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本文描述了用于治疗哮喘或变应性疾病的

方法和组合物。本发明的方面涉及向受试者给予

靶向Notch4的试剂。在一个实施方式中，所述试

剂是抗Notch4抗体。
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1.一种用于治疗哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包括向患有哮喘或变应性疾病的

受试者给予有效量的抑制Notch4的试剂。

2.一种用于治疗哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包括：

a.对患有哮喘或变应性疾病的受试者进行鉴别；以及

b.向患有哮喘或变应性疾病的受试者给予有效量的抑制Notch4的试剂。

3.如权利要求1和2所述的方法，其中，所述哮喘选自于由如下所组成的清单：变应性哮

喘、无变应性哮喘、阿司匹林加重性呼吸系统疾病、运动诱发的哮喘、咳嗽变异性哮喘和职

业性哮喘。

4.如权利要求1和2所述的方法，其中，所述变应性疾病选自于由如下所组成的清单：变

应性鼻炎、鼻窦炎、中耳炎、特应性皮炎、荨麻疹、血管性水肿和过敏性反应。

5.如权利要求1和2所述的方法，其中，所述抑制Notch4的试剂选自于由如下所组成的

组：小分子、抗体、肽、基因组编辑系统、反义寡核苷酸和RNAi。

6.如权利要求5所述的方法，其中，所述抗体是人源化抗体。

7.如权利要求5所述的方法，其中，所述RNAi是微小RNA、siRNA或shRNA。

8.如权利要求1-7所述的方法，其中，抑制Notch4是对Notch4的表达水平和/或活性进

行抑制。

9.如权利要求8所述的方法，其中，与适当的对照相比，所述Notch4的表达水平和/或活

性被抑制至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％或更多。

10.如权利要求1或2所述的方法，其中，在调节性T细胞上对Notch4进行抑制。

11.如权利要求1和2所述的方法，所述方法进一步包括给予至少一种额外的抗哮喘治

疗剂。

12.如权利要求1和2所述的方法，所述方法进一步包括给予至少一种额外的抗变应性

疾病治疗剂。

13.一种用于预防哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包括向处于患哮喘或变应性疾

病的风险的受试者给予抑制Notch4的试剂。

14.如权利要求13所述的方法，所述方法进一步包括，在给予之前，对处于患哮喘或变

应性疾病的风险的受试者进行鉴别。

15.一种用于治疗哮喘或变应性疾病的组合物，所述组合物包含抑制Notch4的试剂和

药学上可接受的载体。

16.如权利要求15所述的组合物，其中，所述抑制Notch4的试剂选自于由如下所组成的

组：小分子、抗体、肽、基因组编辑系统、反义寡核苷酸和RNAi。

17.如权利要求15所述的组合物，其中，所述抗体是人源化抗体。

18.如权利要求15所述的组合物，其中，所述RNAi是微小RNA、siRNA或shRNA。

19.如权利要求15所述的组合物，其中，将所述组合物配制成用于吸入给予。

20.一种用于治疗处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试者的方法，所述方法包括：

a.从所述受试者获得生物样品；

b.对候选细胞群中的Notch4的水平进行测量；

其中，如果所述Notch的水平与参比水平相比增加，则所述受试者处于患哮喘或变应性

疾病的风险；以及
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c.向处于风险的受试者给予抑制Notch4的试剂。

21.如权利要求20所述的方法，其中，与参比水平相比，所述Notch4的水平增加至少2

倍、至少3倍、至少4倍、至少5倍、至少6倍、至少7倍、至少8倍、至少9倍、至少10倍或更多。

22.一种在经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者的治疗中对治疗剂的功效进行确定

的方法，所述方法包括：

d)在给予治疗剂之前，确定由所述经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者提供的样品

中的Notch4表达或活性的第一水平；

e)在给予所述治疗剂之后，确定由所述患者提供的样品中的Notch4表达或活性的第二

水平；以及

f)对所述Notch4表达或活性的第一水平和第二水平进行比较，其中，如果所述Notch4

表达或活性的第二水平低于所述第一水平，则认为所述治疗剂是有效的，并且其中，如果

Notch4表达的所述第二水平与所述第一水平相同或高于所述第一水平，则认为在(b)中给

予的所述治疗剂是无效的。

23.如权利要求22的方法，其中，所述治疗剂是抑制Notch4的试剂。
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用于治疗哮喘或变应性疾病的方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 根据35U .S .C .§119(e)，本国际申请要求2018年3月15日提交的美国临时申请

No.62/643,476、2018年4月4日提交的U.S.62/652,630以及2018年4月18日提交的U.S.62/

659,379的权益，以引用的方式将其各自内容整体并入本文。

[0003] 政府支持

[0004] 本发明是在由美国国立卫生研究院授予的基金号2R01AI065617和R01AI115699的

政府支持下完成的。美国政府对本发明享有一定的权利。

背景技术

[0005] 暴露至与交通相关的颗粒物(PM)促进哮喘和变应性疾病。然而，PM暴露对这些作

用进行介导的确切细胞分子机制尚不清楚。对于开发治疗或预防哮喘和变应性疾病的治疗

剂来说，理解对由环境超细颗粒(UFP)诱导的变应性气道炎症的增强而言至关重要的细胞

靶标和信号传导途径是必需的。

发明内容

[0006] 本文所述的发明部分地涉及如下发现：超细颗粒通过促进肺泡巨噬细胞和变应原

特异性T细胞之间的Jag1-Notch4依赖性相互作用而加重变应性气道炎症，导致增强的Th细

胞分化。因此，本文所述发明的一个方面提供了用于治疗哮喘或变应性疾病的方法，所述方

法包括向患有哮喘或变应性疾病的受试者给予有效量的抑制Notch4的试剂。

[0007] 本文所述发明的另一方面提供了用于治疗哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包

括：(a)对患有哮喘或变应性疾病的受试者进行鉴别；以及(b)向受试者给予有效量的抑制

Notch4的试剂。

[0008] 本文所述发明的另一方面提供了用于治疗哮喘或变应性疾病的组合物，所述组合

物包含抑制Notch4的试剂和药学上可接受的载体。在任何方面的一个实施方式中，将所述

组合物配制成用于吸入给予。

[0009] 在任何方面的一个实施方式中，所述哮喘选自于由如下组成的清单：变应性哮喘、

无变应性哮喘、阿司匹林加重性呼吸系统疾病、运动诱发的哮喘、咳嗽变异性哮喘和职业性

哮喘。

[0010] 在任何方面的一个实施方式中，所述变应性疾病选自于由如下组成的清单：变应

性鼻炎、鼻窦炎、中耳炎、特应性皮炎、荨麻疹、血管性水肿和过敏性反应。

[0011] 在任何方面的一个实施方式中，所述抑制Notch4的试剂选自于由如下组成的组：

小分子、抗体、肽、基因组编辑系统、反义寡核苷酸和RNAi。

[0012] 在任何方面的一个实施方式中，所述抗体是人源化抗体。

[0013] 在任何方面的一个实施方式中，所述RNAi是微小RNA、siRNA或shRNA。

[0014] 在任何方面的一个实施方式中，抑制Notch4是对Notch4的表达水平和/或活性进

行抑制。在任何方面的一个实施方式中，与适当的对照相比，Notch4的表达水平和/或活性
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被抑制至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％或更多。

[0015] 在任何方面的一个实施方式中，在调节性T细胞上对Notch4进行抑制。

[0016] 在任何方面的一个实施方式中，所述方法进一步包括给予至少一种额外的抗哮喘

治疗剂。在任何方面的一个实施方式中，所述方法进一步包括给予至少一种额外的抗变应

性疾病治疗剂。

[0017] 本文所述发明的一个方面提供了用于预防哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包

括向处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试者给予抑制Notch4的试剂。在任何方面的一个

实施方式中，所述方法进一步包括，在给予之前，对处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试

者进行鉴别。

[0018] 本文所述发明的另一方面提供了用于对处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试

者进行鉴别的方法，所述方法包括：(a)从所述受试者获得生物样品；(b)对生物样品中的

Notch4的水平进行测量,其中，如果Notch的水平与参比水平相比增加，则所述受试者处于

患哮喘或变应性疾病的风险；以及(c)向处于风险的受试者给予抑制Notch4的试剂。

[0019] 在任何方面的一个实施方式中，与参比水平相比，Notch4的水平增加至少2倍、至

少3倍、至少4倍、至少5倍、至少6倍、至少7倍、至少8倍、至少9倍、至少10倍或更多。

[0020] 本文所述发明的一个方面提供了在经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者的治

疗中对治疗剂的功效进行确定的方法，所述方法包括：(a)在给予治疗剂之前，确定由经诊

断患有哮喘或变应性疾病的受试者提供的样品中的Notch4表达或活性的第一水平；(b)在

给予治疗剂之后，确定由患者提供的样品中的Notch4表达或活性的第二水平；以及(c)对

Notch4表达或活性的所述第一水平和第二水平进行比较，其中，如果Notch4表达或活性的

所述第二水平低于所述第一水平，则认为所述治疗剂是有效的，并且其中，如果Notch4表达

的所述第二水平与所述第一水平相同或高于所述第一水平，则认为在(b)中给予的所述治

疗剂是无效的。在一个实施方式中，所述治疗剂是抑制Notch4的试剂。

[0021] 定义

[0022] 为了方便起见，下文提供了在说明书、实施例和所附的权利要求中所使用的一些

术语和短语的含义。除非另有说明、或上下文中有所暗示，以下术语和短语包括下文提供的

含义。提供所述定义来帮助对具体实施方式进行描述，而并非旨在限制要求保护的技术，这

是因为该技术的范围仅由权利要求书限定。除非另有定义，否则本文所使用的所有技术术

语和科学术语具有与本技术所属技术领域中的普通技术人员通常理解的含义相同的含义。

如果术语在本领域中的使用和本文所提供的定义之间存在明显差异，应以本说明书中所提

供的定义为准。

[0023] 本文所使用的术语“治疗(t r e a t / t r e a t m e n t / t r e a t i n g)”或“减轻

(amelioration)”是指治疗剂治疗，其中，目的是逆转、缓解、减轻、抑制、减缓或停止与哮喘

或变应性疾病相关的病症的进展或严重程度。术语“治疗”包括降低或缓解哮喘或变应性疾

病(例如气道发炎)的至少一种不利影响或症状。如果一种或多种症状或临床标记物减少，

则治疗通常是“有效”的。或者，如果疾病的进展减弱或停止，则治疗是“有效”的。也就是说，

“治疗”不仅包括症状或标记物的改善，还包括与不存在治疗时所预期的情况相比症状的进

展或恶化中止或至少减缓。有益或期望的临床结果(无论可测定或不可测定)包括但不限

于：缓解一种或多种症状、减小疾病程度、稳定疾病状态(即，不恶化)、延迟或减缓疾病进

说　明　书 2/44 页

5

CN 112188901 A

5



展、减轻或减缓疾病状态、缓和(部分或全部)、和/或减少死亡率。术语“治疗”疾病还包括提

供疾病的症状或副作用的舒解(包括姑息治疗)。

[0024] 本文所使用的“预防(preventing/prevention)”是指由于该方法学的作用而未发

生疾病状态或障碍(例如哮喘或变应性疾病)的任何方法学(例如本文所述的抑制Nocth4的

试剂或组合物的给予)。一方面，可理解的是，预防还可意味着疾病的确立未达到未经处理

的对照中发生的程度。例如，相对于未经处理的对照，在疾病频率的确立方面可存在5％、

10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、50％、60％、70％、80％、90％或100％的减少。因

此，疾病的预防涵盖相对于未经处理的受试者(例如未经本文所述的含有微生物菌群的组

合物处理的受试者)，受试者发展出疾病的可能性减少。

[0025] 本文所使用的术语“给予/给药(administering)”是指通过使得试剂至少部分递

送至受试者的方法或途径将本文所公开的治疗剂(例如抑制Notch4的试剂)或药物组合物

置于受试者中。可通过在受试者中产生有效治疗的任何适当的途径给予含有本文所公开的

试剂的药物组合物。

[0026] 本文所使用的“受试者”是指人或动物。通常，所述动物为脊椎动物，如灵长类动

物、啮齿动物、家养动物或狩猎动物(game  animal)。灵长类动物包括例如黑猩猩、食蟹猴、

蜘蛛猴和猕猴(如恒河猴)。啮齿动物包括例如小鼠、大鼠、旱獭(woodchucks)、雪貂

(ferrets)、兔和仓鼠。家养动物和狩猎动物包括例如牛(cows)、马、猪、鹿、野牛、水牛、猫科

物种(如家猫)、犬科物种(如狗、狐狸、狼)、鸟类(如鸡、鸸鹋、鸵鸟)和鱼类(如鳟鱼(trout)、

鲶鱼和鲑鱼)。在一些实施方式中，所述受试者是哺乳动物，例如灵长类动物、如人类。术语

“个体”、“患者”和“受试者”在本文中可互换使用。

[0027] 优选地，所述受试者是哺乳动物。所述哺乳动物可以是人、非人灵长类动物、小鼠、

大鼠、狗、猫、马或牛，但不限于这些实例。除人以外的哺乳动物可有利地用作代表疾病(例

如哮喘或变应性疾病)的动物模型的受试者。受试者可为雄性或雌性。受试者可为儿童(例

如，小于18岁)或成年人(例如，大于18岁)。

[0028] 受试者可为先前已被诊断为患有或鉴别为遭受或患有需要治疗的疾病或障碍(例

如，哮喘或变应性疾病)、或与此类疾病或障碍相关的一种或多种并发症、并任选地已经经

历对疾病或障碍或与疾病或障碍相关的一种或多种并发症进行的治疗的受试者。或者，受

试者也可为在先未被诊断为患有此类疾病或障碍(例如，哮喘或变应性疾病)或相关并发症

的受试者。例如，受试者可为表现出疾病或障碍或与疾病或障碍相关的一种或多种并发症

的一种或多种风险因素的受试者、或并未表现出风险因素的受试者。

[0029] 本文所使用的“试剂”是指例如分子、蛋白质、肽、抗体或核酸，其抑制多肽或多核

苷酸的表达，或结合至多肽或多核苷酸，部分地或完全地阻断多肽或多核苷酸的刺激，减

少、防止、延迟多肽或多核苷酸的活化，使多肽或多核苷酸失活、脱敏或活性下调。抑制

Notch4的试剂例如抑制多肽的表达(例如翻译、翻译后加工)、稳定性、降解或细胞核定位或

细胞质定位，或抑制多核苷酸的转录、转录后加工、稳定性或降解，或结合至多肽或多核苷

酸，部分地或完全地阻断多肽或多核苷酸的刺激、DNA结合、转录因子活性或酶活性，减少、

防止、延迟多肽或多核苷酸的活化，使多肽或多核苷酸失活、脱敏或活性下调。试剂可直接

或间接起作用。

[0030] 本文所使用的术语“试剂”是指任何化合物或物质，例如但不限于小分子、核酸、多
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肽、肽、药物、离子等。“试剂”可为任何化学品、实体或部分，包括但不限于合成和天然存在

的蛋白类实体和非蛋白类实体。在一些实施方式中，试剂是核酸、核酸类似物、蛋白质、抗

体、肽、适体、核酸的寡聚物、氨基酸或碳水化合物，包括但不限于蛋白质、寡核苷酸、核糖

酶、DNA酶、糖蛋白、siRNA、脂蛋白、适体以及它们的修饰和组合等。在某些实施方式中，试剂

是具有化学部分的小分子。例如，化学部分包括未取代或取代的烷基部分、芳基部分或杂环

基部分，包括大环内酯、细霉素和相关的天然产物或它们的类似物。已知化合物可具有期望

的活性和/或性质，或者可选自各种化合物的库。

[0031] 试剂可为来自一种或多种化学类别的分子(例如有机分子)，所述分子可包括有机

金属分子、无机分子、遗传序列等。试剂也可为来自一种或多种蛋白质的融合蛋白、嵌合蛋

白(例如相关或不同分子的功能上重要的区域的结构域转换或同源重组)、合成蛋白质或其

它蛋白质变型(包括取代、缺失、插入和其它变体)。

[0032] 本文所使用的术语“小分子”是指化学试剂，可包括但不限于肽、拟肽、氨基酸、氨

基酸类似物、多核苷酸、多核苷酸类似物、适体、核苷酸、核苷酸类似物、分子量小于约10,

000克/摩尔的有机或无机化合物(例如，包括杂有机化合物和有机金属化合物)、分子量小

于约5,000克/摩尔的有机或无机化合物、分子量小于约1,000克/摩尔的有机或无机化合

物、分子量小于约500克/摩尔的有机或无机化合物，以及此类化合物的盐、酯和其它药学上

可接受的形式。

[0033] 本文所使用的术语“RNAi”是指干扰RNA或RNA干扰。RNAi是指选择性的转录后基因

沉默的手段，其通过结合和抑制mRNA加工(例如抑制mRNA翻译或导致mRNA降解)的分子来破

坏特定的mRNA。本文所使用的术语“RNAi”是指任何类型的干扰RNA，包括但不限于siRNA、

shRNA、内源性微小RNA和人工微小RNA。例如，RNAi包括先前鉴定为siRNA的序列，而与RNA下

游加工的机制无关(即，尽管认为siRNA具有产生mRNA切割的体内加工的特定方法，但可将

此类序列并入在本文所述的侧翼序列的背景下的载体中)。

[0034] 本文所述的方法和组合物要求对Notch4的水平和/或活性进行抑制。如本文所使

用的，神经源性基因座缺口同源蛋白4(也称为“Notch4”)是指I型跨膜蛋白，该蛋白是共享

下述结构特征的家族的成员，该结构特征包括：由多个表皮生长因子样(EGF)重复序列组成

的胞外结构域、以及由多个不同结构域组成的胞内结构域。已知许多物种的Notch4序列，例

如人Notch4(NCBI基因ID:4855)多肽(例如NCBI参考序列NP_004548.3)和mRNA(例如NCBI参

考序列NM_004557 .3)。Notch4可指人Notch4，包括其天然存在的变体、分子和等位基因。

Notch4是指例如小鼠、大鼠、兔、狗、猫、牛、马、猪等的哺乳动物Notch4。SEQ  ID  NO:1的核酸

序列包含编码Notch4的核酸序列。

[0035] 术语“减少/降低”(decrease/reduced/reduction)或“抑制(inhibit)”在本文中

都用于表示降低统计学上显著的量。在一些实施方式中，“减少”或“降低”或“抑制”通常是

指与适当的对照(例如不进行给定治疗)相比降低至少10％，并且可包括例如降低至少约

10％、至少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约35％、至少约40％、至少约45％、至少约

50％、至少约55％、至少约60％、至少约65％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约

85％、至少约90％、至少约95％、至少约98％、至少约99％或更多。本文所使用的“减少”或

“抑制”不包括与参比水平相比的完全抑制或减少。“完全抑制”是指与适当的对照相比的

100％抑制。
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[0036] 术语“增加/提高(increase)”、“增强(enhance)”或“活化/激活(activate)”在本

文中都用于表示增加可重现的统计学上显著的量。在一些实施方式中，术语“增加/提高”、

“增强”或“活化/激活”可表示与参比水平相比增加至少10％，例如与参比水平相比增加至

少约20％、或至少约30％、或至少约40％、或至少约50％、或至少约60％、或至少约70％、或

至少约80％、或至少约90％、或上至并包括增加100％、或10％-100％之间的任何增加，或与

适当的对照相比的至少约2倍、或至少约3倍、或至少约4倍、或至少约5倍或至少约10倍的增

加、20倍的增加、30倍的增加、40倍的增加、50倍的增加、6倍的增加、75倍的增加、100倍的增

加等、或2倍至10倍之间的任何增加或更高量的增加。在标记物的上下文中，“增加”是此类

水平的可重现的统计学上显著的增加。

[0037] 本文所使用的“参比水平”是指正常的在其它方面未受影响的细胞群或组织(例

如，从健康受试者获得的生物样品，或在先前时间点从受试者获得的生物样品、例如在被诊

断为患有哮喘或变应性疾病之前从患者获得的生物样品，或尚未与本文所公开的试剂接触

的生物样品)。

[0038] 本文所使用的“适当的对照”是指未经处理的在其它方面相同的细胞或群体(例

如，与非对照细胞相比，未给予本文所述试剂或仅通过本文所述试剂的子集进行给予的患

者)。

[0039] 术语“统计学上显著的”或“显著地”是指统计学显著性，并且通常指两个标准偏差

(2SD)或更大的差异。

[0040] 本文所使用的术语“包含/包括(comprising或comprises)”用于指对方法或组合

物必要的组合物、方法及其各自的组成部分，并且无论是否必要都仍然对未指明的要素保

持开放。

[0041] 除非上下文另外明确指出，单数术语“一/该/所述(a/an/the)”包括复数的指示对

象。类似地，除非上下文另外明确指出，词语“或”旨在包括“和/以及”。尽管与本文所述的方

法和材料相似或等同的方法和材料可用于本公开的实践或测试中，以下描述了合适的方法

和材料。缩写“例如(e.g.)”来源于拉丁文“例如(exempli  gratia)”，并且在本文中用于指

示非限制性实例。因此，缩写“例如(e.g.)”与术语“例如(for  example)”同义。

附图说明

[0042] 这一申请文件包含至少一幅着色的附图。经请求并支付必要的费用，具有彩色附

图的这一专利申请公开的拷贝将由官方(Office)提供。

[0043] 图1A-图1G呈现的数据显示出AM差异化地摄取纳米颗粒并响应于UFP而高度表达

Jag1。图1A和图1B，在经受由OVA+UFP诱导的变应性气道炎症的小鼠中，通过不同肺细胞群

对荧光纳米颗粒摄取的流式细胞术分析。图1C，肺巨噬细胞(AM和IM)、树突细胞(DC)和嗜中

性粒细胞(Neu)之间的纳米颗粒的分布的条形图呈现。图1D和图1E，在从Il4raR576或

Il4raR576Lyz2CreAhrΔ/Δ小鼠中纯化并经PBS或UFP(10μg/ml)处理的肺APC中，通过RT-PCR量

化的Jag1转录物的相对倍数变化(图1D)以及Jag1表达的流式细胞术分析(图1E)。图1F和图

1G，如图1D和图1E所述，在从Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中纯化并经PBS或UFP

处理的肺APC中，Jag1转录物的相对倍数变化(图1D)和Jag1表达(图1E)。结果代表2次独立

实验。N＝3只小鼠/组。单因素ANOVA与事后检验分析(子图的图1C、图1D和图1F)或学生非配
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对双尾t检验(子图的图1F，CD11c+DC组比较)，*p<.05、**p<.01、***p<.001、***p<.0001。

[0044] 图2A-图2B呈现的数据显示出AM支持通过变应原特异性CD4+T细胞以Jag1依赖的

方式对Th细胞的细胞因子产生的UFP依赖性上调。图2A，通过与经FACS纯化的AM共培养的初

始Il4raR576CD4+DO11.10+Rag2-/-T细胞进行的IL-4、IL-13、IL-17和IFN-γ细胞因子产生的

代表性流式细胞术分析，所述AM分离自在UFP(10μg/mL)存在下经OVA323-339肽冲击的

Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠。在门控的CD4+Foxp3–T细胞中对细胞因子表达进行

分析。图2B，与AM共培养后表达各自的细胞因子的CD4+Foxp3–T细胞的频率，所述AM经假处理

(PBS)、或者单独或在UFP存在下经OVA323-339肽冲击。结果代表3次独立实验。双向ANOVA与事

后检验分析，*P<.05、**P<.01、***P<.001和****P<.0001。

[0045] 图3A-图3J呈现的数据显示出UFP以Jag1依赖的方式使AM依赖的iTreg细胞偏向于

朝向Th2/17细胞样表型分化。图3A，在初始Il4raR576CD4+DO11.10+Rag2-/-T细胞与经FACS纯

化的AM的共培养后，CD4+Foxp3+iTreg细胞的频率及其IL-4、IL-13、IL-17和FN-γ的表达的

代表性流式细胞术分析，所述AM分离自在UFP存在下经OVA323-339肽冲击的Il4raR576或

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠。图3B，表达各自的细胞因子的Foxp3+iTreg细胞及其亚群的频

率，所述细胞经假处理(PBS)、或者单独或在UFP存在下经OVA323-339肽冲击。结果代表3次独

立实验。双向ANOVA与事后检验分析，**P<.01、***P<.001、****P<.0001。

[0046] 图4A-图4O呈现的数据显示出Jag1的髓系特异性缺失赋予了保护免于UFP诱导的

变应性气道炎症的加重。图4A，从PBS、OVA或OVA+UFP组的Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1
Δ/Δ小鼠中分离的肺的代表性PAS染色切片(放大200倍)。图4B，从图4A中描述的小鼠组中分

离的肺组织中的炎症评分。图4C-图4G，图4A中描述的小鼠组的响应于乙酰甲胆碱的气道高

反应性(图4C)、BAL液中的嗜酸性粒细胞(图4D)和T细胞(图4E)的绝对数量、血清中的总水

平(图4F)和OVA特异性水平(图4G)。图4H-图4K，在图4A中描述的小鼠组中，分泌IL-4(图

4H)、IL13(图4I)、IL-17(图3J)和IFN-γ(图4K)的肺Foxp3-CD4+T细胞的绝对数量。图4L-图

4O，在子图图4A中描述的小鼠组中，分泌IL-4(图4L)、IL13(图4M)、IL-17(图4N)和IFN-γ

(图3O)的肺Foxp3+CD4+Treg细胞的绝对数量。结果代表2次独立实验。N＝5只小鼠/组。双因

素ANOVA与事后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0047] 图5A-图5O呈现的数据显示出Jag1充足的AM挽救了Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中

UFP介导的变应性气道炎症。图5A，经气管内补充AM的Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠的肺组织

的代表性PAS染色切片，所述AM分离自经假处理的(PBS)、或者荷载有单独的OVA323-339肽

(OVA)或荷载有与UFP一起的OVA323-339肽(OVA+UFP)的Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ

小鼠。图5B，图5A中描述的小鼠的肺组织的炎症评分。C-G，图5A中描述的小鼠的气道高反应

性(图5C)、BAL液中的嗜酸性粒细胞(图5D)和T细胞(图5E)的数量、血清中的总水平(图5F)

和OVA特异性水平(图5G)。图5H-图5K，图5A中描述的小鼠的BAL液中的分泌IL-4(图5H)、

IL13(图5I)、IL-17(图5J)和IFN-γ(图5K)的肺Foxp3-CD4+T细胞的数量。图5L-图5O，图5A中

描述的小鼠的BAL液中的分泌IL-4(图5L)、IL13(图5M)、IL-17(图5N)和IFN-γ(图5O)的肺

Foxp3+CD4+Treg细胞的数量。结果代表3次独立实验。N＝7-12只小鼠/组。双因素ANOVA与

Bonferroni事后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001、****<0.0001。n.s.：不显著。

[0048] 图6A-图6B呈现的数据显示出AM支持通过变应原特异性CD4+T细胞以Notch4依赖

的方式对Th细胞的细胞因子产生的UFP依赖性上调。图6A，通过与经FACS纯化的AM共培养的
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初始Il4raR576CD4+DO11.10+Rag2-/-T细胞对IL-4、IL-13和IL-17细胞因子的产生的代表性流

式细胞术分析，所述AM分离自在UFP(10μg/mL)存在下经OVA323-339肽冲击的Il4raR576或

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠。如所指出的，用同型对照(Iso)Ab或抗Notch4  mAb处理共培养

物，并对门控的CD4+Foxp3–T细胞进行细胞因子分析。图6B，与AM共培养后表达各自的细胞因

子的T细胞的频率，所述AM经假处理(PBS)、或者经单独的OVA323-339肽冲击或经与UFP(10μg/

mL)组合的OVA323-339肽冲击。如所指出的，添加抗Notch4  mAb或同型对照Ab。结果代表3次独

立实验。双因素ANOVA与事后检验分析，*P<.05、**P<.01、***P<.001、****P<.0001。

[0049] 图7A-图7P呈现的数据显示出UFP以Notch4依赖的方式增强变应性气道炎症。图

7A，从Il4raR576小鼠中分离的肺组织的代表性PAS染色，所述Il4raR576小鼠在同型对照(Iso)

Ab或抗Notch4  mAb的存在下经单独的OVA或经与UFP一起的OVA致敏和激发。图7B，图7A中描

述的小鼠组的肺组织中的炎症评分。图7C-图7H，图7A中描述的小鼠组的响应于乙酰甲胆碱

的气道高反应性(图7C)，BAL液中的嗜酸性粒细胞(图7D)、T细胞(图7E)和嗜中性粒细胞(图

7F)的绝对数量，血清中的总水平(图7G)和OVA特异性水平(图7H)。图7I-图7L，图7A中描述

的小鼠组中的分泌IL-4(图7I)、IL13(图7J)、IL-17(图7K)和IFN-γ(图7L)的肺Foxp3-CD4+T

细胞的绝对数量。图7M-图7P，子图图7A中描述的小鼠组中的分泌IL-4(图7L)、IL13(图7M)、

IL-17(图7N)和IFN-γ(图7O)的肺Foxp3+CD4+Treg细胞的绝对数量。结果代表2次独立实验。

N＝5只小鼠/组。双因素ANOVA与事后检验分析，*p<0 .05、**<0 .01、***<0 .001、****<

0.0001。

[0050] 图8A-图8G呈现的数据显示出在经受假处理(PBS)、OVA或OVA+UFP诱导的变应性气

道炎症的小鼠的不同肺细胞亚群中的荧光纳米珠(“Fluoresbrite  YG”)的分布。将小鼠用

OVA致敏，然后用PBS(假处理)、OVA或OVA+UFP激发。在所有激发组中通过鼻内滴注引入荧光

纳米珠。图8A和图8B，在经受变应性气道炎症的小鼠中，通过CD45+肺细胞群(图E1，A)以及

在肺巨噬细胞群中对荧光纳米颗粒摄取的流式细胞术分析，所述肺巨噬细胞群通过标记物

F4/80和CD11c(图E1，A)以及随后的CD11b和CD11c(图E1，B)分隔。图8C-图8G，由所指出的标

记物和各自的门控按顺序分隔的CD45+F4/80–细胞部分中的纳米珠的分布。结果代表2次独

立实验。N＝3只小鼠/组/实验。

[0051] 图9A-图9D呈现的数据显示出fluoresbrite  YG纳米珠并不诱导AM中的Jag1表达

或影响小鼠中的变应性气道炎症。图9A，细胞分选的AM中的Jag1表达的流式细胞术分析，所

述AM在体外培养24小时并用PBS(假处理)、Fluoresbrite  YG纳米珠或UFP(分别为10μg/ml)

处理。图9B-图9D，在变应性气道炎症的OVA模型中的荧光纳米珠“Fluoresbrite  YG”的分布

和作用。将小鼠用OVA致敏，然后用PBS(假处理)或OVA激发。通过鼻内滴注将Fluoresbrite 

YG纳米珠引入分开的经OVA致敏和激发的组。图9B，在经受变应性气道炎症的小鼠中，通过

CD45+肺细胞群以及在肺巨噬细胞群中对Fluoresbrite  YG纳米珠摄取的流式细胞术分析，

所述肺巨噬细胞群通过标记物F4/80和CD11c以及随后的CD11b和CD11c分隔。图9C、图9D，各

小鼠组中的气道高反应性(RI)以及肺嗜酸性粒细胞和淋巴细胞计数。N＝5只小鼠/组。

[0052] 图10A-10C呈现的数据显示出摄取荧光纳米颗粒的肺巨噬细胞的表征，所述肺巨

噬细胞来自经受由OVA+UFP诱导的变应性气道炎症的小鼠。图10A和图10B，如所指出的，针

对标记物CD64、CD38、Egr2和MHC  II类I-Ad，对CD45+F4/80+CD11bIntCD11cHi  AM细胞(图E2，A)

和CD45+F4/80+CD11bHiCD11cInt  IM细胞(图9B)进行染色。结果代表2次独立实验，N＝3个/
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组/实验。图10C，细胞分选的AM产生的IL-6、IL-10、IL-12p40亚基、TNFα和CCL17，所述AM用

10μg/ml的UFP体外处理48hr。N＝5个独立培养物/细胞因子测定。学生双尾t检验，p<****<

0.0001。

[0053] 图11A-图11B呈现的数据显示出在另外的非炎症条件下(无变应性致敏)经鼻内滴

注后小鼠中不同肺细胞亚群中的荧光微粒的分布。图11A，通过CD45+肺细胞群以及在肺巨

噬细胞群中对荧光微粒摄取的流式细胞术分析，所述肺巨噬细胞群通过标记物F4/80和

CD11c以及随后的CD11b和CD11c分隔。图11B，由所指出的标记物和各自的门控按顺序分隔

的CD45+F4/80–细胞部分中的微粒摄取的流式细胞术分析。结果代表2次独立实验。N＝3只小

鼠/组/实验。

[0054] 图12A-图12B呈现的数据显示出，UFP上调了源自BM的巨噬细胞中的Jag1表达。图

12A，从Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreAhr1Δ/Δ小鼠制备并经PBS、UFP(10μg/ml)、6-FICZ

(300nM)或CB(10μg/ml)体外处理的源自BM的巨噬细胞中的Jag1表达的流式细胞术分析。图

12B，经PBS或OVA致敏并经OVA或OVA+UFP激发的Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreAhr1Δ/Δ小鼠的

肺中的AM、IM和DC中的Jag1表达的流式细胞术分析。

[0055] 图13A-图13D呈现的数据显示出，AM支持通过变应原特异性CD4+T细胞以Jag1依赖

的方式对Th细胞的细胞因子产生的UFP依赖性上调。图13A-图13D，通过与经FACS纯化的AM

共培养的初始的Il4raR576CD4+DO11.10+Rag2-/-T细胞对IL-4(图12A)、IL-13(图12B)、IL-17

(图12C)和IFN-γ(图12D)细胞因子产生的代表性流式细胞术分析，所述AM分离自经假处理

冲击(PBS)、或单独(OVA)或在UFP存在下(OVA+UFP)经OVA323-339肽冲击的Il4raR576或

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠。

[0056] 图14A-图14M呈现的数据显示出，Jag1的髓系特异性缺失赋予了保护免于UFP对由

DM诱导的变应性气道炎症的加重。图14A，从PBS、DM或DM+UFP组中的Il4ra R 5 7 6或

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中分离的肺的代表性高碘酸-席夫(Periodic  acid-Schiff，

PAS)染色切片。图14B，从图E6，A中描述的小鼠组中分离的肺组织中的炎症评分。图14C-图

14E，图13A中描述的小鼠组中的BAL液中的嗜酸性粒细胞(图E6，C)和T细胞(图E6，D)的绝对

数量、以及血清总IgE浓度(图E6，E)。图14F-图14I，图13A中描述的小鼠组中的分泌IL-4(图

13F)、IL13(图13G)、IL-17(图13H)和IFN-γ(图13I)的肺Foxp3-CD4+T细胞的绝对数量。图

14J-图14M，子图图3A中描述的小鼠组中的分泌IL-4(图13J)、IL13(图13K)、IL-17(图13L)

和IFN-γ(图13M)的肺Foxp3+CD4+Treg细胞的绝对数量。结果代表2次独立实验。N＝5只小

鼠/组。双因素ANOVA与事后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0057] 图15A-图15N呈现的数据显示出，Ahr的髓系特异性缺失赋予了保护免于UFP诱导

的变应性气道炎症的加重。图15A，从PBS、O V A或O V A+ U F P组中的Il4 ra R 5 7 6或

Il4raR576Lyz2CreAhr1Δ/Δ小鼠中分离的肺的代表性高碘酸-席夫(PAS)染色切片。图15B，从图

14A中描述的小鼠组分离的肺组织中的炎症评分。图15C-图15F，图14A中描述的小鼠组中的

BAL液中的嗜酸性粒细胞(图14C)和T细胞(图14D)的绝对数量、以及血清总IgE浓度(图14E)

和OVA特异性IgE浓度(图14F)。图15G-图15J，图14A中描述的小鼠组中的分泌IL-4(图14G)、

IL13(图14H)、IL-17(图14I)和IFN-γ(图14J)的肺Foxp3–CD4+T细胞的绝对数量。图15K-图

15N，子图图14A描述的小鼠组中的分泌IL-4(图14K)、IL13(图14L)、IL-17(图14M)和IFN-γ

(图14N)的肺Foxp3+CD4+Treg细胞的绝对数量。结果代表2次独立实验。N＝5只小鼠/组。双因
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素ANOVA与事后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0058] 图16A-16F呈现的数据显示出，CD11cCre介导的Jag1缺失不能保护免于UFP对由DM

诱导的变应性气道炎症的加重。图16A，从PBS、OVA或OVA+UFP组中的Il4ra R 5 7 6或

Il4raR576CD11cCreJag1Δ/Δ小鼠中分离的肺的代表性高碘酸-席夫(PAS)染色切片。图16B，从

图15A中描述的小鼠组分离的肺组织中的炎症评分。图16C-图16F，图15A中描述的小鼠组中

的BAL液中的嗜酸性粒细胞(图15C)和T细胞(图15D)的绝对数量、以及血清总IgE浓度和OVA

特异性IgE浓度(图15E和图15F)。结果代表2次独立实验。N＝5只小鼠/组。双因素ANOVA与事

后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0059] 图17A-图17L呈现的数据显示出，jag1充足的IM和DC未能在Il4raR576Lyz2CreJag1
Δ/Δ小鼠中挽救UFP介导的变应性气道炎症。图17A-图17F，IM转移；图17G-图17L，DC转移。响

应于乙酰甲胆碱的气道高反应性(图16A和图16G)，嗜酸性粒细胞的绝对数量(图16B和图

16H)，OVA特异性血清IgE抗体浓度(图5C和图5I)和肺组织CD4+T细胞(图5D和图5J)、分泌

IL13和IL-17的肺CD4+Foxp3–T细胞的绝对数量(图5E和图5K)、分泌IL13和IL-17的肺Foxp3+

CD4+Treg细胞的绝对数量(图16F和图16L)。N＝4只小鼠/组。双因素ANOVA与Bonferroni事

后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0060] 图18呈现的数据显示出，在变应性气道炎症中对CD4+T细胞上的Notch受体表达的

流式细胞术分析。左子图：对小鼠肺中的CD4+T细胞上的Notch1-Notch4染色的代表性流式

细胞术分析，所述小鼠经PBS(假处理)或OVA致敏、然后用OVA激发，或经OVA致敏、并用OVA和

UFP(OVA+UFP)激发。右子图：表达各自的Notch受体的CD4+T细胞的频率。结果代表2次独立

实验；n＝4只小鼠/组。单因素ANOVA与事后检验分析，***P<.001以及****P<.0001。

[0061] 图19A-图19D呈现的数据显示出，中和抗Notch1-4  mAb处理对如下的作用：通过由

经OVA323-339+UFP处理的AM所诱导的变应原特异性CD4+Foxp3–T细胞对Th细胞的细胞因子的

产生的上调。图19A-图19D，如所指出的，由与经FACS纯化的AM共培养的初始的Il4raR576CD4+

DO11.10+Rag2-/-T细胞产生的IL-4(图16A)、IL-13(图16B)、IL-17(图16C)和IFN-γ(图16D)

细胞因子的条形图分布，所述AM分离自经假处理冲击(PBS)、或单独(OVA)或在UFP存在下

(OVA+UFP)经OVA323-339肽冲击的Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠。如所指出的，添加

对照或抗Notch  Ab。结果代表来自两次独立实验的6个重复的平均值+S.E.M。单因素ANOVA

与事后检验分析，**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0062] 图20A-图20B呈现的数据显示出，中和抗Notch  4mAb处理对如下的作用：通过当与

经变应原+UFP冲击的AM共培养时所诱导的变应原特异性CD4+Foxp3+Treg细胞对Th细胞的细

胞因子的产生的上调。图20A，Il4raR576CD4+DO11.10+Rag2-/-初始T细胞与经FACS纯化的AM共

培养时所诱导的CD4+Foxp3+Treg细胞产生的IL-4、IL-13和IL-17细胞因子的代表性流式细

胞术分析，所述AM分离自Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠并经OVA323-339和UFP(10μ

g/mL)冲击。如所指出的，用同型对照抗体(Iso  Ab)或抗Notch4  mAb处理共培养物，并对门

控的CD4+Foxp3+T细胞进行细胞因子分析。图20B，与AM共培养时表达各自的细胞因子的Treg

细胞的频率，所述AM已进行假处理(PBS)、或用单独的OVA323-339肽或用与UFP(10μg/mL)组合

的OVA323-339肽进行冲击。如所指出的，添加抗Notch4  mAb或同型对照Ab。结果代表3次独立

实验。双因素ANOVA与事后检验分析，*P<.05、**P<.01、***P<.001和****P<.0001。

[0063] 图21A-图21C呈现的数据显示出，通过中和抗Notch  4mAb的处理抑制经变应原+
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UFP刺激的T细胞中的Notch靶基因表达。将DO11.10+T细胞进行假处理(PBS+对照Ab；白色条

形)，或在对照Ab(黑色条形)或抗Notch4  mAb(灰色条形)的存在下与经OVA323-339肽+UFP冲

击的AM进行共培养，然后通过实时PCR测定各靶基因的转录物的表达。图21A，Hes1表达。图

21B，Hey1表达。图21C，Nrarp表达，N＝4个培养物/组。单因素ANOVA与事后检验分析，*<

0.05、***<0.001。

[0064] 图22A-图22H呈现的数据显示出Treg细胞中的Notch信号传导的中断保护免于变

应性气道炎症。图22A，具有所指出的Notch组分的Treg细胞特异性缺失的小鼠与Foxp3GFPCre

(对照)小鼠的肺切片的PAS染色。图22B，经PBS/OVA或OVA/OVA免疫/激发的所指出的小鼠品

系中的AHR。图22C，总IgE和OVA特异性IgE。图22D，肺组织嗜酸性粒细胞和嗜中性粒细胞。图

22E-图22H：各小鼠组的肺组织中的Foxp3+Treg细胞(图22E)以及IL-4+和IL-13+(图22F)、

IL-17+(图22G)和IFN-γ+CD4+T细胞的频率。N＝6-12次重复/组，来自3个实验。双因素ANOVA

与Bonferroni事后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0065] 图23呈现的数据显示出Treg细胞中的Notch信号传导的失效保护免于UFP诱导的

变应性气道炎症的加重。如所指定的，用PBS-OVA、OVA-OVA或OVA-OVA+UFP致敏和激发的所

指出的小鼠组中的AHR。结果代表来自两次独立实验的5-6只小鼠。双因素ANOVA与

Bonferroni事后检验分析，*p<0.05、**<0.01、***<0.001。

[0066] 图24A-图24C呈现的数据显示出在变应性气道炎症中，通过变应原和UFP急剧上调

了肺Treg细胞上的Notch4表达。图24A，肺CD4+Tconv和Treg细胞中的Notch1-Notch4  mRNA

的表达。通过细胞分选从Foxp3YFPCre小鼠的肺中分离CD4+Foxp3+(YFP+)和CD4+Foxp3–(YFP–)

细胞，所述小鼠用PBS(假处理)或OVA致敏，然后用单独的1％的雾化OVA激发或用与鼻内滴

注的UFP(10μg/d×3)一起的1％的雾化OVA激发，每天1次持续3天。通过实时PCR对Notch1/

4mRNA转录物的表达进行分析，并归一化为β肌动蛋白转录物。图24B呈现的数据显示出，在

经受假处理(PBS)诱导的、OVA诱导的或OVA+UFP诱导的变应性气道炎症小鼠中，肺Treg和

Tconv细胞(分别为上排和下排)上的Notch4表达的流式细胞术分析。图24C，图24B所示的不

同细胞组中的Notch4表达的图形显示。单因素ANOVA与事后检验分析，***P<0.001和****P<

0.0001。

[0067] 图25A-图25H呈现的数据显示出，Notch4的Treg细胞特异性缺失赋予了保护免于

变应原和UFP诱导的变应性气道炎症。图25A，从PBS、OVA或OVA+UFP组中的Foxp3YFPCre或

Foxp3YFPCreNotch4Δ/Δ小鼠中分离的肺的代表性PAS染色切片(放大200倍)。图25B，从子图A

中描述的小鼠组中分离的肺组织中的炎症评分。图25C-图25G，响应于乙酰甲胆碱的气道高

反应性(图25C)，嗜酸性粒细胞的绝对数量(图25D)，血清OVA特异性IgE水平(图25E)，肺

Foxp3-CD4+T细胞的绝对数量(图25F)，分泌IL-13(图25G)和IL-17(图25H)的肺Foxp3-CD4+T

细胞的绝对数量。结果代表2次独立实验。N＝5只小鼠/组。双因素ANOVA与事后检验分析，

p**<0.01、***<0.001、****<0.0001。

[0068] 图26A-图26D呈现的数据显示出，在哮喘受试者的循环的调节性T细胞中Notch4表

达增加是疾病严重程度的生物标记物。图26A-图26B，在对照受试者和患有轻度持续性哮

喘、中度持续性哮喘以及重度哮喘的受试者中，循环的CD4+Foxp3+调节性T细胞和CD4+

Foxp3-效应T细胞中的Notch4表达。图26C-图26D，在各受试者组的CD4+Foxp3+调节性T细胞

和CD4+Foxp3-效应T细胞中，Notch4表达细胞的细胞频率和Notch4表达的平均荧光强度
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(MFI)。N＝6-10名受试者/组。单因素ANOVA与事后检验分析，*p<0 .05、**p<0 .01、***p<

0.001、****p<0.0001。

具体实施方式

[0069] 本文所述的发明部分基于如下发现：Notch4信号传导途径的激活足以诱导细胞分

化为引起哮喘的T辅助(Th)细胞。使用体外细胞培养测定法(该测定法使用源自肺的抗原呈

递细胞和变应原特异性T细胞)以及变应性气道炎症的小鼠模型，发现肺泡巨噬细胞(AM)在

促进气道炎症中作为UFP的关键细胞靶标。

[0070] 对于变应性气道炎症通过UFP的增强而言，AM中的Jagged  1(Jag1)表达的芳烃受

体(AhR)依赖性诱导是必需和足够的。UFP以Jag1和Notch4依赖的方式促进变应原特异性T

细胞的Th2和Th17细胞分化。本文呈现的数据具体显示出，用抗Notch  4抗体处理小鼠通过

阻止Th细胞分化而消除了UFP诱导的变应性气道炎症的加重。本文特别考虑了抗Notch4抗

体在治疗和/或预防由于暴露于环境刺激物(例如超细颗粒)而引起的疾病(例如哮喘和变

应性疾病)中将是有用的。

[0071] 另外，本文公开了用于如下的方法：1)对处于患哮喘或变应性疾病风险的受试者

进行鉴别，以及2)对哮喘或变应性疾病的功效进行测量。这些方法部分基于如下发现：

Notch4表达和/或活性的丰度与疾病或障碍的流行相对应。本文特别考虑了Notch4表达或

活性在各种方法中作为哮喘或变应性疾病的指标的用途。

[0072] Notch4

[0073] Notch信号传导途径是在进化上保守的细胞间信号传导途径，该途径调节物理上

相邻的细胞之间的相互作用。Notch信号传导调节多种细胞命运决定；每个Notch家族成员

在各种发展过程中都发挥着作用。在哺乳动物中，Notch家族由四个Notch受体(Notch1-

Notch4)和五个配体(δ样配体1(DLL1)、DLL3、DLL4、Jagged(Jag)1和Jag2)组成。与相邻细胞

上的Jagged或δ样配体结合时，两个连续的蛋白水解事件释放Notch的细胞内结构域

(NICD)，允许其易位至细胞核。在那里，NICD通过MAML1-MAML3结合将DNA结合因子RBP-J从

转录阻遏因子转化为转录激活因子1。

[0074] Notch蛋白在反面高尔基网中被切割，然后作为异二聚体存在于细胞表面上。该蛋

白起着膜结合配体的受体的作用，并可在血管、肾脏和肝脏的发育中发挥作用。

[0075] SEQ  ID  NO:1包含编码Notch  4的核酸序列。
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[0076]
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[0077]
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[0078]
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[0079]

[0080] 治疗或预防哮喘或变应性疾病

[0081] 本发明的一个方面是通过向患有哮喘或变应性疾病的受试者给予抑制Notch4的

试剂来治疗哮喘或变应性疾病的方法。另一个方面提供了通过鉴别患有哮喘或变应性疾病

的受试者并向患有哮喘或变应性疾病的受试者给予抑制Notch4的试剂来治疗哮喘或变应

性疾病的方法。

[0082] 本文所使用的“哮喘”是指特征在于肺气道炎症、可逆气道阻塞、支气管痉挛、喘

息、咳嗽、胸闷和呼吸急促的疾病。哮喘被认为是由环境和遗传因素引起的，包括但不限于

暴露于空气污染物和变应原、阿司匹林和β受体阻滞剂以及哮喘家族史。

[0083] 根据症状的频率、症状的严重程度、一秒用力呼气量(FEV1)和峰值呼气流速对哮

喘进行分类。可根据受试者对药物的反应(例如特应性或非特应性)进一步对哮喘进行分

类，其中特应性是指发展出1型超敏反应的倾向。

[0084] 在各种实施方式中，哮喘是变应性哮喘(例如由暴露于变应原诱导)、无变应性哮

喘(例如由诸如感冒、流感或鼻病毒的上呼吸道感染诱导)、阿司匹林加重性呼吸系统疾病

(例如由摄入阿司匹林诱导)、运动诱发的哮喘、咳嗽变异性哮喘(例如，以不断干咳为特征)

或职业性哮喘(例如由受试者在工作中暴露于刺激物诱导，例如消防员在执行其工作时暴

露于烟雾，并可能会经历烟雾吸入)。熟练的临床医师可使用标准技术来鉴别受试者患有的

哮喘的类型或处于患有风险的患者的哮喘的类型(例如消防员将处于患职业性哮喘的风

险)。

[0085] 本文所使用的“变应性疾病”是一种以对环境中在其它方面无害的物质的免疫系

统应答为特征的疾病。例如，当患有变应性疾病的受试者暴露于常见的环境物质时，受试者

的B淋巴细胞产生针对该物质的特异性抗体，从而产生免疫应答。例如，可能引起变应性疾

病的示例性物质包括尘螨、花粉(例如，来自植物、树木、花或草)、动物皮屑(例如，来自家养

动物或农场动物)、霉菌、食物(例如，树坚果、花生、贝类、鱼、牛奶、蛋或小麦)和乳胶。父母

中的一个或多个患有过敏症的儿童处于发展出变应性疾病的增加的风险。可由熟练的临床

医师使用常见技术(例如皮肤点刺试验和放射变应原吸附试验)来鉴别变应性疾病的具体

原因(例如变应原是什么)。

[0086] 在一个实施方式中，变应性疾病是变应性鼻炎、鼻窦炎、中耳炎、特应性皮炎(例如

湿疹)、荨麻疹、血管性水肿和过敏性反应。

[0087] 熟练的临床医师可将受试者鉴别为患有例如哮喘或变应性反应。在鉴别患有哮喘

或变应性疾病的受试者方面有用的诊断性检查是本领域已知的，并且在下文中进一步描
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述。

[0088] 本发明的另一方面是通过向处于发展出哮喘或变应性疾病的风险的受试者给予

抑制Notch4的试剂来预防哮喘或变应性疾病的方法。在一个实施方式中，该方法进一步包

括在给予试剂之前对处于发展出哮喘或变应性反应的风险的受试者进行鉴别。

[0089] 本文所使用的“处于患哮喘的风险”的受试者是指与已知的哮喘触发物(例如，可

能导致哮喘发作的因素)接触或潜在接触的受试者。可能例如触发哮喘或变应性疾病发作

的非限制性因素包括：气载物质(例如，花粉、尘螨、霉菌孢子、宠物皮屑或蟑螂废物颗粒)；

呼吸道感染(例如，普通感冒)；体育活动(例如，可能触发运动诱发的哮喘)；冷空气；空气污

染物和刺激物(例如，烟雾和香烟烟雾)；某些药物(例如，阻滞剂、阿司匹林、布洛芬(Advil、

Motrin  IB等)和萘普生(Aleve))；强烈的情绪或压力；添加了亚硫酸盐和防腐剂的食物和/

或饮料(例如，可见于虾、干果、经加工的马铃薯、啤酒和葡萄酒)；以及胃食管反流病

(GERD)。如果受试者具有哮喘或变应性疾病的家族史(例如，如果直系家族成员已经患有哮

喘或变应性疾病)，则认为该受试者也处于哮喘或变应性疾病的风险。

[0090] 试剂

[0091] 一方面，向患有哮喘或变应性疾病或处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试者给

予抑制Notch4的试剂。在一个实施方式中，抑制Notch4的试剂是小分子、抗体或抗体片段、

肽、反义寡核苷酸、基因组编辑系统或RNAi。

[0092] 如果例如在给予后，试剂抑制细胞中的Notch4的存在、量、活性和/或水平，则认为

该试剂对抑制Notch4有效。

[0093] 在一个实施方式中，抑制Notch4对表达Nocth4的Treg细胞向促进疾病的Th细胞的

分化进行抑制。

[0094] 试剂可抑制例如Notch4在细胞中的转录或翻译。试剂可抑制细胞中的Notch4的活

性或改变其活性(例如，使该活性不再发生或以降低的速率发生)(例如，Notch4的表达)。

[0095] 在一个实施方式中，抑制Notch4的试剂促进程序性细胞死亡，例如杀伤表达

Notch4的细胞，例如Treg细胞。为了确定试剂是否有效抑制Notch4，可分别使用RT-PCR和蛋

白免疫印迹法评估给定靶标(例如，Notch4)的mRNA和蛋白质水平。可将检测Notch4活性的

生物测定法(例如，测量Notch受体与配体的结合的Notch报告分子)用于评估是否发生了程

序性细胞死亡。或者，可使用免疫荧光检测来确定在给予试剂后是否已经发生细胞死亡，该

检测使用与细胞死亡标记物(例如Caspase)组合的对Notch4具有特异性的抗体。

[0096] 在一个实施方式中，与适当的对照相比，试剂将Notch4的水平和/或活性抑制至少

10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、

至少100％或更多。本文所使用的“适当的对照”是指在给予试剂之前的Notch4的水平和/或

活性，或不与试剂接触的细胞群中的Notch4的水平和/或活性。

[0097] 试剂能够以其给予的形式直接起作用。或者，可在细胞内修饰或利用该试剂以产

生抑制Notch4的物质，例如核酸序列向细胞中的引入及其产生Notch4的核酸和/或蛋白抑

制剂的转录。在一些实施方式中，试剂是任何化学品、实体或部分，包括但不限于合成和天

然存在的非蛋白类实体。在某些实施方式中，试剂是具有化学部分的小分子。例如，化学部

分包括未取代或取代的烷基部分、芳香族部分或杂环基部分，包括大环内酯、细霉素和相关

的天然产物或它们的类似物。已知试剂可具有期望的活性和/或性质，或者可从各种化合物
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的库中鉴别。

[0098] 在各种实施方式中，试剂是抑制Notch4的小分子。筛选小分子的方法是本领域已

知的，并且可用于鉴别在给定的期望靶标(例如Notch4)的情况下例如在诱导致病性CD4细

胞的细胞死亡方面有效的小分子。

[0099] 在各种实施方式中，抑制Notch4的试剂是抗体或其抗原结合片段，或对Notch4具

有特异性的抗体试剂。本文所使用的术语“抗体试剂”是指包含至少一个免疫球蛋白可变结

构域或免疫球蛋白可变结构域序列并且特异性结合给定抗原的多肽。抗体试剂可含有包含

抗体的抗原结合结构域的抗体或多肽。在任何方面的一些实施方式中，抗体试剂可包括单

克隆抗体或含有单克隆抗体的抗原结合结构域的多肽。例如，抗体可包含重链(H)可变区

(在此缩写为VH)和轻链(L)可变区(在此缩写为VL)。在另一实例中，抗体包含两个重链(H)

可变区和两个轻链(L)可变区。术语“抗体试剂”包括抗体的抗原结合片段(例如单链抗体、

Fab和sFab片段、F(ab')2、Fd片段、Fv片段、scFv、CDRs和结构域抗体(dAb)片段(参见，例如

de  Wildt等，Eur  J.Immunol  1996，26(3)：629-39，以引用的方式将其整体并入本文)以及

完整的抗体。抗体可具有IgA、IgG、IgE、IgD或IgM(以及其亚型和组合)的结构特征。抗体可

来自任何来源，包括小鼠、兔、猪、大鼠和灵长类动物(人以及非人灵长类动物)和灵长类化

抗体。抗体还包括midibodies、纳米抗体、人源化抗体、嵌合抗体等。

[0100] 在一个实施方式中，抑制Notch4的试剂是人源化的单克隆抗体或其抗原结合片段

或抗体试剂。本文所使用的“人源化”是指来自非人物种(例如，小鼠、大鼠、羊等)的抗体，其

蛋白质序列已被修饰以使得其增加与人中的天然产生的抗体变体的相似性。在一个实施方

式中，人源化抗体是人源化单克隆抗体。在一个实施方式中，人源化抗体是人源化多克隆抗

体。在一个实施方式中，人源化抗体用于治疗用途。

[0101] 在一个实施方式中，抗体或抗体试剂结合至与编码Notch4的氨基酸序列(SEQ  ID 

NO:2)相对应的氨基酸序列。
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[0102]

[0103] 在另一个实施方式中，抗Notch4抗体或抗体试剂与包含SEQ  ID  NO:2的序列的氨

基酸序列结合；或与如下氨基酸序列结合，所述氨基酸序列包含与SEQ  ID  NO:2的序列具有

至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或更高

的序列同源性的序列。在一个实施方式中，抗Notch4抗体或抗体试剂与包含SEQ  ID  NO:2的
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整个序列的氨基酸序列结合。在另一个实施方式中，抗体或抗体试剂与包含SEQ  ID  NO:2的

序列的片段的氨基酸序列结合，其中该片段足以结合其靶标(例如Notch4)，并抑制表达

Nocth4的Treg细胞向促进疾病的Th细胞的分化。

[0104] 在一个实施方式中，抑制Notch4的试剂是反义寡核苷酸。本文所使用的“反义寡核

苷酸”是指与DNA或mRNA序列(例如微小RNA的序列)互补的合成核酸序列。通常将反义寡核

苷酸设计为通过与靶标结合并在转录、翻译或剪接水平上使表达停止，来阻断DNA或RNA靶

标的表达。本发明的反义寡核苷酸是被设计成在细胞条件下与基因(例如Notch4)杂交的互

补核酸序列。因此，选择与靶标充分互补的寡核苷酸(即在细胞环境的情况下充分良好地杂

交并具有足够的特异性)以产生期望的效果。例如，抑制Notch4的反义寡核苷酸可包含与人

Notch4基因(例如SEQ  ID  NO:1)的编码序列的一部分互补的至少5个、至少10个、至少15个、

至少20个、至少25个、至少30个或更多个碱基。

[0105] 在一个实施方式中，使用任何基因组编辑系统(包括但不限于锌指核酸酶、

TALENS、大范围核酸酶和CRISPR/Cas系统)从细胞基因组中去除Notch4。在一个实施方式

中，用于将编码一种或多种向导RNA的核酸并入细胞基因组中的基因组编辑系统不是

CRISPR/Cas系统；这可在保留少量Cas酶/蛋白质的细胞中防止不期望的细胞死亡。本文还

考虑了Cas酶或sgRNA各自在不同的诱导型启动子的控制下表达，从而允许各自的时序性表

达以防止此种干扰。

[0106] 当编码一种或多种sgRNA的核酸和编码RNA指导的核酸内切酶的核酸各自需要被

给予时，特别考虑使用腺病毒相关载体(AAV)。用于同时将核酸递送至基因组编辑/片段化

系统的两个组分(例如sgRNA、RNA指导的核酸内切酶)的其它载体包括慢病毒载体，例如

Epstein  Barr病毒、人类免疫缺陷病毒(HIV)和乙型肝炎病毒(HBV)。RNA指导的基因组编辑

系统的每个组分(例如，sgRNA和核酸内切酶)可如本领域已知的或如本文所述在单独的载

体中递送。

[0107] 在一个实施方式中，试剂通过RNA抑制来抑制Notch4。给定基因的表达的抑制剂可

为抑制性核酸。在任何方面的一些实施方式中，抑制性核酸是抑制性RNA(iRNA)。RNAi可为

单链的或双链的。

[0108] iRNA可为siRNA、shRNA、内源性微小RNA(miRNA)或人工miRNA。在一个实施方式中，

如本文所述的iRNA实现对靶标例如Notch4的表达和/或活性的抑制。在任何方面的一些实

施方式中，试剂是抑制Notch4的siRNA。在任何方面的一些实施方式中，试剂是抑制Notch4

的shRNA。

[0109] 本领域技术人员能够例如使用公众可获得的设计工具设计靶向Notch4的siRNA、

shRNA或miRNA。siRNA、shRNA或miRNA通常使用例如Dharmacon(Layfayette，CO)或Sigma 

Aldrich(St.Louis，MO)公司来生产。

[0110] 在任何方面的一些实施方式中，iRNA可为dsRNA。dsRNA包括两条RNA链，其在使用

dsRNA的条件下充分互补以杂交形成双链体结构。dsRNA的一条链(反义链)包括互补区域，

该区域与靶序列实质上互补、并且通常完全互补。靶序列可源自在靶标表达过程中形成的

mRNA的序列。另一条链(有义链)包括与反义链互补的区域，使得当在合适条件下结合时，两

条链杂交并形成双链体结构。

[0111] 可对iRNA的RNA进行化学修饰以增强稳定性或其它有益特性。可通过本领域良好
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建立的方法来合成和/或修饰本发明中刊登的核酸，例如在“Current  protocols  in 

nucleic  acid  chemistry，Beaucage,S.L.等(Edrs.)，John  Wiley&Sons,Inc.，纽约，NY，

USA”中描述的方法，通过引用的方式将其并入本文。

[0112] 在一个实施方式中，试剂是抑制Notch4的miRNA。微小RNA是小的非编码RNA，平均

长度为22个核苷酸。通常在3'非翻译(3'UTR)区域中，这些分子通过与mRNA分子内的互补序

列结合而起作用，从而促进靶mRNA降解或抑制mRNA翻译。微小RNA和mRNA之间的相互作用由

称为“种子序列”的序列介导，该序列是微小RNA的6个-8个核苷酸区域，其通过不完全的

Watson-Crick碱基配对指导与mRNA的序列特异性结合。已知在哺乳动物中表达了超过900

种微小RNA。这些中的许多可基于它们的种子序列分组入家族中，从而鉴别相似微小RNA的

“簇(cluster)”。miRNA可在细胞中表达为例如裸DNA。miRNA可由在细胞中表达的核酸(例如

裸DNA)编码，或者可由载体中包含的核酸编码。

[0113] 试剂可例如用RNAi分子(例如siRNA或miRNA)引起靶基因(例如Notch4)的基因沉

默。这使得细胞中靶标的mRNA水平降低了在不存在该试剂的细胞中发现的mRNA水平的至少

约5％、约10％、约20％、约30％、约40％、约50％、约60％、约70％、约80％、约90％、约95％、

约99％、约100％。在一个优选的实施方式中，mRNA水平降低了至少约70％、约80％、约90％、

约95％、约99％、约100％。本领域的技术人员将能够容易地评估siRNA、shRNA或miRNA是否

有效靶向例如Notch4以用于其下调，例如通过将siRNA、shRNA或miRNA转染到细胞中并经由

蛋白免疫印迹法检测细胞内发现的基因(例如Notch4)的水平。

[0114] 试剂可包含在载体中，并因此进一步包括载体。用于将外源基因转移到靶哺乳动

物细胞中的许多此类载体是可获得的。载体可以是游离型的，例如质粒、病毒衍生的载体

(如巨细胞病毒、腺病毒等)，或者可以通过同源重组或随机整合来整合到靶细胞基因组中，

例如逆转录病毒衍生的载体如MMLV、HIV-1、ALV等。在一些实施方式中，也可使用逆转录病

毒和合适的包装细胞系的组合，其中衣壳蛋白的功能为感染靶细胞。通常，将细胞和病毒在

培养基中孵育至少约24小时。然后，在一些应用中，使细胞能够在培养基中生长短的时间间

隔(例如24-73小时)或至少两周，并且在分析之前可使其能够生长五周以上。常用的逆转录

病毒载体是“缺损型”的，即不能产生生产性感染所需的病毒蛋白。载体的复制需要在包装

细胞系中生长。

[0115] 本文所使用的术语“载体”是指设计用于递送至宿主细胞或用于在不同宿主细胞

之间转移的核酸构建体。如本文所使用的载体可以是病毒性的或非病毒性的。术语“载体”

包含与适当的控制元件关联时能够复制并且可将基因序列转移至细胞的任何遗传元件。载

体可包括但不限于克隆载体、表达载体、质粒、噬菌体、转座子、粘粒、人工染色体、病毒、病

毒粒子等。

[0116] 本文所使用的术语“表达载体”是指指导RNA或多肽(例如Notch4抑制剂)从其中所

含的核酸序列进行表达的载体，所述核酸序列连接至载体上的转录调控序列。所表达的序

列通常但不必然与细胞异源。表达载体可包含额外的元件，例如表达载体可具有两个复制

系统，从而使其能够保持在两个生物体中，例如在人类细胞中用于表达并在原核宿主中用

于克隆和扩增。术语“表达”是指在产生RNA和蛋白质以及适当时分泌蛋白质中涉及的细胞

进程，包括但不限于可应用至例如转录、转录物加工、翻译和蛋白质折叠、修饰和加工。“表

达产物”包括从基因转录的RNA和通过从基因转录的mRNA的翻译获得的多肽。术语“基因”是
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指当与适当的调控序列可操作地连接时，在体外或体内转录为RNA的核酸序列(DNA)。该基

因可能包含或可能不包含编码区之前和之后的区域，例如5'非翻译(5'UTR)或“前导”序列

和3'UTR或“尾”序列，以及各个编码区段(外显子)之间的间插序列(内含子)。

[0117] 整合载体将其递送的RNA/DNA永久并入宿主细胞染色体中。非整合载体保持游离，

这意味着其中所含的核酸从未被整合到宿主细胞染色体中。整合载体的实例包括逆转录病

毒载体、慢病毒载体、杂交腺病毒载体和单纯疱疹病毒载体。

[0118] 非整合载体的一个实例是非整合病毒载体。非整合病毒载体消除了整合逆转录病

毒带来的风险，这是因为非整合病毒载体不会将其基因组整合到宿主DNA中。一个实例是

Epstein  Barr  oriP/核抗原-1(“EBNA1”)载体，其能够有限自我复制并且已知在哺乳动物

细胞中起作用。由于含有来自Epstein-Barr病毒的两个元件oriP和EBNA1，EBNA1蛋白与病

毒复制子区oriP的结合维持了哺乳动物细胞中的质粒的相对长期的游离存在。oriP/EBNA1

载体的这种特定特征使其理想地用于产生无整合iPSC。另一非整合病毒载体是腺病毒载体

和腺相关病毒(AAV)载体。

[0119] 另一非整合病毒载体是RNA  Sendai病毒载体，它可以产生蛋白质而不会进入经感

染细胞的细胞核。F缺损型Sendai病毒载体在经感染细胞的细胞质中保留了数代，但在数次

传代(例如10次传代)后迅速被稀释并完全消失。

[0120] 非整合载体的另一实例是微环载体。微环载体是环状载体，其中质粒骨架已被释

出而仅留下真核启动子和待表达的cDNA。

[0121] 本文所使用的术语“病毒载体”是指核酸载体构建体，其包含病毒来源的至少一个

元件并且具有包装成病毒载体颗粒的能力。病毒载体可包含编码如本文所述的多肽的核酸

替代非必要的病毒基因。载体和/或颗粒可用于在体外或体内将核酸转移到细胞中的目的，

许多形式的病毒载体是本领域已知的。

[0122] 对处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试者进行鉴别

[0123] 本文所述发明的一个方面提供了用于对处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试

者进行鉴别的方法，所述方法包括：(a)从所述受试者获得生物样品；(b)对样品中的Notch4

的水平进行测量，其中，如果Notch的水平与参比水平相比增加，则所述受试者处于患哮喘

或变应性疾病的风险；以及(c)向处于风险的受试者给予抑制Notch4的试剂。

[0124] 在一个实施方式中，与参比水平相比，Notch4的水平增加至少2倍、至少3倍、至少4

倍、至少5倍、至少6倍、至少7倍、至少8倍、至少9倍、至少10倍、至少20倍、至少30倍、至少40

倍、至少50倍、至少60倍、至少70倍、至少80倍、至少90倍、至少100倍或更多，或者与参比水

平相比，增加至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至

少80％、至少90％或至少99％或更多。参比水平可以是从健康受试者(例如未处于哮喘或变

应性反应的风险的受试者)获得的样品中的Notch4的水平。

[0125] 在一个实施方式中，对Notch4的水平进行体外或离体测量。可使用标准技术(如

FACS分析或免疫荧光法)测量样品中的Notch4的水平。如本文所述，可分别使用蛋白免疫印

迹法或基于PCR的测定法评估Notch4的蛋白和mRNA水平。

[0126] 在一个实施方式中，生物样品是血液样品、外周血样品、痰样品、肺组织样品、肺活

检样品、或支气管灌洗样品。在一个实施方式中，生物样品是包含肺泡巨噬细胞的任何样

品。在一个实施方式中，生物样品取自先前经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者。在一个
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实施方式中，生物样品取自先前经诊断患有哮喘或变应性疾病并对其进行治疗的受试者。

在一个实施方式中，生物样品取自尚未被诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者。从受试者

收集样品的方法是本领域已知的，并且可由技术人员执行。

[0127] 测量治疗功效

[0128] 本发明的一个方面提供了在经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者的治疗中确

定治疗剂的功效的方法，所述方法包括：(a)在给予治疗剂之前，确定由经诊断患有哮喘或

变应性疾病的受试者提供的样品中的Notch4表达或活性的第一水平；(b)在给予治疗剂之

后，确定由患者提供的样品中的Notch4表达或活性的第二水平；以及(c)对Notch4表达或活

性的所述第一水平和第二水平进行比较，其中，如果Notch4表达或活性的所述第二水平低

于所述第一水平，则认为所述治疗剂是有效的，并且其中，如果Notch4表达的所述第二水平

与所述第一水平相同或高于所述第一水平，则认为在(b)中给予的所述治疗剂是无效的。

[0129] 在一个实施方式中，如果与Notch4表达或活性的第一水平相比，Notch4表达或活

性的第二水平降低至少1％、至少5％、至少10％、至少20％、至少约30％、至少约40％、至少

约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％、至少99％或100％，则认为治疗

剂是有效的。

[0130] 在一个实施方式中，生物样品是血液样品、外周血样品、痰样品、肺组织样品、肺活

检样品、或支气管灌洗样品。在一个实施方式中，生物样品是包含肺泡巨噬细胞的任何样

品。从受试者收集样品的方法是本领域已知的，并且可由技术人员执行。

[0131] 在一个实施方式中，生物样品取自经诊断患有哮喘或变应性疾病、但未给予治疗

剂以治疗哮喘或变应性疾病的受试者。在一个实施方式中，生物样品取自经诊断患有哮喘

或变应性疾病、但已给予治疗剂以治疗哮喘或变应性疾病的受试者。

[0132] 在一个实施方式中，治疗剂是抑制Notch4的试剂。在另一个实施方式中，治疗剂是

抗哮喘或抗变应性疾病的治疗剂。在下文对示例性的抗哮喘和抗变应性疾病的治疗剂进行

进一步描述。

[0133] 给予/给药(Administration)

[0134] 在一些实施方式中，本文所述的方法涉及对患有或经诊断患有哮喘或变应性疾病

的受试者进行治疗，包括给予如本文所述的抑制Notch4的试剂。可通过医师使用诊断病症

的当前方法来鉴别患有哮喘或变应性疾病的受试者。表征此类疾病并有助于诊断的哮喘或

变应性疾病的症状和/或并发症在本领域中是公知的，并且包括但不限于持续咳嗽、呼吸困

难、喘息、呼吸急促和皮疹。可能有助于诊断例如哮喘的试验包括但不限于乙酰甲胆碱激

发、一氧化氮试验、过敏测试和痰嗜酸性粒细胞。例如哮喘的家族史也将有助于确定受试者

是否可能具有病症或有助于诊断哮喘或变应性疾病。

[0135] 可向患有或经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者给予本文所述的试剂(例如抑

制Notch4的试剂)。在一些实施方式中，本文所述的方法包括向受试者给予有效量的试剂，

以缓解例如哮喘的至少一种症状。本文所使用的“缓解哮喘或变应性疾病的至少一种症状”

是减轻与例如哮喘有关的任何病症或症状(例如持续咳嗽、呼吸困难、喘息、呼吸急促和皮

疹)。如按任何标准技术所测得的，与等效的未处理的对照相比，此种减少为至少5％、10％、

20％、40％、50％、60％、80％、90％、95％、99％或更多。用于向受试者给予本文所述试剂的

多种手段是本领域技术人员已知的。在一种实施方式中，全身或局部(例如向肺)给予试剂。

说　明　书 22/44 页

25

CN 112188901 A

25



在一个实施方式中，静脉内给予试剂。在一个实施方式中，连续、间隔或偶发地给予试剂。试

剂的给予途径将针对所递送的试剂的类型(例如抗体、小分子、RNAi)进行优化，并且可由技

术从业者确定。

[0136] 在一个实施方式中，通过吸入给予试剂或包含试剂的组合物。

[0137] 本文所使用的术语“有效量”是指可向患有或经诊断患有哮喘或变应性疾病的受

试者给予的、使例如哮喘的至少一种或多种症状得到缓解所需的试剂(例如，抑制Notch4的

试剂)的量。因此，术语“治疗有效量”是指当给予典型的受试者时，足以提供例如特定的抗

哮喘效果的试剂的量。在各种背景下，本文所使用的有效量还包括足以使例如哮喘的症状

发展延迟、改变例如哮喘的症状进程(例如减缓肺功能丧失、呼吸不畅或喘息的进展)或者

使例如哮喘的症状逆转(例如改善肺功能或呼吸)的试剂的量。因此，指明精确的“有效量”

通常是不可行的。然而，对于任何给定的情况，本领域普通技术人员仅使用惯用的实验即可

确定合适的“有效量”。

[0138] 在一个实施方式中，连续给予试剂(例如在一段时间内以恒定水平)。试剂的连续

给予可例如通过表皮贴剂、连续释放制剂或随身注射器(on-body  injector)来实现。

[0139] 可在细胞培养物或实验动物中通过标准药学程序评价有效量、毒性和治疗功效。

剂量可随所使用的剂型和所用的给予途径而变化。毒性作用和治疗效果之间的剂量比为治

疗指数，并且可表示为LD50/ED50的比值。优选表现出高治疗指数的组合物和方法。可由细

胞培养测定法初步评估治疗有效剂量。还可在动物模型中配制剂量以达到循环血浆浓度范

围，所述范围包括如在细胞培养物或合适的动物模型中确定的IC50(即，达到症状的半最大

抑制的试剂的浓度)。可通过例如高效液相色谱测量血浆中的水平。可通过合适的生物测定

法(例如尤其是测量神经功能、或血液检查(blood  work))监测任何特定剂量的效果。如有

需要，可由医师确定并调整剂量，以适于所观察到的治疗效果。

[0140] 剂量

[0141] 作为本文所使用的术语“单位剂型”是指用于合适的一次给予的剂量。通过示例的

方式，单位剂型可为置于递送装置(例如注射器或静脉滴注袋)中的治疗剂的量。在一个实

施方式中，以单次给药给予单位剂型。在另一个实施方式中，可同时给予多于一个的单位剂

型。

[0142] 如有需要，可由医师确定并调整本文所述试剂的剂量，以适于所观察到的治疗效

果。关于治疗持续时间和频率，对熟练的临床医师而言，一般对受试者进行监测以确定所述

治疗何时提供治疗益处，并确定是否给予进一步的细胞、是否中止治疗、是否恢复治疗或是

否对治疗方案进行其它改变。剂量不应太大而引起不良副作用，例如细胞因子释放综合征。

通常，剂量将随患者的年龄、状况和性别而变化，并且可由本领域技术人员确定。在任何并

发症的情况下，剂量还可由个体医师调整。

[0143] 组合疗法

[0144] 在一个实施方式中，将本文所述的试剂用作单一疗法。在一个实施方式中，可将本

文所述的试剂与其它已知的用于哮喘或变应性疾病的试剂和疗法组合使用。本文所使用的

“组合”给予是指在受试者遭受障碍折磨的过程中，向受试者递送两种(或更多种)不同的治

疗，例如在受试者经诊断患有障碍或疾病(哮喘或变应性疾病)之后并且在该障碍被治愈或

消除、或者治疗由于其它原因被停止之前，递送两种或更多种治疗。在一些实施方式中，一
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种治疗的递送在第二治疗的递送开始时仍在进行，从而在给予方面存在重叠。本文有时将

其称为“同时”或“并行递送”。在其它实施方式中，一种治疗的递送在其它治疗的递送开始

之前结束。在任一种情况的一些实施方式中，由于组合给予，治疗更有效。例如，例如与如果

在不存在第一治疗的情况下给予第二治疗所观察到的相比，用较少的第二治疗观察到等同

的效果、或者第二治疗更大程度地减轻症状，第二治疗更有效，或者用第一治疗观察到类似

的情况。在一些实施方式中，递送使得症状或与障碍相关的其它参数的降低大于在不存在

其它治疗的情况下递送的一种治疗所观察到的降低。所述两种治疗的效果可以是部分累

加、完全累加或大于累加。递送可使得当递送第二治疗时仍然可检测到递送的第一治疗的

效果。可同时、以相同或分开的组合物或顺序地给予本文所述的试剂和至少一种额外的疗

法。对于顺序给予，可首先给予本文所述的试剂，然后可给予额外的试剂，或者给予次序可

以颠倒。试剂和/或其它治疗试剂、程序或模式可在障碍活跃期间或在缓解期或疾病较不活

跃期间给予。试剂可在另一种治疗之前、与治疗同时、在治疗之后或在障碍缓解期间给予。

[0145] 用于治疗哮喘的示例性治疗剂包括但不限于：吸入的皮质类固醇(例如氟替卡松

(Flonase、Flovent  HFA)、布地奈德(Pulmicort  Flexhaler、Rhinocort)、氟尼缩松

(Aerospan  HFA)、环索奈德(Alvesco、Omnaris、Zetonna)、倍氯米松(Qnasl、Qvar)、莫米松

(Asmanex)和白三烯改性剂(例如孟鲁司特(Singulair)、扎鲁司特(安可来)和齐留通

(Zyflo))；长效β激动剂(例如沙美特罗(Serevent)和福莫特罗(Foradil、Perforomist))；

组合吸入剂(例如氟替卡松-沙美特罗(Advair  Diskus)、布地奈德-福莫特罗(Symbicort)

和福莫特罗-莫米松(Dulera))；茶碱(例如茶碱(Theo-24、Elixophylline))；短效β激动剂

(例如沙丁胺醇(ProAir  HFA、Ventolin  HFA等)和左旋沙丁胺醇(Xopenex))；异丙托溴铵

(例如爱喘乐)；以及口服和静脉内皮质类固醇。

[0146] 用于治疗变应性疾病的示例性治疗剂包括但不限于：抗炎治疗剂(例如皮质类固

醇、糖皮质激素或盐皮质激素)；抗组胺药(例如，溴苯那敏(Dimetane)、西替利嗪(仙特明)、

氯苯那敏(氯屈米通)、氯马斯汀(Tavist)、苯海拉明(Benadryl)、非索非那定(Allegra)或

氯雷他定(Alavert、Claritin))；以及肾上腺素。

[0147] 当组合给予时，能够以比单独使用的每种试剂(例如作为单一疗法)的量或剂量更

高、更低或与其相同的量或剂量，来给予试剂和额外的试剂(例如，第二或第三试剂)或全

部。在某些实施方式中，试剂、额外的试剂(例如，第二或第三试剂)或全部的给予量或剂量

比单独使用的每种试剂的量或剂量低(例如，低至少20％、至少30％、至少40％、或至少

50％)。在其它实施方式中，产生期望效果(例如，治疗哮喘或变应性疾病)的试剂、额外的试

剂(例如，第二或第三试剂)或全部的量或剂量比单独达到相同治疗效果所需的每种试剂的

量或剂量低(例如，低至少20％、至少30％、至少40％或至少50％)。

[0148] 胃肠外剂型

[0149] 可通过各种途径向受试者给予本文所述的试剂的胃肠外剂型，所述途径包括但不

限于：皮下、静脉内(包括推注)、肌内以及动脉内。由于胃肠外剂型的给予通常绕开患者对

污染物的天然防御，胃肠外剂型优选是无菌的或能够在给予至患者之前灭菌。胃肠外剂型

的实例包括但不限于：准备用于注射的溶液剂、准备用于溶解或悬浮在用于注射的药学上

可接受的辅料中的干燥产品、准备用于注射的混悬剂、受控释放的胃肠外剂型、以及乳剂。

[0150] 可用于提供本公开的胃肠外剂型的合适辅料是本领域技术人员公知的。实例包括

说　明　书 24/44 页

27

CN 112188901 A

27



但不限于：无菌水；USP注射用水；盐水溶液；葡萄糖溶液；水性辅料，例如但不限于氯化钠注

射液、林格氏注射液、右旋糖(dextrose)注射液、右旋糖和氯化钠注射液、以及乳酸盐林格

氏注射液；与水混溶的辅料，例如但不限于乙醇、聚乙二醇和丙二醇；以及非水性辅料，例如

但不限于玉米油、棉籽油、花生油、芝麻油、油酸乙酯、肉豆蔻酸异丙酯和苯甲酸苄酯。

[0151] 气雾制剂

[0152] 可通过雾化或以气雾剂的形式直接向受试者的气道给予包含抑制Notch4的试剂

的组合物。为了用作气雾剂，可将处于溶液剂或混悬剂中的抑制Notch4的试剂与合适的推

进剂(例如烃类推进剂，如丙烷、丁烷或异丁烷)以及常规助剂一起包装在加压气雾剂容器

中。也能够以非加压形式(例如在喷雾器或雾化器中)给予抑制Notch4的试剂。

[0153] 术语“雾化”是本领域公知的，包括将液体减小为细喷雾。优选地，通过此种雾化，

以受控的方式从较大的液体产生均匀尺寸的小液滴。因此，可通过任何合适的方式来实现

雾化，包括通过使用当今已知和销售的许多雾化器。例如，可从Inhalation  Plastic ,

Inc.of  Niles,Ill获得的AEROMIST气动雾化器。当活性成分适于通过雾化器(作为单位剂

量或多剂量装置)一起或单独给予时，它们可处于雾化的水性混悬剂或溶液剂的形式，具有

或不具有适当的pH或渗透压调节剂(tonicity  adjustment)。

[0154] 如所公知的，在雾化过程中可使用任何合适的气体来施加压力，迄今为止优选的

气体是对抑制Notch4的试剂的调节剂而言化学上惰性的气体。可使用包括但不限于氮气、

氩气或氦气的示例性气体以具有高的优势。

[0155] 在一些实施方式中，还能够以干粉的形式直接向气道给予抑制Notch4的试剂。为

了用作干粉，可通过使用吸入器来给予GHK三肽。示例性的吸入器包括定量吸入器和干粉吸

入器。

[0156] 定量吸入器或“MDI”是装有产品的耐压罐或容器，所述产品例如溶解在液化推进

剂中的药物组合物或悬浮在液化推进剂中的微粉化颗粒。可使用的推进剂包括氯氟烃、烃

或氢氟烷烃。特别优选的推进剂是P134a(四氟乙烷)和P227(七氟丙烷)，它们各自可单独使

用或组合使用。它们任选地与一种或多种其它推进剂和/或一种或多种表面活性剂和/或一

种或多种其它赋形剂(例如乙醇、润滑剂、抗氧化剂和/或稳定剂)组合使用。向患者递送正

确剂量的组合物。

[0157] 干粉吸入器(即Turbuhaler(Astra  AB))是可用压缩空气源操作以产生压制成非

常小体积的药物组合物的干粉颗粒的系统。

[0158] 通常，以主要在<5μm的范围内的平均直径产生用于吸入疗法的干粉气雾剂。当颗

粒直径超过3μm时，巨噬细胞的吞噬作用越来越少。然而，还发现由于在口咽区或鼻区中的

过度沉积，增加粒径使得颗粒(具有标准质量密度)进入气道和腺泡的可能性最小化。

[0159] 作为说明，合适的粉末组合物包括与乳糖或对于支气管内给予而言可接受的其它

惰性粉末彻底混合的抑制Notch4的试剂的粉末制剂。粉末组合物可经由气雾剂器发生进行

给予，或者可将粉末组合物包封在易碎胶囊中，患者可将该易碎胶囊插入刺破胶囊并以适

于吸入的稳定气流将粉末吹出的装置。该组合物可含有推进剂、表面活性剂和共溶剂，并可

被装入由合适的计量阀闭合的常规气雾剂容器中。

[0160] 用于递送至呼吸道的气雾剂在本领域中是已知的。参见例如Adjei,A.和Garren,

J.Pharm.Res.，1:565-569(1990)；Zanen,P.和Lamm,J.-W.J.Int.J.Pharm.，114:111-115
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(1995)；Gonda,I.“Aerosols  for  delivery  of  therapeutic  an  diagnostic  agents  to 

the  respiratory  tract”，Critical  Reviews  in  Therapeutic  Drug  Carrier  Systems，

6:273-313(1990)；Anderson等，Am.Rev.Respir.Dis.，140:1317-1324(1989))，并且还具有

全身递送肽和蛋白的潜力(Patton和Platz，Advanced  Drug  Delivery  Reviews，8:179-196

(1992))；Timsina等，Int .J .Pharm .，101:1-13(1995)；以及Tansey ,I .P .，Spray 

Technol .Market，4:26-29(1994)；French ,D.L .、Edwards ,D.A .和Niven ,R .W .，Aerosol 

Sci.，27:769-783(1996)；Visser,J .，Powder  Technology  58:1-10(1989))；Rudt,S.和

R .H .Muller ,J .Controlled  Release ,22:263-272(1992)；Tabata ,Y和Y .Ikada ,

Biomed .Mater.Res.，22:837-858(1988)；Wall,D.A.,Drug  Delivery，2:10  1-20(1995)；

Patton ,J .和Platz ,R .,Adv .Drug  Del .Rev .，8:179-196 (1992)；Bryon ,P .,

Adv.Drug.Del.Rev.，5:107-132(1990)；Patton,J.S.等，Controlled  Release，28:15  79-

85(1994)；Damms ,B .和Bains ,W .，Nature  Biotechnology(1996)；Niven ,R .W .等，

Pharm .Res .，12(9)，1343-1349(1995)；以及Kobayashi ,S.等，Pharm .Res .，13(1):80-83

(1996)，以引用的方式将它们的内容以其整体全部并入本文。

[0161] 受控释放和延迟释放剂型

[0162] 在本文所述方面的一些实施方式中，通过受控释放或延迟释放的手段向受试者给

予试剂。理想的是，在医学治疗中使用优化设计的受控释放制剂的特征在于使用最少的药

物物质在最短时间内治愈或控制病情。受控释放制剂的优点包括：1)延长药物活性；2)降低

剂量频率；3)提高患者依从性；4)使用较少的总药物；5)减少局部或全身副作用；6)使药物

累积最小化；7)减少血液水平波动；8)改善治疗功效；9)减少药物活性的增强作用

(potentiation)或损失；以及10)改善疾病或病症的控制速度(Kim，Cherng-ju，Controlled 

Release  Dosage  Form  Design，2(Technomic  Publishing，Lancaster，Pa：2000))。受控释

放制剂可用于控制式(I)化合物的起效、作用持续时间、治疗窗内的血浆水平、以及峰值血

液水平。特别是，受控释放或延迟释放剂型或制剂可用于确保实现试剂的最大效果，同时使

潜在的不利影响和安全隐患最小化，这些不利影响和安全隐患可能在不足量给药(即，低于

最低治疗水平)时以及超过药物的毒性水平时发生。

[0163] 多种已知的受控释放或延迟释放剂型、制剂和装置可适于与本文所述的任何试剂

一起使用。实例包括但不限于在以下文献中描述的实例：美国专利No.3,845 ,770、3,916 ,

899、3,536,809、3,598,123、4,008,719、5674,533、5,059,595、5,591,767、5,120,548、5,

073,543、5,639,476、5,354,556、5,733,566以及6,365,185，以引用的方式将其各自整体并

入本文。使用例如羟丙基甲基纤维素、其它聚合物基质、凝胶、可渗透膜、渗透系统(例如

(Alza  Corporation，Mountain  View，Calif，USA))、多层包衣、微粒、脂质体或微

球、或它们的组合以不同比例来提供期望的释放曲线，这些剂型可用于提供一种或多种活

性成分的缓慢释放或受控释放。此外，离子交换材料可用于制备所公开的化合物的固定的、

吸附的盐形式，并从而影响药物的受控递送。具体的阴离子交换剂的实例包括但不限于

A568和 AP143(Rohm&Haas，Spring  House，Pa.，USA)。

[0164] 功效

[0165] 可由熟练的从业者确定本文所述的试剂的功效(例如用于治疗哮喘或变应性疾

病)。然而，在用本文所述的方法治疗后，如果例如哮喘的一个或多个的征象或症状以有益
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的方式改变或者其它临床上接受的症状得以改善或甚至减轻、或者诱导例如至少10％的期

望的应答，则认为该治疗是“有效治疗”(如本文所使用的术语)。可例如通过测量根据本文

所述的方法治疗的病症的标记物、指标、症状和/或发病率或任何其它可测量的合适参数

(例如气道炎症减少、肺功能增强、正常呼吸恢复)来评估功效。还可通过住院治疗或需要医

学干预评估的个体不再恶化(即呼吸并发症、哮喘发作频率、肺功能减退的进展)来测量功

效。测量这些指标的方法对于本领域技术人员是已知的和/或是本文所述的。

[0166] 可在本文所述病症的动物模型中评估功效，例如可视情况而定的小鼠模型或者哮

喘或变应性疾病的适当的动物模型。当使用实验动物模型时，当观察到标记物的统计学上

显著的变化(例如气道炎症减少、肺功能增强、正常呼吸恢复)时，治疗的功效得以证实。

[0167] 可使用本文所述的方法对抑制Notch4的试剂的功效进行额外地评估。

[0168] 本文公开的本发明的替代性要素或实施方式的分组不应解释为限制。各组成员可

单独地提及和请求保护或者以与该组的其它成员或本文出现的其它要素的任意组合被提

及和请求保护。出于方便和/或专利性的原因，组的一个或多个成员可被包含在组中或从组

中删除。当任何此类包含或删除发生时，在本文认为本申请文件包含经修饰的组，从而实现

所附权利要求中使用的所有马库什组的书面描述。

[0169] 除非本文另有定义，否则与本申请结合使用的科学术语和技术术语应具有与本公

开所属领域的普通技术人员通常理解的含义。应当理解的是，本发明不限于在本文中描述

的特定的方法学、方案和试剂等，而是可由此进行变化。本文中使用的术语仅用于描述特定

实施方式的目的，并不旨在对本公开的范围进行限制，而本公开的范围仅仅由权利要求来

限定。免疫学和分子生物学中的常见术语的定义可见于：The  Merck  Manual  of  Diagnosis 

and  Therapy，第20版，由Merck  Sharp&Dohme  Corp.出版，2018(ISBN  0911910190，978-

0911910421)；Robert  S.Porter等(编)，The  Encyclopedia  of  Molecular  Cell  Biology 

and  Molecular  Medicine，Blackwell  Science  Ltd .出版，1999-2012 (ISBN 

9783527600908)；以及Robert  A.Meyers(编)，Molecular  Biology  and  Biotechnology:a 

Comprehensive  Desk  Reference，由VCH  Publishers,Inc.出版，1995(ISBN  1-56081-569-

8)；Immunology  by  Werner  Luttmann，由Elsevier出版，2006；Janeway's  Immunobiology,

Kenneth  Murphy ,Allan  Mowat ,Casey  Weaver(编)，W.W .Norton&Company，2016(ISBN 

0815345054,978-0815345053)；Lewin's  Genes  XI，由Jones&Bartlett  Publishers出版，

2014(ISBN-1449659055)；Michael  Richard  Green  and  Joseph  Sambrook，Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual，第4版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory出版社，Cold 

Spring  Harbor，N .Y .,USA(2012)(ISBN  1936113414)；Davis等，Basic  Methods  in 

Molecular  Biology，Elsevier  Science  Publishing  Inc .，纽约，USA(2012)(ISBN 

044460149X)；Laboratory  Methods  in  Enzymology:DNA，Jon  Lorsch(编)，Elsevier，2013

(ISBN  0124199542)；Current  Protocols  in  Molecular  Biology(CPMB)，Frederick 

M.Ausubel(编)，John  Wiley  and  Sons，2014(ISBN  047150338X，9780471503385)；Current 

Protocols  in  Protein  Science(CPPS)，John  E.Coligan(编)，John  Wiley  and  Sons ,

Inc .，2005；以及Current  Protocols  in  Immunology(CPI)(John  E .Coligan ,ADA  M 

Kruisbeek,David  H  Margulies,Ethan  M  Shevach,Warren  Strobe(编)John  Wiley  and 

Sons,Inc.,2003(ISBN  0471142735，9780471142737)；以引用的方式将它们的内容以其整
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体全部并入本文。

[0170] 本文在对本发明各个方面的描述中对其它术语进行定义。

[0171] 出于描述和公开的目的，将本申请全文中引用的所有专利和其它出版物(包括文

字出版物、授予的专利、公开的专利申请和同时待决的专利申请)以引用的方式明确地并入

本文，例如，在此类出版物中描述的可与本文描述的技术关联使用的方法学。这些出版物仅

由于它们的公开早于本申请的申请日而提供。在这一方面，不应当视作承认了本发明人没

有权利借助于先前的发明或因为任何其它原因而将此类公开内容提前。所有关于这些文件

的日期的声明或关于这些文件的内容的表述是基于申请人可获得的信息，并不构成关于这

些文件的日期或内容的正确性的任何承认。

[0172] 对本公开的实施方式的描述并非旨在进行穷举或将本公开限制为所公开的明确

的形式。尽管本文中出于说明性目的描述了本公开的具体实施方式和实施例，然而正如相

关领域的技术人员将了解的，可在本公开的范围内进行各种等同修改。例如，当以给定的顺

序给出方法步骤或功能时，替代的实施方式能够以不同的顺序执行功能、或可以实质上同

时执行功能。本文所提供的本公开的教导可以施用至其它适当的程序或方法。本文所述的

各种实施方式可以组合以提供进一步的实施方式。如果需要的话，可对本公开的方面进行

修改，以采用上述参考文献和应用的组合、功能和构思，从而提供本公开的进一步的实施方

式。此外，由于生物功能等效性的考虑，可以在种类或量上对蛋白结构进行不影响生物或化

学作用的一些改变。鉴于详细的描述，可以对本公开作出这些改变和其它改变。所有这些修

饰都旨在包含于所附的权利要求的范围之内。

[0173] 可将任何上述实施方式中的特定要素与其它实施方式中的要素进行组合或置换。

此外，尽管在这些实施方式的上下文中已经描述了与本公开的一些实施方式相关的优点，

然而其它实施方式也可以表现出此类优点，并且，并非所有的实施方式都必须表现出这样

的优点才能落入本公开的范围之内。

[0174] 本文所述的技术通过以下实施例进行进一步说明，而不应以任何方式将其解释为

进行了进一步的限定。

[0175] 本文所述的技术的一些实施方式可根据下列编号段落的任何一段进行定义：

[0176] 1)一种用于治疗哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包括向患有哮喘或变应性疾

病的受试者给予有效量的抑制Notch4的试剂。

[0177] 2)一种用于治疗哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包括：

[0178] a.对患有哮喘或变应性疾病的受试者进行鉴别；以及

[0179] b.向患有哮喘或变应性疾病的受试者给予有效量的抑制Notch4的试剂。

[0180] 3)如段落1和2所述的方法，其中，所述哮喘选自于由如下所组成的清单：变应性哮

喘、无变应性哮喘、阿司匹林加重性呼吸系统疾病、运动诱发的哮喘、咳嗽变异性哮喘和职

业性哮喘。

[0181] 4)如段落1和2所述的方法，其中，所述变应性疾病选自于由如下所组成的清单：变

应性鼻炎、鼻窦炎、中耳炎、特应性皮炎、荨麻疹、血管性水肿和过敏性反应。

[0182] 5)如段落1和2所述的方法，其中，所述抑制Notch4的试剂选自于由如下所组成的

组：小分子、抗体、肽、基因组编辑系统、反义寡核苷酸和RNAi。

[0183] 6)如段落5所述的方法，其中，所述抗体是人源化抗体。
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[0184] 7)如段落5所述的方法，其中，所述RNAi是微小RNA、siRNA或shRNA。

[0185] 8)如段落1-7所述的方法，其中，抑制Notch4是对Notch4的表达水平和/或活性进

行抑制。

[0186] 9)如段落8所述的方法，其中，与适当的对照相比，所述Notch4的表达水平和/或活

性被抑制至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％或更多。

[0187] 10)如段落1或2所述的方法，其中，在调节性T细胞上对Notch4进行抑制。

[0188] 11)如段落1和2所述的方法，所述方法进一步包括给予至少一种额外的抗哮喘治

疗剂。

[0189] 12)如段落1和2所述的方法，所述方法进一步包括给予至少一种额外的抗变应性

疾病治疗剂。

[0190] 13)一种用于预防哮喘或变应性疾病的方法，所述方法包括向处于患哮喘或变应

性疾病的风险的受试者给予抑制Notch4的试剂。

[0191] 14)如段落13所述的方法，所述方法进一步包括，在给予之前，对处于患哮喘或变

应性疾病的风险的受试者进行鉴别。

[0192] 15)一种用于治疗哮喘或变应性疾病的组合物，所述组合物包含抑制Notch4的试

剂和药学上可接受的载体。

[0193] 16)如段落15所述的组合物，其中，所述抑制Notch4的试剂选自于由如下所组成的

组：小分子、抗体、肽、基因组编辑系统、反义寡核苷酸和RNAi。

[0194] 17)如段落15所述的组合物，其中，所述抗体是人源化抗体。

[0195] 18)如段落15所述的组合物，其中，所述RNAi是微小RNA、siRNA或shRNA。

[0196] 19)如段落15所述的组合物，其中，将所述组合物配制成用于吸入给予。

[0197] 20)一种用于治疗处于患哮喘或变应性疾病的风险的受试者的方法，所述方法包

括：

[0198] a.从所述受试者获得生物样品；

[0199] b.对候选细胞群中的Notch4的水平进行测量；

[0200] 其中，如果Notch的水平与参比水平相比增加，则所述受试者处于患哮喘或变应性

疾病的风险；以及

[0201] c.向处于风险的受试者给予抑制Notch4的试剂。

[0202] 21)如段落20所述的方法，其中，与参比水平相比，Notch4的水平增加至少2倍、至

少3倍、至少4倍、至少5倍、至少6倍、至少7倍、至少8倍、至少9倍、至少10倍或更多。

[0203] 22)一种在经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者的治疗中对治疗剂的功效进行

确定的方法，所述方法包括：

[0204] a)在给予治疗剂之前，确定由经诊断患有哮喘或变应性疾病的受试者提供的样品

中的Notch4表达或活性的第一水平；

[0205] b)在给予所述治疗剂之后，确定由患者提供的样品中的Notch4表达或活性的第二

水平；以及

[0206] c)对Notch4表达或活性的所述第一水平和第二水平进行比较，其中，如果Notch4

表达或活性的所述第二水平低于所述第一水平，则认为所述治疗剂是有效的，并且其中，如

果Notch4表达的所述第二水平与所述第一水平相同或高于所述第一水平，则认为在(b)中
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给予的所述治疗剂是无效的。

[0207] 23)如段落22的方法，其中，所述治疗剂是抑制Notch4的试剂。

[0208] 实施例

[0209] 实施例1

[0210] 引言

[0211] 众所周知，近几十年来，暴露于空气污染、特别是燃烧源排放的颗粒物(PM)在哮喘

发病率和流行增加中起重要作用1-6。在空气污染物中，暴露于PM显示出与不良的呼吸健康

影响具有最强的相关性7-10。这些颗粒已显示出在暴露的宿主中促进Th2和Th17细胞应答并

上调IgE产生11-15。吸入的PM表现出根据尺寸而分级的差异化的气道渗透性(airway 

penetrance)。与截留在鼻咽区域的粗颗粒(CP；直径≥2.5μm)不同，细颗粒(FP；直径≤2.5μ

m)和超细颗粒(UFP；直径≤0.2μm)能够渗透到下呼吸道，在下呼吸道中它们被抗原呈递细

胞(APC)摄取，以介导局部和全身炎症16。APC功能的PM调节可能与PM在促进对变应原的免疫

应答方面的佐剂样效应(adjuvant-like  effect)特别相关13,17。最近的研究已经鉴别出UFP

和FP共同的关键机制，UFP和FP通过该机制增强变应性应答，该机制涉及UFP和FP在APC上诱

导Notch受体配体Jagged1(Jag1)15。此种诱导通过PM相关的芳烃受体(AhR)的多环芳烃

(PAH)的激活而介导，其进而介导了Jag1的转录激活。Jag1与变应原特异性T细胞上的Notch

受体结合，导致变应原特异性T细胞向促进疾病的Th细胞的增强的分化。这些研究既未准确

地鉴别出参与此过程的相关APC种类，也未准确地鉴别出介导对PM诱导的Jag1的应答的靶

Notch受体。

[0212] 肺巨噬细胞先前参与对PM的摄取和应答18-20。它们包括两个主要子集：肺泡巨噬细

胞(AM)，表达高水平的β2整联蛋白CD11c(CD11chi)；以及间质巨噬细胞(IM)，表达中等水平

的CD11c(CD11cint)21,22。研究表明，两个群均通过诱导初始T细胞向Treg细胞分化来促进稳

定状态下的免疫耐受性23,24。然而，炎性刺激物(包括变应原和内毒素)调节共刺激分子的表

达，并改变肺巨噬细胞作为抗原呈递细胞的效力25,26。类似地，AM暴露于PM会改变其功能，使

其具有促炎性27。除靶向肺巨噬细胞外，PM还显示出加强肺树突状细胞(DC)的抗原呈递功

能28。每种APC类型对由PM诱导的变应性气道炎症应答的相对贡献仍有待充分阐明。

[0213] 为了研究PM暴露可以通过其靶向肺APC以促进变应性疾病的机制，采用了一系列

遗传、免疫学和全动物(whole  animal)方法。本文提供了如下的证据，通过涉及Notch4依赖

的变应原特异性T辅助细胞分化的过程，AM中的PM介导的AhR依赖的Jag1诱导在促进变应性

气道炎症中起着关键作用。

[0214] 方法和材料

[0215] 小鼠。先前对Il4raR576和Foxp3EGFP小鼠进行了描述15 ,29,30。从Jax  Lab获得如下小

鼠：BLAB/c(WT)、Ahrfl/fl(Ahrtm3.1Bra)31、Lyz2Cre(CreB6.129P2-Lyz2tm1(cre)Ifo/J)以及CD11cCre

(B6.Cg-Tg(Itgax-cre)1-1Reiz/J)32。从Taconic农场获得DO11.10Rag2–/–小鼠。使它们与

Il4raR576小鼠杂交，以产生DO11.10Rag2–/–Il4raR576Foxp3EGFP小鼠30。Jag1fl/fl小鼠由Freddy 

Radtke博士友好提供33。

[0216] 颗粒。如先前所报道的，在洛杉矶市中心的城市地区收集UFP(≤0.18μm)15。如所描

述的，分析了颗粒的组成组分34。将各个颗粒悬浮在水溶液中，亲水性组分成为溶液的一部

分，而固态不溶性UFP核则处于悬浮状态。如下所指出的，整个混合物经鼻内给予。
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[0217] T细胞与肺巨噬细胞和DC的共培养。通过荧光激活细胞分选术(FACS)从CD4+

DO11.10+RAG2–/–Il4raR576Foxp3EGFP小鼠的脾脏中分离出初始CD4+DO11.10+T细胞。通过FACS

分离AM和IM，并在48孔板中以2×104个细胞进行等分，然后进行假处理或用10μg/ml的UFP

处理过夜。如通过膜联蛋白V染色所评估的，与假处理相比，UFP处理并未诱导增加的细胞凋

亡(数据未示出)。用PBS将APC洗涤两次以除去残留的UFP，然后将T细胞以4×105个细胞/孔

加入到最终体积为0.5ml的10％胎牛血清/RPMI培养基中。如所指出的，用1μM的OVA323-339肽

处理培养物。如所指出的，各自以10μg/ml加入抗鼠Notch  Ab。

[0218] 变应性致敏和激发。通过腹膜内(i.p.)注射处于100μl  PBS中的100μg  OVA使小鼠

对OVA致敏，然后在两周后用处于PBS中的OVA的第二次i.p.注射进行强化。对照小鼠进行假

致敏并用单独的PBS进行强化。从第29天开始，用1％的雾化OVA对经OVA致敏的小鼠和经假

致敏的小鼠两者进行激发，每天30分钟，持续3天。每次OVA气雾剂暴露前两个小时，向小鼠

亚群鼻内(i.n.)给予PBS或UFP(10μg/100μl  PBS/滴注)。对于抗Notch4抗体阻断，将150μg

亚美尼亚仓鼠(Armenian  hamster)抗小鼠Notch4  IgG  mAb(克隆HMN4-14；Bio  X细胞)35或

对照亚美尼亚仓鼠IgG多克隆抗体(Ab)(Bio  X细胞)悬浮于100μl  PBS缓冲液中，在OVA气雾

剂激发期间连续三天每天给予。在致敏后第32天对小鼠实施安乐死并进行分析。对于尘螨

诱导的变应性气道炎症，在方案开始时，使小鼠经鼻内接受处于100μl  PBS中的5μg的冻干

的屋尘螨(D.Pteronyssinus)提取物(Greer)，持续3天，然后在第15天-第17天用相同剂量

的屋尘螨提取物与UFP或不与UFP一起对小鼠进行激发。在第18天对小鼠实施安乐死并分析

气道炎症的测量值(measures)。按照先前发表的方法15,30，获得支气管肺泡灌洗液(BAL)和

肺组织，并分析其细胞组分和T细胞的细胞因子表达。

[0219] 对于AM、IM和DC细胞转移研究，通过FACS从Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ供

体小鼠分离细胞。将细胞培养过夜，进行假处理、或者单独或与10μg/ml的UFP一起加载5nM

肽浓度的OVA 3 2 3 - 3 3 9肽。以10 5个细胞/小鼠，将细胞经气管内转移至经OVA致敏的

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ受体小鼠，两天内重复两次。在第三天对小鼠实施安乐死并分析变

应性气道炎症的不同参数。

[0220] 肺组织病理学染色。如所描述的，用苏木精和曙红(H&E)对石蜡包埋的肺切片进行

染色36。由不知情的操作者对肺部病理进行评分。分别针对血管和气道周围的细胞浸润对炎

症进行评分：0，无浸润；1，炎症细胞很少；2，1个细胞层深的炎症细胞环(ring)；3，2个-4个

细胞深的炎症细胞环；4，>4个细胞深的炎症细胞环37。通过将血管和气道的炎症评分相加来

确定综合评分。通过粘蛋白颗粒的高碘酸席夫(PAS)染色对杯状细胞的数量和分布进行评

估。根据以下量表对单个气道(支气管/细支气管)的杯状细胞增生进行评分：0，无PAS阳性

细胞；1，<5％PAS阳性细胞；2，5％-10％PAS阳性细胞；3，10％-25％PAS阳性细胞；4，>25％

PAS阳性细胞38。

[0221] 统计分析。如所指出的，使用组的学生双尾t检验、单因素和双因素ANOVA以及重复

测量双因素ANOVA与Bonferroni事后检验分析，对试验组进行比较。认为p值<0.05是统计学

上显著的。

[0222] 研究批准。所有动物研究均由波士顿儿童医院动物保护资源办公室(Boston 

Children’s  Hospital  office  of  Animal  Care  Resources)审查并批准。

[0223] 其它方法。本文的在线资料库(例如可见于万维网www.jacionline.org)的方法部
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分提供了信息实时PCR分析、流式细胞术(包括 黄绿色(YG)微球和纳米珠)、

细胞内染色试剂、Ab和方法、IgE  ELISA和气道高反应性的测量。

[0224] 结果

[0225] 肺巨噬细胞是基础和炎症条件下肺中的UFP的主要细胞靶标。为了进一步阐明

Jag1-AhR-Notch途径在UFP促进气道炎症中的作用，在基础以及特别的变应性炎症条件两

者下，首先试图在本文呈现的研究模型中建立PM靶向的APC的详细的免疫表型表征。对UFP

的研究主要集中在，哪些由于其深度渗透性、大的表面积与尺寸比、每质量PAH的较高含量

和诱导氧化应激的较大能力而特别具有毒性39,40。使用OVA诱导的变应性气道炎症模型，该

模型使用Il4raR576小鼠。这些小鼠携带IL-4受体α链(IL-4Rα-R576)变体，通过介导IL-4R

依赖的混合Th2/Th17细胞炎症，该变体单独或与UFP组合介导变应原的过度变应性气道炎

症15,30。通过腹膜内注射OVA使小鼠致敏，然后通过重复吸入PBS(假激发)或1％雾化OVA对小

鼠进行激发。在OVA气雾剂激发前2小时，用与 YG纳米珠(有效直径0.05μm)或

微球(有效直径1μm)组合的UFP经鼻内对小鼠亚群进行处理41。通过流式细胞术对纳米珠荧

光阳性细胞群进行分析(图1A和图1B)。在不存在炎症的情况下(经PBS致敏、OVA处理的组)，

≥95％的纳米珠摄取细胞是CD45+F4/80+CD64+MHCII+CD11bIntCD11cHi肺泡巨噬细胞，而

CD45+F4/80+CD64+MHCII+CD11bHiCD11cInt间质巨噬细胞占总的微球阳性细胞的2％-3％

(图8A-图8G、图9A-图9D和图10A-图10C)42。在由OVA以及尤其是OVA+UFP诱导的变应性气道

炎症的情况下，约85％纳米珠摄取细胞是巨噬细胞，在AM(门控G3)和IM(门控G4)之间以70:

30的比例分布(图1A-图1C)。摄取颗粒的AM群为CD38IntEgr2Hi(M2样)，而IM群为

CD38HiEgr2Int(M1样)(图10A和图10B)43。与它们的M2样表型一致，用UFP对细胞分选的AM进

行体外处理急剧上调了其细胞因子IL-10、CCL17、IL-6和TNF-α的产生，但在其IL-12的基线

产生方面诱发很少的变化(图10C)44,45。剩余的珠(15％)中，约有2/3被CD11chiCD11bintCD8

α+CD103+B220-PDCA1-经典(c)DC捕获46，其余的由Gr1+SiglecFlow嗜中性粒细胞捕获(图

1B、图1C和图8A-图8G)。这些结果表明，在变应性气道炎症的情况下，肺泡巨噬细胞和间质

巨噬细胞是负责清除吸入的UFP的主要细胞亚群。当使用 YG微球珠代替纳米

珠时，获得了相似的细胞定位结果，这与先前发表的数据一致，显示出FP和UFP在促进变应

性气道炎症方面共享相同的AhR-Notch-Jag1作用机制(图11A-图11B)。

[0226] UFP差异性地诱导肺AM中的Jag1表达。UFP在源自骨髓的树突状细胞15和巨噬细胞

中以AhR依赖的方式诱导Jag1表达(图12A)。在从Il4raR576小鼠的肺分离并经假处理或用

UFP体外处理的不同的APC群中检查了Jag1转录物的表达。与IM和DC相比，Jag1表达在AM中

在基线处最高(图1D)。用UFP的体外处理在AM中对Jag1转录物表达进行超诱导，而相同的处

理在IM和DC中与适度增加相关(图1D)。相比之下，用 YG纳米珠处理未能在AM

上诱导Jag1表达(图9A)。尽管在鼻内给予时 YG纳米珠定位于AM，但它也未能

影响由OVA诱导的气道炎症(图9B-图9D)。通过由溶菌酶2基因启动子(Lyz2Cre)驱动的Cre

重组酶进行的floxed  Ahr等位基因的缺失(其在髓系细胞中是活性的)极大降低了

Il4raR576Lyz2CreAhrΔ/Δ小鼠的AM中的Jag1转录物的基线表达，并消除了UFP对其的超

诱导。尽管在其它细胞类型中也发现了类似的趋势，在DC中存在Jag1表达的部分保留。流式

细胞术分析证实了，与其它细胞类型相比，Jag1在AM中的增加的表达及其在Ahr删除后的下
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调(图1E)。类似地，源自骨髓的巨噬细胞中的UFP诱导的Jag1表达受Lyp2Cre驱动的Ahr缺失

的影响(图12A-图12B)。此外，与IM和DC相比，用OVA使小鼠致敏、接着用OVA和UFP激发引起

Jag1在AM上的优先诱导，并且该诱导通过Lyz2Cre驱动的Ahr缺失得以逆转(图12B)。

[0227] 通过使用Lyz2Cre(Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ)在髓系中删除floxed  Jag1基因

进一步确定了这些结果(图1F和图1G)。在基线处和UFP处理后，AM中的Jag1转录物表达和

Jag1表面染色均被完全消除。降低的Jag1转录物表达和Jag1蛋白染色在IM中持续存在，而

它们的水平在DC中不受影响。这些发现证实了在基线处和UFP处理后，AM作为表达Jag1的主

要APC细胞类型，并且该表达通过Ahr依赖的机制进行。它们还显示出，Lyz2Cre优先靶向巨

噬细胞(尤其是AM)中的Jag1，而在DC中却大量保留它，这与先前关于巨噬细胞与树突状细

胞中的Lyz2Cre活性的谱系追踪分析一致47。

[0228] 经UFP处理的AM以Jag1依赖的机制促进Th细胞分化。为了检查UFP对AM中的Jag1表

达的诱导是否增强了变应原诱导的Th细胞分化，使用了涉及初始的Il4raR576DO11.10+CD4

+T细胞(该细胞源自DO11.10+Rag2-/-小鼠)的体外Th细胞分化系统。将初始的DO11.10+CD4

+T细胞与经FACS纯化的AM(分离自Il4R576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠)一起孵育。

用PBS对AM进行假冲击、或者用单独的OVA肽OVA323-339或用与UFP一起的OVA肽OVA323-339

对AM进行冲击。在孵育期结束时，在门控的CD4+Foxp3-(非调节性)T细胞中对Th细胞的细胞

因子表达进行分析。如通过流式细胞术染色所揭示的，与经OVA323-339肽冲击的IL4RR576 

AM的共培养引起DO11.10+CD4+Foxp3-T细胞对IL-17、IL-13和IL-4的产生增加，以及增加更

低程度的IFN-γ(图2A、图2B和图13A-图13D)。通过添加UFP(10μg/ml)，前三种细胞因子的

表达显著上调，而IFN-γ的表达下调，这与过度的Th2/Th17偏移(skewing)一致30。相比之

下，当使用Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/ΔAM作为APC时，OVA323-339对DO11.10+CD4+T细胞中

的IL-17、IL-13和IL-4表达的诱导被适度抑制，并且UFP对它们的超诱导被完全消除。在那

些共培养物中，IFN-γ的表达也受到严重损害(图2A和图2B)。

[0229] 还使用了DO11.10细胞体外Th细胞分化系统，来检查UFP处理对AM支持初始的变应

原特异性T细胞分化为诱导的Treg细胞的能力的影响。在不存在UFP的情况下，荷载OVA323-

339的AM驱使高达40％的初始的Il4raR576DO11.10+CD4+T细胞分化为Foxp3+诱导的调节性

T(iTreg)细胞。用UFP处理部分抑制iTreg细胞分化，而不依赖于Jag1表达(图3A和图3B)。然

而，重要的是，OVA323-339肽呈递的AM的UFP处理使形成的iTreg细胞偏移以分泌Th2/17细

胞的细胞因子(包括IL-4、IL-13和IL-17)而非Th1细胞因子IFN-γ。通过AM中的Jag1的缺失

在很大程度上逆转了这种偏向(图3C和图3D)。这些结果指出，部分地通过以Jag1依赖的方

式使新形成的iTreg细胞失去稳定性而向Th2/17细胞分化，UFP不利地影响了变应原特异性

iTreg细胞的分化。

[0230] 髓系中的Jag1缺失消除了UFP对变应性气道炎症的增强。为了确定AM上的Jag1表

达在支持UFP体内上调变应性气道炎症中的作用，首先使用Lyz2Cre来删除髓系细胞中的

Ahr-Jag1遗传回路的组成基因。相应地，Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠和Il4raR576小

鼠通过腹膜内注射OVA进行致敏，然后通过吸入1％雾化的OVA进行激发。对照小鼠用PBS假

致敏并用雾化的OVA激发。在OVA气雾剂激发之前2小时，用UFP(10μg/滴注)或PBS经鼻内对

小鼠亚群进行处理41。用OVA对Il4raR576小鼠进行的致敏和激发导致强烈的气道炎症应答，

其特征在于气道炎症和高反应性、BAL液中的T细胞浸润和嗜酸性粒细胞增多、总的和OVA特
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异性的血清IgE应答升高、以及Th2和Th17细胞应答增加(图4A-图4K)。在OVA激发阶段期间，

通过UFP暴露显著增强了所有的这些参数。Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠的OVA致敏和

激发还产生了强烈的变应性气道炎症应答，其与在经OVA致敏和激发的Il4raR576小鼠中注

意到的相似。然而，在Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中，UFP对变应性气道炎症的所有上

述参数的增强被完全消除，表明在髓系中的Jaf1表达是UFP在气道中发挥其促炎作用的必

要条件(图4A-图4I)。

[0231] 还用屋尘螨(D.pteronyssinus，一种常见且强效的人变应原)提取物检查了，髓系

细胞中的Jag1表达介导UFP增强变应性气道炎症(其由经鼻内处理的Il4raR576小鼠而诱

导)的作用。结果与用OVA致敏和激发观察到的结果一致。虽然UFP增强了通过用低剂量的屋

尘螨(5μg)处理Il4raR576小鼠诱导的气道炎症，但在Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中

这一作用被消除 (图14 A -图14M)。Il 4 ra R 5 7 6小鼠中的Ahr的髓系特异性缺失

(Il4raR576Lyz2CreAhrΔ/Δ)也消除了UFP增强由OVA诱导的变应性气道炎症的各种参数

的能力，这与用于UFP对Jag1表达的诱导的AhR信号传导的要求是一致的(图15A-图15N)。相

比之下，在所有CD11c+APC谱系中使用CD11cCre删除Jag1并不会抑制UFP对气道炎症的促进

作用，而实际上加重了这种促进作用，这表明在AM中UFP的Jag1诱导是它们获得促炎功能的

独特和特定的要求(图16A-图16F)。

[0232] AM中的Jag1表达足以介导UFP对变应性气道炎症的上调。为了具体确立AM中的

J a g 1 表 达 在 U F P 加 重 变 应 原 诱 导 的 气 道 炎 症 中 的 作 用 ，检 查 了 转 移 到

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中时AM挽救UFP效应的能力。相应地，从Il4raR576或

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠分离AM，所述小鼠经假处理或在存在或不存在UFP的情况

下荷载有OVA323-339肽。将细胞转移到用OVA致敏的Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠的气

道中 ，然后检查其对变应性气道炎症的 诱导。结果揭示了 ，向经 O V A致敏的

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中转移Jag1充足的经OVA323-339肽冲击和UFP处理的

Il4raR576  AM重现了由UFP诱导的加重的变应性气道炎症的所有迹象(stigmata)，包括组

织炎症增强、气道高反应性增加、血清总IgE和OVA特异性IgE增加、以及BAL液的CD4+T细胞

浸润和嗜酸性粒细胞增多(图5A-图5G)。其还增强了Th细胞因子的产生和Treg细胞去稳定

化而成为T h细胞样表型 (图 5 H -图5O) 。相比之下，经类似处理的Ja g 1缺损的

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/ΔAM的转移未能做到，表明AM的Jag1表达足以恢复UFP增强变应

原诱导的气道炎症的能力。

[0233] 当经气管内转移至经OVA致敏的Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠中时，还检查了

从Il4raR576或Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠的肺分离并经假处理、或荷载有OVA323-

339或OVA323-339+UFP的IM和DC促进气道炎症的能力。然而，与Jag1充足的AM的情况不同，

经转移的IM不论其处理模式都不能促进变应性气道炎症(图17A-图17F)。经转移的DC也不

能诱导气道高反应性。与AM相比，荷载OVA323-339的DC诱导了嗜酸性粒细胞和Th细胞的亚

最佳组织的浸润(suboptimal  tissue  infiltration)，而其未被UFP处理增强。这些结果与

Jag1充足的AM在促进气道炎症中以及UFP对其的超诱导中的独特作用相一致(图17G-图

17L)。

[0234] UFP对变应原诱导的Th细胞分化的促进涉及Jag1-Notch4相互作用。接下来确定在

UFP处理时各Notch受体在介导由AM表达的Jag1的促炎效果中的作用。相应地，首先在经
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FACS纯化的CD4+EGFP-T常规细胞和CD4+EGFP+Treg细胞(分离自Il4raR576Foxp3EGFP小鼠)

中对不同Notch受体的离体表达进行了分析。从未经操纵的小鼠的脾脏、以及从不具有或具

有UFP共同处理的经受变应性气道炎症的小鼠的肺中分离细胞。脾脏CD4+T细胞主要表达

Notch1和Notch2(数据未示出)，与先前的结果一致48。相比之下，在从经OVA致敏并经OVA+

UFP激发的小鼠的肺中分离的CD4+T细胞中，Notch4表达被上调，成为四个Notch受体中最高

的(图18)。Notch1和Notch2的表达也被上调，但程度较小，而Notch3的表达则下降。

[0235] 受上述结果的启示，接下来使用图2A和图2B中所述的体外共培养系统，以确定中

和Notch1、Notch2和Notch4  Ab来对如下进行逆转的能力：OVA323-339肽呈递AM的UFP处理

对应答性DO11.10  T细胞的Th细胞的细胞因子的产生的增强。将经FACS纯化的Jag1充足的

(Il4raR576)或Jag1缺损的(Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ)AM进行假处理、或用单独的

OVA323-339肽或用与UFP一起的OVA323-339肽进行处理。在同型对照mAbs或对单个Notch受

体而言特异性的中和mAbs的存在下，将它们与初始的Il4raR576DO11 .10+CD4+T细胞共培

养，并检查T细胞的Th细胞的细胞因子表达。如所预期的，经OVA323-339肽冲击的Il4raR576 

AM的UFP处理上调了DO11.10+CD4+Foxp3-T细胞对IL-17、IL-13和IL-4的产生，对IFN-γ上

调的程度要小得多，而当使用Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/ΔAM作为APC时，这一作用被消除。

重要的是，通过用高度特异性的中和抗Notch4  mAb共同处理，UFP对Th细胞的细胞因子(包

括IL-4、IL-13和IL-17)表达的上调被一律抑制(图6A和图6B以及图19A-图19D)49。抗Notch4 

mAb还抑制由单独的OVA或与UFP一起的OVA诱导的剩余的IFN-γ产生。相比之下，用对其它

Notch受体而言特异性的中和mAb处理产生了部分和/或选择性的抑制结果(图19A-图19D)。

当与经UFP处理的OVA323-339肽呈递AM一起培养时，抗Notch4  mAb还阻抑DO11 .10+CD4+

Foxp3+iTreg细胞的Th细胞的细胞因子的产生(图20A-图20B)。值得注意的是，用抗Notch4

进行的处理偶尔会阻抑剩余的Th细胞的细胞因子产生(例如IL-4产生)，超出了Jag1激活所

能解释的范围，这表明通过Notch4起作用的其它Notch配体在支持此种Th细胞应答中的额

外影响。

[0236] 在经OVA323-339和UFP处理的AM与Il4raR576CD4+DO11.10+Rag2-/-T细胞的体外

共培养物中，进一步确定了抗Notch4  mAb阻断变应原特异性T细胞中的Notch信号传导的特

异性和功效，其中用抗Notch4  mAb处理阻断了Notch靶基因Hes1、Hey1和Nrarp的转录上调

(图21A-图21C)。总体而言，本文呈现的这些发现表明Notch4是关键的Notch受体，经由该受

体Jag1通过促进Th细胞分化来介导对UFP的炎症应答。

[0237] Notch4抑制阻抑了UFP对变应性气道炎症的加重。考虑到中和抗Notch4  mAb在对

由变应原肽呈递AM的UFP处理诱导的变应原特异性Th细胞的增强的体外分化进行逆转中的

功效，检查了抑制Notch4对UFP诱导的变应性气道炎症应答的加重的影响。相应地，在激发

阶段期间用抗Notch4或同型对照mAb对用单独的OVA或用与UFP一起的OVA致敏和激发的

Il4raR576小鼠进行处理，然后分析气道变应性炎症应答的各种参数。在组织炎症、气道高

反应性、BAL液嗜酸性粒细胞增多、血清总IgE应答和OVA特异性IgE应答以及气道Th2和Th17

细胞应答方面而言，抗Notch4  mAb处理对OVA诱导的变应性气道炎症影响很小或没有影响。

相比之下，它完全抑制了由UFP诱导的上述参数的增强，从而表明Notch4介导UFP对变应性

气道炎症的增强作用(图7A-图7G)。

[0238] 讨论
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[0239] 先前的研究证明，与交通有关的PM(包括UFP和FP)通过如下来促进变应性气道炎

症：以AhR依赖的方式诱导APC上的Jag1表达，进而激活Notch信号传导，以通过变应原特异

性T细胞增强Th细胞因子的表达15。然而，这些研究没有教导Notch4作为减轻气道炎症的潜

在治疗靶标。与其它的肺APC相比，由于它们对纳米颗粒和微粒的狂热摄取(avid  uptake)

以及在PM摄取时它们对Jag1表达的超诱导，本文呈现的数据将AM鉴别为PM的关键靶标。另

外，本文提出了将T细胞上的Notch4鉴别为如下的关键介导物：经UFP处理的AM对变应原特

异性Th细胞分化和iTreg细胞失稳的Jagl依赖的上调。通过中和抗Notch4mAb进行的Notch4

抑制完全消除了UFP对变应性气道炎症的上调。因此，这些研究证实了在变应性气道炎症

中，细胞元件(包括AM和变应原特异性CD4+Th细胞和Treg细胞)以及分子效应物(包括Jag1

和Notch4)参与介导PM激活的AhR-Jag1-Notch回路的促炎作用。

[0240] 由于它们下调DC的抗原呈递能力50并促进iTreg细胞分化23，已表明AM在气道中的

耐受性的稳态维持。与DC相比，AM在呈递抗原方面也不太有效，这一缺陷可通过提供辅助信

号(例如与CD28或IL-2共同刺激T细胞)来克服51,52。由PM介导的AhR激活对AM中的Jag1表达

的上调可使得能够用Jag1-Notch进行有效的抗原呈递，该Jag1-Notch作为增大Th细胞的细

胞因子产生的共受体对而起作用53。本文呈现的结果清楚地证明了，对于在其髓系中缺乏

Jag1的小鼠中挽救UFP对变应性气道炎症的增强而言的Jag1充足的AM的必需和充分的作

用。在炎症条件下，注意到IM对纳米颗粒的摄取增加，这可能部分反映了发炎的肺组织中的

该后一细胞的增加的丰度和/或它们对这些颗粒的提高的亲合力。然而，用IM或DC对

Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ小鼠的重构未能挽救对UFP的炎症应答，这表明Jag1充足的AM在此

过程中的必要的作用。

[0241] 虽然AM上的Jag1的缺失逆转了UFP诱导的变应性气道炎症的增强，但在不存在UFP

的情况下，它也减弱了变应原诱导的气道炎症的一些参数，例如肺组织中的CD4+T细胞的动

员(图4A-图4O和图5A-图5O)。这些发现表明，在不进行UFP处理的情况下，AM上的剩余的

Jag1表达可有助于变应原诱导的气道炎症，并且UFP起了极大放大这一过程的作用。

[0242] 出人意料的是，本文呈现的发现将Notch4鉴别为关键的Notch受体，通过该受体

UFP介导了其在上调变应性气道炎症中的作用。Notch4抑制对变应原特异性T细胞向不同的

Th细胞亚群的UFP和AM依赖的体外分化提供了有效和一致的阻抑。相比之下，抑制其它

Notch受体(包括Notch1和Notch2)对Th细胞的细胞因子表达提供了选择性和/或部分抑制。

Notch4抑制还阻抑了UFP对小鼠中的变应性气道炎症的加重。NOTCH4基因座先前与重度哮

喘相关54，表明该途径可能调节疾病的严重程度，尤其是当其涉及到环境暴露(例如UFP)时。

[0243] 与其它Notch受体相比，AM上表达的Jag1可能优先与Notch4相互作用。可替代地或

并行地，与其它Notch受体相比，Notch4可通过Notch经典和非经典的信号传导机制来差异

化地增大Th细胞的细胞因子的产生、或者可指导Th细胞因子的特异性产生53，55。Notch4信号

传导也使iTreg细胞的分化不稳定，引起其产生Th细胞的细胞因子。此类iTreg细胞表型与

阻抑功能下降和谱系不稳定性有关，潜在地导致Treg细胞最终分化为Th细胞系30，56。在变应

性气道炎症中，Th和Treg细胞群中的不同的Notch受体的独特的专用功能可为靶向治疗干

预提供机会。最后并且除了靶向T细胞外，中和Notch4  mAb还可用于调节参与动员气道炎症

应答的其它细胞元件(例如血管内皮)57，58。
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[0304] T辅助细胞分化中的Notch信号传导。在免疫细胞中，Notch在各种T细胞系的发育

和分化的多个阶段被激活2，3。例如，初始的CD8+  T细胞的激活需要通过Notchl或Notch2结

合抗原呈递细胞上的DLL1，并引起脱中胚蛋白(Eomes)、粒酶B和IFNγ的表达。Norch信号传

导还指导T辅助(Th)细胞亚群的分化2，3。在初始的CD4+  T细胞中，DLL1和DLL4激活Notch信

号传导和Tbx21的转录，后者编码Th1细胞的转录调节因子T-bet。在Th2细胞的分化过程中，

Jagged1和Jagged2对Notch1和Notch2的激活有助于GATA3和IL-4的表达。据报道，Notch1信

号传导通过促进RORγt和IL-9的表达而在辅助T细胞的Th17和Th9亚群的分化中是重要

的4，5。

[0305] 在小鼠中的研究显示出，用γ-分泌酶抑制剂抑制Notch加工、或抑制具有显性失

活MAML1的CD4+  T细胞中的Notch功能降低了针对胃肠蠕虫、鼠鞭虫(Trichuris  muris)和

变应原激发的肺变应性应答的保护性Th2免疫力，并阻抑了Th1介导的炎症6。另外，最近的

研究集中在Notch信号传导在Treg分化和功能中的作用。Treg细胞中的Notch信号传导的阻

抑看起来驱动超调节表型，并且具有Foxp3+  T细胞中的RBPJ或Notch1或Pofut1的靶向缺失

的小鼠被保护免于致命的GvHD。相比之下，过表达Notch1的构建型活性形式N1c的Treg细胞

看起来将Treg细胞极化成更加Th1样的表型，驱动了自身免疫表型。Notch信号传导在负向
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调节变应性气道炎症中的作用在很大程度上是未知的。如下所详述的，我们的研究揭露了

Notch4的可诱导性Treg细胞特异性表达在促进气道炎症中的关键作用。这一途径的特征及

其作为治疗干预靶标的潜力是本方案的主题。

[0306] 创新

[0307] 发现Notch4信号传导在气道炎症中的作用定义了疾病发病机理中迄今尚未明确

的新途径，该途径有望成为哮喘治疗干预的靶标。此外，通过本文呈现的数据证明，该途径

主要起使气道炎症中的Treg细胞功能失效的作用，表明其靶向作用将允许有效的变应原特

异性Treg细胞应答和可能的长期致耐受性效应。本文详细描述了Notch4在人哮喘中的作用

的范围以及该途径如何靶向Treg细胞亚群以使其功能失效。

[0308] Treg细胞中的Notch信号传导不利地影响气道炎症。

[0309] 先前已经描述了Treg细胞内在的Notch信号传导在控制外周耐受中的负面功能8。

为了确定Treg细胞中的Notc h信号传导在气道炎症中的作用，使用了下述小鼠

(Foxp3GFPCrePofut1Δ/Δ)，在该小鼠中通过使用Foxp3基因驱动的Cre重组酶的编码Pofut1酶

的基因的细胞系特异性删除而特异性地使Treg细胞中的Notch信号传导失活8。Pofut1介导

Notch受体的o-岩藻糖基化，这是它们的糖基化中必不可少的事件并且对它们的功能至关

重要9。其缺损会消除经由所有Notch受体的信号传导10。与经类似的致敏和激发的Pofut1充

足的对照Foxp3GFPCre小鼠相比，经OVA致敏和激发的Foxp3GFPCrePofut1Δ/Δ小鼠表现出显著降

低的组织炎症和气道高反应性(AHR)、肺组织嗜酸性粒细胞增多和嗜中性粒细胞增多、总

IgE应答和OVA特异性IgE应答以及肺组织Th2和Th17细胞浸润(图22A-图22H)。使用另一种

Foxp3驱动的Cre重组酶(Foxp3YFPCre；数据未示出)发现了相似的结果。

[0310] 为了确定经典与非经典途径在介导Notch信号传导对气道炎症中的Treg细胞的影

响中的作用，考查了在Treg细胞中删除编码经典Notch因子RBPJ的Rbpj对气道反应性的影

响8,11。结果表明，具有Rpbj的Treg细胞特异性删除的小鼠(Foxp3YFPCreRpbjΔ/Δ)表现出降低

的AHR和组织嗜酸性粒细胞增多的中间表型，介于Foxp3CrePofut1Δ/Δ和Foxp3YFPCre小鼠之间

(图22A-图22H)。显著地，RBPJ缺损的Treg细胞阻抑了气道嗜酸性粒细胞增多(而非嗜中性

粒细胞增多)和Th2细胞应答(而非Th17细胞应答)，这表明需要Treg细胞特异性的经典的

(RBPJ依赖的)Notch信号传导来控制气道Th17细胞应答。检查了单独的Notch受体在气道炎

症中调节Treg细胞功能中的作用。然而，先前已经发现，Treg细胞中的Notch1的删除使得它

们能够调节Th1应答8，floxed  Notch1或Notch2等位基因的Treg细胞特异性删除对变应性

气道炎症没有影响(图22A-图22H)。因此，Treg细胞中的Notch经典途径和非经典途径最有

可能通过Notch3和/或Notch4信号传导来促进变应性气道炎症(也参见图23)。

[0311] 最后，Treg细胞特异性Pofut1删除以与单独的OVA类似的方式显著阻抑了UFP对

OVA诱导的变应性气道炎症的加重(图23)。再次，Treg细胞特异性的Rbpj删除产生了中间表

型，而Notch1删除没有影响。各个小鼠品系中的Th细胞的细胞因子的表达与图22A-图22H中

观察到的相似。这些结果表明，Treg细胞中的Notch信号传导的激活是变应原和PM共享的促

进气道炎症的共同机制(图23)。

[0312] Notch4控制气道炎症中的Treg细胞应答。

[0313] Notch1/Notch2看起来是在T细胞上表达的主要受体，然而Notch1或Notch2  KO动

物的表型以及所观察到的g-分泌酶抑制剂的毒性限制了这些工具(axes)对炎性疾病的临
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床干预。相比之下，Notch4  KO小鼠的表型是非常良好的(benign)，一些数据支持了该受体

在发育和生理学中的引人注目的作用。Chatila实验室的最新数据表明，响应于气道中的变

应原激发(单独或与由车辆内燃机产生的环境超细颗粒物(UFP)协同OVA/UFP激发)，Notch 

4表达看起来优先在肺驻留Treg细胞上升高，驱动GATA3表达和Treg细胞的Th2细胞样表型

(其在气道炎症中起关键作用)。

[0314] 先前已显示，内燃机产生的超细颗粒(UFP)(以及较粗的细颗粒)通过诱导肺中的

抗原呈递细胞上的Jagged  1(Jag1)表达来促进变应性气道炎症12。Jag1转而与变应原特异

性T细胞上的Notch受体相互作用，以加重变应性气道炎症。

[0315] 肺泡巨噬细胞被鉴别作为UFP作用位点特别令人感兴趣，因为这些细胞类型介导

了气道中的变应原特异性Treg细胞的诱导13。这一发现表明，Treg细胞的破坏是UFP加重炎

症应答的潜在机制。显示出，尽管Treg细胞上的Notch1或Notch2删除不会影响经单独的变

应原卵清蛋白(OVA)或经与UFP一起的OVA致敏和激发所诱导的气道炎症，但Pofut1(Notch

岩藻糖基化酶，对Notch的信号传导功能至关重要)的删除几乎完全消除了变应原和UFP诱

导的气道炎症。相较于经假致敏的小鼠，在经OVA致敏并经OVA或OVA+UFP激发的小鼠的、经

细胞分选的肺驻留CD4+Foxp3+  Treg细胞和CD4+Foxp3-  Tconv细胞中，使用气道炎症的OVA

模型来检查Notch1-Notch4转录物。结果表明，在经OVA致敏并经OVA或尤其是OVA+UFP激发

的小鼠中，肺驻留CD4+Foxp3+  Treg细胞(而非CD4+Foxp3-  Tconv细胞)中的Notch4转录物被

显著上调(图24A)。相比之下，与Notch4的转录物相比，其它Notch受体的转录物未改变或略

有增加(数据未示出)。用抗Notch4  mAb染色揭示了Treg细胞上的Notch4表达在驻留Treg细

胞中被类似地上调，但在经OVA和OVA+UFP处理的小鼠的驻留Tconv细胞中仅被略微上调(图

24B-图24C)。

[0316] 使用遗传小鼠模型对Treg细胞中的Notch4上调在气道炎症中的功能意义进行了

研究，在该模型中使用Foxp3驱动的Cre重组酶(Foxp3YFPCre)在Treg细胞中特异性地删除了

floxed  Notch4等位基因。当用OVA致敏并随后用OVA或OVA/UFP激发时，与具有Notch4充足

的Treg细胞的小鼠相比，在其Treg细胞中具有删除的Notch4的经OVA致敏的小鼠

(Foxp3YFPCreNotch4Δ/Δ)表现出显著减弱的气道炎症应答，并具有降低的气道阻力、组织炎

症、嗜酸性粒细胞增多和OVA特异性IgE应答(图23)。Foxp3YFPCreNotch4Δ/Δ小鼠中的减弱的

气道炎症应答与我们先前在Foxp3YFPCrePofut1Δ/Δ小鼠的资助提案中所显示的相似，由于岩

藻糖基化酶Pofut1的缺损，Foxp3YFPCrePofut1Δ/Δ小鼠的Treg细胞中的Notch信号传导被消

除，表明通过Notch4进行的信号传导负责气道炎症中的Treg细胞中的Notch信号传导的大

部分(如果不是全部)免疫失调作用。显著地，在Treg细胞中的Notch4缺失后，由OVA或OVA/

UFP诱导的气道炎症被降低至相同水平，表明Notch4信号传导是与变应原介导的气道炎症

和UFP介导的气道炎症均相关的共同途径。虽然肺泡巨噬细胞中的Jagl缺失消除了UFP对气

道炎症的增强，但它对变应原诱导的气道炎症影响很小，表明不同的Notch配体(一种由OVA

诱导，对其的鉴别目前正在研究中；而另一种为由UFP诱导的Jagl)与Tre细胞上的Notch4相

互作用，以介导气道炎症。

[0317] 总体而言，本文呈现的这些结果表明，Notch4是驱动变应性炎症的关键途径，该途

径对变应原和环境颗粒物污染物而言是共同的，并且它通过影响组织Treg细胞的可塑性变

化而起作用，从而导致对变应原丧失耐受性。此外，有关小儿重度哮喘患者的初步数据表
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明，与正常的健康对照相比，Notch4在患者外周血Treg细胞上的表达升高，示出了可在哮喘

患者中作为疾病的生物标记物和用于治疗目的而监测的溢出效应(spill-over  effect)。

综上所述，这些数据表明，靶向Notch4可能是在哮喘患者中恢复正常的气道稳态的一种方

法，并可能扩展至其它疾病，例如慢性阻塞性肺病(COPD)。
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