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(57)摘要

本发明涉及内皮糖蛋白多肽及其用途。在某

些方面中，本公开内容涉及发现包含内皮糖蛋白

(endoglin，ENG)多肽胞外结构域之截短配体结

合部分的多肽可用于在体内(特别是在患有血管

发生相关疾病的哺乳动物中)抑制血管发生。
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1.有效量的内皮糖蛋白多肽在制备用于在有此需要的对象中治疗或预防可由VEGF诱

导的血管发生的药物中的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽包含：

(a)包含以下氨基酸序列的第一部分：

(i)起始于SEQ  ID  NO：1第26至42位氨基酸中的任一氨基酸，

(ii)终止于SEQ  ID  NO：1的第346至378位氨基酸中的任一氨基酸；以及

(b)包含免疫球蛋白Fc结构域的第二异源部分。

2.权利要求1所述的用途，其中所述第二异源部分包含IgG的Fc结构域。

3.权利要求1所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽以小于1×10‑9M的平衡解离常数

(KD)或小于1×10‑3s‑1的解离速率常数(kd)与人BMP‑9相结合。

4.权利要求1所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽以小于1×10‑9M的平衡解离常数

(KD)或小于5×10‑4s‑1的解离速率常数(kd)与人BMP‑9相结合。

5.权利要求1至4中任一项所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽以小于1×10‑9M的平

衡解离常数(KD)或小于5×10‑3s‑1的解离速率常数(kd)与人BMP‑10相结合。

6.权利要求1至4中任一项所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽以小于1×10‑9M的平

衡解离常数(KD)或小于2.5×10‑3s‑1的解离速率常数(kd)与人BMP‑10相结合。

7.权利要求1至4中任一项所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽不与人TGF‑β1、人

TGF‑β3、人VEGF、或人碱性成纤维细胞生长因子(FGF‑2)相结合。

8.权利要求1至4中任一项所述的用途，其中所述第二异源部分通过接头与所述第一部

分相连接。

9.权利要求8所述的用途，其中所述接头由氨基酸序列组成，所述氨基酸序列由SEQ  ID 

NO：31(TGGG)或SEQ  ID  NO：32(GGG)组成。

10.权利要求1至4中任一项所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽包含一个或更多个

选自以下的经修饰的氨基酸残基：糖基化氨基酸、聚乙二醇化氨基酸、法呢基化氨基酸、乙

酰化氨基酸、生物素化氨基酸、与脂质部分缀合的氨基酸、以及与有机衍生剂缀合的氨基

酸。

11.权利要求1至4中任一项所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽包含SEQ  ID  NO：36

的氨基酸序列。

12.权利要求1至4中任一项所述的用途，其中所述内皮糖蛋白多肽包含SEQ  ID  NO：29

的氨基酸序列。
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内皮糖蛋白多肽及其用途

[0001] 本申请是申请号为201280030070.0的中国专利申请的分案申请，原申请是2012年

4月19日提交的PCT国际申请PCT/US2012/034295于2013年12月18日进入中国国家阶段的申

请.

[0002] 相关申请

[0003] 本申请根据35U .S .C .§119(e)要求于2011年4月20日提交的题目为“Endoglin 

Polypeptides  And  Uses  Thereof”的美国临时专利申请序号US  61/477,585的申请日期的

权益，其全部内容通过引入并入本文.

技术领域

[0004] 本发明涉及内皮糖蛋白多肽及其用途.

背景技术

[0005] 血管发生(angiogenesis)(形成新血管的过程)在许多正常和异常的生理状态中

是至关重要的.在正常生理条件下，人和动物在特定且受限的情况中进行血管发生.例如，

通常在伤口愈合，胎儿和胚胎发育，以及黄体、子宫内膜和胎盘的形成中观察到血管发生.

[0006] 在许多疾病中发生不期望的或不适当地调节的血管发生，其中异常内皮生长可导

致或参与病理过程.例如，血管发生参与许多肿瘤的生长.失调的血管发生与病理过程(例

如类风湿性关节炎、视网膜病、血管瘤和银屑病)相关.多种病理疾病状态(其中出现失调的

血管发生)已被归类为血管发生相关疾病.

[0007] 认为受控和非受控的血管发生二者是以类似的方式进行的.毛细血管主要由内皮

细胞和周细胞(pericyte)构成，并且被基底膜包围.血管发生始于由内皮细胞和白细胞释

放的酶侵蚀基底膜 .内衬于血管腔的内皮细胞随后突出透过基底膜 .血管发生因子

(angiogenic  factor)诱导内皮细胞迁移穿过被侵蚀的基底膜.迁移细胞形成从母体血管

突出的“萌芽”，内皮细胞在此进行有丝分裂和增殖.内皮萌芽相互融合以形成毛细血管袢，

产生新的血管.

[0008] 抑制血管发生的药剂已被证明有效地治疗多种疾病.AvastinTM(贝伐单抗)(一种

结合血管内皮生长因子(VEGF)的单克隆抗体)用于治疗多种癌症.MacugenTM(一种结合VEGF

的适配体(aptamer))已被证明有效地治疗新生血管性(湿性)年龄相关性黄斑变性.SDF/

CXCR4信号传导途径的拮抗剂抑制肿瘤新血管形成(neovascularization)并且在小鼠模型

中有效地抗癌症(Guleng  et  al.Cancer  Res.2005  Jul  1；65(13)：5864‑71) .多种所谓的

多靶点酪氨酸激酶抑制剂(包括凡德他尼(vandetanib)、舒尼替尼(sunitinib)、阿西替尼

(axitinib)、索拉非尼(sorafenib)、瓦他拉尼(vatalanib)和帕唑帕尼(pazopanib)在多种

肿瘤类型的治疗中用作抗血管发生剂 .沙利度胺及相关化合物(包括泊马度胺

(pomalidomide)和来那度胺(lenalidomide))已在癌症的治疗中显示出有益作用，虽然作

用的分子机制尚不明确，但是抑制血管发生似乎是抗肿瘤作用的重要组成部分(参见例如

Dredge  et  al.Microvasc  Res.2005  Jan；69(1‑2)：56‑63) .虽然许多抗血管发生剂对不论
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何种受影响组织的血管发生都有作用，但另一些血管发生剂可倾向于具有组织选择性作

用.

[0009] 期望有用于抑制血管发生的另外的组合物和方法.这些包括这样的方法和组合

物，其可抑制一般的或在某些组织和/或疾病状态中的不期望的血管生长.

发明内容

[0010] 部分地，本公开内容提供内皮糖蛋白(endoglin，ENG)多肽和这种内皮糖蛋白多肽

作为针对BMP9和/或BMP10的选择性拮抗剂的用途.如本文中所述，包含内皮糖蛋白胞外结

构域(extracellular  domain，ECD)的一部分或全部的多肽与BMP9和BMP10相结合而不表现

出与TGF‑β超家族的其他成员的牢固(substantial)结合.该公开内容证明包含内皮糖蛋白

ECD的一部分或者全部的多肽是BMP9和BMP10信号传导的有效拮抗剂并且作用在于抑制体

内的血管发生和肿瘤生长.因此，在某些方面，本公开内容提供作为BMP9和/或BMP10拮抗剂

的内皮糖蛋白多肽，其用于抑制血管发生以及本文中所述的与BMP9或BMP10相关的其他疾

病.

[0011] 在某些方面，本公开内容提供包含内皮糖蛋白的截短之胞外结构域的多肽，其用

于抑制血管发生和治疗与BMP9或BMP10相关的其他疾病.虽然不希望受限于任何具体的作

用机制，但预期这样的多肽通过与BMP9和/或BMP10相结合并且抑制这些配体与受体(例如

ALK1、ALK2、ActRIIA、ActRIIB和BMPRII)形成信号传导复合物的能力而发挥作用.在某些实

施方案中，内皮糖蛋白多肽包含与SEQ  ID  NO：1的人内皮糖蛋白序列的第42至333、26至

346、26至359或者26至378位氨基酸的序列至少70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％一致的氨基酸序列，由其组成，或基本由其组成.内皮糖蛋白多肽可包含与起

始于SEQ  ID  NO：1第26至42位中任意位置并且终止于SEQ  ID  NO：1的人内皮糖蛋白序列第

333至378位中任意位置的氨基酸序列至少70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％一致的氨基酸序列，由其组成，或基本由其组成.内皮糖蛋白多肽可包含在较不严格、

严格或高度严格的条件下与核苷酸序列的互补物(complement)杂交的核酸编码的多肽，由

其组成，或基本由其组成，所述核苷酸序列选自：SEQ  ID  NO：2的第537至1412位核苷酸、SEQ 

ID  NO：30的第121至1035位核苷酸、SEQ  ID  NO：26的第121至1074位核苷酸、SEQ  ID  NO：24

的第121至1131位核苷酸、SEQ  ID  NO：30的第73至1035位核苷酸、SEQ  ID  NO：26的第73至

1074位核苷酸、以及SEQ  ID  NO：24的第73至1131位核苷酸.在前述每一项中，可这样选择内

皮糖蛋白多肽，以使其不包含全长的内皮糖蛋白ECD(例如，可这样选择内皮糖蛋白多肽，以

使其不包含SEQ  ID  NO：1的第379至430位氨基酸的序列或其一部分或者SEQ  ID  NO：1的独

特序列的任何其他部分).内皮糖蛋白多肽可作为单体蛋白质或以二聚化形式使用.内皮糖

蛋白多肽还可与第二多肽部分融合以提供改进的性质，例如提高的半衰期或者更容易生产

或纯化.可直接融合或者在内皮糖蛋白多肽与任意其他部分之间插入接头.接头可以是结

构化或非结构化的，并且可由1、2、3、4、5、10、15、20、30、50个或更多个氨基酸组成，任选地

可以是相对自由的二级结构.接头可富含甘氨酸和脯氨酸残基，并可例如含有苏氨酸/丝氨

酸和甘氨酸(例如，TGGG(SEQ  ID  NO：31))的序列或简单地一个或更多个甘氨酸残基(例如，

GGG(SEQ  ID  NO：32)) .与免疫球蛋白的Fc部分的融合或与聚氧化乙烯基部分(例如，聚乙二

醇)的连接可特别地用于提高全身施用(例如，静脉内、动脉内和腹膜内施用)中内皮糖蛋白
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多肽的血清半衰期.在某些实施方案中，内皮糖蛋白‑Fc融合蛋白包含这样的多肽，所述多

肽包含与起始于SEQ  ID  NO：1第26至42位中任意位置并且终止于SEQ  ID  NO：1的人内皮糖

蛋白序列第333至378位中任意位置之氨基酸的序列至少70％、80％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％一致的氨基酸序列，由其组成，或基本由其组成，并且任选地可不

包含全长的内皮糖蛋白ECD(例如，可以这样选择内皮糖蛋白多肽，以使其不包含SEQ  ID 

NO：1的第379至430位氨基酸的序列或其一部分，或者使其不包含内皮糖蛋白的任意部分或

SEQ  ID  NO：1第379至581位氨基酸之任意部分的任何5、10、20、30、40、50、52、60、70、100、

150或200或者更多个其他氨基酸)，所述多肽(无论有或者没有插入接头)与免疫球蛋白的

Fc部分相融合.包含内皮糖蛋白‑Fc融合蛋白的内皮糖蛋白多肽可以以小于10‑8M、10‑9M、10
‑10M、10‑11M或更小的KD或者小于10‑3s‑1、3×10‑3s‑1、5×10‑3s‑1或1×10‑4s‑1的解离常数

(dissociation  constant，kd)与BMP9和/或BMP10相结合.可以这样选择内皮糖蛋白多肽，

以使其对BMP9的KD小于对BMP10的KD，任选小5倍、10倍、20倍、30倍、40倍或更多倍.内皮糖蛋

白多肽可具有对TGF‑β1、TGF‑β2或TGF‑β3中的任一种或全部的很小的亲和力或者对它们基

本上没有亲和力，并且可具有对TGF‑β1、TGF‑β2或TGF‑β3中的任一种或者全部的大于10‑9M、

10‑8M、10‑7M或10‑6M的KD.

[0012] 可以选择Fc部分以使其适合于生物体.任选地，Fc部分是人IgG1的Fc部分.任选

地，内皮糖蛋白‑Fc融合蛋白包含SEQ  ID  NO：33、34、35或36中任一种的氨基酸序列.任选

地，内皮糖蛋白‑Fc融合蛋白是由SEQ  ID  No：17、20、22、24、26、28或30中任一种的核酸在哺

乳动物细胞系(特别是中国仓鼠卵巢(CHO)细胞系)中表达产生的蛋白质.内皮糖蛋白多肽

可配制成药物制剂，其基本上不含热原.可制备药物制剂，其用于全身递送(例如，静脉内、

动脉内或皮下递送)或局部递送(例如，至眼睛).

[0013] 本文中公开的内皮糖蛋白多肽可与一种或更多种另外的治疗剂联合或依次使用，

所述另外的治疗剂包括例如抗血管发生剂、VEGF拮抗剂、抗VEGF抗体、抗肿瘤组合物、细胞

毒剂、化疗剂、抗激素剂和生长抑制剂.本文中提供了上述种类之分子的另一些实例.

[0014] 在某些方面，本公开内容提供了用于通过施用本文中一般地或具体地描述的内皮

糖蛋白多肽的任一种在哺乳动物中抑制血管发生的方法.内皮糖蛋白多肽可局部地递送

(例如，至眼睛)或全身递送(例如，静脉内、动脉内或皮下).在某些实施方案中，本公开内容

提供了用于通过在远离眼睛的部位向哺乳动物施用内皮糖蛋白多肽(例如通过全身施用)

在哺乳动物的眼中抑制血管发生的方法.

[0015] 在某些方面，本公开内容提供了用于在哺乳动物中治疗肿瘤的方法.这样的方法

可包括向患有肿瘤的哺乳动物施用有效剂量的内皮糖蛋白多肽.方法还可包括施用一种或

更多种其他药剂，包括例如抗血管发生剂、VEGF拮抗剂、抗VEGF抗体、抗肿瘤组合物、细胞毒

剂、化疗剂、抗激素剂和生长抑制剂.肿瘤也可以是利用多种促血管发生因子(pro‑

angiogenic  factor)的肿瘤，例如耐受抗VEGF治疗的肿瘤.

[0016] 在某些方面，本公开内容提供了用于治疗患有与BMP9或BMP10相关疾病之患者的

方法.本文中提供了此类疾病的实例，并且其通常可包括脉管系统的疾病、高血压和纤维化

疾病.

[0017] 在某些方面，本公开内容提供了眼用制剂(ophthalmic  formulation) .这样的制

剂可包含本文中公开的内皮糖蛋白多肽.在某些方面，本公开内容提供用于治疗眼之血管
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发生相关疾病的方法.这样的方法可包括全身施用或者向所述眼施用包含有效剂量的本文

中所公开之内皮糖蛋白多肽的药物制剂.

附图说明

[0018] 图1示出了人ENG同种型1(L‑ENG)的天然氨基酸序列.前导序列(残基1至25)和预

测的跨膜结构域(残基587至611)分别标有下划线.

[0019] 图2示出了编码人ENG同种型1(L‑ENG)的天然核苷酸序列.编码前导序列(核苷酸

414至488)和预测的跨膜结构域(核苷酸2172至2246)的序列分别标有下划线.

[0020] 图3示出了人ENG同种型2(S‑ENG)的天然氨基酸序列.前导序列(残基1至25)和预

测的跨膜结构域(残基587至611)分别标有下划线.与同种型1相比，同种型2具有更短且不

同的C末端，但是胞外结构域的序列(见图9)是一致的.

[0021] 图4示出了编码人ENG同种型2(S‑ENG)的天然核苷酸序列.编码前导序列(核苷酸

414至488)和预测的跨膜结构域(核苷酸2172至2246)的序列分别标有下划线.

[0022] 图5示出了鼠ENG同种型1(L‑ENG)的天然氨基酸序列.前导序列(残基1至26)和预

测的跨膜结构域(残基582至606)标有下划线并且括出成熟肽的胞外结构域(见图10) .鼠

ENG同种型3(GenBank登录号NM_001146348)与所描述序列的差异仅在于前导序列，其中第

23位的苏氨酸(突显的)缺失并且在第24位(也是突显的)有甘氨酸至丝氨酸的替换.

[0023] 图6示出了鼠ENG同种型1(L‑ENG)的天然核苷酸序列.编码前导序列(核苷酸364至

441)和预测的跨膜结构域(核苷酸2107至2181)的序列标有下划线.编码鼠ENG的同种型3的

核苷酸序列(GenBank登录号NM_001146348)与所描述序列的差异仅在于前导序列，具体地

为第430至433位(突显的).

[0024] 图7示出了鼠ENG同种型2(S‑ENG)的天然氨基酸序列.前导序列(残基1至26)和预

测的跨膜结构域(残基582至606)标有下划线.与同种型1相比，同种型2具有更短且不同的C

末端，但是胞外结构域的序列(见图10)是一致的.

[0025] 图8示出了编码鼠ENG同种型2(S‑ENG)的天然核苷酸序列.编码前导序列(核苷酸

364至441)和预测的跨膜结构域(核苷酸2107至2181)的序列标有下划线.

[0026] 图9示出了人ENG的胞外结构域的氨基酸序列.两种人同种型的胞外结构域在氨基

酸和核苷酸序列二者上都是一致的.

[0027] 图10示出了鼠ENG的胞外结构域的氨基酸序列，其与它的人相应物(counterpart)

69％一致.两种鼠同种型的胞外结构域在氨基酸和核苷酸序列二者上都是一致的.

[0028] 图11示出了人IgG1  Fc结构域的氨基酸序列.标有下划线的残基是如文本中所讨

论的任选的突变位点.

[0029] 图12示出了人IgG1  Fc结构域的N末端截短的氨基酸序列.标有下划线的残基是如

文本中所讨论的任选的突变位点.

[0030] 图13示出了hENG(26至586)‑hFc的氨基酸序列.ENG结构域标有下划线，TPA前导序

列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0031] 图14示出了编码hENG(26至586)‑hFc的核苷酸序列.编码ENG结构域的核苷酸标有

下划线，编码TPA前导序列的核苷酸标有双下划线，并且编码接头序列的核苷酸是加粗且突

显的.

说　明　书 4/43 页

6

CN 108178789 B

6



[0032] 图15示出了具有N末端截短之Fc结构域的hENG(26至586)‑hFc的氨基酸序列.ENG

结构域标有下划线，TPA前导序列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0033] 图16示出了mENG(27至581)‑mFc的氨基酸序列.ENG结构域标有下划线，TPA前导序

列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0034] 图17示出了编码mENG(27至581)‑mFc的核苷酸序列.编码ENG结构域的核苷酸标有

下划线，编码TPA前导序列的核苷酸标有双下划线，并且编码接头序列的核苷酸是加粗且突

显的.

[0035] 图18示出了在基于表面等离子共振(surface  plasmon  resonance，SPR)的测定中

确定的对BMP‑9与hENG(26至586)‑hFc之结合的表征.在配体浓度为0和0.01至0.625nM(以2

倍递增，排除0.3125nM)下评估BMP‑9与所捕获的hENG(26至586)‑hFc的结合，并使用非线性

回归确定KD为29βM.

[0036] 图19示出了在基于SPR的测定中确定的对BMP‑10与hENG(26至586)‑HFc之结合的

表征.在配体浓度为0和0.01至1.25nM(以2倍递增)下评估BMP‑10与所捕获的hENG(26至

586)‑hFc的结合，并使用非线性回归确定KD为400pM.

[0037] 图20示出了可溶性人ENG胞外结构域hENG(26至586)对BMP‑9与ALK1之结合的作

用.将浓度为0至50nM的hENG(26至586)与固定浓度的BMP‑9(10nM)预混合，并且通过基于

SPR的测定确定BMP‑9与所捕获的ALK1的结合.最高的迹线(trace)对应于没有hENG(26至

586)，而最低的迹线对应于5∶1的ENG∶BMP‑9比例.BMP‑9与ALK1的结合以浓度依赖的方式

(IC50为9.7nM)被可溶性hENG(26至586)所抑制.

[0038] 图21示出了可溶性人ENG胞外结构域hENG(26至586)对BMP‑10与ALK1之结合的作

用.将浓度为0至50nM的hENG(26至586)与固定浓度的BMP‑10(10nM)预混合，并且通过基于

SPR的测定确定BMP‑10与所捕获的ALK1的结合.最高的迹线对应于没有hENG(26至586)，而

最低的迹线对应于5∶1的ENG∶BMP‑10比例.BMP‑10与ALK1的结合以浓度依赖的方式(IC50为

6.3nM)被可溶性hENG(26至586)所抑制.

[0039] 图22示出了mENG(27至581)‑hFC对培养的人脐静脉内皮细胞(human  vein 

endothelial  cell，HUVEC)索(cord)形成的作用.数据是一式两份培养的平均值±SD.诱导

剂内皮细胞生长物质(endothelial  cell  growth  substance，ECGS)使平均索长度与未处

理的相比翻了一番，并且mENG(27至581)‑hFc削减这一增长近60％.在不存在刺激(无处理)

下，mENG(27至581)‑hFc几乎没有作用.

[0040] 图23示出了mENG(27至581)‑hFc在鸡胚绒毛尿囊膜(chick  chorioallantoic 

membrane，CAM)测定中对VEGF刺激的血管发生的作用.数据为平均值±SEM，＊，P＜0.05.用

mENG(27至581)‑hFc同时处理时，由VEGF处理诱导的额外血管数目降低了65％.

[0041] 图24示出了mENG(27至581)‑mFc处理11天在小鼠血管发生反应器(agioreactor)

测定中对生长因子(growth  factor，GF)血管内皮生长因子(VEGF)和碱性成纤维细胞生长

因子(FGF‑2)之组合刺激的血管发生的作用.以相对荧光单位表示的血管发生±SEM；＊，P

＜0.05.mENG(27至581)‑mFC在这种体内测定中完全阻断GF刺激的血管发生.

[0042] 图25示出了hENG‑Fc融合构建体的结构域结构.全长ENG胞外结构域(顶部结构中

的残基26至586)由孤儿结构域(orphan  domain)和N末端及C末端透明带(zona  pellucida，

ZP)结构域组成.其下方示出选定的截短变体的结构以及它们是否在基于SPR的测定中表现
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出对BMP‑9和BMP‑10的高亲和力结合(+/‑) .

[0043] 图26示出了hENG(26至437)‑hFc的氨基酸序列.ENG结构域标有下划线，TPA前导序

列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0044] 图27示出了编码hENG(26至437)‑hFc的核苷酸序列.编码ENG结构域的核苷酸标有

下划线，编码TPA前导序列的核苷酸标有双下划线，并且编码接头序列的核苷酸是加粗且突

显的.

[0045] 图28示出了具有N末端截短之Fc结构域的hENG(26至378)‑hFc的氨基酸序列.ENG

结构域标有下划线，TPA前导序列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0046] 图29示出了编码具有N末端截短之Fc结构域的hENG(26至378)‑hFc的核苷酸序列.

编码ENG结构域的核苷酸标有下划线，并且编码接头序列的核苷酸是加粗且突显的.

[0047] 图30示出了hENG(26至359)‑hFc的氨基酸序列.ENG结构域标有下划线，TPA前导序

列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0048] 图31示出了编码hENG(26至359)‑hFc的核苷酸序列.编码ENG结构域的核苷酸标有

下划线，编码TPA前导序列的核苷酸标有双下划线，并且编码接头序列的核苷酸是加粗且突

显的.

[0049] 图32示出了具有N末端截短之Fc结构域的hENG(26至359)‑hFc的氨基酸序列.ENG

结构域标有下划线，TPA前导序列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0050] 图33示出了编码具有N末端截短之Fc结构域的hENG(26至359)‑hFc的核苷酸序列.

编码ENG结构域的核苷酸标有下划线，编码TPA前导序列的核苷酸标有双下划线，并且编码

接头序列的核苷酸是加粗且突显的.

[0051] 图34示出了具有N末端截短之Fc结构域的hENG(26至346)‑hFc的氨基酸序列.ENG

结构域标有下划线，TPA前导序列标有双下划线，并且接头序列是加粗且突显的.

[0052] 图35示出了编码具有N末端截短之Fc结构域的hENG(26至346)‑hFc的核苷酸序列.

编码ENG结构域的核苷酸标有下划线，并且编码接头序列的核苷酸是加粗且突显的.

[0053] 图36示出了在来源于CHO细胞的每种蛋白质通过蛋白质A亲和层析纯化之后针对

hENG(26至586)‑hFc(A)、hENG(26至359)‑hFc(B)和hENG(26至346)‑hFc(C)的尺寸排阻色谱

图.单体hENG(26至346)‑hFc的回收百分比与hENG(26至586)‑hFc的回收百分比相等.与此

相反，额外的高分子量聚集体的存在降低了hENG(26至359)‑hFc的回收，因此需要额外的工

序以获得等同于其他构建体之纯度的纯度.

[0054] 图37示出了基于SPR的测定所确定的对BMP‑9与hENG(26至586)‑hFc(A)、hENG(26

至359)‑hFc(B)和hENG(26至346)‑hFc(C)之结合的动力学表征.在以2倍递增的0.0195至

0.625nM的配体浓度下评估BMP‑9与所捕获的来源于CHO细胞之蛋白质的结合.RU，响应单位

(response  unit) .注意到截短的变体与hENG(26至586)‑hFc相比更缓慢的解离速率(off‑

rate) .

[0055] 图38示出了hENG(26至359)‑hFc在CAM测定中对VEGF刺激之血管发生的作用.数据

为平均值±SEM；＊，P＜0.05.尽管hENG(26至359)‑hFc不与VEGF结合，用hENG(26至359)‑

hFc同时处理时，VEGF处理诱导的额外的血管数目降低了75％.

[0056] 图39示出了hENG(26至346)‑hFc处理11天在小鼠血管发生反应器测定中对生长因

子(GF)VEGF和FGF‑2之组合刺激的血管发生的作用.A.以相对荧光为单位的血管发生±
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SEM；＊，P＜0.05.B.按照处理组排列单个血管发生反应器的照片(每只小鼠4张)，可见呈深

色内容物的血管形成.虽然不能与VEGF或FGF‑2本身结合，hENG(26至346)‑hFc在这种体内

测定中完全阻断了GF刺激的血管发生.

[0057] 图40示出了mENG(27至581)‑mFc对4T1乳腺肿瘤异种移植物在小鼠中之生长的作

用.数据为平均值±SEM.移植后第24天，用mENG(27至581)‑mFc处理的小鼠中的肿瘤体积与

载剂相比低45％(P＜0.05) .

[0058] 图41示出了mENG(27至581)‑mFc对结肠‑26肿瘤异种移植物在小鼠中之生长的作

用.mENG(27至581)‑mFc处理以剂量依赖的方式抑制肿瘤生长，植入后第58天，高剂量组中

的肿瘤体积比载剂的低接近70％.

具体实施方式

[0059] 1.概述

[0060] 在某些方面，本发明涉及ENG多肽.ENG(还称为CD105)被称为转化生长因子β(TGF‑

β)超家族配体的共同受体(coreceptor)并且与正常和病理性血管发生相关.ENG表达在静

态血管内皮中较低，但是在伤口愈合、胚胎发育、炎性组织和实体瘤的内皮细胞中上调

(Dallas  et  al.，2008，Clin  Cancer  Res  14：1931‑1937) .敲除ENG等位基因的纯合子小鼠

由于脉管发育缺陷在妊娠早期死亡(Li  et  al，1999，Science  284：1534‑1537)，而杂合子

敲除ENG的小鼠成年后显示出血管发生的异常(Jerkic  et  al，2006，Cardiovasc  Res  69：

845‑854) .在人中，ENG基因突变已被确定为1型遗传性出血性毛细血管扩张(HHT‑1)

(Osler‑Rendu‑Weber综合征)的原因，其为一种常染色体显性的血管发育异常，特征在于导

致从动脉至静脉的直接流动(相通)(动静脉短路)而不通过入毛细血管床(capillary  bed)

的动静脉畸形(McAllister  et  al，1994，Nat  Genet  8：345‑351；Fernandez‑L  et  al，

2006，Clin  Med  Res  4：66‑78) .患有HHT的患者的典型症状包括反复鼻出血(recurrent 

epistaxis)、胃肠道出血、皮肤和皮肤黏膜毛细血管扩张、以及肺、脑或肝脉管中的动静脉

畸形.

[0061] 尽管ENG在血管发生中的具体作用仍有待确定，它在这一过程中很可能与TGF‑β信

号传导系统的重要作用相关(Cheifetz  et  al，1992，J  Biol  Chem  267：19027‑19030；

Pardali  et  al，2010，Trends  Cell  Biol  20：556‑567) .值得注意的是，在肿瘤组织内增殖

的血管内皮细胞中，ENG表达上调(Burrows  et  al，1995，Clin  Cancer  Res  1：1623‑1634；

Miller  et  al，1999，Int  J  Cancer  81：568‑572)，并且对于很多种人肿瘤，肿瘤中表达ENG

之血管的数目与存活负相关(Fonsatti  et  al，2010，Cardiovasc  Res  86：12‑19) .因此，

ENG对于一般性的抗血管发生治疗以及特别是癌症治疗来说是有希望的靶标(Dallas  et 

al，2008，Clin  Cancer  Res  14：1931‑1937；Bernabeu  et  al，2009，Biochim  Biophys  Acta 

1792：954‑973) .

[0062] 在结构上，ENG是同二聚体细胞表面糖蛋白.它属于透明带(zona  pelucida，ZP)蛋

白质家族，并且由短的C末端胞质结构域、单疏水跨膜结构域、以及长的胞外结构域(ECD)组

成(Gougos  et  al，1990，J  Biol  Chem  265：8361‑8364) .如通过电子显微镜所确定的，单体

ENG  ECD由两个ZP区和位于N末端的孤儿结构域组成(Llorca  et  al，2007，J  Mol  Biol 

365：694‑705) .在人中，初级转录物的选择性剪接产生两种ENG同种型，一种由658个残基组
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成(长的，L，SEQ  ID  NO：1)而另一种由625个残基(短的，S，SEQ  ID  NO：3)组成，两种同种型

的差异仅在于其胞质结构域(Bellon  et  al，1993，23：2340‑2345；ten  Diike  et  al，2008，

Angiogenesis  11：79‑89) .鼠ENG作为三种同种型而存在：L‑ENG(SEQ  ID  NO：5)、S‑ENG(SEQ 

ID  NO：7)、以及功能意义未知的第三变体(同种型3)，所述第三变体与L‑ENG一致，只是在前

导序列内的两个位置处有变化(Perez‑Gomez  et  al，2005，Oncogene  24：4450‑4461) .鼠

ENG的ECD显示与人ENG的ECD  69％的氨基酸一致性，并且缺乏见于人蛋白质中的Arg‑Gly‑

Asp(RGD)整合素相互作用模体(motif) .最近的证据表明，L‑ENG和S‑ENG同种型可以在体内

发挥不同的功能作用(Blanco  et  al，2008，Circ  Res  103：1383‑1392；ten  Dijke  et  al，

2008，Angiogenesis  11：79‑89) .

[0063] 作为共同受体，认为ENG调节其他受体对TGF‑β家族配体的应答，而本身不直接介

导配体信号传导.在TGF‑β家族中配体通常通过与同二聚体的II型受体相结合而发信号，这

引发同二聚体I型受体的募集和转磷酸作用，从而导致Smad蛋白的磷酸化，Smad蛋白负责特

定基因的转录活化(Massague，2000，Nat  Rev  Mol  Cell  Biol  1：169‑178) .基于异位细胞

表达测定，已报道ENG不能凭其自身结合配体，并且其与TGF‑β1、TGF‑β3、活化素A(activin 

A)、骨形态发生蛋白‑2(bone  morphogenetic  protein‑2，BMP‑2)和BMP‑7的结合需要适当

的I型和/或II型受体的存在(Barbara  et  al，1999，J  Biol  Chem  274：584‑594) .然而，有

证据表明，由成纤维细胞系表达的ENG可结合TGF‑β1(St .‑Jacques  et  al，1994，

Endocrinology  134：2645‑2657)，并且最近的在COS细胞中的结果表明经转染的全长ENG可

以在经转染的I型或II型受体不存在下结合BMP‑9(Scharpfenecker  et  al，2007，J  Cell 

Sci  120：964‑972) .

[0064] 除了以上所述，在蛋白水解切割全长的膜结合蛋白之后，ENG在某些条件下可在体

内以可溶形式存在(Hawinkels  et  al，2010，Cancer  Res  70：4141‑4150) .已经在患有癌症

或者先兆子痫的患者的循环中观察到升高水平的可溶性ENG(Li  et  al，2000，Int  J 

Cancer  89：122‑126；Calabro  et  al.，2003，J  Cell  Physiol  194：171‑175；Venkatesha 

et  al，2006，Nat  Med  12：642‑649；Levine  et  al，2006，N  Engl  J  Med  355：992‑1005) .虽

然对内源性可溶性ENG的作用知之甚少，对应于ENG前体的残基26至437(SEQ  ID  NO：1的第

26至437位氨基酸)的蛋白质已经被提议作为TGF‑β家族配体的清除剂或诱捕剂(trap)

(Venkatesha  et  al，2006，Nat  Med  12：642‑649；WO‑2007/143023)，其中仅TGF‑β1和TGF‑β

3特异性地与其相关.

[0065] 本公开内容涉及以下发现：包含ENG胞外结构域之截短部分的多肽选择性地与

BMP9和/或BMP10相结合并且可充当BMP9和/或BMP10拮抗剂，提供与全长胞外结构域相比的

有利性质，并且可在体内抑制由多种血管发生因子(包括VEGF和碱性成纤维细胞生长因子

(FGF‑2))介导的血管发生.部分地，本公开内容提供针对可溶性ENG多肽的生理高亲和力配

体的鉴定.令人惊讶的是，可溶性ENG多肽在本文中显示出具有高度特异性，对于BMP‑9和

BMP‑10的高亲和力结合，而没有展示出对TGF‑β1、TGF‑β2或TGF‑β3的任何有意义的结合，而

且，可溶性ENG多肽在本文中显示出抑制BMP9和BMP10与II型受体的相互作用，从而抑制细

胞的信号转导.本公开内容进一步证明，ENG多肽抑制血管发生.数据还证明，ENG多肽可以

发挥抗血管发生作用，尽管发现ENG多肽没有展示出对TGF‑β1、TGF‑β2、VEGF或FGF‑2的有意

义的结合.
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[0066] 因此，在某些方面，本公开内容提供内皮糖蛋白多肽作为BMP‑9或BMP‑10的拮抗

剂，其通常用于抑制任何BMP‑9或BMP‑10疾病，具体地用于抑制血管发生，包括VEGF依赖性

血管发生和VEGF非依赖性血管发生二者.然而，应该指出的是，针对ENG本身的抗体预期将

对ENG多肽有不同的作用.针对ENG的泛中和抗体(pan‑neutralizing  antibody)(抑制所有

强配体和弱配体之结合的抗体)预计会通过ENG抑制这样的配体的信号传导，但预计不会抑

制此类配体通过其他受体(例如，在BMP‑9或BMP‑10情况中的ALK‑1、ALK‑2、BMPRII、ActRIIA

或ActRIIB)进行信号传导的能力.还应当指出的是，由于天然的循环的可溶性ENG多肽的存

在(根据本文给出的数据，推测所述多肽充当天然的BMP‑9/10拮抗剂)，不清楚是否中和性

抗ENG抗体会主要抑制ENG的膜结合形式(从而充当ENG/BMP‑9/10拮抗剂)或ENG的可溶形式

(从而充当ENG/BMP‑9/10激动剂) .另一方面，基于本公开内容，ENG多肽预计将抑制所有与

其紧密结合的配体(包括BMP‑9或BMP‑10，构建体如在实施例中显示的那些)，但不会影响与

其弱结合的配体.所以，尽管针对ENG的泛中和性抗体可通过ENG阻断BMP‑9和BMP‑10信号传

导，它不会阻断通过其他受体的BMP‑9或BMP‑10信号传导.另外，尽管ENG多肽可以通过所有

的受体(包括除了ENG以外的受体)抑制BMP‑9信号传导，它预计不会通过任何受体(即便是

ENG)的弱结合配体信号传导.

[0067] 除非另有指明，本文所描述的蛋白质是人形式的.蛋白质的Genbank参考如下：人

ENG同种型1(L‑ENG)，NM_001114753；人ENG同种型2(S‑SCH)，NM_000118；鼠ENG同种型1(L_

ENG)，NM_007932；鼠ENG同种型2(S‑ENG)，NM_001146350；鼠ENG同种型3，NM_001146348.来

自人和小鼠的天然ENG蛋白质的序列示于图1至8.

[0068] 本说明书中使用的术语通常具有其在本领域中、在本公开内容的上下文中以及在

使用每个术语的特定上下文中的一般含义.在本说明书中讨论了某些术语，以为实施者在

描述本文所公开的组合物和方法以及如何制造和使用它们中提供额外的指导.任何术语之

使用的范围和含义在该术语所使用的特定上下文中将是显而易见的.

[0069] 2.可溶性ENG多肽

[0070] 除了在某些情况下，天然ENG蛋白是跨膜蛋白质，具有位于细胞外侧的蛋白质部分

(胞外部分)和位于细胞内侧的蛋白质部分(胞内部分) .本公开内容的一些方面包括包含

ENG胞外结构域(ECD)之一部分的多肽.

[0071] 在某些实施方案中，本公开内容提供ENG多肽.ENG多肽可包括这样的多肽，其包含

氨基酸序列与天然ENG多肽的截短的ECD结构域至少90％一致、并且任选地至少95％、96％、

97％、98％、99％、或100％一致的氨基酸序列或者由其组成，其C末端位于SEQ  ID  NO：1的第

333至378位氨基酸的任一处，并且所述多肽不包含由SEQ  ID  NO：1的第379至430位氨基酸

组成的序列.任选地，ENG多肽不包含多于5个连续的氨基酸或者多于10、20、30、40、50、52、

60、70、80、90、100、150或200个或更多个连续的氨基酸，所述连续的氨基酸来自由SEQ  ID 

NO：1的第379至586位氨基酸组成的序列或者来自由SEQ  ID  NO：1的第379至581位氨基酸组

成的序列.未经加工的ENG多肽可包含或者排除任何信号序列以及信号序列N末端的任何序

列.如本文中所论述的，成熟(经加工的)ENG多肽的N末端可位于SEQ  ID  NO：1的第26至42位

氨基酸的任一处.成熟ENG多肽的实例包括SEQ  ID  NO：23的第25至377位氨基酸、SEQ  ID 

NO：25的第25至358位氨基酸、以及SEQ  ID  NO：29的第25至345位氨基酸.同样地，ENG多肽可

包含由SEQ  ID  NO：24的第73至1131位核苷酸、SEQ  ID  NO：26的第73至1074位核苷酸或者
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SEQ  ID  NO：30的第73至1035位核苷酸编码的多肽或其沉默变体(silent  variant)或者在

严格杂交条件(通常这样的条件是本领域中已知的，例如，涉及在50％v/v甲酰胺、5×SSC、

2％w/v封闭剂、0.1％N‑月桂酰肌氨酸、以及0.3％SDS在65℃下过夜杂交并在例如5×SSC中

在约65℃下洗涤)下与其互补物杂交的核酸.因此，术语“ENG多肽”涵盖分离的ENG多肽的胞

外部分、其变体(包括这样的变体，其包含例如在对应于SEQ  ID  NO：1的第26至378位氨基酸

的序列中例如不多于2、3、4、5、10、15、20、25、30或35个氨基酸替换)、其片段、以及包含前述

任一种的融合蛋白，但在每种情况中，优选任何上述ENG多肽将保留对BMP‑9和/或BMP‑10的

牢固(substantial)亲和力.通常，将ENG多肽设计成在生物学相关的温度、pH水平和渗量下

在水溶液中可溶.

[0072] 在此呈现的数据显示，包含ENG多肽的较短C末端截短变体的Fc融合蛋白，与ENG

(26至437)‑Fc或者包括全长ENG  ECD的Fc融合蛋白相比，没有展示出与TGF‑β1和TGF‑β3明

显的结合，相反展示出更高的与BMP‑9结合的亲和力(具有显著更慢的解离速率).特别地，

发现在SEQ  ID  NO：1的第378、359和346位氨基酸终止的C末截短变体与ENG(26至437)或ENG

(26至586)相比，以显著更高的亲和力与BMP‑9相结合(并且以未降低的亲和力与BMP‑10相

结合).但是，与BMP‑9和BMP‑10的结合被延伸至第332、329或257位氨基酸的更长C末端截短

完全地破坏.因此，在第333位氨基酸和第378位氨基酸之间终止的ENG多肽预计都可以是有

活性的，但在第346位氨基酸和第359位氨基酸处或者在第346位氨基酸与第359位氨基酸之

间终止的构建体可以是最有活性的.预计在第360位氨基酸和第378位氨基酸处或者第360

位氨基酸与第378位氨基酸之间终止的形式倾向于ENG(26至378)所示的中间配体结合亲和

力.基于观察到的ENG(26至346)‑Fc与包含全长ENG  ECD的融合蛋白(见实施例)相比在蛋白

质表达和消除半衰期中的改进，预计了在第333位氨基酸和第378位氨基酸或者第333位氨

基酸与第378位氨基酸之间终止的某些构建体在其他关键参数中的改进.任何这些截短的

变体形式可能是期望使用的，这取决于临床或实验设置.

[0073] 在N末端，预计在SEQ  ID  NO：1的第26位氨基酸(起始的谷氨酸)或者之前起始的

ENG多肽将保留配体结合活性.如本文中所公开的，如更长的N末端截短那样，N末端截短至

SEQ  ID  NO：1的第61位氨基酸取消了配体结合.然而，也如本文中所公开的，ENG一级序列的

一致性建模(consensus  modeling)表明，在由SEQ  ID  NO：1的第26至60位氨基酸所定义的

区域内的有序二级结构被限制为预测在SEQ  ID  NO：1的第42至45位具有高置信度的4个残

基之β链和在SEQ  ID  NO：1的第28至29位具有非常低置信度的2个残基之β链.因此，活性ENG

多肽将优先起始于SEQ  ID  NO：1的第26位氨基酸(或者之前)或者起始于SEQ  ID  NO：1的第

27至42位氨基酸中的任一个.

[0074] 综上所述，ENG多肽的活性部分可包含SEQ  ID  NO：1的第26至333、26至334、26至

335、26至336、26至337、26至338、26至339、26至340、26至341、26至342、26至343、26至344、

26至345或26至346位的氨基酸序列，以及起始于SEQ  ID  NO：1的第27至42位氨基酸中任一

个的这些序列的变体.示例性的ENG多肽包含SEQ  ID  NO：1的第26至346、26至359和26至378

位的氨基酸序列.还考虑这些范围内的变体，特别是与SEQ  ID  NO：1的对应部分具有至少

80％、85％、90％、95％或者99％一致性的那些.ENG多肽可不包含由SEQ  ID  NO：1的第379至

430位氨基酸组成的序列.

[0075] 如上所述，本公开内容提供与天然ENG多肽共有特定程度的序列一致性或相似性
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的ENG多肽.为了确定两个氨基酸序列的百分一致性，将序列比对以用于最佳的比较目的

(例如，可以在第一和第二氨基酸中的一个或二者或者核酸序列引入缺口(gap)用于最佳比

对，并且出于比较目的，非同源序列可以忽略不计).然后比较在对应氨基酸位置的氨基酸

残基.当第一序列中的位置被与第二序列中对应位置的相同氨基酸残基占据时，则分子在

该位置是一致的.(如本文中使用的氨基酸“一致性”等同于氨基酸“同源性”) .两个序列之

间的百分一致性是序列共有的一致位置数目的函数，其中考虑了缺口的数目和每个缺口的

长度(需要引入以对两个序列进行最佳对比).

[0076] 可以用数学算法来完成两个序列之间序列的比较和百分一致性和相似性的确定

(Computational  Molecular  Biology，Lesk，A.M.，编辑，Oxford  University  Press，New 

York，1988；Biocomputing：Informatics  and  Genome  Projects，Smith，D .W .，ed .，

Academic  Press，New  York，1993；Computer  Analysis  of  Sequence  Data，Part  1，

Griffin，A.M .，and  Griffin，H.G .，eds .，Humana  Press，New  Jersey，1994；Sequence 

Analysis  in  Molecular  Biology，von  Heinje，G.，Academic  Press，1987；以及Sequence 

Analysis  Primer，Gribskov，M.and  Devereux，J.，eds.，M  Stockton  Press，New  York，

1991) .

[0077] 在一个实施方案中，使用Needleman和Wunsch(J  Mol.Biol.(48)：444‑453(1970))

算法确定两个氨基酸序列之间的百分一致性，所述算法已经被并入GCG软件包的GAP程序中

(可得自http：//www .gcg .com) .在一个具体的实施方案中，在GAP程序中使用下列参数：

Blosum  62矩阵或PAM250矩阵，以及16、14、12、10、8、6或4的缺口权重以及1、2、3、4、5或6的

长度权重.在另一个实施方案中，使用在GCG软件包中的GAP程序确定两个核苷酸序列之间

的百分一致性(Devereux，J.，et  al .，Nucleic  Acids  Res .12(1)：387(1984))(可得自

http：//www.gcg.com) .示例性参数包括使用NWSgapdna.CMP矩阵和40、50、60、70或80的缺

口权重以及1、2、3、4、5或6的长度权重.除非另有指明，使用GAP程序确定两个氨基酸序列之

间的百分一致性，该程序使用Blosum  62矩阵、10的缺口权重和3的长度权重，并且如果这种

算法不能计算期望的百分一致性，应当选择本文中公开的合适的替代物.

[0078] 在另一实施方案中，使用Myers和W.Miller的算法(CABIOS，4：11‑17(1989))来确

定两个氨基酸序列之间的百分一致性，所述算法已被并入ALIGN程序(版本2.0)中，使用

PAM120权重残基表(weight  residue  table)、12的缺口长度罚分和4的缺口罚分.

[0079] 另一个用于确定两个氨基酸序列之间最佳整体比对的实施方案可使用基于

Brutlag等的算法(Comp.App.Biosci.，6：237‑245(1990))的FASTDB计算机程序来确定.在

序列比对中，查询和目标序列都是氨基酸序列.所述全局序列比对的结果以百分一致性表

示.在一个实施方案中，氨基酸序列一致性使用基于Brutlag等的算法(Comp.App.Biosci.，

6：237‑245(1990))的FASTDB计算机程序来进行.在一个具体的实施方案中，为计算氨基酸

比对的百分一致性和相似性而采用的参数包括：矩阵＝PAM  150，k‑元组(k‑tuple)＝2，错

配罚分＝1，连接罚分＝20，随机化基团长度＝0，截止分数＝1，缺口罚分＝5并且缺口大小

罚分＝0.05.

[0080] 在某些实施方案中，ENG多肽与BMP‑9和BMP‑10相结合，并且ENG多肽不显示与TGF‑

β1或TGF‑β3的牢固结合.可以在溶液中或在表面等离子共振系统(例如BiacoreTM系统)中使

用纯化的蛋白质来评估结合.可选择ENG多肽以抑制抗血管发生活性.用于血管发生抑制活
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性的生物测定包括鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)测定、小鼠血管发生反应器测定、以及用于测量在

植入的肿瘤上施用分离或者合成之蛋白质的作用的测定.在实施例中描述了CAM测定、小鼠

血管发生反应器测定、以及其他测定.

[0081] ENG多肽可在N末端额外地包含多种前导序列中的任一种.这样的序列可允许多肽

在真核系统中表达并靶向分泌途径.参见例如Ernst等，美国专利No.5,082,783(1992) .或

者，可使用天然ENG信号序列以实现从细胞中排出(extrusion) .可行的前导序列包括蜜蜂

蜂毒肽(honeybee  mellitin)、TPA和天然前导序列(分别为SEQ  ID  NO.13至15) .并入了TPA

前导序列的ENG‑Fc融合蛋白的实例包括SEQ  ID  NO：23、25、27和29.信号肽的加工可根据所

选择的前导序列、所用的细胞类型和培养条件等变量而改变，因此成熟ENG多肽的实际N末

端的起始位点可以在N末端或C末端方向上移动1、2、3、4或5个氨基酸.成熟ENG‑Fc融合蛋白

的实例包括SEQ  ID  NO：33至36，如下所示，ENG多肽部分标有下划线.

[0082] 人ENG(26至378)‑hFc(截短的Fc)

[0083]

[0084] 人ENG(26至359)‑hFc
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[0085]

[0086] 人ENG(26至359)‑hFc(截短的Fc)

[0087]

[0088] 人ENG(26至346)‑hFc(截短的Fc)
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[0089]

[0090] 在某些实施方案中，本公开内容考虑ENG多肽的特定突变从而改变该多肽的糖基

化.可选择这样的突变以引入或消除一个或更多个糖基化位点，例如O‑连接或N‑连接的糖

基化位点.天冬酰胺连接的糖基化识别位点通常包含三肽序列——天冬酰胺‑X‑苏氨酸(或

天冬酰胺‑X‑丝氨酸)(其中“x”是任意氨基酸)，其被合适的细胞糖基化酶特异性识别.还可

以通过将一个或更多个丝氨酸或苏氨酸残基添加、替换至野生型ENG多肽序列(针对O‑连接

的糖基化位点)来进行改变.在糖基化识别位点的第一个或第三个氨基酸位置的一处或两

处进行多种氨基酸替换或缺失(和/或在第二个位置进行氨基酸缺失)导致经修饰三肽序列

的非糖基化.在ENG多肽上提高碳水化合物部分数目的另一种方式是将糖苷化学或酶促地

偶联至ENG多肽来实现.取决于所使用的偶联模式，可以使糖连接至(a)精氨酸和组氨酸；

(b)游离的羧基；(c)游离的巯基(例如半胱氨酸的巯基)；(d)游离的羟基(例如丝氨酸、苏氨

酸或羟脯氨酸的羟基)；(e)芳族残基(例如苯丙氨酸、酪氨酸或色氨酸的芳族残基)；或者

(f)谷氨酰胺的酰胺基团.这些方法描述于1987年9月11日公布的WO  87/05330以及Aplin和

Wriston(1981)CRC  Crit.Rev.Biochem.，259‑306页中，其通过引用并入本文.可化学和/或

酶促地去除ENG多肽上存在的一个或更多个碳水化合物部分.化学去糖基化可包括例如使

ENG多肽暴露于化合物三氟甲磺酸或等同化合物.该处理导致除连接糖(N‑乙酰葡糖胺或N‑

乙酰半乳糖胺)以外的大多数或所有糖被切割，而氨基酸序列则保持完好.化学去糖基化还

描述于Hakimuddin等(1987)Arch .Biochem .Biophys .259：52以及Edge等(1981)

Anal.Biochem.118：131中.酶促切割ENG多肽上的碳水化合物部分可通过使用多种内切和

外切糖苷酶来实现，如Thotakura等(1987)Meth.Enzymol.138：350所描述.需要时，可根据

所用表达系统的类型来调整ENG多肽的序列，这是因为哺乳动物、酵母、昆虫和植物细胞均

可引入不同的糖基化模式，这些糖基化模式可受到肽的氨基酸序列的影响.一般地，用于人

中的ENG蛋白将表达在提供适当糖基化的哺乳动物细胞系中，例如HEK293或CHO细胞系，然

而预计也可使用另一些哺乳动物表达细胞系、昆虫细胞以及含有经改造之糖基化酶的酵母

细胞系.
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[0091] 本公开内容还考虑产生突变体的方法，特别是ENG多肽的组合突变体集合以及截

短的突变体；组合突变体库尤其可用于鉴定功能性变体序列.筛选此类组合文库的目的可

以是产生例如可用作激动剂或拮抗剂的ENG多肽变体或者具有新活性的ENG多肽变体.以下

提供了多种筛选测定，这样的测定可用于评价变体.例如，可根据结合ENG配体之能力、阻止

ENG配体与ENG多肽结合或者干扰ENG配体引起之信号传导的能力来筛选ENG多肽变体.ENG

多肽或其变体的活性还可以在基于细胞的测定或体内测定中进行测试，特别是实施例中所

公开的任意测定.

[0092] 可产生源于组合的变体，其具有相对于ENG多肽(其包含天然ENG多肽的胞外结构

域)来说选择性的或通常提高的效力.同样，可通过诱变来产生血清半衰期显著不同于对应

野生型ENG多肽的变体.例如，可使经改变的蛋白质对蛋白水解降解或者导致天然ENG多肽

被破坏、或被清除或失活的其他过程更稳定或更不稳定.可利用这样的变体和编码它们的

基因通过调节ENG多肽的半衰期来改变ENG多肽水平.例如，短半衰期可产生更短暂的生物

学效应，并可允许更严格地控制患者体内的重组ENG多肽水平.在Fc融合蛋白中，可在接头

(如果存在的话)和/或Fc部分形成突变以改变该蛋白质的半衰期.

[0093] 可通过编码多肽文库之基因的简并文库来得到组合文库，所述多肽均包含潜在

ENG多肽序列的至少一部分.例如，可将合成的寡核苷酸的混合物酶促连接到基因序列中，

从而潜在ENG多肽核苷酸序列的简并集合可表达为单独的多肽，或者表达为一组较大的融

合蛋白(例如，用于噬菌体展示).

[0094] 可通过许多方法从简并寡核苷酸序列产生潜在ENG变体的文库.可以在自动DNA合

成仪中化学合成简并基因序列，然后将合成基因连接到合适的表达载体中.简并寡核苷酸

的合成在本领域是公知的(参见例如Narang，SA(1983)Tetrahedron  39：3；Itakura  et 

al .，(1981)Recombinant  DNA，Proc .第3版Cleveland  Sympos .Macromolecules，ed .AG 

Walton，Amsterdam：Elsevier  273‑289页；Itakura  et  al.，(1984)Annu.Rev.Biochem.53：

323；Itakura  et  al .，(1984)Science  198：1056；Ike  et  al .，(1983)Nucleic  Acid 

Res.11：477) .这样的技术已用于其他蛋白质的定向演化(参见例如Scott  et  al.，(1990)

Science  249：386‑390；Roberts  et  al.，(1992)PNAS  USA  89：2429‑2433；Devlin  et  al.，

(1990)Science  249：404‑406；Cwirla  et  al.，(1990)PNAS  USA  87：6378‑6382；以及美国

专利No：5,223,409、5,198,346和5,096,815) .

[0095] 或者，可利用其他形式的诱变来产生组合文库.例如，可通过使用例如丙氨酸扫描

诱变及类似方法(Ruf  et  al.，(1994)Biochemistry  33：1565‑1572；Wang  et  al.，(1994)

J .Biol.Chem .269：3095‑3099；Balint  et  al.，(1993)Gene  137：109‑118；Grodberg  et 

al.，(1993)Eur.J.Biochem.218：597‑601；Nagashima  et  al.，(1993)J.Biol.Chem.268：

2888‑2892；Lowman  et  al .，(1991)Biochemistry  30：10832‑10838；和Cunningham  et 

al .，(1989)Science  244：1081‑1085)、接头扫描诱变(linker  scanning  mutagenesis)

(Gustin  et  al .，(1993)Virology  193：653‑660；Brown  et  al .，(1992)Mol .Cell 

Biol.12：2644‑2652；McKnight  et  al.，(1982)Science232：316)、饱和诱变(saturation 

mutagenesis)(Meyers  et  al.，(1986)Science  232：613)、PCR诱变(Leung  et  al.，(1989)

Method  Cell  Mol  Biol1：11‑19)或随机诱变包括化学诱变等(Miller  et  al .，(1992)A 

Short  Course  in  Bacterial  Genetics，CSHL  Press，Cold  Spring  Harbor，NY；和Greener 
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et  al.，(1994)Strategies  in  Mol  Biol  7：32‑34)来筛选而从文库产生并分离出ENG多肽

变体.接头扫描诱变(特别是在组合的背景下进行的)是鉴定ENG多肽截短(生物活性)形式

的有吸引力的方法.

[0096] 本领域中已知很多种用于筛选由点突变和截短形成的组合文库之基因产物的技

术，以及就此而言用于针对具有特定性质之基因产物筛选cDNA文库的技术.这样的技术一

般适用于迅速筛选由组合诱变ENG多肽产生的基因文库.筛选大基因文库的最广泛使用的

技术通常包括：将基因文库克隆到可复制的表达载体中；用得到的载体文库转化合适的细

胞；以及在下述条件下表达组合基因，在此条件下对期望活性的检测便于相对容易地分离

编码其产物被检测之基因的载体.优选的测定包括ENG配体结合测定和配体介导的细胞信

号传导测定.

[0097] 在某些实施方案中，本公开内容的ENG多肽还可包含除了ENG多肽中天然存在的任

何翻译后修饰之外的翻译后修饰.这样的修饰包括但不限于乙酰化、羧基化、糖基化、磷酸

化、脂质化、聚乙二醇化(聚乙二醇)和酰基化.结果，经修饰的ENG多肽可包含非氨基酸组

分，例如聚乙二醇、脂质、多糖或单糖以及磷酸.这样的非氨基酸组分对ENG多肽功能的作用

可如本文针对其他ENG多肽变体所述的那样进行测试.当ENG多肽通过对ENG多肽初始形式

进行切割在细胞中产生时，翻译后加工对于正确折叠和/或蛋白质功能可能也是重要的.不

同的细胞(例如CHO、HeLa、MDCK、293、WI38、NIH‑3T3或HEK293)具有针对这些翻译后活性的

特定细胞机器和特有机制，并且可以选择不同的细胞以确保ENG多肽的正确修饰和加工.

[0098] 在某些方面，ENG多肽的功能性变体或经修饰形式包括具有ENG多肽之至少一部分

以及一个或更多个融合结构域的融合蛋白.此类融合结构域的公知实例包括但不限于多组

氨酸(polyhistidine)、Glu‑Glu、谷胱甘肽S转移酶(GST)、硫氧还蛋白、蛋白质A、蛋白质G、

免疫球蛋白重链恒定区(Fc)、麦芽糖结合蛋白(MBP)或人血清白蛋白.可选择融合结构域使

其具备所需特质.例如，某些融合结构域特别地可用于通过亲和层析来分离融合蛋白.为了

亲和纯化的目的，针对亲和层析使用了相关基质，例如缀合有谷胱甘肽、淀粉酶以及镍或钴

的树脂.许多这样的基质可以“试剂盒”形式得到，例如可用于HIS6融合伴侣的Pharmacia 

GST纯化系统和QIAexpresssTM系统(Qiagen) .另一个实例是，可选择融合结构域从而有利于

ENG多肽的检测.这些检测结构域的实例包括多种荧光蛋白(例如GFP)以及通常是短肽序列

的“表位标签”(可获得针对所述表位标签的特异性抗体).很容易获得特异性单克隆抗体的

公知表位标签，其包括FLAG、流感病毒血凝素(HA)和c‑myc标签.在一些情况下，融合结构域

具有蛋白酶切割位点，例如针对Xa因子或凝血酶的切割位点，这使得相关蛋白酶部分地消

化该融合蛋白并因而从中释放重组蛋白.然后，所释放的蛋白质通过随后的层析分离得以

与融合结构域分离.在某些优选的实施方案中，ENG多肽与在体内稳定ENG多肽的结构域

(“稳定”结构域)融合.“稳定”是指提高血清半衰期，不论是由于降低破坏、降低通过肾的清

除还是其他药代动力学效应引起.已知与免疫球蛋白的Fc部分融合会赋予多数蛋白质以理

想的药物代谢动力学性质.同样，与人血清白蛋白融合可赋予理想的性质.可选择的其他类

型融合结构域包括多聚化(例如，二聚化、四聚化)结构域和功能性结构域.

[0099] 作为一些具体实例，本公开内容提供了包含与两个Fc结构域序列(例如，SEQ  ID 

NO：11、12)之一融合之ENG多肽变体的融合蛋白.任选地，Fc结构域在例如Asp‑265、Lys‑322

和Asn‑434(根据相应的全长IgG编码)残基处具有一个或更多个突变.在某些情况下，具有
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这些突变中的一个或更多个(例如Asp‑265突变)的突变Fc结构域与野生型Fc结构域相比具

有降低的与Fcγ受体相结合的能力.在另一些情况下，具有一个或更多个所述突变(例如，

Asn‑434突变)的突变Fc结构域与野生型Fc结构域相比具有提高的与I类MHC相关Fc受体

(FcRN)相结合的能力.

[0100] 应理解，融合蛋白的不同组分可以按照符合期望功能的任何方式排列.例如，ENG

多肽可置于异源结构域的C末端，或者异源结构域可置于ENG多肽的C末端.ENG多肽结构域

和异源结构域不需要在融合蛋白中邻接，另外的结构域或氨基酸序列可包含在各结构域的

C末端或N末端或者所述结构域之间.

[0101] 本文中使用的术语“免疫球蛋白Fc结构域”或简称“Fc”应理解为是指免疫球蛋白

链恒定区(优选免疫球蛋白重链恒定区)的羧基端部分或其一部分.例如，免疫球蛋白Fc区

可包含：1)CH1结构域、CH2结构域和CH3结构域；2)CH1结构域和CH2结构域；3)CH1结构域和

CH3结构域；4)CH2结构域和CH3结构域；或5)两个或更多个结构域和免疫球蛋白铰链区的组

合.在一个优选的实施方案中，所述免疫球蛋白Fc区包含至少免疫球蛋白铰链区、CH2结构

域和CH3结构域，优选缺少CH1结构域.

[0102] 在一个实施方案中，所述重链恒定区源自的免疫球蛋白类型是IgG(Igγ)(γ亚型

1、2、3或4) .可使用免疫球蛋白的其他类型：IgA(Igα)、IgD(Igδ)、IgE(Igε)和IgM(Igμ) .有

关选择合适的免疫球蛋白重链恒定区的论述详见美国专利No.5,541,087和5,726,044.认

为从某些免疫球蛋白类型和亚型选择特定免疫球蛋白重链恒定区序列以实现特定的结果

是在本领域技术水平之内的.编码免疫球蛋白Fc区之DNA构建体的一部分优选包含铰链结

构域的至少一部分以及优选地Fcγ的CH3结构域或者IgA、IgD、IgE或IgM中任一种的同源结

构域的至少一部分.

[0103] 此外，还考虑到，在本文中公开的方法和组合物的实施中，替换或缺失免疫球蛋白

重链恒定区内的氨基酸可以是有用的.一个实例是在上游的CH2区域中引入氨基酸替换以

产生与Fc受体亲和力降低的Fc变体(Cole  et  al.(1997)J.Immunol.159：3613) .

[0104] 在某些实施方案中，本公开内容使得可获得分离和/或纯化形式的ENG多肽，其与

其他蛋白质和/或其他ENG多肽种类分离或者基本不含(例如，至少80％、90％、95％、96％、

97％、98％或99％地不含)其他蛋白质和/或其他ENG多肽种类.

[0105] 在某些实施方案中，本公开内容包括编码可溶性ENG多肽的核酸，所述核酸包含

ENG蛋白胞外部分的编码序列.在另一些实施方案中，本公开内容还涉及包含所述核酸的宿

主细胞.所述宿主细胞可以是任意原核和真核细胞.例如，本公开内容的多肽可以表达于细

菌细胞(例如大肠杆菌)、昆虫细胞(例如，使用杆状病毒表达载体)、酵母或哺乳动物细胞

中.其他合适的宿主细胞是本领域技术人员已知的.因此，本公开内容的一些实施方案还涉

及生产ENG多肽的方法.已证实，SEQ  ID  NO：25和29所示的在CHO细胞中表达的ENG‑Fc融合

蛋白具有强的抗血管发生活性.

[0106] 3.编码ENG多肽的核酸

[0107] 在某些方面中，本公开内容提供了编码包括本文中公开的片段、功能性变体和融

合蛋白在内的任何ENG多肽的分离的和/或重组的核酸.例如，SEQ  ID  NO：2和4分别编码天

然人ENG前体多肽的长同种型和短同种型，而SEQ  ID  NO：30编码与IgG1  Fc结构域融合的

ENG胞外结构域的一种变体.所述目标核酸可以是单链的或双链的.这样的核酸可以是DNA
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或RNA分子.这些核酸可用于例如制备ENG多肽的方法中或用作直接的治疗剂(例如，用于反

义核酸、RNAi或基因治疗方法中).

[0108] 在某些方面中，所述编码ENG多肽的目标核酸还应理解为包括SEQ  ID  NO：24、26、

28或30之变体的核酸.变体核苷酸序列包括由于一个或更多个核苷酸替换、添加或缺失而

不同的序列，例如等位基因变体.

[0109] 在某些实施方案中，本公开内容提供了分离的或重组的核酸序列，其与SEQ  ID 

NO：24、26、28或30至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％一致.本领域

普通技术人员会理解，与SEQ  ID  NOs：24、26、28或30互补以及与SEQ  ID  NOs：24、26、28或30

的变体互补的核酸序列也在本公开的范围内.在另一些实施方案中，本公开内容的核酸序

列可被分离、重组和/或与异源核苷酸序列融合，或者在DNA文库中.

[0110] 在另一些实施方案中，本公开内容的核酸还包括在高度严格条件下与SEQ  ID  NO：

24、26、28或30所示核苷酸序列杂交的核苷酸序列、SEQ  ID  NO：24、26、28或30的互补序列或

者其片段.如上所述，本领域普通技术人员会容易地理解，促进DNA杂交的合适的严格条件

可有不同.例如，可以于约45℃下在6.0×氯化钠/柠檬酸钠(SSC)中进行杂交，然后于50℃

下用2.0×SSC清洗.例如，所述清洗步骤中的盐浓度可以从低严格的50℃、约2.0×SSC至高

严格的50℃、约0.2×SSC之中选择.另外，所述清洗步骤中的温度可从低严格条件的室温

(约22℃)提高到高严格条件的约65℃.温度和盐均可变化，或者温度或盐浓度可保持恒定

而其他变量发生改变.在一个实施方案中，本公开内容提供了在室温6×SSC的低严格条件

下杂交并随后在室温用2×SSC清洗的核酸.

[0111] 本公开内容的范围还包括由于遗传密码简并性而导致不同于SEQ  ID  NO：24、26、

28或30所示核酸的分离的核酸.例如，许多氨基酸对应于超过一种的三联体.对应于同一氨

基酸的密码子，或称“同义密码子”(例如，CAU和CAC是组氨酸的同义密码子)，可导致不影响

该蛋白质之氨基酸序列的“沉默”突变.然而，导致目的蛋白质之氨基酸序列改变的DNA序列

多态性预期会存在于哺乳动物细胞中.本领域技术人员会理解，在编码特定蛋白质之核酸

的一个或更多个核苷酸(多达核苷酸的约3％至5％)中的这些变化可能由于天然等位基因

变化而存在于给定物种的个体中.任何以及全部这样的核苷酸改变和得到的氨基酸多态性

均在本公开内容的范围内.

[0112] 在某些实施方案中，本公开内容的重组核酸可与表达构建体的一个或更多个调节

核苷酸序列可操作地相连接.调节核苷酸序列一般会适合用于表达的宿主细胞.本领域已

知针对多种宿主细胞的众多类型的合适表达载体和适当调节序列.通常，所述一种或更多

种调节核苷酸序列可包括但不限于：启动子序列、前导序列或信号序列、核糖体结合位点、

转录起始和终止序列、翻译起始和终止序列以及增强子或激活子(activator)序列.本公开

内容考虑本领域已知的组成型或诱导型启动子.所述启动子可以是天然启动子或者组合了

多于一种启动子之元件的杂合启动子.表达构建体可以以附加体(例如质粒)的形式存在于

细胞中，或者表达构建体可插入染色体中.在一个优选的实施方案中，表达载体包含选择标

记基因以允许选择经转化的宿主细胞.选择标记基因是本领域中公知的，并且随所使用宿

主细胞而不同.

[0113] 在本文中公开的某些方面中，目标核酸在包含编码ENG多肽并与至少一种调节序

列可操作地相连接的核苷酸序列的表达载体中提供.调节序列是本领域公知的，并被选择
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用于指导ENG多肽的表达.因此，术语调节序列包括启动子、增强子和其他表达控制元件.示

例性的调节序列描述于Goeddel；Gene表达Technology：Methods  in  Enzymology，Academic 

Press，San  Diego，CA(1990) .例如，在与之可操作地相连接时控制DNA序列表达的许多种表

达控制序列中任意一种均可用于这些载体中以表达编码ENG多肽的DNA序列.这样可用的表

达控制序列包括例如SV40的早期和晚期启动子、tet启动子、腺病毒或巨细胞病毒立即早期

启动子、RSV启动子、lac系统、trp系统、TAC或TRC系统、表达由T7RNA聚合酶指导的T7启动

子、λ噬菌体的主要操纵子和启动子区、fd外被蛋白的控制区、3‑磷酸甘油酸激酶或其他糖

酵解酶的启动子、酸性磷酸酶的启动子(例如Pho5)、酵母α‑交配因子的启动子、杆状病毒系

统的多面体启动子以及其他已知控制原核或真核细胞或其病毒之基因表达的序列，及其多

种组合.应理解，表达载体的设计可取决于如下因素：待转化之宿主细胞的选择和/或期望

表达之蛋白的类型.并且，还应考虑载体的拷贝数、控制该拷贝数的能力以及该载体编码之

任何其他蛋白质(例如抗生素标记)的表达.

[0114] 本公开内容中涉及的重组核酸可通过将所克隆基因或其一部分连接到适于在原

核细胞、真核细胞(酵母、鸟类、昆虫或哺乳动物)或两者中表达的载体中而产生.用于产生

重组ENG多肽的表达载体包括质粒和其他载体.例如，合适的载体包括用于在原核细胞(例

如大肠杆菌)中表达的如下类型的质粒：pBR322来源的质粒、pEMBL来源的质粒、pEX来源的

质粒、pBTac来源的质粒和pUC来源的质粒.

[0115] 一些哺乳动物表达载体既包含利于在细菌中扩增载体的原核序列，也包含在真核

细胞中表达的一种或更多种真核转录单元.适于转染真核细胞的哺乳动物表达载体的实例

有：pcDNAI/amp、pcDNAI/neo、pRc/CMV、pSV2gpt、pSV2neo、pSV2‑dhfr、pTk2、pRSVneo、pMSG、

pSVT7、pko‑neo和pHyg来源的载体.这些载体中的一些用来自细菌质粒(例如pBR322)的序

列进行修饰，以利于在原核和真核细胞二者中进行复制和药物抗性选择.或者，病毒例如牛

乳头瘤病毒(BPV‑1)或EB病毒的衍生物(pHEBo、pREP来源的以及p205)可用于在真核细胞中

瞬时表达蛋白.其他病毒(包括逆转录病毒)表达系统的实例可见于以下对基因治疗递送系

统的描述.用于制备质粒和转化宿主生物的多种方法是本领域中公知的.对于其他针对原

核和真核细胞的合适表达系统以及通用重组方法，参见Sambrook，Fritsch和Maniatis编著

的Molecular  Cloning  A  Laboratory  Manual，第3版(Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press，2001) .在一些情况下，通过使用杆状病毒表达系统来表达重组多肽可以是理想的.

这样的杆状病毒表达系统的实例包括pVL来源的载体(例如pVL1392、pVL1393和pVL941)、

pAcUW来源的载体(例如pAcUW1)和pBlueBac来源的载体(例如含β‑gal的pBlueBac  III) .

[0116] 在一个优选的实施方案中，载体被设计成用于在CHO细胞中产生目的ENG多肽，例

如Pcmv‑Script载体(Stratagene，La  Jolla，Calif.)、pcDNA4载体(Invitrogen，Carlsbad，

Calif.)和pCI‑neo载体(Promega，Madison，Wisc.) .很明显，可使用目的基因构建体使目的

ENG多肽在培养扩增的细胞中表达，从而例如产生用于纯化的蛋白质，包括融合蛋白或变体

蛋白.

[0117] 本公开内容还涉及转染有包含编码序列(例如，NO：24、26、28或30)之重组基因的

宿主细胞，所述编码序列针对一种或更多种目的ENG多肽.所述宿主细胞可以是任何原核或

真核细胞.例如，本文中公开的ENG多肽可表达于细菌细胞(例如大肠杆菌)、昆虫细胞(例

如，使用杆状病毒表达系统)、酵母或哺乳动物细胞中.其他合适的宿主细胞也是本领域技
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术人员已知的.

[0118] 因此，本公开内容还涉及产生目的ENG多肽的方法.例如，可以在合适的条件下培

养转染有编码ENG多肽之表达载体的宿主细胞以表达ENG多肽.所述ENG多肽可从含有ENG多

肽的细胞和培养基混合物中分泌出并分离.或者，ENG多肽可保留在胞质中或膜级分中，收

集、裂解细胞并分离蛋白质.细胞培养物包含宿主细胞、培养基和其他副产物.用于细胞培

养的合适培养基是本领域中公知的.可使用本领域中已知的用于纯化蛋白质的技术来从细

胞培养基、宿主细胞或这二者中分离出目的ENG多肽，所述技术包括离子交换层析、凝胶过

滤层析、超滤、电泳、使用特异性针对ENG多肽之特定表位的抗体的免疫亲和纯化以及使用

与融合到ENG多肽之结构域相结合的试剂的亲和纯化(例如，可使用蛋白质A柱来纯化ENG‑

Fc融合蛋白) .在一个优选的实施方案中，所述ENG多肽是含有利于其纯化之结构域的融合

蛋白.作为实例，纯化可通过一系列柱层析步骤来实现，包括例如下述的三种或更多种：蛋

白质A层析、Q琼脂糖凝胶(sepharose)层析、苯基琼脂糖凝胶(phenylsepharose)层析、大小

排阻层析和阳离子交换层析.可以通过病毒过滤(viral  filtration)和缓冲液交换

(buffer  exchange)来完成纯化.

[0119] 在另一个实施方案中，编码用于纯化用前导序列的(例如在重组ENG多肽的期望部

分之N末端的多‑(His)/肠激酶切割位点序列)的融合基因可允许使用Ni2+金属树脂的亲和

层析来纯化所表达的融合蛋白.然后，可通过用肠激酶处理来除去所述纯化用前导序列，以

提供经纯化的ENG多肽(例如，参见Hochuli  et  al.，(1987)J.Chromatography  411：177；以

及Janknecht  et  al.，PNAS  USA  88：8972) .

[0120] 用于制备融合基因的技术是公知的.实质上，按照常规技术对编码不同多肽序列

的多种DNA片段进行连接，其使用平末端或交错末端(stagger‑end)进行连接，使用限制酶

消化以提供合适的末端，需要时填补黏性末端，用碱性磷酸酶处理以避免不期望的连接，以

及酶促连接.在另一实施方案中，可通过常规技术(包括自动DNA合成仪)来合成融合基因.

或者，可使用锚定引物对基因片段进行PCR扩增，所述锚定引物产生了两个连续基因片段之

间的互补突出端，所述突出端可随后退火以产生嵌合基因序列(参见，例如Current 

Protocols  in  Molecular  Biology，Ausubel等编著，John  Wiley&Sons：1992) .

[0121] ENG、BMP9或BMP10之拮抗剂的核酸化合物的类别的实例包括反义核酸、RNAi构建

体和催化性核酸构建体.核酸化合物可以是单链或双链的.双链化合物还可包含突出端或

非互补的区域，在此处一条链或另一条链是单链的.单链化合物可包含自身互补的区域，即

该化合物的双螺旋结构区域形成所谓“发夹”或“茎环”结构.核酸化合物可包含与由全长

ENG核酸序列或配体核酸序列之至多1000、至多500、至多250、至多100或至多50、35、30、25、

22、20或18个核苷酸组成的区域互补的核苷酸序列.互补区域优选为至少8个核苷酸，任选

地至少10个或至少15个核苷酸，任选地在15到25个核苷酸之间.互补区域可落入靶转录物

的内含子、编码序列或非编码序列内，例如编码序列部分.一般地，核酸化合物的长度为约8

至约500个核苷酸或碱基对，任选地其长度为约14至约50个核苷酸.核酸可以是DNA(特别是

用作反义核酸时)、RNA或RNA：DNA杂合物.任何一条链可包含DNA和RNA的混合物，以及不能

简单归类为DNA或RNA的经修饰形式.同样，双链化合物可以是DNA：DNA、DNA：RNA或RNA：RNA，

任何一条链也可包含DNA和RNA的混合物以及不能简单归类为DNA或RNA的经修饰形式.核酸

化合物可包含多种修饰中的任一种，包括对骨架(天然核酸的糖‑磷酸部分，包括核苷酸间
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的连接)或碱基部分(天然核酸的嘌呤或嘧啶部分)的一种或更多种修饰.反义核酸化合物

优选具有约15至约30个核苷酸的长度，并常包含一种或更多种修饰以改善性质，例如在血

清中、在细胞中或者在该化合物可能被递送至的位置(例如，在经口递送化合物情形中的

胃，对吸入化合物来说的肺)中的稳定性.在RNAi构建体的情形中，与靶转录物互补的链一

般是RNA或其修饰物.另一条链可以是RNA、DNA或任何其他变化形式.双链或单链“发夹”

RNAi构建体的双链体部分优选具有18至40个核苷酸的长度，任选地约21至23个核苷酸长

度，只要其可作为切酶(Dicer)的底物即可.催化性或酶促性核酸可以是核酶或DNA酶，还可

包括经修饰的形式.当在生理条件下以及在无义或有义对照很少或没有作用的浓度下与细

胞接触时，核酸化合物可抑制靶标表达约50％、75％、90％或更多.测试核酸化合物效应的

优选浓度为1、5和10微摩尔/升(micromolar) .还可测试核酸化合物针对例如血管发生的作

用.

[0122] 5.Fc融合蛋白中的改变

[0123] 本申请还提供了具有经改造的Fc区或变体Fc区的ENG‑Fc融合蛋白.这样的抗体和

Fc融合蛋白可用于例如调节效应子功能，例如抗原依赖性细胞毒作用(ADCC)和补体依赖性

细胞毒作用(CDC) .此外，所述修饰可改善抗体和Fc融合蛋白的稳定性.通过将合适的核苷

酸改变引入DNA或通过肽合成来制备所述抗体和Fc融合蛋白的氨基酸序列变体.这样的变

体包括例如在本文中公开的抗体和Fc融合蛋白的氨基酸序列中缺失和/或插入和/或替换

残基.可进行缺失、插入和替换的任意组合以形成最终的构建体，条件是最终构建体具有期

望的特征.氨基酸变化还可改变抗体和Fc融合蛋白的翻译后加工，例如改变糖基化位点的

数目或位置.

[0124] 效应子功能降低的抗体和Fc融合蛋白可通过在氨基酸序列中引入改变来产生，所

述改变包括但不限于Bluestone等所述的Ala‑Ala突变(参见WO  94/28027和WO  98/47531；

还参见Xu等2000  Cell  Immunol  200；16‑26) .因此，在某些实施方案中，在恒定区内具有突

变(包括Ala‑Ala突变)的本公开内容之抗体和Fc融合蛋白可用于降低或消除效应子功能.

根据这些实施方案，抗体和Fc融合蛋白可包含第234位的丙氨酸突变或第235位的丙氨酸突

变，或者其组合.在一个实施方案中，所述抗体或Fc融合蛋白包含IgG4框架，其中Ala‑Ala突

变为在第234位从苯丙氨酸突变为丙氨酸和/或在第235位从亮氨酸突变为丙氨酸.在另一

个实施方案中，所述抗体或Fc融合蛋白包含IgG1框架，其中Ala‑Ala突变表示在第234位从

亮氨酸突变为丙氨酸和/或在第235位从亮氨酸突变为丙氨酸.所述抗体或Fc融合蛋白可作

为替代地或另外地携带其他突变，包括CH2结构域中的点突变K322A(Hezareh  et  al.2001 

J  Virol.75：12161‑8) .

[0125] 在一些具体实施方案中，可对所述抗体或Fc融合蛋白进行修饰使其增强或抑制补

体依赖性细胞毒作用(CDC) .可通过在Fc区中引入一个或更多个氨基酸替换、插入或缺失来

实现CDC活性的调节(参见，例如美国专利No.6,194,551) .作为替代地或另外地，可在Fc区

中引入半胱氨酸残基，从而允许在该区域中形成链间二硫键.因此，所得到的同源二聚体抗

体可具有提高的或降低的内化能力和/或增强的或减弱的补体介导之细胞杀伤.参见，

Caron  et  al.，J.Exp  Med.176：1191‑1195(1992)和Shopes，B.J.Immunol.148：2918‑2922

(1992)，WO99/51642，Duncan&Winter  Nature  322：738‑40(1988)；美国专利No.5,648,260；

美国专利No.5,624,821以及WO94/29351.
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[0126] 6.治疗用途

[0127] 本公开内容提供用于治疗或预防血管发生失调的病症(包括肿瘤疾病或非肿瘤疾

病二者)的方法和组合物.还提供用于治疗或预防某些心血管疾病的方法和组合物.此外，

本公开内容提供了用于治疗或预防纤维化疾病和病症方法和组合物.此外，本公开内容提

供了用于治疗与BMP9和/或BMP10活性相关的疾病的方法.

[0128] 本公开内容提供在哺乳动物中抑制血管发生的方法，通过给对象施用有效量的

ENG多肽，包括以上的ENG‑Fc融合蛋白或者核酸拮抗剂(例如反义核酸或者siRNA)，下文统

称为“治疗剂”.所给出的数据特别地表明本文所公开的抗血管发生治疗剂可用于抑制与肿

瘤相关的血管发生.预计这些治疗剂还可用于在眼中抑制血管发生.

[0129] 血管发生相关疾病包括但不限于血管发生依赖性癌症，其包括例如实体瘤、血源

性肿瘤(例如白血病)和肿瘤转移；良性肿瘤，例如血管瘤、听神经瘤(acoustic  neuroma)、

神经纤维瘤(neurofibroma)、沙眼(trachoma)和化脓性肉芽肿(pyogenic  granuloma)；类

风湿性关节炎；银屑病；红变(rubeosis)；奥斯勒‑韦伯综合征(Osler‑Webber  Syndrome)；

心肌血管发生(myocardial  angiogenesis)；动脉粥样斑块新血管形成(plaque 

neovascularization)；毛细血管扩张(telangiectasia)；血友病性关节(hemophiliac 

joint)和血管纤维瘤(angiofibroma) .

[0130] 特别地，本公开内容的多肽治疗剂可用于治疗或预防癌症(肿瘤)，特别是已知依

赖于血管发生过程来支持生长的那些癌症.与大多数抗血管发生剂不同的是，ENG多肽影响

由多种因素引起的血管发生.这与癌症中的情况高度地相关，在癌症中常需要多种因素来

支持肿瘤血管发生.因此，本文中公开的治疗剂特别有效地用于治疗对于靶向单一血管发

生因素之药物(例如，靶向VEGF的贝伐单抗)治疗具有抗性的肿瘤，并且结合其他工作机理

不同的抗血管发生化合物也可以是特别有效的.

[0131] 血管发生的失调可导致多种可以通过本发明的组合物和方法治疗的疾病.这些疾

病包括肿瘤病症和非肿瘤病症.术语“癌症”和“癌性”是指或者描述在哺乳动物中典型特征

为细胞不受控制生长/增殖的生理状态 .癌症或肿瘤疾病的实例包括但不限于癌

(carcinoma)、淋巴瘤、母细胞瘤(blastoma)、肉瘤和白血病.此类癌症的更具体实例包括鳞

状细胞癌、小细胞肺癌、非小细胞肺癌、肺腺癌、肺鳞癌、腹膜癌、肝细胞癌、胃肠癌、胰腺癌、

成胶质细胞瘤、子宫颈癌、卵巢癌、肝癌(liver  cancer)、膀胱癌、肝细胞瘤、乳腺癌、结肠

癌、结直肠癌、子宫内膜癌或子宫癌、唾液腺癌、肾癌、前列腺癌、外阴癌、甲状腺癌、肝癌

(hepatic  carcinoma)、胃癌、黑素瘤、和各种类型的头颈癌，包括鳞状细胞头颈癌.肿瘤疾

病和相关病症的其他实例包括食管癌、泡膜细胞瘤(th e c o m a) 、成男性细胞癌

(arrhenoblastomas)、子宫内膜增生、子宫内膜异位、纤维肉瘤、绒毛膜癌、鼻咽癌、喉癌、成

肝细胞瘤(hepatoblastoma)、卡波西肉瘤(Kaposi’s  sarcoma)、皮肤癌、血管瘤、海绵状血

管瘤、成血管细胞瘤、成视网膜细胞瘤、星形细胞瘤、成胶质细胞瘤、神经鞘瘤

(Schwannoma)、少突胶质瘤、成神经管细胞瘤、成神经细胞瘤、横纹肌肉瘤、骨源性肉瘤、平

滑肌肉瘤、泌尿道癌、维尔姆斯瘤(Wilm′s  tumor)、肾细胞癌、前列腺癌、与斑痣性错构瘤病

(phakomatoses)相关的异常血管增生、以及梅格斯综合征(Meigs′  syndrome) .特别适合于

用本文所述的治疗剂治疗的癌的特征可在于以下一种或更多种：癌具有血管发生活性，在

肿瘤或血清中可检测到升高的ENG水平，BMP‑9或BMP‑10表达水平或生物学活性升高，癌症
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为转移性或有风险成为转移性，或其任意组合.

[0132] 具有血管发生失调的适合于使用在本发明中可用的ENG多肽治疗的非肿瘤疾病包

括但不限于：不期望的或异常的增生、关节炎、类风湿关节炎、银屑病、银屑病斑块、结节病、

动脉粥样硬化、动脉粥样硬化斑块、糖尿病和其他增生性视网膜病(包括早产儿视网膜病

(retinopathy  of  prematurity))、晶状体后纤维增生症(retrolental  fibroplasia)、新

生血管性青光眼、年龄相关性黄斑变性、糖尿病性黄斑水肿、角膜新生血管、角膜移植新血

管形成、角膜移植片排斥、视网膜/脉络膜新血管形成、角(a ng l e)新血管形成

(neovasculariation  of  the  angle)(发红)、眼部新生血管性疾病、血管再狭窄、动静脉畸

形(arteriovenous  malformation，AVM)、脑膜瘤、血管瘤、血管纤维瘤、甲状腺增生(包括格

雷夫斯病(Grave′s  disease))、角膜和其他组织移植、慢性炎症、肺部炎症、急性肺损伤/

ARDS、败血症、原发性肺动脉高压、恶性肺部积液、脑水肿(例如，与急性卒中/闭合性颅脑损

伤/创伤相关)、滑膜炎症、在RA中血管翳形成、骨化性肌炎、肥厚骨形成、骨关节炎、顽固性

腹水、多囊性卵巢疾病、子宫内膜异位、第3间距流体疾病(胰腺炎、隔室综合征、烧伤、肠疾

病)、子宫肌瘤、早产、慢性炎症如IBD(克罗恩病(Crohn′s  disease)和溃疡性结肠炎)、肾同

种异体移植排斥、炎性肠病、肾病综合症、不期望的或异常的组织块生长(非癌症)、血友病

性关节、肥厚性疤痕、毛发生长抑制、奥斯勒‑韦伯综合症(Osler‑Weber  syndrome)、化脓性

肉芽肿晶状体后纤维组织增生症、硬皮病、沙眼、血管黏连、滑膜炎、皮炎、先兆子痫、腹水、

心包积液(例如与心包炎相关)、以及胸腔积液.这类疾病的实例还包括上皮或心脏疾病.

[0133] 在所述方法的一些实施方案中，可一起(同时)或在不同时间(依次地)施用一种或

更多种多肽治疗剂.另外，多肽治疗剂可与另一类治疗癌症或抑制血管发生的化合物一起

施用.

[0134] 在一些实施方案中，本公开内容的主题方法可单独使用.或者，可将所述主题方法

与其他用于治疗或预防增殖性疾病(例如肿瘤)的常规抗癌治疗方法组合使用.例如，这样

的方法可用于预防癌症、预防癌症复发和手术后转移，以及作为其他癌症治疗的辅助手段.

本公开内容表明，可通过使用目标多肽治疗剂来增强常规癌症治疗(例如，化疗、放疗、光

疗、免疫治疗和外科手术)的有效性.

[0135] 众多的常规化合物已显示出具有抗肿瘤活性.这些化合物已用作化疗中的药用剂

来缩小实体瘤、预防转移及进一步生长、或者降低白血病或骨髓恶性肿瘤中恶性细胞的数

目.尽管化疗已有效用于治疗多种类型的恶性肿瘤，但是许多抗肿瘤化合物会诱导不期望

的副作用.已显示，当联合应用两种或更多种不同的治疗时，这些治疗可协同作用并使每种

治疗的剂量降低，从而降低了每种化合物在较高剂量下的有害副作用.在另一些情况下，对

某种治疗具有难治性的恶性肿瘤可对包括两种或更多种不同治疗的组合治疗产生响应.

[0136] 当将本文中公开的治疗剂与另一常规抗肿瘤剂(同时或依次)联合施用时，这样的

治疗剂可提高该抗肿瘤药剂的治疗效果或者克服对该抗肿瘤药剂的细胞抗性.这允许降低

抗肿瘤剂的剂量，从而降低不期望的副作用，或者恢复抗肿瘤剂在抗性细胞中的有效性.

[0137] 根据本公开内容，本文中所述的抗血管发生药剂可与其他用于治疗疾病的组合物

和方法联合使用.例如，可使用与ENG多肽相联合的外科手术、放疗或化疗来常规地治疗肿

瘤，随后可向患者施用该ENG多肽以延长微转移(micrometastasis)的休眠以及稳定任何残

余的原发肿瘤.
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[0138] 在本领域中已知已鉴定许多抗血管发生剂，包括本文中所列的那些，例如由

Carmeliet  and  Jain，Nature  407：249‑257(2000)，Ferrara  et  al.，Nature  Reviews：

Drug  Discovery，3：391‑400(2004)；以及Sato  Int.J.Clin.Oncol，8：200‑206(2003)所列

的.也参见，US专利申请US20030055006.在一个实施方案中，ENG多肽与如下联合使用：抗

VEGF中和抗体(或片段)和/或另一种VEGF拮抗剂或VEGF受体拮抗剂，其包括但不限于例如

可溶性VEGF受体(例如，VEGFR‑I，VEGFR‑2，VEGFR‑3，神经毡蛋白(neuropillin)(例如，

NRP1，NRP2))片段，能够阻断VEGF或VEGFR的适配体，中和性抗VEGFR抗体，VEGFR酪氨酸激酶

(RTK)的低分子量抑制剂，针对VEGF的反义策略，针对VEGF或VEGF受体的核酶，VEGF的拮抗

剂变体，及其任意组合.作为替代或补充，除了VEGF拮抗剂和其他药剂，还可任选地向患者

共施用两种或更多种血管发生抑制剂.在某些实施方案中，可以将一种或更多种其他治疗

剂(例如，抗癌剂)与ENG多肽、VEGF拮抗剂和抗血管发生剂联合施用.

[0139] 术语“VEGF”和“VEGF‑A”可互换使用，指165个氨基酸的血管内皮细胞生长因子及

相关的121、145、183、189和206个氨基酸的血管内皮细胞生长因子，参见Leung  et 

al.Science，246：1306(1989)，Houck  et  al.Mol  Endocrinol，5：1806(1991)，和Robinson&

Stringer，J  Cell  Sci，144(5)：853‑865(2001)，连同其天然产生的等位基因和加工形式.

[0140] “VEGF拮抗剂”指能够中和、阻断、抑制、消除、降低或干扰VEGF活性(包括其结合到

一种或更多种VEGF受体)的分子.VEGF拮抗剂包括抗VEGF抗体及其抗原结合片段、特异性结

合VEGF从而隔绝其与一种或更多种受体之结合的受体分子及衍生物、抗VEGF受体抗体和

VEGF受体拮抗剂(例如VEGFR酪氨酸激酶的小分子抑制剂)、以及融合蛋白(例如，VEGF‑Trap

(Regeneron)、VEGF121‑gelonin(Peregrine)) .VEGF拮抗剂还包括VEGF的拮抗剂变体，针对

VEGF的反义分子、RNA适配体、以及针对VEGF或VEGF受体的核酶.

[0141] “抗VEGF抗体”是指以充分的亲和力和特异性与VEGF结合的抗体.抗VEGF抗体可用

作在靶向和干扰其中涉及VEGF活性之疾病或病症中的治疗剂.参见例如，美国专利6,582,

959、6,703,020；WO98/45332；WO  96/30046；WO94/10202；WO2005/044853；EP  0666868B1；US

专利申请20030206899、20030190317、20030203409、20050112126、20050186208、以及

20050112126；Popkov  et  al，Journal  of  Immunological  Methods  288：149‑164(2004)；

以及WO2005012359.抗VEGF抗体通常不会结合其他VEGF同源物，例如VEGF‑B或VEGF‑C，也不

结合其他生长因子例如PlGF、PDGF或bFGF.抗VEGF抗体“贝伐单抗(Bevacizumab，BV)”也称

为“rhuMAb  VEGF”或 是根据Presta等Cancer  Res.57：4593‑4599(1997)产

生的重组人源化抗VEGF单克隆抗体.其包括突变的人IgG1构架区(framework  region)和来

自鼠抗hVEGF单克隆抗体A.4.6.1的抗原结合互补决定区，其阻断人VEGF与其受体结合.约

93％的贝伐单抗氨基酸序列(包括大部分构架区)来自人IgG1，而大约7％的序列来自鼠抗

体A4.6.1.贝伐单抗具有约149,000道尔顿的分子量，并且是糖基化的.贝伐单抗和其他人

源化抗VEGF抗体(包括抗VEGF抗体片段“兰尼单抗(rani bizuma b)”，也被称为

)在2005年2月26日公布的美国专利No.6,884,879中进一步描述.

[0142] 术语“抗肿瘤组合物”是指可用于治疗癌症的包含至少一种活性治疗剂(例如“抗

癌剂”)的组合物.治疗剂(抗癌剂，本文中也称为“抗肿瘤剂”)的实例包括但不限于例如化

疗剂、生长抑制剂、细胞毒剂、放疗中使用的药剂、抗血管发生剂、凋亡剂、抗微管蛋白剂、毒
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素、和其他治疗癌症的药剂，例如，抗VEGF中和抗体、VEGF拮抗剂、抗HER‑2、抗CD20、表皮生

长因子受体(EGFR)拮抗剂(例如，酪氨酸激酶抑制剂)、HER1/EGFR抑制剂、埃罗替尼、COX‑2

抑制剂(例如，塞来昔布)、干扰素、细胞因子、与ErbB2、ErbB3、ErbB4或VEGF受体中的一种或

更多种相结合的拮抗剂(例如，中和抗体)、血小板衍生生长因子(PDGF)和/或干细胞因子

(SCF)的受体酪氨酸激酶的抑制剂(例如，甲磺酸伊马替尼( Novartis))，

TRAIL/Apo2L、以及其他生物活性和有机化学试剂等.

[0143] “血管发生因子或血管发生剂”是刺激血管发育(例如，促进血管发生、内皮细胞生

长、血管稳定性、和/或血管生成等)的生长因子.例如血管发生因子，包括但不限于例如

VEGF和VEGF家族成员、PlGF、PDGF家族、成纤维细胞生长因子家族(FGF)、TIE配体(血管生成

素(Angiopoientin))、肝配蛋白(ephrin)、ANGPTL3、ALK‑1等.也包括加速伤口愈合的因子，

例如生长激素、胰岛素样生长因子‑I(IGF‑I)、VIGF、表皮生长因子(EGF)、CTGF及其家族成

员、以及TGF‑α和TGF‑β.参见例如Klagsbrun  and  D′Amore，Annu.Rev.Physiol，53：217‑39

(1991)；Streit  and  Detmar，Oncogene，22：3172‑3179(2003)；Ferrara&Alitalo，Nature 

Medicine  5(12)：1359‑1364(1999)；Tonini  et  al.，Oncogene，22：6549‑6556(2003)(例

如，表1列出的血管发生因子)；以及Sato  Int.J.Clin.Oncol.，8：200‑206(2003) .

[0144] “抗血管发生剂”或“血管发生抑制剂”指的是小分子量物质、多核苷酸(包括例如

抑制性RNA(RNAi或siRNA))、多肽、分离的蛋白质、重组蛋白质、抗体、缀合物或其融合蛋白，

其直接或间接地抑制血管发生、血管生成、或不期望的血管通透性.例如，抗血管发生剂是

对如上定义之血管发生剂的抗体或其他拮抗剂，例如，针对VEGF的抗体、针对VEGF受体的受

体、阻断VEGF受体信号传导的小分子(例如，PTK787/ZK2284、SU6668、 /SU 

11248(苹果酸舒尼替尼)、AMG706或在例如国际专利WO  2004/113304中描述的那些).抗血

管发生剂还包括天然血管发生抑制剂，例如血管抑素(angiostatin)、内皮生长抑素

(endostatin)等，参见例如，Klagsbrun  and  D′Amore，Annu .Rev .Physiol，53：217‑39

(1991)；Streit  and  Detmar，Oncogene，22：3172‑3179(2003)(例如，表3列出了在恶性黑色

素瘤中的抗血管发生治疗)；Ferrara&Alitalo，Nat  Med  5(12)：1359‑1364(1999)；Tonini 

et  al，Oncogene，22：6549‑6556(2003) (例如，表2列出抗血管发生因子)；以及Sato 

Int.J.Clin.Oncol，8：200‑206(2003)(例如，表1列出了临床试验中使用的抗血管发生剂).

[0145] 在本发明的某些方面中，可用于与ENG多肽联合治疗肿瘤的其他治疗剂包括其他

癌症治疗：例如，外科手术、细胞毒剂、涉及放射或放射性物质之施用的放射治疗、化疗剂、

抗激素剂、抗肿瘤组合物、以及使用本文中所列出的且本领域已知的抗癌剂的治疗、或其组

合.

[0146] 在本文所用的术语“细胞毒剂”是指抑制或阻止细胞的功能和/或引起细胞之破坏

的物质.该术语旨在包括放射性同位素(例如，At211、I131、I125、Y90、Re186、Re188、Sm153、Bi212、

p32和Lu的放射性同位素)，化疗剂例如甲氨喋呤、阿霉素、长春花生物碱(长春新碱、长春碱、

依托泊苷)、多柔比星、美法仑、丝裂霉素C、苯丁酸氮芥、柔红霉素或其他嵌入剂、酶(例如溶

核酶)及其片段、抗生素、以及毒素(例如小分子毒素或者细菌、真菌、植物或动物来源的酶

活性毒素，包括其片段和/或变体，以及下文中公开的多种抗肿瘤剂或抗癌剂.其他细胞毒

剂如下文所述.杀肿瘤剂引起肿瘤细胞的破坏.

[0147] “化疗剂”是可用于治疗癌症的化合物.治疗剂的实例包括：烷化剂，例如塞替派
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(thiotepa)和 环磷酰胺；烷基磺酸酯，例如白消安(busulfan)、英丙舒凡

(improsulfan)和哌泊舒凡(piposulfan)；氮丙啶类(aziridines)，例如苯佐替派

(benzodopa)、卡波醌(carboquone)、美妥替派(meturedepa)和乌瑞替派(uredepa)；乙撑亚

胺类(ethylenimines)和甲基蜜胺类(methylamelamines)，包括六甲蜜胺(altretamine)、

三乙撑蜜胺(triethylenemelamine)、三乙撑磷酰胺(triethylenephosphoramide)、三乙撑

硫代磷酰胺(triethylenethiophosphoramide)和三羟基甲蜜胺(trimethvlolomelamine)；

聚乙酸类(acetogenins)(尤其是布拉他辛(bullatacin)和布拉他辛酮(bullatacinone))；

Δ‑9‑四氢大麻酚(delta‑9‑tetrahydrocannabinol) (屈大麻酚(dronabinol)，

)；β‑拉帕醌(beta‑lapachone)；拉帕醇(lapachol)；秋水仙素类

(colchicines)；桦木酸(betulinic  acid)；喜树碱(camptothecin)(包括合成的类似物托

泊替康 CPT‑11(伊立替康， )、乙酰喜树碱、东

莨菪亭(scopoletin)和9‑氨基喜树减)；苔藓抑素(bryostatin)；callystatin；CC‑1065(包

括其阿多来新(adozelesin)、卡折来新(carzelesin)和比折来新(bizelesin)合成类似

物)；鬼日毒素(podophyllotoxin)；鬼日酸(podophyllinic  acid)；替尼泊苷

(teniposide)；念珠藻素类(cryptophycins)(特别是念珠藻素1和念珠藻素8)；多拉司他汀

(dolastatin)；多卡霉素(duocarmycin)(包括合成类似物KW‑2189和CB1‑TM1)；艾榴素

(eleutherobin)；水鬼蕉亭(pancratistatin)；珊瑚类二萜(sarcodictyin)；海绵抑素

(s po ng i s ta t i n) ；氮芥类(ni t r og e n  m u s ta rd s) ，例如苯丁酸氮芥、萘氮芥

(chlornaphazine)、胆磷酰胺(cholophosphamide)、雌莫司汀(estramustine)、异环磷酰胺

(ifosfamide)、氮芥(mechlorethamine)、盐酸氧氮芥(mechlorethamine  oxide 

hydrochloride)、美法仑(melphalan)、新恩比兴(novembichin)、苯芥胆留醇

(phenesterine)、泼尼莫司汀(prednimustine)、曲磷胺(trofosfamide)、尿嘧啶氮芥

(uracil  mustard)；亚硝基脲类(nitrosoureas)，例如卡莫司汀(carmustine)、氯脲霉素

(chlorozotocin)、福莫司汀(fotemustine)、洛莫司汀(lomustine)、尼莫司汀(nimustine)

和雷莫司汀(ranimustine)；抗生素类，例如烯二炔(enediyne)抗生素(例如，刺孢霉素

(calicheamicin)，尤其是刺孢霉素γII和刺孢霉素ωII(参见例如Angew，Chem 

Intl.Ed .Engl.，33：183‑186(1994))；达诺霉素(dynemicin)，包括达诺霉素A；埃斯波霉素

(esperamicin)；以及新制癌菌素(neocarzinostatin)发色团和相关色蛋白烯二炔类抗生

素发色团)、阿克拉霉素(aclacinomycin)、放线菌素(actinomycin)、氨茴霉素

(authramycin)、偶氮丝氨酸(azaserine)、博来霉素(bleomycin)、放线菌素C

(cactinomycin)、卡柔比星(cara bicin)、洋红霉素(carminomycin)、嗜癌素

(carzinophilin)、色霉素(chromomycin)、放线菌素D(dactinomycin)、柔红霉素

(da un o r u bi c i n)、地托比星(d e to r u bi c i n)、6 ‑重氮 ‑ 5 ‑氧代 ‑ L ‑正亮氨酸、

多柔比星(包括吗啉代多柔比星(morpholino‑doxorubicin)、氰基吗

啉代多柔比星(cyanomorpholino‑doxorubicin)、2‑吡咯琳代多柔比星(2‑pyrrolino‑

doxorubicin)、脱氧多柔比星)、表柔比星(epirubicin)、依索比星(esorubicin)、伊达比星

(idarubicin)、麻西罗霉素(marcellmycin)、丝裂霉素类(mitomycins)(例如丝裂霉素C)、

霉酚酸(mycophenolic  acid)、诺拉霉素(nogalamycin)、橄榄霉素(olivomycin)、培洛霉素
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(peplomycin)、泊非霉素(potfiromycin)、嘌呤霉素(puromycin)、三铁阿霉素

(quelamycin)、罗多比星(rodorubicin)、链黑菌素(streptonigrin)、链佐星

(streptozocin)、杀结核菌素(tubercidin)、乌苯美司(ubenimex)、净司他丁

(zinostatin)、佐柔比星(zorubicin)；抗代谢物类，例如甲氨蝶呤和5‑氟尿嘧啶(5‑FU)；叶

酸类似物，例如二甲叶酸(denopterin)、甲氨蝶呤、蝶罗呤(pteropterin)、三甲曲沙

(trimetrexate)；嘌呤类似物，例如氟达拉滨、6‑巯基嘌呤(6‑mercaptopurine)、硫咪嘌呤

(thiamiprine)、硫鸟嘌呤(thioguanine)；嘧啶类似物，例如安西他滨(ancitabine)、阿扎

胞苷(azacitidine)、6‑氮杂尿苷(6‑azauridine)、卡莫氟(carmofur)、阿糖胞苷

(cytarabine)、双脱氧尿苷(dideoxyuridine)、去氧氟尿苷(doxifluridine)、依诺他滨

(enocitabine)、氟尿苷(flxuridine)；雄激素类，例如卡普睾酮(calusterone)、丙酸屈他

雄酮(dromostanolone  propionate)、环硫雄醇(epitiostanol)、美雄烷(mepitiostane)、

睾内酯(testolactone)；抗肾上腺类，例如氨鲁米特(aminoglutethimide)、米托坦

(mitotane)、曲洛司坦(trilostane)；叶酸补充剂，例如亚叶酸(folinic  acid)；醋葡醛内

酯(aceglatone)；醛磷酰胺糖苷(aldophosphamide  glycoside)；氨基乙酰丙酸

(aminolevulinic  acid)；恩尿嘧啶(eniluracil)；安吖啶(amsacrine)；百垂布西

(bestrabucil)；比生群(bisantrene)；依达曲沙(edatraxate)；地磷酰胺(defofamide)；地

美可辛(demecolcine)；地吖醌(diaziquone)；依氟鸟氨酸(elfornithine)；依利醋铵

(elliptinium  acetate)；埃博霉素(epothilone)；依托格鲁(etoglucid)；硝酸镓(gallium 

nitrate)；羟基脲(hydroxyurea)；香菇多糖(lentinan)；氯尼达明(lnidamine)；美登素类

(maytansinoids)，例如美登素(maytansine)和安丝菌素(ansamitocin)；米托胍腙

(mitoguazone)；米托蒽醌(mitoxantrone)；莫哌达醇(mopidamol)；nitracrine；喷司他丁

(pentostatin)；蛋氨氮芥(phenamet)；批柔比星(pirarubicin)；洛索蒽醌(lsoxantrone)；

2‑乙肼(ethylhydrazide)；丙卡巴肼(procarbazine)； 多糖复合物(JHS  Natural 

Products，Eugene，OR)；雷佐生(razoxane)；利索新(rhizoxin)；西佐喃(sizofiran)；锗螺

胺(spirogermanium)；细交链抱菌酮酸(tenuazonic  acid)；三亚胺醌(triaziquone)；2，

2′，2″‑三氯三乙胺；单端孢霉烯类(trichothecenes) (尤其是T‑2毒素、抚孢菌素A

(verracurin  A)、杆孢菌素A(roridin  A)和蛇形菌素(anguidine))；乌拉坦(urethan)；长

春地辛 达卡巴嗪(dacarbazine)；甘露莫司汀

(mannomustine)；二溴甘露醇(mitobronitol)；二溴卫矛醇(mitolactol)；哌泊溴烷

(pipobroman)；gacytosine；阿糖胞苷(arabinoside) (“Ara‑C”)；塞替派；紫杉烷类

(taxoids)，例如 紫杉醇(paclitaxel)(Bristol‑Myers  Squibb  Oncology，

Princeton，N.J.)、ABRAXANETM不含聚氧乙烯蓖麻油(Cremophor‑free)、紫杉醇的白蛋白改

造的纳米颗粒制剂(American  Pharmaceutical  Partners，Schaumberg，Illinois)、以及

多西他塞( ‑Poulenc  Rorer，Antony，France)；苯丁酸氮芥

(chloranbucil)；吉西他滨 6‑硫鸟嘌呤(6‑thioguanine)；巯嘌呤

(mercaptopurine)；甲氨蝶呤；铂类似物，例如顺铂和卡铂；长春碱 铂；依

托泊苷(VP‑16)；异环磷酰胺(ifosfamide)；米托蒽醌(mitoxantrone)；长春新碱

奥沙利铂(oxaliplatin)；亚叶酸(leucovovin)；长春瑞宾
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诺凡特龙(no va n t r o n e) ；依达曲沙(ed a t r e xa t e) ；柔红霉素

(daunomycin)；氨基蝶呤(aminopterin)；伊班膦酸盐(ibandronate)；拓扑异构酶抑制剂

RFS2000；二氟甲基鸟氨酸(difluorometlhylornithine，DMFO)；类视黄醇类(retinoids)，

例如视黄酸(retinoicacid)；卡培他滨 任何上述物质的可药用盐、酸或

衍生物；以及两种或更多种上述物质的组合，例如CHOP(环磷酰胺、多柔比星、长春新碱和泼

尼松龙联合治疗的缩写)和FOLFOX(奥沙利铂(ELOXATINTM)联合5‑FU和亚叶酸的治疗方案的

缩写).

[0148] 该定义中还包括“抗激素剂”，其作用在于调节、降低、阻断或抑制可促进癌症生长

的激素的效果，并且通常是以系统或全身治疗的形式.它们可以本身就是激素.实例包括抗

雌激素类，和选择性雌激素受体调节剂(selective  estrogen  receptor  modulator，

SERM)，包括例如他莫昔芬(包括 他莫昔芬)， 雷洛昔芬、屈洛

昔芬、4‑羟基他莫昔芬、那洛西芬(keoxifene)、LYl17018、奥那司酮、以及

托瑞米芬；抗孕酮；雌激素受体下调剂类(estrogen  receptor  down‑regulator，ERD)；功能

为抑制或关闭卵巢的药剂，例如，促黄体生成激素释放激素(LHRH)激动剂(例如

和 醋酸亮丙瑞林、醋酸戈舍瑞林、醋酸布舍瑞林和曲普瑞林

(tripterelin)；其他抗雄激素，例如氟他胺、尼鲁米特和比卡鲁胺；以及抑制芳香酶的芳香

酶抑制剂，其调节肾上腺中的雌激素产生，例如4(5)‑咪唑、氨鲁米特、 醋酸

甲地孕酮、 依西美坦、福美司坦(formestanie)、法倔唑(fadrozole)、

RIVIS 伏氯唑(vorozole)、 来曲唑，以及 阿那曲唑.

此外，化疗剂的这种定义包括二膦酸盐，例如氯膦酸盐(c l o d r o n a t e) (例如，

或 )、DIDROC 依替膦酸盐(etidronate)、NE‑58095、

唑来膦酸(zoledronic  acid)/唑来磷酸盐(zoledronate)、

阿仑膦酸盐(alendronate)、 帕米酸盐(pamidronate)、 替鲁膦

酸盐(tiludronate)、或 利塞膦酸盐(risedronate)；以及曲沙他滨

(troxacitabine)(1，3‑‑二氧戊环核苷胞嘧啶类似物)；反义寡核苷酸，特别是抑制在牵涉

异常细胞增殖的信号通路中基因表达的那些，例如，PKC‑α、Raf、H‑Ras、以及表皮生长因子

受 体 ( E G F ‑ R ) ；疫 苗 ，例 如 疫 苗 和 基 因 治 疗 疫 苗 ，例 如 ，

疫苗、 疫苗、和 疫苗；

拓扑异构酶1抑制剂； rmRH；二甲苯磺酸拉帕替尼

(ErbB‑2和EGFR双重酪氨酸激酶小分子抑制剂，也称为GW572016)；任何上述物质的可药用

盐、酸或衍生物.

[0149] “生长抑制剂”在本文使用时，指在体外或体内抑制细胞生长的化合物或组合物.

因此，生长抑制剂可以是一种显著降低处于S期的细胞百分比的药剂.生长抑制剂的实例包

括阻断细胞周期行进(处于S期以外的位置)的药剂，例如诱导G1停滞和M期停滞的药剂.经

典的M期阻断剂包括长春花类(长春新碱和长春碱)、紫杉烷类和拓扑异构酶II抑制剂(例如

多柔比星、表柔比星、柔红霉素、依托泊苷和博来霉素).那些阻滞G1的药剂也导致S期阻滞，

例如，DNA烷化剂如他莫昔芬、泼尼松、达卡巴嗪、氮芥、顺铂、甲氨蝶呤、5‑氟尿嘧啶、以及阿

糖胞苷(ara‑C) .另外的信息还可见于The  Mendelsohn和Israel，eds，Molecular  Basis  of 

Cancer，第1章，Murakami等撰写，题目为″Cell  cycle  regulation，oncogenes，and 
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antineoplastic  drugs″(WB  Saunders：Philadelphia，1995)，尤其是在第13页.紫杉烷类

(紫杉醇和多西他赛)都是衍生自紫杉 (y e w  t r e e ) 的抗癌药物 .多西他赛 (

Rhone‑Poulenc  Rorer)，衍生自欧洲紫杉，是紫杉醇的半合成类似物(

Bristol‑Myers  Squibb) .紫杉醇和多西他赛促进从微管蛋白二聚体组装微管

并通过阻止解聚而稳定微管，从而导致细胞中有丝分裂的抑制.

[0150] 血管发生抑制剂还可以预防性地给予已知的高风险发生新癌症或复发癌症的个

体.因此，本公开内容的一个方面包括在对象中预防癌症的方法，其包括向对象施用有效量

的ENG多肽和/或其衍生物，或者本公开内容的其他血管发生抑制剂.

[0151] 某些正常的生理过程也与血管发生相关，例如排卵、月经和胎盘形成.本公开内容

的血管发生抑制蛋白可用于治疗血管内皮细胞的过度或异常刺激疾病.这些疾病包括但不

限于肠黏连、动脉粥样硬化、硬皮病和增生性疤痕(即，瘢痕疙瘩(keloid)) .它们还可用于

治疗具有血管发生作为病理结果的疾病，例如猫抓病(cat  scratch  disease，Rochele 

minalia  quintosa)和溃疡(幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)) .

[0152] 一般的血管发生抑制蛋白可用作节育剂(birth  control  agent)，其降低或防止

胚胎植入所需的子宫血管形成.因此，本公开内容提供了一种有效的节育方法，其中向女性

施用足以阻止胚胎植入之量的蛋白质.在节育方法的一个方面中，在交媾和受精发生之前

或之后施用足以阻止胚胎植入之量的抑制蛋白质，从而提供节育的有效方法，可能提供有

效的节育方法(可以是“早晨后”的方法).虽然不希望被这一陈述约束，据信对子宫内膜之

血管形成的抑制干扰胚泡的植入.相似的子宫管黏膜的血管形成抑制干扰胚泡的植入，防

止发生输卵管妊娠.施用方法可包括但不限于丸剂、注射剂(静脉内、皮下、肌内)、栓剂、阴

道海绵、阴道塞以及宫内节育器.据信本公开内容的血管发生抑制剂的施用会干扰胎盘的

正常增强的血管形成，并且还干扰成功植入的胚泡和发育的胚胎和胎儿中血管的发育.

[0153] 在眼内，血管发生与例如糖尿病性视网膜病、早产儿视网膜病、黄斑变性、角膜移

植排斥、新生血管性青光眼和晶状体后纤维增生症相关.本文中公开的治疗剂可眼内或通

过其他局部施用向眼施用.与眼中血管发生相关的其他疾病包括但不限于流行性角膜结膜

炎(epidemic  keratoconiunctivitis)、维生素A缺乏症(vitamin  A  deficiency)、过度使

用隐形眼镜(contact  lens  overwear)、特应性角膜炎(atopic  keratitis)、上边缘角膜炎

(superior  limbic  keratitis)、干燥性翼状胬肉角膜炎(pterygium  keratitis  sicca)、

舍格伦病(sjogren)、玫瑰痤疮(acne  rosacea)、小水疱病(phylectenulosis)、梅毒

(syphilis)、分支杆菌感染(Mycobacteria  infection)、脂质变性(lipid  degeneration)、

化学烧伤、细菌性溃疡(bacterial  ulcer)、真菌性溃疡(fungal  ulcer)、单纯疱疹感染

(Herpes  simplex  infection)、带状疱疹感染(Herpes  zoster  infection)、原生动物感染

(protozoan  infection)、卡波西肉瘤(Kaposi  sarcoma)、莫伦溃疡(Mooren  ulcer)、

Terrien边缘性角膜变性(Terrien’s  marginal  degeneration)、边缘性角质分离

(mariginal  keratolysis)、类风湿性关节炎、系统性狼疮(systemic  lupus)、多动脉炎

(polyarteritis)、创伤(trauma)、韦格纳结节病(Wegeners  sarcoidosis)、巩膜炎

(Scleritis)、史‑约病(Steven′s  Johnson  disease)、类天疱疮放射状角膜切开术

(periphigoid  radial  keratotomy)、角膜移植排斥(corneal  graft  rejection)、镰状细

胞贫血(sickle  cell  anemia)、结节病(sarcoid)、弹性假黄瘤(pseudoxanthoma 
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elasticum)、佩吉特病(Pagets  disease)、静脉阻塞(vein  occlusion)、动脉阻塞(artery 

occlusion)、颈动脉阻塞性疾病(carotid  obstructive  disease)、慢性葡萄膜炎/玻璃体

炎(chronic  uveitis/vitritis)、分支杆菌感染(mycobacterial  infections)、莱姆病

(Lyme′s  disease)、系统性红斑狼疮(systemic  lupus  erythematosis)、早产儿视网膜病

(retinopathy  of  prematurity)、伊尔斯病(Eales  disease)、白塞病(Bechets  disease)、

导致视网膜炎(retinitis)或脉络膜炎(choroiditis)的感染、假定的眼组织胞浆菌病

(presumed  ocular  histoplasmosis)、贝斯特病(Bests  disease)、近视(myopia)、视凹

(optic  pit)、斯达加特病(Stargarts  disease)、睫状体平坦部炎(pars  planitis)、慢性

视网膜脱落(chronic  retinal  detachment)、高黏滞综合征(hyperviscosity 

syndromes)、弓形体病(toxoplasmosis)、创伤和激光手术后并发症(post‑laser 

complication) .其他疾病包括但不限于与红变(角新生血管形成)相关的疾病以及由纤维

血管(fibrovascular)或纤维组织(fibrous  tissue)异常增生引起的疾病，包括所有形式

的增生性玻璃体视网膜病(vitreoretinopathy) .

[0154] 可通过例如以下方式来治疗或预防眼部病症：通过治疗剂的全身、局部、眼内注射

或通过植入释放治疗剂的持续释放装置来实现.可利用可药用眼用载体来递送治疗剂，从

而使该化合物与眼表面保持接触足够的时间以允许该化合物穿透眼的角膜和内部区域(例

如前房(anterior  chamber)、后房(posterior  chamber)、玻璃体(vitreous  body)、房水

(aqueous  humor)、玻璃体液(vitreous  humor)、角膜(cornea)、虹膜/睫状体(iris/

ciliary)、晶状体、脉络膜/视网膜(choroid/retina)和巩膜(sclera) .所述可药用的眼用

载体可以是例如软膏、植物油或包封材料.或者，本公开内容的治疗剂可直接注射到玻璃体

液或房水中.在另一替代性方案中，可全身施用(例如通过静脉内输注或注射)所述化合物

进行眼部治疗.

[0155] 可施用一种或更多种治疗剂.本公开内容的方法还包括与用于治疗眼部病症的其

他药物共施用.当施用多于一种药剂或者药剂和药物的组合时，可同时施用或依时间前后

施用.可通过不同施用途径或通过同样的施用途径来施用所述治疗剂和/或药物.在一个实

施方案中，治疗剂和药物以眼用药物制剂的形式一起施用.

[0156] 在一个实施方案中，使用治疗剂来治疗与眼中血管发生相关的疾病，其通过与作

用在于通过药理学机制阻断血管发生的其他药物同时施用来实现.可与本公开内容的治疗

剂同时施用的药物包括但不限于：倍加他尼(MacugenTM)、雷珠单抗(LucentisTM)、乳酸角鲨

胺(squalamine  lactate)(EvizonTM)、肝素酶(heparinase)、以及糖皮质激素类(例如曲安

西龙(Triamcinolone)) .在一个实施方案中，提供了治疗血管发生相关疾病的方法，其通过

施用含有至少一种本文中公开之治疗剂和至少一种以下药物的眼用药物制剂来治疗：倍加

他尼(MacugenTM)、雷珠单抗(LucentisTM)、乳酸角鲨胺(EvizonTM)、肝素酶、以及糖皮质激素

类(例如曲安西龙).

[0157] 在另一些实施方案中，ENG多肽可用于治疗患有与BMP‑9或BMP‑10相关、但不一定

伴有血管发生之心血管疾病或病症的患者.这种类型的示例性疾病包括但不限于心脏病

(包括心肌病、心肌梗死、心绞痛和心脏瓣膜疾病)，肾病(包括慢性肾小球炎症、糖尿病性肾

功能衰竭、与狼疮相关的肾炎症)；血压疾病(包括全身型和肺型)，与动脉粥样硬化或其他

类型的动脉硬化相关的疾病(包括卒中、脑出血、蛛网膜下腔出血、心绞痛、以及肾动脉硬
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化)；血栓形成性疾病(包括脑血管血栓形成、肺血栓形成、血栓性肠坏死)；糖尿病的并发症

(包括与糖尿病相关的视网膜病、白内障、与糖尿病相关的肾病、与糖尿病相关的神经病、与

糖尿病相关性坏疽、与糖尿病相关的慢性感染)；血管炎性疾病(系统性红斑狼疮、关节风湿

痛、关节动脉炎症、大细胞动脉炎症、川崎病(Kawasaki  disease)、高安动脉炎(Takayasu 

arteritis)、丘‑斯综合征(Churg‑Strauss  syndrome)、以及亨‑舍紫癜(Henoch‑

Schoenlein  pupura))；以及心脏疾病，例如先天性心脏病，心肌病(例如，扩张型、肥厚型、

限制型心肌病)、以及充血性心力衰竭.ENG多肽可单独或与一种或更多种药物或治疗方式

(例如，可用于治疗与BMP‑9/10相关之心血管疾病和/或病症的治疗剂)组合施用于对象.在

一个实施方案中，第二药剂或治疗方式是选自以下的一个或更多个：血管成形术、β受体阻

滞剂、抗高血压剂、强心剂、抗血栓形成剂、血管扩张剂、激素拮抗剂、内皮素拮抗剂、钙通道

阻滞剂、磷酸二酯酶抑制剂、2型血管紧张素拮抗剂和/或细胞因子阻滞剂/抑制剂.

[0158] 在另一些实施方案中，ENG多肽可用于治疗或预防纤维化.本文中使用的术语“纤

维化”是指由器官或组织中的细胞异常形成或发展的过量纤维结缔组织.虽然涉及纤维化

的过程可能作为正常组织形成或修复的一部分而发生，这些过程的失调可导致细胞成分改

变和多余的结缔组织沉积，逐渐削弱组织或器官的功能.纤维组织的形成可由修复或反应

过程导致.纤维化疾病或病症包括但不限于与血管疾病(例如心脏病、脑病和周围血管病)

以及组织和器官系统(包括心脏、皮肤、肾、肺、腹膜、肠和肝脏)相关的纤维增生性疾病(例

如Wynn，2004，Nat  Rev  4：583‑594中所公开的，其通过引用并入本文).可被治疗的示例性

疾病包括但不限于肾纤维化，包括与损伤/纤维化相关的肾病，例如，与糖尿病(例如，糖尿

病性肾病)、狼疮、硬皮病、肾小球肾炎、局灶性节段性肾小球硬化和IgA肾病相关的慢性肾

病；肺或肺纤维化，例如，特发性肺纤维化、辐射诱发的纤维化、慢性阻塞性肺病(chronic 

obstructive  pulmonary  disease，COPD)、硬皮病、慢性哮喘；肠纤维化，例如，硬皮病和辐

射诱导的肠纤维化；肝纤维化，例如，肝硬化、酒精引起的肝纤维化，胆管损伤、原发性胆汁

性肝硬化、感染或病毒引起的肝纤维化、先天性肝纤维化和自身免疫性肝炎；以及其他纤维

化病症，如囊性纤维化、心内膜心肌纤维化、纵隔纤维化、胸膜纤维化、结节病、硬皮病、脊髓

损伤/纤维化、骨髓纤维化、血管再狭窄、动脉粥样硬化、胰腺和肺的囊性纤维化、注射纤维

化(其可作为肌内注射的并发症而发生，尤其在儿童中)、心内膜心肌纤维化、肺的特发性肺

纤维化、纵隔纤维化、骨髓纤维化(mylcofibrosis)、腹膜后纤维化、进行性大块纤维化、煤

工尘肺的并发症、以及肾源性系统性纤维化(nephrogenic  systemic  fibrosis) .

[0159] 本文中使用的术语“纤维化疾病”，“纤维化病症”和“纤维化病”可互换使用，指以

纤维化为特征的疾病、病症或病.纤维化疾病的实例包括但不限于：血管纤维化、肺纤维化

(例如，特发性肺纤维化)、胰纤维化、肝纤维化(例如，肝硬化)、肾纤维化、肌肉骨骼纤维化、

心脏纤维化(例如，心内膜心肌纤维化、特发性心肌病)、皮肤纤维化(例如，硬皮病、创伤后

皮肤瘢痕、手术性皮肤瘢痕、瘢痕疙瘩和皮肤瘢痕疙瘩形成)、眼纤维化(例如，青光眼、眼的

硬化、结膜和角膜瘢痕，以及翼状胬肉(pterygium))、进行性系统性硬化症(progressive 

systemic  sclerosis，PSS)、慢性移植物抗宿主病、佩罗尼病(Peyronie′s  disease)、膀胱

后尿道狭窄、特发性和药理学诱导的腹膜后纤维化、纵隔纤维化、进行性大块纤维化、增生

性纤维化、以及肿瘤纤维化.

[0160] 如本文使用的术语“细胞”是指任何倾向于发生纤维化响应的细胞，包括但不限于

说　明　书 31/43 页

33

CN 108178789 B

33



单独的细胞、组织、以及组织和器官内的细胞.本文中使用的术语细胞包括细胞本身，以及

细胞周围的胞外基质(extracellular  matrix，ECM) .例如，抑制细胞的纤维化响应包括但

不限于抑制肺(或肺组织)中的一个或更多个细胞、肝脏(或肝组织)内的一个或更多个细

胞、肾(或肾组织)内的一个或更多个细胞、肌肉组织内的一个或更多个细胞、心脏(或心脏

组织)内的一个或更多个细胞、胰内一个或更多个细胞、皮肤内的一个或更多个细胞、骨内

的一个或更多个细胞、脉管系统内的一个或更多个细胞、一个或更多个干细胞或眼内的一

个或更多个细胞的纤维化响应.

[0161] 本发明的方法和组合物可用于治疗和/或预防纤维化疾病.纤维化疾病的示例性

类型包括但不限于血管纤维化、肺纤维化(例如，特发性肺纤维化)、胰纤维化、肝纤维化(如

肝硬化)、肾纤维化、肌肉骨骼纤维化、心脏纤维化(例如，心内膜心肌纤维化、特发性心肌

病)、皮肤纤维化(例如，硬皮病、创伤后皮肤瘢痕、手术性皮肤瘢痕、瘢痕疙瘩和皮肤瘢痕疙

瘩形成)、眼纤维化(例如，青光眼、眼的硬化，结膜和角膜瘢痕、以及翼状胬肉)、进行性系统

性硬化症(PSS)、慢性移植物抗宿主病、佩罗尼病，膀胱后尿道狭窄、特发性和药理学诱导的

腹膜后纤维化、纵隔纤维化、进行性大块纤维化、增生性纤维化、肿瘤纤维化、迪皮特朗病

(Dupuytren′s  disease)、狭窄、以及辐射引起的纤维化.在一个具体的实施方案中，所述纤

维化疾病不是骨髓纤维化.

[0162] 本发明考虑ENG多肽与一种或更多种其他治疗方式联合施用.因而，除了使用ENG

多肽，可以向对象施用一个或更多个用于治疗纤维化疾病的“标准”治疗.例如，可与细胞毒

素、免疫抑制剂、放射毒剂、和/或治疗性抗体联合(即，一起)施用ENG多肽.本发明考虑的具

体的共治疗剂包括但不限于：类固醇类(例如糖皮质激素类，如泼尼松)、免疫抑制和/或抗

炎剂(例如，γ‑干扰素、环磷酰胺、硫唑嘌呤、甲氨蝶呤、青霉胺、环孢霉素、秋水仙素、抗胸

腺细胞球蛋白、麦考酚酸吗乙酯、以及羟氯喹)、细胞毒药物、钙通道阻滞剂(例如，硝苯地

平)、血管紧张素转化酶抑制剂(ACE)抑制剂、对氨基苯甲酸(PABA)、二甲基亚砜、转化生长

因子‑β(TGF‑β)抑制剂、白介素‑5(IL‑5)抑制剂、以及泛胱天蛋白酶(caspase)抑制剂.

[0163] 可与ENG多肽组合使用的其他抗纤维化剂包括但不限于凝集素(例如，如美国专利

No.：7,026,283所描述，其全部内容通过引用并入本文)，以及由Wynn等所述的抗纤维化剂

(2007，J  Clin  Invest  117：524‑529，其全部内容通过引用并入本文).例如，其他抗纤维化

剂和疗法包括但不限于多种抗炎/免疫抑制/细胞毒药物(包括秋水仙素、硫唑嘌呤、环磷酰

胺、泼尼松、沙利度胺、己酮可可碱(pentoxifylline)和茶碱)、TGF‑β信号调节剂(包括松弛

素、SMAD7、HGF、和BMP7、以及TGF‑β1、TGFβRI、TGFβRII、EGR‑I、和CTGF抑制剂)、细胞因子和

细胞因子受体拮抗剂(IL‑1β、IL‑5、IL‑6、IL‑13、IL‑21、IL‑4R、IL‑13Rα1、GM‑CSF、TNF‑α、制

瘤素M、WlSP‑I和PDGF的抑制剂)、细胞因子和趋化因子(IFN‑γ、IFN‑α/β、IL‑12、IL‑10、

HGF、CXCL10和CXCL11)、趋化因子拮抗剂(CXCL1、CXCL2、CXCL12、CCL2、CCL3、CCL6、CCL17和

CCL18的抑制剂)、趋化因子受体拮抗剂(CCR2、CCR3、CCR5、CCR7、CXCR2和CXCR4的抑制剂)、

TLR拮抗剂(TLR3、TLR4和TLR9的抑制剂)、血管发生拮抗剂(VEGF特异性抗体和腺苷脱氨酶

替代疗法)、抗高血压药物(β受体阻滞剂以及ANG11、ACE和醛固酮的抑制剂)、血管活性物质

(ET‑1受体拮抗剂和波生坦(bosetan))、合成和加工胶原之酶的抑制剂(脯氨酰羟化酶的抑

制剂)、B细胞拮抗剂(利妥昔单抗)、整合素/黏附分子拮抗剂(阻断α1β1和αvβ6整合素分子、

以及整合素连接激酶的抑制剂、和对ICAM‑I和VCAM‑1特异性的抗体)、靶向肌成纤维细胞的
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促凋亡药物、MMP抑制剂(MMP2、MMP9和MMP12的抑制剂)、和TlMP抑制剂(对TIMP‑1特异性的

抗体).

[0164] ENG多肽和共治疗剂或联合治疗在同一制剂中施用或分开施用.在分开施用的情

况下，ENG多肽可在共同治疗或联合治疗之前、之后或与其同时施用.一种药剂可以在施用

另一种药剂之前或之后施用，间隔数分钟至数周.在两个或更多个不同类型的治疗剂被分

开施加于对象的一些实施方案中，通常会确保显著期在每次递送的时间之间不失效，这样，

这些不同种类的药剂仍将能够对目标组织或细胞施加有利的组合作用.

[0165] 在另一些实施方案中，ENG多肽可用于治疗可能与BMP9相关但以上没有说明的炎

症性疾病或病症.示例性的疾病包括肝病(包括急性肝炎、慢性肝炎、以及肝硬化)；胸部水

肿或腹部水肿；慢性胰腺疾病；变态反应(包括鼻变态反应、哮喘、支气管炎、和特应性皮

炎)；阿尔茨海默病；雷诺综合征(Raynaud’s  syndrome)；以及弥漫性硬化.

[0166] 6.制剂和有效剂量

[0167] 可将本文中所述的治疗剂配制成药物组合物.根据本公开内容使用的药物组合物

可使用一种或更多种生理学上可接受的载体或赋形剂以常规方式进行配制.这样的制剂通

常基本不含热原，这符合大多数法规要求.

[0168] 在某些实施方案中，本公开内容的治疗方法包括作为植入物或装置全身性地或局

部地施用所述组合物.当施用时，在本公开内容中所使用的治疗组合物是无热原的、生理学

上可接受的形式.在本文中所公开的方法中，还可任选地包含在上述组合物中的除了ENG信

号拮抗剂之外的治疗上可用的药剂可与主题化合物(例如，ENG多肽)同时或依次施用.

[0169] 通常，本文中公开的蛋白质治疗剂将肠胃外施用，特别是静脉内或皮下施用.适于

肠胃外施用的药物组合物可包含与一种或更多种可药用无菌等张水溶液或非水溶液、分散

体、悬浮液或乳状液、或无菌粉末(其在临用前重构成无菌注射溶液或分散体)组合的一种

或更多种ENG多肽，所述组合物可含有抗氧化剂、缓冲剂、抑菌剂、溶质(其使得制剂与预期

接受者的血液等张)或者助悬剂或增稠剂.可在本公开内容的药物组合物中使用的合适的

水性和非水性载体的实例包括水、乙醇、多元醇(例如甘油，丙二醇、聚乙二醇等)、及其合适

的混合物、植物油(例如橄榄油)、以及可注射的有机酯(例如油酸乙酯).可保持适当的流动

性，例如，通过使用包衣材料(如卵磷脂)，通过在分散体的情况中维持所要求的颗粒大小，

以及通过使用表面活性剂.

[0170] 在一个实施方案中，本文中公开的ENG多肽以眼用药物制剂施用.在一些实施方案

中，眼用药物制剂是无菌水溶液(优选用于注射的合适浓度)、或者油膏(salve)或软膏.这

样的油膏或软膏通常包含本文中所公开的一种或更多种ENG多肽，其溶解或混悬于无菌的

可药用油膏或软膏基质(例如矿物油‑白凡士林基质)中.在油膏或软膏组合物中，无水羊毛

脂也可以包含在制剂中.硫柳汞或氯丁醇也优选地作为抗微生物剂而添加至这样的软膏组

合物.在一个实施方案中，无菌水溶液如在美国专利No.6,071,958中所描述.

[0171] 本发明提供这样的制剂，其可被改变以包含酸和碱来调节pH；以及缓冲剂来保持

pH在狭窄的范围内 .另一些药物可添加至所述制剂中 .这些包括但不限于哌加他尼

(pegaptanib)、肝素酶(heparinase)、兰尼单抗、或糖皮质激素类.根据本公开内容的眼用

药物制剂通过无菌操作制备，或者在制备的适当阶段进行灭菌.

[0172] 如果期望的话，组合物和制剂可呈现在包装或分配器装置中，其可包含一个或更

说　明　书 33/43 页

35

CN 108178789 B

35



多个含有活性成分的单位剂量形式.包装可例如包括金属或塑料箔，例如泡罩包装.所述包

装或分配器装置可附有施用说明书.

[0173] 实施例：

[0174] 现已一般性地描述了本发明，通过参照以下实施例，本发明将更容易被理解，包括

以下实施例仅是为了举例说明本发明的某些实施方案和实施方案，并且不旨在限制本发

明.

[0175] 实施例1：表达包括人ENG之全长胞外结构域的融合蛋白

[0176] 申请人构建了可溶性的内皮糖蛋白(ENG)融合蛋白(hENG(26至586)‑hFc)，其中使

用这些结构域之间尽可能小的接头将人ENG全长的胞外结构域(ECD)(Figure  9，SEQ  ID 

NO：9)与人IgG1  Fc结构域(Figure  11，SEQ  ID  NO：11)相连接.hENG(26至586)‑hFc通过瞬

时转染到HEK  293细胞中而表达.简要地，将HEK  293细胞放置(set  up)在500ml旋转器中，

以6×105个细胞/ml于250ml体积的Freestyle培养基(Invitrogen)中并培养过夜.次日，用

DNA∶PEI(1∶1)混合物(以0.5ug/ml的DNA终浓度)处理这些细胞.4小时后，添加250ml培养

基，并将细胞培养7天.通过旋转沉降细胞收获条件化的培养基(conditioned  media)并浓

缩.为了在CHO细胞中表达，将ENG多肽构建体转染到CHO  DUKX  B11细胞系中.通常在5nM或

10nM的初始浓度下在甲氨蝶呤(MTX)中选择克隆，并任选地随后通过在50nM  MTX中扩增以

提高表达.高表达克隆可通过稀释克隆鉴定并且适应无血清悬浮培养以产生用于纯化的条

件化培养基.任选地，普遍存在的染色质开放元件(ubiquitous  chromatin  opening 

element，UCOE)可包含在载体中以促进表达.参见例如Cytotechnology.2002  Jan；38(1‑

3)：43‑6.

[0177] 可以使用的三种不同的前导序列：

[0178] (i)蜜蜂蜂毒肽(honey  bee  mellitin，HBML)：

[0179] MKFLVNVALVFMVVYISYIYA(SEQ  ID  NO：13)

[0180] (ii)组织纤溶酶原激活物(tissue  plasminogen  activitor，TPA)：

[0181] MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP(SEQ  ID  NO：14)

[0182] (iii)天然人ENG：MDRGTLPLAVALLLASCSLSPTSLA(SEQ  ID  NO：15)

[0183] hENG(26至586)‑hFc的选定形式使用TPA前导序列，具有图13所示未加工的氨基酸

序列(SEQ  ID  NO：16)并且由图14所示核苷酸序列(SEQ  ID  NO：17)编码.申请人还构想作为

替代的具有TPA前导序列(图15，SEQ  ID  NO：18)的hENG(26至586)‑hFc序列，其包含通过

TGGG接头与hENG(26至586)相连的N末端截短的hFc结构域(图12，SEQ  ID  NO：12) .使用多种

技术实现纯化，所述技术包括例如过滤条件化的培养基，接着蛋白质A层析，用低pH(3.0)甘

氨酸缓冲液洗脱，样品中和，并针对PBS透析.通过分析型尺寸排阻色谱、SDS‑PAGE、银染色

和Western印迹评价样品的纯度.成熟蛋白质的分析通过预期的N末端序列证实.

[0184] 实施例2：包括鼠ENG的全长胞外结构域的融合蛋白的表达

[0185] 申请人构建体了可溶性鼠ENG融合蛋白(mENG(27至581)‑mFc)，其中鼠ENG的全长

胞外结构域(图10，SEQ  ID  NO：10)通过这些结构域之间尽可能小的接头与鼠IgG2a  Fc结构

域相融合.mENG(27至581)‑mFc通过瞬时转染到HEK  293细胞中而表达.

[0186] mENG(27至581)‑mFc的选定形式使用TPA前导序列，具有图16所示未加工的氨基酸

序列(SEQ  ID  NO：19)，并且由图17所示核苷酸序列(SEQ  ID  NO：20)编码.通过纯化来自经
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转染的HEK  293细胞的条件化培养基，随后蛋白质A层析而实现纯化.通过分析型尺寸排阻

色谱、SDS‑PAGE、银染色和Western印迹评价样品的纯度.

[0187] 实施例3：BMP‑9/BMP‑10与包括全长胞外ENG结构域的蛋白质的选择性结合

[0188] ENG被认为是共受体，普遍认为通过促进TGF‑β1和TGF‑3的结合形成I型和II性受

体的多蛋白质复合物而发挥功能.为了研究分离的ENG直接结合配体的可能性，申请人使用

表面等离子共振(SPR)方法(BiacoreTM  instrument)来筛选捕获的包括ENG的全长胞外结构

域的蛋白质与多种可溶性人TGF‑β家族配体的结合.

[0189]

[0190] ＊[hBMP‑9]、[hBMP‑10]＝2.5nM；所有其他配体在100nM检测

[0191] ＊＊[hBMP‑9]、[hBMP‑10]＝2.5nM；所有其他配体在25nM检测

[0192] ＊＊＊[hBMP‑9]、[hBMP‑10]＝0.5nM；[hTGF‑β1]、[hTGF‑β2]、[hTGF‑β3]＝10nM；

所有其他配体在25nM检测

[0193] 如在该表中所示，hENG(26至586)‑hFc对hBMP‑9和hBMP‑10的结合亲和力在低配体

浓度下评价为高(++++，KD＜1nM) .甚至在40倍更高浓度都无法检测到TGF‑β1、TGF‑β2、TGF‑

β3、活化素A、BMP‑2、和BMP‑7与hENG(26至586)‑hFc的结合(‑) .对于这后一组配体，对分离

的ENG融合蛋白缺乏直接结合是显著的，由于I型和II型受体的在ENG存在时比在其不存在

时显示出更好地结合它们的绝大多数.在以上表中也显示出，当筛选配体与固定的hENG(26

至586)(R&D  Systems，catalog#1097‑EN)(一种没有Fc结构域的人变体)的结合能力时，或

者与捕获的mENG(27至581)‑hFc(R&D  Systems，catalog#1320‑EN)(其由通过6个残基的接

头序列(IEGRMD)与人IgG1的Fc结构域相连的鼠ENG的胞外结构域(残基27至581)组成)的结

合能力时，获得了相似的结果.通过SPR的表征(图18、19)确定捕获的hENG(26至586)‑hFc以

29pM的KD结合可溶性BMP‑9并且以400pM的KD结合可溶性BMP‑10.因此，通过不同的物种可以

归纳出，ENG胞外结构域与BMP‑9和BMP‑10的选择性高亲和力结合是先前未认识到的性质.

[0194] 实施例4：可溶性hENG胞外结构域抑制BMP‑9/BMP‑10与ALK1和另一些同源受体的

结合

[0195] BMP‑9和BMP‑10是I型受体ALK1(活化素受体样激酶1)的高亲和力配体.使用基于

SPR的测定来确定可溶性hENG(26至586)(R&D  Systems，产品编号#1097‑EN)对BMP‑9和BMP‑

10与ALK1之结合的影响.捕获ALK1‑hFc，然后将其暴露于与多种比率BMP‑9预混合的含有可

溶性hENG(26至586)的溶液中.如在图20中所示，可溶性hENG(26至586)以IC50小于10nM的浓

度依赖性方式抑制BMP‑9与ALK1‑Fc的结合.与BMP‑10类似地获得结果(图21) .单独的实验
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中已经证明，可溶性hENG(26至586)不与ALK1结合，因此不通过这一机制抑制配体与ALK1结

合.实际上，另外的基于SPR的实验表明，可溶性hENG(26至586)既不与I型受体(ALK2至

ALK7)也不与II型受体(例如激活素受体II  A、激活素受体IIB、骨形态发生蛋白受体II、以

及TGF‑β受体II)相结合.这些结果提供了进一步的证据，表明ENG主要通过与这些配体的直

接相互作用来抑制BMP‑9和BMP‑10与ALK1相结合.

[0196] 总而言之，这些数据表明，可溶性ENG‑Fc嵌合蛋白以及非嵌合可溶性ENG可用作通

过多种信号途径(包括ALK1)的BMP‑9和BMP‑10信号的拮抗剂，.

[0197] 实施例5：mENG(27至581)‑hFc对培养的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)的作用

[0198] 申请人在基于HUVEC的培养系统中研究了mENG(27至581)‑hFc对血管发生作用

.HUVEC在聚合基质胶基板(Matrigel  substrate)上培养，暴露12小时后通过相差显微镜评

估受试品(test  article)对内皮细胞管(索)之形成的影响.通过视觉鉴定具有单细胞和至

少三个分叉之索的宽度，并且使用计算机图像分析来确定这些索的总长度.平均值基于每

个实验条件的一式两份的培养孔，每孔由三个观察视野的平均值作来表征.相对于基本条

件(无处理)，强诱导剂内皮细胞生长物质(ECGS，0.2μg/ml)使平均索长度加倍(图22) .mENG

(27至581)‑hFc(R&D  Systems，产品编号#1320‑EN；10μg/ml)使这一增长降低了近60％，这

是对刺激条件的特异性的作用，因为在相同浓度的mENG(27至581)‑hFc在ECGS不存在的情

况下没有作用(图22) .这些结果表明，ENG‑Fc融合蛋白在血管发生的细胞培养模型中可以

抑制在其他刺激条件下的内皮细胞聚集.

[0199] 实施例6：ENG‑Fc在鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)测定中抑制可由VEGF诱导的血管发生

[0200] 使用鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)测定系统来研究ENG‑Fc融合蛋白对血管发生的作用.

简要地，在受控的温度(37℃)和湿度(60％)下将9日龄的受精鸡胚胎保持在卵孵育器中.使

用醇软化卵壳，刺出一个小洞以建立壳膜与CAM之间的“泡(blister)”，并将其移除以建立

覆盖主要血管的窗口(window) .在存在或不存在溶于缓冲液(pH  7 .4)的mENG(27至581)‑

hFc蛋白(R&D  Systems，产品编号#1320‑EN；每日14μg)下，用VEGF(每日50ng)处理小滤盘

(filter  disk)，所述缓冲液含有0.01M  HEPES、0.5M  NaCl、3mM  EDTA、0.005％v/v表面活性

剂P20、以及0.5mg/ml牛血清白蛋白.然后通过所述开口插入含受试品的滤盘，并将其放在

CAM附近.每天用新鲜的受试品处理卵(n＝8/组)，处理三天，并且在第四天时，在卵灯(egg 

lamp)的协助下通过目测检查确定与滤盘相关的血管的数目.

[0201] 正如预期的那样，与用载剂处理相比，CAM实验系统中的VEGF处理显著地提高了血

管的数目.通过用mENG(27至581)‑hFc同时处理，由VEGF处理诱导的额外血管数目降低了

65％(图23) .基于SPR的研究表明，VEGF不结合mENG(27至581)‑mFc，因此本CAM实验中mENG

(27至581)‑hFc对血管发生的作用不是因为融合蛋白与VEGF的直接相互作用.上述结果表

明，ENG‑Fc可在体内模型中显著地抑制VEGF的公知的血管发生作用，而不与VEGF本身相接

触.

[0202] 实施例7：mENG(27至581)‑mFc在小鼠血管发生反应器测定中对血管发生的作用

[0203] 在小鼠血管发生反应器测定(还称为定向体内血管发生测定(directed  in  vivo 

angiogenesis  assay))中进一步研究ENG‑Fc融合蛋白对血管发生的作用(DIVAATM；Guedez 

et  al.，2003，Am  J  Pathol  162：1431‑1439)，其根据制造商 的说明书进

行.简而言之，用20μl与或不与碱性成纤维细胞生长因子(FGF‑2，1.8g)和VEGF(600ng)之组
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合预混的基底膜提取物(basement  membrane  extract，BME)填充由植入级硅酮制造的且一

端封闭的空心圆柱体.BME发生胶凝化后，将血管发生反应器皮下植入无胸腺裸鼠(每只小

鼠4个).每日用mENG(27至581)‑mFc(10mg/kg，皮下)或载剂(Tris缓冲盐水)处理小鼠11天，

然后给小鼠注射用异硫氰酸荧光素(FITC)标记的葡聚糖(20mg/kg，静脉内)并使其在20分

钟后安乐死.移出血管发生反应器，用荧光板读数器( M200，Tecan)以485nm激

发/520nm发射对每个血管发生反应器中所含FITC‑葡聚糖的量进行定量，作为血管形成的

指标.如在图24中所示，在研究完成时，向BME添加FGF‑2和VEGF导致血管发生反应器中血管

形成显著提高，而同时施用mENG(27至581)‑mFc完全阻止了这种提高.在哺乳动物系统中获

得的这些结果补充了以上所述由CAM测定得到的那些结果，并且证明并入全长ENG胞外结构

域的ENG‑Fc融合蛋白的体内抗血管发生的活性.

[0204] 实施例8：具有截短的hENG胞外结构域的变体的表达

[0205] 申请人产生了可溶性ENG融合蛋白，其中人ENG  ECD的截短变体通过尽可能小的接

头与人IgG1  Fc结构域相融合.这些变体如下所列，并且所选择的变体的结构在图25中示意

性地示出.

[0206]

[0207] 如所指明的，通过在HEK  293细胞或COS细胞中瞬时转染表达这些变体.

[0208] hENG(26至437)‑hFc的选定形式采用TPA前导序列，其具有图26所示未经处理的氨

基酸序列(SEQ  ID  NO：21)，并且由图27所示核苷酸序列(SEQ  ID  NO：22)编码.hENG(26至

378)‑hFc的选定形式也使用了TPA前导序列，其具有图28所示未经处理的氨基酸序列(SEQ 

ID  NO：23)，并且由图29所示核苷酸序列(SEQ  ID  NO：24)编码.hENG(26至359)‑hFc的选定
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形式也使用了TPA前导序列，其具有图30所示未经处理的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：25)，并且

由图31所示核苷酸序列(SEQ  ID  NO：26)编码.申请人还考虑作为替代的具有TPA前导序列

的hENG(26至359)‑hFc序列(图32，SEQ  ID  NO：27)，其包含通过TGGG接头与hENG(26至359)

相连的N末端截短的hFc结构域(图12，SEQ  ID  NO：12) .编码这一作为替代的hENG(26至

359)‑hFc蛋白的核苷酸序列(SEQ  ID  NO：28)示于图33中.hENG(26至346)‑hFc的选定形式

采用TPA前导序列，其具有图34所示的包含N末端截短的hFc结构域未经处理的氨基酸序列

(SEQ  ID  NO：29)，并且由图35所示核苷酸序列(SEQ  ID  NO：30)编码.

[0209] 各自具有N末端截短之Fc结构域(SEQ  ID  NO：12)的选定的hENG‑hFc变体在CHO细

胞中稳定地表达(使用上文所述的方法)，并通过过滤和蛋白质A层析法从条件化的培养基

中进行纯化.在CHO细胞中表达的成熟蛋白的分析证实hENG(26至359)‑hFc和hENG(26至

346)‑hFc的N末端序列如所预期.在蛋白质产率(未修正理论分子量的差异)的基础上，hENG

(26至346)‑hFc(90mg/升)优于hENG(26至359)‑hFc(9mg/升)和全长hENG(26至586)‑hFc

(31mg/升)二者.如图36所示，通过尺寸排阻色谱分析这些纯化样品表明hENG(26至346)‑

hFc蛋白的品质(96％单体)优于hENG(26至359)‑hFc蛋白的品质(84％单体)，并且与hENG

(26至586)‑hFc蛋白的品质(96％单体)相当.因此，与hENG(26至346)‑hFc相比，高分子量聚

集体的更高水平需要使用针对hENG(26至359)‑hFc其他的纯化步骤.

[0210] 实施例9：BMP‑9/BMP‑10与截短的hENG‑hFc变体的高亲和力结合

[0211] 申请人使用SPR方法以筛选以下hENG‑hFc蛋白变体与人BMP‑9和BMP‑10的高亲和

力结合.在这些实验中，捕获的hENG‑hFc暴露于分别在100nM下可溶的BMP‑9或BMP‑10.

[0212]

[0213] ++++  KD＜1nM
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[0214] ‑未检测到结合

[0215] 如上表中所示，仅在全长构建体和C末端截短的变体(与hENG(26至346)‑hFc一样

短)中观察到了与BMP‑9和BMP‑10的高亲和力结合.测试到所有超过61个氨基酸的N末端截

短都丧失了与BMP‑9和BMP‑10的高亲和力结合.

[0216] 筛选了一组配体与C末端截短变体hENG(26至346)‑hFc、hENG(26至359)‑hFc和

hENG(26至437)‑hFc的潜在结合.这三种蛋白质与BMP‑9和BMP‑10的高亲和力结合是选择性

的.无论是hENG(26至346)‑hFc、hENG(26至359)‑hFc还是hENG(26至437)‑hFc都未显示与

BMP‑2、BMP‑7、TGF‑β1、TGF‑β2、TGF‑β3、或活化素A的可检出的结合，即便在高配体浓度下也

是如此.

[0217]

[0218] ＊[hBMP‑9]、[hBMP‑10]＝5nM；[hTGF‑β3]＝50nM；所有其他配体在100nM测试

[0219] ＊＊[hBMP‑9]、[hBMP‑10]＝5nM；[hTGF‑β3]＝50nM；所有其他配体在100nM测试

[0220] ++++KD＜1nM

[0221] ‑未检测到结合

[0222] 申请人使用SPR方法比较BMP‑9与5种构建体结合的动力学：hENG(26至586)‑hFc、

hENG(26至437)‑hFc、hENG(26至378)‑hFc、hENG(26至359)‑hFc、以及hENG(26至346)‑hFc.

图37示出数种构建体的结合曲线，并且下表列出了平衡解离常数和解离速率常数(kd)的计

算值.人BMP‑9对hENG(26至359)‑hFc或hENG(26至346)‑hFc的亲和力(KD在低皮摩尔每升

(picomolar)范围内)比全长构建体强接近一个数量级.非常期望配体诱捕剂(ligand 

trap)(例如ENG‑Fc)表现出相对低的配体解离速率，这样BMP‑9与hENG(26至346)‑hFc的解

离速率与对全长构建体相比10倍的提高(降低)是特别值得注意的.

[0223]

[0224] ＊CHO细胞来源的蛋白质

[0225] ＊＊HEK293细胞来源的蛋白质

[0226] 如下所示，与全长构建体相比，每种截短的变体还与BMP‑10结合，并且具有更高的

亲和力和更好的动力学.即便这样，截短的变体在其偏好BMP‑9超过BMP‑10的程度(基于KD
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率)上有所不同，hENG(26至346)‑hFc表现出最大的差异而hENG(26至437)‑hFc最小.在截短

的变体中这种配体偏好程度中的差异可潜在地转化成其体内活性中的有意义差异.

[0227]

[0228] ＊CHO细胞来源的蛋白质

[0229] ＊＊HEK293细胞来源的蛋白质

[0230] 前述结果表明，包含某些hENG  ECD之C末端截短变体的融合蛋白表现出与BMP‑9和

BMP‑10但不与多种其他TGF‑β家族配体(包括TGF‑β1和TGF‑β3)的高亲和力结合.特别地，与

全长构建体hENG(26至586)‑hFc和截短的变体hENG(26至437)‑hFc二者相比，截短的变体

hENG(26至359)‑hFc、hENG(26至346)‑hFc和hENG(26至378)‑hFc表现出平衡时对BMP‑9更高

的结合亲和力和提高动力学性质.

[0231] 实施例10：对ENG  N末端区域的二级结构预测

[0232] 如上所述，发现短至36个氨基酸的N末端截短(hENG(61至346)‑hFc)取消了配体与

ENG多肽的结合.为了预测甚至更短的N末端截短对配体结合的影响，使用改进的Psipred第

3版(Jones，1999，J  Mol  Biol  292：195‑202)对人内皮糖蛋白孤儿域的二级结构进行计算

预测.分析表明，在由SEQ  ID  NO：1的第26至60位氨基酸定义的ENG多肽区内有序的二级结

构被限制为预测在SEQ  ID  NO：1的第42至45位置具有高置信度的4个残基之β链和在SEQ  ID 

NO：1的第28至29位具有低置信度的两个残基之β链.因此，开始于氨基酸27或28的ENG多肽

变体和任选的开始于SEQ  ID  NO：1的29至42位任何氨基酸中任一个的那些多肽变体很可能

保留重要的结构元件和配体结合.

[0233] 实施例11：基于细胞之测定中ENG‑Fc变体的效力

[0234] 使用在A204细胞中的报道基因测定以确定hENG‑hFc融合蛋白抑制BMP‑9和BMP‑

10A信号的效力.该测定基于转染了pGL3BRE‑萤光素酶报道质粒的人横纹肌肉瘤细胞系

(Korchynskyi  et  al，2002，J  Biol  Chem  277：4883‑4891)，以及海肾荧光报道质粒

(pRLCMV‑萤光素酶)以控制转染效率.在BMP应答基因(含Id1启动子)中出现BRE模体，所以

该载体一般用于通过Smad1和/或Smad5进行信号传导的因子.在不存在ENG‑Fc融合蛋白情

况下，BMP‑9和BMP‑10剂量依赖性地刺激A204细胞中的信号传导.

[0235] 在测定的第一天，A204细胞中( 编号：HTB‑82TM；保藏者：DJ  Giard)以每

孔105个细胞分散于48孔板中.第二天，将含有12μg  pGL3  BRE‑萤光素酶、0.1μg  pRLCMV‑萤

光素酶、30μl  Fugene  6(Roche  Diagnostics)以及970μl  OptiMEM(Invitrogen)的溶液在

室温预孵育30分钟，然后添加24ml测定缓冲液(补充有0.1％BSA的McCoy培养基).将该混合

物施用于平板接种的细胞(500μl/孔)，在37℃下孵育过夜.第三天，除去培养基，并用在测

定缓冲液中稀释的受试物质(250μl/孔)替换.在37℃孵育过夜后，用被动裂解缓冲液

(Promega  E1941)冲洗并裂解细胞，并冷冻于‑70℃.测定之前，将板在轻微摇动下升温至室

温.将细胞裂解物一式两份地转移至化学发光板(96孔)，并在带有来自双萤光素酶报道基

因检测系统(Promega  E1980)试剂的光度计(luminometer)中分析，以确定归一化的萤光素
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酶活性.

[0236] 结果表明，hENG‑hFc蛋白是由BMP‑9和BMP‑10介导的细胞信号传导的强效抑制剂.

如下表中所示，全长构建体hENG(26至586)‑hFc通过BMP‑9和BMP‑10分别以亚纳摩尔和低纳

摩尔范围内的IC50值抑制信号传导.此外，截短的变体hENG(26至359)‑hFc和hENG(26至

346)‑hFc二者都比hENG(26至586)‑hFc更有效.

[0237]

[0238] 实施例12：截短的变体hENG(26至359)‑hFc在CAM测定中抑制可由VEGF诱导的血管

发生

[0239] 申请人在与实施例6中描述的相同的CAM测定中研究截短的变体hENG(26至359)‑

hFc对血管发生的作用，其中使用VEGF诱导血管发生.由VEGF处理(每天50ng)诱导的额外血

管的数目因同时存在的hENG(26至359)‑hFc(SEQ  ID  NO：25；每天20μg)而降低了75％(图

38) .基于SPR的研究确认了VEGF不与hENG(26至359)‑hFc结合，因此该变体在该CAM测定中

对血管发生的作用并不是因为融合蛋白与VEGF之间的直接相互作用.需要注意的是，对于

hENG(26至359)‑hFc，10μg的剂量对应于14μg用于在实施例6中测试的较长ENG‑Fc构建体的

剂量(基于每种构建体的理论分子量).因此，在同一测定系统中，与具有全长ECD的ENG构建

体(图23)相比，截短的变体hENG(26至359)‑hFc在抑制可由VEGF诱导的血管发生中表现出

相当的(如果不是更高的话)有效性.

[0240] 实施例13：截短的变体hENG(26至346)‑hFc在小鼠血管发生反应器测定中抑制血

管发生

[0241] 在与实施例7中所述的相同的小鼠血管发生反应器测定中测试截短的变体hENG

(26至346)‑hFc .将血管发生反应器皮下植入无胸腺裸鼠(每只小鼠4个) .小鼠每日使用

hENG(26至346)‑hFc(10mg/kg，皮下)或载剂(Tris缓冲盐水)处理11天，此时给小鼠注射用

异硫氰酸荧光素(FITC)标记的葡聚糖(20mg/kg，静脉内)并在20分钟后安乐死.然后测量每

个血管发生反应器中所含FITC‑葡聚糖的量，作为血管发生的指标.如图39中所示，向血管

发生反应器添加生长因子(GF)FGF‑2和VEG导致血管形成的显著提高，而同时施用hENG(26

至346)‑hFc完全阻止了这一提高.基于SPR的研究证实，hENG(26至346)‑hFc既不结合FGF‑2

也不结合VEGF，从而排除了本实验中hENG(26至346)‑hFc对可诱导的血管发生的作用是由

于融合蛋白与FGF‑2或VEGF之直接相互作用的可能性.在哺乳动物测定系统中的本结果补

充了截短的变体hENG(26至359)‑hFc在CAM测定中(实施例12)获得的那些结果.综上所述，

它们表明并入优选的ENG胞外结构域之截短体的ENG‑Fc融合蛋白的体内抗血管发生活性.

[0242] 实施例14：截短的变体hENG(26至346)‑hFc的较长体内半衰期

[0243] 申请人进行了改进的药物代谢动力学研究以确定hENG(26至346)‑hFc的全身消除

半衰期，并将其与全长蛋白mENG(27至581)‑mFc的全身消除半衰期进行比较.hENG(26至

346)‑hFc蛋白是根据制造商(InvitrogenTM)的说明书使用SAIVITM(小动物体内成像)迅速

抗体标记试剂盒(Rapid  Antibody  Labeling  kit)以Alexa 750染料荧光标记的.

通过尺寸排阻色谱将被标记的蛋白质与游离标签分开.给无胸腺裸鼠(n＝3，17至20g)注射
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标记的hENG(26至346)‑hFc(2mg/kg，皮下)，并且在注射后2、4、6、8、24、32、48和72小时使用

IVIS成像系统( /Caliper  Life  Sciences)进行全身成像以确定融合蛋白的水

平.hENG(26至346)‑hFc的平均除去半衰期是26.5小时，比在类似研究中mENG(27至581)‑

mFc的22小时半衰期长20％.

[0244] 实施例15：ENG‑Fc蛋白质在小鼠异种移植模型中对肿瘤生长的作用

[0245] 在两个不同的小鼠异种移植模型中测试ENG‑Fc蛋白质以确定这些蛋白是否可抑

制肿瘤生长.在第一个实验中，无胸腺裸鼠在6周龄时皮下注射10 64T1乳腺癌细胞(

编号：CRL‑2539TM；保藏者：BA  Pulaski) .小鼠(n＝10只/组)每日(皮下)施用mENG

(27至581)‑mFc(10mg/kg)或载剂(Tris缓冲盐水).使用数显卡尺手动测量，肿瘤体积根据

以下公式计算：体积＝0.5(长)(宽2) .如图40中所示，到移植后第24天，与载剂相比，用mENG

(27至581)‑mFc治疗降低肿瘤体积的45％.

[0246] 还在结肠‑26癌异种移植模型中测试ENG‑Fc融合蛋白.BALB/c小鼠7周龄时皮下注

射1.5×106结肠‑26癌细胞( 编号：CRL‑2638TM；保藏者：N  Restifo)小鼠(n＝10/

组)每日(皮下)施用mENG(27至581)‑mFc(在1、10或30mg/kg)或载剂(Tris缓冲盐水).按照

上文所述测量肿瘤体积，如图41中所示，到移植后第58天，mENG(27至581)‑mFc治疗引起了

肿瘤体积剂量依赖性降低，与载剂相比，10mg/kg和30mg/kg的剂量分别降低了55％和近

70％.因此，mENG(27至581)‑mFc在小鼠异种移植模型中显著地减缓了两种不同肿瘤类型的

生长，这与前述的并入全长鼠ENG胞外结构域的融合蛋白的抗血管发生活性相一致(实施例

5至7) .在初步实验中，与载剂相比，截短的hENG(26至346)在结肠‑26异种移植模型中也可

以减慢肿瘤的生长，与这一变体在血管发生反应器测定中的抗血管发生活性一致.

[0247] 综上所述，上述结果表明，包含全长ENG  ECD及其某些截短之变体的融合蛋白，显

示与BMP‑9和BMP‑10的高亲和力结合，但不与多种其他TGF‑β家族配体(包括TGFβ‑1和TGFβ‑

3)结合.这些ENG多肽在模型系统中可抑制血管发生和肿瘤生长，因而有潜力治疗患不期望

的血管发生的(包括那些患癌症的)患者.与包含全长ENG  ECD的构建体相比，截短的ENG多

肽hENG(26至346)‑hFc和/或hENG(26至359)‑hFc显示更高的效力并且提高了在数种其他关

键参数的表现(参见如下汇总表格).
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[0248]

[0249] ‑‑‑未研究

[0250] 特别地，变体hENG(26至346)‑hFc具有优良的性质组合，与全长ENG  ECD构建体相

比，效力更高，结合亲和力更强，解离速率更缓慢，消除半衰期更长，并且蛋白质生产更好.

作为配体诱捕剂，截短的ENG多肽应优选地表现出缓慢的配体解离速率，所以与hENG(26至

346)‑hFc全长构建体相比10倍降低的BMP‑9解离速率是高度期望的.变体hENG(26至378)‑

hFc表现出介于一方面hENG(26至346)‑hFc和hENG(26至359)‑hFc与另一方面hENG(26至

437)‑hFc之间的BMP‑9结合特性(亲和力和解离速率)，并且hENG(26至378)更非常类似于较

短的构建体.

[0251] 通过引用并入

[0252] 本文中提及的所有出版物和专利通过引用全文并入本文，如同每个单独的出版物

或专利被具体地且单独地表明通过引用并入.在冲突的情况下，以本申请(包括本文中的任

何定义)为准.

[0253] 等同方案

[0254] 虽然本文中已经明确地公开了本发明的一些具体实施方案，以上说明书是举例说

明性的而非限制性的.对于本领域的技术人员来说，通过浏览本说明书和所附权利要求，本

发明的许多变化形式将变得明显.本发明的全部范围应通过参照权利要求、其等同方案的

全部范围、以及本说明书和这样的变化来确定.
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