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用于治疗具有C5多态性的患者的补体介导

的疾病的毛白钝缘蜱补体抑制剂

(57)摘要

本发明涉及治疗或预防具有补体C5多态性

的受试者的补体介导的疾病和/或病症的方法，

其包括向有需要的受试者施用治疗或防治有效

量的a)抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集

素补体途径；和/或b)抑制类花生酸活性的药剂。

本发明也涉及鉴定可用a)抑制经典补体途径、替

代补体途径和凝集素补体途径；和/或b)抑制类

花生酸活性的特定药剂治疗的具有C5多态性的

患者群体的方法。
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1.一种抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂在制备用于治疗已

知具有补体C5多态性的受试者的补体介导的疾病和/或病症的药物中的用途，其中所述药

剂是：

（a）由SEQ  ID  NO:  2表示的氨基酸序列的第19至168位氨基酸组成的蛋白质；

（b）由SEQ  ID  NO:  2表示的氨基酸序列的第1至168位氨基酸组成的蛋白质；或者

（c）编码如（a）或（b）所述蛋白质的核酸分子；

其中所述补体介导的疾病和/或病症选自：阵发性夜间血红蛋白尿、移植物抗宿主疾

病、血栓性血小板减少性紫癜、非典型溶血性尿毒综合征、重症肌无力、感染后脱髓鞘多神

经根神经病变、哮喘、免疫复合物肺泡炎和创伤性脑损伤；

其中所述补体C5多态性在野生型C5的Arg885残基处并且使依库珠单抗的有效性降低，

并且

所述受试者是人。

2.  一种抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂在制备用于治疗

补体介导的疾病和/或病症的药物中的用途，其中所述治疗包括以下步骤：

a)  鉴定在野生型C5的Arg885残基处具有补体C5多态性的受试者，所述补体C5多态性

使依库珠单抗的有效性降低；以及

b)  鉴定在所述受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的所述

药剂；以及

c) 向所述受试者施用治疗有效量的在步骤(b)中鉴定的所述药剂，其中所述药剂是：

（i）由SEQ  ID  NO:  2表示的氨基酸序列的第19至168位氨基酸组成的蛋白质；

（ii）由SEQ  ID  NO:  2表示的氨基酸序列的第1至168位氨基酸组成的蛋白质；或者

（iii）编码如（i）或（ii）所述蛋白质的核酸分子；

其中所述补体介导的疾病和/或病症选自：阵发性夜间血红蛋白尿、移植物抗宿主疾

病、血栓性血小板减少性紫癜、非典型溶血性尿毒综合征、重症肌无力、感染后脱髓鞘多神

经根神经病变、哮喘、免疫复合物肺泡炎和创伤性脑损伤，并且

所述受试者是人。

3.一种抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂在制备用于在具有

补体C5多态性的受试者中治疗补体介导的疾病或病症的药物中的用途，其中基于受试者已

被确定具有补体C5多态性来向所述受试者施用所述药剂，

其中所述药剂是：

（a）由SEQ  ID  NO:  2表示的氨基酸序列的第19至168位氨基酸组成的蛋白质；

（b）由SEQ  ID  NO:  2表示的氨基酸序列的第1至168位氨基酸组成的蛋白质；或者

（c）编码如（a）或（b）所述蛋白质的核酸分子，并且

其中所述补体C5多态性在野生型C5的Arg885残基处并且使依库珠单抗的有效性降低；

其中所述补体介导的疾病和/或病症选自：阵发性夜间血红蛋白尿、移植物抗宿主疾

病、血栓性血小板减少性紫癜、非典型溶血性尿毒综合征、重症肌无力、感染后脱髓鞘多神

经根神经病变、哮喘、免疫复合物肺泡炎和创伤性脑损伤，并且

所述受试者是人。

4.  根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中通过如下途径鉴定具有补体C5多态
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性的受试者：

（a）对抑制一种补体途径的药剂具有出乎意料不良临床响应；和/或

（b）测试药剂在受试者中抑制一种补体途径从而抑制补体活化的能力；和/或

（c）分子遗传分析。

5.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中通过来自受试者的样本来鉴定所述具

有补体C5多态性的受试者，所述受试者已确定在依库珠单抗存在下具有至少60%的正常血

清补体活性。

6.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述补体C5多态性是Arg885Cys或

Arg885His。

7.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中通过对编码C5的基因进行测序或通过

其它分子遗传分析来鉴定或确认所述补体C5多态性。

8.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述补体介导的疾病和/或病症选自

阵发性夜间血红蛋白尿、移植物抗宿主疾病、血栓性血小板减少性紫癜和非典型溶血性尿

毒综合征。

9.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述补体介导的疾病和/或病症是重

症肌无力。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 106659767 B

3



用于治疗具有C5多态性的患者的补体介导的疾病的毛白钝缘

蜱补体抑制剂

发明领域

[0001] 本发明涉及治疗和预防具有补体C5多态性的受试者的补体介导的疾病和病症的

方法。

[0002] 正文中提及以及在本描述的结尾所列的所有文件都以引用的方式并入本文。

[0003] 发明背景

[0004] 在大多数物种中，多态性常见于除最保守基因之外的所有基因中。多态性存在于

人健康疾病和病症中涉及的基因中已导致个性化用药的出现。个性化用药允许使用包括分

子遗传分析的多种工具来针对个体定制健康护理。可针对个别患者订制医疗决策、药物选

择和/或治疗方案。诊断测试和基因分型可用于基于受试者对特定药物的个别响应性来选

择适当和最优疗法。

[0005] 近来已众所周知的是，某些人C5遗传变体或C5多态性导致对抑制经典补体途径、

替代补体途径和凝集素补体途径的某些药剂缺乏响应。在患有补体介导的病症阵发性夜间

血红蛋白尿(PNH)的特定日本患者群体中进行的一项依库珠单抗(eculizumab)临床试验

中，若干患者具有不良响应。这些患者显示C5多态性c.2653C>T(p.Arg885Cys)或c.2654G>A

(p.Arg885His)。在这个类型的情况下，可鉴定不能通过常规手段治疗，或如果不存在替代

性可用药物，或如果所有已知药物都通过相同机理起作用，也许完全不能治疗的患者亚群

体。

[0006] 在目前情况下，针对当前使用依库珠单抗治疗的补体介导的疾病和病症，不存在

可用的替代治疗。因此，有需要鉴定治疗具有C5多态性的患者亚群体的手段，所述C5多态性

致使他们当前不可治疗。

[0007] 发明概述

[0008] 惊人的是，本发明者已发现蜱虫蛋白Coversin(在本领域中以及在本文中也被称

为EV576和OmCI[25])可用于治疗和预防具有补体C5多态性的受试者的补体介导的疾病和

病症。

[0009] 因此，本发明提供一种治疗或预防补体介导的疾病和/或病症的方法，其包括向具

有补体C5多态性以及有需要的受试者施用治疗或防治有效量的抑制经典补体途径、替代补

体途径和凝集素补体途径的药剂。

[0010] 本发明也提供一种用于治疗或预防具有补体C5多态性的受试者的补体介导的疾

病和/或病症的抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂。

[0011] 本发明也提供一种治疗或预防补体介导的疾病和/或病症的方法，其包括以下步

骤：

[0012] a)鉴定具有C5多态性的受试者；以及

[0013] b)鉴定在所述受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药

剂；以及

[0014] c)向所述受试者施用治疗或防治有效量的在步骤(b)中鉴定的所述药剂。
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[0015] 本发明也提供一种用于治疗或预防补体介导的疾病和/或病症的方法中的抑制经

典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中所述治疗或预防方法包括以下

步骤：

[0016] a)鉴定具有C5多态性的受试者；以及

[0017] b)鉴定在所述受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药

剂；以及

[0018] c)向所述受试者施用治疗或防治有效量的在步骤(b)中鉴定的所述药剂。

[0019] 在另一实施方案中，本发明提供一种选择患有补体介导的疾病或病症的受试者来

用在具有C5多态性的受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的第一

药剂治疗的方法，其包括确定抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的第二

药剂在所述受试者中的有效性，其中如果所述第二药剂在具有C5多态性的受试者中显示有

效性降低，那么选择所述受试者来用所述第一药剂治疗。

[0020] 在另一实施方案中，本发明提供一种用于治疗补体介导的疾病或病症的抑制经典

补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中基于受试者已被确定具有C5多态

性来向所述受试者施用所述药剂。

[0021] 补体

[0022] 补体系统是身体针对外来侵袭的天然防御机制的必需部分，并且也涉及于炎症过

程中。超过30种在血清中以及在细胞表面的蛋白质涉及于补体系统功能和调控中。近来，已

变得显而易知的是不仅补体系统的约35种已知组分可与有益过程与病理过程两者相关联，

而且补体系统自身与功能包括血管生成、血小板活化、葡萄糖代谢和精子生成的至少85种

生物途径相互作用。

[0023] 补体系统因存在外来抗原而被活化。存在三种活化途径：(1)由IgM和IgG复合物或

通过识别碳水化合物来活化的经典途径；(2)由非自身表面(缺乏特定调控分子)以及由细

菌内毒素活化的替代途径；和(3)通过甘露糖结合凝集素(MBL)结合病原体表面上的甘露糖

残基来活化的凝集素途径。三种途径包含平行事件级联，其导致通过在细胞表面上形成类

似C3和C5转化酶，从而导致释放急性炎症介体(C3a和C5a)和形成膜攻击复合物(MAC)来产

生补体活化。

[0024] 经典途径和替代途径中涉及的平行级联显示于图1中。

[0025] 经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径在本文中统称为补体途径。

[0026] 补体C5多态性

[0027] 已报道人C5的若干多态性[1‑5]。编码C5的基因中的突变已与各种病变相关联，包

括补体组分5缺乏症，即一种其中患者显示重度复发性感染倾向的疾病。这个基因的缺陷也

已与肝纤维化和类风湿性关节炎易感性相关联。人C5中的多态性包括插入、缺失、单氨基酸

取代、框移、截短以及这些变化的组合。

[0028] 某些多态性改变C5与补体途径活化抑制剂的相互作用。某些其它多态性改变具有

临床意义的C5活性。影响野生型C5的Arg885的多态性受到关注。两种受到特别关注的多态

性是Arg885Cys(由c.2653C>T编码)和p.Arg885His(由c.2654G>A编码)，其两者均使mAb依

库珠单抗的有效性降低[4]。

[0029] 术语“C5多态性”在本文中用于意指除野生型C5以外的任何C5变体。在人受试者
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中，野生型C5是具有登记号NP_001726.2；GI:38016947形式的C5蛋白。术语“C5多态性”包括

C5蛋白中的插入、缺失、单氨基酸取代或多氨基酸取代、框移、截短以及这些变化的组合。

[0030] 这些多态性可以杂合性或纯合性多态性形式存在，诸如关于给定多态性的杂合性

C5、关于一种多态性的纯合性或关于不同多态性的杂合性。

[0031] 目标多态性包括野生型C5的接近于依库珠单抗表位(即879KSSKC883，包括K879、

S880、S881、K882和/或C883)或在所述表位内的氨基酸序列的变化。举例来说，任何变化都

可在依库珠单抗表位中，或在依库珠单抗表位的N末端或C末端的多达10、9、8、7、6、5、4、3、

2、1个氨基酸中。

[0032] 优选地，氨基酸变化不在C5的Coversin结合位点内或接近于所述结合位点。据信

这是在C5的高度保守CUB‑C5d‑MG8超结构域的远端在C5α顶部的保守区域。

[0033] 本发明中特别关注的是使一种或多种在具有野生型C5的受试者中抑制经典补体

途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂的有效性降低的C5多态性。就“使有效性降

低”来说，其意指药剂对多态性C5蛋白的IC50比相同药剂对野生型C5蛋白的IC50大至少2、3、

4、5、6、7、8、9、10、20、30、40、50、100、1000倍或更多倍。

[0034] 在一优选实施方案中，C5多态性使一种或多种抑制经典补体途径、替代补体途径

和凝集素补体途径的药剂的有效性降低，但不降低Coversin或其功能性等效物的有效性。

在另一优选实施方案中，C5多态性使一种或多种在具有野生型C5的受试者中抑制经典补体

途径、替代补体途径和凝集素补体途径的抗C5单克隆抗体的有效性降低，但不降低通过结

合C5而不阻断C5转化酶结合位点来抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的

其它药剂的有效性。

[0035] 就“不降低有效性”来说，其意指Coversin或通过结合C5而不阻断C5转化酶结合位

点来抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的其它药剂对野生型C5蛋白的

IC50是Coversin或通过结合C5而不阻断C5转化酶结合位点来抑制经典补体途径、替代补体

途径和凝集素补体途径的其它药剂对多态性C5蛋白的IC50的至少75％、80％、85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％。术语“不降低”也涵盖有效性增加。

[0036] 在一替代性实施方案中，可通过测量药剂抑制取自受试者的血清中的补体活化的

能力来测量有效性。举例来说，可通过本领域中已知或本文所述的任何手段，例如参考文献

[6]中所述的溶血测定来测量所述受试者的血清中的补体活性。

[0037] 如果相较于对照，在药剂存在下，补体活性降低，那么所述药剂将被视为在所述受

试者中抑制补体活性。就在这种情形下的“降低”来说，其意指相较于对照，处理样本中的补

体活性降低至少10、20、30、40、50、60、70、80、90或100％。

[0038] 在一特定实施方案中，C5多态性使单克隆抗体药剂在抑制一种或多种补体途径的

活化方面的有效性降低。在一特定实施方案中，C5多态性使单克隆抗体依库珠单抗在抑制

一种或多种补体途径的活化方面的有效性降低。在另一实施方案中，C5多态性使通过阻断

C5转化酶结合位点来抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂的有效性

降低。在另一特定实施方案中，C5多态性在位置Arg885处。在这个位置处的特定多态性包括

Arg885Cys或Arg885His。

[0039] 改变C5与已知抗C5单克隆抗体(诸如依库珠单抗、培克珠单抗(Pexelizumab)和/

或N19‑8)的结合亲和力或肽补体抑制剂(诸如ARC1905)的有效性的多态性在本发明的情形
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下也受到关注。

[0040] 因此，在一特定实施方案中，本发明提供一种治疗或预防补体介导的疾病和/或病

症的方法，其包括向具有补体C5多态性以及有需要的受试者施用治疗或防治有效量的抑制

经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中所述补体C5多态性使通过阻

断C5转化酶结合位点来抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂的有效

性降低，但不降低抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径而不阻断C5转化酶

结合位点的药剂的有效性。

[0041] 因此，在一特定实施方案中，本发明提供一种治疗或预防补体介导的疾病和/或病

症的方法，其包括向具有补体C5多态性以及有需要的受试者施用治疗或防治有效量的抑制

经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中所述补体C5多态性使抑制经

典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的单克隆抗体的有效性降低，但不降低

Coversin或这种药剂的功能性等效物的有效性。

[0042] 在这个特定实施方案中，本发明也提供用于治疗或预防具有补体C5多态性的受试

者的补体介导的疾病和/或病症的治疗或防治有效量的抑制经典补体途径、替代补体途径

和凝集素补体途径的药剂，其中所述补体C5多态性使通过阻断C5结合位点来抑制经典补体

途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂的有效性降低，但不降低抑制经典补体途径、

替代补体途径和凝集素补体途径而不阻断C5结合位点的药剂的有效性。

[0043] 在这个特定实施方案中，本发明也提供用于治疗或预防具有补体C5多态性的受试

者的补体介导的疾病和/或病症的治疗或防治有效量的抑制经典补体途径、替代补体途径

和凝集素补体途径的药剂，其中所述补体C5多态性使抑制经典补体途径、替代补体途径和

凝集素补体途径的单克隆抗体的有效性降低，但不降低Coversin或这种药剂的功能性等效

物的有效性。

[0044] 因此，在另一特定实施方案中，本发明提供一种治疗或预防补体介导的疾病和/或

病症的方法，其包括向具有补体C5多态性以及有需要的受试者施用治疗或防治有效量的抑

制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中所述补体C5多态性在位置

Arg885处，并且其中所述药剂是包含用SEQ  ID  NO:2表示的氨基酸序列的氨基酸19至168或

由所述氨基酸组成的蛋白质或是这种蛋白质的功能性等效物。

[0045] 在这个特定实施方案中，本发明也提供用于治疗或预防具有补体C5多态性的受试

者的补体介导的疾病和/或病症的治疗或防治有效量的抑制经典补体途径、替代补体途径

和凝集素补体途径的药剂，其中所述补体C5多态性在位置Arg  885处，并且其中所述药剂是

包含用SEQ  ID  NO:2表示的氨基酸序列的氨基酸19至168或由所述氨基酸组成的蛋白质或

是这种蛋白质的功能性等效物。

[0046] 鉴定用于治疗的受试者

[0047] 本发明特别适用于具有补体C5多态性的受试者中。受试者可已知具有C5多态性，

或可被怀疑具有C5多态性。受试者可例如由于具有补体介导的病症的临床征象，由于种族

来源或谱系发生C5多态性，或由于对抑制一种补体途径的药剂具有出乎意料不良响应和/

或出乎意料高响应而被怀疑具有C5多态性。

[0048] 本发明可适用于对一种或多种抑制一种补体途径的药剂具有出乎意料不良响应

的受试者亚群体中。特定来说，本发明适用于具有使单克隆抗体药剂在抑制一种或多种补
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体途径的活化方面的有效性降低的C5多态性的受试者亚群体中。在一特定实施方案中，C5

多态性使单克隆抗体依库珠单抗在抑制一种或多种补体途径的活化方面的有效性降低。

[0049] 举例来说，在位置Arg885(c.2653C>T(p.Arg885Cys)和c.2654G>A(p.Arg885His))

处具有两种C5多态性的受试者不对依库珠单抗发生响应。然而，已显示Coversin甚至在这

些受试者中也能够抑制C5裂解和补体途径活化。Coversin以不同于已知抗C5mAb的方式与

补体C5蛋白相互作用，并且因此预期Coversin也将适用于不对已知抗C5mAb发生响应的受

试者亚群体中以及具有其它C5多态性的受试者中。Coversin结合C5，此导致C5的整体构象

的稳定化，而不阻断C5转化酶裂解位点[7]。相比之下，依库珠单抗阻断C5转化酶结合位点

[8]。

[0050] 多态性Arg885Cys和Arg885His在日本人和汉族中国人来源的受试者中特别普遍。

因此，在具有这些种族来源的亚群体中，Coversin是特别有利的药剂选择。

[0051] 如可由实施例所见，这些多态性不限于日本人和汉族中国人来源的受试者。也可

通过其它常规技术来鉴定具有C5多态性的受试者，包括对编码C5蛋白的基因的分子遗传分

析，包括对基因测序[4]；如本文所述或通过本领域中已知的其它方法来测试各种药剂在受

试者中抑制补体活化的能力；和/或对来自受试者的C5蛋白的生物化学分析，包括等电聚焦

和功能性检测[9]。在临床环境中，可通过对抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补

体途径的药剂的出乎意料不良响应来鉴定具有C5多态性的受试者。

[0052] 也预期Coversin将适用于对抑制一种补体途径的其它药剂出乎意料敏感的受试

者亚群体中。举例来说，如果多态性使诸如依库珠单抗的另一药剂对C5蛋白的亲和力增加，

那么可难以恰当地用所述药剂给药。必须严密控制补体活化以防止对身体的自身组织的损

害，并且因此在这个情况下，Coversin将为更具吸引力的替代物。

[0053] 一旦已鉴定具有C5多态性的受试者，即有可能鉴定在所述受试者中抑制经典补体

途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂。为鉴定抑制补体途径的药剂，如本文所述在

存在和不存在抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的多种药剂下评估受试

者的血清中的补体活性。在一个特定实施方案中，在所述受试者中抑制经典补体途径、替代

补体途径和凝集素补体途径的药剂是Coversin或其功能性等效物。

[0054] 可通过本领域中已知或本文所述的任何手段来测量所述受试者的血清中的补体

活性，例如参考文献[10]中所述的溶血测定和/或通过使用如实施例中提及的Quidel  CH50

方法。如果相较于对照，在药剂存在下，补体活性降低，那么所述药剂将被视为在所述受试

者中抑制补体活性。就在这种情形下的“降低”来说，其意指相较于对照，处理样本中的补体

活性降低至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、100％。

[0055] 因此，本发明提供一种治疗或预防补体介导的疾病和/或病症的方法，其包括以下

步骤：

[0056] a)鉴定具有C5多态性的受试者；以及

[0057] b)鉴定在所述受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药

剂；以及

[0058] c)向所述受试者施用治疗或防治有效量的在步骤(b)中鉴定的所述药剂。

[0059] 本发明也提供用于治疗或预防补体介导的疾病和/或病症的方法中的治疗或防治

有效量的抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中所述治疗或预
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防方法包括以下步骤：

[0060] a)鉴定具有C5多态性的受试者；以及

[0061] b)鉴定在所述受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药

剂；以及

[0062] c)向所述受试者施用治疗或防治有效量的在步骤(b)中鉴定的所述药剂。

[0063] 在另一实施方案中，本发明提供一种用于治疗补体介导的疾病或病症的在具有C5

多态性的受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中基于

受试者已被确定具有C5多态性来向所述受试者施用所述药剂。

[0064] 在另一特定实施方案中，本发明提供用于治疗受试者的补体介导的疾病或病症的

在具有C5多态性的受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，

其中

[0065] a)测定来自所述受试者的生物样本中C5多态性的存在或不存在，以及

[0066] b)基于所述C5多态性的存在来向个体选择性施用治疗有效量的所述药剂。

[0067] 在一特定实施方案中，通过对在野生型受试者中抑制经典补体途径、替代补体途

径和凝集素补体途径的单克隆抗体缺乏响应来鉴定具有C5多态性的受试者。这个受试者亚

群体被称为“非响应者”。可通过确认在于具有野生型C5的受试者中抑制经典补体途径、替

代补体途径和凝集素补体途径的单克隆抗体存在下，血清补体活性是正常血清补体活性的

至少60％来鉴定非响应者。

[0068] 本发明中特别关注的是作为依库珠单抗、培克珠单抗、N19‑8和/或ARC1095的非响

应者的受试者。

[0069] 在其它特定实施方案中，可通过对编码C5的基因进行测序或通过其它分子遗传分

析来鉴定或确认特定C5多态性。

[0070] 在另一实施方案中，本发明提供一种选择患有补体介导的疾病或病症的受试者来

用在具有C5多态性的受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的第一

药剂治疗的方法，其包括确定在野生型受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集

素补体途径的第二药剂在所述受试者中的有效性，其中如果在野生型受试者中抑制经典补

体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的所述第二药剂在具有C5多态性的受试者中显示

有效性降低，那么选择所述受试者来治疗。

[0071] 可通过如本文所述测量药剂阻止来自受试者的血清中的补体活化的能力来测量

在所述受试者中对经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的抑制。

[0072] 在一特定实施方案中，本发明提供一种用于治疗补体介导的疾病或病症的抑制经

典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中基于来自已被确定在于具有野

生型C5的受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的抗C5单克隆抗体

存在下，具有至少60％的正常血清补体活性的受试者的样本来向所述受试者施用所述药

剂。

[0073] 在另一特定实施方案中，本发明提供一种用于治疗受试者的补体介导的疾病或病

症的抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药剂，其中

[0074] a)测定来自所述受试者的生物样本中在于具有野生型C5的受试者中抑制经典补

体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的抗C5单克隆抗体存在下，至少60％的正常血清
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补体活性的存在或不存在，以及

[0075] b)基于在于具有野生型C5的受试者中抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素

补体途径的抗C5单克隆抗体存在下，至少60％的正常血清补体活性的存在来向个体选择性

施用治疗有效量的所述药剂。

[0076] 就“在抗C5单克隆抗体存在下至少60％的正常血清补体活性”来说，其意指受试者

的血清补体活性是正常未治疗对照受试者的血清补体活性的至少60％、至少70％、至少

80％、至少90％、至少95％或更多。对照受试者可具有野生型C5，或可为在用抗C5单克隆抗

体治疗之前的同一受试者。

[0077] 在一些实施方案中，抗C5单克隆抗体是依库珠单抗、培克珠单抗和/或N19‑8。

[0078] 这些方法可用于鉴定对用Coversin及其功能性等效物治疗敏感的受试者和受试

者群体。

[0079] 补体介导的疾病和病症

[0080] 必须严密控制补体活化以防止对身体的自身组织的损害。已显示补体活化控制失

效在多种疾病中起作用，所述疾病尤其包括急性胰腺炎、年龄相关的黄斑变性(AMD)、非典

型溶血性尿毒综合征(aHUS)、阿尔茨海默氏病(Alzheimer’s  disease)、亨廷顿氏病

(Huntingdon’s  disease)、帕金森氏病(Parkinson’s  disease)、过敏性脑脊髓炎、同种异

体移植、哮喘、成人呼吸窘迫综合征、流感、灼烧损伤、克罗恩氏病(Crohn’s  disease)、肾小

球性肾炎、溶血性贫血症、血液透析、遗传性血管性水肿、局部缺血再灌注损伤、多系统器官

衰竭、多发性硬化症、重症肌无力、心肌梗塞、阵发性夜间血红蛋白尿(PNH)、牛皮癣、类风湿

性关节炎、败血性休克、全身性红斑狼疮、中风、血栓性血小板减少性紫癜(TTP)、创伤性脑

损伤、血管渗漏综合征及移植排斥和移植物抗宿主疾病(GvHD)以及各种其它外周神经病症

和呼吸道病症[11‑16]。

[0081] 如参考文献15中所列的外周神经病症包括感染后脱髓鞘多神经根神经病变(格林

巴雷综合征(Guillain  Barrésyndrome))、米勒费雪综合征(Miller  Fisher  syndrome)、急

性炎症性脱髓鞘多神经根神经病变(AIDP)、慢性炎症性脱髓鞘多神经根神经病变(CIDP)、

糖尿病性神经病变、尿毒症性瘙痒、多灶性运动神经病变、副蛋白血症性神经病变、抗Hu神

经病变、白喉后脱髓鞘神经病变、多发性硬化症、放射性脊髓病、巨细胞动脉炎(颞动脉炎)、

横贯性脊髓炎、运动神经元疾病、皮肤肌炎。

[0082] 如参考文献14中所列的呼吸道病症包括哮喘(包括重度和类固醇抗性哮喘)、

COPD、免疫复合物肺泡炎，包括由暴露于有机粉尘、霉菌、空气传播的过敏原、矿物粉尘、化

学品等引起的那些。呼吸道病症的定义中包括的其它病状包括：农民肺、养鸽人或养鸟人

肺、畜舍热、磨坊主肺、金属制造工肺、增湿器热、硅肺病、肺尘埃沉着病、石棉沉着病、棉屑

沉着病、铍中毒、间皮瘤、鼻炎、肺泡炎或由暴露于全身性药物或吸入药物和化学剂(包括但

不限于：博莱霉素(bleomycin)、丝裂霉素(mitomycin)、青霉素(penicillin)、磺酰胺

(sulphonamide)、头孢菌素(cephalosporin)、阿司匹林(aspirin)、NSAID、酒石黄

(ta r t ra z i n e)、AC E抑制剂、含碘对比介质、非选择性β阻断药物、丁二酰胆碱

(suxamethonium)、六甲季铵(hexamethonium)、硫贲妥钠(thiopentone)、胺碘酮

(amiodarone)、硝呋妥因(nitrofurantoin)、百草枯(paraquat)、氧、细胞毒性剂、四环素

(tetracycline)、苯妥英(phenytoin)、卡马西平(carbamazepine)、氯磺丙脲
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(chlorpropamide)、肼苯哒嗪(hydralazine)、普鲁卡因酰胺(procainamide)、异烟肼

(isoniazid)、对氨基水杨酸)引起的弥漫性纤维化肺病。此外，所述术语包括物理肺损害，

包括但不限于：挤压损伤、烟尘和热气吸入、爆炸损伤、放射损伤、吸入性肺炎、类脂性肺炎；

与包括但不限于：心脏移植、肺移植、骨髓移植的器官移植相关的肺损害。呼吸道病症的定

义内也包括隐原性纤维性肺泡炎、过敏性肉芽肿(车格‑施特劳斯综合征(Churg‑Strauss 

syndrome))、韦格纳氏肉芽肿病(wegener’s  granulomatosis)、闭塞性细支气管炎、间质性

肺纤维化、囊性纤维化。

[0083] 也包括自体免疫和结缔组织疾病的呼吸道表现形式，所述疾病包括但不限于：类

风湿病、全身性红斑狼疮、全身性硬化症、多发性结节性动脉炎、多发性肌炎、皮肤肌炎、休

格连氏综合征( syndrome)、僵直性脊椎炎、卡普兰氏综合征(caplan’s 

syndrome)、古德帕斯彻氏综合征(goodpasture’s  syndrome)、肺泡蛋白沉着病、特发性肺

含铁血黄素沉着病、组织细胞增多病X、肺浸润伴嗜酸粒细胞增多(PIE)，包括但不限于：单

纯肺嗜酸粒细胞增多、迁延性肺嗜酸粒细胞增多、哮喘性支气管肺嗜酸粒细胞增多、过敏性

支气管肺曲霉病、曲霉肿、侵袭性曲霉病、热带性肺嗜酸粒细胞增多、嗜酸粒细胞增多综合

征、寄生虫感染和淋巴管肌瘤病(LAM)。

[0084] 本发明中特别关注的是阵发性夜间血红蛋白尿(PNH)、移植物抗宿主疾病(GvHD)、

血栓性血小板减少性紫癜(TTP)和非典型溶血性尿毒综合征(aHUS)。

[0085] 待用于本发明中的药剂

[0086] 在本发明的一个方面，药剂可结合补体C5，包括来自具有补体C5多态性的受试者

的补体C5。药剂可起防止补体C5(包括来自具有补体C5多态性的受试者的补体C5)由C5转化

酶裂解成补体C5a和补体C5b‑9的作用。药剂可起使受试者中的C5a水平相较于未治疗受试

者降低的作用。

[0087] 在本发明的一个方面，抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径的药

剂以使C5的整体构象稳定，而非阻断C5转化酶裂解位点的方式结合C5。Coversin与C5结合

导致C5的整体构象的稳定化，而不阻断转化酶裂解位点。

[0088] 补体C5蛋白，在本文中也称为C5，由C5转化酶裂解，所述C5转化酶自身由作为替代

途径的较早产物的C3a形成(图1)。这个裂解的产物包括过敏毒素C5a和也称为膜攻击复合

物(MAC)的溶解性复合物C5b‑9。C5a是牵涉于许多病理炎症性过程中的高度反应性肽，所述

过程包括嗜中性性细胞和嗜酸性粒细胞趋化、嗜中性性细胞活化、毛细血管渗透性增加和

嗜中性性细胞凋亡抑制[17]。

[0089] MAC与包括类风湿性关节炎[18；19]、增生性肾小球性肾炎[20]、特发性膜性肾病

变[21]、蛋白尿[22]、在急性轴突损伤之后的脱髓鞘[23]的其它重要病理过程相关联，并且

也导致在异种移植之后的急性移植物排斥[24]。

[0090] 已开发结合和抑制C5的单克隆抗体和小分子来治疗各种疾病[12]，特别是PNH、牛

皮癣、类风湿性关节炎、全身性红斑狼疮和移植排斥。然而，这些单克隆抗体不结合来自具

有C5多态性的受试者的某些C5蛋白，并且因此在这些受试者中无效[4]。

[0091] 相比之下，Coversin及其功能性等效物在具有野生型C5的受试者中以及在具有C5

多态性的受试者中均抑制补体C5裂解。

[0092] 可通过本领域中已知的标准体外测定，例如通过在将蛋白质于凝胶上与标记的C5
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一起孵育之后进行蛋白质印迹来确定药剂结合C5(包括来自具有C5多态性的受试者的C5)

的能力。优选地，根据本发明的药剂结合野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5的

IC50小于0.2mg/ml，优选小于0.1mg/ml，优选小于0.05mg/ml，优选小于0.04mg/ml，优选小于

0.03mg/ml，优选是0.02mg/ml，优选小于1μg/ml，优选小于100ng/ml，优选小于10ng/ml，还

要更优选小于1ng/ml。药剂无需对野生型C5和来自具有C5多态性的受试者的C5具有相同亲

和力。它可对野生型C5和来自具有C5多态性的受试者的C5显示较高、较低或相同亲和力。

[0093] 可通过测量药剂抑制血清中的补体活化的能力来确定所述药剂抑制补体活化的

能力。举例来说，可通过本领域中已知或本文所述的任何手段来测量血清中的补体活性。

[0094] 根据本发明的一个实施方案，结合C5的药剂不是抗C5单克隆抗体。

[0095] 本发明也提供一种治疗或预防具有补体C5多态性的受试者的补体介导的疾病和/

或病症的方法，其包括向有需要的受试者施用治疗或防治有效量的抑制类花生酸

(eicosanoid)活性的药剂。

[0096] 本发明也提供用于治疗或预防具有补体C5多态性的受试者的补体介导的疾病和/

或病症的治疗或防治有效量的抑制类花生酸活性的药剂。

[0097] 根据本发明的这个方面的药剂可抑制白三烯(leukotrine)B4(LTB4)活性。特定来

说，根据本发明的这个方面的药剂可结合LTB4。可通过本领域中已知的标准体外测定，例如

通过在将蛋白质于凝胶上与标记的LTB4一起孵育之后进行蛋白质印迹来确定药剂结合

LTB4的能力。根据本发明的药剂结合LTB4的IC50可小于0.2mg/ml，优选小于0.1mg/ml，优选

小于0.05mg/ml，优选小于0.04mg/ml，优选小于0.03mg/ml，优选是0.02mg/ml，优选小于1μ

g/ml，优选小于100ng/ml，优选小于10ng/ml，还要更优选小于1ng/ml。

[0098] 在一个方面，本发明提供一种治疗或预防具有补体C5多态性的受试者的补体介导

的疾病和/或病症的方法，其包括向有需要的受试者施用治疗或防治有效量的药剂，所述药

剂：

[0099] a)抑制经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径；和/或

[0100] b)抑制类花生酸活性。

[0101] 本发明也提供一种药剂，其抑制：

[0102] a)经典补体途径、替代补体途径和凝集素补体途径；和/或

[0103] b)类花生酸活性，

[0104] 其用于治疗或预防具有补体C5多态性的受试者的补体介导的疾病和/或病症。

[0105] 根据本发明的这个方面的一个实施方案，药剂结合C5、来自具有C5多态性的受试

者的C5、和LTB4中的全部。因此，根据这个实施方案的药剂可起防止补体C5由C5转化酶裂解

成补体C5a和补体C5b‑9(MAC)，并且也抑制LTB4活性的作用。使用结合C5与LTB4两者的药剂

是特别有利的。C5与类花生酸途径均据信促成在许多补体介导的疾病和病症中观察到的病

理学。因此，相较于使用仅抑制补体介导的疾病和病症的炎症效应中涉及的单一途径的药

剂，通过使用抑制补体介导的疾病和病症的炎症效应中涉及的多个途径的单一药剂，可实

现作用增强。此外，存在与施用单一分子相关的实际优势。

[0106] 优选地，本发明的药剂源于吸血性节肢动物。术语“吸血性节肢动物”包括从适合

宿主获取血液餐食的所有节肢动物，诸如昆虫、蜱虫、虱子、跳蚤和螨。优选地，药剂源于蜱

虫，优选源于蜱虫毛白钝缘蜱(Ornithodoros  moubata)。
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[0107] 根据本发明的一个实施方案，药剂是包含图2中的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:2)的氨

基酸19至168的蛋白质，或是这种蛋白质的功能性等效物。药剂可为由图2中的氨基酸序列

的氨基酸19至168组成的蛋白质，或可为这种蛋白质的功能性等效物。

[0108] 根据一替代性实施方案，根据本发明的这个实施方案使用的蛋白质可包含图2中

的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸1至168或由所述氨基酸组成，或可为其功能性等效

物。图2中给出的蛋白质序列的前18个氨基酸形成不为C5结合或LTB4结合活性所需的信号

序列，并且因此这可任选被省却，例如以达成重组蛋白产生效率。

[0109] 具有图2中给出的氨基酸序列的蛋白质，在本文中也称为Coversin蛋白，从蜱虫毛

白钝缘蜱的唾液腺分离。Coversin是载脂蛋白家族的外围成员，并且是首个显示抑制补体

活化的载脂蛋白家族成员。Coversin蛋白通过结合C5以及防止它由C5转化酶裂解成补体

C5a和补体C5b‑9，由此抑制C5a肽的作用与MAC的作用两者来抑制替代性、经典和凝集素补

体途径。Coversin蛋白也结合LTB4。如本文所用的术语“Coversin蛋白”是指图2中给出的具

有或不具有信号序列的序列。

[0110] Coversin蛋白以及这种蛋白抑制补体活化的能力已公开于[25]中，其中Coversin

蛋白被称为“OmCI蛋白”。也已显示Coversin蛋白有效治疗重症肌无力[13]、呼吸道病症

[14]和外周神经病症[15]。Coversin蛋白结合包括LTB4的类花生酸的能力以及它治疗由白

三烯或羟基类花生酸介导的疾病的用途已在[26]中表明。这些公开都未表明Coversin蛋白

可适用于治疗或预防具有C5多态性的受试者的补体介导的病症。

[0111] 现已发现Coversin蛋白在治疗和预防具有C5多态性的受试者的补体介导的病症

方面是惊人有效的。本文呈现的数据证明在具有Arg885His多态性的受试者中，体外补体活

性抑制对依库珠单抗具有抗性(充其量30％或30‑80％补体抑制)，但对Coversin完全敏感，

其中在所有测试浓度下都100％抑制。

[0112] 因此，依库珠单抗不完全抑制来自具有Arg885His多态性的患者的血清中的补体

活性，并且这些患者未从用依库珠单抗进行治疗性治疗得到临床益处。这些数据显示在补

体相关病症治疗(例如PNH治疗)中用依库珠单抗进行补体抑制不足以观察到临床益处。相

反地，已显示Coversin在降低来自具有这种多态性的患者的血清中的补体活性方面保持正

常有效性，并且在病例研究中展现有效性(参见实施例2、3和4)。这表明例如用Coversin达

成的如所见的补体抑制产生临床益处，例如当补体抑制处于可由Coversin实现的水平时，

可观察到临床益处。

[0113] 根据本发明的另一实施方案，药剂可为编码Coversin蛋白或其功能性等效物的核

酸分子。举例来说，基因疗法可用于在体内或离体通过相关细胞实现在受试者中内源性产

生Coversin蛋白。另一方法是施用“裸露DNA”，其中将治疗性基因直接注射至血流中或肌肉

组织中。

[0114] 优选地，这种核酸分子包含图2中的核苷酸序列(SEQ  ID  NO:1)的碱基55至507或

由所述碱基组成。这个核苷酸序列编码图2中的不具有信号序列的Coversin蛋白。图2中的

核苷酸序列的前54个碱基编码不为补体抑制活性或LTB4结合活性所需的信号序列。或者，

核酸分子可包含图2中的核酸序列的碱基1至507或由所述碱基组成，所述碱基编码具有信

号序列的蛋白质。

[0115] 已证明Coversin蛋白结合C5，并且防止它在大鼠、小鼠和人血清中由C5转化酶裂
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解，其中IC50是约0.02mg/ml。优选地，Coversin蛋白的功能性等效物保留结合C5的IC50小于

0.2mg/ml，优选小于0.1mg/ml，优选小于0.05mg/ml，优选小于0.02mg/ml，优选小于1μg/ml，

优选小于100ng/ml，优选小于10ng/ml，还要更优选小于1ng/ml的能力。

[0116] 也已证明Coversin蛋白结合LTB4。Coversin蛋白的功能性等效物也可保留以与

Coversin蛋白类似的亲和力结合LTB4的能力。

[0117] 在一个方面，术语“功能性等效物”在本文中用于描述Coversin蛋白的同源物和片

段，其：a)保留它结合C5(野生型C5或来自具有C5多态性的受试者的C5)，以及防止补体C5由

C5转化酶裂解成补体C5a和补体C5b‑9的能力；和/或b)保留它结合LTB4的能力。

[0118] 术语“功能性等效物”也指在结构上类似于Coversin蛋白或特别是在Coversin蛋

白的一个或多个结合C5(野生型C5或来自具有C5多态性的受试者的C5)和/或LTB4的活性位

点的环境中含有类似或相同三级结构的分子，诸如合成分子。Coversin中可能为LTB4结合

所需的氨基酸描述于[26]中。

[0119] 术语“同源物”意图包括涉及图2中明确标识的Coversin序列的旁系同源物和直系

同源物，包括例如来自其它蜱虫物种的Coversin蛋白序列，所述蜱虫物种包括具尾扇头蜱

(Rhipicephalus  appendiculatus)、血红扇头蜱(R.sanguineus)、囊状扇头蜱(R.bursa)、

美洲钝眼蜱(A.americanum)、卡延钝眼蜱(A.cajennense)、希伯来钝眼蜱(A.hebraeum)、微

小牛蜱(Boophilus  microplus)、具环牛蜱(B.annulatus)、消色牛蜱(B.decoloratus)、网

纹革蜱(Dermacentor  reticulatus)、安氏革蜱(D.andersoni)、边缘革蜱(D.marginatus)、

变异革蜱(D.variabilis)、铁角血蜱(Haemaphysalis  inermis)、犬血蜱(Ha.leachii)、长

棘血蜱(Ha .punctata)、小亚璃眼蜱(Hyalomma  anatolicum  anatolicum)、骆驼璃眼蜱

(Hy .dromedarii)、边缘璃眼蜱(Hy .marginatum  marginatum)、蓖子硬蜱(Ixodes 

ricinus)、全沟硬蜱(I .persulcatus)、肩突硬蜱(I .scapularis)、六角形硬蜱

(I.hexagonus)、波斯锐缘蜱(Argas  persicus)、鸽锐缘蜱(A.reflexus)、游走鸟钝缘蜱

(Ornithodoros  erraticus)、毛白钝缘蜱(O .moubata  moubata)、猪毛白钝缘蜱

(O.m.porcinus)和萨氏钝缘蜱(O.savignyi)。术语“同源物”也意图包括来自蚊物种，包括

库蚊属(Culex)、按蚊属(Anopheles)和伊蚊属(Aedes)的那些，特别是致倦库蚊(Culex 

quinquefasciatus)、埃及伊蚊(Aedes  aegypti)和冈比亚按蚊(Anopheles  gambiae)；跳蚤

物种，诸如猫栉头蚤(Ctenocephalides  felis)(猫蚤)；马蝇；沙蝇；黑蝇；采采蝇(tsetse 

fly)；虱子；螨；水蛭；和扁形虫的等效Coversin蛋白序列。天然Coversin蛋白被认为以另外

三种约18kDa形式存在于毛白钝缘蜱中，并且术语“同源物”意图包括Coversin的这些替代

性形式。

[0120] 用于鉴定图2中给出的Coversin序列的同源物的方法将为本领域技术人员显而易

知。举例来说，可通过对公共序列数据库与私有序列数据库两者进行同源性搜索来鉴定同

源物。合宜的是，可使用公开可用数据库，但私有或可商购获得的数据库将同等适用，特别

是如果它们含有公共数据库中未提供的数据。初级数据库是一级核苷酸或氨基酸序列数据

存放场所，并且可公开获得或商购获得。公开可用初级数据库的实例包括GenBank数据库

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)、EMBL数据库(http://www.ebi.ac.uk/)、DDBJ数据库

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/)、SWISS‑PROT蛋白质数据库(http://expasy.hcuge.ch/)、

PIR(http://pir.georgetown.edu/)、TrEMBL(http://www.ebi.ac.uk/)、TIGR数据库(参见
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h t t p : / / w w w .t i g r .o r g / t d b / i n d e x .h t m l ) 、N R L ‑ 3 D数据库 (h t t p : / /

www .nbrfa .georgetown .edu)、蛋白质数据库(http://www .rcsb.org/pdb)、NRDB数据库

(f t p : / / n c b i .n l m .n i h .g o v / p u b / n r d b / R E A D M E) 、O W L数据库(h t t p : / /

www .biochem .ucl .ac .uk/bsm/dbbrowser/OWL/)以及二级数据库PROSITE(http://

expasy.hcuge.ch/sprot/prosite.html)、PRINTS(http://iupab.leeds.ac.uk/bmb5dp/

prints.html)、Profiles(http://ulrec3.unil.ch/software/PFSCAN_form.html)、Pfam

(http://www .sanger.ac .uk/software/pfam)、Identify(http://dna .stanford .edu/

identify/)和Blocks(http://www.blocks.fhcrc.org)数据库。可商购获得的数据库或私

有数据库的实例包括PathoGenome(Genome  Therapeutics  Inc .)和PathoSeq(先前属于

Incyte  Pharmaceuticals  Inc.)。

[0121] 通常，在两个多肽之间(优选历经诸如活性位点的指定区域)大于30％同一性被视

为指示具有功能等效性，并且因此指示两种蛋白质具有同源性。优选地，作为同源物的蛋白

质与图2中标识的Coversin蛋白序列(SEQ  ID  NO:2)具有大于60％的序列同一性程度。更优

选的同源物与图2中给出的Coversin蛋白序列(SEQ  ID  NO:2)分别具有大于70％、80％、

90％、95％、98％或99％同一性程度。使用2.1.3版BLAST，利用由NCBI(国家生物技术信息中

心 (N a t i o n a l  C e n t e r  f o r  B i o t e c h n o l o g y  I n f o r m a t i o n) ；h t t p : / /

www.ncbi.nlm.nih.gov/)指定的缺省参数[Blosum  62矩阵；空位开放罚分＝11和空位延伸

罚分＝1]确定如本文提及的同一性百分比。

[0122] 图2中给出的Coversin蛋白序列的功能性等效物包括含有从野生型序列的例如1、

2、3、4、5、7、10个或更多个氨基酸的氨基酸取代、插入或缺失的突变体，前提是所述突变体

保留结合野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5的能力。因此，突变体包括含有不

以不利方式影响蛋白质的功能或活性的保守性氨基酸取代的蛋白质。这个术语也意图包括

天然生物变体(例如Coversin蛋白所源于的物种内的等位基因变体或地理变化形式)。也可

通过使蛋白质序列中特定残基进行系统性或定向突变来设计结合野生型C5和/或来自具有

C5多态性的受试者的C5和/或LTB4的能力改进的突变体。

[0123] Coversin蛋白的片段和Coversin蛋白同源物的片段也由术语“功能性等效物”涵

盖，只要所述片段保留结合野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5和/或LTB4的能

力即可。片段可包括例如源于Coversin蛋白序列的是小于150个氨基酸、小于125个氨基酸、

小于100个氨基酸、小于75个氨基酸、小于50个氨基酸或甚至是25个氨基酸或更少的多肽，

前提是这些片段保留结合补体野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5和/或LTB4

的能力。片段可包括例如源于Coversin蛋白序列的是至少150个氨基酸、至少125个氨基酸、

至少100个氨基酸、至少75个氨基酸、至少50个氨基酸或至少25个氨基酸的多肽，前提是这

些片段保留结合补体野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5和/或LTB4的能力。

[0124] 任何功能性等效物或其片段都优选保留见于Coversin中的半胱氨酸残基的样式。

举例来说，所述功能性等效物包含6个相对于彼此以相隔32个氨基酸，相隔62个氨基酸，相

隔28个氨基酸，相隔1个氨基酸以及相隔21个氨基酸的距离间隔的半胱氨酸残基，如从根据

图2中的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸1至168的序列的氨基末端至羧基末端所排列。

Coversin蛋白的示例性片段以SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID  NO:10、

SEQ  ID  NO:12、SEQ  ID  NO:14公开。编码相应片段的DNA以SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:5、SEQ 
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ID  NO:7、SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:13公开。

[0125] 作为所述片段包括的是不仅本文在图2中明确标识的毛白钝缘蜱Coversin蛋白的

片段，而且这种蛋白质的如上所述同源物的片段。同源物的所述片段将通常与图2中的

Coversin蛋白序列的片段具有大于60％同一性，但同源物的更优选片段将显示与图2中的

Coversin蛋白序列的片段分别大于70％、80％、90％、95％、98％或99％的同一性程度。当

然，可通过使野生型序列系统性突变或片段化，随后进行适当活性测定来合理设计改进片

段。片段可对野生型C5、C5的多态性变体或两者和/或LTB4展现与Coversin类似或更大的亲

和力。

[0126] 根据本发明使用的功能性等效物可为例如通过与异源性蛋白质序列的编码序列

同框克隆编码Coversin蛋白的多核苷酸来获得的融合蛋白。术语“异源的”当在本文中使用

时意图指定除Coversin蛋白或它的功能性等效物以外的任何多肽。可在N末端或在C末端包

含在可溶性融合蛋白中的异源序列的实例是以下：膜结合蛋白质的细胞外结构域、免疫球

蛋白恒定区(Fc区)、多聚化结构域、细胞外蛋白质的结构域、信号序列、输出序列或允许通

过亲和色谱法纯化的序列。这些异源性序列中的许多可于表达质粒中商购获得，因为这些

序列通常包括在融合蛋白中以在不显著损害融合于它们的蛋白质的特定生物活性下提供

额外性质[27]。所述额外性质的实例是在体液中半衰期持续较长久，细胞外定位，或如通过

标签(诸如组氨酸、GST、FLAG、抗生物素蛋白或HA标签)所允许的较容易的纯化程序。

[0127] 可通过在宿主细胞中表达来以重组形式制备Coversin蛋白及其功能性等效物。所

述表达方法为本领域技术人员所熟知，并且由[28]和[29]详述。重组形式的Coversin蛋白

及其功能性等效物优选未被糖基化。

[0128] 本发明的蛋白质和片段也可使用常规蛋白质化学技术制备。举例来说，可通过化

学合成制备蛋白质片段。用于产生融合蛋白的方法在本领域中是标准的，并且将为熟练读

者所知。举例来说，最一般性分子生物学、微生物学重组DNA技术和免疫学技术可见于[28]

或[30]中。

[0129] 施用模式

[0130] Coversin和它的功能性等效物不需要医学专业人员来进行施用，并且这些分子被

快速吸收。许多重组抗体被极缓慢吸收，并且因此需要历经长久时期加以输注(例如静脉

内)。因此，施用所述分子也需要医学专业人员。因此，不仅具有在具有C5多态性的受试者中

更有效抑制补体途径的活化的优势，Coversin也具有比诸如像依库珠单抗的抗体的其它药

剂更易于施用的优势。

[0131] 在实施本发明时向其施用药剂的受试者优选是哺乳动物，优选是人。受试者可为

成人、儿童或婴儿。向其施用药剂的受试者也可罹患补体介导的疾病或病症。特定来说，受

试者可已知具有或被怀疑具有补体C5多态性。

[0132] 以治疗或防治有效量施用药剂。术语“治疗有效量”是指药剂的为治疗补体介导的

疾病或病症所需的量，如在本文其它地方所确定。本文所用的术语“防治有效量”是指药剂

的为预防补体介导的疾病或病症所需的量，如在本文其它地方所定义。优选地，药剂的剂量

足以结合受试者中尽可能多的可用C5，更优选地，所有可用C5。或者，药剂的剂量可足以结

合受试者中尽可能多的可用LTB4，更优选地，所有可用LTB4。在一些方面，药剂的剂量足以

结合尽可能多的可用C5和LTB4，例如所有可用C5和LTB4。供给的药剂的剂量是为结合受试
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者中所有可用C5和/或LTB4所需的摩尔剂量的至少两倍。供给的药剂的剂量可为结合受试

者中所有可用C5和/或LTB4所需的摩尔剂量的2.5倍、3倍或4倍。优选地，剂量是0.0001mg/

kg(药物质量相较于患者质量)至20mg/kg，优选是0.001mg/kg至10mg/kg，优选是0.01mg/kg

至2mg/kg，优选是0.1mg/kg至1mg/kg；或者0.2mg/kg至0.8mg/kg；或者0.3mg/kg至0.7mg/

kg；或者0.4mg/kg至0.6mg/kg；例如0.14mg/kg或0.57mg/kg。治疗或防治有效量可另外以对

终末补体的抑制来确定，例如某一量意指相较于在不存在治疗下的终末补体活性，终末补

体活性被降低至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％、100％。可调整剂量和频率以维持终末补体活性处于所

需水平，其可为相较于在不存在治疗下的终末补体活性，例如10％或更小，例如9％、8％、

7％、6％、5％、4％、3％、2％、1％或更小。

[0133] 需要以其施用剂量的频率将取决于涉及的药剂的半衰期。当药剂是Coversin蛋白

或其功能性等效物时，剂量可以连续输液形式，以团注剂量，或基于每日，基于每日两次，或

每2天、3天、4天、5天、6天、7天、10、15或20天或更久加以施用。如在其它地方所指示，

Coversin蛋白和它的功能性等效物的特定优势是它可被施用所具有的相对容易性和快速

性，以及不需要医学专业人员进行施用的事实。

[0134] 可施用单次或多次剂量。举例来说，可施用至少2、3、4、5、6、7或8次剂量。单次剂量

是一个实施方案。精确剂量和剂量频率也可取决于患者在施用时的状态。在确定剂量时可

考虑的因素包括是需要治疗还是防治、患者的疾病状态的严重性、患者的总体健康、年龄、

重量、性别、膳食、施用时间和频率、药物组合、反应敏感性和患者对疗法的耐受性或响应

性。可通过常规实验来确定准确量，但可最终在于临床医师的判断。

[0135] 剂量方案也可采用初始“负荷剂量”，随后一次或多次后继“维持剂量”的形式。一

般来说，负荷剂量将大于维持剂量。负荷剂量可比维持剂量大2、5、10倍或更多倍。负荷剂量

可以单次剂量形式施用，或以在特定时限内一次或多次剂量形式施用。通常，负荷剂量将为

在单一24小时时期内施用的1、2、3、4或5次剂量。维持剂量将通常是在定期间隔下重复的较

低剂量，诸如每3、4、6、8、12、24或48小时重复。可通过常规实验来确定准确方案，但可最终

在于临床医师的判断。

[0136] 负荷剂量可为0.0001mg/kg(药物质量相较于患者质量)至20mg/kg，并且维持剂量

可在0.0001mg/kg至20mg/kg之间；或者，负荷剂量是0.001mg/kg至10mg/kg，并且维持剂量

是0.001mg/kg至10mg/kg，或者，负荷剂量是0.01mg/kg至2mg/kg，并且维持剂量是0.01mg/

kg至2mg/kg；或者，负荷剂量是0.1mg/kg至1mg/kg，并且维持剂量是0.1mg/kg至1mg/kg；或

者，负荷剂量是0.1mg/kg至1mg/kg，并且维持剂量是0.05mg/kg至0.5mg/kg；或者，负荷剂量

是0.2mg/kg至0.8mg/kg，并且维持剂量是0.1mg/kg至0.4mg/kg；或者，负荷剂量是0.3mg/kg

至0.7mg/kg，并且维持剂量是0.1mg/kg至0.3mg/kg；或者，负荷剂量是0.4mg/kg至0.6mg/

kg，并且维持剂量是0.1mg/kg至0.2mg/kg，例如其中负荷剂量是0.57mg/kg，并且维持剂量

是0.14mg/kg。

[0137] 负荷剂量可为0.0001mg/kg(药物质量相较于患者质量)至20mg/kg，并且维持剂量

可在0.0001mg/kg至20mg/kg之间；或者，维持剂量可为0.001mg/kg至10mg/kg，或者，维持剂

量可为0.01mg/kg至2mg/kg；或者，维持剂量可为0.1mg/kg至1mg/kg；或者，维持剂量可为

0.1mg/kg至0 .8mg/kg；或者，维持剂量可为0.1mg/kg至0 .6mg/kg；或者，维持剂量可为
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0.1mg/kg至0.4mg/kg；或者，维持剂量可为0.1mg/kg至0.2mg/kg。

[0138] 负荷剂量可为0.0001mg/kg(药物质量相较于患者质量)至20mg/kg，并且维持剂量

可在0.0001mg/kg至20mg/kg之间；或者，负荷剂量可为0.001mg/kg至10mg/kg，或者，负荷剂

量可为0.01mg/kg至2mg/kg；或者，负荷剂量可为0.1mg/kg至1mg/kg；或者，负荷剂量可为

0.1mg/kg至1mg/kg；或者，负荷剂量可为0.2mg/kg至0.8mg/kg；或者，负荷剂量可为0.3mg/

kg至0.6mg/kg；或者，负荷剂量可为0.4mg/kg至0.6mg/kg。药剂将通常与药学上可接受的载

体联合施用。如本文所用的术语“药学上可接受的载体”包括基因、多肽、抗体、脂质体、多

糖、聚乳酸、聚乙醇酸和非活性病毒粒子或实际上任何其它试剂，前提是载体自身不诱导毒

性作用或导致产生对接受药物组合物的个体有害的抗体。药学上可接受的载体可另外含有

液体，诸如水、盐水、甘油、乙醇；或辅助物质，诸如湿润剂或乳化剂、pH缓冲物质等。因此，采

用的药物载体将视施用途径而变化。载体可使得药物组合物能够被配制成片剂、丸剂、糖衣

片、胶囊、液体、凝胶剂、糖浆、浆液、混悬液以辅助由患者摄取。对药学上可接受的载体的透

彻讨论可见于[31]。

[0139] 可通过任何已知的施用途径来递送药剂。可局部或全身递送药剂。可通过胃肠外

途径(例如通过皮下、腹膜内、静脉内或肌肉内注射或递送至组织的间质间隙中)来递送药

剂。也可将组合物施用至病变中。其它施用模式包括口服和经肺施用、栓剂和经皮或透皮施

加、针和无痛皮下喷射器。

[0140] 优选地，通过皮下注射来递送药剂。在一些实施方案中，这是通过以下方式来达

成：每日一次例如以在0.0001mg/kg(药物质量相较于患者质量)至20mg/kg之间的初始负荷

剂量皮下注射，随后每日一次在0.0001mg/kg至20mg/kg之间的维持剂量或在本文其它地方

公开的其它剂量。或者，可通过皮下注射每隔一天递送药剂。

[0141] 在一优选实施方案中，通过以下方式来递送药剂：每日一次以0.4mg/kg‑0.6mg/kg

(例如0.57mg/kg)的初始负荷剂量皮下注射，随后每日一次0.1mg/kg‑0 .2mg/kg(例如

0.14mg/kg)的维持剂量。

[0142] 药剂可单独或作为治疗方案的一部分施用，所述治疗方案也涉及施用当前用于治

疗患有补体介导的疾病或病症的患者的其它药物。

[0143] 药剂可与其它药物同时、依序或分开施用。举例来说，药剂可在施用其它药物之前

或之后施用。特定来说，药剂可在先前药物已未能治疗补体介导的疾病或病症之后施用。在

一特定实施方案中，药剂可在抗C5单克隆抗体之后施用。

[0144] 在特定实施方案中：

[0145] (i)补体介导的疾病是阵发性夜间血红蛋白尿(PNH)；

[0146] (ii)补体C5多态性在残基Arg885处；

[0147] (iii)用于治疗的药剂是Coversin蛋白或Coversin蛋白的片段或同源物，只要所

述片段保留结合野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5的能力即可；

[0148] (iv)皮下递送药剂。

[0149] 在某些实施方案中，皮下注射是以0.4mg/kg‑0 .6mg/kg(药物质量相较于患者质

量)的初始负荷剂量每日一次，随后每日一次0.1mg/kg‑0 .2mg/kg的维持剂量；更优选以

0.57mg/kg(药物质量相较于患者质量)的初始负荷剂量，随后每日一次0.14mg/kg的维持剂

量。
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[0150] 在特定实施方案中：

[0151] (i)补体介导的疾病是移植物抗宿主疾病(GvHD)；

[0152] (ii)补体C5多态性在残基Arg885处；

[0153] (iii)用于治疗的药剂是Coversin蛋白或Coversin蛋白的片段或同源物，只要所

述片段保留结合野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5的能力即可；

[0154] (iv)皮下递送药剂。

[0155] 在某些实施方案中，皮下注射是以0.4mg/kg‑0 .6mg/kg(药物质量相较于患者质

量)的初始负荷剂量每日一次，随后每日一次0.1mg/kg‑0 .2mg/kg的维持剂量；更优选以

0.57mg/kg(药物质量相较于患者质量)的初始负荷剂量，随后每日一次0.14mg/kg的维持剂

量。

[0156] 在特定实施方案中：

[0157] (i)补体介导的疾病是血栓性血小板减少性紫癜(TTP)；

[0158] (ii)补体C5多态性在残基Arg885处；

[0159] (iii)用于治疗的药剂是Coversin蛋白或Coversin蛋白的片段或同源物，只要所

述片段保留结合野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5的能力即可；

[0160] (iv)皮下递送药剂。

[0161] 在某些实施方案中，皮下注射是以0.4mg/kg‑0 .6mg/kg(药物质量相较于患者质

量)的初始负荷剂量每日一次，随后每日一次0.1mg/kg‑0 .2mg/kg的维持剂量；更优选以

0.57mg/kg(药物质量相较于患者质量)的初始负荷剂量，随后每日一次0.14mg/kg的维持剂

量。

[0162] 在特定实施方案中：

[0163] (i)补体介导的疾病是非典型溶血性尿毒综合征(aHUS)；

[0164] (ii)补体C5多态性在残基Arg885处；

[0165] (iii)用于治疗的药剂是Coversin蛋白或Coversin蛋白的片段或同源物，只要所

述片段保留结合野生型C5和/或来自具有C5多态性的受试者的C5的能力即可；

[0166] (iv)皮下递送药剂。

[0167] 在某些实施方案中，皮下注射是以0.4mg/kg‑0 .6mg/kg(药物质量相较于患者质

量)的初始负荷剂量每日一次，随后每日一次0.1mg/kg‑0 .2mg/kg的维持剂量；更优选以

0.57mg/kg(药物质量相较于患者质量)的初始负荷剂量，随后每日一次0.14mg/kg的维持剂

量。

[0168] 现将通过举例方式更详细描述本发明的各个方面和实施方案。应了解可在不脱离

本发明的范围下对细节进行修改。

[0169] 附图简述:

[0170] 图1：经典和替代补体活化途径的示意图。酶组分，暗灰色。过敏毒素圈闭在星爆炸

符号中。

[0171] 图2：Coversin的一级序列。信号序列加下划线。半胱氨酸残基呈粗体类型。在右侧

指示核苷酸和氨基酸编号。

[0172] 图3：来自在实施例2中治疗的患者的峰值和谷底血小板计数。

[0173] 图4：在用可变剂量的Coversin和依库珠单抗外加之后，通过CH50测定对来自实施
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例4中的患者的血清的体外测试(表示为对照的百分比)。显示在依库珠单抗或Coversin存

在下，相较于对照血清，来自实施例4中的患者的血清中的补体活性百分比。图例：Ecu，用依

库珠单抗外加；Cov，用Coversin外加。NC3，正常对照血清；R2，患者血清。

[0174] 图5：在用可变剂量的Coversin和依库珠单抗外加之后，通过CH50测定对来自实施

例4中的患者的血清的体外测试。显示在依库珠单抗或Coversin存在下，相较于对照血清，

来自实施例4中的患者的血清中的用CH50Eq/ml单位表示的补体活性。图例：Ecu，用依库珠

单抗外加；Cov，用Coversin外加。NC3，正常对照血清；R2，患者血清。

[0175] 图6：在用可变剂量的Coversin和依库珠单抗外加之后，通过CH50测定对来自实施

例3中的患者的血清的体外测试(表示为对照的百分比)。显示在依库珠单抗或Coversin存

在下，相较于对照血清，实施例3中的患者的补体活性百分比。图例：Ecu，用依库珠单抗外

加；Cov，用Coversin外加。NC，正常对照血清；BJ1，使用患者血清进行的重复实验1；BJ2，使

用患者血清进行的重复实验2。

[0176] 图7：在用可变剂量的Coversin和依库珠单抗外加之后，通过CH50测定对来自实施

例3中的患者的血清的体外测试。显示在依库珠单抗或Coversin存在下，实施例3中的患者

的用CH50Eq/ml单位表示的补体活性。图例：Ecu，用依库珠单抗外加；Cov，用Coversin外加。

BJ1和BJ2被提及为Pat  1a和Pat  1b。

[0177] 图8：显示依库珠单抗表位位置和Coversin的可能结合位点的分子模型。

实施例

[0178] 实施例1‑体外抑制C5活性

[0179] 通过Quidel  CH50溶血测定来测量来自被发现在编码补体C5的基因中具有罕见遗

传多态性(c.2654G>A(p.Arg885His))的4岁男性白种人患者的血清中的终末补体活性。

[0180] Quidel  Microvue  CH50Eq酶免疫测定(目录号A018)用于体外测量人血清中的总

经典途径活性。http://www.quidel.com/sites/quidel.com/files/product/documents/

a018_microvue_ch50_eq_english_1.pdf

[0181] 试剂盒提供在标准条件下对终末补体复合物(TCC)形成的直接测量。用试剂盒测

量CH50具有3个步骤：

[0182] 1.活化未稀释血清中的经典补体途径，从而导致形成TCC。

[0183] 2.稀释血清并添加至用捕集TCC的抗体涂布的微测定孔中。

[0184] 3.用抗TCC辣根过氧化物酶(HRP)缀合抗体定量捕集的TCC。

[0185] 在添加底物时的颜色强度与各反应中存在的TCC的浓度成比例。使用试剂盒标准

曲线(在各测定期间确定)，用每毫升CH50单位当量(CH50U  Eq/ml)表示测定结果。

[0186] 试剂盒的线性范围是30‑310U  Eq/ml。

[0187] 根据制造商，由234个个别人样本确定的正常截断值是70CH50U  Eq/ml。

[0188] 在用依库珠单抗治疗之后，相较于具有野生型C5的正常对照的血清中的补体活

性，患者保留70％补体活性。

[0189] 用30、60和120μg/ml  Coversin外加至在施用依库珠单抗之后获取的血清中导致

补体活性水平不可检测。

[0190] 因此，在依库珠单抗非响应者中，Coversin保持正常有效性。
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[0191] 实施例2‑病例研究

[0192] 称重13.6kg的4岁男性白种人患者在2013年10月收到慢性肉芽肿病的初步诊断，

并且经受造血性干细胞移植。随后，患者由于血小板减少症而显现重度胃肠道出血，并且现

时正接受每日血小板输注。诊断是移植物抗宿主疾病(GvHD)或血栓性血小板减少性紫癜

(TTP)。

[0193] 用依库珠单抗、英夫利昔单抗(infliximab)和利妥昔单抗(rituximab)治疗已不

成功。

[0194] 已发现患者在编码补体C5的基因中具有先前仅在日本人或汉族中国人来源的人

员中被描述的罕见遗传多态性(c.2654G>A(p.Arg885His))。

[0195] 如上所述对血清补体活性的体外测定显示在用依库珠单抗治疗之后，相较于正常

对照，补体活性结果是约70％溶血活性。相比之下，用30、60和120μg/ml  Coversin外加至血

清中使溶血活性降低至不可检测水平。

[0196] 在鉴定易感于用Coversin抑制补体途径之后，开始以下治疗：

[0197] Coversin，根据以下时程，通过皮下注射：

[0198] 初始负荷剂量：0.57mg/kg＝7.8mg(0.7ml)

[0199] 维持剂量：此后每24小时，0.14mg/kg＝1.9mg(0.2ml)

[0200] 将每日获取血清以得到补体活性，并且将调整剂量和/或频率以维持终末补体活

性相较于正常对照血清处于10％或更小。

[0201] 也将监测以下结果：

[0202] a)谷底血小板计数变化

[0203] b)血清LDH变化

[0204] c)通过Quidel  CH50溶血测定测量的终末补体活性

[0205] 实施例3‑病例研究的结果

[0206] 用Coversin治疗实施例2的患者约6周。在治疗的第一天，他接受经计算以去除循

环C5的剂量(0.57mg/kg)，以及此后这个剂量的50％，直至第二周结束。从那时起，患者持续

两周每隔一天接受相同剂量，接着再持续两周接受半数那个剂量。应注意从第三周开始的

剂量可能已不足以完全控制终末补体活性。

[0207] 在临床上，患者在他接受完全剂量期间趋于稳定。他的被假定是血栓性血小板减

少性紫癜(TTP)的疾病的主要后果是血小板计数严重降低，为此他已持续数月接受每天两

个单位血小板。在Coversin治疗7天之后，谷底血小板计数(血小板输注后约12小时)开始升

高，截至第14天达到已在他的整个患病期间记录的最高值98,000。

[0208] 在那个时点，他对血小板输注的需求降低至每天一个单位(参见图3)。

[0209] 在第三周开始时，剂量降低，并且谷底血小板计数下降至50,000以下，且在他的剩

余患病期间未恢复。谷底血小板计数升高以及对血小板输注的需求降低被医学工作人员视

为明确指示对Coversin起积极响应。在剂量降低之后的恶化似乎确认这一点。

[0210] 在6周之后给与最终Coversin剂量，并且患者快速恶化，且在又2周之后死于空肠

穿孔。

[0211] 实施例4‑病例研究

[0212] 1名年龄在45岁左右的男性患者被诊断有PNH，并且他已用依库珠单抗治疗约1年，
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其中临床响应不充分。遗传分析已确认在位置c.2654处的杂合性C5多态性，但未知的是此

产生哪个氨基酸变换，尽管已知它不是pArg885His。

[0213] 实施例5‑来自患者的血清中的终末补体活性

[0214] 试剂和样本

[0215] 样本制备：通过将血液收集至普通玻璃管或SST真空采血管(或等效物)中，以及使

它凝结1小时，随后在1500g下离心10分钟来制备血清。立刻分离血清(避免被任何血细胞污

染)，并且在‑70℃下储存在螺旋盖低温管(约0.5ml等分试样)中。

[0216] Coversin：在‑70℃下的冷冻10.9mg/ml溶液。在90uL正常对照或患者血清中稀释

10uL以产生1.09mg/ml的最终浓度。在90uL自体血清中稀释10uL以产生109ug/ml的最终浓

度。在自体血清中进行两倍稀释以达到最终浓度范围：0.4‑54.5ug/ml。

[0217] 依库珠单抗：10mg/ml的冷冻溶液。在90uL正常对照或患者血清中稀释10uL以产生

1mg/ml的最终浓度。在90uL自体血清中稀释10uL以产生100ug/ml的最终浓度。在自体血清

中进行两倍稀释以达到最终浓度范围：0.4‑50ug/ml。

[0218] 缓冲液：磷酸盐缓冲盐水(0.01M磷酸盐缓冲剂、0.0027M氯化钾、0.137M氯化钠，pH 

7.4)。

[0219] 方法

[0220] 根据以上程序将Coversin、依库珠单抗或缓冲液(对照)外加至血清中以实现一定

范围的最终浓度。接着使用Quidel  CH50试剂盒，利用一式两份孔来测定这些的CH50当量活

性。

[0221] 结果

[0222] 根据与试剂盒一起提供的校正曲线计算CH50值。将原始CH50值形式的结果相对于

C5抑制剂浓度绘图。

[0223] 将各C5抑制剂浓度下的CH50结果计算为相关缓冲液对照的CH50浓度的百分比。将

CH50结果百分比相对于抑制剂浓度绘图。

[0224] 在单独时日重复实验以获得各患者中以及单一正常对照中的3个测量结果。这提

供对实验间变异性的估计。

[0225] 在单独时日在单一实验中对6个不同正常对照重复实验。这提供对受试者间响应

性的估计(并且避免使用可能具有未知C5突变或多态性的单一受试者的风险)。

[0226] 向全血清中添加最高剂量的各药物，接着在全血清中进行两倍连续稀释。一个重

复用于各药物剂量。

[0227] 依库珠单抗的最高剂量是50μg/ml，接着是25、12.5、6.3、3.2、1.6、0.8、0.4和0μg/

ml。Coversin的最高剂量是54.5μg/ml，接着是27.3、13.1、6.6.3.3、1.7、0.9和0μg/ml。

[0228] 在连续稀释之后，根据Quidel  CH50试剂盒的说明书来活化和测定血清。

[0229] 对于三个血清样本和两种药物治疗剂中的每个，相较于试剂盒标准来计算CH50U 

Eq/ml，并且相对于药物浓度绘图。也将它们绘制成仅相关缓冲液对照的CH50值的百分比。

[0230] 如上所述测试在依库珠单抗和Coversin存在下，正常人血清和来自病例研究中的

患者的血清中的终末补体活性。

[0231] 如图6和7中所示，在不存在任一药物下，正常人血清的基线CH50值(平均

78.1CH50U  Eq/ml)和来自实施例2和3的病例研究中所述的患者的两个患者血清样本的基
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线CH50值(平均82.4和60.6CH50U  Eq/ml)在>70CH50U  Eq/ml的正常人范围内(正常对照和

BJ  2)或略微低于所述正常人范围(BJ  1)。

[0232] Coversin同等充分抑制正常人血清与来自具有p.Arg885His多态性的患者的血清

两者。在约15ug/ml的Coversin浓度下观察到小于基线CH50(U  Eq/ml)的5％。

[0233] 依库珠单抗在预期剂量下抑制正常人血清，其中在约45ug/ml的浓度下观察到小

于基线CH50(U  Eq/ml)的5％。在高于25ug/ml的剂量下，依库珠单抗类似地抑制正常人血清

和来自具有p.Arg885His多态性的患者的血清中的使用Quidel  CH50试剂盒测量的补体活

性。然而，它不完全抑制来自患者的血清，其中在测试的最高依库珠单抗剂量(60ug/ml)下

剩余基线CH50的约20％。

[0234] 也与正常人血清并行测试来自实施例4中所述的患者的血清。如图4和5中所示，在

不存在任一药物下，正常人血清和来自患者血清样本的血清的基线CH50值在>70CH50U  Eq/

ml的正常人范围内。

[0235] Coversin同等充分抑制正常人血清与来自在Arg885处具有氨基酸取代的患者的

血清两者。在约15ug/ml的Coversin浓度下观察到小于基线CH50(U  Eq/ml)的5％。

[0236] 依库珠单抗在预期剂量下抑制正常人血清，其中实现小于基线CH50(U  Eq/ml)的

5％。与来自实施例2的患者血清类似，在高于25ug/ml的剂量下，依库珠单抗类似地抑制正

常人血清和来自实施例4患者的血清中的补体活性，但它不完全抑制来自实施例4患者的血

清，其中在测试的最高依库珠单抗剂量(50ug/ml)下剩余基线CH50的约10％。

[0237] 依库珠单抗不完全抑制来自未从用依库珠单抗进行治疗性治疗得到益处的两个

患者(实施例2和实施例4)的血清中的补体活性。这支持PNH治疗中的补体抑制作用需要高

于这个抑制作用以观察到治疗益处的假设。

[0238] 使用重组表达，Nishimura等(2014)显示在实施例2患者中所见的C5p.Arg885His

多态性完全去除依库珠单抗与C5结合。在当前研究中所示的由依库珠单抗对实施例2患者

的补体血清的部分抑制(图6和7)可理解为实施例2患者和所有具有迄今为止鉴定的多态性

的其它个体是具有正常C5拷贝和p.Arg885His  C5拷贝的杂合子。如果两个拷贝均被完全表

达，那么依库珠单抗将完全抑制这些个体中存在的C5蛋白的50％。仅观察到20％残余CH50

活性的事实可能反映以下事实：实施例2患者正每天接受新鲜血液产品，此可能增加正常C5

与p.Arg885His  C5的比率，由此降低未由依库珠单抗抑制的C5p.Arg885His的相对量。

[0239] 相比于实施例2患者的血清，依库珠单抗似乎在更大程度上抑制实施例4患者的血

清，但在甚至最高依库珠单抗剂量下也剩余一定残余补体活性。可能的解释是在Arg885处

的氨基酸变化是对依库珠单抗结合的影响不及p.Arg885His深远的保守性氨基酸变化。

[0240] 相比来说，Coversin是正常人血清和来自两名不由依库珠单抗完全抑制的患者的

血清的同等有效抑制剂。由Coversin完全抑制可理解为它可能与依库珠单抗结合C5上不同

位点。此外，已显示Coversin是广泛范围的哺乳动物物种中的C5的同等有效抑制剂，所述物

种包括人、食蟹猴、猪、大鼠、小鼠、兔和豚鼠。这指示相比于仅能够抑制人C5的依库珠单抗，

Coversin与C5结合远远更加耐受C5氨基酸序列差异。Coversin应被考虑用于治疗以下患

者，其受益于C5抑制，但由于C5中的妨碍或降低依库珠单抗与C5之间的结合相互作用的亲

和力的多态性而从施用依库珠单抗获得少许或未获得治疗性治疗。
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