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(57)摘要

本发明涉及用于治疗或预防疾病的因子1蛋

白、因子2蛋白及其抑制剂。本发明涉及包含由来

源于人染色体区C19Orf10和/或C19Orf63的核酸

编码的氨基酸序列的蛋白质(称为因子1和/或因

子2)或者其抑制剂，所述蛋白质用于增强非转化

组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或

抑制其凋亡。本发明还涉及因子1和因子2的抑制

剂用于医学用途的用途，优选用于治疗或预防其

中血管发生有助于疾病发生或进展之疾病的用

途。
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1.蛋白质，其包含根据SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列或者其片段或变体，所述片段或变体

与SEQ  ID  NO：1具有至少80％序列同一性，所述蛋白质用于增强非转化组织或非转化细胞

的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。

2.蛋白质，其包含根据SEQ  ID  NO：3的氨基酸序列或者其片段或变体，所述片段或变体

与SEQ  ID  NO：3具有至少80％序列同一性，所述蛋白质用于增强非转化组织或非转化细胞

的增殖和/或愈合。

3.根据权利要求2所述的蛋白质，其中所述氨基酸序列选自SEQ  ID  NO：4或SEQ  ID  NO：

5。

4.根据权利要求1至4中任一项所述的蛋白质，其中所述非转化组织或所述非转化细胞

是健康的、患病的或受损的。

5.根据权利要求1至5中任一项所述的蛋白质，其中所述细胞或所述组织

(i)是肌肉组织细胞、结缔组织细胞、上皮组织细胞或神经组织细胞或者肌肉组织、结

缔组织、上皮组织或神经组织；和/或

(ii)属于或来源于循环系统、消化系统、内分泌系统、排泄系统、免疫系统、皮肤系统、

肌肉系统、神经系统、生殖系统、呼吸系统或骨骼系统；和/或

(iii)属于或来源于心脏、皮肤、骨、软骨、血管、食道、胃、肠、腺、肝、肾、肺、脑和脾。

6.根据权利要求5中任一项所述的蛋白质，其中所述受损由遗传性/继承性疾病或者起

因于局部缺血、再灌注损伤、炎症、感染、外伤、机械性超负荷、中毒或手术造成的获得性疾

病引起，优选地，引起的疾病选自心肌梗死、心绞痛和心力衰竭。

7.根据权利要求5或6中任一项所述的蛋白质，其中所述疾病与萎缩、发育不全、炎症、

损伤或创伤有关。

8.根据权利要求6或7所述的蛋白质，其中所述疾病是原发性心肌病，优选继承性心肌

病和由自发突变引起的心肌病；或者获得性心肌病，优选由动脉粥样硬化或其他冠状动脉

疾病引起的缺血性心肌病、由心肌的感染或中毒引起的心肌病、由肺动脉高血压和/或动脉

高血压引起的高血压性心脏病以及心脏瓣膜的疾病。

9.核酸，其编码根据权利要求1至8所述的蛋白质，所述核酸用于增强非转化组织或非

转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。

10.载体，其包含根据权利要求9所述的核酸，所述载体用于增强非转化组织或非转化

细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。

11.根据权利要求10所述的载体，其中所述载体选自：质粒载体；粘粒载体；噬菌体载

体，如λ噬菌体载体、丝状噬菌体载体；病毒载体，优选腺病毒载体、腺相关病毒(AAV)载体、

甲病毒载体、疱疹病毒载体、麻疹病毒载体、痘病毒载体、疱疹性口炎病毒载体、逆转录病毒

载体和慢病毒载体；病毒样颗粒；以及细菌芽孢。

12.药物组合物，其包含根据权利要求1至8中任一项所述的蛋白质、根据权利要求9所

述的核酸或根据权利要求10或11所述的载体，并且任选地包含合适的药物赋形剂，所述药

物组合物用于增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。

13.根据权利要求12所述的药物组合物，其中所述药物组合物通过经口、静脉内、粘膜

内、动脉内、肌内或冠状动脉内途径施用。

14.根据权利要求12或13所述的药物组合物，其中所述药物组合物在再灌注疗法之前、
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与其同时或在其之后施用。

15.根据权利要求14所述的药物组合物，其中所述施用通过一次或更多次快速推注和/

或输注进行。

16.因子1和/或因子2蛋白的抑制剂，其用于医学用途。

17.根据权利要求16所述的因子1和/或因子2的抑制剂，其中所述医学用途是治疗或预

防其中血管发生有助于疾病发生或进展的疾病。

18.根据权利要求17所述的抑制剂，其中因子1蛋白包含根据SEQ  ID  NO：1的氨基酸序

列或其变体，因子2蛋白包含根据SEQ  ID  NO：3的氨基酸序列或其变体，所述变体与SEQ  ID 

NO：1或3具有至少80％序列同一性。

19.根据权利要求17或18所述的抑制剂，其选自：包含SEQ  ID  NO：1或3或其变体的抑制

性片段的蛋白质，所述变体与SEQ  ID  NO：1或3具有至少80％序列同一性；与根据SEQ  ID 

NO：1或3的氨基酸序列或其变体特异性结合的配体，所述变体与SEQ  ID  NO：1或3具有至少

80％序列同一性；以及抑制或阻止编码蛋白质的mRNA转录和/或翻译的核酸，所述蛋白质包

含根据SEQ  ID  NO：1或3的氨基酸序列或其变体，所述变体与SEQ  ID  NO：1或3具有至少80％

序列同一性。

20.根据权利要求19所述的抑制剂，其中所述配体选自抗体或其片段、抗体样蛋白或肽

模拟物。

21.核酸，其编码根据权利要求17至20所述的抑制剂，所述核酸用于治疗或预防其中血

管发生有助于疾病发生或进展的疾病。

22.载体，其包含根据权利要求22所述的核酸，所述载体用于治疗或预防其中血管发生

有助于疾病发生或进展的疾病。

23.药物组合物，其包含根据权利要求17至20中任一项所述的抑制剂、根据权利要求21

所述的核酸或根据权利要求22所述的载体，并且任选地包含合适的药物赋形剂，所述药物

组合物用于治疗或预防其中血管发生有助于疾病发生或进展的疾病。

24.根据权利要求17至20中任一项所述的抑制剂、根据权利要求21所述的核酸、根据权

利要求22所述的载体或根据权利要求23所述的药物组合物，其中所述其中血管发生有助于

疾病发生或进展的疾病是增殖性疾病。

25.根据权利要求17至20中任一项所述的抑制剂、根据权利要求21所述的核酸、根据权

利要求22所述的载体或根据权利要求23所述的药物组合物，其中所述增殖性疾病选自：良

性肿瘤、恶性肿瘤、类风湿性关节炎、银屑病、眼部血管发生疾病、奥斯勒-韦伯综合征、斑块

新血管形成、移植物和血管成形术后狭窄、毛细血管扩张、血友病性关节、血管纤维瘤、伤口

肉芽、肠粘连、动脉粥样硬化、硬皮病、肥大性瘢痕、猫抓病和溃疡，特别是黄斑变性、肾上腺

皮质癌、膀胱癌、骨癌、脑癌、乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、结直肠癌、子宫内膜癌、食道癌、眼癌、

胆囊癌、胃癌、头颈癌、喉癌、肝癌、肺癌、黑素瘤、骨髓增生性病症、颈癌、非黑素瘤皮肤癌、

卵巢癌、前列腺癌、良性前列腺增生、胰腺癌、直肠癌和睾丸癌。

26.与因子1或因子2特异性结合的配体，其抑制因子1或因子2的促血管发生活性。

27.根据权利要求26所述的配体，所述配体特异性结合包含在SEQ  ID  NO：1的61至76位

氨基酸中或由SEQ  ID  NO：1的61至76位氨基酸组成的人因子1蛋白的表位，或者特异性结合

对应于该表位的来自另一因子1蛋白的区域。
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28.根据权利要求26所述的配体，所述配体特异性结合包含在SEQ  ID  NO：3的181至195

位氨基酸中或由SEQ  ID  NO：3的181至195位氨基酸组成的人因子2蛋白的表位，或者特异性

结合对应于该表位的来自另一因子2蛋白的区域。
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用于治疗或预防疾病的因子1蛋白、因子2蛋白及其抑制剂

[0001] 本申请是申请号为201480005079.5的中国专利申请的分案申请，原申请是2014年

1月16日提交的PCT国际申请PCT/EP2014/050788于  2015年7月16日进入中国国家阶段的申

请。

技术领域

[0002] 本发明涉及包含由来源于人染色体区C19Orf10和/或C19Orf63的核酸编码之氨基

酸序列的蛋白质(称为因子1和/或因子2)，其用于增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/

或使其愈合和/或抑制其凋亡。还提供了因子1和因子2的抑制剂，其用于医学用途，特别是

用于治疗或预防其中血管发生有助于疾病发生或进展的疾病。

背景技术

[0003] 急性心肌梗死(AMI)是全世界发病率和死亡率的一个主要原因。仅在德国，每年发

生约280.000例。对患有AMI的患者的治疗包括通过再灌注疗法打开闭塞的冠状动脉，并且

联合施用血小板聚集抑制剂和凝固抑制剂以防止血管再闭合。另外，可通过施用β阻滞剂和

ACE抑制剂降低脉搏和血压。还常见的是使用斯特汀类(statins)以降低胆固醇水平。用于

直接修复心肌的医学方法目前只限于实验性地使用身体自身的骨髓细胞。对于具有类似效

果但是不使用骨髓细胞的药物有巨大需求。

[0004] AMI期间持续的组织坏死引起伤口愈合应答，其导致坏死区域被肉芽组织替换并

最终被富含胶原蛋白的疤痕替换。在AMI之后，单核细胞被从骨髓中募集到梗死心肌中，并

且在伤口愈合中发挥重要作用。心肌中的单核细胞响应是短暂双相的。促炎性单核细胞出

现较早并且促进梗死组织的消化和坏死碎片的移除，而修复性单核细胞在较晚占据优势并

且传播血管发生和修复。趋化因子受体CXCR4的细胞表面表达鉴定小鼠和人中的修复性单

核细胞亚群。CXCR4+骨髓细胞的促血管发生和促愈合效果被认为通过以旁分泌方式作用的

分泌蛋白介导，但是对于这些因子的鉴定在很大程度上尚未可知。因此，本发明人在人

CXCR4+骨髓细胞中进行了生物信息学分泌蛋白质组(secretome)分析以鉴定在AMI之后控

制梗死愈合以及表现出治疗潜力的新的分泌蛋白。

[0005] 这些研究鉴定了两种表现出促血管发生和/或细胞保护作用的不同多肽，本发明

人将其命名为因子1(Factor  1)和因子2(Factor  2)蛋白。

[0006] 这两种因子均在多种关于生物背景的科学出版物中描述，其不包括这些因子在非

转化细胞或非转化组织中的促血管发生和/或细胞保护作用。没有研究公开证据或甚至暗

示这些因子的功能，或者一种因子与仅和非转化细胞或非转化组织相关的疾病或病症之间

的显著相关性。

[0007] 人因子1的氨基酸序列在人染色体19上的开放阅读框10(C19Orf10) 中被编码。在

2007年对作为滑膜中的新分泌因子的所谓的成纤维细胞样滑膜细胞(FLS细胞)的蛋白质组

分析中描述了所述蛋白质。猜测了所述蛋白质的分泌和关节的炎性疾病之间的相关性，但

是没有任何试验或统计学证据(Weiler等，Arthritis  Research  and  Therapy  2007，The 
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identification  and  characterization  of  a  novel  protein，c19orf10，in  the 

synovium)。一个相应专利申请要求保护所述蛋白质作为用于治疗关节或用于诊断经历了

改变的生长的组织以及监测组织中变化的治疗剂 (U S  2 0 0 8 / 0 0 0 4 2 3 2  A 1 ，

Characterization  of  c19orf10，a  novel  synovial  protein)。另一个科学出版物描述了

肝细胞癌细胞中所述蛋白质的增强的表达  (Sunagozaka等，International  Journal  of 

Cancer，2010，Identification  of  a  secretory  protein  c19orf10  activated  in 

hepatocellular  carcinoma)。重组产生的蛋白质表现出对培养的肝细胞癌细胞的增殖增

强的效果。应注意的是，C19Orf10也被称为IL-25、IL-27和IL-27W，因为其最初被认为是白

细胞介素。但是，术语“IL-25”和“IL-27”已经在本领域中不一致地使用，并且用于指多种不

同的蛋白质。例如，US  2004/0185049指出一种蛋白质为IL-27，并且公开了其在调控免疫应

答中的用途。这种蛋白质在结构上不同于因子1(根据SEQ  ID  NO：1的因子1氨基酸序列与根

据  UniProt：Q8NEV9的“IL-27”的氨基酸序列相比)。类似地，EP  2  130  547  A1指出一种蛋

白质为IL-25，并且公开了其在治疗炎症中的用途。这种蛋白质在本领域中也被称为IL-

17E，并且其在结构上不同于因子1(根据  SEQ  ID  NO：1的因子1氨基酸序列与根据UniProt：

Q9H293的“IL-25”的氨基酸序列相比)。

[0008] 人因子2的氨基酸序列在人染色体19上的开放阅读框63(C19Orf63) 中被编码。所

述蛋白质在2009年被作为新的分泌因子INM02描述(Wang  等，Journal  of  Endocrinology 

2009，Molecular  cloning  of  a  novel  secreted  peptide，INM02，and  regulation  of 

its  expression  by  glucose)。在具有多克隆抗体的人血清中示出了所述蛋白质的存在。

此外，示出了培养的MIN6  (β细胞)以及分离的胰腺大鼠胰岛中所述蛋白质的表达和培养基

中的葡萄糖浓度之间的相关性。对于糖尿病和INM2的表达之间的相关性的分析没有提供显

著性结果。一个相应专利申请要求保护抗所述蛋白质的多克隆抗体的产生及其用于治疗糖

尿病的用途(CN  200910055490，Novel  polyclonal  antibody  of  secretive  peptide 

INM02  and  preparation  method  thereof)。

[0009] 另一个科学出版物描述了作为新的分泌因子hHSS1(人造血含信号肽分泌1)的所

述蛋白质(Junes-Gill等，J  Neurooncol，2011，hHSS1：a  novel  secreted  factor  and 

suppressor  of  glioma  growth  located  at  chromosome  19q13.33)。公开的数据示出了

造血系统中干细胞中hHSS1 的表达，并提出了作为特定脑肿瘤(神经胶质瘤)的产生中之肿

瘤抑制剂的功能。一个相应专利申请要求保护hHSS1在治疗脑肿瘤中的用途  (WO2011/

094446  A1，A  method  for  treating  brain  cancer  using  a  novel  tumor  suppressor 

gene  and  secreted  factor)。

发明内容

[0010] 在第一个方面，本发明提供了一种蛋白质，所述蛋白质包含根据SEQ  ID  NO：1的氨

基酸序列或者其片段或变体，所述片段或变体与SEQ  ID  NO：1具有至少80％序列同一性，所

述蛋白质用于增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。

[0011] 在第二个方面，本发明提供了一种蛋白质，所述蛋白质包含根据SEQ  ID  NO：3的氨

基酸序列或者其片段或变体，所述片段或变体与SEQ  ID  NO：3具有至少80％序列同一性，所

述蛋白质用于增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。
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[0012] 在第三方面，本发明提供了编码根据所述第一和第二方面的蛋白质的核酸，所述

核酸用于增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。

[0013] 在第四方面，本发明提供了包含根据所述第三方面的核酸的载体，所述载体用于

增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡。

[0014] 在第五方面，本发明提供了药物组合物，所述药物组合物包含所述第一和/或第二

方面的蛋白质和/或所述第三方面的核酸/或所述第四方面的载体并且任选地包含合适的

药物赋形剂，所述药物组合物用于增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/

或抑制其凋亡。

[0015] 在第六方面，本发明提供了因子1和因子2分别的抑制剂，所述抑制剂用于医学用

途，优选是治疗或预防其中血管发生有助于疾病发生或发展的疾病。

[0016] 在第七方面，本发明提供了编码这种抑制剂的核酸，所述核酸用于治疗或预防其

中血管发生有助于疾病发生或发展的疾病。

[0017] 在第八方面，本发明提供了包含所述第七方面的编码这种抑制剂的核酸的载体，

所述载体用于治疗或预防其中血管发生有助于疾病发生或发展的疾病。

[0018] 在第九方面，本发明提供了药物组合物，其包含所述第六方面的抑制剂和/或所述

第七方面的核酸和/或所述第八方面的载体并且任选地包含合适的药物赋形剂，所述药物

组合物用于治疗或预防其中血管发生有助于疾病发生或发展的疾病。以上发明内容未必描

述了本发明的所有方面。

附图说明

[0019] 图1：如指出的，在不存在(对照)或存在10％FCS、人重组VEGF-A  (R&D系统)或不同

浓度的重组人因子1(根据SEQ  ID  NO：2的氨基酸序列)或因子2(根据SEQ  ID  NO：4的氨基酸

序列)的情况下，将人冠状动脉内皮细胞(HCAEC)和人脐带静脉内皮细胞(HUVEC)在基本培

养基中培养24小时。(A)通过溴脱氧尿苷渗入测量HCAEC增殖。(B)  在用移液管尖端对汇合

的内皮细胞单层制造创伤后，评估HCAEC迁移。  (C)在培养在生长因子减少的基质胶

(Matrigel)上的细胞中评估HUVEC  网络形成。N＝每种条件3-5个独立试验；＊P＜

0.05，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜  0.001相对于对照。

[0020] 图2：通过Percoll密度梯度离心从1至3天龄的Sprague-Dawley大鼠中分离心室心

肌细胞。如指出的，在不存在(对照)或存在重组人GDF-15 或不同浓度的重组小鼠因子1(根

据SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列)的情况下，使心肌细胞暴露于模拟的局部缺血180分钟(5％

CO2/95％N2气氛下的含2-脱氧葡萄糖的不含葡萄糖培养基)，然后进行60分钟的模拟再灌注

(返回5％CO2/95％室内空气下的含葡萄糖培养基)。通过原位TdT  介导的dUTP缺口末端标

记(TUNEL)评估细胞死亡。N＝3个独立试验每种条件；＊P＜0.05相对于对照。

[0021] 图3：将小鼠因子1或因子2eDNA(根据SEQ  ID  NO：7和10的核酸)克隆到复制缺陷型

腺病毒中。使用编码半乳糖苷酶(lacZ)的复制缺陷型腺病毒作为对照。将10至12周龄的雄

性C57BL/6小鼠用异氟烷麻醉和通气，并且进行永久的冠状动脉左前降支(LAD)结扎。在LAD

结扎后立即将病毒注入到左心室(LV)腔中。(A)LAD结扎后28天通过经胸超声心动图

(transthoracic  echocardiography)评估左心室收缩功能(切面面积变化，FAC)。(B)LAD结

扎后28天通过荧光显微术对梗死边界区中的同工凝集素阳性毛细血管密度进行定量。＊P
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＜0.05，＊＊P＜0.01相对于Ad.lacZ对照。

[0022] 图4：将10至12周龄的雄性C57BL/6小鼠用异氟烷麻醉和通气，并且进行短暂的冠

状动脉左前降支结扎一小时，然后再灌注28天。在再灌注时，小鼠接受重组小鼠因子1(根据

SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列)或因子2(根据SEQ  ID  NO：24的氨基酸序列)的单次皮下

(s.c.)注射。这之后进行7天持续的重组因子1或因子2的皮下输注。对照小鼠输注  PBS。(A)

再灌注后28天通过经胸超声心动图评估左心室收缩功能(部分面积变化，FAC)。(B)再灌注

后28天通过荧光显微术对梗死边界区中的同工凝集素阳性毛细血管密度进行定量。＊P＜

0.05，＊＊P＜0.01相对于  PBS对照。

[0023] 图5：将10至12周龄的雄性C57BL/6小鼠用异氟烷(1-2％)麻醉和通气，并且进行短

暂的冠状动脉左前降支结扎一小时，然后再灌注28  天。在再灌注时，小鼠接受重组小鼠因

子1或因子2(分别为SEQ  ID  NO：  13和24)的单次皮下注射(对照小鼠注射PBS)。这之后进行

7天持续的重组因子1或因子2的皮下输注。对照小鼠输注PBS。28天中每天检查小鼠以评估

梗死后存活。

[0024] 图6：用BLASTP算法检索人C19Orf10编码的蛋白质的序列同源物。从鉴定的序列中

选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺乳动物，但是也从两栖动

物、鸟类和鱼类中选择一个实例。使用CLUSTALW2算法对所选择的氨基酸序列进行比对。所

有比对物种之间的同一性标记为“＊”，最高保守氨基酸位置(即仅示出保守替换的位置) 

标记为“：”，高度保守氨基酸位置标记为“.”。

[0025] 图7：用BLASTP算法检索人C19Orf10编码的蛋白质的序列同源物。从鉴定的序列中

选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺乳动物，但是也从两栖动

物、鸟类和鱼类中选择一个实例。使用CLUSTALW2算法对所选择的哺乳动物氨基酸序列进行

比对。所有比对物种之间的同一性标记为“＊”，最高保守氨基酸位置(即仅示出保守替换的

位置)标记为“：”，高度保守氨基酸位置标记为“.”。

[0026] 图8：用BLASTP算法检索人C19Orf63剪接变体HSS1编码的蛋白质的序列同源物。从

鉴定的序列中选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺乳动物，但

是也从两栖动物和鱼类中选择一个序列。使用CLUSTALW2算法对所选择的氨基酸序列进行

比对。所有比对物种之间的同一性标记为“＊”，最高保守氨基酸位置(即仅示出保守替换的

位置)标记为“：”，高度保守氨基酸位置标记为“.”。

[0027] 图9：用BLASTP算法检索人C19Orf63剪接变体HSS1编码的蛋白质的序列同源物。从

鉴定的序列中选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺乳动物，但

是也从两栖动物和鱼类物种中选择一个序列。使用CLUSTALW2算法对所选择的氨基酸序列

进行比对。所有比对物种之间的同一性标记为“＊”，最高保守氨基酸位置(即仅示出保守替

换的位置)标记为“：”，高度保守氨基酸位置标记为“.”。

[0028] 图10：用BLASTP算法检索人C19Orf63剪接变体HSM1编码的蛋白质的序列同源物。

从鉴定的序列中选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺乳动物，

但是也从两栖动物和鱼类中选择一个序列。使用CLUSTALW2算法对所选择的氨基酸序列进

行比对。所有比对的物种之间的同一性标记为“＊”，最高保守氨基酸位置(即仅示出保守替

换的位置)标记为“：”，高度保守氨基酸位置标记为“.”。

[0029] 图11：用BLASTP算法检索人C19Orf63剪接变体HSM1编码的蛋白质的序列同源物。
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从鉴定的序列中选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺乳动物，

但是也从两栖动物和鱼类中选择一个序列。使用CLUSTALW2算法对所选择的哺乳动物氨基

酸序列进行比对。所有比对的物种之间的同一性标记为“＊”，最高保守氨基酸位置(即仅示

出保守替换的位置)标记为“：”，高度保守氨基酸位置标记为“.”。

[0030] 图12：示出了因子1和2特异性抗体对用重组因子1(图A)和重组因子2(图B)刺激的

HCAEC的增殖的影响。数据为来自3-6次实验的平均值±SEM。图A：#P＜0.05，##P＜0.01相对

于未刺激的对照(左列)  ＊P＜0.05，＊＊P＜0.01相对于无抗体的因子1；图B：##P＜0.01相

对于未刺激的对照(最左列)＊P＜0.05，＊＊P＜0.01相对于无抗体的因子2。

具体实施方式

[0031] 在下文详细描述本发明之前，应理解的是，本发明不限于本文描述的特定方法、方

案和试剂，因为这些可以改变。还应理解的是，本文使用的术语仅仅是为了描述特定实施方

案，而不是旨在限制本发明的范围，本发明的范围仅由所附权利要求限定。除非另有限定，

否则本文使用的技术和科学术语具有与本领域普通技术人员的通常理解相同的含义。

[0032] 定义

[0033] 优选地，本文使用的术语如以下文献所述定义：″A  multilingual  glossary  of 

biotechnological  terms：(IUPAC  Recommendations)″，H.G.W.  Leuenberger，B.Nagel，和

H. 编辑，Helvetica  Chimica  Acta，  CH-4010  Basel，Switzerland，(1995)。

[0034] 为了实践本发明，除非另外指出，否则使用本领域文献中解释的化学、生物化学、

细胞生物学和重组DNA技术的常规方法(参考，例如Molecular  Cloning：A  Laboratory 

Manual，第2版，J.Sambrook等编辑，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring 

Harbor  1989)。此外，还使用本领域文献中解释的常规临床心脏病学方法(参考，例如

Braunwald’s  Heart  Disease.A  Textbook  of  Cardiovascular  Medicine，第9版，P.Libby

等编辑，  Saunders  Elsevier  Philadelphia，2011)。

[0035] 在整个说明书和所附权利要求书中，除非上下文另有要求，否则词语“包括”及类

似用语如“包含”和“含有”将被理解为意指包括所述整体或步骤或者整体或步骤的组，但是

不排除其他整体或步骤或者整体或步骤的组。如本说明书和所附权利要求中使用的，未用

数量词限定的名词包括复数，除非内容清楚地另外规定。

[0036] 核酸分子应理解为由核苷酸单体形成的聚合物大分子。核苷酸单体由核碱基、五

碳糖(例如但不限于核糖或2′-脱氧核糖)和一至三个磷酸基因构成。通常，多核苷酸通过单

个核苷酸单体之间的磷酸二酯键形成。在本发明上下文中，提到的核酸分子包括但不限于

核糖核酸(RNA)和脱氧核糖核酸(DNA)。术语“多核苷酸”和“核酸”在本文中可互换使用。

[0037] 术语“开放阅读框”(ORF)是指可翻译成氨基酸的核苷酸序列。通常，这样的ORF包

含起始密码子、随后通常具有三核苷酸的倍数之长度的区域，但是在给定的阅读框中不包

含终止密码子(TAG、TAA、TGA、UAG、UAA或UGA)。通常，ORF天然存在或被人工构建，即通过基

因技术手段。ORF编码其中的氨基酸可翻译形成肽连接链的蛋白质。

[0038] 术语“蛋白质”和“多肽”在本文中可互换使用，是指任何氨基酸的肽键连接链，而

不论长度或翻译后修饰。本发明中的可用蛋白质(包括蛋白质衍生物、蛋白质变体、蛋白质

片段、蛋白质区段、蛋白质表位和蛋白质结构域)可进一步通过化学修饰进行修饰。这意味
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着这种化学修饰的多肽包含除20种天然存在的氨基酸之外的化学基团。这样的其他化学基

团的实例包括但不限于糖基化氨基酸和磷酸化氨基酸。多肽的化学修饰可提供与亲本多肽

相比有利的性质，例如，一种或更多种增强的稳定性，延长的生物半衰期或增加的水溶性。

适用于本发明中的可用变体的化学修饰包括但不限于：PEG化、非糖基化亲本多肽的糖基

化、与治疗性小分子(如胰高血糖素样肽1激动剂包括艾塞那肽(exenatide)、阿必鲁肽 

(albiglutide)、他司鲁肽(taspoglutide)、DPP4抑制剂、肠降血糖素和利拉鲁肽

(liraglutide))共价偶联，或者亲本多肽中存在的糖基化模式的改变。适用于本发明的可

用变体的这些化学修饰可共翻译或在翻译后发生。

[0039] 术语“氨基酸”涵盖天然存在的氨基酸以及氨基酸衍生物。本发明上下文中的疏水

非芳香族氨基酸优选具有大于0.5，更优选大于1.0，甚至更优选大于1.5的Kyte-Doolittle

亲水指数并且不是芳香族的任何氨基酸。优选地，本发明上下文中的疏水非芳香族氨基酸

选自氨基酸丙氨酸(Kyte  Doolittle亲水指数1.8)、甲硫氨酸(Kyte  Doolittle亲水指数

1.9)、异亮氨酸(Kyte  Doolittle亲水指数4.5)亮氨酸(Kyte  Doolittle亲水指数3.8)  和

缬氨酸(Kyte  Doolittle亲水指数4.2)或其具有上文限定之Kyte  Doolittle  亲水指数的

变体。

[0040] 本文使用的术语“翻译后”是指发生在核苷酸三联体翻译成氨基酸并与序列中行

进(proceeding)的氨基酸形成肽键之后的事件。这样的翻译后事件可在整个多肽形成之后

发生或者在翻译过程期间在已经被翻译的多肽的那些部分上已经发生。翻译后事件通常改

变或修改所得多肽的化学或结构性质。翻译后事件的实例包括但不限于这样的事件如氨基

酸的糖基化或磷酸化，或者例如通过内肽酶对肽链的切割。

[0041] 本文使用的术语“共翻译(co-translational)”是指在核苷酸三联体翻译成氨基

酸链的过程期间发生的事件。这些事件通常改变或修改所得氨基酸链的化学或结构性质。

共翻译事件的实例包括但不限于可停止整个翻译过程或干扰肽键形成而导致两个分立

(discreet)的翻译产物的事件。

[0042] 本文使用的术语“变体”是指与其来源的多肽或其片段相比差别在于氨基酸序列

中的一个或更多个变化的多肽。蛋白质变体来源的多肽也称为亲本多肽。同样地，蛋白质片

段变体来源的片段也称为亲本片段。通常，变体是人工构建的，优选地通过基因技术手段。

通常，亲本多肽是野生型蛋白质或野生型蛋白质结构域。另外，本发明中的可用变体还可来

源于亲本多肽的同源物、直系同源物或旁系同源物或来源于人工构建的变体，只要所述变

体表现出亲本多肽的至少一种生物学活性即可。氨基酸序列中的变化可以是氨基酸交换、

插入、缺失、N端截短或C端截短，或者这些变化的任意组合，其可发生在一个或数个位点处。

在一些优选实施方案中，本发明中的可用变体表现出在氨基酸序列中总数至多100(至多1、

2、3、  4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、  70、75、80、85、90、95或100)

个变化(即，交换、插入、缺失、N端截短和/或C端截短)。氨基酸交换可以是保守的和/或半保

守的和/或非保守的。在一些优选实施方案中，本发明中的可用变体与其来源的蛋白质或结

构域相差至多1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、  16、17、18、19、20、25、30、35、40、

45或50个氨基酸交换，优选保守氨基酸变化。

[0043] 通常替换在脂肪族氨基酸之间，具有脂肪族羟基侧链的氨基酸之间，具有酸性残

基的氨基酸之间，酰胺衍生物之间、具有碱性残基的氨基酸之间或具有芳香族残基的氨基
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酸之间。通常半保守和保守替换为：

[0044]

[0045]

[0046] 如果新半胱氨酸保留游离巯基，从A、F、H、I、L、M、P、V、W  或Y到C的变化是半保守

的。此外，技术人员将理解，空间需求位置的甘氨酸不应被替换，并且P不应被引入到具有α

螺旋或β片层结构的蛋白质部分中。

[0047] 作为替代或补充，本文使用的“变体”可通过与其来源的亲本多肽或亲本多核苷酸

的一定程度的序列同一性来表征。更确切地说，本发明上下文中的蛋白质变体表现出与其

亲本多肽至少80％的序列同一性。优选地，所讨论的多肽和参照多肽在20、30、40、45、50、

60、70、80、90、100  或更多个氨基酸的连续段上或在参照多肽的整个长度上表现出指定的

序列同一性。优选地，所讨论多核苷酸和参照多核苷酸在60、90、120、135、  150、180、210、

240、270、300或更多个核苷酸的连续段上或在参照多肽的整个长度上表现出指定的序列同

一性。

[0048] 整个说明书关于多肽和多核苷酸序列比较使用术语“至少80％序列同一性”。这种

表述优选地是指与相应参照多肽或相应参照多核苷酸具有至少80％、至少81％、至少82％、

至少83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％

序列同一性。

[0049] 蛋白质片段包含氨基酸的缺失，其可以是N端截短、C端截短或内部缺失，或者这些

的任意组合。包含N端截短、C端截短和/或内部缺失的这些变体在本申请上下文中被称为

“片段”。片段可以是天然存在的(例如，剪接变体)或可以是人工构建的，优选地通过基因技

术手段。优选地，与亲本多肽相比，片段(或缺失变体)在其N端和/或其C端和/或内部具有至
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多1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45 或50个氨基酸的缺失，优选地在其N端、

在其N和C端或在其C端。

[0050] 如果没有明确地另外指出，在两个序列相比较并且没有指明计算序列同一性百分

比所比较的参照序列的情况下，参考两个待比较序列中较长的计算序列同一性。

[0051] 可通过序列比对来确定核苷酸和氨基酸序列的相似性，即，序列同一性百分比。这

样的比对可利用多种本领域已知算法进行，优选Karlin和  Altschul的数学算法(Karlin&

Altschul(1993)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  90：5873-5877)、hmmalign(HMMER包，http：//

hmmer.wustl.edu/)或者CLUSTAL算法(Thompson，J.D.，Higgins，D.G.&Gibson，T.J.(1994) 

Nucleic  Acids  Res.22，4673-80)或CLUSTALW2算法(Larkin  MA，  Blackshields  G，Brown 

NP，Chenna  R，McGettigan  PA，McWilliam  H，  Valentin  F，Wallace  IM，Wilm  A，Lopez  R，

Thompson  JD，Gibson  TJ，  Higgins  DG .(2007) .Clustal  W  and  Clustal  X  2 .0版

.Bioinformatics，23，  2947-2948)，其可获自例如  http：//npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/

npsa_automat.pl？page＝/NPSA/npsa_clusta  lw.html或http：//www.ebi.ac.uk/Tools/

clustalw2/index .html .优选地，使用http：//www .ebi .ac .uk/Tools/clustalw2/

index .html的CLUSTALW2算法，其中所使用的参数是http：//www .ebi .ac .uk/Tools/

clustalw2/index.html上设置的默认参数：比对类型＝慢，对于慢配对比对选择，蛋白质权

重矩阵＝Gonnet，空位开放＝10，空位延伸＝0.1，以及蛋白质权重矩阵＝Gonnet，空位开放

＝10，空位延伸＝0.20，空位距离＝5，无结束空位＝无，输出选项：格式＝Aln  w/数字，顺序

＝对齐。

[0052] 可使用例如BLAST、BLAT或BlastZ(或BlastX)计算序列同一性  (序列匹配)级别。

类似算法被整合在了BLASTN和BLASTP程序中：  Altschul等(1990)J .Mol.Biol.215：403-

410。可利用BLASTP程序进行  BLAST蛋白搜索，所述程序可获自例如  http：//

blast .ncbi .nlm .nih .gov/Blast .cgi？PROGRAM＝blastp&BLAST_PRO  GRAMS＝blastp&

PAGE_TYPE＝BlastSearch&SHOW_DEFAULTS＝on&  LINK_LOC＝blasthome。优选地，使用的算

法参数是  http：//blast.ncbi .nlm .nih.gov/Blast.cgi？PROGRAM＝blastp&BLAST_PRO 

GRAMS＝blastp&PAGE_TYPE＝BlastSearch&SHOW_DEFAULTS＝on&  LINK_LOC＝blasthome上

设置的默认参数：预期阈值＝10，字长＝3，查询范围中的最大匹配＝0，矩阵＝BLOSUM62，空

位罚分＝存在：11延伸：1，组成调整＝条件组成得分矩阵调节以及非冗余蛋白序列(nr)的

数据库，以获得与因子1和因子2多肽同源的氨基酸序列。

[0053] 为了获得比较目的的空位比对，使用如Altschul等(1997)Nucleic  Acids 

Res.25：3389-3402中所述的空位BLAST。当使用BLAST和空位  BLAST程序时，使用各程序的

默认参数。可通过建立的同源性作图技术如Shuffle-LAGAN(Brudno  M.，Bioinformatics 

2003b，19  Suppl  1：I54-I62)  或马尔科夫随机域(Markov  random  fields)对序列匹配分

析进行补充。当在本申请中提到序列同一性百分比时，这些百分比相对较长序列的全长计

算，如果没有另外明确地说明的话。

[0054] 本文使用的术语“宿主细胞”是指具有本发明之核酸的细胞(例如，质粒或病毒)。

这种宿主细胞可以是原核细胞(例如，细菌细胞)或真核细胞(例如，真菌、植物或动物细

胞)。细胞可以是转化的或非转化的。细胞可以是例如细胞培养物中的分离的细胞或组织的

一部分，其本身可以是分离的更复杂的组织结构(如器官或个体)或其一部分。
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[0055] 术语“因子1”、“因子1蛋白”或“因子1多肽”可互换使用，并且是指NCBI参照序列

NM_019107.3(人同源物)指示的蛋白质以及其哺乳动物同源物，特别是来自小鼠或大鼠。人

同源物的氨基酸序列在人染色体19上的开放阅读框10(C19Orf10)中被编码。优选地，因子1

蛋白是指包含具有根据SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列的人因子1核心区段或基本由其组成或

由其组成的蛋白质。在一个更优选的实施方案中，因子1蛋白具有根据SEQ  ID  NO：2的氨基

酸序列。

[0056] 术语“因子2”、“因子2蛋白”或“因子2多肽”可互换使用，并且是指NCBI参照序列

NM_175063.4(人同源物)指示的蛋白质以及其哺乳动物同源物，特别是来自小鼠或大鼠。人

因子2的氨基酸序列在人染色体19上的开放阅读框63(C19Orf63)中被编码。优选地，因子2

蛋白是指包含具有根据SEQ  ID  NO：3的氨基酸序列的人因子2核心区段或基本由其组成或

由其组成的蛋白质。在一个更优选的实施方案中，因子2 蛋白具有分别根据SEQ  ID  NO：4和

5的氨基酸序列。在最优选的实施方案中，因子2蛋白是分泌形式，优选地具有根据SEQ  ID 

NO：4的氨基酸序列。

[0057] 术语“非转化组织”或“非转化细胞”是指表现出可比较的非癌或肿瘤发生细胞或

组织之生理参数的组织和细胞。这种参数是例如但不限于细胞周期控制、细胞分裂速率、接

触抑制、非锚定依赖性生长或代谢。可比较的非癌或肿瘤发生细胞或组织可以是健康的、受

损的或患病的。

[0058] 术语“愈合”包括活细胞、组织、器官和生物系统整体的再生和修复，以及正常功能

的部分或完全恢复。在组织、器官或生物系统整体的情况下，其包括通过体内细胞再生和修

复以减小受损或坏死区域的尺寸或使其被新的活组织替代的过程。替代可例如通过用形成

与原组织类似的组织的新细胞替代坏死细胞的再生或通过其中用疤痕组织替代损伤组织

的修复来发生。因为再生是导致正常功能部分或完全恢复的过程，其为愈合过程中的优选

变量。因此，本发明上下文中的术语愈合包括本领域技术人员可与该术语组合的全部过程，

但是优选地应促进再生过程，而不是导致产生非功能性组织(如疤痕组织)的过程。本发明

上下文中的术语愈合还优选地指促进增殖、迁移、网络形成和血管发生。

[0059] 术语“增强增殖”是指如果与不用本发明的蛋白质、核酸、载体或药物组合物处理

的细胞或细胞组相比，细胞或细胞组的细胞分裂速率提高。本领域中公知如何测量细胞的

细胞分裂速率，例如通过使用FACS对有丝分裂细胞进行计数。

[0060] 术语“抑制凋亡”是指在对照细胞或细胞组进入凋亡的情况下，本发明的蛋白质、

核酸、载体或药物组合物阻止细胞或细胞组进入凋亡的能力。本领域技术人员公知如何测

量细胞是否经历凋亡，例如通过TUNEL测定。

[0061] 实施方案的描述包括对贯穿本申请使用的术语的进一步限定和解释。这些描述和

限定对于整个申请有效，除非另有说明。

[0062] 实施方案

[0063] 在下文中，将描述本发明的要素。这些要素与具体的实施方案一起列出，但是，应

当理解，它们可以以任何方式以及任何数量进行组合以产生另外的实施方案。多种描述的

实施例和优选的实施方案不应被解释为将本发明限制于仅明确地描述的实施方案。这种描

述应被理解为支持和涵盖将明确描述的实施方案与任何数量的公开和/或优选的要素相组

合的实施方案。此外，除非上下文另有说明，否则本申请中所有描述的要素的任何排列和组
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合应被视为被本申请的说明书所公开。

[0064] 在第一方面，本发明提供了蛋白质，所述蛋白质包含因子1蛋白、基本上由因子1蛋

白组成或由因子1蛋白组成，优选地具有根据SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列或者其片段或变

体，所述片段或变体与SEQ  ID  NO：1  具有至少80％序列同一性，所述蛋白质用于增强非转

化组织或非转化细胞的增殖和/或使其愈合和/或抑制其凋亡，特别地增强非转化组织的增

殖、增强非转化细胞的增殖、抑制非转化组织的凋亡或抑制非转化细胞的凋亡。在一个特别

优选的本发明的实施方案中，所述蛋白质包含氨基酸序列  SEQ  ID  NO：1或其片段。优选地，

所述蛋白质与SEQ  ID  NO：1具有至少  85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％的同一性。

[0065] 在本发明这个方面的一个优选实施方案中，所述蛋白质包含氨基酸序列SEQ  ID 

NO：2，与SEQ  ID  NO：2具有至少80％序列同一性的其片段或变体。优选的SEQ  ID  NO：2片段

缺乏N-端信号序列MAAPSGGWNGVGASLWAALLLGAVALRPAEA(SEQ  ID  NO：35)。本领域技术人员

能够在没有不适当的负担下决定亲本多肽的哪些位置可以突变至何种程度以及哪些位置

必须保持以保留所述多肽的功能。例如，这样的信息可以从通过本领域公知的生物信息学

的方法鉴定、比对和分析的同源物序列获得。在实施例7中示例性地描述了这种分析，且将

结果示于图6和7中。突变优选引入到物种(优选哺乳动物)之间不充分保守的蛋白质的那些

区域中，即，被突变的一个或更多个那些氨基酸位置未标有“＊”。在一个更优选的实施方案

中，仅改变不完全保守的(用“＊”表示)  或保守程度较低(用“：”或“.”表示)的氨基酸。在一

个特别优选的本发明的实施方案中，因子1蛋白包含氨基酸序列SEQ  ID  NO：2或其片段，基

本上由氨基酸序列SEQ  ID  NO：2或其片段组成或者由氨基酸序列SEQ  ID  NO：2或其片段组

成。优选地，所述蛋白质与SEQ  ID  NO：2具有至少  85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％的序列同一性。

[0066] 这些突变可存在于根据SEQ  ID  NO：2的全长蛋白质中或存在于根据  SEQ  ID  NO：1

缺乏N-端信号序列的蛋白质中。

[0067] 除了N-端信号，N-端缺失变体可能缺少一个或更多个来自32至55  位氨基酸(根据

SEQ  ID  NO：2)，即来自N端保守区的氨基酸。因此，缺失的因子1蛋白的N端可以在位置32、

33、34、35、36、37、38、39、  40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55 或56处，

另外地或可替代地，缺失的因子1蛋白可能缺少一个或更多个来自146至173位氨基酸(基于

SEQ  ID  NO：2)，即来自C端保守区的氨基酸。因此，缺失的因子1蛋白的C端可以在位置145、

146、147、148、  149、150、151、152、153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、164、

165、166、167、168、169、170、171或172处。

[0068] 本发明第一方面的蛋白质还可包含例如用于稳定或纯化所得蛋白质的另外的氨

基酸序列。这样的氨基酸的实例是His6-标签(SEQ  ID  NO：36)、myc-标签或FLAG-标签。

[0069] 在一些实施方案中，优选在本发明第一方面的蛋白质内突变蛋白酶切割位点来稳

定蛋白质(参见Segers等，Circulation  2007，2011)。技术人员知晓如何确定蛋白质内潜在

的蛋白水解切割位点。例如，可将蛋白质序列提交到提供这种分析的网站上，例如  http：//

web.expasy.org/peptide_cutter/或http：//pmap.burnham.org/proteas  es。如果根据

SEQ  ID  NO：2的蛋白质序列被提交到  http：//web.expasy.org/peptide_cutter/上，则确

定了以下较低频率(小于  10)的切割位点：
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[0070] 表1

[0071]

[0072] 可改变这些位点以去除各自鉴定的蛋白酶的识别/切割序列从而增加蛋白质的血

清半衰期。

[0073] 因子1和因子2显示了增殖增强活性，特别是增强血管发生。在一个优选的实施方

案中，根据第一方面的蛋白质用于增强非转化组织或非转化细胞的增殖，优选血管发生。因

此，优选的是因子1或因子2用于治疗可从增强血管发生中受益的疾病。下面进一步举例说

明这些疾病的一些实例。

[0074] 本发明的上下文中增殖的增强包括与未施用本发明蛋白质的对照细胞或对照组

织相比，细胞或组织每级的增殖增强。例如，可通过如实施例  2中所描述的掺入溴脱氧尿苷

来测量细胞的增殖。例如，可通过测量各组织重量或尺寸的增加以及用组织学方法来确定

组织的增强增殖。这样的方法在本领域中是公知的，因为它们中许多是用于临床应用的标

准方法。

[0075] 在另一个优选的实施方案中，根据第一方面的蛋白质用于使非转化组织或非转化

细胞愈合。在另一个优选的实施方案中，根据第一方面的蛋白质用于使非转化组织或非转

化细胞愈合并且增强非转化组织或非转化细胞的增殖。在一个特别优选的实施方案中，根

据第一方面的蛋白质用于使非转化组织或非转化细胞愈合并且增强非转化组织或非转化

细胞的增殖并且抑制非转化组织或非转化细胞的凋亡。

[0076] 在另一个优选的实施方案中，根据第一方面的蛋白质用于抑制非转化组织或非转

化细胞的凋亡。因此，本发明的蛋白质表现出抗凋亡的潜能并保护细胞或组织免于凋亡细

胞死亡。在此上下文中“保护”或“细胞保护作用”意指，与对照相比，在用根据本发明的因子

1蛋白处理的细胞中凋亡细胞死亡的程度降低至少20％，优选至少30％，更优选至少40％，

甚至更优选至少50％，并且最优选至少60％。技术人员能够通过如实施例  3中所描述的原

位TdT介导的dUTP缺口末端标记(TUNEL)来评估细胞死亡。其他凋亡的指标是，例如可通过

DNA梯度检查的片段化的基因组(Liu等，2005，Circulation  111：90-96)、细胞色素-c的释

放或胱天蛋白酶-3的活性(Most等，2003，J.Biol.Chem.278：48404-48412)。可体内在实验

的心力衰竭的动物模型中来评估肽的抗凋亡作用。例如，可评估蛋白质处理的局部缺血后

收缩功能障碍的小鼠和经处理过的心脏组织以及对照小鼠之心肌细胞凋亡的程度。肽优选

可经肠胃外，例如腹膜内、静脉内或皮下施用。在一个特别优选的实施方案中，本发明的蛋

白质显示具有两种上述功能且优选具有全部上述功能，即，增强非转化组织或非转化细胞

的增殖以及使非转化组织或非转化细胞愈合和抑制非转化组织或非转化细胞的凋亡。包括

在本发明中的因子1蛋白的片段和变体表现出抗凋亡的潜能并保护细胞或组织免于凋亡细

胞死亡，即，与根据SEQ  ID  NO：1 或SEQ  ID  NO：2，更优选SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列具有至

少50％，优选60％，优选70％，优选80％，优选90％且更优选至少100％的蛋白质。
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[0077] 在第二方面，本发明提供了蛋白质，所述蛋白质包含因子2蛋白、基本上由因子2蛋

白组成或由因子2蛋白组成，具有根据SEQ  ID  NO：3的氨基酸序列或者其片段或变体，所述

片段或变体与SEQ  ID  NO：3具有至少80％序列同一性，所述蛋白质用于增强非转化组织或

非转化细胞的增殖和/或使非转化组织或非转化细胞愈合。在本发明的一个优选的实施方

案中，因子2蛋白包含氨基酸序列SEQ  ID  NO：3，与SEQ  ID  NO：3具有至少80％同一性的其片

段或变体。本领域技术人员能够在没有不适当的负担下决定多肽的哪些位置可以突变为何

种程度以及哪些位置必须保持以保留所述多肽的功能。例如，这样的信息可以例如从通过

本领域公知的生物信息学方法鉴定、比对和分析的同源物序列获得。在一个特别优选的本

发明的实施方案中，本发明的第二方面的蛋白质包含氨基酸序列SEQ  ID  NO：3或其片段。优

选地，所述蛋白质与SEQ  ID  NO：3具有至少85％、  90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％的序列同一性。

[0078] 本发明第二方面的蛋白质还可包含例如用于稳定或纯化所得蛋白质的另外的氨

基酸序列。

[0079] 在一些实施方案中，优选突变在本发明第一方面的蛋白质内的蛋白酶切割位点以

稳定蛋白质。可如以上所述鉴定合适的蛋白水解切割位点。

[0080] 在本发明的另一个优选实施方案中，本发明的第二方面的蛋白质包含氨基酸序列

SEQ  ID  NO：4或其片段或变体、基本上由氨基酸序列SEQ  ID  NO：4或其片段或变体组成或者

由氨基酸序列SEQ  ID  NO：4或其片段或变体组成，所述片段或变体与SEQ  ID  NO：4具有至少

80％的同一性。优选的片段缺乏N-端信号序列MAAASAGATRLLLLLLMAVAAPSRARG′(SEQ  ID 

NO：37)。本领域技术人员能够在没有不适当的负担下决定多肽的哪些位置可以突变为何种

程度以及哪些位置必须保持以保留所述多肽的功能。例如，这样的信息可以从通过本领域

公知的生物信息学方法鉴定、比对和分析的同源物序列获得。在实施例8中示例性地描述这

种分析，且将结果示于图8和9中。突变优选引入到物种(优选哺乳动物)之间不充分保守的

蛋白质的那些区域中，即，被突变的一个或更多个那些氨基酸位置未标有“＊”。在一个更优

选的实施方案中，仅改变不完全保守的(用“＊”表示)或保守程度较低(用“：”或“.”表示)的

氨基酸。在一个本发明特别优选的实施方案中，因子2蛋白包含氨基酸序列SEQ  ID：4或其片

段。优选地，所述蛋白质与SEQ  ID  NO：4具有至少85％、90％、91％、92％、  93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％的同一性。

[0081] 这样的突变可存在于根据SEQ  ID  NO：4的全长蛋白质中或存在于缺乏N端信号序

列的蛋白质中。

[0082] 除了N-端信号，N-端缺失变体可能缺少一个或更多个来自27至73  位氨基酸(根据

SEQ  ID  NO：4)，即来自N端保守区的氨基酸。因此，缺失的因子2蛋白的N端可以在位置27、

28、29、30、31、32、33、34、  35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、  51、52、

53、54、55或56处。另外地或可替代地，缺失的因子1蛋白可能缺少一个或更多个来自190至

254位氨基酸(根据SEQ  ID  NO：4)即来自C端保守区的氨基酸。因此，缺失的因子2蛋白的C端

可以在位置  189、190、191、192、193、194、195、196、197、198、199、200、201、  202、203、204、

205、206、207、208、209、210、211、212、213、214、  215、216、217、218、219、220、221、222、223、

224、225、226、227、  228、229、230、231、232、233、234、235、236、237、238、239、240、  241、

242、243、244、245、246、247、248、249、250、251、252或253 处。
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[0083] 在本发明的另一个优选实施方案中，本发明的第二方面的蛋白质包含  SEQ  ID 

NO：5的氨基酸序列或其片段或变体、基本上由SEQ  ID  NO：5的氨基酸序列或其片段或变体

组成或者由SEQ  ID  NO：5的氨基酸序列或其片段或变体组成，所述片段或变体与SEQ  ID 

NO：5具有至少80％的同一性。优选的片段缺乏N-端信号序列

MAAASAGATRLLLLLLMAVAAPSRARG(SEQ  ID  NO：37)。本领域技术人员能够在没有不适当的负

担下决定多肽的哪些位置可以突变为何种程度以及哪些位置必须保持以保留所述多肽的

功能。例如，这样的信息可以从通过本领域公知的生物信息学的方法鉴定、比对和分析的同

源物序列获得。实施例9中示例性地描述了这种分析，且将结果示于图10和11中。突变优选

引入到物种(优选哺乳动物)之间不充分保守的蛋白质的那些区域，即，被突变的一个或更

多个那些氨基酸位置未标有“＊”。在一个更优选的实施方案中，仅改变不完全保守的(用

“＊”表示)或保守程度较低  (用“：”或“.”表示)的氨基酸。在一个本发明的特别优选的实施

方案中，因子2蛋白包含氨基酸序列SEQ  ID：5或其片段。优选地，所述蛋白质与SEQ  ID  NO：5

具有至少85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、  96％、97％、98％、99％的同一性。

[0084] 这样的突变可能存在于根据SEQ  ID  NO：5的全长蛋白质中或存在于根据SEQ  ID 

NO：5缺乏N端信号序列的蛋白质中。

[0085] 除了N-端信号，N-端缺失变体可能缺少一个或更多个来自27至73  位氨基酸(根据

SEQ  ID  NO：4)即来自N端保守区的氨基酸。因此，缺失的因子2蛋白的N端可以在位置27、28、

29、30、31、32、33、34、  35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、  51、52、53、

54、55或56处。另外地或可替代地，缺失的因子1蛋白可能缺少一个或更多个来自190至262

位氨基酸(根据SEQ  ID  NO：4)即来自C端保守区的氨基酸。因此，缺失的因子2蛋白的C端可

以在位置189、190、191、192、193、194、195、196、197、198、199、200、201、  202、203、204、205、

206、207、208、209、210、211、212、213、214、  215、216、217、218、219、220、221、222、223、224、

225、226、227、  228、229、230、231、232、233、234、235、236、237、238、239、240、  241、242、

243、244、245、246、247、248、249、250、251、252、253、  254、255、256、257、258、259、260或261

处。

[0086] 本发明第二方面的蛋白质的片段和变体表现出抗凋亡的潜能并保护细胞或组织

免于凋亡细胞死亡。其与根据SEQ  ID  NO：3，SEQ  ID  NO：4  或SEQ  ID  NO：5，最优选SEQ  ID 

NO：3的氨基酸序列具有至少50％，优选60％，优选70％，优选80％，优选90％，且更优选至少

100％的蛋白质。

[0087] 在一个优选的实施方案中，根据第二方面的蛋白质用于增强非转化组织或非转化

细胞的增殖。与未施用蛋白质的对照细胞或组织相比，增殖的增强包括每级的增强。上文描

述了用于测量增殖的实验方法。在实施例2 中也描述了通过掺入溴脱氧尿苷来评估根据本

发明第二方面的蛋白质之各自的增殖测量值。

[0088] 在另一个优选的实施方案中，根据第二方面的蛋白质用于使非转化组织或非转化

细胞愈合。在一个特别优选的实施方案中，根据本发明第二方面的蛋白质表现出上述两种

功能，即，非转化组织或非转化细胞的增强增殖和愈合。

[0089] 在本发明的另一个实施方案中，在体内、离体或体外，优选体内施用第一方面和/

或第二方面的蛋白质。一个示例性实施方案，当离体或体外施用本发明第一方面的蛋白质

和/或本发明第二方面的蛋白质时，是为了组织工程的目的增强增殖和/或愈合和/或抑制
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细胞凋亡，其中产生组织以用于移植到个体中。用于组织工程的细胞可以来自相同物种的

相同个体或来自其他物种，但也可来自相同物种的不同个体或来自其他物种。本发明不包

括除去所述细胞或组织以及将新的组织移植到个体中的方法。

[0090] 在本发明的一个优选的实施方案中，非转化细胞是干细胞。这样的干细胞可以是

胚胎干细胞或成体干细胞以及祖细胞。本发明包括全能干细胞以及多能干细胞。

[0091] 在一个优选的实施方案中，非转化细胞或非转化组织是患病的。在另一个优选的

实施方案中，非转化细胞或非转化组织是受损的。在另一个优选的实施方案中，非转化细胞

或非转化组织是受损且患病的。

[0092] 在一个优选的实施方案中，非转化细胞或非转化组织是肌肉细胞或肌肉组织。肌

肉包括由本领域的技术人员已知的所有类型的肌肉。这样的肌肉是例如，骨骼肌、平滑肌或

心肌。在一个更具体的优选的实施方案中，肌肉是心肌。在另一个优选的实施方案中，非转

化细胞或非转化组织是上皮细胞或上皮组织。在另一个优选的实施方案中，非转化细胞或

非转化组织是神经细胞或神经组织。

[0093] 在一个优选的实施方案中，非转化细胞或非转化组织属于个体的循环系统。

[0094] 在另一个优选的实施方案中，非转化细胞或所述非转化组织属于或来自个体身体

的限定系统，所述系统选自：消化系统、内分泌系统、排泄系统、免疫系统、皮肤

(integumentary)系统、肌肉系统、神经系统、生殖系统、呼吸系统或骨骼系统。在本发明的

另一个优选的实施方案中，所述细胞属于所列出个体系统中的两个、三个、四个、五个、六

个、七个、八个、九个、十个或全部。

[0095] 在另一个优选的实施方案中，非转化细胞或非转化组织属于或来自个体身体的限

定部分或器官，所述限定部分或器官选自：皮肤、骨、心脏、软骨、血管、食道、胃、肠、腺、肝、

肾、肺、脑和脾。在一个特别优选的实施方案中，非转化细胞或非转化组织属于或来自心脏。

[0096] 更加优选地，在受损的非转化细胞或非转化组织的情况下，受损通过遗传性/继承

性(inherited)疾病或通过例如局部缺血、再灌注损伤、炎症、感染、外伤、机械性超负荷

(mechanical  overload)、中毒或手术导致的获得性疾病而引起。在一个特别优选的实施方

案中，所述受损是通过局部缺血引起的。在另一个特别优选的实施方案中，所述受损是通过

再灌注损伤引起的。

[0097] 在本发明的上下文中，优选的是在患病的或受损的细胞或组织的情况下，其中所

述受损是通过与萎缩、发育不全、炎症、损伤或创伤有关的疾病引起的。特别优选的是与损

伤相关有关的疾病。还特别优选的是与创伤相关有关的疾病。

[0098] 在本发明的一个优选的实施方案中，所述疾病是骨骼肌病症，所述骨骼肌病症选

自：肌营养不良、肌无力、肌肉萎缩、肌炎、中央轴空病、线状体(杆)肌病、中央核肌病

(centronuclear  myopathy)、肌管性肌病、中央核肌管性肌病、眼的眼肌麻痹以及线粒体肌

病。肌营养不良可选自：贝克肌营养不良、先天性肌营养不良、杜氏肌营养不良、远端肌营养

不良、艾-德肌营养不良 (Emery-Dreif uss  muscula r  dystrophy)、面肩肱型 

(facioscapulohumeral)肌营养不良、肢带型肌营养不良、强直性肌营养不良和眼咽型肌营

养不良。肌炎可选自骨化性肌炎、纤维肌炎、特发性炎性肌病(例如皮肌炎、多肌炎以及包涵

体肌炎)和脓性肌炎。

[0099] 在本发明的另一个优选的实施方案中，疾病是原发性或获得性心肌病。原发性心
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肌病是选自继承性心肌病和由自发突变引起的心肌病。心肌病为但不限制于：例如，肥厚性

心肌病(HCM或HOCM)、致心律失常性右心室心肌病(ARVC)、孤立心室非致密线粒体肌病

(isolated  ventricular  non-compaction  mitochondrial  myopathy)、扩张性心肌病 

(DCM)、限制性心肌病(RCM)、Takotsubo心肌病、吕弗勒氏心内膜炎(loeffler 

endocarditis)、糖尿病性心肌病、酒精性心肌病、肥胖相关的心肌病。

[0100] 在本发明的上下文中，获得性心肌病优选地选自由动脉粥样硬化或其他冠状动脉

疾病引起的缺血性心肌病，由心肌感染或中毒引起的心肌病，由肺动脉高血压和/或动脉高

血压引起的高血压心脏疾病以及心脏瓣膜的疾病，其中特别优选由动脉粥样硬化或其他冠

状动脉疾病引起的缺血性心肌病。

[0101] 在本发明的一个最优选的实施方案中，通过局部缺血或再灌注损伤而受损的非转

化细胞或非转化组织属于心脏。因此，优选的是，所得到的待治疗的疾病选自心肌梗死、心

绞痛和心力衰竭，其中特别优选心肌梗死。如在本发明的上下文中使用的术语“心肌梗死”

包括急性心肌梗死(AMI)。

[0102] 在一个特别优选的实施方案中，根据本发明的第一方面的蛋白质或根据本发明第

二方面的蛋白质的用途包括在心肌梗死后向个体施加并且愈合包括改善左心室收缩功能

且可能与梗死边界区毛细血管密度的增加相关。此外，根据本发明的第一方面的蛋白质或

根据本发明的第二方面的蛋白可降低心肌梗死后的死亡率。可用于确定如左心室收缩功能

的改善，梗死边界区中毛细血管密度的增加以及心肌梗死后死亡率的降低之参数的方法是

本领域公知的并在实施例4-6中示例性地进行了描述。

[0103] 上述的因子1和因子2蛋白、片段或变体用于治疗或改善萎缩；发育不全；炎症、损

伤；创伤、局部缺血；再灌注损伤；炎症；感染；外伤；机械性超负荷；中毒；原发性或获得性心

肌病，优选继承性心肌病和由自发突变引起的心肌病。心肌病为例如但不限制于：肥厚性心

肌病(HCM  或HOCM)、致心律失常性右心室心肌病(ARVC)、孤立心室非致密线粒体肌病、扩张

性心肌病(DCM)、限制性心肌病(RCM)、Takotsubo  心肌病、吕弗勒氏心内膜炎、糖尿病性心

肌病、酒精性心肌病、肥胖相关的心肌病；心肌梗死或改善左心室收缩功能。

[0104] 上述的因子1和因子2蛋白、片段或变体也可在治疗分别所示的病症和疾病的方法

中使用。

[0105] 在第三方面，本发明提供了编码根据第一方面和第二方面的蛋白质的核酸，其用

于增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使非转化组织或非转化细胞愈合和/或抑制

非转化组织或非转化细胞的凋亡。

[0106] 术语“增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使非转化组织或非转化细胞愈

合和/或抑制非转化组织或非转化细胞的凋亡”具有上述定义的含义，以及优选的含义。

[0107] 可优化核酸序列来努力增强在宿主细胞中的表达。要考虑的参数包括：C：G含量、

优选的密码子和避免抑制性二级结构。可以以不同的方式组合这些因素来试图获得在特定

宿主中具有增强表达的核酸序列(参见，例如Donnelly等，国际公开号WO97/47358)。特定序

列在特定宿主中具有增强表达的能力涉及到一些经验性实验。这种实验包括测量预期的核

酸序列的表达以及(如果需要的话)改变所述序列。从特定的氨基酸序列和遗传密码已知的

简并性开始，可以得到大量不同的编码核酸序列。遗传密码的简并性的产生是因为几乎所

有的氨基酸都是由不同组合的核苷酸三联体或“密码子”进行编码的。特定的密码子翻译成
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特定的氨基酸是本领域公知的(参见，例如，Lewin  GENES  IV，第119页，Oxford  University 

Press，1990)。

[0108] 在本发明的一个优选实施方案中，所述核酸还包括定位成控制蛋白质表达的转录

调控元件或表达控制序列。这样的核酸与控制元件经常一起被称为表达系统。如本文所用

的术语“表达系统”指的是设计以产生一个或更多个目的基因产物的系统。通常，这样的系

统是“人工”设计的，即通过在体内、体外或离体可用于产生目的基因产物的基因技术手段。

术语“表达系统”还涵盖目的基因产物的表达，所述表达包括多核苷酸的转录、  mRNA剪接、

翻译成多肽、多肽或蛋白质的共翻译修饰和翻译后修饰以及使蛋白质靶向至细胞内的一个

或更多个区室、从细胞分泌以及在同一个细胞或另一个细胞中蛋白质的摄取。这种一般的

描述指用于真核细胞、组织或生物体中的表达系统。用于原核系统的表达系统可能会不同，

其中本领域公知如何构建原核细胞的表达系统。

[0109] 存在于基因表达盒中的调控元件一般包括：(a)与编码多肽的核苷酸序列转录性

偶联的启动子，(b)与所述核苷酸序列功能性偶联的5′核糖体结合位点(c)与所述核苷酸序

列的3′末端连接的终止子；和(d)与所述核苷酸序列功能偶联的3′聚腺苷酸化信号。还可存

在用于增强或调控基因表达或多肽加工的另外的调控元件。启动子是由RNA聚合酶识别并

介导下游区域转录的遗传元件。优选的启动子是提供提高的转录水平的强启动子。强启动

子的实例是人巨细胞病毒立即早期启动子(CMV)和具有内含子A的CMV(Chapman等，

Nucl.Acids  Res.19：3979-3986，1991)。启动子的另外的实例包括天然存在的启动子，例如

EF11α启动子、鼠CMV  启动子、劳斯肉瘤病毒启动子和SV40早期/晚期启动子以及[β]-肌动

蛋白启动子；以及人工启动子，例如合成肌肉特异性启动子和嵌合肌肉特异性  /CMV启动子

(Li等，Nat.Biotechnol.17：241-245，1999，Hagstrom等，  Blood  95：2536-2542，2000)。

[0110] 核糖体结合位点位于或靠近起始密码子。优选的核糖体结合位点的实例包括

CCACCAUGG、CCGCCAUGG和ACCAUGG，其中AUG是起始密码子(Kozak，Cell  44：283-292，1986)。

聚腺苷酸化信号负责切割转录的RNA并向RNA添加poly(A)尾。在高等真核生物中聚腺苷酸

化信号包含AAUAAA序列的来自聚腺苷酸化添加位点的约11-30个核苷酸。  AAUAAA序列包含

在信号传导RNA切割中(Lewin，Genes  IV，Oxford  University  Press，NY，1990)。poly(A)尾

对于mRNA的加工、从细胞核的输出、翻译和稳定性是重要的。

[0111] 可用作基因表达盒的一部分的聚腺苷酸化信号包括最小的兔[β]-珠蛋白聚腺苷

酸化信号和牛生长激素聚腺苷酸化(BGH)(Xu等，Gene  272：149-156，2001，Post等，美国专

利US  5,122,458)。

[0112] 可能存在的用于增强或调控基因表达或多肽加工之另外的调控元件的实例包括

增强子、前导序列和操纵子。增强子区提高了转录。增强子区的实例包括CMV增强子和SV40

增强子(Hitt等，Methods  in  Molecular  Genetics  7：13-30，1995，Xu等，Gene  272：149-

156，2001)。增强子区可与启动子相关联。

[0113] 可以调控根据本发明的第二方面的蛋白质或根据本发明的第二方面的蛋白质的

表达。可在基因表达的许多步骤中实现这种调控。可能的调控步骤为例如但不限制于：转录

的起始、启动子清除、转录的延伸、剪接、从细胞核的输出、mRNA稳定性、翻译的起始、翻译效

率、翻译的延伸和蛋白质的折叠。影响细胞内部因子1或因子2多肽浓度的其他调控步骤影

响蛋白质的半衰期。这样的调控步骤是例如，蛋白质的经调控变性。因为本发明的蛋白包含
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分泌蛋白，所述蛋白可被引导到宿主细胞的分泌途径。分泌的效率连同调控步骤一起调控

表达和蛋白质稳定性，细胞外部各蛋白质的浓度。细胞外部可指，例如但不限制于：培养基、

组织、细胞内基质或空间或者体液例如血液或淋巴。

[0114] 上面提到的调控步骤的控制可以，例如不依赖于细胞类型或组织类型或者是细胞

类型或组织类型特异性的。在一个本发明的特别优选的实施方案中，调控步骤的控制是细

胞类型或组织类型特异性的。优选通过有关核酸转录的调控步骤实现这样的细胞类型或组

织类型特异性调控。可通过使用细胞类型或组织类型特异性的启动子序列来完成这种转录

调控。这种细胞类型或组织类型特异性调控的结果可以有不同等级的特异性。这意味着，相

比于其他细胞类型或组织类型或表达限制于相应的细胞或组织类型，增强了相应的细胞或

组织中相应多肽的表达。细胞或组织类型特异性启动子序列是本领域公知的并且可用于范

围广泛的细胞或组织类型。

[0115] 在另一个优选的实施方案中，表达不是细胞类型或组织类型特异性的而是取决于

生理条件。这样的条件是，例如炎症或创伤。也可通过调控所有上面提到的调控步骤来完成

这种生理条件特异性的表达。对于生理条件特异性表达的调控的优选方式是转录调控。用

于此目的，可使用创伤或炎症特异性启动子。各自的启动子为例如天然存在的序列(其可以

例如来自基因，所述基因在免疫反应和/或创伤组织的再生期间特异性表达)。另一种可能

性是使用人工启动子序列，其是，例如通过两个或更多个天然存在的序列的组合而构建。

[0116] 在另一个优选的实施方案中，调控是细胞类型或组织类型特异性的并且是生理条

件特异性的。在一个特别优选的实施方案中，表达是心脏特异性表达。在另一个特别的实施

方案中，表达是心脏特异性和创伤特异性的。

[0117] 用于调控根据本发明的第二方面的蛋白质或根据本发明的第二方面的蛋白质的

表达的另一种可能性是基因表达的条件调控。为了实现条件调控，可以使用操纵子序列。例

如，Tet操纵子序列可用于抑制基因表达。通过Tet操纵子连同Tet阻抑物手段进行基因表达

的条件调控是本领域公知的并且已经建立了用于广泛的原核和真核生物体的许多相应的

系统。本领域技术人员知晓如何选择合适的系统并使其适应于相应应用的特殊需求。

[0118] 在一个特别优选的实施方案中，根据本发明的核酸的用途包括在心肌梗死后向个

体施加并且所述愈合包括左心室收缩功能的改善并与在梗死边界区的毛细血管密度的增

加相关。此外，它可以在心肌梗死后降低死亡率。可用于确定如左心室收缩功能的改善，梗

死边界区中毛细血管密度的增加以及心肌梗死后死亡率的降低之参数的方法是本领域公

知的并在实施例4-6中示例性地进行了描述。

[0119] 上述的编码因子1和因子2蛋白、片段或变体的核酸优选用于治疗或改善萎缩；发

育不全；炎症、损伤；创伤、局部缺血；再灌注损伤；炎症；感染；外伤；机械性超负荷；中毒；原

发性或获得性心肌病，优选继承性心肌病和自发突变引起的心肌病。心肌病为例如但不限

制于：肥厚性心肌病(HCM或HOCM)、致心律失常性右心室心肌病(ARVC)、孤立心室非致密线

粒体肌病、扩张性心肌病(DCM)、限制性心肌病(RCM)、  Takotsubo心肌病、吕弗勒氏心内膜

炎、糖尿病性心肌病、酒精性心肌病、肥胖相关的心肌病；心肌梗死或改善左心室收缩功能。

[0120] 在第四方面，本发明提供了包含第三方面的核酸或表达系统的载体，其用于增强

非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使非转化组织或非转化细胞愈合和/或抑制非转化

组织或非转化细胞的凋亡。
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[0121] 术语“增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使非转化组织或非转化细胞愈

合和/或抑制非转化组织或非转化细胞的凋亡”具有上述定义的含义，以及优选的含义。

[0122] 如本文所使用的术语“载体”指的是蛋白质或多核苷酸或其混合物，其能够被引入

到细胞中或将包含在其中的蛋白质和/或核酸引入到细胞中。在本发明的上下文中，优选在

引入载体后在宿主细胞内表达由引入的多核苷酸编码的目的基因。合适的载体的实例包括

但不限制于：质粒载体、粘粒载体、噬菌体载体(例如λ噬菌体载体、丝状噬菌体载体)、病毒

载体、病毒样颗粒和细菌芽孢。

[0123] 在本发明的一个优选的实施方案中，载体是病毒载体。合适的病毒载体包括但不

限制于：腺病毒载体、腺相关病毒(AAV)载体、甲病毒载体、疱疹病毒载体、麻疹病毒载体、痘

病毒载体、疱疹性口炎病毒载体、逆转录病毒载体和慢病毒载体。

[0124] 在一个本发明的特别优选的实施方案中，载体是腺病毒载体或腺相关病毒(AAV)

载体。

[0125] 使用适于治疗施用的载体可将编码本发明第一方面的一种或更多种蛋白质和/或

本发明第二方面的一种或更多种蛋白质的核酸引入到宿主细胞、组织或个体中。合适的载

体可优选将核酸递送至靶细胞中，而不引起不可接受的副作用。

[0126] 在一个特别优选的实施方案中，根据本发明的载体的用途包括在心肌梗死后向个

体施加并且愈合包括左心室收缩功能的改善且与梗死边界区中毛细血管密度的增加相关。

此外，它可以在心肌梗死后降低死亡率。可用于确定如左心室收缩功能的改善、梗死边界区

毛细血管密度的增加以及心肌梗死后死亡率的降低之参数的方法是本领域公知的并在实

施例4-6中示例性地进行了描述。

[0127] 上述包含编码因子1和因子2蛋白、片段或变体之核酸的载体优选用于治疗或改善

萎缩；发育不全；炎症、损伤；创伤、局部缺血；再灌注损伤；炎症；感染；外伤；机械性超负荷；

中毒；原发性或获得性心肌病，优选继承性心肌病和自发突变引起的心肌病。心肌病为例如

但不限制于：肥厚性心肌病(HCM或HOCM)、致心律失常性右心室心肌病(ARVC)、孤立心室非

致密线粒体肌病、扩张性心肌病(DCM)、限制性心肌病  (RCM)、Takotsubo心肌病、吕弗勒氏

心内膜炎、糖尿病性心肌病、酒精性心肌病或肥胖相关的心肌病；心肌梗死或改善左心室收

缩功能。

[0128] 在第五方面，本发明提供了包含第一方面和/或第二方面的蛋白质和/  或第三方

面的核酸和/或第四方面的载体的药物组合物，且任选地包含载体，其用于增强非转化组织

或非转化细胞的增殖和/或使非转化组织或非转化细胞愈合和/或抑制非转化组织或非转

化细胞的凋亡。

[0129] 术语“增强非转化组织或非转化细胞的增殖和/或使非转化组织或非转化细胞愈

合和/或抑制非转化组织或非转化细胞的凋亡”具有上述定义的含义，以及优选的含义。

[0130] 本文所使用的术语“载体”指的是药理学上无活性的物质，例如但不限制于：与治

疗活性成分一起施用的稀释剂、赋形剂、表面活性剂、稳定剂、生理缓冲溶液或载剂。这样的

药物载体可以是液体或固体。液体载体包括但不限制于：无菌液体，例如在水和油中的盐水

溶液，包括但不限制于石油、动物油、植物油或合成来源的油例如花生油、大豆油、矿物油、

芝麻油等。盐溶水液以及水性葡萄糖和甘油溶液也可用作液体载体，特别是用于可注射的

溶液。当药物组合物经静脉内施用时，盐水溶液是优选的载体。合适的药物载体的实例由
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E.W.Martin在“Remington′s  Pharmaceutical  Sciences”中进行了描述。在本发明的一个

优选实施方案中，载体是合适的药物赋形剂。合适的药物“赋形剂”包括淀粉、葡萄糖、乳糖、

蔗糖、明胶、麦芽、大米、面粉、白垩、硅胶、硬脂酸钠、单硬脂酸甘油酯、滑石、氯化钠、脱脂奶

粉、甘油、丙烯、乙二醇、水、乙醇等。这种合适的药物赋形剂是优选的可药用的赋形剂。

[0131] “可药用的”意指由联邦或州政府管理机构批准的或在美国药典或其他一般公认

的用于动物，且更特别地用于人的药典中列出的。

[0132] 术语“组合物”意在包括作为载体的封装材料与活性化合物的制剂，提供这样一种

胶囊，其中具有或不具有其他载体的活性组分被载体包围，所述载体因此与所述活性化合

物结合。

[0133] 术语“活性成分”指的是在药物组合物或制剂中具有生物学活性，即提供了药用价

值的物质。在本发明的上下文中，活性成分是第一方面和/  或第二方面的蛋白质和/或第三

方面的核酸和/或第四方面的载体。药物组合物可包括可以相互结合起作用或彼此独立起

作用的一种或更多种活性成分。所述活性成分可配制成中性或盐的形式。盐的形式优选可

药用盐。

[0134] 术语“可药用盐”指的是例如但不限制于本发明多肽的盐。合适的可药用盐包括，

例如，其可通过混合本发明多肽的溶液与可药用酸的溶液形成的酸加成盐，所述可药用酸

例如盐酸、硫酸、富马酸、马来酸、琥珀酸、乙酸、苯甲酸、柠檬酸、酒石酸、碳酸或磷酸。此外，

当肽携带酸性部分时，其合适的可药用盐可包括碱金属盐(例如，钠盐或钾盐)；碱土金属盐

(例如，钙盐或镁盐)；以及与合适的有机配体(例如，铵、季铵以及使用抗衡阴离子例如卤化

物、氢氧化物、羧酸盐、硫酸盐、磷酸盐、硝酸盐、烷基磺酸盐和芳基磺酸盐形成的胺阳离子)

形成的盐。可药用盐的示例性实例包括但不限制于：乙酸盐、己二酸盐、藻酸盐、抗坏血酸

盐、天冬氨酸盐、苯磺酸盐、苯甲酸盐、碳酸氢盐、硫酸氢盐、酒石酸氢盐、硼酸盐、溴化物、丁

酸盐、乙二胺四乙酸钙、樟脑酸盐(cam phora te)、樟脑磺酸盐、右旋樟脑磺酸盐

(camsylate)、碳酸盐、氯化物、柠檬酸盐、克拉维酸盐(clavulanate)、环戊烷丙酸盐、二葡

糖酸盐、二盐酸盐、十二烷基硫酸盐、乙二胺四乙酸盐、乙二磺酸盐(edisylate)、依托酸盐 

(estolate)、乙磺酸盐(esylate)、乙磺酸盐、甲酸盐、富马酸盐、葡庚糖酸盐(gluceptate)、

葡庚糖酸盐(glucoheptonate)、葡糖酸盐、谷氨酸盐、甘油磷酸盐、乙醇酰阿散酸盐、半硫酸

盐(hemisulfate)、庚酸盐、己酸盐、己基间苯二酚盐、海巴明盐(hydrabamine)、氢溴酸盐、

盐酸盐、氢碘酸盐、2-羟基-乙磺酸盐、羟基萘甲酸盐、碘化物、异硫代硫酸盐、乳酸盐、乳糖

酸盐(lactobionate)、月桂酸盐、十二烷基硫酸盐、苹果酸盐、马来酸盐、丙二酸盐、扁桃酸

盐、甲磺酸盐、甲基磺酸盐、甲基硫酸盐、粘酸盐(mucate)、2-萘磺酸盐、萘磺酸盐

(napsylate)、烟酸盐、硝酸盐、N-甲基葡糖胺铵盐、油酸盐、草酸盐、扑酸盐(双羟萘酸盐)、

棕榈酸盐、泛酸盐、果胶酸盐、过硫酸盐、3-苯丙酸盐、磷酸盐/二磷酸盐、苦味酸盐、新戊酸

盐、聚半乳糖醛酸盐、丙酸盐、水杨酸盐、硬脂酸盐、硫酸盐、碱式乙酸盐、琥珀酸盐、单宁酸

盐、酒石酸盐、茶氯酸盐(teoclate)、甲苯磺酸盐、三乙基碘化物(triethiodide)、十一烷酸

盐(undecanoate)、戊酸盐等(参见，例如，S.M.Berge等，“Pharmaceutical  Salts”J.Pharm. 

Sci.66，第1-19页(1977))。

[0135] 将活性成分以有效量施用于细胞、组织或个体。“有效量”是足以实现预期目的的

有效成分的量。活性成分可以是治疗剂。给定的活性成分的有效量将随参数，例如成分的性
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质、施用途径、接受活性成分的个体的尺寸和物种以及施用的目的而不同。在每个单独的情

况下，可通过技术人员根据本领域已建立的方法凭经验来确定有效量。如本发明上下文中

的使用的“施用”包括在体内向个体施用，以及在体外或离体直接向细胞或组织施用。

[0136] 在本发明的一个优选实施方案中，药物组合物被定制为治疗疾病或病症。如本文

所使用的疾病或病症的“治疗”意指实现以下的一个或更多个：  (a)降低病症的严重程度；

(b)限制或阻止被治疗病症的症状的特征发展；(c)抑制被治疗病症的症状特征恶化；(d)限

制或防止之前具有该病症的患者中该病症的复发；(e)限制或防止之前具有该病症之症状

的患者中症状的复发；(f)降低疾病或病症发生后的死亡率；(g)愈合；及(h)  预防疾病。如

本文所使用的疾病或病症的“防止”或“预防”意指防止这样的疾病或病症在患者体内发生。

[0137] 在一个本发明的特别优选的实施方案中，用根据本发明的药物组合物的治疗，愈

合包括在心肌梗死后个体的治疗且愈合包括改善左心室的收缩功能，并且可与梗死边界区

毛细管密度的增加相关。此外，它可在心肌梗死后降低死亡率。可用于确定如左心室收缩功

能的改善、梗死边界区毛细血管密度的增加以及心肌梗死后死亡率的降低之参数的方法是

本领域公知的，并在实施例4-6中进行了示例性地描述。

[0138] 可将本发明考虑的药物组合物配制成本领域技术人员公知的多种形式。例如，本

发明的药物组合物可以是液体的形式例如以溶液、乳液或悬浮液的形式。优选地，将本发明

的药物组合物配制成用于肠胃外施用，优选地用于静脉内、动脉内、肌内、皮下、经皮、肺内、

腹膜内、冠状动脉内、心内施用或通过粘膜施用，优选地用于静脉内、皮下或腹膜内施用。用

于经口服或经肛门施用的制剂也是可能的。优选地，本发明的药物组合物是无菌水溶液的

形式，其可含有另外的物质例如以使溶液与血液等张的足够的盐或葡萄糖。如果必要的话，

应将水溶液适当缓冲(优选pH为3  至9，更优选pH为5至7)。药物组合物优选为单位剂型。在

这样的形式中药物组合物被分为含有适量活性成分的单位剂量。单位剂型可以是包装的制

剂，含有离散量的药物组合物的包装例如小瓶或安瓿。

[0139] 药物组合物的施用优选通过静脉内、动脉内、肌内、皮下、经皮、肺内、腹膜内、冠状

动脉内或心内途径施用，其中还包括本领域已知的其他施用途径。

[0140] 在这种情况下，药物组合物用于个体的治疗，使用药物组合物可代替用于相应疾

病或病症的标准治疗或可额外地施用于标准治疗。在额外地使用药物组合物的情况下，可

在标准治疗之前、同时或之后施用药物组合物。在一个优选的实施方案中，标准治疗是再灌

注治疗且在再灌注治疗之前、同时或之后施用药物组合物。

[0141] 更加优选地，所述药物组合物施用一次或更多次。这包括2、3、4、  5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、  30、35、40、45或50次。所述药物组合物施用的时间

跨度没有限制。优选地，施用不超过1、2、3、4、5、6、7或8周。

[0142] 药物组合物的单次剂量可独立于施用剂量的总量或施用的相应时间跨度，作为一

次或更多次快速推注(bolus  injection)和/或输注施用。

[0143] 本发明的第一方面至第五方面是基于本发明人观察到因子1和因子2  在体外和体

内是有效的促血管发生分子。因此，上述的蛋白质、核酸和载体也可预期用于离体用途，其

可以是例如用于离体刺激上述细胞的或用于细胞培养应用中的治疗剂。

[0144] 然而，因子1和2的促血管发生活性的观察导致本发明人研究了因子1和因子是否2

分别是抗血管发生治疗的靶标。本发明人成功地证明因子  1的抑制或因子2的抑制可用于
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抑制血管发生。

[0145] 抗血管发生的策略被用于治疗癌性病症和其他疾病，例如年龄相关性黄斑变性，

其中血管发生有助于疾病进展(参见，例如，Ferrara  N和  Kerbel  RS(2005)Nature：438：

967-974或Potente  M等，(2011)Cell.146  (6)：873-887)。因此，在另一些方面，本发明涉及

因子1和因子2之抑制剂的抗血管发生特性。在这些方面中，以上在定义部分提供的定义同

样适用。此外，除非上下文对其用途另有明确说明，否则在第一方面至第五方面的描述中以

及优选的实施方案中提供的具体定义，例如术语“载体”以及优选的载体也适用于本发明的

以下方面。

[0146] 在第六方面，本发明提供了因子1和/或2蛋白质的抑制剂，其用于医疗用途，优选

用于治疗或预防其中血管发生有助于疾病的发生或进展的疾病。广泛使用的术语“抑制剂”

指干扰因子1或因子2之促血管发生活性的化合物。抑制剂可能作用于编码因子1或因子2的

mRNA的转录和/  或翻译，从而防止其细胞产生以及进而防止分泌到循环中和/或疾病发生

或进展的位点。抑制剂也可通过与因子1或因子2蛋白或者与因子1或因子2蛋白特异性结合

的细胞蛋白质特异性地结合而发挥作用，优选地与其细胞受体地结合。这种结合可防止或

干扰因子1或因子2与其他细胞蛋白质，优选与其相应细胞受体的自然相互作用。技术人员

非常清楚如何干扰受体与其激动剂之间的结合，并且可利用这一知识来设计因子1和因子2 

的合适的抑制剂。此外，也可通过分别缺失或突变因子1和因子2的蛋白质赋予发挥因子1和

因子2抗血管发生功能的那些部分，从因子1或因子  2蛋白本身衍生出抑制剂。这种非活性

的突变的或缺失的因子1或因子2  将与野生型因子1和因子2竞争其天然结合配体。干扰因

子1或因子2 的促血管发生活性的化合物降低至少20％，优选至少30％，更优选至少  40％

的活性。在抑制剂分别地特异性地结合因子1或因子2或者包含因子  1和因子2的突变体或

片段、基本上由因子1和因子2的突变体或片段组成或由因子1和因子2的突变体或片段组成

的情况下，优选的是它们在等摩尔浓度发挥了对因子1蛋白或因子2蛋白的这种抑制水平。

在本文的实施例10中描述了可用于确定抑制促血管发生活性的优选的测定法。为了分别确

定给定的抑制剂在等摩尔量的因子1和2摩尔量下是否具有这种活性，必须确定各自的抑制

剂。根据SEQ  ID  NO：1的因子1具有15.84kD  的分子量和根据SEQ  ID  NO：3的因子2具有

21.57kD的分子量以及IgG  具有约150kD的分子量。因此，100ng因子1与947ng因子1特异性

IgG  是约等摩尔的，100ng因子2和695ng因子2特异性IgG是约等摩尔的。分别从图12的A和B

明显看出，在此意义上，本文提供的因子1和因子  2特异性抗体是因子1蛋白或因子2蛋白的

抑制剂。如果在抑制剂干扰编码因子1或因子2之mRNA的转录和/或翻译的情况下，优选在基

于细胞中产生的蛋白质(自然产生的因子1或因子3)的基础上测量抑制水平。技术人员熟知

许多测量编码因子1或因子3之mRNA的量以及因子1或因子2蛋白质的量的方法，所述方法可

用于评估化合物干扰编码因子1  或因子2的mRNA的转录和/或翻译的能力。优选地，因子1蛋

白包含根据SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列或其变体、基本上由根据SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列

或其变体组成或由根据SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列或其变体组成，因子2包含根据SEQ  ID 

NO：3的氨基酸序列或其变体、基本上由根据SEQ  ID  NO：3的氨基酸序列或其变体组成或由

根据SEQ  ID  NO：3的氨基酸序列或其变体组成，所述变体与SEQ  ID  NO：1或3具有至少80％

序列同一性。

[0147] 优选地，在本发明的上下文中所使用的抑制剂是蛋白质，所述蛋白质包含根据SEQ 
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ID  NO：1或3的氨基酸序列或其变体的抑制性片段或抑制性突变体、基本上由根据SEQ  ID 

NO：1或3的氨基酸序列或其变体的抑制性片段或抑制性突变体组成或由根据SEQ  ID  NO：1

或3的氨基酸序列或其变体的抑制性片段或抑制性突变体组成，所述变体与SEQ  ID  NO：1 

或3的氨基酸序列具有至少80％序列同一性。本领域公知通过受体由蛋白质-蛋白质相互作

用发挥其功能的蛋白质包括结合到受体所必需的结构域，以及引发受体发送信号到细胞中

的结构域。因此，技术人员清楚地知晓如何产生此类受体结合蛋白质的抑制片段或突变体。

例如，可生成一系列N-端截短的和/或C-端截短的因子1或因子2蛋白并按照实施例2中所概

述的试样测试其促血管发生活性。然后，按照实施例10中概述的试验对不再显示促血管发

生活性的那些片段进行测试，测试其抑制因子1或2 蛋白的促血管发生活性的能力。如本领

域已知的，可通过丙氨酸扫描诱变生成因子1和2的突变体。在丙氨酸扫描中产生了一系列

的突变体，其中每个突变体包含1、2、3或更多个已被突变为丙氨酸的氨基酸(所谓的盒)，并

且其中突变体的不同在于因子1和因子2内盒的位置。可按照实施例2 中所概述的再次鉴定

已丧失促血管发生活性的因子1或2的突变体。随后可通过使用如实施例10中概述的测定法

来鉴定抑制性突变体。

[0148] 在另一个优选的实施方案中，抑制剂是与根据SEQ  ID  NO：1或3的氨基酸序列或其

变体特异性结合的配体，所述变体与根据SEQ  ID  NO：1  或3的氨基酸序列具有至少80％序

列同一性，或者与根据SEQ  ID  NO：1  或3的氨基酸序列或其变体自然相互作用之受体特异

性结合的配体，所述变体与根据SEQ  ID  NO：1或3的氨基酸序列具有至少80％序列同一性。

在本发明中使用的术语“配体”指的是与指定的抗原特异性结合的化学部分。优选的配体是

氨基酸基配体，例如免疫球蛋白，优选抗体或其抗原结合片段和抗体样蛋白。或者，配体可

以是肽模拟物。

[0149] 本文中所使用的术语“免疫球蛋白(Ig)”指的是免疫球蛋白超家族的赋予免疫性

的糖蛋白。“表面免疫球蛋白”通过其跨膜区与效应细胞的膜连接并且涵盖分子例如但不限

制于：B细胞受体、T细胞受体、I类和  II类主要组织相容性复合体(MHC)蛋白、β-2微球蛋白

(β2M)、CD3、  CD4和CD8。一般，如本文所使用的术语“抗体”指的是缺少跨膜区的分泌的免疫

球蛋白，因此，可被释放到血液和体腔中。基于抗体具有的重链，将其分为不同的同种型。有

五种类型的人Ig重链，用希腊字母：α、6、ε、γ和μ表示。存在的重链类型定义了抗体的种类，

即这些链分别在IgA、  IgD、IgE、IgG和IgM抗体中被发现，并各自执行不同的作用，并指导针

对不同类型抗原的适当的免疫应答。不同重链的大小和组成不同；α和γ包含约450个氨基

酸，而μ和ε具有约550个氨基酸(Janeway等，(2001)  Immunobiology，Garland  Science)。抗

体包含四条多肽链，即通过二硫键相互连接的两条重链(H)和两条轻链(L)。每条重链由重

链可变区(本文缩写为HCVR或VH)和重链恒定区组成。重链恒定区由三个结构域  CH1、CH2和

CH3组成。每条轻链由轻链可变区(本文缩写为LCVR或  VL)和轻链恒定区组成。轻链恒定区

由结构域CL组成。VH和VL区可以进一步细分为称为互补决定区(CDR)的高变区，其散布于更

保守的区域(称为框架区(FR))中。每个VH和VL由三个CDR和四个FR  组成，从氨基端至羧基

端按以下顺序排列：FR1、CDR1、FR2、CDR2、  FR3、CDR3、FR4。可按照本领域已知的来确定重链

和轻链的CDR。例如，可用以下这组规则来寻找分别在抗体轻链和重链序列内的CDR：

[0150] 轻链CDR-1：开始：约第24位残基，在CDR-1之前的残基总是Cys，在CDR1之后的残基

总是Trp。一般是Trp-Tyr-Gln，但也可是  Trp-Leu-Gln、Trp-Phe-Gln、Trp-Tyr-Leu；长度：
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10至17个残基。

[0151] 轻链CDR-2：开始：总是在L1末端后的16个残基，之前的残基一般是Ile-Tyr，但也

可是Val-Tyr、Ile-Lys、Ile-Phe，长度总是7个残基；

[0152] 轻链CDR-3：开始：总是在CDR-2末端后的33个残基；之前的残基总是Cys，之后的残

基总是Phe-Gly-XXX-Gly，长度：7至11个残基。

[0153] 重链的CDR-1：开始：约第26位残基，总是在Cys之后的4个残基  (根据Chothia  AbM

定义，Kabat定义5个残基之后开始)；之前的残基总是Cys-XXX-XXX-XXX；之后的残基总是

Trp。一般，Trp-Val，但是也可以是Trp-Ile、Trp-Ala，长度：10至12个残基(AbM定义，

Chothia  定义排除了最后4个残基)；

[0154] 重链CDR-2：开始：总是在Kabat/AbM定义的重链CDR-1末端之后的15个残基；之前

的残基一般是Leu-Glu-Trp-Ile-Gly，但是有多种变化，之后的残基是Lys/Arg-Leu/Ile/

Val/Phe/Thr/Ala-Thr/Ser/Ile/Ala，长度Kabat定义为16至19个残基(根据AbM定义；较早

Chothia定义末端7个残基)。

[0155] 重链CDR-3：开始：总是重链CDR-2末端之后的33个残基(总是在半胱氨酸之后的2

个氨基酸残基)；之前的残基总是Cys-XXX-XXX(典型的Cys-Ala-Arg)；之后的残基总是Trp-

Gly-XXX-Gly；长度：3至25  个残基。这组规则是本领域技术人员已知的并且也可在 

http：//www.bioinf.org.uk/abs/#cdrid上找到。

[0156] 如本文所使用的术语“人抗体”旨在包括源自人种系免疫球蛋白序列的具有可变

区和恒定区的抗体。人mAb可包括不由人种系免疫球蛋白序列编码的氨基酸残基(例如，通

过体外随机或位点特异性的诱变或通过体内体细胞突变引入的突变)，例如在CDR中。然而，

如本文所使用的术语“人抗体”，并非意在包括“人源化抗体”，其中来自另一哺乳动物物种 

(如小鼠)的种系来源的CDR序列已被移植到人FR序列上。人抗体还包括从人免疫球蛋白文

库中分离的抗体或从转基因有一个或更多个人免疫球蛋白但不表达内源性免疫球蛋白的

动物中分离的抗体。

[0157] 如本文所使用的术语“单克隆抗体”指的是单一分子组成的抗体分子的制备物。单

克隆抗体显示出对特定表位的单一的结合特异性和亲和力。在一个实施方案中，单克隆抗

体由杂交瘤产生，所述杂交瘤包括与无限增殖化细胞融合的来自非人类动物例如小鼠中所

获得的B细胞。如本文所使用的术语“重组抗体”，包括通过重组方法制备、表达、产生或分离

的所有人抗体，例如(a)从具有人免疫球蛋白基因的转基因或转染色体动物(例如小鼠)或

由所述动物制备的杂交瘤中分离的抗体，(b)从经转化表达所述抗体的宿主细胞(例如从转

染瘤)中分离的抗体，(c)从重组体、组合人抗体文库中分离的抗体，以及(d)通过任何包括

将人免疫球蛋白基因序列剪接至其他DNA序列上的其他方法制备、表达、产生或分离的抗

体。如本文所使用的“异源抗体”是相对于产生此类抗体的转基因生物而定义的。该术语指

的是指这样一种抗体，它具有与存在于不包括转基因生物体的生物体中的氨基酸序列或编

码核酸序列相对应，一般是来源于转基因生物体以外的物种获得的氨基酸序列或编码核酸

序列。如本文所用的“异源杂种抗体”指的是具有来源于不同生物体的轻链和重链的抗体。

例如，具有与鼠轻链结合的人重链的抗体是异源杂种抗体。

[0158] 术语“抗原结合片段”指的是保留特异性结合抗原或抗原蛋白质之功能的抗体的

片段，但其缺乏抗体或包含抗体部分的人工构建体之一些或全部的其他结构特征。抗原结
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合片段的优选实例包括但不限制于以下的Fab  片段、Fc片段、Fab’片段、F(ab’)2、单结构域

抗体(sdAb)、纳米抗体、单链Fv、二价单链可变片段(di-scFv)、串联的scFv、双抗体、单链双

抗体(scDB)、三抗体、双特异性T细胞接合器(Bi-specific  T-cell  engager，  BiTE)或双亲

和性重定向分子(dual  affinity  retargeting  molecule，DART 分子)。

[0159] “Fab片段”(也称为“Fab部分”或“Fab区”)，各自具有单个抗原结合位点以及残余

的“Fc片段”(也称为“Fc部分”或“Fc区”)，它的名称反映了其易于结晶的能力。“Fab’片段”

指的是还包括Ig分子的铰链区的Fab片段，而“F(ab’)2片段”被理解为包括通过化学连接的

或通过二硫键连接的两个Fab’片段。虽然sdAb(Desmyter等，1996)和“纳米抗体”只包括单

个VH结构域，但是“单链Fv(scFv)”片段包含通过短接头肽连接至轻链重链可变结构域的重

链可变结构域(Huston等，  1988)。可通过连接两个scFv(scFvA-scFvB)改造成di-scFv。这

可通过制造具有两个VH和两个VL区的单一肽链得到“串联scFv”  (VHA-VLA-VHB-VLB)来完成。

另一种可能性是产生具有接头的scFv，所述接头过短以至于两个可变区不能折叠在一起，

迫使scFv二聚化。通常使用具有5个残基长度的接头来产生这些二聚体。这种类型被称为

“双抗体”。仍然是VH和VL结构域之间较短的接头(一个或两个氨基酸)导致形成单特异性三

聚体，所谓的“三抗体”或“三体”。通过分别表达具有排列VHA-VLB和VHB-VLA或者VLA-VHB和

VLB-VHA的链形成双特异性双抗体。单链双抗体(scDb)包含由12至20个氨基酸，优选14个氨

基酸的接头肽(P)连接的VHA-VLB和VHB-VLA片段  (VHA-VLB-P-VHB-VLA)。“双特异性T细胞接合

器(BiTE)”是由不同抗体的2个scFv组成的融合蛋白，其中一个scFv通过CD3受体与T细胞结

合，另一个通过肿瘤特异性分子与肿瘤细胞结合(Kufer等，2004)。双重亲和性重定向分子

(“DART”分子)是另外通过C端二硫桥稳定的双抗体。

[0160] 术语“抗体样蛋白”指的在与抗体在结合抗原或抗原性蛋白方面具有相似特性但

无需具有抗体的结构特征的蛋白质。抗体样蛋白可天然存在或可被人工设计(例如通过生

物技术)。天然存在的抗体样蛋白的实例包括但不限制于：抗原-结合蛋白例如脂质运载蛋

白家族，它们通常服务于生理上重要的化合物的储存或运输的多种蛋白质家族。它们共享

八个反平行β链的保守桶作为其中央折叠基序，并在此桶结构末端包括六个连接至每个β链

对的高变环。这些环形成结合口袋的入口。脂质运载蛋白家族的成员之间的结构多样性反

映了它们的结合伴侣的不同形状和化学性质。因此，虽然它们由单链多肽所组成且比免疫

球蛋白小得多，但是它们表现出结合不同特异性的抗原的巨大潜力。人工设计的抗体样蛋

白的实例包括：基于骨架的蛋白质(scaffold-based  protein)，其通过将已知亲和力的肽

与某一靶标融合或通过将所述肽插入骨架蛋白中来产生，使肽的结合特性与所需骨架载体

的有利的特性相结合。本领域技术人员知晓许多具有这样基于骨架的蛋白质。如本文所使

用的术语“骨架蛋白”指的是具有结构刚性，即折叠成稳定的三级结构的蛋白质。骨架蛋白

的氨基酸可能占据骨架蛋白中限定的三维位置。因此，如果骨架蛋白的一个或更多个氨基

酸被适当长度的多肽取代，多肽会占据与取代那些位置类似的位置。这使得给定的多肽定

位在骨架蛋白中限定的三维位置和/或方向。相应地，骨架蛋白可作为抗体的替代用于分子

识别(参见，例如，Skerra  A：(2007)Curr.Opin.  Biotechnol.2007，18：295-304或Skerra  A

(2000)J .Mol.Recognit.2000，13：167-187)。这样的骨架蛋白的一个实例是Fyn  SH3结构

域，所述Fyn  SH3结构域包括可被突变以转移新的结合特异性至SH3结构域的两个结构域。

在例如WO  2000/072742或WO  2008/022759中公开了选择与给定抗原特异性地结合的Fyn 
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SH3的方法。

[0161] 在本发明的上下文中，术语“肽模拟物(peptidomimetics)”是用来指其基本要素

(药效团)模拟了在3D空间中的天然肽或蛋白质并保留了与生物学靶标相互作用的能力以

及产生相同生物学效应的任何分子。肽模拟物包括设计为模拟肽的小的蛋白样链，其一般

可通过修饰现有的肽或通过设计成模拟肽的类似的系统(例如拟肽和β-肽)得到。不论方法

如何，经改变的化学结构设计成有利地调节分子性质使得增加或减少稳定性或生物活性。

因此，修饰包括不会自然发生的对肽的改变，包括但不限制于改变主链以及掺入非天然的

氨基酸。

[0162] 术语对抗原例如因子1或因子2的“特异性结合”或“特异性地结合”指的是配体高

亲和性地与抗原的抗原决定簇结合的能力。在这种情况下，“高亲和力”指的相互作用的Kd

低于1×10-5M，优选低于1×10-6M，更优选低于1×10-7，甚至更优选低于1×10-8M且最优选低

于1×10-9M。

[0163] 在本发明的第六方面的上下文中使用的优选的抗体是单克隆抗体，优选人或人源

化抗体。

[0164] 在另一个优选的实施方案中，抑制剂是抑制或防止mRNA转录和/  或翻译的核酸，

所述mRNA编码的蛋白质包含根据SEQ  ID  NO：1或3的氨基酸序列或其变体，其与根据SEQ  ID 

NO：1或3的氨基酸序列具有至少80％序列同一性。技术人员清楚地知道如何基于编码包含

根据SEQ  ID  NO：1或3的氨基酸序列的蛋白质之基因组序列确定此类核酸的序列。这种抑制

剂核酸的一个实例是对编码因子1或因子2的mRNA特异的  siRNA。

[0165] 在其中本发明第六方面的抑制剂是能够由核酸编码的蛋白质的这种情况下，可以

设想通过提供编码抑制剂的核酸施用抑制剂。因此，在第七方面，本发明提供了编码本发明

第六方面之抑制剂的核酸，用于治疗或预防其中血管发生有助于疾病的发生或进展的疾

病。所述核酸还可包括本发明第三方面的上下文中描述的任何元素。

[0166] 因此，在第八方面，本发明提供了包含本发明第六方面的核酸的载体以用于治疗

或预防其中血管发生有助于疾病的发生或进展的疾病。在第七方面的上下文中的术语“载

体”与如在本发明的第四方面的上下文中描述的具有相同的含义。

[0167] 在本发明这个方面的一个优选实施方案中，所述载体是病毒载体。合适的病毒载

体包括但不限制于腺病毒载体、腺相关病毒(AAV)载体、甲病毒载体、疱疹病毒载体、麻疹病

毒载体、痘病毒载体、疱疹性口炎病毒载体、逆转录病毒载体和慢病毒载体。此外，在第九方

面，本发明提供了包括第六方面的抑制剂、第七方面的核酸或第八方面的载体以及任选地

合适的药物赋形剂的药物组合物，用于治疗或预防其中血管发生有助于疾病的发生或进展

的疾病。该药物组合物还可包含任何上述的关于本发明的第五方面教导的成分。

[0168] 如在本发明第六方面至第九方面使用的术语“其中血管发生有助于疾病的发生或

进展的疾病”指的是其中形成血管的细胞在疾病的发作、发生过程和/或进展中发生增殖的

疾病。形成血管的细胞以及其可增殖的包括衬在血管内壁上的内皮细胞以及形成血管壁的

平滑肌细胞。在健康的血管中内皮细胞或平滑肌细胞均不增殖。这些细胞在例如响应损伤

或化学信号  (例如VEGF)时才增殖。血管发生也被称为新血管形成并表征从预先存在的血

管形成新血管的过程。在某些疾病例如眼部血管发生疾病中，血管的异常形成是疾病的起

因，以及在像良性肿瘤或恶性肿瘤的一些疾病中，血管发生在疾病进展期间发生并用氧和

说　明　书 25/32 页

29

CN 110903378 A

29



营养物质支持生长的肿瘤块。在这些疾病中，血管发生不是疾病的起因，但促进了疾病的进

展。恶性肿瘤的新血管形成通过向肿瘤细胞提供从肿瘤块的逃脱途径，从而有助于肿瘤转

移而有助于疾病进展。

[0169] 优选其中血管发生有助于疾病的发生或进展的疾病是增殖性疾病。优选的增殖性

疾病选自：良性肿瘤、恶性肿瘤、类风湿性关节炎、银屑病、眼部血管发生疾病、奥斯勒-韦伯

综合征(Osier-Webber  Syndrome)、斑块新血管形成(plaque  neovascularization)、移植

物和血管成形术后狭窄  (graft  and  post-angioplasty  stenosis)、毛细血管扩张

(telaniectasia)、血友病性关节、血管纤维瘤、伤口肉芽、肠粘连、动脉粥样硬化、硬皮病、

肥大性瘢痕、猫抓病、和溃疡、特别是黄斑变性、肾上腺皮质癌、膀胱癌、骨癌、脑癌、乳腺癌、

宫颈癌、结肠癌、结直肠癌、子宫内膜癌、食道癌、眼癌、胆囊癌、胃癌、头颈癌、喉癌、肝癌、肺

癌、黑色素瘤、骨髓增生性疾病、颈癌、非黑色素瘤皮肤癌(nonmelanoma  skin  cancer)、卵

巢癌、前列腺癌、良性前列腺增生、胰腺癌、直肠癌和睾丸癌。待治疗的优选的疾病为良性肿

瘤、恶性肿瘤和眼部血管发生疾病。

[0170] 本发明人已鉴定了针对因子1和因子2的某些表位，分别干扰了因子  1和因子2的

促血管发生功能的抗体，即是拮抗性抗体。因此，在第十方面，本发明分别涉及因子1和因子

2的配体，所述配体分别抑制因子1  和因子2的促血管发生活性。特别优选的是抑制因子1和

因子2的促血管发生活性的抗体或其片段。本发明人已通过产生与因子1和2的表面暴露之

结构域特异性结合的抗体，成功地提供了这样的抑制剂抗体的实例。在本发明这一方面的

一个优选实施方案中，它涉及分别能够与因子1和2 的这些片段特异性结合的配体。在本发

明这个方面的上下文中，在一般定义部分中提供的定义和在本发明第六方面的上下文中的

具体定义同样适用。

[0171] 因此，在一个优选实施方案中，本发明涉及配体，优选与人因子1 蛋白的表位或对

应于该表位的来自另一个因子1蛋白的区域特异性结合的抗体或其片段或者抗体样蛋白，

所述表位包含在SEQ  ID  NO：1的61至  76位氨基酸中或由SEQ  ID  NO：1的61至76位氨基酸组

成。

[0172] 在另一个优选的实施方案中，本发明涉及配体，优选与人因子2蛋白的表位或对应

于该表位的来自另一个因子2蛋白的区域特异性结合的抗体或其片段或者抗体样蛋白，所

述表位包含在SEQ  ID  NO：3的181至195  位氨基酸中或由SEQ  ID  NO：3的181至195位氨基酸

组成。

[0173] 在本发明上述优选方面的上下文中，术语“对应于该表位的来自另一个因子1或2

蛋白的区域”指的是来自另一个因子1或2蛋白的氨基酸序列，当使用标准比对工具例如像

ClustalW以及如上概述的标准参数时，其与指定的因子1或2的氨基酸序列比对。图6至11显

示了因子1和2  蛋白几个这样的比对。技术人员能够容易地鉴定具有氨基酸序列 

CTIWRPQGKSYLYFTQ(SEQ  ID  NO：38)的SEQ  ID  NO：2的片段并确定另一个因子1蛋白的相应

氨基酸。

[0174] 实施例

[0175] 设计实施例是为了进一步说明本发明并有助于更好地理解。他们不应被解释为以

任何方式限制本发明的范围。

[0176] 实施例1
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[0177] 在多中心，安慰剂对照的临床试验中，本发明人之一测试了在患有  AMI的患者中，

自体骨髓细胞的冠状动脉内输注的作用(BOOST-2，对照试验识别号ISRCTN17457407)。在试

验中，从AMI患者中获得骨髓穿刺液用于研究的目的。通过磁性细胞分离(MiniMACSTM，

Miltenyi  Biotec)  分离CXCR4+骨髓细胞。经过随后的两次纯化步骤后，获得了CXCR4+  富

集的细胞群体(通过流式细胞术证实纯度＞95％)。下一步从这些细胞中分离了RNA且将RNA

用于微阵列分析(Affymetrix  GeneChip  HG_U133  Plus  2.0)中。在随后的生物信息学分析

中，检测了CXCR4+骨髓细胞在微阵列中表达最强烈的4000个表达序列标签(EST)。使用一系

列的生物信息学工具来鉴定那些EST中以N端信号肽缺失线粒体或核信号肽、缺失内质滞留

序列以及缺失跨膜结构域为特征的推定的分泌因子。总计鉴定了283个推定的分泌因子；发

现其中117个在NCBI  Blast中具有鼠同源物。将人同源物的cDNA克隆到表达质粒中，然后将

质粒单独地转染到人胚胎肾(HEK)细胞中。在无血清培养基中培养转染的HEK细胞，30  小时

后获得条件培养上清液。条件HEK细胞上清液单独用于在小型化的血管发生测定中测试促

血管发生作用以及在心肌细胞死亡测定中测试细胞保护作用。这种筛选导致鉴定了2个分

泌蛋白；在上述测定中“因子1”显示了促血管发生作用和细胞保护作用；在上述测定中“因

子2”显示了促血管发生作用。

[0178] 在筛选中鉴定的序列以及各自的小鼠或人同源物是：

[0179] 因子1：

[0180] 在筛选中鉴定了人因子1并用于实施例2和图1中：

[0181] 人19号染色体开放阅读框10(C19orf10)

[0182] 根据NCBI参照序列：NM_019107.3(SEQ  ID  NO：6)获得编码人因子1的核酸序列。在

图6中描述了人因子1的氨基酸(SEQ  ID  NO：2)。

[0183] 小鼠同源物用于实施例3-6和图2-5中：

[0184] 小鼠的DNA区段，Chr17，Wayne  State  University  104，表达的  (D17Wsu104e)

[0185] 根据NCBI参照序列NM_080837.2(SEQ  ID  NO：7)获得编码小鼠因子1的核酸序列。

在图6中描述了小鼠因子1的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：13)。

[0186] 因子2：

[0187] 在筛选中鉴定了分泌形式的人因子2并用于实施例2和图1中：

[0188] 人19号染色体开放阅读框63(C19orf63)，转录变异体HSS1。根据  NCBI参照序列：

NM_175063.4(SEQ  ID  NO：8)获得编码人因子2的核酸序列。在图8中描述了分泌形式的人因

子2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：4)。

[0189] 跨膜形式的人因子2：

[0190] 人19号染色体开放阅读框63(C19orf63)，转录变体HSM1。根据NCBI参照序列：NM_

206538.2(SEQ  ID  NO：9)获得编码跨膜形式的人因子2的核酸序列。在图10中描述了跨膜形

式的人因子2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：5)。

[0191] 在GenBank：AY358710.1中获得跨膜形式的人因子2的变体的氨基酸序列(SEQ  ID 

NO：34)。

[0192] 分泌形式的小鼠同源物用于实施例4-6和图3-5中：

[0193] 含有小鼠造血信号肽的分泌1(2310044H10Rik)mRNA、全长cds、选择性剪接。根据

GenBank：AY761096.1获得编码跨膜形式的小鼠因子2 的核酸序列(SEQ  ID  NO：10)。在图8
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中描述了分泌形式的小鼠因子2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：24)。

[0194] 跨膜形式的小鼠同源物：

[0195] 小鼠RIKEN  cDNA  2310044H10基因(2310044H10Rik)。根据NCBI  参照序列：NM_

197991.2获得编码跨膜形式的小鼠因子2的核酸序列  (SEQ  ID  NO：11)。在图10中描述了跨

膜形式的小鼠因子2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：29)。

[0196] 实施例2：

[0197] 为了证实在筛选中观察到的促血管发生活性，在COS7细胞中产生两种因子(由在

SEQ  ID  NO：6和8所示的核酸序列编码的人类同源物)都作为His标记的重组蛋白。如图1中

所示，在培养的人内皮细胞中，重组因子1和重组因子2促进剂量依赖性促血管发生作用。

[0198] 人冠状动脉内皮细胞(HCAEC)和人脐静脉内皮细胞(HUVEC)  购自Provitro

(Berlin，Germany)。如所示的，在不存在(对照)或存在  10％胎牛血清(FCS)、人重组VEGF-A

(R&D系统)或不同浓度的重组人因子1(SEQ  ID  NO：2)或因子2(SEQ  ID  NO：4)的情况下，将

细胞于基本培养基中培养24小时。(A)溴脱氧尿苷掺入法测量HCAEC增殖。(B)在用移液管尖

端对汇合的内皮细胞单层制造创伤后评估HCAEC  迁移。(C)在于生长因子减少的基质胶上

培养的细胞中评估HUVEC网络形成。N＝每个条件下3至5次独立的实验；＊P＜0.05，＊＊P＜

0.01，＊＊＊P  ＜0.001相对于对照(参见图1)。

[0199] 实施例3：

[0200] 为了证实在筛选中观察到的因子1的心肌细胞保护作用，在重组因子  1存在或不

存在的条件下，将新生大鼠心室心肌细胞进行模拟的局部缺血再灌注损伤。在COS7细胞中

产生因子1(由在SEQ  ID  NO：7中所示的核酸序列编码的小鼠同源物)作为His标记的重组蛋

白。如图2中所示，在培养的心肌细胞中重组因子1促进剂量依赖性抗凋亡作用。

[0201] 通过Percoll密度梯度离心从1至3天龄的Sprague-Dawley大鼠中分离心室心肌细

胞。将心肌细胞暴露于模拟的局部缺血条件下180分钟  (5％CO2/95％N2气氛下的含2-脱氧

葡萄糖的不含葡萄糖培养基)，随后如所示的，在不存在(对照)或存在重组人GDF-15(R&D系

统，已知的抗凋亡细胞因子)或不同浓度的重组小鼠因子1的情况下，进行60分钟模拟的再

灌注(返回5％CO2/95％N2室内空气下的含葡萄糖培养基)。通过原位TdT-介导的dUTP缺口末

端标记(TUNEL)来评估细胞死亡。  N＝每个条件下3次独立的实验；＊P＜0.05相对于对照。

[0202] 实施例4：

[0203] 为了探索因子1和因子2在AMI的条件下的治疗潜力，在AMI的小鼠模型中产生并测

试了编码因子1或因子2(核酸序列示于SEQ  ID  NO：7和10中)的鼠同源物的腺病毒。在梗死

后28天，两种因子的腺病毒表达导致左心室收缩功能的改善。这是与梗死边界区毛细血管

密度的增加相关(图3)。

[0204] 使用AdEasy  XL载体系统(Stratagene)将小鼠因子1或因子2的  cDNA克隆到复制

缺陷型腺病毒中。使用编码半乳糖苷酶(lacZ)的复制缺陷型腺病毒作为对照。使用Adeno-X

病毒纯化试剂盒(BD  Biosciences)  纯化病毒。将10至12周龄的雄性C57BL/6小鼠用异氟烷

(1-2％)麻醉并通气，并进行永久的冠状动脉左前降支(LAD)结扎。LAD结扎后，立即将病毒

(5×109p .f .u)注入左心室(LV)腔中。(A)在LAD结扎28  天后，通过经胸超声心动图

(Visualsonics)评估左室收缩功能(切面面积变化，FAC)(N＝每组10至12只小鼠)。(B)在

LAD结扎28天后，通过荧光显微术对在梗死边界区同工凝集素阳性的毛细血管密度进行定
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量(每组N＝3只小鼠)。＊P＜0.05，＊＊P＜0.01相对于Ad.lacZ对照。

[0205] 实施例5：

[0206] 为了研究当在再灌注的AMI的条件下(模拟AMI患者接收再灌注治疗的临床情况)

作为重组蛋白质施用的因子1和因子2的治疗潜力，将  10至12周龄的雄性C57BL/6小鼠经历

1小时的冠状动脉结扎(局部缺血)，随后再灌注28天。在灌注后的前7天，用两种因子经皮下

注射治疗小鼠。在HEK293细胞中产生因子1和因子2(小鼠同源物；根据SEQ  ID  NOS：13和24

的氨基酸序列)作为带His标签的重组蛋白。在梗死后28 天，用重组因子1或重组因子2的治

疗导致左心室收缩功能的显著改善。这与梗死边界区毛细血管密度的显著增加有关(图4)。

[0207] 将10至12周龄的雄性C57BL/6小鼠用异氟烷(1-2％)麻醉并通气，并经历1小时的

短暂的左冠状动脉左前降支结扎，随后再灌注28天。在再灌注时(将PBS注射到对照小鼠

中)，使小鼠接受重组因子1或因子2  (各10μg)的单次皮下注射。随后，使用Alzet微型泵(10

μg/天)将重组因子1或因子2进行7天连续的皮下输注。对照小鼠用PBS输注。(A)  在再灌注

后28天，经胸超声心动图评估左心室的收缩功能(切面面积变化，FAC)(每组N＝10至13只小

鼠)。(B)在再灌注后28天，通过荧光显微术对在梗死边界区同工凝集素阳性的毛细血管密

度进行定量(N＝每组6只小鼠)。＊P＜0.05，＊＊P＜0.01相对于PBS对照。

[0208] 实施例6：

[0209] 为了研究因子1和因子2在作为重组蛋白质应用时是否能够增强  AMI再灌注后的

存活，使小鼠经历1小时的冠状动脉结扎，随后再灌注  28天。在灌注后的前7天期间，用两种

因子经皮下注射治疗小鼠。在  HEK293细胞中产生因子1和因子2(小鼠同源物；SEQ  ID  NO：7

和10)  作为带His标签的重组蛋白。用重组因子1或重组因子2的治疗导致梗死前28天期间

显著的存活提高(图5)。

[0210] 将10至12周龄的雄性C57BL/6小鼠用异氟烷(1-2％)麻醉并通气，并经受1小时的

短暂的冠状动脉左前降支结扎，随后再灌注28天。在再灌注时(将PBS注射到对照小鼠)，使

小鼠接受单次重组因子1或因子2  (各10μg)的皮下注射。随后使用Alzet微型泵(10μg/天)

进行重组因子1或因子2的7天连续的皮下输注。用PBS输注对照小鼠。28天内每天检查小鼠

以评估梗死后的存活。N＝29  PBS处理的小鼠；N＝25因子1 处理的小鼠；N＝15因子2处理的

小鼠。

[0211] 实施例7：

[0212] 用http：//blast .ncbi .nlm .nih .gov/Blast .cgi？PROGRAM＝Blastp&  BLAST_

PROGRAMS＝Blastp&PAGE_TYPE＝BlastSearch&  SHOW_DEFAULTS＝on&LINK_LOC＝

blasthome上的BLASTP算法鉴定由人C19Orf10编码的蛋白质的同源物序列。SEQ  ID  NO：2作

为矩阵。

[0213] 所用的参数为默认参数：11延伸：1，组成调整＝条件组成得分矩阵与非冗余蛋白

质序列(nr)的数据库一起调整。

[0214] 从鉴定的序列中选择来自不同脊椎动物的实例，所述脊椎动物主要是哺乳动物，

但是也从两栖动物、鸟类和鱼类中选择一个序列。各序列列于表1中。

[0215] 使用http：//www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html上的CLUSTALW2算法

对所选择的氨基酸序列进行比对。所使用的各参数为默认参数：对齐类型＝慢，蛋白质权重

矩阵＝Gonnet，空位开放＝10，空位延伸＝0.20，空位距离＝5，无结束空位＝无，输出选项：
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格式＝Alnw/数字，顺序＝对齐。在图6中显示所得到的所有序列的多重比对并在图7中显示

哺乳动物序列的多重比对。

[0216] 表1：用BLASTP算法鉴定的人因子1的同源氨基酸序列。人序列作为矩阵。

[0217]

[0218] 实施例8：

[0219] 用http：//blast .ncbi .nlm .nih .gov/Blast .cgi？PROGRAM＝blastp&  BLAST_

PROGRAMS＝blastp&PAGE_TYPE＝BlastSearch&SHOW_DEF  AULTS＝on&LINK_LOC＝

blasthome上的BLASTP算法检索了人  C19Orf63剪接变体HSS1编码的蛋白质的同源序列。

SEQ  ID  NO：4作为矩阵。

[0220] 所用的参数为默认参数：11延伸：1，组成调整＝条件组成得分矩阵与非冗余蛋白

质序列(nr)的数据库一起调整。

[0221] 从鉴定的序列中选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺

乳动物，但是也从两栖动物、鸟类和鱼类中选择一个序列。各序列列于表2中。

[0222] 使用http：//www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html上的  CLUSTALW2算法

对所选择的氨基酸序列进行比对。所使用的各参数为默认参数：对齐类型＝慢，蛋白质权重

矩阵＝Gonnet，空位开放＝10，空位延伸＝0.20，空位距离＝5，无结束空位＝无，输出选项：

格式＝Alnw/数字，顺序＝对齐。在图8中显示所得到的所有序列的多重比对并在图9中显示

哺乳动物序列的多重比对。

[0223] 表2：BLASTP算法鉴定的分泌形式的人因子2的同源氨基酸序列。人序列作为矩阵。
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[0224]

[0225] 实施例9：

[0226] 用http：//blast .ncbi .nlm .nih .gov/Blast .cgi？PROGRAM＝blastp&  BLAST_

PROGRAMS＝blastp&PAGE_TYPE＝BlastSearch&SHOW_DEF  AULTS＝on&LINK_LOC＝

blasthome上的BLASTP算法检索了由人  C19Orf63剪接变体HSM1编码的蛋白质的同源序列。

SEQ  ID  NO：5作为矩阵。

[0227] 所用的参数为默认参数：11延伸：1，组成调整＝条件组成得分矩阵与非冗余蛋白

质序列(nr)的数据库一起调整。

[0228] 从鉴定的序列中选择来自不同脊椎动物物种的实例，所述脊椎动物物种主要是哺

乳动物，但是也从两栖动物、鸟类和鱼类中选择一个序列。各序列列于表3中。

[0229] 使用http：//www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html上的  CLUSTALW2算法

对所选择的氨基酸序列进行比对。所使用的各参数为默认参数：对齐类型＝慢，蛋白质权重

矩阵＝Gonnet，空位开放＝10，空位延伸＝0.20，空位距离＝5，无结束空位＝无，输出选项：

格式＝Alnw/数字，顺序＝对齐。在图10中显示所得到的所有序列的多重比对并在图11中显

示哺乳动物序列的多重比对。

[0230] 表3：用BLASTP算法鉴定的跨膜形式的人因子2的同源氨基酸序列。人序列作为矩

阵。
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[0231]

[0232] 实施例10：

[0233] 使人冠状动脉内皮细胞(HCAEC，来自Provitro)于T75烧瓶中在补充了10％FCS

(Biochrom)的EGM-2培养基(Lonza)上生长。使用来自通道3-6的细胞。在用多种试剂刺激之

前，将细胞在含有2％FCS的MCDB131(Life  Technologies)中培养过夜。将HCAEC接种在96孔

板  (每孔5×103细胞)上，然后在存在或不存在不同浓度的兔抗因子1抗体、兔抗因子2抗体

或对照IgG的情况下，用重组人因子1、重组人因子2或  VEGF(阳性对照)刺激16小时。通过

Eurogentec产生抗体并针对包含在人因子1(CTIWRPQGKSYLYFTQ，SEQ  ID  NO：38，即SEQ  ID 

NO：1 的氨基酸61至76)或因子2(CEQAQKAKNPQEQKSF；SEQ  ID  NO：39，即SEQ  ID  NO：3的氨基

酸181至195，加上N-端Cys)中的多肽而增加。用比色BrdU掺入免疫测定法(Roche)测量细胞

增殖。数据示于图12 中(图A因子1；图B组因子2；数据为来自3-6次实验的平均值±SEM)。
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