发展现状与趋势及国内现有技术基础:

反义药物可在基因水平特异性阻断特定基因的表达，因此被认为是一种很有希望的高选择性和高效率的潜在疾病治疗药物。随着功能基因组学的深入研究，将会有越来越多的疾病相关基因及药物作用靶标被发现。反义核酸作为以基因为药靶的新一代药物将发挥更大优势。目前利用反义核酸作为药物和基因功能研究的文献呈爆发式增加的趋势。目前已有一种反义核酸在美国上市，另有16种反义核酸药物在进行临床实验。国内在该领域也做了大量的研究工作，但没有一个反义药物进入临床试验阶段，有待于在靶标的选择和合成规模等方面取得重大突破。随着人类基因组计划的深入，特别是后基因组计划的实施，将会有越来越多的疾病相关基因及药物作用靶标被发现。反义核酸作为基因为靶的新一代药物将会发挥其更大的优势。

端粒(telomere)是真核细胞染色体末端一段重复DNA序列，其功能是保持染色体的稳定性。端粒DNA的长短和稳定性决定了细胞寿命，并与细胞的癌变密切相关。端粒酶是由一条单链RNA(hTR)和一些蛋白质亚单位组成的核糖核蛋白复合物。研究结果表明，恶性肿瘤端粒酶阳性率为85-90%；正常组织除胚细胞和造血细胞外，无端粒酶活性，癌旁组织端粒酶阳性率为6%；良性瘤和癌前病变组织端粒酶阳性率为14%。这表明端粒酶在癌细胞的形成和增殖中起着重要的作用。端粒酶作为恶性肿瘤标志物愈来愈被人们所接受。研究表明端粒酶的抑制可引起肿瘤细胞凋亡或诱导其分化, 抑制端粒酶的活性有可能抑制癌细胞的生长，从而达到治疗癌症的目的。因而端粒酶被认为是潜在的肿瘤治疗新靶点。

国外有人针对端粒酶RNA部分设计了一种锤头型核酶，在体外可以切割端粒酶RNA，抑制端粒酶活性。Norton等针对端粒酶RNA模板区设计合成了不同长度的硫代反义寡核苷酸(S-ASODN)和肽核酸(PNA)对恶性肿瘤细胞提取物中的端粒酶和细胞内的端粒酶均有不同程度的抑制作用。Feng等构建了反义 hTR表达载体，转染Hela细胞，经过23-26代，细胞端粒缩短，细胞开始死亡。Mata等使用6个碱基硫代反义寡核苷酸（TTAGGG）抑制Burkitt 淋巴细胞体外生长和接种裸鼠的肿瘤生长均取了较好的结果。

(2) 与课题有关的技术领域的国内外专利申请及授权情况（附有关专利查新结论）:

  有关端粒酶具有逆转录酶活性蛋白亚基及其反义药物的抗肿瘤研究国内外均有专利申请，其中国内专利属于课题组前期工作，国外专利也有一项属于本课题组的工作。



	4．课题拟采取的研究方法（或技术路线、实施方案）及其可行性和风险分析

研究方法:
(1) “癌泰得”的中试研究

· 生产工艺的研究：采用固相“流过式”自动法合成，离子交换－反相法纯化产品。

· 中试产品质量研究和活性测定方法建立：采用毛细管电泳检测产品纯度，结构采用质谱法，定量采用HPLC法，活性采用体外端粒酶活性测定法。

· 中试产品生产和检定规程草案。

· 三批中试产品的初步稳定性试验和制剂处方的研究。
· 三批中试品的送检。

· 端粒酶反义寡核苷酸序列的确证：采用生物质谱法。
(2) “癌泰得”的临床前药理学和毒理学研究
· 主要药效学研究：在体外进行抗瘤谱的筛选。再进行敏感瘤株的体外和体内（裸鼠）抗瘤试验。至少重复三次。严格设置阳性对照药。

· 一般药理学试验：在安全剂量范围内观察端粒酶反义寡核苷酸对精神、心血管系统和呼吸系统的影响。
· 药代动力学研究：观察反义序列的组织器官分布、测定药代动力学参数（Vc、t1/2 和CLs等）和代谢转化。采用固相提取法、毛细管凝胶电泳、荧光标记和质谱分析相结合方法检测。

· 毒理学试验。观察单次给药和重复给药后在动物的潜在毒性和毒性靶器官。

(3) 撰写申报“癌泰得”临床试验的资料，申报临床试验。
可行性分析和风险分析:
(1) 技术及条件的可行性：课题组成员已掌握反义寡核苷酸的合成、化学修饰、纯化及端粒酶活性检测等方面技术。在临床前评价方面，课题组成员从事生物技术药物临床前评价已有多年，建立了较为完整的生物技术药物临床前评价的实验技术和方法，同时有较多的有关反义核酸药物临床前评价的国外文献资料可供借鉴。因此从技术上完成本课题的工作是可行的。
(2) 工作基础：前期工作包括合成方法研究、三批小试合成和纯化、质量检验、LD50、药效学试验和采用荧光标记结合CE测定反义寡核苷酸的浓度等。结果表明，我们所设计和合成的“癌泰得”毒性小（LD50大于1g/kg），对肝癌(HepG2)、肺癌(GLC)、脑胶质瘤(BT325)、胃癌(BGC823)及乳腺癌(MCF-7)细胞均有不同程度的抑制作用，具有明显的抗裸鼠移植性肿瘤生长作用。因此，预计通过对端粒酶反义寡核苷酸进行系统的临床前研究最终能进入临床试验。

(3) 风险分析：本课题的难点在于中试生产和临床前药代动力学方法学的研究。反义寡核苷酸可采用自动化DNA合成仪合成，目前国外有10g-500g/批合成规模的商业化仪器。由于采用自动化合成，因此能满足临床前的中试生产规模要求。在药代动力学方法学研究方面，有基因重组产品的药代动力学研究的丰富经验，近年我们对反义核酸的检测方法进行了探索，采用荧光标记方法，结合毛细管凝胶电泳法可达到定量检测的要求。因此要达到本课题目标的风险较小。

	5．预期研究成果应用转化的前景预测及分析（包括国内外应用或市场现状、潜在用户、市场前景及风险预测, 经济效益和社会作用、影响分析等）

国内外应用或市场现状：

目前已有16种反义寡核苷酸药物进入临床试验，包括针对感染性疾病、癌症及炎症的反义寡核苷酸，有1种药物获得FDA批准进入市场。反义药物在临床前实验及临床试验中取得了喜人的结果，进一步促进了反义技术的发展。但目前无针对端粒酶的反义药物进入临床试验。

潜在用户及市场前景及风险预测：

本课题的研究成果，获利新药临床试验的批文。目前国内尚无反义类药物进入临床试验。由于国外反义药物试验结果较好，陆续有反义药物进入临床试验，反义药物逐渐受到国内外重视。我们研究的针对端粒酶的反义药物，药靶明确及特异，试验结果发现具有较强的抗肿瘤活性。目前已有企业合作，愿共同出资开发这一新药。

药物治疗是恶性肿瘤的主要治疗方法之一。但目前市场上缺少针对特定靶分子、效果较为理想的抗肿瘤药物，尤其是对实体瘤和耐药肿瘤的有效的药物。因此，本课题最终成果应具有较好的市场前景。

由于本课题具有较好的先期工作基础，表明其质量可控和有效，参照国外经验，我们认为达到本课题目标的风险较小。

经济效益和社会作用、影响分析等：

肿瘤是目前威胁人类健康的最重要疾病之一，是人类健康和生命的头号杀手，发病率居10 种重大疾病的第二位，而且随着各种因素的影响其发病率依然呈上升趋势。据报导目前欧美每年诊断出的癌症新患者达250万。我国每年死于癌症的患者超过80万。据专家预测世界抗癌药物的市场年递增13％。从上述完全统计的数字可以看出研究和开发抗癌药物，特别是新型抗癌药物有仅具有非常重要的社会效益，而且其经济效益也是其它药物所无法比拟的。根据目前我国抗肿瘤生物制品的市场情况保守估计，该项目最终上市投产后平均年利润应超过5亿元人民币。

	6．课题现有工作基础与申请单位承诺提供的支撑条件，其他所需增添的支撑条件和主要仪器设备（说明用途）
工作基础：
(1) 药学初步研究

· 已进行了三批小规模“癌泰得”的合成、纯化及质量控制方法的研究。利用本室的DNA合成仪合成了三批“癌泰得”，平均缩合率达98.5±0.5%。采用阴离子加反相柱层析法纯化了三批合成硫代“癌泰得”，平均回收率85.0±2.0%。，用阴离子交换HPLC和毛细胞管凝胶电泳方法对硫代hEST212进行定性分析和质量控制，可分辨n-1及非硫代“癌泰得”。

· 针对人端粒酶具有逆转录酶活性蛋白质亚基（hEST2）的反义寡核苷酸的靶位筛选和序列长度的优化。根据序列和RNA二级结构特征，利用相应软件设计和合成了20条硫代反义寡核苷酸，观察在体外和体内的抗肿瘤活性。其中一条序列“癌泰得”抑瘤率达89.9%，申请了中国和国际专利。国内专利公开号为CN1253179A，国际专利号为PCT/CN99/00173。
(2) 临床前药理毒理学初步研究

· “癌泰得”作用的序列特异性分析。通过合成正义、随机（碱基组成相同）及错配的序列（GC含量相同）及硫代修饰，在体外观察到“癌泰得”（0.2、0.4和0.8mol/L）抑制肿瘤细胞生长（HepG2）最高达65.0%，表明“癌泰得”的序列作用特异性。

· “癌泰得”抗瘤谱和作用时间的研究。在体外观察到“癌泰得”对胃癌细胞（BGC-823）作用最强（EC50为0.25mol/L），对肝癌、肺癌和乳腺癌的作用强度中等。连续作用4天，“癌泰得”的体外抗瘤活性达峰值。

· “癌泰得”对裸鼠肝移植瘤抗癌活性的研究。腹腔注射10天“癌泰得”12.5 mg/kg、25 mg/kg和50mg/kg，抑瘤率分别为29.4%、 47.9%和52.7%。静脉注射25mg/kg抑瘤率为49.3%。其中连续腹腔注射“癌泰得”（6.2 mg/kg、12.5 mg/kg和25mg/kg）30天，最大抑瘤率达80％以上。

· 单次给药毒性试验。结果发现“癌泰得”在雌性小鼠的LD50为1173.9 mg/kg，，雄性小鼠的LD50为1098.8mg/kg。

提供的支撑条件
· 人员: 具有多学科长期从事反义核酸、细胞生物学、药理学、药物分析及临床前安全性评价等的专门人才参与本课题研究。大多数是具有博士或硕士学位的年轻人且在各自的研究领域有一定的工作经验。
· 已有的仪器设备: AKTA Oligopilot(Amersham-Pharmacia,14万USD)及390Z(ABD公司，11.7万USD)大规模DNA合成仪2台，用于组合寡核苷酸库、体内外活性实验用反义寡核苷酸的合成。3900高通量(48柱，ABD公司，13.0万USD)、单柱(ABD,2.0万USD)和双柱(ABD,3.0万USD)小规模DNA合成仪共3台，用于体外筛选和优化用多个小规模反义寡核苷酸的合成。制备和分析型高效液相色谱仪各1台(Waters,10.0万USD)，用于寡核苷酸的纯化和分析。毛细管电泳仪(Backman,MDQ，6万USD)，用于寡核苷酸质量分析。还有自动基因序列分析仪、计数仪、全自动生化分析仪、全自动细胞计数仪、显微自动成像仪、组织切片机和八道生理分析仪等。

尚缺仪器设备
        从事该研究无需购置任何大型仪器和设备。


	7．合作单位任务分工
反义核酸合成和组织申报临床试验。


四、审核意见

	1．申请人所在单位意见

    本项目符合863招标指南的各项要求，项目科学性强，研究方案可行，具有良好的开发和应用前景。经本单位审查，同意上报。如获得资助，本单位将在人力、财力和设备方面给予优先支持。

                                                    签  章

                                               二00  年 九 月 二十五 日

	2．联合申请单位意见

联合申请单位（一）
                                             签  章

                                              二00    年    月    日

	联合申请单位（二）

                                             签  章

                                              二00    年    月    日

	联合申请单位（三）

                                             签  章

                                              二00    年    月    日

	附件：有关专利查新结论

    通过检索中国生物医学文献数据库、Medline数据库、中国专利数据库和esp@cenet世界专利数据库，有关端粒酶具有逆转录酶活性蛋白亚基及其的反义药物的抗肿瘤研究国内外均有文献报道，其中国内部分报道属于本课题组（国内文献（1）（6）），并为首先开展研究；有关专利国内外均有报道，其中国内专利属于本课题组（专利文献1），国外专利中（专利文献2）也有一项属于本课题组。



	其他附件

（1）科技查新项目报告书。

（2）国内发明专利申请公开说明书。

（3）申请专利合作条约请求书

（4）抗肿瘤基因反义药物“癌泰得”合作研究与开发合同。







二、课题组主要研究人员情况
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