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本文公开了提高包括例如癌症患者的有需

要的患者的免疫应答和/或活性的TGFβ拮抗剂

和ActRII拮抗剂以及方法。例如，公开了在癌症

治疗中、以及在诱导免疫应答、治疗或预防免疫

耗竭、诱导或增强针对抗原的免疫应答、针对病

原体或癌症与病原体或癌症抗原组合进行疫苗

接种以及增强由疫苗诱导的免疫应答的方法中

使用ActRIIB-Fc和TGFβ抗体的组合的方法。进

一步包括在所述方法中的抗TGF-β单一疗法。
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1.一种诱导或增强患者的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者给予：

a.ActRII拮抗剂；和

b.TGFβ拮抗剂，

其中所述ActRII拮抗剂和所述TGFβ拮抗剂是以有效量给予。

2.一种治疗患者的癌症或肿瘤的方法，其包括向有需要的患者给予：

a.ActRII拮抗剂；和

b.TGFβ拮抗剂，

其中所述ActRII拮抗剂和所述TGFβ拮抗剂是以有效量给予。

3.一种治疗或预防患者的免疫耗竭的方法，其包括向有需要的患者给予：

a.ActRII拮抗剂；和

b.TGFβ拮抗剂，

其中所述ActRII拮抗剂和所述TGFβ拮抗剂是以有效量给予。

4.一种诱导或增强患者的针对抗原的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者给予：

i)TGFβ拮抗剂，ii)ActRII拮抗剂，和iii)所述抗原，其中所述TGFβ拮抗剂、所述ActRII拮抗

剂和所述抗原是以有效量给予。

5.一种针对病原体或癌症对患者进行疫苗接种的方法，其包括向有需要的患者给予：

i)TGFβ拮抗剂，ii)ActRII拮抗剂，和iii)病原体或癌症抗原，其中所述TGFβ拮抗剂、所述

ActRII拮抗剂和所述抗原是以有效对所述患者进行疫苗接种的量来给予。

6.一种增强患者的由疫苗诱导的免疫应答的方法，其包括以有效增强患者的由所述疫

苗诱导的免疫应答的量向所述患者给予：i)TGFβ拮抗剂，和iii)ActRII拮抗剂。

7.一种增强患者的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者给予有效量的转化生长因

子β(TGFβ)拮抗剂。

8.一种治疗患者的癌症或肿瘤的方法，其包括向有需要的患者给予有效量的TGFβ拮抗

剂。

9.一种治疗或预防患者的免疫耗竭的方法，其包括向有需要的患者给予有效量的TGFβ

拮抗剂。

10.一种诱导或增强患者的针对抗原的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者给予：

i)TGFβ拮抗剂和ii)所述抗原，其中所述TGFβ拮抗剂和所述抗原是以有效量给予。

11.一种针对病原体或癌症对患者进行疫苗接种的方法，其包括向有需要的患者给予：

i)TGFβ拮抗剂和ii)病原体或癌症抗原，其中所述TGFβ拮抗剂和所述抗原是以有效对所述

患者进行疫苗接种的量来给予。

12.一种增强患者的由疫苗诱导的免疫应答的方法，其包括以有效增强患者的由所述

疫苗诱导的免疫应答的量向所述患者给予TGFβ拮抗剂。

13.根据任一前述权利要求的方法，其中所述患者患有癌症或肿瘤。

14.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的或增强的免疫应答是针对癌症或

肿瘤。

15.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的或增强的免疫应答抑制所述患者

体内癌症或肿瘤细胞的生长。

16.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的或增强的免疫应答降低所述患者
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的癌症或肿瘤细胞负担。

17.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的或增强的免疫应答治疗或预防癌

症或肿瘤转移。

18.根据任一前述权利要求的方法，其中所述癌症或肿瘤促进所述患者的免疫抑制。

19.根据任一前述权利要求的方法，其中所述癌症或肿瘤促进所述患者的免疫细胞耗

竭。

20.根据任一前述权利要求的方法，其中所述癌症或肿瘤促进T细胞耗竭。

21.根据任一前述权利要求的方法，其中所述癌症或肿瘤对免疫疗法有反应。

22.根据任一前述权利要求的方法，其中所述患者患有选自以下的癌症或肿瘤：白血

病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、

间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌

(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳

腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。

23.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的或增强的免疫应答是针对病原体。

24.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的、刺激的或增强的免疫应答治疗或

预防所述患者的病原体感染。

25.根据任一前述权利要求的方法，其中所述病原体促进所述患者的免疫抑制。

26.根据任一前述权利要求的方法，其中所述病原体促进所述患者的免疫细胞耗竭。

27.根据任一前述权利要求的方法，其中所述病原体促进T细胞耗竭。

28.根据任一前述权利要求的方法，其中所述病原体对免疫疗法有反应。

29.根据任一前述权利要求的方法，其中所述病原体选自：细菌、病毒、真菌或寄生虫病

原体。

30.根据任一前述权利要求的方法，其中所述患者有发生免疫耗竭的风险。

31.根据任一前述权利要求的方法，其中所述患者患有与免疫耗竭相关的疾病或病症。

32.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的或增强的免疫应答包含T细胞免疫

应答。

33.根据任一前述权利要求的方法，其中所述抗原是癌症或肿瘤抗原。

34.根据任一前述权利要求的方法，其中所述癌症或肿瘤抗原与选自以下的癌症或肿

瘤相关：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细

胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃

癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生

异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。

35.根据任一前述权利要求的方法，其中所述抗原是病原体抗原。

36.根据任一前述权利要求的方法，其中所述病原体抗原与选自以下的病原体相关：细

菌病原体、病毒病原体、真菌病原体或寄生虫病原体。

37.根据任一前述权利要求的方法，其中所述癌症或病原体抗原是根据疫苗接种方案

来给予。

38.根据任一前述权利要求的方法，其中所述启动的或增强的免疫应答针对癌症或病

原体对所述患者进行疫苗接种。
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39.根据任一前述权利要求的方法，其中向所述患者进一步给予用于治疗癌症或肿瘤

的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。

40.根据任一前述权利要求的方法，其中向所述患者进一步给予用于治疗病原体的一

种或多种其他活性剂和/或支持疗法。

41.根据任一前述权利要求的方法，其中向所述患者进一步给予一种或多种其他免疫-

肿瘤学药剂。

42.根据权利要求41的方法，其中所述一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单

抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单抗、阿替利珠单抗、程序性死亡配

体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞

毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)和程序性死亡受体-1(PD-1)结合

剂(例如，PD-1抗体)。

43.根据任一前述权利要求的方法，其中所述患者没有患自身免疫疾病。

44.根据任一前述权利要求的方法，其中所述患者没有正在经历组织或器官移植或者

尚未接受组织或器官移植。

45.根据任一前述权利要求的方法，其中所述患者没有患移植物抗宿主病。

46.根据任一前述权利要求的方法，其中所述TGFβ拮抗剂结合至TGFβ2。

47.根据任一前述权利要求的方法，其中所述TGFβ拮抗剂抑制TGFβ2。

48.根据权利要求47的方法，其中所述TGFβ拮抗剂在基于细胞的测定中抑制TGFβ2。

49.根据权利要求46-48中任一项的方法，其中所述TGFβ拮抗剂抑制进一步结合至TGFβ

1和/或TGFβ3。

50.根据权利要求49的方法，其中所述TGFβ拮抗剂抑制TGFβ1和/或TGFβ3。

51.根据权利要求46的方法，其中所述TGFβ拮抗剂基本上不结合至TGFβ1和/或TGFβ3

(例如，以大于1x  10-7M的KD结合至TGFβ1和/或TGFβ3)。

52.根据任一前述权利要求的方法，其中所述TGFβ拮抗剂是抗体或抗体组合。

53.根据权利要求52的方法，其中所述抗体结合至TGFβ2。

54.根据权利要求52的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至TGFβ1和TGFβ3。

55.根据权利要求52的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3。

56.根据权利要求52-55中任一项的方法，其中所述抗体是多特异性抗体。

57.根据权利要求56的方法，其中所述抗体是双特异性抗体。

58.根据权利要求52-57中任一项的方法，其中所述抗体或抗体组合进一步结合至选自

以下的一种或多种配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9。

59.根据权利要求58的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至激活素。

60.根据权利要求59的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至激活素A。

61.根据权利要求52-60中任一项的方法，其中所述抗体或抗体组合进一步结合至i)

ActRIIA，ii)ActRIIB，或iii)ActRIIA和ActRIIB。

62.根据权利要求55的方法，其中所述抗体是夫苏木单抗。

63.根据权利要求1-51中任一项的方法，其中所述TGFβ拮抗剂是TGFβRII多肽。

64.根据权利要求63中任一项的方法，其中所述TGFβRII多肽选自：

a)包含与SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、
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93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；和

b)包含与SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽。

65.根据权利要求63或64的方法，其中所述TGFβRII多肽是融合蛋白，其进一步包含免

疫球蛋白Fc结构域。

66.根据权利要求65的方法，其中所述免疫球蛋白Fc结构域是IgG1  Fc免疫球蛋白结构

域。

67.根据权利要求65或66的方法，其中所述融合蛋白包含定位于所述TGFβRII多肽结构

域与所述免疫球蛋白Fc结构域之间的接头结构域。

68.根据权利要求67的方法，其中所述接头选自：GGG(SEQ  ID  NO:27)、GGGG(SEQ  ID 

NO:28)、TGGGG(SEQ  ID  NO:29)、SGGGG(SEQ  ID  NO:30)、TGGG(SEQ  ID  NO:31)、SGGG(SEQ  ID 

NO:32)或GGGGS(SEQ  ID  NO:33)。

69.根据权利要求65-68中任一项的方法，其中所述融合蛋白选自：

a.包含与SEQ  ID  NO:148的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；和

b.包含与SEQ  ID  NO:150的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽。

70.根据权利要求63-69中任一项的方法，其中所述多肽或融合蛋白包含选自以下的一

个或多个氨基酸修饰：糖基化氨基酸、聚乙二醇化氨基酸、法尼基化氨基酸、乙酰化氨基酸、

生物素化氨基酸和缀合至脂质部分的氨基酸。

71.根据权利要求70的方法，其中所述多肽或融合蛋白是糖基化的并且具有哺乳动物

糖基化模式。

72.根据权利要求71的方法，其中所述多肽或融合蛋白具有可从中国仓鼠卵巢细胞系

获得的糖基化模式。

73.根据权利要求63-72中任一项的方法，其中融合蛋白的所述多肽结合至TGFβ1和TGF

β3。

74.根据权利要求73的方法，其中所述多肽或融合蛋白抑制TGFβ1和TGFβ3。

75.根据任一前述权利要求的方法，其中所述ActRII拮抗剂结合至选自以下的一种或

多种配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9。

76.根据任一前述权利要求的方法，其中所述ActRII拮抗剂抑制选自以下的一种或多

种配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9。

77.根据权利要求75的方法，其中所述ActRII拮抗剂结合至激活素A。

78.根据权利要求76的方法，其中所述ActRII拮抗剂抑制激活素A。

79.根据任一前述权利要求的方法，其中所述ActRIIB拮抗剂是抗体或抗体组合。

80.根据权利要求79的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至选自以下的一种或多种

配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9。

81.根据权利要求80的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至激活素A。

82.根据权利要求79-81中任一项的方法，其中所述抗体是多特异性抗体。

83.根据权利要求82的方法，其中所述抗体是双特异性抗体。
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84.根据权利要求79-83中任一项的方法，其中所述抗体或抗体组合进一步结合至选自

以下的一种或多种配体：TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3。

85.根据权利要求84的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至TGFβ2。

86.根据权利要求84的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至TGFβ1和TGFβ3。

87.根据权利要求79-86中任一项的方法，其中所述抗体或抗体组合进一步结合至i)

ActRIIA，ii)ActRIIB，或iii)ActRIIA和ActRIIB。

88.根据权利要求84的方法，其中所述抗体是夫苏木单抗。

89.根据权利要求1-78中任一项的方法，其中所述ActRII拮抗剂是ActRIIA多肽。

90.根据权利要求89的方法，其中所述ActRIIA多肽选自：

a.包含与SEQ  ID  NO:10的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

b.包含与SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；和

c.包含与SEQ  ID  NO:9的氨基酸30-110的序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽。

91.根据权利要求1-78中任一项的方法，其中所述ActRII拮抗剂是ActRIIB多肽。

92.根据权利要求91的方法，其中所述ActRIIB多肽选自：

a.包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸29-109至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

b.包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸25-131至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

c.包含与SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

d.包含与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

e.包含与SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

f.包含与SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

g.包含与SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

h.包含与SEQ  ID  NO:68的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

i.包含与SEQ  ID  NO:69的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；和

j.包含与SEQ  ID  NO:133的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽。

93.根据权利要求92的方法，其中所述多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性

氨基酸。
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94.根据权利要求93的方法，其中所述多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含D或

E。

95.根据权利要求89-94中任一项的方法，其中所述ActRIIA或ActRIIB多肽是融合蛋

白，其进一步包含免疫球蛋白Fc结构域。

96.根据权利要求95的方法，其中所述免疫球蛋白Fc结构域是IgG1  Fc免疫球蛋白结构

域。

97.根据权利要求95或96的方法，其中所述融合蛋白包含定位于所述ActRIIA或

ActRIIB多肽结构域与所述免疫球蛋白Fc结构域之间的接头结构域。

98.根据权利要求97的方法，其中所述接头选自：GGG(SEQ  ID  NO:27)、GGGG(SEQ  ID 

NO:28)、TGGGG(SEQ  ID  NO:29)、SGGGG(SEQ  ID  NO:30)、TGGG(SEQ  ID  NO:31)、SGGG(SEQ  ID 

NO:32)或GGGGS(SEQ  ID  NO:33)。

99.根据权利要求95-98中任一项的方法，其中所述融合蛋白是选自以下的ActRIIA-Fc

融合蛋白：

a.包含与SEQ  ID  NO:50的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

b.包含与SEQ  ID  NO:54的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；和

c.c)包含与SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽。

100.根据权利要求95-98中任一项的方法，其中所述融合蛋白是选自以下的ActRIIB-

Fc融合蛋白：

a.包含与SEQ  ID  NO:58的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

b.包含与SEQ  ID  NO:60的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

c.包含与SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

d.包含与SEQ  ID  NO:64的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

e.包含与SEQ  ID  NO:66的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

f.包含与SEQ  ID  NO:70的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

g.包含与SEQ  ID  NO:123的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

h.包含与SEQ  ID  NO:131的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；和

i.包含与SEQ  ID  NO:132的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽。
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101.根据权利要求89-100中任一项的方法，其中所述多肽或融合蛋白包含选自以下的

一个或多个氨基酸修饰：糖基化氨基酸、聚乙二醇化氨基酸、法尼基化氨基酸、乙酰化氨基

酸、生物素化氨基酸和缀合至脂质部分的氨基酸。

102.根据权利要求101的方法，其中所述多肽或融合蛋白是糖基化的并且具有哺乳动

物糖基化模式。

103.根据权利要求102的方法，其中所述多肽或融合蛋白具有可从中国仓鼠卵巢细胞

系获得的糖基化模式。

104.根据权利要求89-103中任一项的方法，其中融合蛋白的所述多肽结合至选自以下

的一种或多种配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9。

105.根据权利要求104的方法，其中融合蛋白的所述多肽结合至激活素A。

106.根据权利要求89-105中任一项的方法，其中所述多肽或融合蛋白抑制选自以下的

一种或多种配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9。

107.根据权利要求106的方法，其中所述多肽或融合蛋白抑制激活素A。

108.根据权利要求1-78中任一项的方法，其中所述ActRII拮抗剂是包含ALK4多肽和

ActRIIB多肽的异多聚体。

109.根据权利要求108的方法，其中所述ALK4多肽包含选自以下的多肽：

a.包含与在SEQ  ID  NO:14的氨基酸24、25、26、27、28、29、30、31、32、33或34中的任一个

处开始并且在SEQ  ID  NO:14的氨基酸101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、

112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125或126中的任一个处结束

的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；

b.包含与SEQ  ID  NO:14的氨基酸34-101至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

c.包含与SEQ  ID  NO:14的氨基酸24-126至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

d.包含与SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

e.包含与SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽。

110.根据权利要求108或109的方法，其中所述ActRIIB多肽包含选自以下的多肽：

a.包含与在SEQ  ID  NO:1的氨基酸20、21、22、23、24、25、26、27、28或29中的任一个处开

始并且在SEQ  ID  NO:1的氨基酸109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、

121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133或134中的任一个处结束的氨

基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列的多肽；
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b.包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸29-109至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

c.包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸25-131至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

d.包含与SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

e.包含与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

f.包含与SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；和

g.包含与SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽。

111.根据权利要求108-110中任一项的异多聚体，其中所述ActRIIB多肽在对应于SEQ 

ID  NO:1的L79的位置处不包含酸性氨基酸。

112.根据权利要求108-111中任一项的异多聚体，其中所述ALK4多肽是融合蛋白，其进

一步包含异源结构域，所述异源结构域包含相互作用对的第一或第二成员。

113.根据权利要求108-112中任一项的异多聚体，其中所述ActRIIB多肽是融合蛋白，

其进一步包含异源结构域，所述异源结构域包含相互作用对的第一或第二成员。

114.根据权利要求112或113的异多聚体，其中所述异源结构域是Fc免疫球蛋白结构

域。

115.根据权利要求108-114中任一项的异多聚体，其中所述ALK4多肽和/或ActRIIB多

肽包含促进异多聚体形成的一个或多个氨基酸修饰。

116.根据权利要求112-115中任一项的方法，其中所述ALK4和/或ActRIIB融合蛋白进

一步包含定位于所述ALK4和/或ActRIIB结构域与所述异源结构域之间的接头结构域。

117.根据权利要求116的方法，其中所述接头结构域选自：TGGG(SEQ  ID  NO:31)、TGGGG

(SEQ  ID  NO:29)、SGGGG(SEQ  ID  NO:30)、GGGGS(SEQ  ID  NO:33)、GGG(SEQ  ID  NO:27)、GGGG

(SEQ  ID  NO:28)和SGGG(SEQ  ID  NO:32)。

118.根据权利要求112-117中任一项的异多聚体，其中所述ALK4融合蛋白包含选自以

下的多肽：

a.包含与SEQ  ID  NO:74的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

b.包含与SEQ  ID  NO:76的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、
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89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

c.包含与SEQ  ID  NO:79的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

d.包含与SEQ  ID  NO:80的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

e.包含与SEQ  ID  NO:143的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；和

f.包含与SEQ  ID  NO:145的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽。

119.根据权利要求112-118中任一项的异多聚体，其中所述ActRIIB融合蛋白包含选自

以下的多肽：

a.包含与SEQ  ID  NO:71的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

b.包含与SEQ  ID  NO:73的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

c.包含与SEQ  ID  NO:77的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

d.包含与SEQ  ID  NO:78的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；

e.包含与SEQ  ID  NO:139的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽；和

f.包含与SEQ  ID  NO:141的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列

的多肽。

120.根据权利要求108-119中任一项的方法，其中所述ALK4和/或ActRIIB多肽或融合

蛋白包含选自以下的一个或多个氨基酸修饰：糖基化氨基酸、聚乙二醇化氨基酸、法尼基化

氨基酸、乙酰化氨基酸、生物素化氨基酸和缀合至脂质部分的氨基酸。

121.根据权利要求120的方法，其中所述ALK4和/或ActRIIB多肽或融合蛋白是糖基化

的并且具有哺乳动物糖基化模式。
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122.根据权利要求121的方法，其中所述ALK4和/或ActRIIB多肽或融合蛋白具有可从

中国仓鼠卵巢细胞系获得的糖基化模式。

123.根据权利要求108-122中任一项的方法，其中异多聚体结合至选自以下的一种或

多种配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8和BMP6。

124.根据权利要求123的方法，其中所述异多聚体结合至激活素A。

125.根据权利要求108-124中任一项的方法，其中所述异多聚体抑制选自以下的一种

或多种TGFβ超家族配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8和BMP6。

126.根据权利要求125的方法，其中所述异多聚体抑制激活素A。

127.根据权利要求108-126中任一项的方法，其中所述异多聚体不结合或基本上不结

合至选自以下的一种或多种配体：BMP10、BMP9和GDF3。

128.根据权利要求108-127中任一项的方法，其中所述异多聚体以与相应ActRIIB同多

聚体相比较低的亲和力结合至BMP10、BMP9或GDF3中的一种或多种。

129.根据权利要求108-128中任一项的方法，其中所述异多聚体在药物制剂中。

130.根据权利要求129的方法，其中所述药物制剂包含少于约10％、9％、8％、7％、6％、

5％、4％、3％、2％或少于约1％的ALK4同多聚体。

131.根据权利要求129或130的方法，其中所述药物制剂包含少于约10％、9％、8％、

7％、6％、5％、4％、3％、2％或少于约1％的ActRIIB同多聚体。

132.根据权利要求108-131中任一项的方法，其中所述异多聚体是ALK4:ActRIIB异二

聚体。

133.根据任一前述权利要求的方法，其中所述ActRII拮抗剂结合至ActRIIA和/或

ActRIIB。

134.根据任一前述权利要求的方法，其中所述ActRII拮抗剂抑制ActRIIA和/或

ActRIIB。

135.根据权利要求133或134的方法，其中所述ActRII拮抗剂是抗体或抗体组合。

136.根据权利要求135的方法，其中所述ActRII拮抗剂结合至ActRIIA和/或ActRIIB。

137.根据权利要求133-136中任一项的方法，其中所述抗体是多特异性抗体。

138.根据权利要求137的方法，其中所述抗体是双特异性抗体。

139.根据权利要求133-138中任一项的方法，其中所述抗体或抗体组合进一步结合至

选自以下的一种或多种配体：激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ

1、TGFβ2和TGFβ3。

140.根据权利要求139的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至激活素A。

141.根据权利要求139或140的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至TGFβ2。

142.根据权利要求139或140的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至TGFβ1和TGFβ3。

143.根据权利要求139或140的方法，其中所述抗体或抗体组合结合至TGFβ1、TGFβ2和

TGFβ3。

144.根据权利要求143的方法，其中所述抗体是夫苏木单抗。

145.一种诱导或增强患者的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者给予有效量的

ActRII:TGFβ拮抗剂。

146.一种治疗患者的癌症或肿瘤的方法，其包括向有需要的患者给予有效量的
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ActRII:TGFβ拮抗剂。

147.一种治疗或预防患者的免疫耗竭的方法，其包括向有需要的患者给予有效量的

ActRII:TGFβ拮抗剂。

148.一种诱导或增强患者的针对抗原的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者给

予：i)ActRII:TGFβ拮抗剂和ii)所述抗原，其中所述ActRII:TGFβ拮抗剂和所述抗原是以有

效量给予。

149.一种针对病原体或癌症对患者进行疫苗接种的方法，其包括向有需要的患者给

予：i)ActRII:TGFβ拮抗剂和ii)病原体或癌症抗原，其中所述ActRII:TGFβ拮抗剂和所述抗

原是以有效对所述患者进行疫苗接种的量来给予。

150.一种增强患者的由疫苗诱导的免疫应答的方法，其包括以有效增强患者的由所述

疫苗诱导的免疫应答的量向所述患者给予ActRII:TGFβ拮抗剂。

151.根据权利要求145-150中任一项的方法，其中所述方法是如权利要求13-144中任

一项所述来进行。

152.根据任一前述权利要求的方法，其中所述ActRII拮抗剂是结合至ActRIIA和/或

ActRIIB的抗体，并且所述TGFβ拮抗剂是结合至TGFβ2的抗体。

153.根据权利要求152的方法，其中所述TGFβ抗体进一步结合至TGFβ1和/或TGFβ3。

154.根据任一前述权利要求的方法，其中所述TGFβ拮抗剂是β聚糖多肽。

155.根据权利要求154的方法，其中所述β聚糖多肽是可溶的。

156.根据权利要求154或155的方法，其中所述β聚糖多肽是Fc融合蛋白。
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用于提高免疫活性的TGFβ和ActRII拮抗剂

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2017年2月1日提交的美国临时申请号62/453,413的优先权权益。将前

述申请的说明书通过引用以其整体并入本文。

背景技术

[0003] 在癌症治疗中，早已认识到，化学疗法与高毒性相关，并且可能导致出现抗性癌细

胞变体。即使使用针对对于肿瘤存活和生长重要的过表达或激活的癌蛋白的靶向疗法，癌

细胞也经常突变并适应以降低对所靶向途径的依赖性，如通过利用冗余途径。癌症免疫疗

法是癌症治疗中的新范例，其并非靶向癌细胞，而是集中于免疫系统的激活。其原理是重新

武装宿主的免疫应答，特别是适应性T细胞应答，以识别并杀死癌细胞以及实现长效的保护

性免疫。由于这些疗法针对提高免疫系统的活性，还在研究癌症免疫治疗剂改善在其他障

碍中、特别是在病原体具有免疫逃避性和/或损害宿主的免疫系统的感染性疾病中的免疫

应答的能力。

[0004] FDA于2011年批准抗CTLA-4抗体伊匹单抗(ipilimumab)用于治疗黑色素瘤开创了

癌症免疫疗法的新纪元。在临床试验中证明抗PD-1或抗PD-L1疗法在黑色素瘤、肾癌和肺癌

中诱导持久的反应进一步表明免疫疗法在一系列广泛的癌症的治疗中的潜在用途

(Pardoll,D.M.,Nat  Immunol.2012；13:1129-32)。然而，可用的或在临床试验中的许多癌

症免疫疗法具有限制。例如，伊匹单抗疗法具有高毒性特征，可能是由于抗CTLA-4治疗通过

干扰初始T细胞抑制性检查点而可能导致产生新的自身反应性T细胞。虽然抑制PD-L1/PD-1

相互作用导致解除对最具抗病毒或抗癌性的耗竭T细胞中现有长期免疫应答的抑制

(Wherry,E.J.,Nat  Immunol.2011；12:492-9)，然而抗PD-1疗法有时可能导致可能致命的

肺相关自身免疫不良事件。

[0005] 因此，对于提高患者、特别是患有癌症或感染性疾病的患者的免疫应答的有效疗

法仍存在高度未满足的需求。因此，本公开文本的目标是提供改善提高有需要的患者的免

疫应答以及治疗癌症和感染性疾病的方法。

发明内容

[0006] 部分地，本文所呈现的数据证明，ActRII拮抗剂(抑制剂)和TGFβ拮抗剂(特别是

TGFβ2的抑制剂)可以单独或组合用于治疗癌症。具体地，显示单独用ActRIIA多肽、ActRIIB

多肽或泛特异性TGFβ抗体治疗在癌症模型中降低肿瘤负担并延长存活时间。此外，显示与

单独使用任一种药剂所观察到的效果相比，与TGFβ拮抗剂组合的ActRII拮抗剂可以用于协

同地提高抗肿瘤活性。因此，本公开文本部分地提供了单独地或与一种或多种支持疗法和/

或活性剂组合地使用ActRII拮抗剂、TGFβ拮抗剂或ActRII拮抗剂与TGFβ拮抗剂的组合治疗

癌症、特别是治疗或预防癌症的一种或多种并发症(例如，降低肿瘤负担)的方法。另外，数

据指示，ActRII和TGFβ拮抗剂疗法的功效依赖于免疫系统。因此，部分地，本公开文本涉及

以下发现：ActRII和TGFβ拮抗剂可以用作免疫治疗药，特别是用于治疗众多的癌症(例如，
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与免疫抑制和/或免疫耗竭相关的癌症)。与其他已知的免疫-肿瘤学药剂一样，ActRII和

TGFβ拮抗剂增强患者的免疫应答的能力可以具有超出癌症领域的更广泛的治疗意义。例

如，已经提出，免疫增强剂可用于治疗众多的感染性疾病，特别是促进免疫抑制和/或免疫

耗竭的病原剂。此类免疫增强剂还可用于加强疫苗(例如，感染性疾病和癌症疫苗)的免疫

功效。因此，本公开文本提供了多种ActRII和TGFβ拮抗剂，其可以单独或组合用于提高有需

要的受试者的免疫应答，治疗癌症，治疗感染性疾病，和/或提高免疫功效，任选地与一种或

多种支持疗法和/或其他活性剂组合。

[0007] 虽然例子中描述的ActRIIA多肽、ActRIIB多肽和TGFβ抗体可以通过除了抑制

ActRII结合和/或TGFβRII结合配体以外的机制影响免疫系统和/或癌症[例如，抑制GDF11、

GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB和激活素AE)、BMP6、

GDF3、BMP10、BMP9、TGFβ2、TGFβ1和TGFβ3中的一种或多种可能是药剂抑制一系列其他药剂

的活性的倾向的指示物，所述其他药剂可能包括这个配体超家族的其他成员，并且这种集

体抑制可能导致对例如癌症的所需作用]，但是预期其他类型的ActRII信号传导和TGFβRII

信号传导途径抑制剂[例如，ActRII和/或TGFβRII配体抑制剂；I型、II型和/或共受体抑制

剂(例如，ALK4、ALK5、ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII和β聚糖中的一种或多种的抑制剂)；和下

游信号传导抑制剂(例如，诸如Smad  2和Smad  3等一种或多种Smad蛋白的抑制剂)]可根据

本公开文本的方法和用途来使用，包括例如抗体拮抗剂、核酸拮抗剂、小分子拮抗剂和配体

阱(例如，可溶性ActRIIA多肽、ActRIIB多肽、TGFβRII多肽、ALK4:ActRIIB异二聚体、卵泡抑

素多肽和FLRG多肽)。如本文所用，抑制ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)活性的药剂被统称

为“ActRII拮抗剂”或“ActRII抑制剂”，并且包括例如抑制以下中的一种或多种的药剂：

ActRIIA、ActRIIB、ALK4和ActRII配体[例如，激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激

活素E、激活素AB和激活素AE)、GDF11、GDF8、BMP6、GDF3、BMP10和BMP9]。如本文所用，抑制

TGFβRII活性的药剂被统称为“TGFβ拮抗剂”或“TGFβ抑制剂”，并且包括例如抑制以下中的

一种或多种的药剂：TGFβRII、ALK5、β聚糖和TGFβRII配体(例如，TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3)。

[0008] 在某些方面中，本公开文本涉及诱导患者的免疫应答的方法，其包括向有需要的

患者给予ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂，其中ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂是以有效量给予。

在其他方面中，本公开文本涉及增强患者的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者给予

ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂，其中ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂是以有效量给予。在一些方

面中，本公开文本涉及与TGFβ拮抗剂组合的ActRII拮抗剂诱导或增强有需要的患者的免疫

应答的用途。在一些方面中，本公开文本涉及与ActRII拮抗剂组合的TGFβ拮抗剂诱导或增

强有需要的患者的免疫应答的用途。在一些实施方案中，患者患有癌症。在一些实施方案

中，患者患有肿瘤。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答是针对癌症。在一些实施

方案中，启动的或增强的免疫应答是针对肿瘤。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应

答抑制癌症生长。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答抑制肿瘤生长。在一些实施

方案中，启动的或增强的免疫应答降低患者的癌细胞负担。在一些实施方案中，启动的或增

强的免疫应答降低患者的肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治

疗或预防癌症转移。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治疗或预防肿瘤转移。在

一些实施方案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑

制。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者
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的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T

细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗

法有反应。在一些实施方案中，患者患有选自以下的癌症或肿瘤：白血病、黑色素瘤(例如，

转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移

性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、

肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈

癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，启动的或增强的

免疫应答是针对病原体。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治疗患者的病原体

感染。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答预防患者的病原体感染。在一些实施方

案中，病原体促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。

在一些实施方案中，病原体促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。

在一些实施方案中，病原体选自：细菌、病毒、真菌或寄生虫病原体。在一些实施方案中，患

者有发生免疫耗竭的风险。在一些实施方案中，患者患有与免疫耗竭相关的疾病或病症。在

一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答包含T细胞免疫应答。在一些实施方案中，启动

的或增强的免疫应答针对癌症或病原体对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，向患者

进一步给予治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，

向患者进一步给予治疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案

中，向患者进一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或

多种其他免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗(alemtuzuma b)、伊匹单抗、纳武单抗

(nivolumab)、奥法木单抗(ofatmumab)、利妥昔单抗、派姆单抗(pembrolizumab)、阿替利珠

单抗(atexolizumab)、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞

溶解结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗

体)和程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，患者没有患

自身免疫疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织

或器官移植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0009] 在某些方面中，本公开文本涉及治疗患者的癌症的方法，其包括向有需要的患者

给予ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂，其中ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂是以有效量给予。在其

他方面中，本公开文本涉及治疗患者的肿瘤的方法，其包括向有需要的患者给予ActRII拮

抗剂和TGFβ拮抗剂，其中ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂是以有效量给予。在一些方面中，本公

开文本涉及与TGFβ拮抗剂组合的ActRII拮抗剂治疗有需要的患者的癌症或肿瘤的用途。在

一些方面中，本公开文本涉及与ActRII拮抗剂组合的TGFβ拮抗剂治疗有需要的患者的癌症

或肿瘤的用途。在一些实施方案中，所述方法抑制癌症生长。在一些实施方案中，所述方法

抑制肿瘤生长。在一些实施方案中，所述方法降低患者的癌细胞负担。在一些实施方案中，

所述方法降低患者的肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，所述方法治疗或预防癌症转移。在

一些实施方案中，所述方法治疗或预防肿瘤转移。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫

抑制。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促进患者的

免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌

症促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免

疫疗法有反应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，患者患有
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选自以下的癌症或肿瘤：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小

细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞

癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨

髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转

移性肉瘤)。在一些实施方案中，患者有发生免疫耗竭的风险。在一些实施方案中，患者患有

与免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗癌症或肿瘤的

一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予一种或多种

其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂选自：阿

仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单抗、阿替利珠单抗、程序性死

亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解结合剂(例如，CD-20抗体)、

细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)和程序性死亡受体-1(PD-1)

结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，患者没有患自身免疫疾病。在一些实施方案

中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器官移植。在一些实施方案中，

患者没有患移植物抗宿主病。

[0010] 在某些方面中，本公开文本涉及治疗患者的免疫耗竭的方法，其包括向有需要的

患者给予ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂，其中ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂是以有效量给予。

在一些方面中，本公开文本涉及预防患者的免疫耗竭的方法，其包括向有需要的患者给予

ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂，其中ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂是以有效量给予。在一些方

面中，本公开文本涉及与TGFβ拮抗剂组合的ActRII拮抗剂用于治疗或预防免疫耗竭的用

途。在一些方面中，本公开文本涉及与ActRII拮抗剂组合的TGFβ拮抗剂用于治疗或预防免

疫耗竭的用途。在一些实施方案中，患者患有癌症。在一些实施方案中，患者患有肿瘤。在一

些实施方案中，所述方法抑制癌症生长。在一些实施方案中，所述方法抑制肿瘤生长。在一

些实施方案中，所述方法降低患者的癌细胞负担。在一些实施方案中，所述方法降低患者的

肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，所述方法治疗或预防癌症转移。在一些实施方案中，所

述方法治疗或预防肿瘤转移。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实施方

案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。在一

些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗竭。在

一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。在一些

实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，患者患有选自以下的癌症或肿

瘤：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、

膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠

直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综

合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实

施方案中，患者被病原体感染。在一些实施方案中，所述方法治疗患者的病原体感染。在一

些实施方案中，所述方法预防患者的病原体感染。在一些实施方案中，病原体促进患者的免

疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体

促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病原体

选自：细菌、病毒、真菌或寄生虫病原体。在一些实施方案中，免疫耗竭包含T细胞免疫耗竭。

在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支
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持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或

支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一

些实施方案中，所述一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单

抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单抗、阿替利珠单抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂

(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原

4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)和程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗

体)。在一些实施方案中，患者没有患自身免疫疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历

组织或器官移植或者尚未接受组织或器官移植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗

宿主病。

[0011] 在某些方面中，本公开文本涉及诱导患者的针对抗原的免疫应答的方法，其包括

向有需要的患者给予：TGFβ拮抗剂、ActRII拮抗剂和抗原，其中TGFβ拮抗剂、ActRII拮抗剂

和抗原是以有效量给予。在一些方面中，本公开文本涉及增强患者的针对抗原的免疫应答

的方法，其包括向有需要的患者给予：TGFβ拮抗剂、ActRII拮抗剂和抗原，其中TGFβ拮抗剂、

ActRII拮抗剂和抗原是以有效量给予。在一些方面中，本公开文本涉及与TGFβ拮抗剂组合

的ActRII拮抗剂用于诱导或增强针对抗原的免疫应答的用途。在一些实施方案中，抗原是

癌症抗原。在一些实施方案中，抗原是肿瘤抗原。在一些实施方案中，癌症或肿瘤抗原与选

自以下的癌症或肿瘤相关：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非

小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细

胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性

骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，

转移性肉瘤)。在一些实施方案中，抗原是病原体抗原。在一些实施方案中，病原体抗原与选

自以下的病原体相关：细菌病原体、病毒病原体、真菌病原体或寄生虫病原体。在一些实施

方案中，癌症抗原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方案中，肿瘤抗原是根据疫苗接

种方案来给予。在一些实施方案中，病原体抗原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方

案中，启动的或增强的免疫应答针对癌症对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，启动的

或增强的免疫应答针对肿瘤对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，启动的或增强的免

疫应答针对病原体对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗癌症

或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予治

疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予

一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其他免疫-肿瘤学

药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单抗、阿替利珠单

抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解结合剂(例如，

CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)和程序性死亡

受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫抑制。在

一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫细胞

耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症促进T细

胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免疫疗法有反

应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病原体促进患者的免

疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体
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促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，患者患

有与免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实施方案中，患者没有患自身免疫疾病。在一些实

施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器官移植。在一些实施

方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0012] 在某些方面中，本公开文本涉及针对癌症对患者进行疫苗接种的方法，其包括向

有需要的患者给予：TGFβ拮抗剂、ActRII拮抗剂和癌症抗原，其中TGFβ拮抗剂、ActRII拮抗

剂和抗原是以有效对患者进行疫苗接种的量来给予。在一些方面中，本公开文本涉及针对

病原体对患者进行疫苗接种的方法，其包括向有需要的患者给予：TGFβ拮抗剂、ActRII拮抗

剂和病原体抗原，其中TGFβ拮抗剂、ActRII拮抗剂和抗原是以有效对患者进行疫苗接种的

量来给予。在一些方面中，本公开文本涉及与TGFβ拮抗剂和癌症抗原组合的ActRII拮抗剂

针对癌症对患者进行疫苗接种的用途。在一些方面中，本公开文本涉及与ActRII拮抗剂和

癌症抗原组合的TGFβ拮抗剂针对癌症对患者进行疫苗接种的用途。在一些方面中，本公开

文本涉及与TGFβ拮抗剂和病原体抗原组合的ActRII拮抗剂针对病原体对患者进行疫苗接

种的用途。在一些方面中，本公开文本涉及与ActRII拮抗剂和病原体抗原组合的TGFβ拮抗

剂针对病原体对患者进行疫苗接种的用途。在一些实施方案中，癌症或肿瘤抗原与选自以

下的癌症或肿瘤相关：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细

胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞

癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨

髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转

移性肉瘤)。在一些实施方案中，病原体抗原与选自以下的病原体相关：细菌病原体、病毒病

原体、真菌病原体或寄生虫病原体。在一些实施方案中，癌症抗原是根据疫苗接种方案来给

予。在一些实施方案中，肿瘤抗原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方案中，病原体

抗原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗癌症或肿瘤

的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗病原

体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予一种或

多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂选

自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单抗、阿替利珠单抗、程

序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解结合剂(例如，CD-20

抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)和程序性死亡受体-1

(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实

施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。

在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗

竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。

在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫抑

制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体促进T

细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，患者患有与

免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实施方案中，患者没有患自身免疫疾病。在一些实施方

案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器官移植。在一些实施方案

中，患者没有患移植物抗宿主病。
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[0013] 在某些方面中，本公开文本涉及增强患者的由疫苗诱导的免疫应答的方法，其包

括以有效增强患者的由疫苗诱导的免疫应答的量向患者给予TGFβ拮抗剂和ActRII拮抗剂。

在一些方面中，本公开文本涉及与TGFβ拮抗剂组合的ActRII拮抗剂增强有需要的患者的由

疫苗诱导的免疫应答的用途。在一些方面中，本公开文本涉及与ActRII拮抗剂组合的TGFβ

拮抗剂增强有需要的患者的由疫苗诱导的免疫应答的用途。在一些实施方案中，疫苗是癌

症疫苗。在一些实施方案中，疫苗是肿瘤疫苗。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应

答抑制癌症生长。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答抑制肿瘤生长。在一些实施

方案中，启动的或增强的免疫应答降低患者的癌细胞负担。在一些实施方案中，启动的或增

强的免疫应答降低患者的肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治

疗或预防癌症转移。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治疗或预防肿瘤转移。在

一些实施方案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑

制。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者

的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T

细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗

法有反应。在一些实施方案中，患者患有选自以下的癌症或肿瘤：白血病、黑色素瘤(例如，

转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移

性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、

肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈

癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，疫苗是病原体疫

苗。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治疗患者的病原体感染。在一些实施方案

中，启动的或增强的免疫应答预防患者的病原体感染。在一些实施方案中，病原体促进患者

的免疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，病

原体促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病

原体选自：细菌、病毒、真菌或寄生虫病原体。在一些实施方案中，患者有发生免疫耗竭的风

险。在一些实施方案中，患者患有与免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实施方案中，启动

的或增强的免疫应答包含T细胞免疫应答。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答针

对癌症或病原体对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗癌症或

肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予治疗

病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一步给予一

种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其他免疫-肿瘤学药

剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单抗、阿替利珠单

抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解结合剂(例如，

CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)和程序性死亡

受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，患者没有患自身免疫疾病。在

一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器官移植。在一

些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0014] 在某些方面中，本公开文本涉及诱导患者的免疫应答的方法，其包括向有需要的

患者给予有效量的TGFβ拮抗剂。在一些方面中，本公开文本涉及增强患者的免疫应答的方

法，其包括向有需要的患者给予有效量的TGFβ拮抗剂。在一些方面中，本公开文本涉及TGFβ
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拮抗剂用于诱导或增强有需要的患者的免疫应答的用途。在一些实施方案中，患者患有癌

症。在一些实施方案中，患者患有肿瘤。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答是针

对癌症。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答是针对肿瘤。在一些实施方案中，启

动的或增强的免疫应答抑制癌症生长。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答抑制

肿瘤生长。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答降低患者的癌细胞负担。在一些实

施方案中，启动的或增强的免疫应答降低患者的肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，启动的

或增强的免疫应答治疗或预防癌症转移。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治

疗或预防肿瘤转移。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，肿

瘤促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方

案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施

方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。在一些实施方案

中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，患者患有选自以下的癌症或肿瘤：白血病、

黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间

皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例

如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺

癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，

启动的或增强的免疫应答是针对病原体。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治

疗患者的病原体感染。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答预防患者的病原体感

染。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者

的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对

免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病原体选自：细菌、病毒、真菌或寄生虫病原体。在一

些实施方案中，患者有发生免疫耗竭的风险。在一些实施方案中，患者患有与免疫耗竭相关

的疾病或病症。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答包含T细胞免疫应答。在一些

实施方案中，启动的或增强的免疫应答针对癌症或病原体对患者进行疫苗接种。在一些实

施方案中，向患者进一步给予治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在

一些实施方案中，向患者进一步给予治疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。

在一些实施方案中，向患者进一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案

中，所述一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单

抗、利妥昔单抗、派姆单抗、阿替利珠单抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗

体)、CD20定向细胞溶解结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合

剂(例如，CTLA-4抗体)和程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方

案中，患者没有患自身免疫疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或

者尚未接受组织或器官移植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0015] 在某些方面中，本公开文本涉及治疗患者的癌症的方法，其包括向有需要的患者

给予有效量的TGFβ拮抗剂。在一些方面中，本公开文本涉及治疗患者的肿瘤的方法，其包括

向有需要的患者给予有效量的TGFβ拮抗剂。在一些方面中，本公开文本涉及TGFβ拮抗剂用

于治疗有需要的患者的癌症或肿瘤的用途。在一些实施方案中，所述方法抑制癌症生长。在

一些实施方案中，所述方法抑制肿瘤生长。在一些实施方案中，所述方法降低患者的癌细胞

负担。在一些实施方案中，所述方法降低患者的肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，所述方
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法治疗或预防癌症转移。在一些实施方案中，所述方法治疗或预防肿瘤转移。在一些实施方

案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实

施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗

竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一

些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一

些实施方案中，患者患有选自以下的癌症或肿瘤：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素

瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头

颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝

细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶

质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，患者有发生免疫耗竭的风险。

在一些实施方案中，患者患有与免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实施方案中，向患者进

一步给予治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向

患者进一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其

他免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单

抗、阿替利珠单抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解

结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)

和程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，患者没有患自身

免疫疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器

官移植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0016] 在某些方面中，本公开文本涉及治疗患者的免疫耗竭的方法，其包括向有需要的

患者给予有效量的TGFβ拮抗剂。在一些方面中，本公开文本涉及预防患者的免疫耗竭的方

法，其包括向有需要的患者给予有效量的TGFβ拮抗剂。在一些实施方案中，本公开文本涉及

TGFβ拮抗剂用于治疗或预防有需要的患者的免疫耗竭的用途。在一些实施方案中，患者患

有癌症。在一些实施方案中，患者患有肿瘤。在一些实施方案中，所述方法抑制癌症生长。在

一些实施方案中，所述方法抑制肿瘤生长。在一些实施方案中，所述方法降低患者的癌细胞

负担。在一些实施方案中，所述方法降低患者的肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，所述方

法治疗或预防癌症转移。在一些实施方案中，所述方法治疗或预防肿瘤转移。在一些实施方

案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实

施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗

竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一

些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一

些实施方案中，患者患有选自以下的癌症或肿瘤：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素

瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头

颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝

细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶

质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，患者被病原体感染。在一些实

施方案中，所述方法治疗患者的病原体感染。在一些实施方案中，所述方法预防患者的病原

体感染。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进

患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原
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体对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病原体选自：细菌、病毒、真菌或寄生虫病原体。

在一些实施方案中，免疫耗竭包含T细胞免疫耗竭。在一些实施方案中，向患者进一步给予

治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进一

步给予治疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者进

一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其他免

疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单抗、

阿替利珠单抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解结

合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)和

程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，患者没有患自身免

疫疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器官

移植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0017] 在某些方面中，本公开文本涉及诱导患者的针对抗原的免疫应答的方法，其包括

向有需要的患者给予TGFβ拮抗剂和抗原，其中TGFβ拮抗剂和抗原是以有效量给予。在某些

方面中，本公开文本涉及增强患者的针对抗原的免疫应答的方法，其包括向有需要的患者

给予TGFβ拮抗剂和抗原，其中TGFβ拮抗剂和抗原是以有效量给予。在一些方面中，本公开文

本涉及TGFβ拮抗剂用于诱导或增强有需要的患者的针对抗原的免疫应答的用途。在一些实

施方案中，抗原是癌症抗原。在一些实施方案中，抗原是肿瘤抗原。在一些实施方案中，癌症

或肿瘤抗原与选自以下的癌症或肿瘤相关：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺

癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例

如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、

淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞

瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，抗原是病原体抗原。在一些实施方案中，

病原体抗原与选自以下的病原体相关：细菌病原体、病毒病原体、真菌病原体或寄生虫病原

体。在一些实施方案中，癌症抗原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方案中，肿瘤抗

原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方案中，病原体抗原是根据疫苗接种方案来给

予。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答针对癌症对患者进行疫苗接种。在一些实

施方案中，启动的或增强的免疫应答针对肿瘤对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，启

动的或增强的免疫应答针对病原体对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，向患者进一

步给予治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患

者进一步给予治疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向

患者进一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其

他免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单

抗、阿替利珠单抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解

结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)

和程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，癌症促进患者的

免疫抑制。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促进患

者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案

中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症

对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病原
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体促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施

方案中，病原体促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。在一些实施

方案中，患者患有与免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实施方案中，患者没有患自身免疫

疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器官移

植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0018] 在某些方面中，本公开文本涉及针对癌症对患者进行疫苗接种的方法，其包括向

有需要的患者给予TGFβ拮抗剂和癌症抗原，其中TGFβ拮抗剂和抗原是以有效对患者进行疫

苗接种的量来给予。在一些方面中，本公开文本涉及针对病原体对患者进行疫苗接种的方

法，其包括向有需要的患者给予TGFβ拮抗剂和病原体抗原，其中TGFβ拮抗剂和抗原是以有

效对患者进行疫苗接种的量来给予。在一些方面中，本公开文本涉及与病原体或癌症抗原

组合的TGFβ拮抗剂用于针对病原体或癌症对患者进行疫苗接种的用途。在一些实施方案

中，癌症或肿瘤抗原与选自以下的癌症或肿瘤相关：白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素

瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头

颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝

细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶

质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，病原体抗原与选自以下的病原

体相关：细菌病原体、病毒病原体、真菌病原体或寄生虫病原体。在一些实施方案中，癌症抗

原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方案中，肿瘤抗原是根据疫苗接种方案来给予。

在一些实施方案中，病原体抗原是根据疫苗接种方案来给予。在一些实施方案中，向患者进

一步给予治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向

患者进一步给予治疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，

向患者进一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种

其他免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆

单抗、阿替利珠单抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶

解结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗

体)和程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，癌症促进患

者的免疫抑制。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促

进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方

案中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌

症对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，病

原体促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实

施方案中，病原体促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。在一些实

施方案中，患者患有与免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实施方案中，患者没有患自身免

疫疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器官

移植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0019] 在某些方面中，本公开文本涉及增强患者的由疫苗诱导的免疫应答，其包括以有

效增强患者的由疫苗诱导的免疫应答的量向患者给予TGFβ拮抗剂。在一些方面中，本公开

文本涉及TGFβ拮抗剂用于增强有需要的患者的由疫苗诱导的免疫应答的用途。在一些实施

方案中，疫苗是癌症疫苗。在一些实施方案中，疫苗是肿瘤疫苗。在一些实施方案中，启动的
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或增强的免疫应答抑制癌症生长。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答抑制肿瘤

生长。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答降低患者的癌细胞负担。在一些实施方

案中，启动的或增强的免疫应答降低患者的肿瘤细胞负担。在一些实施方案中，启动的或增

强的免疫应答治疗或预防癌症转移。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治疗或

预防肿瘤转移。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，肿瘤促

进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，癌症促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案

中，肿瘤促进患者的免疫细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症促进T细胞耗竭。在一些实施方

案中，肿瘤促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，癌症对免疫疗法有反应。在一些实施方案

中，肿瘤对免疫疗法有反应。在一些实施方案中，患者患有选自以下的癌症或肿瘤：白血病、

黑色素瘤(例如，转移性黑色素瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间

皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例

如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺

癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)。在一些实施方案中，

疫苗是病原体疫苗。在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答治疗患者的病原体感染。

在一些实施方案中，启动的或增强的免疫应答预防患者的病原体感染。在一些实施方案中，

病原体促进患者的免疫抑制。在一些实施方案中，病原体促进患者的免疫细胞耗竭。在一些

实施方案中，病原体促进T细胞耗竭。在一些实施方案中，病原体对免疫疗法有反应。在一些

实施方案中，病原体选自：细菌、病毒、真菌或寄生虫病原体。在一些实施方案中，患者有发

生免疫耗竭的风险。在一些实施方案中，患者患有与免疫耗竭相关的疾病或病症。在一些实

施方案中，启动的或增强的免疫应答包含T细胞免疫应答。在一些实施方案中，启动的或增

强的免疫应答针对癌症或病原体对患者进行疫苗接种。在一些实施方案中，向患者进一步

给予治疗癌症或肿瘤的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患者

进一步给予治疗病原体的一种或多种其他活性剂和/或支持疗法。在一些实施方案中，向患

者进一步给予一种或多种其他免疫-肿瘤学药剂。在一些实施方案中，所述一种或多种其他

免疫-肿瘤学药剂选自：阿仑单抗、伊匹单抗、纳武单抗、奥法木单抗、利妥昔单抗、派姆单

抗、阿替利珠单抗、程序性死亡配体1(PD-L1)结合剂(例如，PD-L1抗体)、CD20定向细胞溶解

结合剂(例如，CD-20抗体)、细胞毒性T淋巴细胞抗原4(CTLA-4)结合剂(例如，CTLA-4抗体)

和程序性死亡受体-1(PD-1)结合剂(例如，PD-1抗体)。在一些实施方案中，患者没有患自身

免疫疾病。在一些实施方案中，患者没有正在经历组织或器官移植或者尚未接受组织或器

官移植。在一些实施方案中，患者没有患移植物抗宿主病。

[0020] 在一些实施方案中，本公开文本的ActRII拮抗剂是可以抑制ActRII(例如，

ActRIIA和/或ActRIIB受体)和/或ALK4、特别是抑制下游信号传导的药剂。因此，在一些实

施方案中，本公开文本的ActRII拮抗剂是可以抑制一种或多种ActRII和/ALK4结合配体[例

如，GDF11、GDF8、激活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、GDF3、

BMP10和/或BMP9]的药剂。在一些实施方案中，本公开文本的ActRII拮抗剂是可以抑制

ActRII和/或ALK4信号传导途径的一种或多种细胞内介体(例如，Smad  2和Smad  3)的药剂。

此类ActRII拮抗剂药剂包括例如ActRII(ActRIIA或ActRIIB)多肽、或ActRII多肽的组合、

以及其变体(例如，GDF阱多肽)；抗体、或抗体组合，其抑制一种或多种ActRII配体、ALK4受

体和/或ActRII受体；多核苷酸、或多核苷酸组合，其抑制一种或多种ActRII配体、ALK4、
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ActRII受体和/或ActRII和/或ALK4下游信号传导组分(例如，Smad)；小分子、或小分子组

合，其抑制一种或多种ActRII配体、ALK4、ActRII受体和/或ActRII和/或ALK4下游信号传导

组分(例如，Smad)；以及其组合。在某些优选实施方案中，要根据本公开文本的教导使用的

ActRII拮抗剂至少抑制激活素，特别是激活素A。

[0021] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制GDF11的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对GDF11抑制的作用，所述

测定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，

本公开文本的GDF11拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少GDF11。可以例如使用结合亲和力

测定来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开

文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至

少1x  10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少GDF11。

[0022] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制GDF8的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对GDF8抑制的作用，所述测

定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，本

公开文本的GDF8拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少GDF8。可以例如使用结合亲和力测定

来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开文本

的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至少1x 

10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少GDF8。

[0023] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB和激活素AE)的药

剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对激活素抑制的作用，所述测定包括本文所述的

那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，本公开文本的激活素

拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少激活素。可以例如使用结合亲和力测定来确定配体结

合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开文本的ActRII拮抗

剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至少1x  10-10M、至少1x 

10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C和/或激活素

E。在一些实施方案中，本公开文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至

少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至少1x  10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少

激活素A。

[0024] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制BMP6的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对BMP6抑制的作用，所述测

定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，本

公开文本的BMP6拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少BMP6。可以例如使用结合亲和力测定

来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开文本

的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至少1x 

10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少BMP6。

[0025] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制GDF3的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对GDF3抑制的作用，所述测

定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，本
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公开文本的GDF3拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少GDF3。可以例如使用结合亲和力测定

来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开文本

的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至少1x 

10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少GDF3。

[0026] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制BMP9的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对BMP9抑制的作用，所述测

定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，本

公开文本的BMP9拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少BMP9。可以例如使用结合亲和力测定

来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开文本

的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至少1x 

10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少BMP9。

[0027] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制BMP10的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对BMP10抑制的作用，所述

测定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，

本公开文本的BMP10拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少BMP10。可以例如使用结合亲和力

测定来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开

文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至

少1x  10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少BMP10。

[0028] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制ActRIIA的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对ActRIIA抑制的作用，

所述测定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案

中，本公开文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少ActRIIA。可以例如使用结合

亲和力测定来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，

本公开文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10
-9M、至少1x  10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少ActRIIA。在一些实施方

案中，结合至和/或抑制ActRIIA的ActRII拮抗剂可以进一步结合至和/或抑制ActRIIB。

[0029] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制ActRIIB的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对ActRIIB抑制的作用，

所述测定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案

中，本公开文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少ActRIIB。可以例如使用结合

亲和力测定来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，

本公开文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10
-9M、至少1x  10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少ActRIIB。在一些实施方

案中，结合至和/或抑制ActRIIB的ActRII拮抗剂可以进一步结合至和/或抑制ActRIIA。

[0030] 在某些方面中，要根据本文所述的方法和用途使用的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合

是至少抑制ALK4的药剂。可以例如使用基于细胞的测定来确定对ALK4抑制的作用，所述测

定包括本文所述的那些(例如，Smad信号传导报告基因测定)。因此，在一些实施方案中，本

公开文本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合可以结合至至少ALK4。可以例如使用结合亲和力测

定来确定配体结合活性，所述测定包括例如本文所述的那些。在一些实施方案中，本公开文
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本的ActRII拮抗剂或拮抗剂组合以至少1x  10-7M(例如，至少1x  10-8M、至少1x  10-9M、至少

1x  10-10M、至少1x  10-11M或至少1x  10-12M)的KD结合至至少ALK4。

[0031] 在某些方面中，本公开文本涉及包含ActRII多肽的组合物及其用途。术语“ActRII

多肽”共同地是指天然存在的ActRIIA和ActRIIB多肽以及其截短物和变体，如本文所述的

那些(例如，GDF阱多肽)。优选地，ActRII多肽包含ActRII多肽或其经修饰(变体)形式的配

体结合结构域，基本上由所述配体结合结构域组成或由所述配体结合结构域组成。例如，在

一些实施方案中，ActRIIA多肽包含ActRIIA多肽的ActRIIA配体结合结构域，例如ActRIIA

细胞外结构域的一部分。类似地，ActRIIB多肽可以包含ActRIIB多肽的ActRIIB配体结合结

构域，例如ActRIIB细胞外结构域的一部分。优选地，要根据本文所述的方法使用的ActRII

多肽是可溶性多肽。

[0032] 在某些方面中，本公开文本涉及ActRIIA多肽、包含所述ActRIIA多肽的组合物以

及所述ActRIIA多肽和组合物的用途。例如，在一些实施方案中，本公开文本的ActRIIA多肽

包含与SEQ  ID  NO:9的氨基酸30-110的序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案中，

ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案

中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:10的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实

施方案中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其

他实施方案中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:50的氨基酸序列至少70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序

列。在仍甚至其他实施方案中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:54的氨基酸序列至少70％、

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的

氨基酸序列。在其他实施方案中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的氨基酸序列。

[0033] 在其他方面中，本公开文本涉及ActRIIB多肽、包含所述ActRIIB多肽的组合物以

及所述ActRIIB多肽和组合物的用途。例如，在一些实施方案中，本公开文本的ActRIIB多肽

包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸29-109的序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，

ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸29-109的序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中

ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨基酸[天然存在的(E或D)或人工

酸性氨基酸]。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸25-131的序列

至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸

25-131的序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不
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包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列至

少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨

基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列至少70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基

酸序列。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列至少70％、

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的

氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨基酸。在其他

实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其

他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中

ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，

ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案

中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多

肽在关于SEQ  ID  NO:4的位置79处不包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包

含与SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，ActRIIB多肽

可以包含与SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ 

ID  NO:4的位置79处不包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID 

NO:6的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ 

ID  NO:6的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:4的

位置79处不包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:58的氨基

酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:58的

氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不

包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:60的氨基酸序列至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:60的氨基酸序列至

少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨
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基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列至少70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基

酸序列。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列至少70％、

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的

氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨基酸。在其他

实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:64的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一

些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:64的氨基酸序列至少70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序

列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，

ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案

中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中

ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB

多肽包含与SEQ  ID  NO:66的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，

ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:66的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多

肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含

与SEQ  ID  NO:68的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案中，ActRIIB多肽

包含与SEQ  ID  NO:68的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ 

ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID 

NO:69的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案中，ActRIIB多肽可以包含与

SEQ  ID  NO:69的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或

由所述氨基酸序列组成，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基

酸。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:70的氨基酸序列至少70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基

酸序列。在其他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:70的氨基酸序列至少70％、

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的

氨基酸序列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基酸。在其他实

施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:123的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其

他实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:123的氨基酸序列至少70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序
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列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处不包含酸性氨基酸。在仍甚至其他实

施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:131的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一

些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:131的氨基酸序列至少70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序

列，其中ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，

ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:132的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案

中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:132的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中

ActRIIB多肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基酸。在其他实施方案中，ActRIIB

多肽包含与SEQ  ID  NO:133的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在一些实施方案中，

ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:133的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中ActRIIB多

肽在关于SEQ  ID  NO:1的位置79处包含酸性氨基酸。

[0034] 在其他方面中，本公开文本涉及包含GDF阱多肽的组合物及其用途。在一些实施方

案中，包含经改变的ActRII配体结合结构域的GDF阱具有的激活素A结合的Kd与GDF11和/或

GDF8结合的Kd的比率相对于野生型配体结合结构域的所述比率高至少2倍、5倍、10倍、20

倍、50倍、100倍或甚至1000倍。任选地，包含经改变的配体结合结构域的GDF阱具有的抑制

激活素A的IC50与抑制GDF11和/或GDF8的IC50的比率相对于野生型ActRII配体结合结构域

高至少2倍、5倍、10倍、20倍、25倍、50倍、100倍或甚至1000倍。任选地，包含经改变的配体结

合结构域的GDF阱抑制GDF11和/或GDF8的IC50比抑制激活素A的IC50低至少2、5、10、20、50或

甚至100倍。这些GDF阱可以是包括免疫球蛋白Fc结构域(野生型或突变型)的融合蛋白。在

某些情况下，主题可溶性GDF阱是GDF8和/或GDF11介导的细胞内信号传导(例如，Smad  2/3

信号传导)的拮抗剂(抑制剂)。

[0035] 在一些实施方案中，本公开文本提供了GDF阱，其是可溶性ActRIIB多肽，所述多肽

包含经改变的配体结合(例如，GDF11结合)结构域。具有经改变的配体结合结构域的GDF阱

可以包含例如在人ActRIIB的诸如以下等氨基酸残基处的一个或多个突变：E37、E39、R40、

K55、R56、Y60、A64、K74、W78、L79、D80、F82和F101(编号是相对于SEQ  ID  NO:1)。任选地，相

对于ActRIIB受体的野生型配体结合结构域，经改变的配体结合结构域对诸如GDF8/GDF11

等配体可以具有增加的选择性。为了说明，在本文中证明以下这些突变增加经改变的配体

结合结构域对GDF11(并且因此，可能地GDF8)相对于对激活素的选择性：K74Y、K74F、K74I、

L79D、L79E和D80I。以下突变具有反作用，相对于GDF11增加激活素结合的比率：D54A、K55A、

L79A和F82A。可以通过包含“尾部”区或可能地未结构化的接头区以及通过使用K74A突变来

提高总体(GDF11和激活素)结合活性。引起配体结合亲和力总体降低的其他突变包括：

R40A、E37A、R56A、W78A、D80K、D80R、D80A、D80G、D80F、D80M和D80N。可以组合突变来实现所

需效果。例如，许多影响GDF11:激活素结合比率的突变对配体结合具有总体负面影响，并且

因此，这些突变可以与通常增加配体结合的突变组合以产生具有配体选择性的经改善的结
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合蛋白。在一个示例性实施方案中，GDF阱是ActRIIB多肽，其包含任选地与其他氨基酸取

代、添加或缺失组合的L79D或L79E突变。

[0036] 在一些实施方案中，本公开文本的TGFβ拮抗剂是可以抑制TGFβRII、ALK5和/或β聚

糖、特别是抑制下游信号传导的药剂。因此，在一些实施方案中，本公开文本的TGFβ拮抗剂

是可以抑制一种或多种TGFβRII、ALK5和/或β聚糖结合配体[例如，TGFβ1、TGFβ2和/或TGFβ

3]的药剂。在一些实施方案中，本公开文本的TGFβ拮抗剂是可以抑制TGFβ和/或ALK5信号传

导途径的一种或多种细胞内介体(例如，Smad)的药剂。此类TGFβ拮抗剂药剂包括例如TGFβ

RII多肽以及其变体；抗体、或抗体组合，其抑制一种或多种TGFβ配体、ALK5受体、β聚糖和/

或TGFβRII受体；多核苷酸、或多核苷酸组合，其抑制一种或多种TGFβ配体、ALK5、β聚糖、TGF

βRII受体和/或TGFβRII和/或ALK5下游信号传导组分(例如，Smad)；小分子、或小分子组合，

其抑制一种或多种TGFβ配体、ALK5、β聚糖、TGFβRII受体和/或TGFβRII和/或ALK5下游信号

传导组分(例如，Smad)；以及其组合。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂结合至和/或抑制TGFβ

1。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂结合至和/或抑制TGFβ2。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂

结合至和/或抑制TGFβ3。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂结合至和/或抑制TGFβ1和TGFβ3。

在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂结合至和/或抑制TGFβ1和TGFβ2。在一些实施方案中，TGFβ

拮抗剂结合至和/或抑制TGFβ2和TGFβ3。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂结合至和/或抑制

TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3。

[0037] 在某些方面中，本公开文本涉及TGFβRII多肽、包含所述TGFβRII多肽的组合物以

及所述TGFβRII多肽和组合物的用途。例如，在一些实施方案中，本公开文本的TGFβRII多肽

包含与SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案中，TGFβRII

多肽包含与SEQ  ID  NO:10的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案中，

TGFβRII多肽包含与SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案

中，TGFβRII多肽包含与SEQ  ID  NO:148的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在仍甚至

其他实施方案中，TGFβRII多肽包含与SEQ  ID  NO:150的氨基酸序列至少70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序

列。

[0038] 在一些实施方案中，要根据本文所述的方法和用途使用的药剂是ActRII和TGFβ二

者的拮抗剂(ActRII:TGFβ)。ActRII:TGFβ拮抗剂是如下药剂，其可以抑制以下中的一种或

多种：ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ActRII和ALK4结合配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(激活素

A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、GDF3、BMP10和/或BMP9]和下游信号传导介

体(例如，Smad)；并且抑制以下中的一种或多种：TGFβRII；ALK5；β聚糖；TGFβRII、ALK5和β聚

糖结合配体[例如，TGFβ1、TGFβ2和/或TGFβ3]和下游信号传导介体(例如，Smad)。例如，

ActRII:TGFβ拮抗剂可以是结合至并抑制激活素A和TGFβ2二者的双特异性抗体。作为另一

个例子，ActRII:TGFβ拮抗剂可以是抑制一种或多种Smad、特别是Smad  2和Smad  3的多核苷

酸或小分子。
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[0039] 如本文所述，ActRII多肽、TGFβRII多肽及其变体是同多聚体，例如同二聚体、同三

聚体、同四聚体、同五聚体和更高阶同多聚体复合物。在某些优选实施方案中，ActRII多肽

和TGFβRII多肽是同二聚体。在某些实施方案中，本文所述的ActRII多肽和TGFβRII多肽二

聚体包含与第二ActRII或TGFβRII多肽共价或非共价缔合的第一ActRII或TGFβRII多肽，其

中第一多肽包含ActRII结构域或TGFβRII结构域以及相互作用对(例如，免疫球蛋白的恒定

结构域)的第一成员(或第二成员)的氨基酸序列，并且第二多肽包含ActRII多肽或TGFβRII

多肽以及相互作用对的第二成员(或第一成员)的氨基酸序列。

[0040] 在某些方面中，ActRII多肽和TGFβRII多肽(包括其变体)可以是融合蛋白。例如，

在一些实施方案中，TGFβRII多肽的ActRII多肽可以是融合蛋白，其包含ActRII多肽结构域

或TGFβRII多肽结构域以及一个或多个异源(非ActRII或非TGFβRII)多肽结构域。在一些实

施方案中，TGFβRII多肽的ActRII多肽可以是融合蛋白，其具有衍生自ActRII多肽或TGFβ

RII多肽的氨基酸序列作为一个结构域(例如，ActRII受体、TGFβRII受体或其变体的配体结

合结构域)以及一个或多个提供期望的特性的异源结构域，所述特性是如经改善的药代动

力学、更易纯化、靶向特定组织等。例如，融合蛋白的结构域可以增强以下中的一种或多种：

体内稳定性、体内半衰期、摄取/给予、组织定位或分布、蛋白质复合物的形成、融合蛋白的

多聚化和/或纯化。任选地，融合蛋白的TGFβRII多肽结构域的ActRII多肽结构域直接连接

(融合)至一个或多个异源多肽结构域，或者间插序列(如接头)可以定位于TGFβRII多肽的

ActRII多肽的氨基酸序列与所述一个或多个异源结构域的氨基酸序列之间。在某些实施方

案中，ActRII或TGFβRII融合蛋白包含定位于异源结构域与TGFβRII结构域的ActRII结构域

之间的相对未结构化的接头。所述接头可以对应于在ActRIIA或ActRIIB的细胞外结构域C

末端的约4-15个氨基酸的未结构化区域(“尾部”)，或者其可以是相对不含二级结构的介于

3个与15、20、30、50或更多个氨基酸之间的人工序列。接头可以富含甘氨酸和脯氨酸残基，

并且可以例如含有苏氨酸/丝氨酸和甘氨酸的重复序列。接头的例子包括但不限于序列

TGGG(SEQ  ID  NO:31)、SGGG(SEQ  ID  NO:32)、TGGGG(SEQ  ID  NO:29)、SGGGG(SEQ  ID  NO:

30)、GGGGS(SEQ  ID  NO:33)、GGGG(SEQ  ID  NO:28)和GGG(SEQ  ID  NO:27)。在一些实施方案

中，ActRII或TGFβRII融合蛋白可以包含免疫球蛋白的恒定结构域，包括例如免疫球蛋白的

Fc部分。例如，衍生自IgG(IgG1、IgG2、IgG3或IgG4)、IgA(IgA1或IgA2)、IgE或IgM免疫球蛋

白的Fc结构域的氨基酸序列。例如，免疫球蛋白结构域的Fc部分可以包含与SEQ  ID  NO:22-

26中的任一个至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序列

组成。此类免疫球蛋白结构域可以包含一个或多个氨基酸修饰(例如，缺失、添加和/或取

代)，所述修饰赋予经改变的Fc活性，例如降低一种或多种Fc效应子功能。在一些实施方案

中，TGFβRII融合蛋白的ActRII包含如式A-B-C中所述的氨基酸序列。例如，B部分是如本文

所述的N末端和C末端截短的ActRII多肽或TGFβRII多肽。A部分和C部分可以独立地是零个、

一个或超过一个氨基酸，并且A部分和C部分二者对于B都是异源的。A部分和/或C部分可以

通过接头序列附接至B部分。在某些实施方案中，TGFβRII融合蛋白的ActRII包含前导序列。

前导序列可以是天然ActRII或TGFβRII前导序列(例如，天然ActRIIA、ActRIIB或TGFβRII前

导序列)或异源前导序列。在某些实施方案中，前导序列是组织型纤溶酶原激活物(TPA)前

导序列。
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[0041] 如本文所述，已经发现，与相应的ActRIIB和ALK4同二聚体相比，ALK4:ActRIIB异

二聚体蛋白质复合物具有不同的配体结合概况/选择性。具体地，ALK4:ActRIIB异二聚体展

示出与任一种同二聚体相比增强的与激活素B的结合，保留如用ActRIIB同二聚体所观察到

的与激活素A、GDF8和GDF11的强结合，并且展现出显著降低的与BMP9、BMP10和GDF3的结合。

具体地，BMP9对ALK4:ActRIIB异二聚体的展示出低至不可观察到的亲和力，而这种配体与

ActRIIB同二聚体强烈结合。与ActRIIB同二聚体一样，ALK4:ActRIIB异二聚体保留中等水

平的与BMP6的结合。参见图19。这些结果因此证明，与ActRIIB同二聚体相比，ALK4:ActRIIB

异二聚体是激活素A、激活素B、GDF8和GDF11的更具选择性的拮抗剂(抑制剂)。因此，ALK4:

ActRIIB异二聚体在这种选择性拮抗作用是有利的某些应用中比ActRIIB同二聚体更有用。

例子包括需要保留激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素AB、激活素AC)、GDF8和GDF11中

的一种或多种的拮抗性而使BMP9、BMP10和GDF3中的一种或多种的拮抗性降至最低的治疗

应用。此外，已经显示ALK4:ActRIIB异二聚体治疗患者的癌症。因此，本公开文本部分地涉

及ALK4:ActRIIB异二聚体及其用途，特别是与TGFβ拮抗剂组合。虽然不希望受限于特定的

作用机制，但是预期，结合至激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素AB和激活素AC)、GDF8

和/或GDF11中的至少一种或多种的ALK4:ActRIIB异多聚体以及其变体将是促进在癌症患

者中的有益作用的有用药剂。

[0042] 因此，本公开文本提供了包含至少一种ALK4多肽和至少一种ActRIIB多肽的异多

聚体复合物(异多聚体)(ALK4:ActRIIB异多聚体)以及其用途。优选地，ALK4多肽包含ALK4

受体的配体结合结构域，例如ALK4细胞外结构域的一部分。类似地，ActRIIB多肽通常包含

ActRIIB受体的配体结合结构域，例如ActRIIB细胞外结构域的一部分。优选地，此类ALK4和

ActRIIB多肽以及其所得的异多聚体是可溶的。

[0043] 在某些方面中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:14的氨基酸34-101至少

70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包

含与SEQ  ID  NO:15至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ALK4氨基酸序列。在其他实施方案

中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:19至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、

88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ALK4

氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:143至少70％、

75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的ALK4氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包

含与SEQ  ID  NO:145至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ALK4氨基酸序列。在其他实施方案

中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:79至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、

88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ALK4

氨基酸序列。在仍其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:80至少70％、

75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的ALK4氨基酸序列。

[0044] 在某些方面中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸29-109至少
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70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异

多聚体包含与SEQ  ID  NO:2至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他

实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:3至少70％、75％、80％、85％、86％、

87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的

ActRIIB氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:5至少

70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异

多聚体包含与SEQ  ID  NO:6至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他

实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:58至少70％、75％、80％、85％、

86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:

60至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:

ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:63至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序

列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:139至少70％、75％、

80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在仍甚至其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚

体包含与SEQ  ID  NO:141至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他

实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含与SEQ  ID  NO:77至少70％、75％、80％、85％、

86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的ActRIIB氨基酸序列。在其他实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体可以包含与SEQ  ID 

NO:78至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的ActRIIB氨基酸序列。在某些优选实施方案中，

ALK4:ActRIIB异多聚体不包含在对应于SEQ  ID  NO:1的L79的位置处包含酸性氨基酸(例

如，E或D)的ActRIIB多肽。

[0045] 如本文所述，ALK4:ActRIIB异多聚体结构包括例如异二聚体、异三聚体、异四聚

体、异五聚体和更高阶异多聚体复合物。参见例如，图21-23。在某些优选实施方案中，ALK4:

ActRIIB异多聚体是异二聚体。在某些方面中，ALK4和/或ActRIIB多肽可以是融合蛋白。

ALK4和/或ActRIIB多肽产生为与上文针对本文所述的ActRII和TGFβRII融合蛋白所述类似

的融合蛋白。

[0046] ActRII、TGFβRII和/或ALK4多肽(包括其变体)可以包含纯化子序列，如表位标签、

FLAG标签、多组氨酸序列和GST融合物。任选地，ActRII、TGFβRII和/或ALK4多肽包括选自以

下的一个或多个经修饰的氨基酸残基：糖基化氨基酸、聚乙二醇化氨基酸、法尼基化氨基

酸、乙酰化氨基酸、生物素化氨基酸、缀合至脂质部分的氨基酸和缀合至有机衍生剂的氨基
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酸。ActRII、TGFβRII和/或ALK4多肽可以包含至少一种N-连接糖，并且可以包括两种、三种

或更多种N-连接糖。此类多肽也可以包含O-连接糖。通常，优选的是，ActRII、TGFβRII和/或

ALK4多肽是在哺乳动物细胞系中表达，所述细胞系介导多肽的适当的天然糖基化，以减小

患者的不利的免疫应答的可能性。ActRII、TGFβRII和/或ALK4多肽可以在多种以适于患者

使用的方式将蛋白质糖基化的细胞系中产生，所述细胞系包括工程化昆虫或酵母细胞、以

及哺乳动物细胞如COS细胞、CHO细胞、HEK细胞和NSO细胞。在一些实施方案中，ActRII、TGFβ

RII和/或ALK4多肽是糖基化的并且具有可从中国仓鼠卵巢细胞系获得的糖基化模式。在一

些实施方案中，本公开文本的ActRII、TGFβRII和/或ALK4多肽在哺乳动物(例如，小鼠或人)

中展现出至少4、6、12、24、36、48或72小时的血清半衰期。任选地，ActRII、TGFβRII和/或

ALK4多肽可以在哺乳动物(例如，小鼠或人)中展现出至少6、8、10、12、14、20、25或30天的血

清半衰期。

[0047] 在某些方面中，本公开文本提供了药物制剂，其包含一种或多种ActRII拮抗剂和/

或TGFβ拮抗剂以及药学上可接受的载体。药物制剂还可以包含一种或多种其他活性剂，如

用于治疗或预防如本文所述的障碍或病症[例如，白血病、黑色素瘤(例如，转移性黑色素

瘤)、肺癌(例如，鳞状非小细胞肺癌)、肾细胞癌、膀胱癌、间皮瘤(例如，转移性间皮瘤)、头

颈癌(例如，头颈鳞状细胞癌)、食管癌、胃癌、结肠直肠癌(例如，结直肠癌)、肝癌(例如，肝

细胞癌)、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、多形性胶

质母细胞瘤和肉瘤(例如，转移性肉瘤)]的化合物。

[0048] 可以将本文所述的ActRII拮抗剂和/或TGFβ拮抗剂中的任一种配制为药物制剂

(组合物)。在一些实施方案中，药物制剂包含药学上可接受的载体。药物制剂将优选地不含

热原(意味着不含热原至管理用于治疗用途的产品质量的规定所需的程度)。药物制剂还可

以包括一种或多种其他化合物，如用于治疗本文所述的障碍/病症的化合物。通常，ALK4:

ActRIIB异多聚体药物制剂基本上不含ALK4和/或ActRIIB同多聚体。例如，在一些实施方案

中，ALK4:ActRIIB异多聚体药物制剂包含少于约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％

或少于约1％的ALK4同多聚体。在一些实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体药物制剂包含少

于约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或少于约1％的ActRIIB同多聚体。在一些实

施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体药物制剂包含少于约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、

3％、2％或少于约1％的ALK4和ActRIIB同多聚体。

[0049] 在某些方面中，本公开文本的TGFβ拮抗剂是抗体或抗体组合。在一些实施方案中，

TGFβ拮抗剂抗体结合至TGFβ1。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结合至TGFβ2。在一些实

施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结合至TGFβ3。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是多特异性抗体。

在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是双特异性抗体。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结合

至TGFβ1和TGFβ2。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结合至TGFβ1和TGFβ3。在一些实施方

案中，TGFβ拮抗剂抗体结合至TGFβ1和TGFβ2。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结合至

TGFβ2和TGFβ3。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结合至TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3。在一些实

施方案中，TGFβ拮抗剂抗体是夫苏木单抗(fresolimumab)。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂

抗体结合至TGFβRII。在一些实施方案中，结合至TGFβRII的TGFβ拮抗剂抗体进一步结合至

TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、ALK5和β聚糖中的一种或多种。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结

合至ALK5。在一些实施方案中，结合至ALK5的TGFβ拮抗剂抗体进一步结合至TGFβ1、TGFβ2、
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TGFβ3、TGFβRII和β聚糖中的一种或多种。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂抗体结合至β聚

糖。在一些实施方案中，结合至β聚糖的TGFβ拮抗剂抗体进一步结合至TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、

TGFβRII和ALK5中的一种或多种。在一些实施方案中，特别在多特异性抗体(例如，双特异性

抗体)的情况下，本公开文本的TGFβ拮抗剂抗体也是ActRII拮抗剂抗体。因此，在一些实施

方案中，结合至TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、TGFβRII、ALK5和β聚糖中的一种或多种的抗体进一步

结合至ActRIIA、ActRIIB、ALK4、激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9中

的一种或多种。在一些实施方案中，本公开文本的多特异性抗体结合至TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3

和激活素中的一种或多种。在一些实施方案中，本公开文本的多特异性抗体结合至TGFβ2和

激活素A。

[0050] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂是抗体或抗体组合。在一些实施方案

中，ActRII拮抗剂是多特异性抗体。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是双特异性抗体。在

一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体结合至选自以下的一种或多种配体：激活素A、激活素

B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体结合激活

素A。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体结合至ActRIIA。在一些实施方案中，ActRII拮

抗剂抗体结合至ActRIIB。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体结合至ActRIIA和

ActRIIB。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体结合至ALK4。在一些实施方案中，结合至激

活素A、激活素B、GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9中的一种或多种的ActRII拮抗剂抗

体进一步结合至ActRIIA、ActRIIB和ALK4中的一种或多种。在一些实施方案中，特别在多特

异性抗体(例如，双特异性抗体)的情况下，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体也是TGFβ拮抗

剂抗体。因此，在一些实施方案中，结合至ActRIIA、ActRIIB、ALK4、激活素A、激活素B、

GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9中的一种或多种的抗体进一步结合至TGFβ1、TGFβ2、

TGFβ3、TGFβRII、ALK5和β聚糖中的一种或多种。

附图说明

[0051] 图1示出了人ActRIIB和人ActRIIA的细胞外结构域的比对，其中在本文基于多种

ActRIIB和ActRIIA晶体结构的综合分析推断直接接触配体的残基用框指示。

[0052] 图2示出了多种脊椎动物ActRIIB蛋白(SEQ  ID  NO:100-105)和人ActRIIA(SEQ  ID 

NO:122)的多序列比对以及衍生自所述比对的共有ActRII序列(SEQ  ID  NO:106)。

[0053] 图3示出了多种脊椎动物ActRIIA蛋白和人ActRIIA(SEQ  ID  NO:107-114)的多序

列比对。

[0054] 图4示出了多种脊椎动物ALK4蛋白和人ALK4(SEQ  ID  NO:115-121)的多序列比对。

[0055] 图5示出了在CHO细胞中表达的ActRIIA-hFc的纯化。所述蛋白质纯化为单个的界

限清晰的峰，如通过粒度分级柱(上图)和考马斯染色SDS-PAGE(下图)(左图：分子量标准

品；右图：ActRIIA-hFc)所可视化的。

[0056] 图6示出了ActRIIA-hFc与激活素(上图)和GDF-11(下图)的结合，如通过BiacoreTM

测定所测量的。

[0057] 图7示出了ActRIIB(25-131)-hFc的完整的未加工的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:

123)。TPA前导序列(残基1-22)和双重截短的ActRIIB细胞外结构域(残基24-131，使用基于

SEQ  ID  NO:1中的天然序列的编号)各自加下划线。突出显示通过测序揭示是成熟融合蛋白
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的N末端氨基酸的谷氨酸，其相对于SEQ  ID  NO:1位于位置25。

[0058] 图8示出了编码ActRIIB(25-131)-hFc的核苷酸序列(编码链显示于上部，SEQ  ID 

NO:124；并且补体显示于下部(3'-5')，SEQ  ID  NO:125)。编码TPA前导序列(核苷酸1-66)和

ActRIIB细胞外结构域(核苷酸73-396)的序列加下划线。还示出了ActRIIB(25-131)的相应

氨基酸序列。

[0059] 图9示出了编码ActRIIB(25-131)-hFc的替代核苷酸序列(编码链显示于上部，SEQ 

ID  NO:126；并且补体显示于下部(3'-5')，SEQ  ID  NO:127)。这个序列使得初始转化体中的

蛋白质表达水平更高，从而使细胞系研发过程更加快速。编码TPA前导序列(核苷酸1-66)和

ActRIIB细胞外结构域(核苷酸73-396)的序列加下划线，并且突出显示ECD的野生型核苷酸

序列(参见图8)中的取代。还示出了ActRIIB(25-131)的相应氨基酸序列。

[0060] 图10示出了人TGFβ受体II型(hTβRII)的B(短)亚型的天然前体(NP_003233.4；SEQ 

ID  NO:34)的氨基酸序列。实线下划线指示成熟细胞外结构域(ECD)(残基23-159)，并且双

下划线指示在A(长)亚型中被置换的缬氨酸。虚线下划线表示前导序列(残基1-22)。

[0061] 图11示出了人TβRII的A(长)亚型的天然前体(NP_001020018.1；SEQ  ID  NO:35)的

氨基酸序列。实线下划线指示成熟ECD(残基23-184)，并且双下划线指示剪接产生的异亮氨

酸取代。虚线下划线表示前导序列(残基1-22)。

[0062] 图12示出了截短的GDF阱ActRIIB(L79D  25-131)-hFc的完整氨基酸序列(SEQ  ID 

NO:131)，包括TPA前导序列 截短的ActRIIB细胞外结构域(SEQ  ID  NO:1中的

残基25-131；单下划线)和hFc结构域。在天然序列中的位置79处取代的天冬氨酸

并突出显示，通过测序揭示是成熟融合蛋白中的N末端残基的谷氨酸也

并突出显示。

[0063] 图13示出了无前导序列的截短的GDF阱ActRIIB(L79D  25-131)-hFc的氨基酸序列

(SEQ  ID  NO:132)。截短的ActRIIB细胞外结构域(SEQ  ID  NO:1中的残基25-131)加下划线。

在天然序列中的位置79处取代的天冬氨酸 并突出显示，通过测序揭示是成熟

融合蛋白中的N末端残基的谷氨酸也 并突出显示。

[0064] 图14示出了无前导序列、hFc结构域和接头的截短的GDF阱ActRIIB(L79D  25-131)

的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:133)。在天然序列中的位置79处取代的天冬氨酸加下划线并突

出显示，通过测序揭示是成熟融合蛋白中的N末端残基的谷氨酸也加下划线并突出显示。

[0065] 图15示出了编码ActRIIB(L79D  25-131)-hFc的核苷酸序列。SEQ  ID  NO:134对应

于有义链，并且SEQ  ID  NO:135对应于反义链。TPA前导序列(核苷酸1-66) 并

且截短的ActRIIB细胞外结构域(核苷酸76-396)加单下划线。还示出了ActRIIB细胞外结构

域(SEQ  ID  NO:1中的残基25-131)的氨基酸序列。

[0066] 图16示出了编码ActRIIB(L79D  25-131)-hFc的替代核苷酸序列。SEQ  ID  NO:136

对应于有义链，并且SEQ  ID  NO:137对应于反义链。TPA前导序列(核苷酸1-66)

截短的ActRIIB细胞外结构域(核苷酸76-396)加下划线，并且细胞外结构域

的野生型核苷酸序列中的取代 并突出显示。还示出了ActRIIB细胞外结构域
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(SEQ  ID  NO:1中的残基25-131)的氨基酸序列。

[0067] 图17示出了图16中所示替代核苷酸序列(SEQ  ID  NO:136)的核苷酸76-396(SEQ 

ID  NO:138)。在此处，图16中指示的相同核苷酸取代也加下划线并突出显示。SEQ  ID  NO:

138仅编码具有L79D取代的截短的ActRIIB细胞外结构域(对应于SEQ  ID  NO:1中的残基25-

131)，例如ActRIIB(L79D25-131)。

[0068] 图18示出了使用Clustal  2.1进行的来自人IgG同种型的Fc结构域的多序列比对。

铰链区域由虚线下划线指示。双下划线指示在IgG1Fc中工程化以促进不对称链配对的位置

和关于其他同种型IgG2、IgG3和IgG4的相应位置的例子。

[0069] 图19示出了与ActRIIB-Fc同二聚体和ALK4-Fc同二聚体相比，ALK4-Fc:ActRIIB-

Fc异二聚体蛋白质复合物的比较性配体结合数据。对于每种蛋白质复合物，配体按koff(它

是与配体信号传导抑制良好相关的动力学常数)排序，并且以结合亲和力的降序列出(最紧

密结合的配体在顶部列出)。在左侧，黄色、红色、绿色和蓝色线指示解离速率常数的量级。

黑色实线指示如下配体，所述配体与异二聚体的结合与同二聚体相比增强或不变，而红色

划线指示与同二聚体相比显著降低的结合。如所示，ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体展示出

与任一种同二聚体相比增强的与激活素B的结合，保留如用ActRIIB-Fc同二聚体所观察到

的与激活素A、GDF8和GDF11的强结合，并且展现出显著降低的与BMP9、BMP10和GDF3的结合。

与ActRIIB-Fc同二聚体一样，所述异二聚体保留中等水平的与BMP6的结合。

[0070] 图20示出了比较性ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体/ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc同二

聚体IC50数据，如通过如本文所述的A-204报告基因测定所测定的。ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异

二聚体与ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc同二聚体类似地抑制激活素A、激活素B、GDF8和GDF11信

号传导途径。然而，与ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc同二聚体相比，ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚

体对BMP9和BMP10信号传导途径的抑制显著降低。这些数据证明与相应的ActRIIB:ActRIIB

同二聚体相比，ALK4:ActRIIB异二聚体是激活素A、激活素B、GDF8和GDF11的更具选择性的

拮抗剂。

[0071] 图21A和21B示出了包含I型受体和II型受体多肽的异聚蛋白质复合物的两个示意

性例子。图21A描绘了包含一种I型受体融合多肽和一种II型受体融合多肽的异二聚体蛋白

质复合物，所述融合多肽可以通过含于每条多肽链内的多聚化结构域共价或非共价地组

装。两个已组装的多聚化结构域构成相互作用对，其可以是引导的或非引导的。图21B描绘

了异四聚体蛋白质复合物，其包含两种如图21A中所描绘的异二聚体复合物。可以设想更高

阶的复合物。

[0072] 图22示出了如下异聚蛋白质复合物的示意性例子，所述异聚蛋白质复合物包含I

型受体多肽(指示为“I”)(例如，与来自人或其他物种的ALK4蛋白的细胞外结构域至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的

多肽，如本文所述的那些)和II型受体多肽(指示为“II”)(例如，与来自人或其他物种的

ActRIIB蛋白的细胞外结构域至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、97％、98％、99％或100％相同的多肽，如本文所述的那些)。在所说明的实施方案中，I

型受体多肽是包含相互作用对的第一成员(“C1”)的融合多肽的一部分，并且II型受体多肽

是包含相互作用对的第二成员(“C2”)的融合多肽的一部分。在每种融合多肽中，接头可以

定位于I型或II型受体多肽与相互作用对的相应成员之间。相互作用对的第一和第二成员
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可以是引导(不对称)对，意味着所述对的成员优先彼此缔合而不是自我缔合，或者相互作

用对可以是非引导的，意味着所述对的成员可以彼此缔合或自我缔合而没有实质的优先

性，并且可以具有相同或不同的氨基酸序列。传统的Fc融合蛋白和抗体是非引导相互作用

对的例子，而多种工程化Fc结构域被设计为引导(不对称)相互作用对[例如，Spiess等人

(2015)Molecular  Immunology  67(2A):95-106]。

[0073] 图23A-23D示出了如下异聚蛋白质复合物的示意性例子，所述异聚蛋白质复合物

包含ALK4多肽(例如，与来自人或其他物种的ALK4蛋白的细胞外结构域至少70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的多肽，如本

文所述的那些)和ActRIIB多肽(例如，与来自人或其他物种的ActRIIB蛋白的细胞外结构域

至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相

同的多肽，如本文所述的那些)。在所说明的实施方案中，ALK4多肽是包含相互作用对的第

一成员(“C1”)的融合多肽的一部分，并且ActRIIB多肽是包含相互作用对的第二成员(“C2”)

的融合多肽的一部分。合适的相互作用对包括例如重链和/或轻链免疫球蛋白相互作用对、

其截短物和变体，如本文所述的那些[例如，Spiess等人(2015)Molecular  Immunology  67

(2A):95-106]。在每种融合多肽中，接头可以定位于ALK4或ActRIIB多肽与相互作用对的相

应成员之间。相互作用对的第一和第二成员可以是非引导的，意味着所述对的成员可以彼

此缔合或自我缔合而没有实质的优先性，并且它们可以具有相同或不同的氨基酸序列。参

见图23A。可替代地，相互作用对可以是引导(不对称)对，意味着所述对的成员优先彼此缔

合而不是自我缔合。参见图23B。可以设想更高阶的复合物。参见图23C和图23D。

[0074] 图24示出了hTβRII短截短物与其hTβRII长对应物的N末端比对。存在于hTβRII长截短

物中的25个氨基酸的插入物加下划线。注意，剪接过程引起短亚型中侧接插入位点的缬氨

酸被长亚型中的异亮氨酸置换。加框序列表示前导序列。

具体实施方式

[0075] 1.概述

[0076] TGFβ超家族包括超过30种分泌因子，包括TGFβ、激活素、nodal、骨形态发生蛋白

(BMP)、生长分化因子(GDF)和抗苗勒管激素(AMH)[Weiss等人(2013)Developmental 

Biology,2(1):47-63]。在脊椎动物和无脊椎动物中均发现的所述超家族的成员在各种组

织中普遍表达并在动物的一生中的发育的最早阶段过程中起作用。实际上，TGFβ超家族蛋

白是干细胞自我更新、原肠胚形成、分化、器官形态发生和成年组织内稳态的关键介体。与

这种遍在活性一致，异常TGFβ超家族信号传导与广泛范围的人类病理相关。

[0077] TGFβ超家族的配体共享相同的二聚体结构，其中一个单体的中心3-1/2转角螺旋

抵靠另一单体的β链形成的凹面包装。大多数TGFβ家族成员通过分子间二硫键进一步稳定。

这种二硫键横穿另外两个二硫键形成的环，产生被称为‘半胱氨酸结’的基序[Lin等人

(2006)Reproduction  132:179-190；和Hinck等人(2012)FEBS  Letters  586:1860-1870]。

[0078] TGFβ超家族信号传导是由I型和II型丝氨酸/苏氨酸激酶受体的异聚复合物介导，

所述激酶受体在配体刺激后磷酸化并激活下游SMAD蛋白(例如，SMAD蛋白1、2、3、5和8)

[Massagué(2000)Nat.Rev.Mol.Cell  Biol.1:169-178]。这些I型和II型受体是跨膜蛋白，

其由具有富半胱氨酸区的配体结合细胞外结构域、跨膜结构域和具有预测的丝氨酸/苏氨
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酸激酶特异性的细胞质结构域构成。通常，I型受体介导细胞内信号传导，而II型受体是结

合TGFβ超家族配体所需要的。I型和II型受体在配体结合后形成稳定的复合物，从而导致II

型受体对I型受体的磷酸化。

[0079] TGFβ家族可以基于其所结合的I型受体和其所激活的Smad蛋白分为两个系统发育

分支。一个分支是最近进化的分支，其包括例如TGFβ、激活素、GDF8、GDF9、GDF11、BMP3和

nodal，它们通过激活Smad  2和Smad  3的I型受体传导信号[Hinck(2012)FEBS  Letters 

586:1860-1870]。另一个分支包含所述超家族的更远相关的蛋白质，并且包括例如BMP2、

BMP4、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a、BMP8b、BMP9、BMP10、GDF1、GDF5、GDF6和GDF7，它们通过Smad 

1、Smad  5和Smad  8传导信号。

[0080] TGFβ亚型是TGFβ超家族的创始成员，其中在哺乳动物中存在3种已知亚型，命名为

TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3。成熟的生物活性TGFβ配体起同二聚体的作用并且主要通过I型受体

ALK5传导信号，但是还已经发现其另外通过内皮细胞中的ALK1传导信号[Goumans等人

(2003)Mol  Cell  12(4):817-828]。TGFβ1是最丰富并且遍在表达的亚型。已知TGFβ1在伤口

愈合中具有重要作用，并且表达组成型活性TGFβ1转基因的小鼠发生纤维化[Clouthier等

人(1997)J  Clin.Invest.100(11):2697-2713]。TGFβ1表达首次描述于人胶质母细胞瘤细

胞中，并且出现于胚胎神经系统的神经元和星形胶质细胞中。TGFβ3最初是从人横纹肌肉瘤

细胞系分离，并且后来发现于肺腺癌和肾癌细胞系中。已知TGFβ3对于腭和肺形态发生是重

要的[Kubiczkova等人(2012)Journal  of  Translational  Medicine  10:183]。

[0081] 激活素是TGFβ超家族的成员，并且最初是作为促卵泡激素的调节剂发现的，但是

随后已经表征了多种生殖和非生殖作用。有三种主要的激活素形式(A、B和AB)，它们是两个

密切相关的β亚基的同二聚体/异二聚体(分别为βAβA、βBβB和βAβB)。人类基因组还编码主要

在肝脏中表达的激活素C和激活素E，并且含有βC或βE的异二聚体形式也是已知的。在TGFβ超

家族中，激活素是独特并且多功能的因子，其可以刺激卵巢和胎盘细胞中的激素产生，支持

神经元细胞存活，根据细胞类型积极地或消极地影响细胞周期进展，并且至少在两栖动物

胚胎中诱导中胚层分化[DePaolo等人(1991)Proc  Soc  Ep  Biol  Med .198:500-512；Dyson

等人(1997)Curr  Biol.7:81-84；和Woodruff(1998)Biochem  Pharmacol.55:953-963]。在

若干种组织中，激活素信号传导受到其相关异二聚体抑制素的拮抗。例如，在促卵泡激素

(FSH)从垂体的分泌的调节中，激活素促进FSH合成和分泌，而抑制素减少FSH合成和分泌。

可以调节激活素生物活性和/或结合至激活素结合的其他蛋白质包括卵泡抑素(FS)、卵泡

抑素相关蛋白(FSRP，也称为FLRG或FSTL3)和α2-巨球蛋白。

[0082] 如本文所述，结合至“激活素A”的药剂是特异性地结合至βA亚基的药剂，无论是在

分离的βA亚基的背景下还是作为二聚体复合物(例如，βAβA同二聚体或βAβB异二聚体)。在异

二聚体复合物(例如，βAβB异二聚体)的情况下，结合至“激活素A”的药剂对存在于βA亚基内

的表位具有特异性，但是不结合至存在于复合物的非βA亚基(例如，复合物的βB亚基)内的表

位。类似地，本文所公开的拮抗(抑制)“激活素A”的药剂是抑制如由βA亚基介导的一种或多

种活性的药剂，无论是在分离的βA亚基的背景下还是作为二聚体复合物(例如，βAβA同二聚

体或βAβB异二聚体)。在βAβB异二聚体的情况下，抑制“激活素A”的药剂是特异性地抑制βA亚

基的一种或多种活性而不抑制复合物的非βA亚基(例如，复合物的βB亚基)的活性的药剂。这

个原理也适用于结合至和/或抑制“激活素B”、“激活素C”和“激活素E”的药剂。本文所公开
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的拮抗“激活素AB”的药剂是抑制如由βA亚基介导的一种或多种活性和如由βB亚基介导的一

种或多种活性的药剂。

[0083] BMP和GDF一起形成半胱氨酸结细胞因子的家族，所述细胞因子共享TGFβ超家族的

特征性折叠[Rider等人(2010)Biochem  J.,429(1):1-12]。这个家族包括例如BMP2、BMP4、

BMP6、BMP7、BMP2a、BMP3、BMP3b(也称为GDF10)、BMP4、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8、BMP8a、BMP8b、

BMP9(也称为GDF2)、BMP10、BMP11(也称为GDF11)、BMP12(也称为GDF7)、BMP13(也称为

GDF6)、BMP14(也称为GDF5)、BMP15、GDF1、GDF3(也称为VGR2)、GDF8(也称为肌生成抑制蛋

白)、GDF9、GDF15和生物皮肤生长因子(decapentaplegic)。除了诱导骨形成的能力(这赋予

了BMP的名称)之外，BMP/GDF在广泛范围的组织的发育中展示出形态发生活性。BMP/GDF同

二聚体和异二聚体与I型和II型受体二聚体的组合相互作用以产生多种可能的信号传导复

合物，从而导致两组竞争的SMAD转录因子之一的激活。BMP/GDF具有高度特异性且局限性的

功能。这些功能通过许多方式进行调节，包括BMP/GDF表达的发育限制和通过分泌以高亲和

力结合至细胞因子的几种特异性BMP拮抗剂蛋白。奇怪的是，许多这些拮抗剂类似于TGFβ超

家族配体。

[0084] 部分地，本文所呈现的数据证明，ActRII拮抗剂(抑制剂)和TGFβ拮抗剂可以单独

或组合用于治疗癌症。具体地，显示单独用ActRIIA多肽、ActRIIB多肽或泛特异性TGFβ抗体

治疗在癌症模型中降低肿瘤负担并延长存活时间。此外，显示与单独使用任一种药剂所观

察到的效果相比，与TGFβ拮抗剂组合的ActRII拮抗剂可以用于协同地提高抗肿瘤活性。虽

然数据指示，与抑制TGFβ信号传导相关的抗肿瘤作用是由于TGFβ2拮抗性所致，但是本文中

已经显示，TGFβ的所有三种亚型(TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3)的抑制剂具有抗肿瘤活性。因此，虽

然在许多实施方案中优选地要根据本公开文本的方法和用途使用的TGFβ拮抗剂抑制TGFβ

2，但是预期抑制TGFβ1和/或TGFβ3的TGFβ拮抗剂将也可用于促进抗肿瘤反应。

[0085] 因此，本公开文本部分地提供了单独地或与一种或多种支持疗法和/或其他活性

剂组合地使用ActRII拮抗剂、TGFβ拮抗剂或ActRII拮抗剂与TGFβ拮抗剂的组合治疗癌症、

特别是治疗或预防癌症的一种或多种并发症(例如，降低肿瘤负担)的方法。另外，数据指

示，ActRII和TGFβ拮抗剂疗法的功效依赖于免疫系统。因此，部分地，本公开文本涉及以下

发现：ActRII和TGFβ拮抗剂可以用作免疫治疗药，特别是用于治疗众多的癌症(例如，与免

疫抑制和/或免疫耗竭相关的癌症)。与其他已知的免疫-肿瘤学药剂一样，ActRII和TGFβ拮

抗剂增强患者的免疫应答的能力可以具有超出癌症领域的更广泛的治疗意义。例如，已经

提出，免疫增强剂可用于治疗众多的感染性疾病，特别是促进免疫抑制和/或免疫耗竭的病

原剂。此类免疫增强剂还可用于加强疫苗(例如，感染性疾病和癌症疫苗)的免疫功效。因

此，本公开文本提供了多种ActRII和TGFβ拮抗剂，其可以单独或组合用于提高有需要的受

试者的免疫应答，治疗癌症，治疗感染性疾病，和/或提高免疫功效，任选地与一种或多种支

持疗法和/或其他活性剂组合。

[0086] 本说明书中使用的术语在本公开文本的上下文中以及在使用每个术语的特定上

下文中通常具有它们在本领域中的普通含义。某些术语在下文或本说明书的其他地方进行

讨论，以向从业者提供关于描述本公开文本的组合物和方法以及如何制备和使用它们的其

他指导。术语的任何使用的范围或含义将从使用它的特定上下文中变得清楚。

[0087] 如本文所用的术语“异聚体”或“异多聚体”是指包含至少第一多肽链和第二多肽
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链的复合物，其中第二多肽链在氨基酸序列上与第一多肽链相差至少一个氨基酸残基。异

聚体可以包含由第一和第二多肽链形成的“异二聚体”，或者可以形成除了第一和第二多肽

链之外还存在一条或多条多肽链的更高阶结构。异多聚体的示例性结构包括异二聚体、异

三聚体、异四聚体和其他寡聚体结构。异二聚体在本文中命名为X:Y或等同地命名为X-Y，其

中X代表第一多肽链，并且Y代表第二多肽链。更高阶异聚体和寡聚体结构在本文中以相应

的方式命名。

[0088] 所有语法形式和拼写变体的“同源的”是指具有“共同的进化起源”的两种蛋白质

之间的关系，所述蛋白质包括来自相同生物物种中的超家族的蛋白质以及来自不同生物物

种的同源蛋白质。此类蛋白质(及其编码核酸)具有如通过其序列相似性所反映的序列同源

性，无论是就同一性百分比而言还是根据特定残基或基序和保守位置的存在。然而，在通常

的用法中和在本申请中，术语“同源的”在用副词如“高度地”修饰时可以指代序列相似性，

并且可以涉及或可以不涉及共同的进化起源。

[0089] 所有语法形式的术语“序列相似性”是指可以共享或可以不共享共同的进化起源

的核酸或氨基酸序列之间的同一性或对应的程度。

[0090] 将关于参考多肽(或核苷酸)序列的“序列同一性百分比(％)”定义为在用以实现

最大序列同一性百分比并且不将任何保守取代视为序列同一性的一部分而比对序列和引

入缺口(如果需要)后，候选序列中与参考多肽(核苷酸)序列中的氨基酸残基(或核酸)相同

的氨基酸残基(或核酸)的百分比。用于确定氨基酸序列同一性百分比的目的的比对能以本

领域技术范围内的多种方式实现，例如使用可公开获得的计算机软件，如BLAST、BLAST-2、

ALIGN或Megalign(DNASTAR)软件。本领域技术人员可以确定用于比对序列的适当参数，包

括为了在被比较的序列的全长上实现最大比对所需要的任何算法。然而，为了本文的目的，

使用序列比较计算机程序ALIGN-2产生氨基酸(核酸)序列同一性值％。ALIGN-2序列比较计

算机程序由Genentech ,Inc .编写，并且源代码已经以用户文档提交在美国版权局

(U.S.Copyright  Office)，华盛顿特区，20559中，其中它在美国版权登记号TXU510087下注

册。ALIGN-2程序可从加利福尼亚州南旧金山的Genentech,Inc.公开获得，或者可以从源代

码编译。应编译ALIGN-2程序以在UNIX操作系统(包括数字UNIX  V4.0D)上使用。所有序列比

较参数均由ALIGN-2程序设置，并且不变。

[0091] 所有语法形式的“激动”是指激活蛋白质和/或基因(例如，通过激活或扩增该蛋白

质的基因表达或通过诱导无活性蛋白质进入活性状态)或提高蛋白质和/或基因的活性的

过程。

[0092] 所有语法形式的“拮抗”是指抑制蛋白质和/或基因(例如，通过抑制或减少该蛋白

质的基因表达或通过诱导活性蛋白质进入无活性状态)或降低蛋白质和/或基因的活性的

过程。

[0093] 在整个说明书和权利要求书中结合数值使用的术语“约”和“大约”表示本领域技

术人员熟悉和可接受的精确度区间。通常，这种精确度区间为±10％。可替代地，并且特别

是在生物系统中，术语“约”和“大约”可以意指在给定值的数量级内(优选地≤5倍且更优选

地≤2倍)的值。

[0094] 本文所公开的数字范围包括限定所述范围的数字。

[0095] 术语“一个/种(a和an)”包括复数指示物，除非使用所述术语的上下文另有明确规
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定。术语“一个/种(a或an)”以及术语“一个/种或多个/种(one  or  more)”和“至少一个/种

(at  least  one)”可以在本文中互换使用。此外，当在本文中使用时，将“和/或”视为对两个

或更多个指定特征或组分中的每一者与或不与其他特征或组分的具体公开。因此，在本文

如以短语如“A和/或B”使用的术语“和/或”旨在包括“A和B”、“A或B”、“A”(单独)以及“B”(单

独)。同样地，如以短语如“A、B和/或C”使用的术语“和/或”旨在涵盖以下方面中的每一个：

A、B和C；A、B或C；A或C；A或B；B或C；A和C；A和B；B和C；A(单独)；B(单独)；以及C(单独)。

[0096] 2.ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽和ALK4:ActRIIB异多聚体

[0097] 在某些方面中，本公开文本涉及ActRII多肽及其用途(例如，提高有需要的受试者

的免疫应答和治疗癌症或病原体)。如本文所用，术语“ActRII”是指II型激活素受体的家

族。这个家族包括激活素受体IIA型(ActRIIA)和激活素受体IIB型(ActRIIB)。在一些方面

中，本公开文本涉及包含至少一种ActRIIB多肽和至少一种ALK4多肽的异多聚体(在本文中

通常将其称为“ALK4:ActRIIB异多聚体”或“ALK4:ActRIIB异多聚体复合物”)及其用途(例

如，提高有需要的受试者的免疫应答和治疗癌症或病原体)。

[0098] 如本文所用，术语“ActRIIB”是指来自任何物种的激活素受体IIB型(ActRIIB)蛋

白质的家族以及通过诱变或其他修饰衍生自此类ActRIIB蛋白的变体。本文中对ActRIIB的

提及应理解为对任何一种当前鉴定的形式的提及。ActRIIB家族的成员通常是跨膜蛋白，其

由包含富半胱氨酸区的配体结合细胞外结构域、跨膜结构域和具有预测的丝氨酸/苏氨酸

激酶活性的细胞质结构域构成。

[0099] 术语“ActRIIB多肽”包括包含ActRIIB家族成员的任何天然存在的多肽以及其保

留有用活性的任何变体(包括突变体、片段、融合物和肽模拟物形式)的多肽。此类变体

ActRIIB多肽的例子提供于整个本公开文本中以及国际专利申请公开号WO  2006/012627、

WO  2008/097541和WO  2010/151426中，将所述专利申请通过引用以其整体并入本文。本文

所述的所有ActRIIB相关多肽的氨基酸的编号均基于下文提供的人ActRIIB前体蛋白序列

(SEQ  ID  NO:1)的编号，除非另外特别指出。

[0100] 人ActRIIB前体蛋白序列如下：

[0101]
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[0102] 信号肽用单下划线指示；细胞外结构域以粗体字指示；并且潜在的内源N-连接糖

基化位点用 指示。

[0103] 经加工的细胞外ActRIIB多肽序列如下：

[0104] GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDR

QECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT(SEQ  ID  NO:2)。

[0105] 在一些实施方案中，可以产生在N末端具有“SGR……”序列的蛋白质。细胞外结构

域的C末端“尾部”由单下划线指示。缺失“尾部”的序列(Δ15序列)如下：

[0106] GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDR

QECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEA(SEQ  ID  NO:3)。

[0107] 文献中还报道了在SEQ  ID  NO:1的位置64处具有丙氨酸(A64)的ActRIIB的形式。

参见例如，Hilden等人(1994)Blood ,83(8):2163-2170。已经确定，包含具有A64取代的

ActRIIB的细胞外结构域的ActRIIB-Fc融合蛋白对激活素和GDF11具有相对较低的亲和力。

相比之下，在位置64处具有精氨酸(R64)的相同ActRIIB-Fc融合蛋白对激活素和GDF11具有

在低纳摩尔至高皮摩尔范围内的亲和力。因此，具有R64的序列用作本公开文本中人

ActRIIB的“野生型”参考序列。

[0108] 在位置64处具有丙氨酸的ActRIIB的形式如下：

[0109]

[0110] 信号肽由单下划线指示，并且细胞外结构域由粗体字指示。

[0111] 替代A64形式的经加工的细胞外ActRIIB多肽序列如下：

[0112] GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDR

QECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT(SEQ  ID  NO:5)

[0113] 在一些实施方案中，可以产生在N末端具有“SGR……”序列的蛋白质。细胞外结构

域的C末端“尾部”由单下划线指示。缺失“尾部”的序列(Δ15序列)如下：

[0114] GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDR

QECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEA(SEQ  ID  NO:6)
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[0115] 编码人ActRIIB前体蛋白的核酸序列如下所示(SEQ  ID  NO:7)，表示Genbank参考

序列NM_001106.3的核苷酸25-1560，其编码ActRIIB前体的氨基酸1-513。如所示的序列提

供了位置64处的精氨酸，并且可以被修饰为替代地提供丙氨酸。信号序列加下划线。

[0116]
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[0117]

[0118] 编码经加工的细胞外人ActRIIB多肽的核酸序列如下(SEQ  ID  NO:8)。如所示的序

列提供了位置64处的精氨酸，并且可以被修饰为替代地提供丙氨酸。

[0119]

[0120] 人ActRIIB细胞外结构域和人ActRIIA细胞外结构域的氨基酸序列的比对示于图1

中。这个比对指示了被认为直接接触ActRII配体的两种受体内的氨基酸残基。例如，复合

ActRII结构指示ActRIIB-配体结合口袋部分地由残基Y31、N33、N35、L38至T41、E47、E50、

Q53至K55、L57、H58、Y60、S62、K74、W78至N83、Y85、R87、A92以及E94至F101定义。在这些位置

处，预期保守突变将是耐受的。

[0121] 另外，ActRIIB在脊椎动物中是良好保守的，其中大段的细胞外结构域完全保守。

例如，图2描绘了与多种ActRIIB直系同源物相比的人ActRIIB细胞外结构域的多序列比对。

结合至ActRIIB的许多配体也是高度保守的。因此，根据这些比对，可以预测配体结合结构

域内对于正常的ActRIIB-配体结合活性重要的关键氨基酸位置，并且预测可能耐受取代而

不显著改变正常的ActRIIB-配体结合活性的氨基酸位置。因此，根据本发明公开的方法有

用的活性人ActRIIB变体多肽可以包括在来自另一种脊椎动物ActRIIB的序列的相应位置

处的一个或多个氨基酸，或者可以包括类似于人或其他脊椎动物序列中的残基的残基。不

意在是限制性的，以下例子说明了定义活性ActRIIB变体的这种方法。人细胞外结构域(SEQ 

ID  NO:103)中的L46是爪蟾(Xenopus)ActRIIB(SEQ  ID  NO:105)中的缬氨酸，并且因此这个
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位置可以改变，并且任选地可以改变为另一种疏水性残基(如V、I或F)或非极性残基(如A)。

人细胞外结构域中的E52是爪蟾中的K，指示这个位点可以耐受众多的变化，包括极性残基

(如E、D、K、R、H、S、T、P、G、Y)和可能地A。人细胞外结构域中的T93是爪蟾中的K，指示在这个

位置耐受宽结构变异，且偏好极性残基，如S、K、R、E、D、H、G、P、G和Y。人细胞外结构域中的

F108是爪蟾中的Y，并且因此应耐受Y或其他疏水性基团，如I、V或L。人细胞外结构域中的

E111是爪蟾中的K，指示在这个位置将耐受带电荷的残基(包括D、R、K和H)以及Q和N。人细胞

外结构域中的R112是爪蟾中的K，指示在这个位置耐受碱性残基，包括R和H。在人细胞外结

构域中的位置119处的A相对较不保守，并且在啮齿类动物中作为P出现且在爪蟾中作为V出

现，由此在这个位置应耐受基本上任何氨基酸。

[0122] 此外，本领域中已经在结构和功能特征方面、特别是关于配体结合表征了ActRII

蛋白[Attisano等人(1992)Cell  68(1):97-108；Greenwald等人(1999)Nature  Structural 

Biology  6(1):18-22；Allendorph等人(2006)PNAS  103(20:7643-7648；Thompson等人

(2003)The  EMBO  Journal  22(7):1555-1566；以及美国专利号：7,709,605、7,612,041和7,

842,663]。除了本文的教导之外，这些参考文献充分地提供了关于如何产生保留一种或多

种正常活性(例如，配体结合活性)的ActRIIB变体的指导。

[0123] 例如，称为三指毒素折叠的定义性结构基序对于I型和II型受体的配体结合是重

要的，并且是由位于每种单体受体的细胞外结构域内不同位置处的保守半胱氨酸残基形成

[Greenwald等人(1999)Nat  Struct  Biol  6:18-22；和Hinck(2012)FEBS  Lett  586:1860-

1870]。因此，如由这些保守半胱氨酸的最外侧划分的人ActRIIB的核心配体结合结构域对

应于SEQ  ID  NO:1(ActRIIB前体)的位置29-109。侧接这些半胱氨酸划分的核心序列的结构

上较不有序的氨基酸可以在N末端被截短1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27或28个残基，和/或在C末端被截短1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24或25个残基，而不必改变配体结合。用

于N末端和/或C末端截短的示例性ActRIIB细胞外结构域包括SEQ  ID  NO:2、3、5和6。

[0124] Attisano等人表明ActRIIB的细胞外结构域的C末端的脯氨酸结的缺失降低了受

体对激活素的亲和力。含有本发明SEQ  ID  NO:1的氨基酸20-119的ActRIIB-Fc融合蛋白

“ActRIIB(20-119)-Fc”相对于ActRIIB(20-134)-Fc具有降低的与GDF11和激活素的结合，

所述ActRIIB(20-134)-Fc包括脯氨酸结区域和完整的近膜结构域(参见例如，美国专利号

7,842,663)。然而，ActRIIB(20-129)-Fc蛋白相对于野生型保留类似但略微降低的活性，即

使脯氨酸结区域被破坏。

[0125] 因此，在氨基酸134、133、132、131、130和129(关于SEQ  ID  NO:1)处停止的ActRIIB

细胞外结构域预期全部都具活性，但在134或133处停止的构建体可能是最具活性的。类似

地，预期在残基129-134(关于SEQ  ID  NO:1)中任何一个处的突变不大幅改变配体结合亲和

力。支持这一点的是，本领域已知，P129和P130(关于SEQ  ID  NO:1)的突变基本上不降低配

体结合。因此，本公开文本的ActRIIB多肽可以早在氨基酸109(最终半胱氨酸)处结束，然

而，预期在109和119处或在109与119之间(例如，109、110、111、112、113、114、115、116、117、

118或119)结束的形式具有降低的配体结合。氨基酸119(关于本发明SEQ  ID  NO:1)较不保

守，并且因此容易改变或截短。在128(关于SEQ  ID  NO:1)处或稍后结束的ActRIIB多肽和基

于ActRIIB的GDF阱应保留配体结合活性。关于SEQ  ID  NO:1在119和127处或在119与127之

说　明　书 35/145 页

47

CN 110494155 A

47



间(例如，119、120、121、122、123、124、125、126或127)结束的ActRIIB多肽和基于ActRIIB的

GDF阱将具有中等结合活性。根据临床或实验设置，可能需要使用这些形式中的任何一种。

[0126] 在ActRIIB的N末端，预期在氨基酸29(关于SEQ  ID  NO:1)处或之前开始的蛋白质

将保留配体结合活性。氨基酸29表示初始半胱氨酸。在位置24(关于SEQ  ID  NO:1)处的丙氨

酸至天冬酰胺的突变引入N-连接糖基化序列而基本上不影响配体结合[美国专利号7,842,

663]。这证实了在信号切割肽与半胱氨酸交联区域之间的对应于氨基酸20-29的区域中的

突变是良好耐受的。具体地，在位置20、21、22、23和24(关于SEQ  ID  NO:1)处开始的ActRIIB

多肽和基于ActRIIB的GDF阱应保留一般配体结合活性，并且预期在位置25、26、27、28和29

(关于SEQ  ID  NO:1)处开始的ActRIIB多肽和基于ActRIIB的GDF阱也保留配体结合活性。例

如美国专利号7,842,663已经证明在22、23、24或25处开始的ActRIIB构建体惊人地具有最

大活性。

[0127] 总之，ActRIIB的活性部分(例如，配体结合部分)的通式包含SEQ  ID  NO:1的氨基

酸29-109。因此，ActRIIB多肽可以例如包含与在对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸20-29中任一

个的残基处开始(例如，在氨基酸20、21、22、23、24、25、26、27、28或29中的任一个处开始)并

且在对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸109-134中任一个的位置处结束(例如，在氨基酸109、

110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、

129、130、131、132、133或134中的任一个处结束)的ActRIIB的一部分至少70％、75％、80％、

85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序列组成。其他例

子包括如下多肽，所述多肽在来自SEQ  ID  NO:1的20-29(例如，位置20、21、22、23、24、25、

26、27、28或29中的任一个)或21-29(例如，位置21、22、23、24、25、26、27、28或29中的任一

个)的位置处开始，并且在来自SEQ  ID  NO:1的119-134(例如，位置119、120、121、122、123、

124、125、126、127、128、129、130、131、132、133或134中的任一个)、119-133(例如，位置119、

120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132或133中的任一个)、129-134

(例如，位置129、130、131、132、133或134中的任一个)或129-133(例如，位置129、130、131、

132或133中的任一个)的位置处结束。其他例子包括如下构建体，所述构建体在来自SEQ  ID 

NO:1的20-24(例如，位置20、21、22、23或24中的任一个)、21-24(例如，位置21、22、23或24中

的任一个)或22-25(例如，位置22、22、23或25中的任一个)的位置处开始，并且在来自SEQ 

ID  NO:1的109-134(例如，位置109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、

121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133或134中的任一个)、119-134

(例如，位置119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133或134中

的任一个)或129-134(例如，位置129、130、131、132、133或134中的任一个)的位置处结束。

还考虑了这些范围内的变体，特别是包含与SEQ  ID  NO:1的相应部分具有至少70％、75％、

80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％同一性的氨基酸序列、基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序列组

成的那些。

[0128] 本文所述的变异能以各种方式组合。在一些实施方案中，ActRIIB变体包含配体结

合口袋中的不超过1、2、5、6、7、8、9、10或15个保守氨基酸变化，任选地在配体结合口袋中的

位置40、53、55、74、79和/或82的零个、一个或多个非保守改变。可变性可以特别地良好耐受
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的结合口袋外部的位点包括细胞外结构域的氨基和羧基末端(如上所述)以及位置42-46和

65-73(关于SEQ  ID  NO:1)。在位置65处的天冬酰胺至丙氨酸的改变(N65A)似乎不降低R64

背景中的配体结合[美国专利号7,842,663]。这种变化可能消除A64背景中N65处的糖基化，

因此证明，这个区域中的显著变化可能耐受。虽然R64A变化较不耐受，但是R64K是良好耐受

的，并且因此另一种碱性残基如H可以在位置64处耐受[美国专利号7,842,663]。另外，本领

域描述的诱变程序的结果指示ActRIIB中存在通常有益于保守的氨基酸位置。关于SEQ  ID 

NO:1，这些位置包括位置80(酸性或疏水性氨基酸)、位置78(疏水性氨基酸，并且特别是色

氨酸)、位置37(酸性氨基酸，特别是天冬氨酸或谷氨酸)、位置56(碱性氨基酸)、位置60(疏

水性氨基酸，特别是苯丙氨酸或酪氨酸)。因此，本公开文本提供了可以在ActRIIB多肽中保

守的氨基酸的框架。可能需要保守的其他位置如下：位置52(酸性氨基酸)、位置55(碱性氨

基酸)、位置81(酸性氨基酸)、98(极性或带电荷的氨基酸，特别是E、D、R或K)，所有这些位置

都是关于SEQ  ID  NO:1。

[0129] 先前已经证明，将另一N-连接糖基化位点(N-X-S/T)添加至ActRIIB细胞外结构域

中是良好耐受的(参见例如，美国专利号7,842,663)。因此，N-X-S/T序列通常可以在本公开

文本的ActRIIB多肽中例如图1中定义的配体结合口袋外部的位置处引入。用于引入非内源

N-X-S/T序列的特别合适的位点包括氨基酸20-29、20-24、22-25、109-134、120-134或129-

134(关于SEQ  ID  NO:1)。还可以将N-X-S/T序列引入ActRIIB序列与Fc结构域或其他融合组

分之间的接头中，以及任选地引入融合组分本身中。可以通过关于预先存在的S或T在正确

位置处引入N，或者通过在对应于预先存在的N的位置处引入S或T，毫不费力地引入这个位

点。因此，产生N-连接糖基化位点的期望的改变是：A24N、R64N、S67N(可能与N65A改变组

合)、E105N、R112N、G120N、E123N、P129N、A132N、R112S和R112T(关于SEQ  ID  NO:1)。由于糖

基化提供的保护作用，预测被糖基化的任何S可以改变为T而不产生免疫原性位点。同样，预

测被糖基化的任何T可以改变为S。因此，考虑了改变S67T和S44T(关于SEQ  ID  NO:1)。同样，

在A24N变体中，可以使用S26T改变。因此，本公开文本的ActRIIB多肽可以是具有一个或多

个如上所述的其他非内源N-连接糖基化共有序列的变体。

[0130] 在某些实施方案中，本公开文本涉及包含至少一种ActRIIB多肽(包括其片段、功

能变体和经修饰形式)的ActRII拮抗剂(抑制剂)以及其用途(例如，提高有需要的患者的免

疫应答和治疗癌症)。优选地，ActRIIB多肽是可溶的(例如，ActRIIB的细胞外结构域)。在一

些实施方案中，ActRIIB多肽拮抗一种或多种TGFβ超家族配体[例如，GDF11、GDF8、激活素

(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、GDF3、BMP10和/或BMP9]的活性(例

如，Smad信号传导)。因此，在一些实施方案中，ActRIIB多肽结合至一种或多种TGFβ超家族

配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、

GDF3、BMP10和/或BMP9]。在一些实施方案中，本公开文本的ActRIIB多肽包含与在对应于

SEQ  ID  NO:1的氨基酸20-29的残基处开始(例如，在氨基酸20、21、22、23、24、25、26、27、28

或29中的任一个处开始)并且在对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸109-134的位置处结束(例如，

在氨基酸109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、

126、127、128、129、130、131、132、133或134中的任一个处结束)的ActRIIB的一部分至少

70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基
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酸序列组成。在一些实施方案中，ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸29-109至少

70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨基酸序列组成或基本上由所述氨基

酸序列组成。在一些实施方案中，本公开文本的ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸

29-109至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨基酸序列组成或基本上

由所述氨基酸序列组成，其中对应于SEQ  ID  NO:1的L79的位置是酸性氨基酸(天然存在的

酸性氨基酸D和E或人工酸性氨基酸)。在某些实施方案中，本公开文本的ActRIIB多肽包含

与SEQ  ID  NO:1的氨基酸25-131至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨

基酸序列组成或基本上由所述氨基酸序列组成。在某些实施方案中，本公开文本的ActRIIB

多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸25-131至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序

列，由所述氨基酸序列组成或基本上由所述氨基酸序列组成，其中对应于SEQ  ID  NO:1的

L79的位置是酸性氨基酸。在一些实施方案中，本公开文本的ActRIIB多肽包含与SEQ  ID 

NO:1、2、3、4、5、6、58、59、60、63、64、65、66、68、69、70、73、77、78、128、131、132和133中的任

一个的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨基酸序列组成或基

本上由所述氨基酸序列组成。在一些实施方案中，本公开文本的ActRIIB多肽包含与SEQ  ID 

NO:1、2、3、4、5、6、58、59、60、63、64、65、66、68、69、70、73、77、78、128、131、132和133中的任

一个的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨基酸序列组成或基

本上由所述氨基酸序列组成，其中对应于SEQ  ID  NO:1的L79的位置是酸性氨基酸。在一些

实施方案中，本公开文本的ActRIIB多肽包含至少一种ActRIIB多肽，由其组成或基本上由

其组成，其中对应于SEQ  ID  NO:1的L79的位置不是酸性氨基酸(即，不是天然存在的酸性氨

基酸D或E或人工酸性氨基酸残基)。

[0131] 在某些实施方案中，本公开文本涉及ActRIIA多肽。如本文所用，术语“ActRIIA”是

指来自任何物种的激活素受体IIA型(ActRIIA)蛋白质的家族以及通过诱变或其他修饰衍

生自此类ActRIIA蛋白的变体。本文中对ActRIIA的提及应理解为对任何一种当前鉴定的形

式的提及。ActRIIA家族的成员通常是跨膜蛋白，其由包含富半胱氨酸区的配体结合细胞外

结构域、跨膜结构域和具有预测的丝氨酸/苏氨酸激酶活性的细胞质结构域构成。

[0132] 术语“ActRIIA多肽”包括包含ActRIIA家族成员的任何天然存在的多肽以及其保

留有用活性的任何变体(包括突变体、片段、融合物和肽模拟物形式)的多肽。此类变体

ActRIIA多肽的例子提供于整个本公开文本中以及国际专利申请公开号WO  2006/012627和

WO  2007/062188中，将所述专利申请通过引用以其整体并入本文。本文所述的所有ActRIIA

相关多肽的氨基酸的编号均基于下文提供的人ActRIIA前体蛋白序列(SEQ  ID  NO:9)的编

号，除非另外特别指出。

[0133] 人ActRIIA前体蛋白序列是如下：
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[0134]

[0135] 信号肽由单下划线指示；细胞外结构域以粗体字指示；并且潜在的内源N-连接糖

基化位点由 指示。

[0136] 经加工的细胞外人ActRIIA多肽序列如下：

[0137] ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDR

TDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPP(SEQ  ID  NO:10)

[0138] 细胞外结构域的C末端“尾部”由单下划线指示。缺失“尾部”的序列(Δ15序列)如

下：

[0139] ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDR

TDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM(SEQ  ID  NO:11)

[0140] 编码人ActRIIA前体蛋白的核酸序列如下所示(SEQ  ID  NO:12)，如下Genbank参考

序列NM_001616.4的核苷酸159-1700。信号序列加下划线。
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[0141]
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[0142]

[0143] 编码经加工的人ActRIIA多肽的核酸序列如下：

[0144]

[0145] ActRIIA在脊椎动物中是良好保守的，其中大段的细胞外结构域完全保守。例如，

图3描绘了与多种ActRIIA直系同源物相比的人ActRIIA细胞外结构域的多序列比对。结合

至ActRIIA的许多配体也是高度保守的。因此，根据这些比对，可以预测配体结合结构域内

对于正常的ActRIIA-配体结合活性重要的关键氨基酸位置，并且预测可能耐受取代而不显

著改变正常的ActRIIA-配体结合活性的氨基酸位置。因此，根据本发明公开的方法有用的

活性人ActRIIA变体多肽可以包括在来自另一种脊椎动物ActRIIA的序列的相应位置处的

一个或多个氨基酸，或者可以包括类似于人或其他脊椎动物序列中的残基的残基。

[0146] 不意在是限制性的，以下例子说明了定义活性ActRIIA变体的这种方法。如图3中

所示，人细胞外结构域中的F13是绵羊(Ovis  aries)(SEQ  ID  NO:108)、原鸡(Gallus 

gallus)(SEQ  ID  NO:111)、牛(Bos  Taurus)(SEQ  ID  NO:112)、仓鸮(Tyto  alba)(SEQ  ID 

NO:113)和小鼠耳蝠(Myotis  davidii)(SEQ  ID  NO:114)ActRIIA中的Y，指示在这个位置耐

受芳香族残基，包括F、W和Y。人细胞外结构域中的Q24是牛ActRIIA中的R，指示在这个位置

将耐受带电荷的残基，包括D、R、K、H和E。人细胞外结构域中的S95是原鸡和仓鸮ActRIIA中

的F，指示这个位点可以耐受众多的变化，包括极性残基(如E、D、K、R、H、S、T、P、G、Y)和可能

地疏水性残基(如L、I或F)。人细胞外结构域中的E52是绵羊ActRIIA中的D，指示在这个位置

耐受酸性残基，包括D和E。人细胞外结构域中的P29相对较不保守，在绵羊ActRIIA中作为S

出现且在小鼠耳蝠ActRIIA中作为L出现，因此在这个位置应耐受基本上任何氨基酸。

[0147] 此外，如上文所讨论,本领域中已经在结构/功能特征方面、特别是关于配体结合

表征了ActRII蛋白[Attisano等人(1992)Cell  68(1):97-108；Greenwald等人(1999)

Nature  Structural  Biology  6(1):18-22；Allendorph等人(2006)PNAS  103(20:7643-

7648；Thompson等人(2003)The  EMBO  Journal22(7):1555-1566；以及美国专利号：7,709,

605、7,612,041和7,842,663]。除了本文的教导之外，这些参考文献充分地提供了关于如何

产生保留一种或多种所需活性(例如，配体结合活性)的ActRIIA变体的指导。

[0148] 例如，称为三指毒素折叠的定义性结构基序对于I型和II型受体的配体结合是重

要的，并且是由位于每种单体受体的细胞外结构域内不同位置处的保守半胱氨酸残基形成
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[Greenwald等人(1999)Nat  Struct  Biol  6:18-22；和Hinck(2012)FEBS  Lett  586:1860-

1870]。因此，如由这些保守半胱氨酸的最外侧划分的人ActRIIA的核心配体结合结构域对

应于SEQ  ID  NO:9(ActRIIA前体)的位置30-110。因此，侧接这些半胱氨酸划分的核心序列

的结构上较不有序的氨基酸可以在N末端被截短约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28或29个残基，并且在C末端被截短约1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24或25个残基，而不必改变

配体结合。示例性ActRIIA细胞外结构域截短物包括SEQ  ID  NO:10和11。

[0149] 因此，ActRIIA的活性部分(例如，配体结合部分)的通式是包含SEQ  ID  NO:9的氨

基酸30-110、基本上由其组成或由其组成的多肽。因此，ActRIIA多肽可以例如包含与在对

应于SEQ  ID  NO:9的氨基酸21-30中任一个的残基处开始(例如，在氨基酸21、22、23、24、25、

26、27、28、29或30中的任一个处开始)并且在对应于SEQ  ID  NO:9的氨基酸110-135中任一

个的位置处结束(例如，在氨基酸110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、

122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133或135中的任一个处结束)的

ActRIIA的一部分至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸

序列组成或由所述氨基酸序列组成。其他例子包括如下构建体，所述构建体在选自以下的

位置处开始：SEQ  ID  NO:9的21-30(例如，在氨基酸21、22、23、24、25、26、27、28、29或30中的

任一个处开始)、22-30(例如，在氨基酸22、23、24、25、26、27、28、29或30中的任一个处开

始)、23-30(例如，在氨基酸23、24、25、26、27、28、29或30中的任一个处开始)、24-30(例如，

在氨基酸24、25、26、27、28、29或30中的任一个处开始)，并且在选自以下的位置处结束：SEQ 

ID  NO:9的111-135(例如，在氨基酸111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、

122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134或135中的任一个处结束)、

112-135(例如，在氨基酸112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、

126、127、128、129、130、131、132、133、134或135中的任一个处结束)、113-135(例如，在氨基

酸113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、

131、132、133、134或135中的任一个处结束)、120-135(例如，在氨基酸120、121、122、123、

124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134或135中的任一个处结束)、130-135(例

如，在氨基酸130、131、132、133、134或135中的任一个处结束)、111-134(例如，在氨基酸

110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、

129、130、131、132、133或134中的任一个处结束)、111-133(例如，在氨基酸110、111、112、

113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、

132或133中的任一个处结束)、111-132(例如，在氨基酸110、111、112、113、114、115、116、

117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131或132中的任一个处

结束)或111-131(例如，在氨基酸110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、

122、123、124、125、126、127、128、129、130或131中的任一个处结束)。还考虑了这些范围内

的变体，特别是包含与SEQ  ID  NO:9的相应部分具有至少70％、75％、80％、85％、86％、

87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一性

的氨基酸序列、基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序列组成的那些。因此，在一

些实施方案中，ActRIIA多肽可以包含与SEQ  ID  NO:9的氨基酸30-110至少70％、75％、
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80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％相同的多肽，基本上由所述多肽组成或由所述多肽组成。任选地，ActRIIA多肽

包含与SEQ  ID  NO:9的氨基酸30-110至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同，并且包含配体结合

口袋中的不超过1、2、5、10或15个保守氨基酸变化的多肽。

[0150] 在某些实施方案中，本公开文本涉及包含至少一种ActRIIA多肽(包括其片段、功

能变体和经修饰形式)的ActRII拮抗剂(抑制剂)以及其用途(例如，提高有需要的患者的免

疫应答和治疗癌症)。优选地，ActRIIA多肽是可溶的(例如，ActRIIA的细胞外结构域)。在一

些实施方案中，ActRIIA多肽抑制一种或多种TGFβ超家族配体[例如，GDF11、GDF8、激活素

(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、GDF3、BMP10和/或BMP9]的(例如，

Smad信号传导)。在一些实施方案中，ActRIIA多肽结合至一种或多种TGFβ超家族配体[例

如，GDF11、GDF8、激活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、GDF3、

BMP10和/或BMP9]。在一些实施方案中，本公开文本的ActRIIA多肽包含与在对应于SEQ  ID 

NO:9的氨基酸21-30的残基处开始(例如，在氨基酸21、22、23、24、25、26、27、28、29或30中的

任一个处开始)并且在对应于SEQ  ID  NO:9的氨基酸110-135中任一个的位置处结束(例如，

在氨基酸110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、

127、128、129、130、131、132、133或135中的任一个处结束)的ActRIIA的一部分至少70％、

75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序列

组成。在一些实施方案中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:9的氨基酸30-110至少70％、

75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨基酸序列组成或基本上由所述氨基酸序列

组成。在某些实施方案中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:9的氨基酸21-135至少70％、

75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨基酸序列组成或基本上由所述氨基酸序列

组成。在一些实施方案中，ActRIIA多肽包含与SEQ  ID  NO:9、10、11、50、54和57中的任一个

的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，由所述氨基酸序列组成或基本上

由所述氨基酸序列组成。

[0151] 在某些方面中，本公开文本涉及GDF阱多肽(也称为“GDF阱”)。在一些实施方案中，

本公开文本的GDF阱是变体ActRII多肽(例如，ActRIIA和ActRIIB多肽)，其在ActRII多肽

(例如，“野生型”或未经修饰的ActRII多肽)的细胞外结构域(也称为配体结合结构域)中包

含一个或多个突变(例如，氨基酸添加、缺失、取代及其组合)，使得变体ActRII多肽与相应

的野生型ActRII多肽相比具有一种或多种经改变的配体结合活性。在优选实施方案中，本

公开文本的GDF阱多肽保留至少一种与相应的野生型ActRII多肽类似的活性。例如，优选的

GDF阱结合至并抑制(例如，拮抗)GDF11和/或GDF8的功能。在一些实施方案中，本公开文本

的GDF阱进一步结合至并抑制TGFβ超家族的一种或多种配体。因此，本公开文本提供了GDF

阱多肽，其对一种或多种ActRII配体具有改变的结合特异性。

[0152] 为了说明，可以选择一个或多个突变，所述突变提高经改变的配体结合结构域相
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对于一种或多种ActRII结合配体对GDF11和/或GDF8的选择性，所述ActRII结合配体是如激

活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C和/或激活素E)，特别是激活素A。任选地，经改

变的配体结合结构域具有的激活素结合的Kd与GDF11和/或GDF8结合的Kd的比率相对于野生

型配体结合结构域的所述比率高至少2倍、5倍、10倍、20倍、50倍、100倍或甚至1000倍。任选

地，经改变的配体结合结构域具有的抑制激活素的IC50与抑制GDF11和/或GDF8的IC50的比

率相对于野生型配体结合结构域高至少2倍、5倍、10倍、20倍、50倍、100倍或甚至1000倍。任

选地，经改变的配体结合结构域抑制GDF11和/或GDF8的IC50比抑制激活素的IC50低至少2

倍、5倍、10倍、20倍、50倍、100倍或甚至1000倍。

[0153] 在某些优选实施方案中，本公开文本的GDF阱被设计为优先结合至GDF11和/或

GDF8(也称为肌生成抑制蛋白)。任选地，GDF11和/或GDF8结合阱可以进一步结合至激活素

B。任选地，GDF11和/或GDF8结合阱可以进一步结合至BMP6。任选地，GDF11和/或GDF8结合阱

可以进一步结合至BMP10。任选地，GDF11和/或GDF8结合阱可以进一步结合至激活素B和

BMP6。在某些实施方案中，例如与野生型ActRII多肽相比，本公开文本的GDF阱对激活素(例

如，激活素A、激活素A/B、激活素B、激活素C、激活素E)具有降低的结合亲和力。在某些优选

实施方案中，本公开文本的GDF阱多肽对激活素A具有降低的结合亲和力。

[0154] ActRIIB蛋白的氨基酸残基(例如，关于SEQ  ID  NO:1的E39、K55、Y60、K74、W78、

L79、D80和F101)位于ActRIIB配体结合口袋中并且帮助介导与其配体(包括例如激活素A、

GDF11和GDF8)的结合。因此，本公开文本提供了GDF阱多肽，其包含ActRIIB受体的经改变的

配体结合结构域(例如，GDF8/GDF11结合结构域)，所述配体结合结构域包含在那些氨基酸

残基处的一个或多个突变。

[0155] 作为具体例子，ActRIIB的配体结合结构域的带正电荷的氨基酸残基Asp(D80)可

以突变为不同的氨基酸残基，以产生优先结合至GDF8而不是激活素的GDF阱多肽。优选地，

关于SEQ  ID  NO:1的D80残基变为选自以下的氨基酸残基：不带电荷的氨基酸残基、负氨基

酸残基和疏水性氨基酸残基。作为另一具体例子，SEQ  ID  NO:1的疏水性残基L79可以发生

改变以赋予改变的激活素-GDF11/GDF8结合特性。例如，L79P取代降低GDF11结合的程度大

于激活素结合。相比之下，用酸性氨基酸置换L79[天冬氨酸或谷氨酸；L79D或L79E取代]在

保留GDF11结合亲和力的同时大大降低激活素A结合亲和力。在示例性实施方案中，本文所

述的方法利用GDF阱多肽，所述GDF阱多肽是变体ActRIIB多肽，所述变体ActRIIB多肽包含

在对应于SEQ  ID  NO:1的位置79的位置处的酸性氨基酸(例如，D或E)，任选地与一个或多个

其他氨基酸取代、添加或缺失组合。

[0156] 在某些方面中，本公开文本涉及ALK4多肽及其用途(例如，提高有需要的患者的免

疫应答和治疗癌症或病原体)。如本文所用，术语“ALK4”是指来自任何物种的激活素受体样

激酶-4蛋白的家族以及通过诱变或其他修饰衍生自此类ALK4蛋白的变体。本文中对ALK4的

提及应理解为对任何一种当前鉴定的形式的提及。ALK4家族的成员通常是跨膜蛋白，其由

具有富半胱氨酸区的配体结合细胞外结构域、跨膜结构域和具有预测的丝氨酸/苏氨酸激

酶活性的细胞质结构域构成。

[0157] 术语“ALK4多肽”包括包含ALK4家族成员的任何天然存在的多肽以及其保留有用

活性的任何变体(包括突变体、片段、融合物和肽模拟物形式)的多肽。本文所述的所有ALK4

相关多肽的氨基酸的编号均基于下文的人ALK4前体蛋白序列(SEQ  ID  NO:14)的编号，除非
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另外特别指出。

[0158] 规范人ALK4前体蛋白序列(NCBI  Ref  Seq  NP_004293)如下：

[0159]

[0160] 信号肽由单下划线指示，并且细胞外结构域以粗体字指示。

[0161] 经加工的细胞外人ALK4多肽序列如下：

[0162] SGPRGVQALLCACTSCLQANYTCETDGACMVSIFNLDGMEHHVRTCIPKVELVPAGKPFYCLSSEDLR

NTHCCYTDYCNRIDLRVPSGHLKEPEHPSMWGPVE(SEQ  ID  NO:15)

[0163] 编码ALK4前体蛋白的核酸序列如下所示(SEQ  ID  NO:16)，其对应于Genbank参考

序列NM_004302.4的核苷酸78-1592。信号序列加下划线，并且细胞外结构域以粗体字指示。

[0164]
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[0165]

[0166] 编码细胞外ALK4多肽的核酸序列如下：

[0167] TCCGGGCCCCGGGGGGTCCAGGCTCTGCTGTGTGCGTGCACCAGCTGCCTCCAGGCCAACTACACGTG

TGAGACAGATGGGGCCTGCATGGTTTCCATTTTCAATCTGGATGGGATGGAGCACCATGTGCGCACCTGCATCCCC

AAAGTGGAGCTGGTCCCTGCCGGGAAGCCCTTCTACTGCCTGAGCTCGGAGGACCTGCGCAACACCCACTGCTGCT

ACACTGACTACTGCAACAGGATCGACTTGAGGGTGCCCAGTGGTCACCTCAAGGAGCCTGAGCACCCGTCCATGTG

GGGCCCGGTGGAG(SEQ  ID  NO:17)

[0168] 人ALK4前体蛋白序列的替代亚型即亚型B(NCBI  Ref  Seq  NP_064732.3)如下：

[0169]
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[0170]

[0171] 细胞外结构域以粗体字指示。

[0172] 经加工的细胞外ALK4多肽序列如下：

[0173] 1MVSIFNLDGM  EHHVRTCIPK  VELVPAGKPF  YCLSSEDLRN  THCCYTDYCN  RIDLRVPSGH

[0174] 61LKEPEHPSMW  GPVE(SEQ  ID  NO:19)

[0175] 编码ALK4前体蛋白(亚型B)的核酸序列如下所示(SEQ  ID  NO:20)，其对应于

Genbank参考序列NM_020327.3的核苷酸186-1547。编码细胞外结构域的核苷酸以粗体字指

示。

[0176]
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[0177]

[0178] 编码细胞外ALK4多肽(亚型B)的核酸序列如下：

[0179]

[0180] ALK4在脊椎动物中是良好保守的，其中大段的细胞外结构域完全保守。例如，图4

描绘了与多种ALK4直系同源物相比的人ALK4细胞外结构域的多序列比对。结合至ALK4的许

多配体也是高度保守的。因此，根据这些比对，可以预测配体结合结构域内对于正常的

ALK4-配体结合活性重要的关键氨基酸位置，并且预测可能耐受取代而不显著改变正常的

ALK4-配体结合活性的氨基酸位置。因此，根据本发明公开的方法有用的活性人ALK4变体多

肽可以包括在来自另一种脊椎动物ALK4的序列的相应位置处的一个或多个氨基酸，或者可

以包括类似于人或其他脊椎动物序列中的残基的残基。

[0181] 不意在是限制性的，以下例子说明了定义活性ALK4变体的这种方法。如图4中所

示，人ALK4细胞外结构域(SEQ  ID  NO:115)中的V6是小家鼠(Mus  muculus)ALK4(SEQ  ID 

NO:119)中的异亮氨酸，并且因此所述位置可以改变，并且任选地可以改变为另一种疏水性

残基(如L、I或F)或非极性残基(如A)，如在原鸡ALK4(SEQ  ID  NO:118)中所观察到的。人细

胞外结构域中的E40是原鸡ALK4中的K，指示这个位点可以耐受众多的变化，包括极性残基

(如E、D、K、R、H、S、T、P、G、Y)和可能地非极性残基(如A)。人细胞外结构域中的S15是原鸡

ALK4中的D，指示在这个位置耐受宽结构变异，且偏好极性残基，如S、T、R、E、K、H、G、P、G和Y。

人细胞外结构域中的E40是原鸡ALK4中的K，指示在这个位置将耐受带电荷的残基(包括D、

R、K、H)以及Q和N。人细胞外结构域中的R80是星鼻鼹(Condylura  cristata)ALK4(SEQ  ID 

NO:116)中的K，指示在这个位置耐受碱性残基，包括R、K和H。人细胞外结构域中的Y77是野

猪(Sus  scrofa)ALK4(SEQ  ID  NO:120)中的F，指示在这个位置耐受芳香族残基，包括F、W和
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Y。人细胞外结构域中的P93相对较不保守，在刺猬(Erinaceus  europaeus)ALK4(SEQ  ID 

NO:117)中作为S出现且在原鸡ALK4中作为N出现，因此在这个位置应耐受基本上任何氨基

酸。

[0182] 此外，本领域中已经在结构和功能特征方面、特别是关于配体结合表征了ALK4蛋

白[例如，Harrison等人(2003)J  Biol  Chem  278(23):21129-21135；Romano等人(2012)J 

Mol  Model  18(8):3617-3625；和Calvanese等人(2009)15(3):175-183]。除了本文的教导

之外，这些参考文献充分地提供了关于如何产生保留一种或多种正常活性(例如，配体结合

活性)的ALK4变体的指导。

[0183] 例如，称为三指毒素折叠的定义性结构基序对于I型和II型受体的配体结合是重

要的，并且是由位于每种单体受体的细胞外结构域内不同位置处的保守半胱氨酸残基形成

[Greenwald等人(1999)Nat  Struct  Biol  6:18-22；和Hinck(2012)FEBS  Lett  586:1860-

1870]。因此，如由这些保守半胱氨酸的最外侧划分的人ALK4的核心配体结合结构域对应于

SEQ  ID  NO:14(ALK4前体)的位置34-101。侧接这些半胱氨酸划分的核心序列的结构上较不

有序的氨基酸可以在N末端被截短1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33个残基，和/或在C末端被截短1、2、3、4、5、

6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24或25个残基，而不必改变配体

结合。用于N末端和/或C末端截短的示例性ALK4细胞外结构域包括SEQ  ID  NO:15和19。

[0184] 因此，ALK4的活性部分(例如，配体结合部分)的通式包含关于SEQ  IDNO:14的氨基

酸34-101。因此，ALK4多肽可以例如包含与在对应于SEQ  IDNO:14的氨基酸24-34中任一个

的残基处开始(例如，在氨基酸24、25、26、27、28、29、30、31、32、33或34中的任一个处开始)

并且在对应于SEQ  IDNO:14的氨基酸101-126中任一个的位置处结束(例如，在氨基酸101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、

121、122、123、124、125或126中的任一个处结束)的ALK4的一部分至少70％、75％、80％、

85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序列组成。其他例

子包括如下构建体，所述构建体在来自SEQ  ID  NO:14的24-34(例如，位置24、25、26、27、28、

29、30、31、32、33或34中的任一个)、25-34(例如，位置25、26、27、28、29、30、31、32、33或34中

的任一个)或26-34(例如，位置26、27、28、29、30、31、32、33或34中的任一个)的位置处开始，

并且在来自SEQ  ID  NO:14的101-126(例如，位置101、102、103、104、105、106、107、108、109、

110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125或126中的任一

个)、102-126(例如，位置102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、

116、117、118、119、120、121、122、123、124、125或126中的任一个)、101-125(例如，位置101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、

121、122、123、124或125中的任一个)、101-124(例如，位置101、102、103、104、105、106、107、

108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123或124中的任一

个)、101-121(例如，位置101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、

115、116、117、118、119、120或121中的任一个)、111-126(例如，位置111、112、113、114、115、

116、117、118、119、120、121、122、123、124、125或126中的任一个)、111-125(例如，位置111、

112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124或125中的任一个)、111-124
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(例如，位置111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123或124中的任一

个)、121-126(例如，位置121、122、123、124、125或126中的任一个)、121-125(例如，位置

121、122、123、124或125中的任一个)、121-124(例如，位置121、122、123或124中的任一个)

或124-126(例如，位置124、125或126中的任一个)的位置处结束。还考虑了这些范围内的变

体，特别是与SEQ  ID  NO:14的相应部分具有至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一性的那些。

[0185] 本文所述的变异能以各种方式组合。在一些实施方案中，ALK4变体包含在配体结

合口袋中的不超过1、2、5、6、7、8、9、10或15个保守氨基酸变化。可变性可以特别地良好耐受

的结合口袋外部的位点包括细胞外结构域的氨基和羧基末端(如上所述)。

[0186] 在某些实施方案中，本公开文本涉及作为包含至少一种ALK4多肽(包括其片段、功

能变体和经修饰形式)的异多聚体的ActRII拮抗剂(抑制剂)以及其用途(例如，提高有需要

的患者的免疫应答和治疗癌症)。优选地，ALK4多肽是可溶的(例如，ALK4的细胞外结构域)。

在一些实施方案中，包含ALK4多肽的异多聚体抑制一种或多种TGFβ超家族配体[例如，

GDF11、GDF8、激活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、GDF3、BMP10

和/或BMP9]的(例如，Smad信号传导)。在一些实施方案中，包含ALK4多肽的异多聚体结合至

一种或多种TGFβ超家族配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活

素C、激活素E)、BMP6、GDF3、BMP10和/或BMP9]。在一些实施方案中，异多聚体包含至少一种

ALK4多肽，所述ALK4多肽与关于SEQ  ID  NO:14的氨基酸34-101至少70％、75％、80％、85％、

86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％、100％相同。在

一些实施方案中，异多聚体包含至少一种ALK4多肽，所述ALK4多肽与SEQ  ID  NO:14、15、18、

19、73、74、76、77、79和80的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同。在一些实施方案中，异多

聚体包含至少一种ALK4多肽，所述ALK4多肽由至少一种与SEQ  ID  NO:14、15、18、19、74、76、

77、79、80、143和145的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的ALK4多肽组成或基本上

由所述ALK4多肽组成。

[0187] 在某些方面中，本公开文本涉及异多聚体复合物，其包含一种或多种ALK4受体多

肽(例如，SEQ  ID  No:14、15、18、19、74、76、77、79、80、143和145及其变体)以及一种或多种

ActRIIB受体多肽(例如，SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、58、59、60、63、64、65、66、68、69、70、71、

73、77、78、131、132、133、139、141及其变体)，所述异多聚体复合物在本文中通常被称为

“ALK4:ActRIIB异多聚体复合物”或“ALK4:ActRIIB异多聚体”，包括其用途(例如，提高有需

要的患者的免疫应答和治疗癌症)。优选地，ALK4:ActRIIB异多聚体是可溶的[例如，异多聚

体复合物包含ALK4受体的可溶部分(结构域)和ActRIIB受体的可溶部分(结构域)]。通常，

ALK4和ActRIIB的细胞外结构域对应于这些受体的可溶部分。因此，在一些实施方案中，

ALK4:ActRIIB异多聚体包含ALK4受体的细胞外结构域和ActRIIB受体的细胞外结构域。在

一些实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体抑制一种或多种TGFβ超家族配体[例如，GDF11、

GDF8、激活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激活素E)、BMP6、GDF3、BMP10和/或

BMP9]的(例如，Smad信号传导)。在一些实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体结合至一种或

多种TGFβ超家族配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(激活素A、激活素B、激活素AB、激活素C、激
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活素E)、BMP6、GDF3、BMP10和/或BMP9]。在一些实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含至

少一种ALK4多肽，所述ALK4多肽包含与SEQ  ID  NO:14、15、18、19、74、76、77、79、80、143和

145的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的序列，基本上由所述序列组成或由所述序

列组成。在一些实施方案中，本公开文本的ALK4:ActRIIB异多聚体复合物包含至少一种

ALK4多肽，所述ALK4多肽包含与在对应于SEQ  ID  NO:14的氨基酸24-34、25-34或26-34中任

一个的残基处开始并且在来自SEQ  ID  NO:14的101-126、102-126、101-125、101-124、101-

121、111-126、111-125、111-124、121-126、121-125、121-124或124-126的位置处结束的

ALK4的一部分至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的序列，基本上由所述序列组成，由所述序列组

成。在一些实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含至少一种ALK4多肽，所述ALK4多肽包含

与关于SEQ  ID  NO:14的氨基酸34-101至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的序列，基本上由所述序

列组成，由所述序列组成。在一些实施方案中，ALK4-ActRIIB异多聚体包含至少一种

ActRIIB多肽，所述ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6、58、59、60、63、64、65、66、

68、69、70、71、73、77、78、131、132、133、139、141中的任一个的氨基酸序列至少70％、75％、

80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或

100％相同的序列，基本上由所述序列组成，由所述序列组成。在一些实施方案中，本公开文

本的ALK4:ActRIIB异多聚体复合物包含至少一种ActRIIB多肽，所述ActRIIB多肽包含与在

对应于氨基酸20-29、20-24、21-24、22-25或21-29中任一个的残基处开始并且在来自SEQ 

ID  NO:1的109-134、119-134、119-133、129-134或129-133的位置处结束的ActRIIB的一部

分至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

97％、98％、99％或100％相同的序列，基本上由所述序列组成，由所述序列组成。在一些实

施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含至少一种ActRIIB多肽，所述ActRIIB多肽包含与SEQ 

ID  NO:1的氨基酸29-109至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的序列，基本上由所述序列组成，由所

述序列组成。在一些实施方案中，ALK4:ActRIIB异多聚体包含至少一种ActRIIB多肽，所述

ActRIIB多肽包含与SEQ  ID  NO:1的氨基酸25-131至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、

88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、97％、98％、99％或100％相同的序列，基本

上由所述序列组成，由所述序列组成。在某些实施方案中，本公开文本的ALK4:ActRIIB异多

聚体复合物包含至少一种ActRIIB多肽，其中对应于SEQ  ID  NO:1的L79的位置不是酸性氨

基酸(即，不是天然存在的D或E氨基酸残基或人工酸性氨基酸残基)。本公开文本的ALK4:

ActRIIB异多聚体包括例如异二聚体、异三聚体、异四聚体和其他更高阶寡聚体结构。参见

例如，图21-23。在某些优选实施方案中，本公开文本的异多聚体复合物是ALK4:ActRIIB异

二聚体。

[0188] 天然存在的TGFβRII蛋白是跨膜蛋白，其中所述蛋白质的一部分定位于细胞外部

(细胞外部分)，并且所述蛋白质的一部分定位于细胞内部(细胞内部分)。本公开文本的方

面涵盖变体TGFβRII多肽，其包含细胞外结构域内的突变和/或TGFβRII的细胞外结构域的

截短部分。如上所述，人TGFβRII以至少两种亚型天然地出现：A(长)和B(短)，所述亚型是通
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过细胞外结构域(ECD)中的可变剪接来产生(图11和10以及SEQ  ID  NO:35和34)。SEQ  ID 

NO:148对应于SEQ  ID  NO:35的残基23-184，描绘了TGFβRII的长亚型的天然全长细胞外结

构域。除非另外说明，否则基于TGFβRII短和长亚型的关于变体的氨基酸位置编号分别是指

在天然前体SEQ  ID  NO:34和SEQ  ID  NO:35中的相应位置。

[0189] 在某些实施方案中，本公开文本提供了变体TGFβRII多肽。本公开文本的TGFβRII

多肽可以结合至TGFβ超家族成员(例如但不限于TGFβ1或TGFβ3)并抑制所述成员的功能。

TGFβRII多肽可以包括如下多肽，其由与天然存在的TGFβRII多肽的截短的ECD结构域至少

80％相同，并且任选地至少85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％

或100％相同的氨基酸序列组成或包含所述氨基酸序列，所述ECD结构域的C末端存在于SEQ 

ID  NO:34的氨基酸153-159的任一个(例如，153、154、155、156、157、158或159)处。TGFβRII

多肽可以包括如下多肽，其由与天然存在的TGFβRII多肽的截短的ECD结构域至少80％相

同，并且任选地至少85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列组成或包含所述氨基酸序列，所述ECD结构域的C末端存在于SEQ 

ID  NO:35的氨基酸178-184的任一个(例如，178、179、180、181、182、183或184)处。任选地，

TGFβRII多肽不包括来自由SEQ  ID  NO:34的氨基酸160-567组成的序列或来自由SEQ  ID 

NO:35的氨基酸185-592组成的序列的超过5个连续氨基酸，或超过10、20、30、40、50、52、60、

70、80、90、100、150或200个或更多个连续氨基酸。未经加工的TGFβRII多肽可以包括或不包

括任何信号序列、以及位于信号序列N末端的任何序列。如本文所详述，成熟的(经加工的)

TGFβRII多肽的N末端可以存在于SEQ  ID  NO:34的氨基酸23-35或SEQ  ID  NO:35的氨基酸

23-60中的任一个处。本领域技术人员应理解，基于TGFβRII的长亚型的相应变体将包括编

码25个氨基酸的插入物以及在所述插入物C末端的侧接位置处的保守Val-Ile取代的核苷

酸序列。因此，TGFβRII多肽可以包括TGFβRII多肽(包括短亚型和长亚型二者)、其变体(包

括在对应于SEQ  ID  NO:34的氨基酸23-159或SEQ  ID  NO:35的氨基酸23-184的序列中包含

例如不超过2、3、4、5、10、15、20、25、30或35个氨基酸取代的变体)、其片段和包含前述任一

种的融合蛋白的分离的细胞外部分，但是在每种情况下优选地，前述TGFβRII多肽中的任一

种将保留对TGFβ1或TGFβ3中至少一种的基本亲和力。通常，TGFβRII多肽将被设计为在生物

学相关的温度、pH水平和渗透压下在水溶液中可溶。

[0190] 总之，TGFβRII多肽的活性部分可以包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列23-153、23-

154、23-155、23-156、23-157或23-158，以及这些序列的在SEQ  ID  NO:34的氨基酸24-35中

的任一个处开始的变体。类似地，TGFβRII多肽的活性部分可以包含SEQ  ID  NO:35的氨基酸

序列23-178、23-179、23-180、23-181、23-182或23-183，以及这些序列的在SEQ  ID  NO:35的

氨基酸24-60中的任一个处开始的变体。示例性TGFβRII多肽包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序

列29-159、35-159、23-153、29-153和35-153或SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列29-184、60-184、

23-178、29-178和60-178。还考虑了这些范围内的变体，特别是与SEQ  ID  NO:34或SEQ  ID 

NO:35的相应部分具有至少85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％

或100％同一性的那些。可以选择不包括由SEQ  ID  NO:34的氨基酸160-567或SEQ  ID  NO:35

的氨基酸185-592组成的序列的TGFβRII多肽。

[0191] TGFβRII多肽可以在N末端另外包括多个前导序列中的任一个。这个序列将允许在

真核系统中表达所述肽并使其靶向分泌途径。参见例如，Ernst等人,美国专利号5,082,783

说　明　书 52/145 页

64

CN 110494155 A

64



(1992)。可替代地，天然TGFβRII信号序列可以用于实现从细胞挤出。可能的前导序列包括

天然前导序列、组织型纤溶酶原激活物(TPA)前导序列和蜜蜂蜂毒肽前导序列。信号肽的加

工可以根据所选前导序列、所用细胞类型和培养条件以及其他变量而变，并且因此成熟TGF

βRII多肽的实际N末端开始位点可以在N末端或C末端方向上移动1、2、3、4或5个氨基酸。TGF

βRII-Fc融合蛋白的例子包括SEQ  ID  NO:148和150，如本文所示，且TGFβRII多肽部分加下

划线。本领域技术人员应理解，基于TGFβRII的长亚型的相应变体将包括25个氨基酸的插入

物以及在所述插入物C末端的侧接位置处的保守Val-Ile取代。在某些方面中，本公开文本

涉及TGFβRII多肽，所述TGFβRII多肽包含与SEQ  ID  NO:150的氨基酸序列至少80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，以及

其根据本文所述的方法的用途。在某些方面中，本公开文本涉及TGFβRII多肽，所述TGFβRII

多肽包含与SEQ  ID  NO:148的氨基酸序列至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，以及其根据本文所述的方法的用

途。在某些方面中，本公开文本涉及TGFβRII多肽，所述TGFβRII多肽包含与在SEQ  ID  NO:

148的氨基酸25-46中的任一个(例如，25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、

40、41、42、43、44、45或46)处开始并且在SEQ  ID  NO:148的氨基酸170-186中的任一个(例

如，170、171、172、173、174、175、176、177、178、179、180、181、182、183、184、185或186)处结

束的氨基酸序列至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％

或100％相同的氨基酸序列，以及其根据本文所述的方法的用途。

[0192] 在一些实施方案中，本公开文本考虑了通过修饰ALK4多肽、ActRII多肽和/或TGFβ

RII多肽的结构来制备功能变体，用于诸如增强治疗功效或稳定性(例如，保质期和对体内

蛋白水解降解的抗性)等目的。变体可以通过氨基酸取代、缺失、添加或其组合来产生。例

如，合理地预期用异亮氨酸或缬氨酸分离置换亮氨酸、用谷氨酸分离置换天冬氨酸、用丝氨

酸分离置换苏氨酸或用结构上相关的氨基酸类似地置换氨基酸(例如，保守突变)将不对所

得分子的生物活性具有重大影响。保守置换是在它们的侧链中相关的氨基酸的家族内发生

的那些。本公开文本的多肽的氨基酸序列中的变化是否产生功能同源物可以通过以下方式

容易地确定：评估变体多肽以与野生型多肽类似的方式在细胞中产生反应或结合至一种或

多种配体(包括例如，BMP2、BMP2/7、BMP3、BMP4、BMP4/7、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a、BMP8b、

BMP9、BMP10、GDF3、GDF5、GDF6/BMP13、GDF7、GDF8、GDF9b/BMP15、GDF11/BMP11、GDF15/MIC1、

TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC、nodal、神

经胶质细胞衍生的神经营养因子(GDNF)、神经秩蛋白(neurturin)、阿特敏蛋白(artemin)、

普塞芬蛋白(persephin)、MIS和Lefty)的能力。

[0193] 在某些实施方案中，本公开文本考虑了ALK4多肽、ActRII多肽和/或TGFβRII多肽

的特定突变，以改变多肽的糖基化。可以选择此类突变以引入或消除一个或多个糖基化位

点，如O-连接或N-连接糖基化位点。天冬酰胺连接糖基化识别位点通常包含三肽序列天冬

酰胺-X-苏氨酸或天冬酰胺-X-丝氨酸(其中“X”是任何氨基酸)，所述三肽序列由适当的细

胞糖基化酶特异性识别。也可以通过将一个或多个丝氨酸或苏氨酸残基添加或取代至多肽

序列来进行改变(对于O-连接糖基化位点)。糖基化识别位点的第一或第三氨基酸位置中的

一个或两个处的多种氨基酸取代或缺失(和/或第二位置处的氨基酸缺失)导致经修饰的三

肽序列处的非糖基化。增加多肽上碳水化合物部分的数目的另一种手段是通过将糖苷与多
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肽进行化学或酶促偶联。根据所用偶联模式，可以将一种或多种糖附接至(a)精氨酸和组氨

酸；(b)游离羧基基团；(c)游离巯基基团如半胱氨酸的那些；(d)游离羟基基团如丝氨酸、苏

氨酸或羟脯氨酸的那些；(e)芳香族残基如苯丙氨酸、酪氨酸或色氨酸的那些；或(f)谷氨酰

胺的酰胺基团。除去多肽上存在的一个或多个碳水化合物部分可以化学地和/或酶促地完

成。化学去糖基化可以涉及例如将多肽暴露于化合物三氟甲磺酸或等效化合物。这种处理

导致除连接糖(N-乙酰葡糖胺或N-乙酰半乳糖胺)以外的大多数或所有糖的切割，同时保持

氨基酸序列完整。多肽上的碳水化合物部分的酶促切割可以通过使用多种内切糖苷酶和外

切糖苷酶来实现，如Thotakura等人[Meth.Enzymol.(1987)138:350]所述。可以根据所用表

达系统的类型适当地调节多肽的序列，因为哺乳动物、酵母、昆虫和植物细胞都可以引入可

能受肽的氨基酸序列的影响的不同糖基化模式。通常，用于人的本公开文本的ActRII多肽、

ALK4多肽、TGFβRII多肽和异多聚体可以在提供适当糖基化的哺乳动物细胞系中表达，如

HEK293或CHO细胞系，但是预期其他哺乳动物表达细胞系也可是有用的。

[0194] 本公开文本进一步考虑了产生突变体、特别是ALK4、ActRII和/或TGFβRII多肽的

组合突变体集合以及截短突变体的方法。组合突变体的库尤其可用于鉴定功能活性(例如，

TGFβ超家族配体结合)ALK4、ActRII和/或TGFβRII序列。筛选此类组合文库的目的可以是产

生例如具有改变的特性(如改变的药代动力学或改变的配体结合)的多肽变体。下文提供了

多种筛选测定，并且此类测定可以用于评价变体。例如，可以针对以下能力筛选ActRII多

肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽和ALK4:ActRIIB异多聚体变体：结合至一种或多种配体(例如，

BMP2、BMP2/7、BMP3、BMP4、BMP4/7、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a、BMP8b、BMP9、BMP10、GDF3、GDF5、

GDF6/BMP13、GDF7、GDF8、GDF9b/BMP15、GDF11/BMP11、GDF15/MIC1、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、激

活素A、激活素B、激活素AB、激活素AC、nodal、神经胶质细胞衍生的神经营养因子(GDNF)、神

经秩蛋白、阿特敏蛋白、普塞芬蛋白、MIS和Lefty)，防止TGFβ超家族配体与TGFβ超家族受体

的结合，和/或干扰由配体引起的信号传导。

[0195] 还可以在基于细胞的测定中或在体内测试ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或

ALK4:ActRIIB异多聚体的活性。例如，可以评估ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或

ALK4:ActRIIB异多聚体对参与癌细胞中癌症生长的基因的表达的影响。根据需要，这可以

在一种或多种重组配体蛋白(例如，BMP2、BMP2/7、BMP3、BMP4、BMP4/7、BMP5、BMP6、BMP7、

BMP8a、BMP8b、BMP9、BMP10、GDF3、GDF5、GDF6/BMP13、GDF7、GDF8、GDF9b/BMP15、GDF11/

BMP11、GDF15/MIC1、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、

激活素AC、nodal、神经胶质细胞衍生的神经营养因子(GDNF)、神经秩蛋白、阿特敏蛋白、普

塞芬蛋白、MIS和Lefty)的存在下进行，并且可以转染细胞以产生ActRII多肽、ALK4多肽、

TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体以及任选地TGFβ超家族配体。同样，可以将ActRII多

肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体给予小鼠或其他动物，并且可以使用

本领域公认的方法评估一个或多个量度，如肌肉形成和强度。类似地，可以在癌细胞中针对

对这些细胞的生长的任何影响测试ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异

多聚体或其变体的活性，例如通过如本文所述的测定以及本领域公知的那些来进行。SMAD

反应性报告基因可以在此类细胞系中用于监测对下游信号传导的影响。

[0196] 可以产生组合衍生的变体，相对于参考ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或

ALK4:ActRIIB异多聚体，所述变体具有提高的选择性或通常增加的效力。此类变体在从重
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组DNA构建体表达时可以用于基因治疗方案中。同样，诱变可以产生如下变体，其具有与相

应未经修饰的ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体显著不同的细

胞内半衰期。例如，可以使经改变的蛋白质对于蛋白水解降解或导致未经修饰的多肽的破

坏或以其他方式失活的其他细胞过程更稳定或更不稳定。此类变体和编码它们的基因可以

用于通过调节多肽的半衰期来改变多肽复合物水平。例如，短半衰期可以产生更短暂的生

物学作用，并且在诱导型表达系统的一部分时，可以允许更严格地控制细胞内的重组多肽

复合物水平。在Fc融合蛋白中，可以在接头(如果存在)和/或Fc部分中进行突变以改变

ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体的半衰期。

[0197] 组合文库可以借助编码多肽文库的简并基因文库来产生，所述多肽各自包括潜在

的ALK4TGFβRII和/或ActRII序列的至少一部分。例如，可以将合成寡核苷酸的混合物酶促

地连接至基因序列中，使得潜在的ALK4、TGFβRII和/或ActRII编码核苷酸序列的简并集合

可表达为单独多肽，或者可替代地，可表达为较大融合蛋白的集合(例如，用于噬菌体展

示)。

[0198] 有许多方式可以由简并寡核苷酸序列产生潜在的同源物的文库。简并基因序列的

化学合成可以在自动DNA合成仪中进行，然后可以将合成基因连接至适当的载体中进行表

达。简并寡核苷酸的合成是本领域公知的[Narang,SA(1983)Tetrahedron  39:3；Itakura等

人(1981)Recombinant  DNA ,Proc .3rd  Cleveland  Sympos .Macromolecules ,编辑AG 

Walton ,Amsterdam:Elsevier第273-289页；Itakura等人(1984)Annu.Rev.Biochem .53:

323；Itakura等人(1984)Science  198:1056；和Ike等人(1983)Nucleic  Acid  Res .11:

477]。此类技术已经用于其他蛋白质的定向进化[Scott等人,(1990)Science  249:386-

390；Roberts等人(1992)PNAS  USA89:2429-2433；Devlin等人(1990)Science  249:404-

406；Cwirla等人,(1990)PNAS  USA87:6378-6382；以及美国专利号：5,223,409、5,198,346

和5,096,815]。

[0199] 可替代地，其他形式的诱变可以用于产生组合文库。例如，可以通过使用例如以下

方式筛选而从文库中产生并分离本公开文本的ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或

ALK4:ActRIIB异多聚体：丙氨酸扫描诱变[Ruf等人(1994)Biochemistry  33:1565-1572；

Wang等人(1994)J .Biol .Chem .269:3095-3099；Balint等人(1993)Gene  137:109-118；

Grod berg等人(1993) Eur .J .Biochem .218:597-601；Nagashima等人(1993)

J .Biol .Chem .268:2888-2892；Lowman等人(1991)Biochemistry  30:10832-10838；和

Cunningham等人(1989)Science  244:1081-1085]；通过接头扫描诱变[Gustin等人(1993)

Virology  193:653-660；和Brown等人(1992)Mol.Cell  Biol.12:2644-2652；McKnight等人

(1982)Science  232:316]；通过饱和诱变[Meyers等人,(1986)Science  232:613]；通过PCR

诱变[Leung等人(1989)Method  Cell  Mol  Biol  1:11-19]；或通过随机诱变，包括化学诱变

[Miller等人(1992)A  Short  Course  in  Bacterial  Genetics,CSHL  Press,冷泉港,纽约

州；和Greener等人(1994)Strategies  in  Mol  Biol  7:32-34]。特别是在组合设置中，接头

扫描诱变是鉴定ALK4、TGFβRII和/或ActRII多肽的截短(生物活性)形式的有吸引力的方

法。

[0200] 本领域已知广泛范围的技术用于筛选通过点突变和截短产生的组合文库的基因

产物，并且就此而言，所述技术用于筛选具有某种特性的基因产物的cDNA文库。此类技术通

说　明　书 55/145 页

67

CN 110494155 A

67



常将能适用于通过ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体的组合诱

变产生的基因文库的快速筛选。用于筛选大基因文库的最广泛使用的技术通常包括将基因

文库克隆至复制型表达载体中，用所得载体文库转化适当的细胞以及在检测所需活性促进

相对容易地分离编码基因(所述基因的产物被检测到)的载体的条件下表达组合基因。优选

的测定包括配体(例如，BMP2、BMP2/7、BMP3、BMP4、BMP4/7、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a、BMP8b、

BMP9、BMP10、GDF3、GDF5、GDF6/BMP13、GDF7、GDF8、GDF9b/BMP15、GDF11/BMP11、GDF15/MIC1、

TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC、nodal、神

经胶质细胞衍生的神经营养因子(GDNF)、神经秩蛋白、阿特敏蛋白、普塞芬蛋白、MIS和

Lefty)结合测定和/或配体介导的细胞信号传导测定。

[0201] 在某些实施方案中，除了在ALK4、TGFβRII和/或ActRII多肽中天然存在的任何修

饰以外，ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体可以进一步包含翻

译后修饰。此类修饰包括但不限于乙酰化、羧基化、糖基化、磷酸化、酯化和酰化。因此，

ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体可以包含非氨基酸元件，如

聚乙二醇、脂质、多糖或单糖以及磷酸酯。此类非氨基酸元件对ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβ

RII多肽或ALK4:ActRIIB异多聚体的功能性的影响可以如本文针对其他异多聚体复合物变

体所述来测试。当在细胞中通过切割新生形式的多肽产生本公开文本的多肽时，翻译后加

工对于蛋白质的正确折叠和/或功能也可能是重要的。不同细胞(例如，CHO、HeLa、MDCK、

293、WI38、NIH-3T3或HEK293)具有用于此类翻译后活性的特定细胞机器和特征机制，并且

可以进行选择以确保对ALK4、TGFβRII和/或ActRII多肽的正确修饰和加工。

[0202] 在某些方面中，本公开文本的ActRII多肽、TGFβRII多肽和/或ALK4多肽是融合蛋

白，其包含ActRII多肽(例如，ActRIIA或ActRIIB多肽)、TGFβRII或ALK4多肽的至少一部分

(结构域)和一个或多个异源部分(结构域)。此类融合结构域的公知的例子包括但不限于多

组氨酸、Glu-Glu、谷胱甘肽S-转移酶(GST)、硫氧还蛋白、蛋白质A、蛋白质G、免疫球蛋白重

链恒定区(Fc)、麦芽糖结合蛋白(MBP)或人血清白蛋白。可以选择融合结构域以赋予所需特

性。例如，一些融合结构域特别可用于通过亲和色谱分离融合蛋白。出于亲和纯化的目的，

使用亲和色谱的相关基质，如谷胱甘肽、淀粉酶和镍或钴缀合的树脂。许多此类基质能以

“试剂盒”形式获得，如可与(HIS6)融合配偶体一起使用的Pharmacia  GST纯化系统和

QIAexpressTM系统(Qiagen)。作为另一个例子，可以选择融合结构域以促进ActRII多肽的检

测。此类检测结构域的例子包括多种荧光蛋白(例如，GFP)以及“表位标签”，所述表位标签

通常是可获得特异性抗体的短肽序列。可容易获得特异性单克隆抗体的公知的表位标签包

括FLAG、流感病毒血凝素(HA)和c-myc标签。在一些情况下，融合结构域具有如用于因子Xa

或凝血酶的蛋白酶切割位点，其允许相关蛋白酶部分消化融合蛋白并且由此从中释放重组

蛋白。然后可以通过后续色谱分离从融合结构域分离所释放的蛋白质。可以选择的其他类

型的融合结构域包括多聚化(例如，二聚化、四聚化)结构域和功能结构域(其赋予另一生物

学功能)，包括例如来自免疫球蛋白的恒定结构域(例如，Fc结构域)。如本文所述，在一些实

施方案中，优选的多聚化结构域是经修饰的Fc结构域，其促进不对称配对以形成异多聚体

结构(例如，ALK4:ActRIIB异多聚体)。

[0203] 在某些方面中，本公开文本的ActRII多肽、TGFβRII多肽和/或ALK4多肽含有一个

或多个能够“稳定化”多肽的修饰。“稳定化”意指增加体外半衰期、血清半衰期的任何物质，
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不管这是由于破坏减少、肾脏清除率降低还是药剂的其他药代动力学效应所致。例如，此类

修饰延长多肽的保质期，延长多肽的循环半衰期，和/或降低多肽的蛋白水解降解。此类稳

定化修饰包括但不限于融合蛋白(包括例如包含ActRII多肽、TGFβRII多肽或ALK4多肽结构

域和稳定剂结构域的融合蛋白)、糖基化位点的修饰(包括例如将糖基化位点添加至本公开

文本的多肽)和碳水化合物部分的修饰(包括例如从本公开文本的多肽去除碳水化合物部

分)。如本文所用，术语“稳定剂结构域”不仅是指在融合蛋白情况下的融合结构域(例如，免

疫球蛋白Fc结构域)，而且包括非蛋白质修饰如碳水化合物部分或非蛋白质部分如聚乙二

醇。在某些优选实施方案中，ActRII多肽、TGFβRII多肽和/或ALK4多肽与稳定多肽的异源结

构域(“稳定剂”结构域)、优选地提高多肽在体内的稳定性的异源结构域融合。已知具有免

疫球蛋白的恒定结构域(例如，Fc结构域)的融合物对广泛范围的蛋白质赋予期望的药代动

力学特性。同样，与人血清白蛋白的融合物可以赋予期望的稳定化特性。

[0204] 在一些实施方案中，本公开文本的ALK4、TGFβRII和/或ActRII多肽是Fc融合蛋白。

可以用于人IgG1的Fc部分(G1Fc)的天然氨基酸序列的例子如下所示(SEQ  ID  NO:22)。虚线

下划线指示铰链区，并且实线下划线指示具有天然存在的变体的位置。部分地，本公开文本

提供了如下多肽，其包含与SEQ  ID  NO:22具有70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一性的氨基酸序

列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序列组成。根据SEQ  ID  NO:22中所用的

编号系统，G1Fc中天然存在的变体将包括E134D和M136L(参见Uniprot  P01857)。

[0205]

[0206] 任选地，IgG1Fc结构域具有在诸如Asp-265、赖氨酸322和Asn-434等残基处的一个

或多个突变。在某些情况下，相对于野生型Fc结构域，具有这些突变中的一个或多个(例如，

Asp-265突变)的突变型IgG1Fc结构域具有降低的结合至Fcγ受体的能力。在其他情况下，

相对于野生型IgG1Fc结构域，具有这些突变中的一个或多个(例如，Asn-434突变)的突变型

Fc结构域具有增加的结合至MHC  I类相关Fc受体(FcRN)的能力。

[0207] 可以用于人IgG2的Fc部分(G2Fc)的天然氨基酸序列的例子如下所示(SEQ  ID  NO:

23)。虚线下划线指示铰链区，并且双下划线指示在序列中存在数据库冲突的位置(根据

UniProt  P01859)。部分地，本公开文本提供了如下多肽，其包含与SEQ  ID  NO:23具有70％、

75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％同一性的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序

列组成。
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[0208]

[0209] 可以用于人IgG3的Fc部分(G3Fc)的氨基酸序列的两个例子如下所示。G3Fc中的铰

链区可以是其他Fc链中的最多四倍，并且含有三个相同的15个残基的区段，其前面是相似

的17个残基的区段。如下所示的第一G3Fc序列(SEQ  ID  NO:24)含有由单个15个残基的区段

组成的短铰链区，而第二G3Fc序列(SEQ  ID  NO:25)含有全长铰链区。在每种情况下，虚线下

划线指示铰链区，并且实线下划线指示具有天然存在的变体的位置(根据UniProt 

P01859)。部分地，本公开文本提供了如下多肽，其包含与SEQ  ID  NO:24或25具有70％、

75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％同一性的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基酸序

列组成。

[0210]

[0211] 当转化为SEQ  ID  NO:24中所用的编号系统时，G3Fc中天然存在的变体(例如，参见

Uniprot  P01860)包括E68Q、P76L、E79Q、Y81F、D97N、N100D、T124A、S169N、S169del、F221Y，

并且本公开文本提供了包含含有这些变异中的一个或多个的G3Fc结构域的融合蛋白。另

外，人免疫球蛋白IgG3基因(IGHG3)显示出以不同铰链长度为特征的结构多态性[参见

Uniprot  P01859]。具体地，变体WIS缺少大部分V区和所有CH1区。除了通常存在于铰链区中

的11之外，它还在位置7处具有额外的链间二硫键。变体ZUC缺少大部分V区、所有CH1区和部

分铰链。变体OMM可以代表等位基因形式或另一个γ链亚类。本公开文本提供了其他融合蛋
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白，其包含含有这些变体中的一种或多种的G3Fc结构域。

[0212] 可以用于人IgG4的Fc部分(G4Fc)的天然氨基酸序列的例子如下所示(SEQ  ID  NO:

26)。虚线下划线指示铰链区。部分地，本公开文本提供了如下多肽，其包含与SEQ  ID  NO:26

具有70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％同一性的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所

述氨基酸序列组成。

[0213]

[0214] 关于G1Fc序列(SEQ  ID  NO:22)本文提出了Fc结构域中的多种工程化突变，并且

G2Fc、G3Fc和G4Fc中的类似突变可以来源于在图18中它们与G1Fc的比对。由于不相等的铰

链长度，基于同种型比对(图18)的类似Fc位置在SEQ  ID  NO:22、23、24、25和26中具有不同

的氨基酸编号。还可以理解，由铰链、CH2和CH3区组成的免疫球蛋白序列(例如，SEQ  ID  NO:

22、23、24、25和26)中的给定氨基酸位置将通过与当编号涵盖如在Uniprot数据库中的整个

IgG1重链恒定结构域(由CH1、铰链、CH2和CH3区组成)时的相同位置不同的编号来鉴定。例

如，人G1Fc序列(SEQ  ID  NO:22)、人IgG1重链恒定结构域(Uniprot  P01857)和人IgG1重链

中选择的CH3位置之间的对应关系如下。

[0215]
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[0216]

[0217] 在某些方面中，本文所公开的多肽可以形成蛋白质复合物，其包含与至少一种

ActRIIB多肽共价或非共价缔合的至少一种ALK4多肽。优选地，本文所公开的多肽形成异二

聚体复合物，但是还包括更高阶的异多聚复合物(异多聚体)，例如但不限于异三聚体、异四

聚体和其他寡聚体结构(参见例如，图21-23)。在一些实施方案中，ALK4和/或ActRIIB多肽

包含至少一个多聚化结构域。如本文所公开的，术语“多聚化结构域”是指促进至少第一多

肽与至少第二多肽之间的共价或非共价相互作用的氨基酸或氨基酸序列。本文所公开的多

肽可以与多聚化结构域共价或非共价连接。优选地，多聚化结构域促进第一多肽(例如，

ALK4多肽)与第二多肽(例如，ActRIIB多肽)之间的相互作用以促进异多聚体形成(例如，异

二聚体形成)，并且任选地阻碍或以其他方式不利于同多聚体形成(例如，同二聚体形成)，

由此提高所需异多聚体的产量(参见例如，图22)。

[0218] 本领域已知的许多方法可以用于产生ALK4:ActRIIB异多聚体。例如，可以通过如

下方式来构建非天然存在的二硫键：用含有游离硫醇的残基(如半胱氨酸)置换第一多肽

(例如，ALK4多肽)上天然存在的氨基酸，使得游离硫醇与第二多肽(例如，ActRIIB多肽)上

的另一个含有游离硫醇的残基相互作用，使得在第一与第二多肽之间形成二硫键。促进异

多聚体形成的相互作用的其他例子包括但不限于离子相互作用，如Kjaergaard等人,

WO2007147901所述；静电转向效应，如Kannan等人,U.S.8,592,562所述；卷曲螺旋相互作

用，如Christensen等人,U.S.20120302737所述；亮氨酸拉链，如Pack和Plueckthun,(1992)

Biochemistry  31:1579-1584所述；以及螺旋-转角-螺旋基序，如Pack等人,(1993)Bio/

Technology  11:1271-1277所述。各个区段的连接可以经由例如共价结合(如通过化学交

联、肽接头、二硫桥等)或亲和相互作用(如通过亲和素-生物素或亮氨酸拉链技术)获得。

[0219] 在某些方面中，多聚化结构域可以包含相互作用对的一个组分。在一些实施方案

中，本文所公开的多肽可以形成包含与第二多肽共价或非共价缔合的第一多肽的蛋白质复

合物，其中第一多肽包含ALK4多肽的氨基酸序列和相互作用对的第一成员的氨基酸序列；

并且第二多肽包含ActRIIB多肽的氨基酸序列和相互作用对的第二成员的氨基酸序列。相

互作用对可以是相互作用以形成复合物(特别是异二聚体复合物)的任何两个多肽序列，但

是可操作的实施方案也可以使用可以形成同二聚体复合物的相互作用对。相互作用对的一

个成员可以与如本文所述的ALK4或ActRIIB多肽融合，所述ALK4或ActRIIB多肽包括例如如

下多肽序列，所述多肽序列包含与SEQ  ID  NO:2、3、5、6、15和19中的任一个的序列至少

70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，基本上由所述氨基酸序列组成或由所述氨基
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酸序列组成。可以选择相互作用对以赋予改善的特性/活性(如增加的血清半衰期)或充当

衔接子，在所述衔接子上附接另一个部分以提供改善的特性/活性。例如，聚乙二醇部分可

以附接至相互作用对的一个或两个组分，以提供改善的特性/活性如改善的血清半衰期。

[0220] 相互作用对的第一和第二成员可以是不对称对，意味着所述对的成员优先彼此缔

合而不是自我缔合。因此，不对称相互作用对的第一和第二成员可以缔合以形成异二聚体

复合物(参见例如，图22)。可替代地，相互作用对可以是非引导的，意味着所述对的成员可

以彼此缔合或自我缔合而没有实质的优先性，并且因此可以具有相同或不同的氨基酸序

列。因此，非引导相互作用对的第一和第二成员可以缔合以形成同二聚体复合物或异二聚

体复合物。任选地，相互作用对(例如，不对称对或非引导相互作用对)的第一成员与相互作

用对的第二成员共价缔合。任选地，相互作用对(例如，不对称对或非引导相互作用对)的第

一成员与相互作用对的第二成员非共价缔合。

[0221] 作为具体例子，本公开文本提供了包含与如下多肽融合的ALK4或ActRIIB的融合

蛋白，所述多肽包含免疫球蛋白的恒定结构域，如从人IgG1、IgG2、IgG3和/或IgG4衍生的

CH1、CH2或CH3结构域，所述恒定结构域已经进行修饰以促进异多聚体形成。在从单一细胞

系大规模生产不对称的基于免疫球蛋白的蛋白质中出现的问题被称为“链缔合问题”。正如

在双特异性抗体的生产中主要面临的问题，链缔合问题涉及从多种组合中有效产生所需多

链蛋白的挑战，所述多种组合是在单一细胞系中产生不同的重链和/或轻链时固有地产生

[Klein等人(2012)mAbs  4:653-663]。这个问题当在同一细胞中产生两种不同的重链和两

种不同的轻链时最为严重，在这种情况下，当通常只需要一种组合时，存在总共16种可能的

链组合(但是其中一些组合是相同的)。然而，相同的原理解释了仅并入两条不同(不对称)

重链的所需多链融合蛋白的产量降低。

[0222] 本领域已知在单一细胞系中增加所需的含Fc融合多肽链的配对以在可接受的产

量下产生优选的不对称融合蛋白的多种方法[Klein等人(2012)mAbs  4:653-663；和Spiess

等人(2015)Molecular  Immunology  67(2A):95-106]。获得所需的含Fc链的配对的方法包

括但不限于基于电荷的配对(静电转向)、“杵臼结构(knobs-into-holes)”空间配对、SEED

体配对和基于亮氨酸拉链的配对[Ridgway等人(1996)Protein  Eng  9:617-621；Merchant

等人(1998)Nat  Biotech  16:677-681；Davis等人(2010)Protein  Eng  Des  Sel23:195-

202；Gunasekaran等人(2010)；285:19637-19646；Wranik等人(2012)JBiol  Chem  287:

43331-43339；US  5932448；WO  1993/011162；WO  2009/089004和WO  2011/034605]。如本文

所述，这些方法可以用于产生ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异多聚体复合物。参见例如，图23。

[0223] 先前已经披露了ALK4:ActRIIB异多聚体和制备此类异多聚体的方法。参见例如，

WO  2016/164497，将其全部教导通过引用并入本文。

[0224] 应理解，融合蛋白(例如，免疫球蛋白Fc融合蛋白)的不同元件能以符合所需功能

性的任何方式排列。例如，ActRII多肽结构域、ALK4多肽结构域或TGFβRII多肽结构域可以

位于异源结构域的C末端，或者可替代地，异源结构域可以位于ActRII多肽结构域、ALK4多

肽结构域或TGFβRII多肽结构域的C末端。ActRII多肽结构域、ALK4多肽结构域或TGFβRII多

肽结构域与异源结构域在融合蛋白中无需相邻，并且可以在任一结构域的C末端或N末端或

者在结构域之间包括其他结构域或氨基酸序列。

[0225] 例如，ActRII(或ALK4或TGFβRII)受体融合蛋白可以包含如式A-B-C中所述的氨基
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酸序列。B部分对应于ActRII(或ALK4或TGFβRII)多肽结构域。A部分和C部分可以独立地是

零个、一个或超过一个氨基酸，并且A部分和C部分二者在存在的情况下对于B都是异源的。A

部分和/或C部分可以通过接头序列附接至B部分。接头可以富含甘氨酸(例如，2-10、2-5、2-

4、2-3个甘氨酸残基)或甘氨酸和脯氨酸残基，并且可以例如含有苏氨酸/丝氨酸和甘氨酸

的单个序列或苏氨酸/丝氨酸和/或甘氨酸的重复序列，例如GGG(SEQ  ID  NO:27)、GGGG(SEQ 

ID  NO:28)、TGGGG(SEQ  ID  NO:29)、SGGGG(SEQ  ID  NO:30)、TGGG(SEQ  ID  NO:31)、SGGG(SEQ 

ID  NO:32)或GGGGS(SEQ  ID  NO:33)单个序列或重复序列。在某些实施方案中，ActRII(或

ALK4或TGFβRII)融合蛋白包含如式A-B-C中所述的氨基酸序列，其中A是前导(信号)序列，B

由ActRII(或ALK4或TGFβRII)多肽结构域组成，并且C是增强以下中的一种或多种的多肽部

分：体内稳定性、体内半衰期、摄取/给予、组织定位或分布、蛋白质复合物的形成和/或纯

化。在某些实施方案中，ActRII(或ALK4或TGFβRII)融合蛋白包含如式A-B-C中所述的氨基

酸序列，其中A是TPA前导序列，B由ActRII(或ALK4或TGFβRII)受体多肽结构域组成，并且C

是免疫球蛋白Fc结构域。优选的融合蛋白包含以下中的任一个中所述的氨基酸序列：SEQ 

ID  NO:50、54、57、58、60、63、64、66、70、71、73、74、76、77、78、79、80、123、131、132、139、141、

143、145、148和150。

[0226] 可替代地，ActRII拮抗剂可以包含一个或多个单链配体阱，其任选地可以与一种

或多种ALK4或ActRIIB多肽以及其他ALK4:ActRIIB单链配体阱共价或非共价缔合[US 

2011/0236309和US  2009/0010879]。如本文所述，单链配体阱不需要与任何多聚化结构域

(如卷曲螺旋Fc结构域)融合以成为多价的。通常，本公开文本的单链配体阱包含至少一个

ALK4多肽结构域和一个ActRIIB多肽结构域。ALK4和ActRIIB多肽结构域在本文中通常被称

为结合结构域(BD)，任选地可以通过接头区连接。先前已经描述了ALK4:ActRIIB单链配体

阱。参见例如，WO  2016/164497，将其各自的全部教导通过引用并入本文。

[0227] 在某些优选实施方案中，要根据本文所述的方法使用的ActRII多肽、ALK4多肽、

TGFβRII多肽和ALK4:ActRIIB异多聚体是分离的复合物。如本文所用，分离的蛋白质(或蛋

白质复合物)或多肽(或多肽复合物)是已经与其天然环境的组分分离的蛋白质或多肽。在

一些实施方案中，将本公开文本的多肽或异多聚体纯化至大于95％、96％、97％、98％或

99％纯度，如通过例如电泳(例如，SDS-PAGE、等电聚焦(IEF)、毛细管电泳)或色谱(例如，离

子交换或反相HPLC)所测定的。用于评估抗体纯度的方法是本领域公知的[Flatman等人,

(2007)J.Chromatogr.B  848:79-87]。

[0228] 在某些实施方案中，本公开文本的ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽和ALK4:

ActRIIB异多聚体可以通过多种本领域已知的技术来产生。例如，本公开文本的多肽可以使

用标准蛋白质化学技术来合成，如以下文献中所述的那些技术：Bodansky ,M.Principles 

of  Peptide  Synthesis,Springer  Verlag ,柏林(1993)和Grant  G.A.(编辑) ,Synthetic 

Peptides:AUser's  Guide,W.H.Freeman  and  Company,纽约(1992)。另外，自动化肽合成仪

是可商购的(Advanced  ChemTech  Model  396；Milligen/Biosearch  9600)。可替代地，本公

开文本的多肽和复合物(包括其片段或变体)可以使用如本领域公知的各种表达系统[大肠

杆菌(E.coli)、中国仓鼠卵巢(CHO)细胞、COS细胞、杆状病毒]重组产生。在另一实施方案

中，本公开文本的经修饰或未经修饰的多肽可以通过使用例如蛋白酶(例如，胰蛋白酶、嗜

热菌蛋白酶、糜蛋白酶、胃蛋白酶或成对碱性氨基酸转化酶(PACE))消化重组产生的全长
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ALK4、TGFβRII和/或ActRIIB多肽来产生。计算机分析(使用可商购的软件，例如MacVector、

Omega、PCGene，Molecular  Simulation,Inc.)可以用于鉴定蛋白质水解切割位点。

[0229] 3.编码ActRII、ALK4和TGFβRII多肽的核酸

[0230] 在某些实施方案中，本公开文本提供了编码本文所公开的ActRII、ALK4和/或TGFβ

RII多肽(包括其片段、功能变体和融合蛋白)的分离的和/或重组的核酸。例如，SEQ  ID  NO:

16编码天然存在的人ALK4前体多肽，SEQ  ID  NO:17编码ALK4的经加工的细胞外结构域。主

题核酸可以是单链或双链的。此类核酸可以是DNA或RNA分子。这些核酸可以用于例如制备

如本文所述的ActRII多肽、ALK4多肽、TGFβRII多肽和ALK4:ActRIIB异多聚体的方法中。

[0231] 如本文所用，一种或多种分离的核酸是指已经与其天然环境的组分分离的核酸分

子。分离的核酸包括细胞中含有的核酸分子，所述细胞通常含有所述核酸分子，但是所述核

酸分子存在于染色体外或存在于不同于其天然染色体位置的染色体位置。

[0232] 在某些实施方案中，编码本公开文本的ALK4、ActRII或TGFβRII多肽的核酸应理解

为包括以下中的任一个：SEQ  ID  NO:7、8、12、13、16、17、20、21、55、61、67、72、75、124、125、

126、127、134、135、136、137、138、140、142、144、146和149以及其变体。变体核苷酸序列包括

相差一个或多个核苷酸取代、添加或缺失的序列，包括等位基因变体，并且因此将包括与以

下中的任一个所指定的核苷酸序列不同的编码序列：SEQ  ID  NO:7、8、12、13、16、17、20、21、

55、61、67、72、75、124、125、126、127、134、135、136、137、138、140、142、144、146和149。

[0233] 在某些实施方案中，本公开文本的ALK4、ActRII、TGFβRII多肽由分离或重组的核

酸序列编码，所述核酸序列包含与SEQ  ID  NO:7、8、12、13、16、17、20、21、55、61、67、72、75、

124、125、126、127、134、135、136、137、138、140、142、144、146和149至少70％、75％、80％、

85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的序列，基本上由所述序列组成或由所述序列组成。本领域普通技术人员应理

解，包含和与SEQ  ID  NO:7、8、12、13、16、17、20、21、55、61、67、72、75、124、125、126、127、

134、135、136、137、138、140、142、144、146和149至少70％、75％、80％、85％、86％、87％、

88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的序列

互补的序列、基本上由所述序列组成或由所述序列组成的核酸序列也在本公开文本的范围

内。在进一步的实施方案中，本公开文本的核酸序列可以与异源核苷酸序列分离、重组和/

或融合，或者在DNA文库中。

[0234] 在其他实施方案中，本公开文本的核酸还包括在严格条件下与SEQ  IDNO:7、8、12、

13、16、17、20、21、55、61、67、72、75、124、125、126、127、134、135、136、137、138、140、142、

144、146和149中所指定的核苷酸序列或其片段杂交的核苷酸序列。本领域普通技术人员应

容易理解，促进DNA杂交的适当严格度条件可以变化。例如，可以在6.0x氯化钠/柠檬酸钠

(SSC)下在约45℃下进行杂交，之后用2.0x  SSC在50℃下洗涤。例如，洗涤步骤中的盐浓度

可以选自在50℃下的约2.0x  SSC的低严格度至在50℃下的约0.2x  SSC的高严格度。另外，

洗涤步骤中的温度可以从室温(约22℃)下的低严格度条件上升至约65℃下的高严格度条

件。温度和盐二者都可以变化，或者温度或盐浓度可以保持恒定，同时改变另一个变量。在

一个实施方案中，本公开文本提供了如下核酸，其在室温下在6x  SSC的低严格度条件下杂

交，之后在室温下在2x  SSC下洗涤。

[0235] 在遗传密码的简并性方面与如SEQ  ID  NO:7、8、12、13、16、17、20、21、55、61、67、
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72、75、124、125、126、127、134、135、136、137、138、140、142、144、146和149中所述的核酸不

同的分离的核酸也在本公开文本的范围内。例如，许多氨基酸由超过一个三联体指定。指定

相同氨基酸的密码子或同义词(例如，CAU和CAC是组氨酸的同义词)可以导致“沉默”突变，

其不影响蛋白质的氨基酸序列。然而，预期在哺乳动物细胞中存在确实导致主题蛋白质的

氨基酸序列变化的DNA序列多态性。本领域技术人员应理解，由于天然等位基因变异，编码

特定蛋白质的核酸的一个或多个核苷酸(高达约3％-5％的核苷酸)的这些变异可以存在于

给定物种的个体中。任何和所有此类核苷酸变异和所得氨基酸多态性都在本公开文本的范

围内。

[0236] 在某些实施方案中，本公开文本的重组核酸可以与表达构建体中的一个或多个调

控核苷酸序列可操作地连接。调控核苷酸序列通常将适合于用于表达的宿主细胞。对于多

种宿主细胞，本领域已知许多类型的适当表达载体和适合的调控序列。通常，所述一个或多

个调控核苷酸序列可以包括但不限于启动子序列、前导序列或信号序列、核糖体结合位点、

转录起始序列和终止序列、翻译起始序列和终止序列以及增强子或激活子序列。本公开文

本考虑了如本领域已知的组成型或诱导型启动子。启动子可以是天然存在的启动子或组合

超过一种启动子的元件的杂合启动子。表达构建体可以存在于细胞中的附加体如质粒上，

或者表达构建体可以插入染色体中。在一些实施方案中，表达载体含有可选择的标记基因

以允许选择经转化的宿主细胞。可选择的标记基因是本领域公知的，并且随着所用宿主细

胞而变化。

[0237] 在本公开文本的某些方面中，主题核酸在包含编码ALK4、ActRII和/或TGFβRII多

肽的核苷酸序列的表达载体中提供，并且与至少一个调控序列可操作地连接。调控序列是

本领域公认的，并且进行选择以指导ALK4、ActRII和/或TGFβRII多肽的表达。因此，术语调

控序列包括启动子、增强子和其他表达控制元件。示例性调控序列描述于Goeddel；Gene 

Expression  Technology:Methods  in  Enzymology,Academic  Press,圣地亚哥,加利福尼

亚州(1990)中。例如，众多的在与DNA序列操作性连接时控制所述DNA序列表达的表达控制

序列中的任一种可以在这些载体中用于表达编码ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽的DNA序

列。此类有用的表达控制序列包括例如SV40的早期和晚期启动子、tet启动子、腺病毒或巨

细胞病毒立即早期启动子、RSV启动子、lac系统、trp系统、TAC或TRC系统、T7启动子(其表达

由T7RNA聚合酶指导)、噬菌体λ的主要操纵子和启动子区域、fd外壳蛋白的控制区域、3-磷

酸甘油酸激酶或其他糖酵解酶的启动子、酸性磷酸酶的启动子(例如，Pho5)、酵母α-交配因

子的启动子、杆状病毒系统的多面体启动子和已知控制原核或真核细胞或其病毒的基因表

达的其他序列及其各种组合。应理解，表达载体的设计可以取决于诸如待转化的宿主细胞

和/或期望表达的蛋白质类型的选择等因素。此外，还应考虑载体的拷贝数、控制该拷贝数

的能力以及由载体编码的任何其他蛋白质如抗生素标记物的表达。

[0238] 本公开文本的重组核酸可以通过将所克隆基因或其部分连接至适于在原核细胞、

真核细胞(酵母、禽类、昆虫或哺乳动物)或二者中表达的载体中来产生。用于产生重组TGFβ

超家族I型和/或II型受体多肽的表达运载体包括质粒和其他载体。例如，适合的载体包括

以下类型的质粒：用于在原核细胞(如大肠杆菌)中表达的pBR322衍生的质粒、pEMBL衍生的

质粒、pEX衍生的质粒、pBTac衍生的质粒和pUC衍生的质粒。

[0239] 一些哺乳动物表达载体既含有原核序列以促进载体在细菌中的增殖，又含有一个
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或多个在真核细胞中表达的真核转录单位。pcDNAI/amp、pcDNAI/neo、pRc/CMV、pSV2gpt、

pSV2neo、pSV2-dhfr、pTk2、pRSVneo、pMSG、pSVT7、pko-neo和pHyg衍生的载体是适合于转染

真核细胞的哺乳动物表达载体的例子。将这些载体中的一些用来自细菌质粒(如pBR322)的

序列修饰，以促进原核和真核细胞中的复制和药物抗性选择。可替代地，病毒如牛乳头瘤病

毒(BPV-1)或爱泼斯坦-巴尔病毒(Epstein-Barr  virus)(pHEBo、pREP衍生的和p205)的衍

生物可以用于在真核细胞中蛋白质的短暂表达。其他病毒(包括逆转录病毒)表达系统的例

子可以在以下基因疗法递送系统的描述中找到。用于制备质粒和转化宿主生物的多种方法

是本领域公知的。对于原核和真核细胞的其他合适的表达系统，以及一般的重组程序

[Molecular  Cloning  A  Laboratory  Manual,第3版,Sambrook,Fritsch和Maniatis编辑

Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,2001]。在一些情况下，可能需要通过使用杆状病

毒表达系统来表达重组多肽。此类杆状病毒表达系统的例子包括pVL衍生的载体(如

pVL1392、pVL1393和pVL941)、pAcUW衍生的载体(如pAcUW1)和pBlueBac衍生的载体(如含有

β-gal的pBlueBac  III)。

[0240] 在一个优选实施方案中，载体将被设计用于在CHO细胞中产生主题ALK4和/或

ActRII多肽，如Pcmv-Script载体(Stratagene，拉荷亚，加利福尼亚州)、pcDNA4载体

(Invitrogen，卡尔斯巴德，加利福尼亚州)和pCI-neo载体(Promega，麦迪逊，威斯康辛州)。

清楚的是，主题基因构建体可以用于引起主题ALK4和/或ActRII多肽在培养中所繁殖细胞

中的表达，例如以产生蛋白质(包括融合蛋白或变体蛋白)以供纯化。

[0241] 本公开文本还涉及用重组基因转染的宿主细胞，所述重组基因包括主题ALK4、

ActRIIB和/或TGFβRII多肽中的一种或多种的编码序列。宿主细胞可以是任何原核或真核

细胞。例如，ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽可以在细菌细胞(如大肠杆菌)、昆虫细胞(例

如，使用杆状病毒表达系统)、酵母或哺乳动物细胞[例如，中国仓鼠卵巢(CHO)细胞系]中表

达。其他适合的宿主细胞是本领域技术人员已知的。

[0242] 因此，本公开文本进一步涉及产生主题ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽的方法。

例如，可以在允许发生ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽的表达的适当条件下培养用编码

ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽的表达载体转染的宿主细胞。多肽可以分泌并从细胞和含

有多肽的培养基的混合物中分离。可替代地，ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽可以从得自

所收获和裂解的细胞的细胞质或膜级分中分离。细胞培养物包括宿主细胞、培养基和其他

副产物。用于细胞培养的适合的培养基是本领域公知的。主题多肽可以使用本领域已知用

于纯化蛋白质的技术从细胞培养基、宿主细胞或二者中分离，所述技术包括离子交换色谱、

凝胶过滤色谱、超滤、电泳、使用对ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽的特定表位具有特异性

的抗体进行的免疫亲和纯化以及使用结合至与ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽融合的结

构域的试剂进行的亲和纯化(例如，可以使用蛋白质A柱来纯化ALK4-Fc、ActRIIB-Fc和/或

TGFβRII-Fc融合蛋白)。在一些实施方案中，ALK4和/或ActRII多肽是含有促进其纯化的结

构域的融合蛋白。

[0243] 在一些实施方案中，通过一系列柱色谱步骤实现纯化，包括例如以任何顺序的以

下步骤中的三步或更多步：蛋白质A色谱、Q琼脂糖色谱、苯基琼脂糖色谱、尺寸排阻色谱和

阳离子交换色谱。纯化可以用病毒过滤和缓冲液交换完成。可以将ALK4-Fc、ActRIIB-Fc和/

或TGFβRII-Fc融合蛋白以及其异聚复合物纯化至>90％、>95％、>96％、>98％或>99％的纯
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度，如通过尺寸排阻色谱所测定的；以及纯化至>90％、>95％、>96％、>98％或>99％的纯度，

如通过SDS  PAGE所测定的。目标纯度水平应是足以在哺乳动物系统(特别是在非人灵长类

动物、啮齿类动物(小鼠)和人)中获得期望的结果的纯度水平。

[0244] 在另一个实施方案中，编码纯化前导序列(如在重组ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII

多肽的所需部分N末端的聚(His)/肠激酶切割位点序列)的融合基因可以允许通过亲和色

谱使用Ni2+金属树脂纯化所表达的融合蛋白。然后随后可以通过用肠激酶处理去除纯化前

导序列，以提供经纯化的ALK4、ActRIIB和/或TGFβRII多肽以及其异聚复合物[Hochuli等人

(1987)J.Chromatography  411:177；和Janknecht等人(1991)PNAS  USA  88:8972]。

[0245] 制备融合基因的技术是公知的。实质上，编码不同多肽序列的各种DNA片段的连接

按照常规技术进行，采用平端或错端末端进行连接，进行限制酶消化以提供适当的末端，适

当地填充粘性末端，进行碱性磷酸酶处理以避免不期望的连接以及进行酶促连接。在另一

个实施方案中，融合基因可以通过包括自动化DNA合成仪的常规技术合成。可替代地，可以

使用锚定引物进行基因片段的PCR扩增，所述锚定引物在两个连续基因片段之间产生互补

突出端，所述片段随后可以退火以产生嵌合基因序列。参见例如，Current  Protocols  in 

Molecular  Biology,编辑Ausubel等人,John  Wiley&Sons:1992。

[0246] 4.抗体拮抗剂

[0247] 在某些方面中，本公开文本涉及ActRII拮抗剂(抑制剂)，其是抗体或抗体组合。

ActRII拮抗剂抗体或抗体组合可以结合至一种或多种ActRII配体[例如，GDF11、GDF8、激活

素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和

BMP9]或一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB和ALK4)。具体地，本公开文

本提供了单独地或与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂组合地使用ActRII拮抗剂抗体

或ActRII拮抗剂抗体组合以在有需要的受试者体内实现所需效果(例如，提高有需要的受

试者的免疫应答和治疗癌症或病原体)的方法。在某些优选实施方案中，ActRII拮抗剂抗体

可以与TGFβRII拮抗剂组合使用。

[0248] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制GDF11的

抗体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少GDF11。如本文所

用，GDF11抗体(抗GDF11抗体)通常是指以足够的亲和力结合至GDF11的抗体，使得所述抗体

在靶向GDF11中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗GDF11抗体与无关的非

GDF11蛋白结合的程度小于所述抗体与GDF11结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、

3％、2％或小于约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相

互作用或结合亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗GDF11抗体结合至GDF11的在来

自不同物种的GDF11之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗GDF11抗体结合至人

GDF11。在其他优选实施方案中，抗GDF11抗体可以抑制GDF11与同源I型和/或II型受体(例

如，ActRIIA、ActRIIB和ALK4)结合，并且因此抑制GDF11介导的通过这些受体进行的信号传

导(例如，Smad信号传导)。应注意，GDF11与GDF8具有高序列同源性，并且因此在一些情况

下，结合至GDF11的抗体也可以结合至和/或抑制GDF8。在一些实施方案中，抗GDF11抗体是

多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性抗体结合至一种或多种其他配体[例

如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、

BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例
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如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组

合以及其用途，其中所述抗体组合包含抗GDF11抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体

结合至例如不同配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活

素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I

型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。

[0249] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制GDF8的抗

体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少GDF8。如本文所用，

GDF8抗体(抗GDF8抗体)通常是指以足够的亲和力结合至GDF8的抗体，使得所述抗体在靶向

GDF8中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗GDF8抗体与无关的非GDF8蛋白结

合的程度小于所述抗体与GDF8结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于

约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合

亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗GDF8抗体结合至GDF8的在来自不同物种的

GDF8之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗GDF8抗体结合至人GDF8。在其他优选实施

方案中，抗GDF8抗体可以抑制GDF8与同源I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB和

ALK4)结合，并且因此抑制GDF8介导的通过这些受体进行的信号传导(例如，Smad信号传

导)。应注意，GDF8与GDF11具有高序列同源性，并且因此在一些情况下，结合至GDF8的抗体

也可以结合至和/或抑制GDF11。在一些实施方案中，抗GDF8抗体是多特异性抗体(例如，双

特异性抗体)，所述多特异性抗体结合至一种或多种其他配体[例如，GDF11、激活素(例如，

激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ

1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGF

βRII、ALK5和ALK4)。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗

体组合包含抗GDF8抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如不同配体[例如，

GDF11、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、

BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例

如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。

[0250] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制激活素

(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)的抗体。因此，在一些实

施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少激活素。如本文所用，激活素抗体(抗

激活素抗体)通常是指以足够的亲和力结合至激活素的抗体，使得所述抗体在靶向激活素

中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗激活素抗体与无关的非激活素蛋白结

合的程度小于所述抗体与激活素结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小

于约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结

合亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗激活素抗体结合至激活素的在来自不同物

种的激活素之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗激活素抗体结合至人激活素。在其

他优选实施方案中，抗激活素抗体可以抑制激活素与同源I型和/或II型受体(例如，

ActRIIA、ActRIIB和ALK4)结合，并且因此抑制激活素介导的通过这些受体进行的信号传导

(例如，Smad信号传导)。应注意，激活素共享序列同源性，并且因此结合至一种激活素(例

如，激活素A)的抗体可以结合至一种或多种其他激活素(例如，激活素B、激活素AB、激活素

C、激活素E、激活素AC)。在一些实施方案中，抗激活素抗体结合至至少激活素A和激活素B。
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在一些实施方案中，抗激活素抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性抗

体结合至一种或多种其他配体[例如，GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和

TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5

和ALK4)。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组合包

含抗激活素抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如不同配体[例如，GDF8、

GDF11、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II

型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。在一些实施方案中，要根据本公开

文本的方法和用途使用的抗体或抗体组合结合至激活素和TGFβ。在一些实施方案中，要根

据本公开文本的方法和用途使用的抗体或抗体组合结合至激活素A和TGFβ2。在一些实施方

案中，要根据本公开文本的方法和用途使用的抗体或抗体组合结合至ActRII(ActRIIA和/

或ActRIIB)和TGFβ。在一些实施方案中，要根据本公开文本的方法和用途使用的抗体或抗

体组合结合至ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)和TGFβ2。

[0251] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制GDF3的抗

体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少GDF3。如本文所用，

GDF3抗体(抗GDF3抗体)通常是指以足够的亲和力结合至GDF3的抗体，使得所述抗体在靶向

GDF3中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗GDF3抗体与无关的非GDF3蛋白结

合的程度小于所述抗体与GDF3结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于

约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合

亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗GDF3抗体结合至GDF3的在来自不同物种的

GDF3之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗GDF3抗体结合至人GDF3。在其他优选实施

方案中，抗GDF3抗体可以抑制GDF3与同源I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB和

ALK4)结合，并且因此抑制GDF3介导的通过这些受体进行的信号传导(例如，Smad信号传

导)。在一些实施方案中，抗GDF3抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性

抗体结合至一种或多种其他配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活

素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至

一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。在一些实

施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组合包含抗GDF3抗体和一

种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如不同配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，

激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ

2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、

ALK5和ALK4)。

[0252] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制BMP6的抗

体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少BMP6。如本文所用，

BMP6抗体(抗BMP6抗体)通常是指以足够的亲和力结合至BMP6的抗体，使得所述抗体在靶向

BMP6中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗BMP6抗体与无关的非BMP6蛋白结

合的程度小于所述抗体与BMP6结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于

约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合

亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗BMP6抗体结合至BMP6的在来自不同物种的

BMP6之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗BMP6抗体结合至人BMP6。在其他优选实施
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方案中，抗BMP6抗体可以抑制BMP6与同源I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB和

ALK4)结合，并且因此抑制BMP6介导的通过这些受体进行的信号传导(例如，Smad信号传

导)。在一些实施方案中，抗BMP6抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性

抗体结合至一种或多种其他配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活

素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至

一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。在一些实

施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组合包含抗BMP6抗体和一

种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如不同配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，

激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ

2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、

ALK5和ALK4)。

[0253] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制BMP9的抗

体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少BMP9。如本文所用，

BMP9抗体(抗BMP9抗体)通常是指以足够的亲和力结合至BMP9的抗体，使得所述抗体在靶向

BMP9中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗BMP9抗体与无关的非BMP9蛋白结

合的程度小于所述抗体与BMP9结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于

约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合

亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗BMP9抗体结合至BMP9的在来自不同物种的

BMP9之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗BMP9抗体结合至人BMP9。在其他优选实施

方案中，抗BMP9抗体可以抑制BMP9与同源I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB和

ALK4)结合，并且因此抑制BMP9介导的通过这些受体进行的信号传导(例如，Smad信号传

导)。在一些实施方案中，抗BMP9抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性

抗体结合至一种或多种其他配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活

素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP10、BMP6、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至

一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。在一些实

施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组合包含抗BMP9抗体和一

种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如不同配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，

激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP10、BMP6、TGFβ1、TGFβ

2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、

ALK5和ALK4)。

[0254] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制BMP10的

抗体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少BMP10。如本文所

用，BMP10抗体(抗BMP10抗体)通常是指以足够的亲和力结合至BMP10的抗体，使得所述抗体

在靶向BMP10中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗BMP10抗体与无关的非

BMP10蛋白结合的程度小于所述抗体与BMP10结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、

3％、2％或小于约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相

互作用或结合亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗BMP10抗体结合至BMP10的在来

自不同物种的BMP10之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗BMP10抗体结合至人

BMP10。在其他优选实施方案中，抗BMP10抗体可以抑制BMP10与同源I型和/或II型受体(例
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如，ActRIIA、ActRIIB和ALK4)结合，并且因此抑制BMP10介导的通过这些受体进行的信号传

导(例如，Smad信号传导)。在一些实施方案中，抗BMP10抗体是多特异性抗体(例如，双特异

性抗体)，所述多特异性抗体结合至一种或多种其他配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，

激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP9、TGFβ1、TGFβ2

和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、

ALK5和ALK4)。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组

合包含抗BMP10抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如不同配体[例如，

GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、

GDF3、BMP6、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]和/或结合至一种或多种I型和/或II型受体(例如，

ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK5和ALK4)。

[0255] 在其他方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制ActRII受

体(例如，ActRIIA和/或ActRIIB)的抗体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗

体组合结合至至少ActRIIA，但是不结合或基本上不结合至ActRIIB(例如，以大于1x  10-7M

的KD结合至ActRIIB，或者具有相对较低的结合，例如约1x  10-8M或约1x  10-9M)。在其他实施

方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少ActRIIB，但是不结合或基本上不结合至

ActRIIA(例如，以大于1x  10-7M的KD结合至ActRIIA，或者具有相对较低的结合，例如约1x 

10-8M或约1x  10-9M)。在仍其他实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少

ActRIIA和ActRIIB。如本文所用，ActRII抗体(抗ActRII抗体)通常是指以足够的亲和力结

合至ActRII(例如，ActRIIA和/或ActRIIB)的抗体，使得所述抗体在靶向ActRII中可用作诊

断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗ActRII抗体与无关的非ActRII蛋白结合的程度小

于所述抗体与ActRII结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于约1％，如

例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合亲和力测

定所测量的。在某些实施方案中，抗ActRII抗体结合至ActRII(例如，ActRIIA和/或

ActRIIB)的在来自不同物种的ActRII之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗ActRII

抗体结合至人ActRII(例如，ActRIIA和/或ActRIIB)。在其他优选实施方案中，抗ActRII抗

体可以抑制一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素

E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]与ActRII(例如，ActRIIA和/或ActRIIB)

结合。应注意，ActRIIA与ActRIIB具有序列同源性，并且因此在一些情况下，结合至ActRIIA

的抗体也可以结合至和/或抑制ActRIIB，反之亦然。在一些实施方案中，抗ActRII抗体是多

特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性抗体结合至ActRII(例如，ActRIIA和/或

ActRIIB)和一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素

E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]。在一些实施方案

中，抗ActRII抗体是结合至ActRIIA和ActRIIB的多特异性抗体(例如，双特异性抗体)。在一

些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组合包含至少抗

ActRIIA抗体和至少ActRIIB抗体。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用

途，其中所述抗体组合包含抗ActRIIA抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例

如一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素

AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ALK4和/或ALK5。

在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组合包含抗
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ActRIIB抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如一种或多种配体[例如，

GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、

BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ALK4和/或ALK5。在一些实施方案中，本

公开文本涉及抗体组合以及其用途(例如，提高有需要的患者的免疫应答和治疗癌症)，其

中所述抗体组合包含抗ActRIIA抗体、抗ActRIIB抗体和至少一种或多种其他抗体，所述其

他抗体结合至例如一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、

激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、

ALK4和/或ALK5。

[0256] 在某些方面中，本公开文本的ActRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制ALK4的抗

体。因此，在一些实施方案中，ActRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少ALK4。如本文所用，

ALK4抗体(抗ALK4抗体)通常是指以足够的亲和力结合至ALK4的抗体，使得所述抗体在靶向

ALK4中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗ALK4抗体与无关的非ALK4蛋白结

合的程度小于所述抗体与ALK4结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于

约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合

亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗ALK4抗体结合至ALK4的在来自不同物种的

ALK4之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗ALK4抗体结合至人ALK4。在其他优选实施

方案中，抗ALK4抗体可以抑制一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素

B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]与ALK4结合。在一些

实施方案中，抗ALK4抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性抗体结合至

ALK4和一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激

活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ActRII

(ActRIIA和/或ActRIIB)和/或ALK5。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其

用途，其中所述抗体组合包含抗ALK4抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例

如一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素

AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA

和/或ActRIIB)和/或ALK5。

[0257] 在某些方面中，要根据本文所公开的方法和用途使用的TGFβRII拮抗剂是TGFβRII

拮抗剂抗体或抗体组合。TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合可以抑制和/或结合至例如一种或

多种TGFβRII配体(例如，TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3)、TGFβRII受体、TGFβRII相关I型受体(例如，

ALK5)和/或TGFβRII共受体(例如，β聚糖)。在一些实施方案中，在体外或基于细胞的测定

(包括例如本文所述的那些)中测定TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合抑制信号传导(例如，

Smad信号传导)和/或结合至靶标的能力。如本文所述，TGFβRII拮抗剂抗体或拮抗剂抗体组

合可以单独地或与一种或多种其他支持疗法或活性剂(例如，ActRII拮抗剂)组合用于治疗

或预防如本文所述的障碍或病症。

[0258] 在某些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制TGFβ1的抗体。因

此，在一些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少TGFβ1。如本文所用，TGF

β1抗体(抗TGFβ1抗体)通常是指以足够的亲和力结合至TGFβ1的抗体，使得所述抗体在靶向

TGFβ1中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗TGFβ1抗体与无关的非TGFβ1蛋

白结合的程度小于所述抗体与TGFβ1结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或
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小于1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)所测量的。在某些实施方案中，抗TGFβ1抗体结合

至TGFβ1的在来自不同物种的TGFβ1之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗TGFβ1抗体

结合至人TGFβ1。在一些实施方案中，TGFβ1抗体可以抑制TGFβ1与I型、II型和/或共受体(例

如，TGFβRII、ALK5和/或β聚糖)结合，并且因此抑制TGFβ1信号传导(例如，Smad信号传导)。

应注意，TGFβ1与TGFβ2和TGFβ3共享一定的序列同源性。因此，在一些实施方案中，结合TGFβ

1的抗体也可以结合至TGFβ2和/或TGFβ3。在一些实施方案中，本公开文本涉及多特异性抗

体(例如，双特异性抗体)及其用途，所述多特异性抗体结合至TGFβ1并且进一步结合至例如

一种或多种其他TGFβRII配体(例如，TGFβ2、TGFβ3或TGFβ2和TGFβ3)、一种或多种I型和/或

II型受体(例如，TGFβRII和ALK5)和/或一种或多种共受体(例如，β聚糖)。在一些实施方案

中，本公开文本涉及抗体组合及其用途，其中所述抗体组合包含TGFβ1抗体和一种或多种其

他抗体，所述其他抗体结合至例如一种或多种其他TGFβRII配体(例如，TGFβ2、TGFβ3或TGFβ

2和TGFβ3)、一种或多种I型和/或II型受体(例如，TGFβRII和ALK5)和/或一种或多种共受体

(例如，β聚糖)。在一些实施方案中，抗TGFβ1抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所

述多特异性抗体结合至一种或多种ActRII配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素

B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]、TGFβRII、ActRII

(ActRIIA和/或ActRIIB)、ALK4、ALK5和/或β聚糖。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体

组合以及其用途，其中所述抗体组合包含抗TGFβ1抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗

体结合至例如一种或多种ActRIIB配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活

素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA

和/或ActRIIB)、ALK4、ALK5和/或β聚糖。

[0259] 在某些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制TGFβ2的抗体。因

此，在一些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少TGFβ2。如本文所用，TGF

β2抗体(抗TGFβ2抗体)通常是指能够以足够的亲和力结合至TGFβ2的抗体，使得所述抗体在

靶向TGFβ2中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗TGFβ2抗体与无关的非TGFβ

2蛋白结合的程度小于所述抗体与TGFβ2结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、

2％或小于1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)所测量的。在某些实施方案中，抗TGFβ2抗体

结合至TGFβ2的在来自不同物种的TGFβ2之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗TGFβ2

抗体结合至人TGFβ2。在一些实施方案中，TGFβ2抗体可以抑制TGFβ2与I型、II型和/或共受

体(例如，TGFβRII、ALK5和/或β聚糖)结合，并且因此抑制TGFβ2信号传导(例如，Smad信号传

导)。应注意，TGFβ2与TGFβ1和TGFβ3共享一定的序列同源性。因此，在一些实施方案中，结合

TGFβ2的抗体也可以结合至TGFβ1和/或TGFβ3。在一些实施方案中，本公开文本涉及多特异

性抗体(例如，双特异性抗体)及其用途，所述多特异性抗体结合至TGFβ2并且进一步结合至

例如一种或多种其他TGFβRII配体(例如，TGFβ1、TGFβ3或TGFβ1和TGFβ3)、一种或多种I型

和/或II型受体(例如，TGFβRII和ALK5)和/或一种或多种共受体(例如，β聚糖)。在一些实施

方案中，本公开文本涉及抗体组合及其用途，其中所述抗体组合包含TGFβ2抗体和一种或多

种其他抗体，所述其他抗体结合至例如一种或多种其他TGFβRII配体(例如，TGFβ1、TGFβ3或

TGFβ1和TGFβ3)、一种或多种I型和/或II型受体(例如，TGFβRII和ALK5)和/或一种或多种共

受体(例如，β聚糖)。在一些实施方案中，抗TGFβ2抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗

体)，所述多特异性抗体结合至一种或多种ActRII配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、
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激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]、TGFβRII、

ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)、ALK4、ALK5和/或β聚糖。在一些实施方案中，本公开文本涉

及抗体组合以及其用途，其中所述抗体组合包含抗TGFβ2抗体和一种或多种其他抗体，所述

其他抗体结合至例如一种或多种ActRIIB配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素

B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]、TGFβRII、ActRII

(ActRIIA和/或ActRIIB)、ALK4、ALK5和/或β聚糖。

[0260] 在某些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制TGFβ3的抗体。因

此，在一些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少TGFβ3。如本文所用，TGF

β3抗体(抗TGFβ3抗体)通常是指能够以足够的亲和力结合至TGFβ3的抗体，使得所述抗体在

靶向TGFβ3中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗TGFβ3抗体与无关的非TGFβ

3蛋白结合的程度小于所述抗体与TGFβ3结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、

2％或小于1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)所测量的。在某些实施方案中，抗TGFβ3抗体

结合至TGFβ3的在来自不同物种的TGFβ3之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗TGFβ3

抗体结合至人TGFβ3。在一些实施方案中，TGFβ3抗体可以抑制TGFβ3与I型、II型和/或共受

体(例如，TGFβRII、ALK5和/或β聚糖)结合，并且因此抑制TGFβ3信号传导(例如，Smad信号传

导)。应注意，TGFβ3与TGFβ2和TGFβ1共享一定的序列同源性。因此，在一些实施方案中，结合

TGFβ3的抗体也可以结合至TGFβ2和/或TGFβ1。在一些实施方案中，本公开文本涉及多特异

性抗体(例如，双特异性抗体)及其用途，所述多特异性抗体结合至TGFβ3并且进一步结合至

例如一种或多种其他TGFβRII配体(例如，TGFβ2、TGFβ1或TGFβ2和TGFβ1)、一种或多种I型

和/或II型受体(例如，TGFβRII和ALK5)和/或一种或多种共受体(例如，β聚糖)。在一些实施

方案中，抗TGFβ3抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性抗体结合至一

种或多种ActRII配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活

素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)、

ALK4、ALK5和/或β聚糖。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合以及其用途，其中所

述抗体组合包含抗TGFβ3抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如一种或多

种ActRIIB配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、

激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)、ALK4、

ALK5和/或β聚糖。

[0261] 在某些方面中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制TGFβRII的抗体。因此，

在一些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少TGFβRII。如本文所用，TGFβ

RII抗体(抗TGFβRII抗体)通常是指以足够的亲和力结合至TGFβRII的抗体，使得所述抗体

在靶向TGFβRII中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗TGFβRII抗体与无关的

非TGFβRII蛋白结合的程度小于所述抗体与TGFβRII结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、

4％、3％、2％或小于约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白

质相互作用或结合亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗TGFβRII抗体结合至TGFβ

RII的在来自不同物种的TGFβRII之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗TGFβRII抗体

结合至人TGFβRII。在一些实施方案中，抗TGFβRII抗体可以抑制一种或多种TGFβRII配体

[例如，TGFβ1；TGFβ2；TGFβ3；TGFβ1和TGFβ3；TGFβ1和TGFβ2；TGFβ2和TGFβ3；或TGFβ1、TGFβ2

和TGFβ3]与TGFβRII结合。在一些实施方案中，抗TGFβRII抗体是多特异性抗体(例如，双特
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异性抗体)，所述多特异性抗体结合至TGFβRII和一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例

如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、

TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)、ALK5和/或β聚糖。在一些实施方案

中，本公开文本涉及抗体组合及其用途，其中所述抗体组合包含抗TGFβRII抗体和一种或多

种其他抗体，所述其他抗体结合至例如一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素

A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2

和TGFβ3]、ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)、ALK5和/或β聚糖。

[0262] 在某些方面中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制ALK5的抗体。因此，在

一些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少ALK5。如本文所用，ALK5抗体

(抗ALK5抗体)通常是指以足够的亲和力结合至ALK5的抗体，使得所述抗体在靶向ALK5中可

用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗ALK5抗体与无关的非ALK5蛋白结合的程度

小于所述抗体与ALK5结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于约1％，如

例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合亲和力测

定所测量的。在某些实施方案中，抗ALK5抗体结合至ALK5的在来自不同物种的ALK5之间保

守的表位。在某些优选实施方案中，抗ALK5抗体结合至人ALK5。在一些实施方案中，抗ALK5

抗体可以抑制一种或多种TGFβRII配体[例如，TGFβ1；TGFβ2；TGFβ3；TGFβ1和TGFβ3；TGFβ1和

TGFβ2；TGFβ2和TGFβ3；或TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]与ALK5结合。在一些实施方案中，抗ALK5抗

体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性抗体结合至ALK5和一种或多种配

体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、

GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)

和/或β聚糖。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合及其用途，其中所述抗体组合包

含抗ALK5抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如一种或多种TGFβRII配体

[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、

GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA和/或ActRIIB)

和/或β聚糖。

[0263] 在某些方面中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合是至少抑制β聚糖的抗体。因此，在

一些实施方案中，TGFβRII拮抗剂抗体或抗体组合结合至至少β聚糖。如本文所用，β聚糖抗

体(抗β聚糖抗体)通常是指以足够的亲和力结合至β聚糖的抗体，使得所述抗体在靶向β聚

糖中可用作诊断剂和/或治疗剂。在某些实施方案中，抗β聚糖抗体与无关的非β聚糖蛋白结

合的程度小于所述抗体与β聚糖结合的约10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％或小于

约1％，如例如通过放射免疫测定(RIA)、Biacore或者其他蛋白质-蛋白质相互作用或结合

亲和力测定所测量的。在某些实施方案中，抗β聚糖抗体结合至β聚糖的在来自不同物种的β

聚糖之间保守的表位。在某些优选实施方案中，抗β聚糖抗体结合至人β聚糖。在一些实施方

案中，抗β聚糖抗体可以抑制一种或多种TGFβRII配体[例如，TGFβ1；TGFβ2；TGFβ3；TGFβ1和

TGFβ3；TGFβ1和TGFβ2；TGFβ2和TGFβ3；或TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]与β聚糖结合。在一些实施方

案中，抗β聚糖抗体是多特异性抗体(例如，双特异性抗体)，所述多特异性抗体结合至β聚糖

和一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素

AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA

和/或ActRIIB)和/或ALK5。在一些实施方案中，本公开文本涉及抗体组合及其用途，其中所
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述抗体组合包含抗β聚糖抗体和一种或多种其他抗体，所述其他抗体结合至例如一种或多

种TGFβRII配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、

激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、TGFβRII、ActRII(ActRIIA和/

或ActRIIB)和/或ALK5。

[0264] 术语抗体在本文中以最广泛的含义使用，并且涵盖各种抗体结构，包括但不限于

单克隆抗体、多克隆抗体、多特异性抗体(例如，双特异性抗体)和抗体片段，只要其展现出

所需的抗原结合活性即可。抗体片段是指除了完整抗体以外的分子，其包含完整抗体的结

合完整抗体所结合的抗原的一部分。抗体片段的例子包括但不限于Fv、Fab、Fab'、Fab'-SH、

F(ab')2；双抗体；线性抗体；单链抗体分子(例如，scFv)；和从抗体片段形成的多特异性抗

体。参见例如，Hudson等人(2003)Nat.Med.9:129-134；Plückthun,在The  Pharmacology  of 

Monoclonal  Antibodies,第113卷,Rosenburg和Moore编辑,(Springer-Verlag,纽约) ,第

269-315页(1994)；WO  93/16185；以及美国专利号5,571,894、5,587,458和5,869,046。本文

所公开的抗体可以是多克隆抗体或单克隆抗体。在某些实施方案中，本公开文本的抗体包

含附接至所述抗体并且能够被检测到的标记(例如，标记可以是放射性同位素、荧光化合

物、酶或酶辅因子)。在优选实施方案中，本公开文本的抗体是分离的抗体。

[0265] 双抗体是具有两个抗原结合位点的抗体片段，其可以是二价的或双特异性的。参

见例如，EP  404 ,097；WO  1993/01161；Hudson等人(2003)Nat.Med .9:129-134(2003)；和

Hollinger等人(1993)Proc.Natl.Acad .Sci.USA90:6444-6448。三抗体和四抗体也描述于

以下文献中：Hudson等人(2003)Nat.Med.9:129-134。

[0266] 单结构域抗体是包含抗体的重链可变结构域的全部或一部分或者轻链可变结构

域的全部或一部分的抗体片段。在某些实施方案中，单结构域抗体是人单结构域抗体。参见

例如，美国专利号6,248,516。

[0267] 抗体片段可以通过多种技术来制备，包括但不限于完整抗体的蛋白水解消化以及

通过重组宿主细胞(例如，大肠杆菌或噬菌体)产生，如本文所述。

[0268] 本文中的抗体可以属于任何类别。抗体的类别是指其重链所具有的恒定结构域或

恒定区的类型。抗体有五种主要类别：IgA、IgD、IgE、IgG和IgM，并且这些类别中的若干个类

别可以被进一步分为子类别(同种型)，例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1和IgA2。对应于不同

类别的免疫球蛋白的重链恒定结构域被称为α、δ、ε、γ和μ。

[0269] 通常，用于本文所公开方法中的抗体优选地以高结合亲和力特异性结合至其靶抗

原。亲和力可以表示为KD值并且反映固有的结合亲和力(例如，具有最小化的亲合力效应)。

通常，结合亲和力是在体外(在无细胞环境中或细胞相关环境中)测量。本领域已知的许多

测定(包括本文所公开的那些)中的任一种可以用于获得结合亲和力测量值，包括例如表面

等离子体共振(BiacoreTM测定)、放射性标记的抗原结合测定(RIA)和ELISA。在一些实施方

案中，本公开文本的抗体以至少1x  10-7或更强、1x  10-8或更强、1x  10-9或更强、1x  10-10或

更强、1x  10-11或更强、1x  10-12或更强、1x  10-13或更强或1x  10-14或更强的KD结合至其靶抗

原[例如，ActRIIB、ActRIIA、ALK4、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素

E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、TGFβRII、ALK5和/或

β聚糖]。

[0270] 在某些实施方案中，KD是通过用所关注抗体的Fab形式及其靶抗原进行的RIA来测
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量，如以下测定所述。Fab对抗原的溶液结合亲和力是通过以下方式来测量：在一个滴定系

列的未标记抗原的存在下用最低浓度的放射性标记的抗原(例如，125I标记的)平衡Fab，然

后用抗Fab抗体包衣的板捕获所结合抗原[参见例如，Chen等人(1999)J .Mol .Biol .293:

865-881]。为了建立用于测定的条件，用捕获抗Fab抗体(例如，来自Cappel  Labs)包衣多孔

板(例如，来自Thermo  Scientific的 )(例如，过夜)，并且之后用牛血清

白蛋白优选地在室温(例如，大约23℃)下封闭。在非吸附板中，将放射性标记的抗原与所关

注Fab的连续稀释液混合[例如，与对抗VEGF抗体Fab-12的评估一致，在Presta等人,(1997)

Cancer  Res.57:4593-4599]。然后将所关注Fab优选地孵育过夜，但是孵育可以持续较长时

间段(例如，约65小时)以确保达到平衡。之后，将混合物转移至捕获板以供优选地在室温下

孵育约1小时。然后去除溶液，并且优选地用聚山梨醇酯20和PBS混合物将板洗涤若干次。在

板干燥后，添加闪烁体(例如，来自Packard的 )，并且在γ计数器(例如，

来自Packard的 )上对板计数。

[0271] 根据另一个实施方案，KD是使用表面等离子体共振测定使用例如

2000或 3000(Biacore,Inc.，皮斯卡塔韦，新泽西州)用固定化抗原CM5芯片以

约10个反应单位(RU)来测量。简单来说，根据供应商的说明书，用N-乙基-N'-(3-二甲基氨

基丙基)-碳二亚胺盐酸盐(EDC)和N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)激活羧甲基化葡聚糖生物传感

器芯片(CM5，Biacore ,Inc.)。例如，可以用10mM乙酸钠(pH  4.8)将抗原稀释至5μg/ml(约

0.2μM)，之后以5μl/分钟的流速注射以达到大约10个反应单位(RU)的偶联蛋白。在抗原注

射后，注射1M乙醇胺以封闭未反应基团。对于动力学测量，在含有0 .05％聚山梨醇酯

表面活性剂的PBS(PBST)中以大约25μl/min的流速注射Fab的两倍连续

稀释液(0.78nM至500nM)。使用例如简单的一对一Langmuir结合模型( 评价软

件3.2版)通过同时拟合缔合和解离传感图来计算缔合速率(kon)和解离速率(koff)。将平衡

解离常数(KD)计算为比率koff/kon[参见例如，Chen等人,(1999)J.Mol.Biol.293:865-881]。

如果通过上述表面等离子体共振测定测得缔合速率超过例如106M-1s-1，则可以通过使用荧

光淬灭技术测定缔合速率，所述荧光淬灭技术测量在PBS中在浓度递增的抗原存在下，20nM

抗抗原抗体(Fab形式)的荧光发射强度(例如，激发＝295nm；发射＝340nm，16nm带通)的增

加或降低，如在具有搅拌比色皿的光谱仪如配备停流附件(stop-flow)的分光光度计(Aviv 

Instruments)或8000系列 分光光度计(ThermoSpectronic)中所测量

的。

[0272] 人ActRIIB、ActRIIA、ALK4、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活

素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、TGFβRII、ALK5和/

或β聚糖的核酸和氨基酸序列是本领域公知的，并且因此用于根据本公开文本使用的抗体

拮抗剂可以由技术人员基于本领域的知识和本文所提供的教导常规地制备。

[0273] 在某些实施方案中，本文所提供的抗体是嵌合抗体。嵌合抗体是指如下抗体：其中

重链和/或轻链的一部分衍生自特定来源或物种，而重链和/或轻链的其余部分衍生自不同

的来源或物种。某些嵌合抗体描述于例如以下文献中：美国专利号4,816,567；和Morrison

等人,(1984)Proc.Natl.Acad .Sci.USA,81:6851-6855。在一些实施方案中，嵌合抗体包含
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非人可变区(例如，衍生自小鼠、大鼠、仓鼠、兔或非人灵长类动物(如猴子)的可变区)和人

恒定区。在一些实施方案中，嵌合抗体是“类别转换”抗体，其中类别或子类别已经从亲代抗

体的类别或子类别变化。通常，嵌合抗体包括其抗原结合片段。

[0274] 在某些实施方案中，本文所提供的嵌合抗体是人源化抗体。人源化抗体是指如下

嵌合抗体，其包含来自非人超变区(HVR)的氨基酸残基和来自人框架区(FR)的氨基酸残基。

在某些实施方案中，人源化抗体将包含至少一个(并且通常两个)可变结构域的基本上全

部，其中全部或基本上全部HVR(例如，CDR)对应于非人抗体的那些，并且全部或基本上全部

FR对应于人抗体的那些。人源化抗体任选地可以包含衍生自人抗体的抗体恒定区的至少一

部分。抗体(例如，非人抗体)的“人源化形式”是指已经经历人源化的抗体。

[0275] 人源化抗体及其制备方法综述于例如A l m a g r o和F r a n s s o n ( 2 0 0 8)

Front .Biosci .13:1619-1633中，并且进一步描述于例如以下文献中：Riechmann等人,

(1988)Nature  332:323-329；Queen等人(1989)Proc .Nat 'l  Acad .Sci .USA86:10029-

10033；美国专利号5,821,337、7,527,791、6,982,321和7,087,409；Kashmiri等人,(2005)

Methods  36:25-34[描述SDR(a-CDR)移植]；Padlan,Mol.Immunol.(1991)28:489-498(描述

“表面重修”)；Dall 'Acqua等人(2005)Methods  36:43-60(描述“FR改组”)；Osbourn等人

(2005)Methods  36:61-68；和Klimka等人Br.J.Cancer(2000)83:252-260(描述用于FR改组

的“导向选择”方法)。

[0276] 可以用于人源化的人框架区包括但不限于：使用“最佳拟合”法选择的框架区[参

见例如，Sims等人(1993)J.Immunol.151:2296]；衍生自特定亚组的轻链或重链可变区的人

抗体的共有序列的框架区[参见例如，Carter等人(1992)Proc .Natl .Acad .Sci .USA ,89:

4285；和Presta等人(1993)J.Immunol.,151:2623]；人成熟(体细胞突变)框架区或人种系

框架区[参见例如，Almagro和Fransson(2008)Front.Biosci.13:1619-1633]；和衍生自筛

选FR文库的框架区[参见例如，Baca等人,(1997)J.Biol.Chem.272:10678-10684；和Rosok

等人,(1996)J.Biol.Chem.271:22611-22618]。

[0277] 在某些实施方案中，本文所提供的抗体是人抗体。人抗体可以使用本领域已知的

多种技术来产生。人抗体总体上描述于以下文献中：van  Dijk和van  de  Winkel(2001)

Curr.Opin.Pharmacol.5:368-74和Lonberg(2008)Curr.Opin.Immunol.20:450-459。

[0278] 人抗体可以通过将免疫原[例如，ActRIIB、ActRIIA、ALK4、GDF8、激活素(例如，激

活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、

TGFβ2、TGFβ3、TGFβRII、ALK5和/或β聚糖]给予转基因动物来制备，所述转基因动物已经进

行修饰以响应抗原激发产生完整人抗体或具有人可变区的完整抗体。此类动物通常含有人

免疫球蛋白基因座的全部或一部分，其置换内源免疫球蛋白基因座，或者其存在于染色体

外或随机整合至动物染色体中。在此类转基因动物中，通常已经使内源免疫球蛋白基因座

失活。关于从转基因动物获得人抗体的方法的综述，参见例如Lon be rg (2 0 0 5)

Nat.Biotechnol.23:1117-1125；美国专利号6,075,181和6,150,584(描述XENOMOUSETM技

术)；美国专利号5 ,770 ,429(描述 技术)；美国专利号7 ,041 ,870(描述K-M

技术)；和美国专利申请公开号2007/0061900(描述 技术)。来自

由此类动物产生的完整抗体的人可变区可以例如通过与不同的人恒定区组合来进行进一
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步修饰。

[0279] 本文所提供的人抗体也可以通过基于杂交瘤的方法来制备。已经描述了用于产生

人单克隆抗体的人骨髓瘤和小鼠-人异骨髓瘤细胞系[参见例如，Kozbor  J .Immunol .,

(1984)133:3001；Brodeur等人(1987)Monoclonal  Antibody  Production  Techniques  and 

Applications,第51-63页,Marcel  Dekker,Inc.,纽约；和Boerner等人(1991)J.Immunol.,

147:86]。通过人B细胞杂交瘤技术产生的人抗体也描述于以下文献中：Li等人,(2006)

Proc.Natl.Acad .Sci.USA,103:3557-3562。其他方法包括描述于例如以下文献中的那些：

美国专利号7 ,189 ,826(描述从杂交瘤细胞系产生单克隆人IgM抗体)；和Ni ,Xiandai 

Mianyixue(2006)26(4):265-268(2006)(描述人-人杂交瘤)。人杂交瘤技术(三源杂交瘤技

术)也描述于以下文献中：Vollmers和Brandlein(2005)Histol.Histopathol.,20(3):927-

937(2005)以及Vollmers和Brandlein(2005)Methods  Find  Exp.Clin.Pharmacol.,27(3):

185-91。

[0280] 本文所提供的人抗体还可以通过分离选自人衍生的噬菌体展示文库的Fv克隆可

变结构域序列来产生。然后可以将此类可变结构域序列与所需的人恒定结构域组合。用于

从抗体文库中选择人抗体的技术描述于本文中。

[0281] 例如，本公开文本的抗体可以通过针对具有所需的一种或多种活性的抗体筛选组

合文库来分离。本领域已知多种用于产生噬菌体展示文库和针对具有所需结合特征的抗体

筛选此类文库的方法。此类方法综述于例如以下文献中：Hoogenboom等人(2001)在Methods 

in  Molecular  Biology  178:1-37,O'Brien等人编辑,Human  Press,托托华,新泽西州，并

且进一步描述于例如以下文献中：McCafferty等人(1991)Nature  348:552-554；Clackson

等人,(1991)Nature  352:624-628；Marks等人(1992)J.Mol.Biol.222:581-597；Marks和

Bradbury(2003)在Methods  in  Molecular  Biology  248:161-175,Lo编辑,Human  Press,

托托华,新泽西州；Sidhu等人(2004)J .Mol .Biol .338(2):299-310；Lee等人(2004)

J .Mol .Biol .340(5):1073-1093；Fellouse(2004)Proc .Natl .Acad .Sci .USA101(34):

12467-12472；和Lee等人(2004)J.Immunol.Methods284(1-2):119-132。

[0282] 在某些噬菌体展示方法中，通过聚合酶链式反应(PCR)单独克隆VH和VL基因库，并

在噬菌体文库中随机重组，随后可以针对抗原结合噬菌体筛选所述噬菌体文库，如Winter

等人(1994)Ann.Rev.Immunol.,12:433-455中所述。噬菌体通常展示作为单链Fv(scFv)片

段或作为Fab片段的抗体片段。来自经免疫来源的文库无需构建杂交瘤即可提供针对免疫

原[例如，ActRIIB、ActRIIA、ALK4、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素

E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、TGFβRII、ALK5和/或

β聚糖]的高亲和力抗体。可替代地，可以(例如，从人)克隆幼稚库以在不进行任何免疫的情

况下提供针对广泛范围的非自身抗原以及自身抗原的抗体的单一来源，如Griffiths等人

(1993)EMBO  J,12:725-734所述。最后，还可以通过以下方式合成地制备幼稚文库：从干细

胞克隆未重排的V基因区段，并使用含有随机序列的PCR引物编码高可变CDR3区域并在体外

完成重排，如Hoogenboom和Winter(1992)J.Mol.Biol.,227:381-388所述。描述人抗体噬菌

体文库的专利公开案包括例如：美国专利号5,750,373以及美国专利公开号2005/0079574、

2005/0119455、2005/0266000、2007/0117126、2007/0160598、2007/0237764、2007/0292936

和2009/0002360。

说　明　书 78/145 页

90

CN 110494155 A

90



[0283] 在某些实施方案中，本文所提供的抗体是多特异性抗体，例如双特异性抗体。多特

异性抗体(通常是单克隆抗体)对一种或多种(例如，2、3、4、5、6种或更多种)抗原上的至少

两个不同表位(例如，2、3、4、5或6个或更多个)具有结合特异性。

[0284] 本文中还包括具有三个或更多个功能抗原结合位点的工程化抗体(包括“章鱼抗

体”)(参见例如，US  2006/0025576A1)。

[0285] 在某些实施方案中，本文所公开的抗体是单克隆抗体。单克隆抗体是指从基本上

同质的抗体群获得的抗体，即构成所述群的单独抗体是相同的和/或结合相同表位，例如含

有天然存在的突变或在单克隆抗体制剂的产生期间出现的可能的变体抗体除外，此类变体

通常以少量存在。与通常包括针对不同表位的不同抗体的多克隆抗体制剂相反，单克隆抗

体制剂的每种单克隆抗体针对抗原上的单个表位。因此，修饰语“单克隆”指示抗体的特征

为从基本上同质的抗体群获得，并且不应视为需要通过任何特定方法产生抗体。例如，要根

据本发明方法使用的单克隆抗体可以通过多种技术来制备，包括但不限于杂交瘤方法、重

组DNA方法、噬菌体展示方法和利用含有人免疫球蛋白基因座的全部或部分的转基因动物

的方法，此类方法和用于制备单克隆抗体的其他示例性方法描述于本文中。

[0286] 例如，通过使用衍生自GDF11的免疫原，抗蛋白质/抗肽抗血清或单克隆抗体可以

通过标准方案来制备[参见例如，Antibodies:A  Laboratory  Manual(1988)Harlow和Lane

编辑,Cold  Spring  Harbor  Press]。可以用GDF11多肽的免疫原形式(其为能够诱发抗体反

应的抗原性片段)或融合蛋白对哺乳动物(如小鼠、仓鼠或兔)进行免疫。用于向蛋白质或肽

赋予免疫原性的技术包括缀合至载体或本领域公知的其他技术。GDF11多肽的免疫原性部

分可以在佐剂存在下给予。可以通过检测血浆或血清中的抗体效价来监测免疫进程。能以

免疫原作为抗原，使用标准ELISA或其他免疫测定评估抗体产生水平和/或结合亲和力水

平。

[0287] 在用GDF11的抗原制剂对动物进行免疫后，可以获得抗血清，并且如果需要，可以

从血清中分离多克隆抗体。为了产生单克隆抗体，可以从经免疫动物收获产生抗体的细胞

(淋巴细胞)并通过标准体细胞融合程序与永生细胞(如骨髓瘤细胞)融合，以产生杂交瘤细

胞。此类技术是本领域公知的，并且包括例如杂交瘤技术[参见例如，Kohler和Milstein

(1975)Nature ,256:495-497]、人B细胞杂交瘤技术[参见例如，Kozbar等人(1983)

Immunology  Today ,4:72]和用于产生人单克隆抗体的EBV-杂交瘤技术[Cole等人(1985)

Monoclonal  Antibodies  and  Cancer  Therapy,Alan  R.Liss,Inc.第77-96页]。可以针对

与GDF11多肽特异性反应的抗体的产生筛选杂交瘤细胞，并且可以从包含此类杂交瘤细胞

的培养物中分离单克隆抗体。

[0288] 在某些实施方案中，可以将一个或多个氨基酸修饰引入本文所提供的抗体的Fc区

中，由此产生Fc区变体。Fc区变体可以包含人Fc区序列(例如，人IgG1、IgG2、IgG3或IgG4Fc

区)，所述人Fc区序列在一个或多个氨基酸位置处包含氨基酸修饰(例如，取代、缺失和/或

添加)。

[0289] 例如，本公开文本考虑了如下抗体变体，其具有一些而非全部效应子功能，这使得

所述抗体变体成为多种应用的期望的候选者，在所述应用中抗体的体内半衰期是重要的，

但是对于所述应用，某些效应子功能[例如，补体依赖性细胞毒性(CDC)和抗体依赖性细胞

毒性(ADCC)]是不需要的或有害的。可以进行体外和/或体内细胞毒性测定以确认CDC和/或
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ADCC活性的降低/消耗。例如，可以进行Fc受体(FcR)结合测定以确保抗体缺少FcγR结合

(因此可能缺少ADCC活性)，但是保留FcRn结合能力。介导ADCC的原代细胞NK细胞仅表达Fc

γRIII，而单核细胞表达FcγRI、FcγRII和FcγRIII。造血细胞上的FcR表达概述于例如以

下文献中：Ravetch和Kinet(1991)Annu.Rev.Immunol.9:457-492。用于评估所关注分子的

ADCC活性的体外测定的非限制性例子描述于以下文献中：美国专利号5 ,500 ,362；

Hellstrom ,I .等人(1986)Proc .Nat 'l  Acad .Sci .USA83:7059-7063；Hellstrom ,I等人

(1985)Proc.Nat'l  Acad .Sci.USA  82:1499-1502；美国专利号5,821,337；和Bruggemann,

M.等人(1987)J .Exp.Med .166:1351-1361。可替代地，可以采用非放射性测定方法(例如，

ACTITM，用于流式细胞术的非放射性细胞毒性测定；CellTechnology,Inc.，山景城，加利福

尼亚州；和 非放射性细胞毒性测定，Promega，麦迪逊，威斯康辛州)。用于此

类测定的有用效应细胞包括外周血单核细胞(PBMC)和天然杀伤(NK)细胞。可替代地，或另

外地，所关注分子的ADCC活性可以在体内、例如在动物模型中评估，所述动物模型是如

Clynes等人(1998)Proc.Nat'l  Acad .Sci.USA95:652-656中所披露的动物模型。还可以进

行C1q结合测定以确认抗体不能结合C1q，并且因此缺少CDC活性[参见例如，WO  2006/

029879和WO  2005/100402中的C1q和C3c结合ELISA]。为了评估补体激活，可以进行CDC测定

[参见例如，Gazzano-Santoro等人(1996)J.Immunol.Methods  202:163；Cragg ,M.S.等人

(2003)Blood101:1045-1052；以及Cragg ,M .S和M.J .Glennie(2004)Blood  103:2738-

2743]。还可以使用本领域已知的方法进行FcRn结合和体内清除率/半衰期测定[参见例如，

Petkova,S.B.等人(2006)Int.Immunol.18(12):1759-1769]。

[0290] 本公开文本的具有减少的效应子功能的抗体包括具有Fc区残基238、265、269、

270、297、327和329中的一个或多个的取代的那些(美国专利号6,737,056)。此类Fc突变体

包括在氨基酸位置265、269、270、297和327中的两个或更多个位置处具有取代的Fc突变体，

包括具有残基265和297的至丙氨酸的取代的所谓“DANA”Fc突变体(美国专利号7,332 ,

581)。

[0291] 在某些实施方案中，可能需要产生半胱氨酸工程化的抗体，例如“thioMAb”，其中

抗体的一个或多个残基被半胱氨酸残基取代。在特定实施方案中，被取代的残基存在于抗

体的可及位点处。通过用半胱氨酸取代那些残基，由此将反应性硫醇基定位于抗体的可及

位点处，并且可以用于将抗体缀合至其他部分，如药物部分或接头-药物部分，以产生免疫

缀合物，如本文中进一步所述。在某些实施方案中，可以用半胱氨酸取代以下残基中的任何

一个或多个：轻链的V205(Kabat编号)；重链的A118(EU编号)；和重链Fc区的S400(EU编号)。

半胱氨酸工程化的抗体可以如例如以下文献中所述来产生：美国专利号7,521,541。

[0292] 另外，用于筛选抗体以鉴定期望的抗体的技术可能影响所获得抗体的特性。例如，

如果要将抗体用于结合溶液中的抗原，可能需要测试溶液结合。多种不同的技术可用于测

试抗体与抗原之间的相互作用，以鉴定特别期望的抗体。此类技术包括ELISA、表面等离子

体共振结合测定(例如，BiacoreTM结合测定，Biacore  AB，乌普萨拉，瑞典)、夹心式测定(例

如，顺磁性珠粒系统，IGEN  International,Inc.，盖瑟斯堡，马里兰州)、蛋白质印迹、免疫

沉淀测定和免疫组织化学。

[0293] 在某些实施方案中，考虑了本文所提供的抗体和/或结合多肽的氨基酸序列变体。

例如，可能需要改善抗体和/或结合多肽的结合亲和力和/或其他生物学特性。抗体和/或结
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合多肽的氨基酸序列变体可以通过将适当修饰引入编码抗体和/或结合多肽的核苷酸序列

中或者通过肽合成来制备。此类修饰包括例如从抗体和/或结合多肽的氨基酸序列缺失、

和/或插入所述氨基酸序列中、和/或取代所述氨基酸序列内的残基。可以进行缺失、插入和

取代的任何组合以取得最终构建体，前提是最终构建体具有所需特征，例如靶标结合

(ActRIIB、ActRIIA、ALK4、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素

AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、TGFβRII、ALK5和/或β聚糖结

合)。

[0294] 可以在HVR中进行改变(例如，取代)，以例如改善抗体亲和力。此类改变可以在HVR

“热点”(即在体细胞成熟过程期间以高频率经历突变的密码子所编码的残基)(参见例如，

Chowdhury(2008)Methods  Mol.Biol.207:179-196(2008))和/或SDR(a-CDR)中进行，并且

测试所得变体VH或VL的结合亲和力。通过构建二级文库并从所述二级文库中重新选择进行

的亲和力成熟已经描述于本领域中[参见例如，Hoogenboom等人,在Methods  inMolecular 

Biology  178:1-37,O'Brien等人编辑,Human  Press,托托华,新泽西州,(2001)]。在亲和力

成熟的一些实施方案中，通过多种方法中的任何一种(例如，易错PCR、链改组或寡核苷酸指

导的诱变)，将多样性引入选择进行成熟的可变基因中。然后建立二级文库。然后筛选文库

以鉴定具有所需亲和力的任何抗体变体。引入多样性的另一种方法涉及HVR指导的方法，其

中随机化若干个HVR残基(例如，一次4-6个残基)。可以例如使用丙氨酸扫描诱变或建模来

特异性地鉴定抗原结合中所涉及的HVR残基。特别地，通常靶向CDR-H3和CDR-L3。

[0295] 在某些实施方案中，取代、插入或缺失可以发生在一个或多个HVR中，只要此类改

变不显著降低抗体结合至抗原的能力即可。例如，不显著降低结合亲和力的保守改变(例

如，如本文所提供的保守取代)可以在HVR中进行。此类改变可以位于HVR“热点”或SDR的外

部。在上文所提供的变体VH和VL序列的某些实施方案中，每个HVR或者不发生改变，或者含

有不超过一个、两个或三个氨基酸取代。

[0296] 鉴定抗体和/或结合多肽中可以被靶向用于诱变的残基或区域的有用方法被称为

“丙氨酸扫描诱变”，如Cunningham和Wells(1989)Science,244:1081-1085所述。在这种方

法中，鉴定残基或靶残基组(例如，带电荷的残基，如arg、asp、his、lys和glu)，并用中性或

带负电荷的氨基酸(例如，丙氨酸或聚丙氨酸)置换以确定抗体或结合多肽与抗原的相互作

用是否受影响。可以在所述氨基酸位置处引入进一步的取代，证明对初始取代的功能敏感

性。可替代地，或另外地，抗原-抗体复合物的晶体结构可以用于鉴定抗体与抗原之间的接

触点。可以靶向或消除此类接触残基和邻近残基作为取代候选物。可以筛选变体以确定它

们是否含有所需特性。

[0297] 氨基酸序列插入物包括长度在一个残基至含有一百个或更多个残基的多肽范围

内的氨基末端和/或羧基末端融合物，以及单个或多个氨基酸残基的序列内插入物。末端插

入物的例子包括具有N末端甲硫氨酰基残基的抗体。抗体分子的其他插入变体包括抗体的N

末端或C末端与酶(例如，对于ADEPT)或增加抗体的血清半衰期的多肽的融合物。

[0298] 在某些实施方案中，本文所提供的抗体和/或结合多肽可以进一步进行修饰以含

有本领域已知并且容易获得的其他非蛋白质性部分。适于衍生化抗体和/或结合多肽的部

分包括但不限于水溶性聚合物。水溶性聚合物的非限制性例子包括但不限于聚乙二醇

(PEG)、乙二醇/丙二醇的共聚物、羧甲基纤维素、葡聚糖、聚乙烯醇、聚乙烯吡咯烷酮、聚1,
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3-二氧戊环、聚1,3,6-三噁烷、乙烯/马来酸酐共聚物、聚氨基酸(均聚物或随机共聚物)、和

葡聚糖或聚(n-乙烯基吡咯烷酮)聚乙二醇、丙二醇(propropylene  glycol)均聚物、聚氧化

丙烯/氧化乙烯共聚物、聚氧乙基化多元醇(例如，甘油)、聚乙烯醇及其混合物。聚乙二醇丙

醛由于其在水中的稳定性而可以在制备中具有优势。所述聚合物可以具有任何分子量，并

且可以有支链或无支链。附接至抗体和/或结合多肽的聚合物的数目可以变化，并且如果附

接超过一种聚合物，则它们可以是相同或不同的分子。通常，用于衍生化的聚合物的数目

和/或类型可以基于包括但不限于以下的考虑因素来确定：要改善的抗体和/或结合多肽的

特定特性或功能、抗体衍生物和/或结合多肽衍生物是否将要用于在确定条件下的治疗中。

[0299] 5.小分子拮抗剂

[0300] 在其他方面中，本公开文本涉及ActRII拮抗剂(抑制剂)，其是小分子或小分子组

合。ActRII拮抗剂小分子可以抑制一种或多种ActRII配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例

如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和BMP9]、

一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB和ALK4)或者一种或多种ActRII下

游信号传导组分(例如，Smad  2和/或Smad  3)。具体地，本公开文本提供了单独地或与一种

或多种其他支持疗法和/或活性剂(例如，TGFβ拮抗剂)组合地使用ActRII拮抗剂小分子或

ActRII拮抗剂小分子组合以在有需要的受试者体内实现所需效果(例如，提高有需要的受

试者的免疫应答和治疗癌症或病原体)的方法。

[0301] 在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少

抑制GDF11。在一些实施方案中，抑制GDF11的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑

制一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素

AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、

ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮

抗剂组合，其至少抑制GDF8。在一些实施方案中，抑制GDF8的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂

组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、

激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、

ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗

剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激

活素AB和激活素AE)。在一些实施方案中，抑制激活素的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合

进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和

TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮

抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制GDF3。在一些实施方案中，抑制GDF3

的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活

素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、BMP6、BMP10、BMP9、

TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方

案中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制BMP6。在一些实施方

案中，抑制BMP6的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，

GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、

GDF3、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚

糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制
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BMP10。在一些实施方案中，抑制BMP10的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一

种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活

素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、

TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组

合，其至少抑制BMP9。在一些实施方案中，抑制BMP9的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进

一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激

活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、

ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗剂或小分

子拮抗剂组合，其至少抑制ActRIIA。在一些实施方案中，抑制ActRIIA的小分子拮抗剂或小

分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激

活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和

TGFβ3]、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是小

分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制ActRIIB。在一些实施方案中，抑制ActRIIB的

小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素

(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、

BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案

中，ActRII拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制ALK4。在一些实施方案

中，抑制ALK4的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，

GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、

GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK5、TGFβRII和/或β聚

糖。

[0302] 在其他方面中，本公开文本涉及TGFβ拮抗剂(抑制剂)，其是小分子或小分子组合。

TGFβ拮抗剂小分子可以抑制一种或多种TGFβ配体[例如，TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、一种或多

种I型和/或II型受体(例如，TGFβRII和ALK5)、一种或多种共受体(例如，β聚糖)和/或一种

或多种TGFβ下游信号传导组分(例如，Smad  2和/或Smad  3)。具体地，本公开文本提供了单

独地或与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂(例如，ActRII拮抗剂)组合地使用TGFβ拮

抗剂小分子或TGFβ拮抗剂小分子组合以在有需要的受试者体内实现所需效果(例如，提高

有需要的受试者的免疫应答和治疗癌症或病原体)的方法。

[0303] 在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑

制TGFβ1。在一些实施方案中，抑制TGFβ1的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制

一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激

活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK5、TGFβ

RII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其

至少抑制TGFβ2。在一些实施方案中，抑制TGFβ2的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一

步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活

素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、

ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗

剂组合，其至少抑制TGFβ3。在一些实施方案中，抑制TGFβ3的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂

组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活
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素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1和TGFβ2]、ActRIIA、

ActRIIB、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是小分子拮抗剂或小

分子拮抗剂组合，其至少抑制TGFβ3。在一些实施方案中，抑制TGFβ3的小分子拮抗剂或小分

子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活

素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1和TGFβ2]、

ActRIIA、ActRIIB、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是小分子拮

抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制TGFβRII。在一些实施方案中，抑制TGFβRII的小分子

拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，

激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ

1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK5和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是

小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制ALK5。在一些实施方案中，抑制ALK5的小分

子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例

如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、

TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮

抗剂是小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合，其至少抑制β聚糖。在一些实施方案中，抑制β聚

糖的小分子拮抗剂或小分子拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激

活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、

BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK5和/或TGFβRII。

[0304] 小分子拮抗剂可以是直接或间接抑制剂。例如，间接小分子拮抗剂或小分子拮抗

剂组合可以抑制至少一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素

C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、一种或

多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、ALK4和ALK5)、一种或多种共受

体(β聚糖)或一种或多种ActRII下游信号传导组分(例如，Smad  2和/或Smad  3)的表达(例

如，转录、翻译、细胞分泌或其组合)。可替代地，直接小分子ActRII拮抗剂或小分子拮抗剂

组合可以直接结合至例如以下中的一种或多种：一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例

如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、

TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII、

ALK4和ALK5)、一种或多种共受体(β聚糖)或一种或多种ActRII下游信号传导组分(例如，

Smad  2和/或Smad  3)。可以根据本文所公开的方法使用一种或多种间接小分子拮抗剂与一

种或多种直接小分子拮抗剂的组合。

[0305] 本公开文本的结合有机小分子拮抗剂可以使用已知方法来鉴定和化学合成(参见

例如，PCT公开号WO  00/00823和WO  00/39585)。通常，本公开文本的小分子拮抗剂的大小通

常低于约2000道尔顿，可替代地大小低于约1500、750、500、250或200道尔顿，其中此类有机

小分子能够优选地特异性结合至如本文所述的多肽。使用公知技术不经过度实验即可鉴定

此类小分子拮抗剂。就此而言，应注意，针对能够结合至多肽靶标的分子筛选有机小分子文

库的技术是本领域公知的(参见例如，国际专利公开号WO  00/00823和WO  00/39585)。

[0306] 本公开文本的结合有机小分子可以是例如醛、酮、肟、腙、缩氨基脲、卡巴肼、伯胺、

仲胺、叔胺、N-取代的肼、酰肼、醇、醚、硫醇、硫醚、二硫化物、羧酸、酯、酰胺、脲、氨基甲酸

酯、碳酸酯、缩酮、硫代缩酮、缩醛、硫代缩醛、芳基卤、芳基磺酸酯、烷基卤、烷基磺酸酯、芳
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香族化合物、杂环化合物、苯胺、烯烃、炔烃、二醇、氨基醇、噁唑烷、噁唑啉、噻唑烷、噻唑啉、

烯胺、磺酰胺、环氧化物、氮丙啶、异氰酸酯、磺酰氯、重氮化合物和酰基氯。

[0307] 6.核苷酸拮抗剂

[0308] 在其他方面中，本公开文本涉及ActRII拮抗剂(抑制剂)，其是多核苷酸或多核苷

酸组合。ActRII拮抗剂多核苷酸可以抑制一种或多种ActRII配体[例如，GDF11、GDF8、激活

素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10和

BMP9]、一种或多种I型和/或II型受体(例如，ActRIIA、ActRIIB和ALK4)或者一种或多种

ActRII下游信号传导组分(例如，Smad  2和/或Smad  3)。具体地，本公开文本提供了单独地

或与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂(例如，TGFβRII拮抗剂)组合地使用ActRII拮抗

剂多核苷酸或ActRII拮抗剂多核苷酸组合以在有需要的受试者体内实现所需效果(例如，

提高有需要的受试者的免疫应答和治疗癌症或病原体)的方法。

[0309] 在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其

至少抑制GDF11。在一些实施方案中，抑制GDF11的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合

进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素

E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、

ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是多核苷酸拮

抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制GDF8。在一些实施方案中，抑制GDF8的多核苷酸拮

抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、激活素(例如，激活

素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGF

β2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，

ActRII拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制激活素(例如，激活素

A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB和激活素AE)。在一些实施方案中，抑制激活素的多

核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、

GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/

或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII多核苷酸是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，

其至少抑制GDF3。在一些实施方案中，抑制GDF3的多核苷酸或多核苷酸拮抗剂组合进一步

抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素

E、激活素AB、激活素AC)、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、

ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多

核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制BMP6。在一些实施方案中，抑制BMP6的多核苷酸拮抗剂或多

核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、

激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ

3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂

是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制BMP10。在一些实施方案中，抑制

BMP10的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、

GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、

BMP6、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在

一些实施方案中，ActRII拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制

BMP9。在一些实施方案中，抑制BMP9的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制
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一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激

活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK4、

ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷

酸拮抗剂组合，其至少抑制ActRIIA。在一些实施方案中，抑制ActRIIA的多核苷酸拮抗剂或

多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素

A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2

和TGFβ3]、ActRIIB、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是

多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制ActRIIB。在一些实施方案中，抑制

ActRIIB的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，

GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、

GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ALK4、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。

在一些实施方案中，ActRII拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制

ALK4。在一些实施方案中，抑制ALK4的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制

一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激

活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、

ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。

[0310] 在其他方面中，本公开文本涉及TGFβ拮抗剂(抑制剂)，其是多核苷酸或多核苷酸

组合。TGFβ拮抗剂多核苷酸可以抑制一种或多种TGFβ配体[例如，TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、一

种或多种I型和/或II型受体(例如，TGFβRII和ALK5)、一种或多种共受体(例如，β聚糖)和/

或一种或多种TGFβ下游信号传导组分(例如，Smad  2和/或Smad  3)。具体地，本公开文本提

供了单独地或与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂(例如，ActRII拮抗剂)组合地使用

TGFβ拮抗剂多核苷酸或TGFβ拮抗剂多核苷酸组合以在有需要的受试者体内实现所需效果

(例如，提高有需要的受试者的免疫应答和治疗癌症或病原体)的方法。

[0311] 在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至

少抑制TGFβ1。在一些实施方案中，抑制TGFβ1的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进

一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激

活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、

ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸

拮抗剂组合，其至少抑制TGFβ2。在一些实施方案中，抑制TGFβ2的多核苷酸拮抗剂或多核苷

酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活

素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1和TGFβ3]、

ActRIIA、ActRIIB、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是多核苷酸

拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制TGFβ3。在一些实施方案中，抑制TGFβ3的多核苷

酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素

(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、

BMP9、TGFβ1和TGFβ2]、ActRIIA、ActRIIB、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，

TGFβ拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制TGFβ3。在一些实施方案

中，抑制TGFβ3的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例

如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、
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GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1和TGFβ2]、ActRIIA、ActRIIB、ALK5、TGFβRII和/或β聚糖。在

一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制TGFβ

RII。在一些实施方案中，抑制TGFβRII的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑

制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、

激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、

ALK5和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组

合，其至少抑制ALK5。在一些实施方案中，抑制ALK5的多核苷酸拮抗剂或多核苷酸拮抗剂组

合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素

C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3]、

ActRIIA、ActRIIB、TGFβRII和/或β聚糖。在一些实施方案中，TGFβ拮抗剂是多核苷酸拮抗剂

或多核苷酸拮抗剂组合，其至少抑制β聚糖。在一些实施方案中，抑制β聚糖的多核苷酸拮抗

剂或多核苷酸拮抗剂组合进一步抑制一种或多种配体[例如，GDF11、GDF8、激活素(例如，激

活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、

TGFβ2和TGFβ3]、ActRIIA、ActRIIB、ALK5和/或TGFβRII。

[0312] 本公开文本的多核苷酸拮抗剂可以是反义核酸、RNAi分子[例如，小干扰RNA

(siRNA)、小发夹RNA(shRNA)、微小RNA(miRNA)]、适体和/或核酶。人ALK4、ALK5、ActRIIA、

ActRIIB、TGFβRII、β聚糖、GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素A、激活素B、激活素C、激活素E、

激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3和β聚糖的核酸和氨基

酸序列是本领域已知的，并且因此用于根据本公开文本的方法使用的多核苷酸拮抗剂可以

由技术人员基于本领域的知识和本文所提供的教导常规地制备。

[0313] 例如，反义技术可以用于通过反义DNA或RNA或者通过三螺旋形成来控制基因表

达。反义技术论述于例如以下文献中：Oka n o (1 9 9 1) J .N e u r o c h e m .5 6 : 5 6 0；

Oligodeoxynucleotides  as  Antisense  Inhibitors  of  Gene  Expression,CRC  Press,博

卡拉顿,佛罗里达州(1988)。三螺旋形成论述于例如以下文献中：Cooney等人(1988)

Science  241:456；和Dervan等人,(1991)Science  251:1300。所述方法是基于多核苷酸与

互补DNA或RNA的结合。在一些实施方案中，反义核酸包含与所需基因的RNA转录物的至少一

部分互补的单链RNA或DNA序列。然而，虽然绝对互补性是优选的，但是并不需要。

[0314] 本文中所提及的“与RNA的至少一部分互补的”序列意指与RNA具有足够互补性，从

而能够与所述RNA杂交形成稳定双链体的序列；在本文所公开的基因的双链反义核酸的情

况下，可以因此测试双链体DNA的单链，或者可以测定三链体形成。杂交的能力将取决于反

义核酸的互补性程度和长度二者。通常，杂交核酸越大，其可以含有的与RNA的碱基错配越

多，并且仍然形成稳定的双链体(或如所述情况可以是三链体)。本领域技术人员可以通过

使用标准程序确定可耐受的错配程度，以确定所杂交复合物的解链温度。

[0315] 与信使的5'端(例如，直至并且包括AUG起始密码子的5'非翻译序列)互补的多核

苷酸应最有效地抑制翻译。然而，已经显示与mRNA的3'非翻译序列互补的序列也有效抑制

mRNA的翻译[参见例如，Wagner,R.,(1994)Nature  372:333-335]。因此，与本公开文本的基

因的5'或3'非翻译非编码区互补的寡核苷酸可以在反义方法中用于抑制内源mRNA的翻译。

与mRNA的5'非翻译区互补的多核苷酸应包括AUG起始密码子的补体。与mRNA编码区互补的

反义多核苷酸是较不有效的翻译抑制剂，但是可以根据本公开文本的方法来使用。不论是
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被设计为与本公开文本的mRNA的5'非翻译区、3'非翻译区还是编码区杂交，反义核酸的长

度应是至少6个核苷酸，并且优选地是长度在6至约50个核苷酸范围内的寡核苷酸。在具体

方面中，寡核苷酸是至少10个核苷酸、至少17个核苷酸、至少25个核苷酸或至少50个核苷

酸。

[0316] 在一个实施方案中，本公开文本的反义核酸是通过从外源序列转录而在细胞内产

生。例如，转录载体或其部分，从而产生本公开文本的基因的反义核酸(RNA)。这种载体将含

有编码所需反义核酸的序列。这种载体可以保持游离型或变为染色体整合的，只要其可以

被转录以产生所需的反义RNA即可。此类载体可以通过本领域的重组DNA技术方法标准来构

建。载体可以是用于在脊椎动物细胞中复制和表达的质粒、病毒或本领域已知的其他载体。

编码本公开文本的所需基因的序列或其片段的表达可以通过本领域已知作用于脊椎动物

(优选地人)细胞中的任何启动子来进行。此类启动子可以是诱导型或组成型的。此类启动

子包括但不限于SV40早期启动子区[参见例如，Benoist和Chambon(1981)Nature  29:304-

310]、劳斯肉瘤病毒的3'长末端重复序列中所含的启动子[参见例如，Yamamoto等人(1980)

C e l l  2 2 : 7 8 7 - 7 9 7 ] 、疱疹 胸苷 启动子 [参见 例如 ，W a g n e r 等人 ( 1 9 8 1 )

Proc .Natl .Acad .Sci .U .S.A.78:1441-1445]和金属硫蛋白基因的调控序列[参见例如，

Brinster等人(1982)Nature  296:39-42]。

[0317] 在一些实施方案中，多核苷酸拮抗剂是靶向一个或多个基因的表达的干扰RNA或

RNAi分子。RNAi是指干扰所靶向的mRNA的表达的RNA的表达。具体来说，RNAi通过经siRNA

(小干扰RNA)与特定mRNA相互作用使所靶向基因沉默。然后靶向ds  RNA复合物以供细胞降

解。siRNA分子是长度为10至50个核苷酸的双链RNA双链体，其干扰足够互补(例如，与所述

基因具有至少80％同一性)的靶基因的表达。在一些实施方案中，siRNA分子包含与靶基因

的核苷酸序列至少85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的核苷酸序列。

[0318] 其他RNAi分子包括短发夹RNA(shRNA)；以及短干扰发夹和微小RNA(miRNA)。shRNA

分子含有来自靶基因的通过环连接的有义和反义序列。将shRNA从核转运至胞质中，并且其

与mRNA一起降解。Pol  III或U6启动子可以用于表达RNA以供进行RNAi。Paddison等人

[Genes&Dev.(2002)16:948-958,2002]已经使用折叠成发夹的小RNA分子作为实现RNAi的

手段。因此，此类短发夹RNA(shRNA)分子也有利地用于本文所述的方法中。功能shRNA的茎

和环的长度是变化的；在不影响沉默活性的情况下，茎长度可以在约25至约30nt范围内的

任何位置，并且环大小可以介于4至约25nt范围内。虽然不希望受任何特定理论的束缚，但

是相信，这些shRNA与DICERRNA酶的双链RNA(dsRNA)产物相似，并且在任何事件中，具有抑

制特定基因表达的相同能力。shRNA可以从慢病毒载体表达。miRNA是长度为约10至70个核

苷酸的单链RNA，其首先转录为特征为“茎-环”结构的前miRNA，并且随后在通过RISC进一步

加工后被加工成成熟miRNA。

[0319] 介导RNAi的分子(包括但不限于siRNA)可以在体外通过以下方式产生：通过化学

合成(Hohjoh,FEBS  Lett  521:195-199,2002)、dsRNA的水解(Yang等人,Proc  Natl  Acad 

Sci  USA  99:9942-9947,2002)、通过使用T7RNA聚合酶的体外转录(Donzeet等人,Nucleic 

Acids  Res  30:e46,2002；Yu等人,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  99:6047-6052,2002)和通过

使用诸如大肠杆菌RNA酶III等核酸酶水解双链RNA(Yang等人,Proc  Natl  Acad  Sci  USA 

99:9942-9947,2002)。
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[0320] 根据另一个方面，本公开文本提供了多核苷酸拮抗剂，包括但不限于诱饵DNA、双

链DNA、单链DNA、复合DNA、包封DNA、病毒DNA、质粒DNA、裸RNA、包封RNA、病毒RNA、双链RNA、

能够产生RNA干扰的分子或其组合。

[0321] 在一些实施方案中，本公开文本的多核苷酸拮抗剂是适体。适体是如下核酸分子

(包括双链DNA和单链RNA分子)，其结合至并形成特异性结合至靶分子的三级结构，所述靶

分子是如ALK4、ALK5、ActRIIB、ActRIIA、TGFβRII、β聚糖、GDF11、GDF8、激活素(例如，激活素

A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC)、GDF3、BMP6、BMP10、BMP9、TGFβ1、TGFβ

2、TGFβ3、TGFβRII和/或β聚糖多肽。适体的产生和治疗用途是本领域中充分确立的。参见例

如，美国专利号5,475,096。关于适体的其他信息可见于美国专利申请公开号20060148748。

核酸适体是使用本领域已知的方法来选择，例如通过指数富集配体系统进化(SELEX)法来

选择。SELEX是用于与靶分子具有高特异性结合的核酸分子的体外进化的方法，如例如以下

文献中所述：美国专利号5,475,096、5,580,737、5,567,588、5,707,796、5,763,177、6,011,

577和6,699,843。另一种鉴定适体的筛选方法描述于以下文献中：美国专利号5,270,163。

SELEX法是基于核酸形成多种二维和三维结构的能力，以及在核苷酸单体内充当配体可获

得的化学通用性(与实际上任何化学化合物(无论是单体还是聚合物，包括其他核酸分子和

多肽)形成特异性结合对)。任何大小或组成的分子都可以用作靶标。SELEX方法涉及从候选

寡核苷酸的混合物中选择以及使用相同的通用选择方案的结合、分隔和扩增的逐步迭代，

以达到所需的结合亲和力和选择性。从核酸混合物(其可以包含随机化序列的区段)开始，

SELEX方法包括以下步骤：在有利于结合的条件下使混合物与靶标接触；分隔未结合的核酸

与那些已经特异性结合至靶分子的核酸；使核酸-靶标复合物解离；扩增从核酸-靶标复合

物解离的核酸以产生富集配体的核酸混合物。将结合、分隔、解离和扩增的步骤根据需要重

复多个循环，以产生针对靶分子的高特异性、高亲和力核酸配体。

[0322] 通常 ，将此类结合分子单独给予动物[参见例如 ，O 'C o n n o r ( 1 9 9 1 )

J.Neurochem.56:560]，但是此类结合分子还可以在体内从宿主细胞吸收的多核苷酸表达

以及在体内表达[参见例如，Oligodeoxynucleotides  as  Antisense  Inhibitors  of  Gene 

Expression,CRC  Press,博卡拉顿,佛罗里达州(1988)]。

[0323] 7.卵泡抑素和FLRG拮抗剂

[0324] 在其他方面中，用于根据本文所公开的方法使用的ActRII拮抗剂(抑制剂)是卵泡

抑素或FLRG多肽，其可以单独地或与如本文所公开的一种或多种其他支持疗法和/或活性

剂组合地用于实现所需效果(例如，提高有需要的受试者的免疫应答和治疗癌症或病原

体)。

[0325] 术语“卵泡抑素多肽”包括包含卵泡抑素的任何天然存在的多肽以及其保留有用

活性的任何变体(包括突变体、片段、融合物和肽模拟物形式)的多肽，并且所述术语进一步

包括卵泡抑素的任何功能单体或多聚体。在某些优选实施方案中，本公开文本的卵泡抑素

多肽结合至激活素和/或抑制激活素活性，特别是激活素A。卵泡抑素多肽的保留激活素结

合特性的变体可以基于涉及卵泡抑素和激活素相互作用的先前研究来鉴定。例如，WO2008/

030367披露了显示对于激活素结合重要的特定的卵泡抑素结构域(“FSD”)。如下文在SEQ 

ID  NO:46-48中所示，卵泡抑素N末端结构域(“FSND”SEQ  ID  NO:46)、FSD2(SEQ  ID  NO:48)

和至较低程度的FSD1(SEQ  ID  NO:47)代表卵泡抑素内对于激活素结合重要的示例性结构
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域。另外，制备和测试多肽文库的方法在上文中描述于ActRII多肽的背景下，并且此类方法

也关于制备和测试卵泡抑素的变体。卵泡抑素多肽包括衍生自任何已知卵泡抑素的序列的

多肽，所述多肽具有与卵泡抑素多肽的序列至少约80％相同，并且任选地具有至少85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的同一性的序列。卵泡抑素多肽的例子包括人卵

泡抑素前体多肽(SEQ  ID  NO:44)的成熟卵泡抑素多肽或较短亚型或其他变体，如例如

WO2005/025601中所述。

[0326] 人卵泡抑素前体多肽亚型FST344如下：

[0327]

[0328]

[0329] (SEQ  ID  NO:44；NCBI参考号NP_037541.1)

[0330] 信号肽加下划线；上文中最后27个残基也加下划线，所述残基代表C末端延伸，其

将这种卵泡抑素亚型与下文所示的较短卵泡抑素亚型FST317相区分。

[0331] 人卵泡抑素前体多肽亚型FST317如下：

[0332]

[0333] 信号肽加下划线。

[0334] 卵泡抑素N末端结构域(FSND)序列如下：

[0335] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCK(SEQ 

ID  NO:46；FSND)

[0336] FSD1和FSD2序列如下：

[0337] ETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCV(SEQ  ID  NO:47；FSD1)

[0338] KTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVT(SEQ  ID  NO:48；FSD2)

[0339] 在其他方面中，用于根据本文所公开的方法使用的ActRII拮抗剂是卵泡抑素样相

关基因(FLRG)，还被称为卵泡抑素相关蛋白3(FSTL3)。术语“FLRG多肽”包括包含FLRG的任
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何天然存在的多肽以及其保留有用活性的任何变体(包括突变体、片段、融合物和肽模拟物

形式)的多肽。在某些优选实施方案中，本公开文本的FLRG多肽结合至激活素和/或抑制激

活素活性，特别是激活素A。FLRG多肽的保留激活素结合特性的变体可以使用测定FLRG和激

活素相互作用的常规方法来鉴定(参见例如，US  6,537,966)。另外，制备和测试多肽文库的

方法在上文中描述于ActRII多肽的背景下，并且此类方法也关于制备和测试FLRG的变体。

FLRG多肽包括衍生自任何已知FLRG的序列的多肽，所述多肽具有与FLRG多肽的序列至少约

80％相同，并且任选地具有至少85％、90％、95％、97％、99％或更高的同一性的序列。

[0340] 人FLRG前体(卵泡抑素相关蛋白3前体)多肽如下：

[0341]

[0342] 信号肽加下划线。

[0343] 在某些实施方案中，卵泡抑素多肽和FLRG多肽的功能变体或经修饰形式包括如下

融合蛋白，其具有卵泡抑素多肽或FLRG多肽的至少一部分和一个或多个融合结构域，所述

融合结构域是如例如促进多肽的分离、检测、稳定或多聚化的结构域。合适的融合结构域在

上文中关于ActRII多肽进行详细论述。在一些实施方案中，本公开文本的拮抗剂药剂是如

下融合蛋白，其包含融合至Fc结构域的卵泡抑素多肽的激活素结合部分。在另一个实施方

案中，本公开文本的拮抗剂药剂是如下融合蛋白，其包含融合至Fc结构域的FLRG多肽的激

活素结合部分。

[0344] 8.筛选测定

[0345] 在某些方面中，本公开文本涉及ActRII多肽、ALK4多肽和/或ALK4:ActRIIB异多聚

体鉴定作为ActRII拮抗剂的化合物(药剂)的用途。在其他方面中，本公开文本涉及TGFβRII

多肽、ALK5多肽和/或β聚糖多肽鉴定作为TGFβ拮抗剂的化合物(药剂)的用途。可以测试通

过这种筛选鉴定的化合物以评估其调节诸如骨、软骨、肌肉、脂肪和/或神经元等组织的能

力，以评估其在体内或体外调节组织生长的能力。可以在例如动物模型中测试这些化合物。

[0346] 存在多种方法用于通过靶向TGFβ超家族配体信号传导(例如，SMAD信号传导)来筛

选调节组织生长的治疗剂。在某些实施方案中，可以进行化合物的高通量筛选以鉴定扰乱

TGFβ超家族受体介导的对所选细胞系的影响的药剂。在某些实施方案中，进行所述测定以

筛选并鉴定特异性抑制或降低ActRII多肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多

肽、ALK5多肽和/或β聚糖与结合配偶体的结合的化合物，所述结合配偶体包括例如BMP2、

BMP2/7、BMP3、BMP4、BMP4/7、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a、BMP8b、BMP9、BMP10、GDF3、GDF5、GDF6/

BMP13、GDF7、GDF8、GDF9b/BMP15、GDF11/BMP11、GDF15/MIC1、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、激活素A、

激活素B、激活素AB、激活素AC、nodal、神经胶质细胞衍生的神经营养因子(GDNF)、神经秩蛋
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白、阿特敏蛋白、普塞芬蛋白、MIS和Lefty。可替代地，所述测定可以用于鉴定增强ActRII多

肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖与诸如配体等结

合配偶体的结合的化合物。在另一实施方案中，所述化合物可以通过其与ActRII多肽、ALK4

多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖相互作用的能力来鉴定。

[0347] 多种测定形式将足够，并且根据本公开文本，本领域普通技术人员将理解本文未

明确描述的那些。如本文所述，本发明的测试化合物(药剂)可以通过任何组合化学方法产

生。可替代地，主题化合物可以是在体内或在体外合成的天然存在的生物分子。要针对充当

组织生长调节剂的能力加以测试的化合物(药剂)可以例如由细菌、酵母、植物或其他生物

产生(例如，天然产物)，化学地产生(例如，小分子，包括肽模拟物)，或重组地产生。本发明

考虑的测试化合物包括非肽基有机分子、肽、多肽、肽模拟物、糖、激素和核酸分子。在某些

实施方案中，测试剂是分子量低于约2,000道尔顿的有机小分子。

[0348] 本公开文本的测试化合物可以作为单个的离散实体提供，或者在复杂性较高的文

库中提供，如通过组合化学来制备。这些文库可以包含例如醇、烷基卤、胺、酰胺、酯、醛、醚

和其他种类的有机化合物。尤其是在初始筛选步骤中，测试化合物可以按分离的形式或作

为化合物的混合物被呈递至测试系统。任选地，所述化合物可以任选地用其他化合物衍生

化并具有促进化合物分离的衍生化基团。衍生化基团的非限制性例子包括生物素、荧光素、

地高辛、绿色荧光蛋白、同位素、多组氨酸、磁珠、谷胱甘肽S-转移酶(GST)、光可激活的交联

剂或其任何组合。

[0349] 在测试化合物和天然提取物的文库的许多药物筛选程序中，需要高通量测定以使

在给定时间段中观测的化合物的数目最大化。在无细胞系统(如可以用纯化的或半纯化的

蛋白质衍生的)中进行的测定通常优选作为“主要”筛选，因为它们可以产生以允许快速发

展并且相对容易地检测到由测试化合物介导的分子靶标中的改变。此外，测试化合物的细

胞毒性或生物利用度的影响在体外系统中通常可以忽略，所述测定代之主要集中于药物对

分子靶标的影响，所述影响可以表现在ActRII多肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGF

βRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖与结合配偶体的结合亲和力的改变方面，所述结合配偶体

包括例如BMP2、BMP2/7、BMP3、BMP4、BMP4/7、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a、BMP8b、BMP9、BMP10、

GDF3、GDF5、GDF6/BMP13、GDF7、GDF8、GDF9b/BMP15、GDF11/BMP11、GDF15/MIC1、TGFβ1、TGFβ

2、TGFβ3、激活素A、激活素B、激活素AB、激活素AC、nodal、神经胶质细胞衍生的神经营养因

子(GDNF)、神经秩蛋白、阿特敏蛋白、普塞芬蛋白、MIS和Lefty。

[0350] 仅用于说明，在本公开文本的示例性筛选测定中，如对于测定的意图合适的，使所

关注化合物与分离并纯化的通常能够结合至TGFβ超家族配体的ALK4:ActRIIB异多聚体接

触。然后向所述化合物与ALK4:ActRIIB异多聚体的混合物中添加含有适当配体(例如，

BMP2、BMP2/7、BMP3、BMP4、BMP4/7、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a、BMP8b、BMP9、BMP10、GDF3、GDF5、

GDF6/BMP13、GDF7、GDF8、GDF9b/BMP15、GDF11/BMP11、GDF15/MIC1、TGFβ1、TGFβ2、TGFβ3、激

活素A、激活素B、激活素C、激活素E、激活素AB、激活素AC、nodal、神经胶质细胞衍生的神经

营养因子(GDNF)、神经秩蛋白、阿特敏蛋白、普塞芬蛋白、MIS和Lefty)的组合物。对异多聚

体-超家族配体复合物的检测和定量提供了确定化合物在抑制(或增强)ALK4:ActRIIB异多

聚体与其结合蛋白之间的复合物形成方面的功效的手段。所述化合物的功效可以通过从使

用各种浓度的测试化合物获得的数据产生剂量-反应曲线来评估。此外，还可以进行对照测
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定以提供用于比较的基线。例如，在对照测定中，将分离并纯化的配体添加至含有ALK4:

ActRIIB异多聚体的组合物中，并且在测试化合物不存在下对异多聚体-配体复合物的形成

进行定量。应理解，通常，可以改变可共混反应物的顺序，并且可以同时共混。此外，代替纯

化的蛋白质，细胞提取物和溶解产物可以用于提供适合的无细胞测定系统。

[0351] ActRII多肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚

糖与另一种蛋白质的结合可以通过多种技术来检测。例如，复合物形成的调节可以使用例

如可检测标记的蛋白质通过免疫测定或通过色谱检测来定量，所述可检测标记的蛋白质是

如放射性标记的(例如，32P、35S、14C或3H)、荧光标记的(例如，FITC)或酶标记的ActRII多肽、

ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖和/或结合蛋白。

[0352] 在某些实施方案中，本公开文本考虑了在直接或间接测量ActRII多肽、ALK4多肽、

ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖与结合蛋白之间的相互作用程

度中使用荧光偏振测定和荧光共振能量转移(FRET)测定。另外，其他检测模式(如基于光学

波导(PCT公开案WO96/26432和美国专利号5,677,196)、表面等离子体共振(SPR)、表面电荷

传感器和表面力传感器的那些)与本公开文本的许多实施方案兼容。

[0353] 此外，本公开文本考虑了使用相互作用阱测定(也称为“双杂交测定”)鉴定破坏或

增强ActRII多肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖与

结合配偶体之间的相互作用的药剂。参见例如，美国专利号5,283,317；Zervos等人(1993)

Cell  72:223-232；Madura等人(1993)J  Biol  Chem  268:12046-12054；Bartel等人(1993)

Biotechniques14:920-924；和Iwabuchi等人(1993)Oncogene  8:1693-1696。在一个具体实

施方案中，本公开文本考虑了使用反向双杂交系统鉴定解离ActRII多肽、ALK4多肽、ALK4:

ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖与结合蛋白之间的相互作用的化合

物(例如，小分子或肽)[Vidal和Legrain,(1999)Nucleic  Acids  Res  27:919-29；Vidal和

Legrain,(1999)Trends  Biotechnol17:374-81；和美国专利号5,525,490；5,955,280；和5,

965,368]。

[0354] 在某些实施方案中，主题化合物是通过其与ActRII多肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB

异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖相互作用的能力来鉴定。化合物与ActRII多

肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖之间的相互作用

可以是共价或非共价的。例如，这种相互作用可以在蛋白质水平上使用体外生物化学方法

来鉴定，所述方法包括光交联、放射性标记配体结合和亲和色谱[Jakoby  WB等人(1974)

Methods  in  Enzymology  46:1]。在某些情况下，可以在基于机制的测定中筛选所述化合

物，所述测定是如检测结合至ActRII多肽、ALK4多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多

肽、ALK5多肽和/或β聚糖的化合物的测定。这可以包括固相或流体相结合事件。可替代地，

可以用报告系统(例如，β-半乳糖苷酶、荧光素酶或绿色荧光蛋白)将编码ActRII多肽、ALK4

多肽、ALK4:ActRIIB异多聚体、TGFβRII多肽、ALK5多肽和/或β聚糖的基因转染至细胞中，并

且优选地通过高通量筛选或用文库的单独成员针对文库进行筛选。可以使用其他基于机制

的结合测定；例如，检测自由能变化的结合测定。结合测定可以用固定至孔、珠或芯片或通

过固定化抗体捕获的靶标进行或通过毛细管电泳进行解析。通常可以使用比色终点或荧光

或表面等离子体共振来检测已结合的化合物。

[0355] 9.示例性治疗用途
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[0356] 如本文所述，发现单独的或组合的ActRII拮抗剂(抑制剂)和TGFβ拮抗剂对在癌症

患者中降低肿瘤负担和延长存活时间具有令人惊讶的效果。因此，本公开文本部分地提供

了单独地或组合地以及任选地与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂组合地使用ActRII

拮抗剂和TGFβ拮抗剂治疗癌症、特别是治疗或预防癌症的一种或多种并发症(例如，降低肿

瘤负担)的方法。另外，数据指示，ActRII和TGFβ拮抗剂疗法的功效依赖于免疫系统。因此，

部分地，本公开文本涉及以下发现：单独的或组合的ActRII和TGFβ拮抗剂可以用作免疫治

疗药，特别是用于治疗众多的癌症(例如，与免疫抑制和/或免疫耗竭相关的癌症)。与其他

已知的免疫-肿瘤学药剂一样，ActRII和/或TGFβ拮抗剂增强患者的免疫应答的能力可以具

有超出癌症领域的广泛得多的治疗意义。例如，已经提出，免疫增强剂可用于治疗众多的感

染性疾病，特别是促进免疫抑制和/或免疫耗竭的病原剂。此类免疫增强剂还可用于加强疫

苗(例如，病原体和癌症疫苗)的免疫功效。因此，本公开文本提供了多种ActRII和TGFβ拮抗

剂，其可以单独地或任选地与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂组合地用于提高有需

要的受试者的免疫应答，治疗癌症，治疗感染性疾病，和/或提高疫苗接种/免疫的功效。

[0357] 本文所描述和要求保护的方法和单独的或组合的ActRII和TGFβ拮抗剂可以用于

治疗恶性或恶变前病症以及防止进展至肿瘤或恶性状态，包括但不限于本文所述的那些障

碍。此类用途指示于已知或怀疑先前进展至瘤形成或癌症的病症中，特别是其中已经发生

由增生、化生或最特别地发育不良组成的非肿瘤细胞生长。

[0358] 如本文所用，“预防”障碍或病症的治疗剂是指如下化合物，其在统计学样品中，相

对于未治疗的对照样品降低所治疗样品中的障碍或病症的发生率，或者相对于未治疗的对

照样品延迟障碍或病症的一种或多种症状的发作或降低其严重程度。

[0359] 如本文所用的术语“治疗”包括一旦确诊就改善或消除病症。在任一种情况下，可

以在医生或其他医疗服务人员提供的诊断和治疗剂的给予的预期结果中辨别预防或治疗。

[0360] 通常，如本公开文本中所述的对疾病或病症的治疗或预防是通过以有效量给予一

种或多种ActRII和/或TGFβ拮抗剂来实现的。药剂的有效量是指在必要的剂量和持续必要

的时间段的情况下有效实现所需的治疗或预防结果的量。本公开文本的药剂的治疗有效量

可以根据诸如以下等因素而变：疾病状态、个体的年龄、性别和体重以及药剂诱发个体的所

需反应的能力。预防有效量是指在必要的剂量和持续必要的时间段的情况下有效实现所需

的预防结果的量。

[0361] 通常，“肿瘤”是指良性和恶性癌症、以及休眠肿瘤。通常，“癌症”是指原发性恶性

细胞或肿瘤(例如，其细胞尚未移行至受试者体内除了初始恶性肿瘤或肿瘤的位点以外的

位点的那些)和继发性恶性细胞或肿瘤(例如，因转移产生的那些，转移即恶性细胞或肿瘤

细胞移行至不同于初始肿瘤位点的继发性位点)。转移可以是局部的或远端的。除了监测特

殊症状以外，转移最常通过以下技术的单独或组合使用来检测：磁共振成像(MRI)扫描、计

算机断层摄影(CT)扫描、血液和血小板计数、肝功能研究、胸部X射线、骨扫描及其组合。

[0362] 通常，免疫应答是指免疫系统的细胞(如B细胞、T细胞(CD4或CD8)、调控T细胞、抗

原呈递细胞、树突细胞、单核细胞、巨噬细胞、NKT细胞、NK细胞、嗜碱性粒细胞、嗜酸性粒细

胞或嗜中性粒细胞)对刺激的应答。在一些实施方案中，所述应答对特定抗原具有特异性

(“抗原特异性应答”)，并且是指CD4T细胞、CD8T细胞或B细胞通过其抗原特异性受体进行的

应答。在一些实施方案中，免疫应答是T细胞应答，如CD4+应答或CD8+应答。这些细胞的此类
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应答可以包括例如细胞毒性、增殖、细胞因子或趋化因子产生、运输或吞噬作用，并且可能

依赖于正在经历应答的免疫细胞的性质。免疫应答可以导致对侵入病原体、被病原体感染

的细胞或组织、癌细胞或其他异常细胞或者在自身免疫或病理性炎症情况下的正常细胞或

组织的选择性靶向、结合、损伤、破坏和/或从身体消除。

[0363] 宿主免疫应答的免疫抑制在多种慢性免疫病症中起作用，如在持续性感染和肿瘤

免疫抑制中。如本文所用，关于免疫系统的“无应答性”或“功能性耗竭”通常是指免疫细胞

对刺激(如通过激活受体或细胞因子刺激)的折射性。无应答性可能例如由于暴露于免疫抑

制剂、暴露于高或恒定剂量的抗原或通过抑制剂受体(如PD-1或TIM-3)的活性而发生。如本

文所用，术语“无应答性”包括对激活刺激的折射性。这种折射性通常是抗原特异性的并且

在抗原暴露停止后持续。相对于相同类型的相应对照免疫细胞，无应答的免疫细胞可能具

有细胞毒性活性、细胞因子产生、增殖、运输、吞噬活性或其任何组合的至少10％、20％、

30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％或甚至100％的降低。

[0364] 通常，免疫疗法是指通过包括诱导、增强、抑制或以其他方式修饰免疫应答的方法

治疗患有疾病或者有感染疾病或遭受疾病复发风险的受试者。

[0365] 通常，增强免疫应答是指激活或提高受试者体内现有免疫应答的有效性或效力。

有效性和效力的这种激活或提高可以例如通过以下方式来实现：克服抑制内源宿主免疫应

答的机制或者刺激激活/增强内源宿主免疫应答的机制。

[0366] 本公开文本的单独的或组合的ActRII和TGFβ拮抗剂可以用于治疗多种形式的癌

症，包括但不限于膀胱、乳腺、结肠、肾、肝、肺、卵巢、宫颈、胰腺、直肠、前列腺、胃、表皮的癌

症；淋巴系或骨髓系的造血系统肿瘤；间质来源的肿瘤，如纤维肉瘤或横纹肌肉瘤；其他肿

瘤类型，如黑色素瘤、畸胎癌、神经母细胞瘤、神经胶质瘤、腺癌和非小细胞肺癌。癌症的例

子包括但不限于癌、淋巴瘤、胶质母细胞瘤、黑色素瘤、肉瘤和白血病、骨髓瘤或淋巴性恶性

肿瘤。此类癌症的更具体的例子记录于下文中并且包括：鳞状细胞癌(例如，上皮鳞状细胞

癌)、尤因肉瘤、维尔姆斯瘤、星形细胞瘤、肺癌(包括小细胞肺癌、非小细胞肺癌、肺腺癌和

肺鳞状癌)、腹膜癌、肝细胞癌、胃(gastric或stomach)癌(包括胃肠癌)、胰腺癌、多形性胶

质母细胞瘤、宫颈癌、卵巢癌、肝癌、肝细胞瘤、肝细胞癌、神经内分泌肿瘤、甲状腺髓样癌、

分化型甲状腺癌、乳腺癌、卵巢癌、结肠癌、直肠癌、子宫内膜癌或子宫癌、唾液腺癌、肾

(kidney或renal)癌、前列腺癌、外阴癌、肛门癌、阴茎癌以及头颈癌。

[0367] 癌症或恶性肿瘤的其他例子包括但不限于：急性儿童淋巴母细胞性白血病、急性

淋巴母细胞性白血病、急性淋巴细胞白血病、急性髓样白血病、肾上腺皮质癌、成人(原发

性)肝细胞癌、成人(原发性)肝癌、成人急性淋巴细胞白血病、成人急性髓样白血病、成人霍

奇金淋巴瘤、成人淋巴细胞白血病、成人非霍奇金淋巴瘤、成人原发性肝癌、成人软组织肉

瘤、AIDS相关淋巴瘤、AIDS相关恶性肿瘤、肛门癌、星形细胞瘤、胆管癌、骨癌、脑干神经胶质

瘤、脑瘤、乳腺癌、肾盂和输尿管癌症、中枢神经系统(原发性)淋巴瘤、中枢神经系统淋巴

瘤、小脑星形细胞瘤、大脑星形细胞瘤、宫颈癌、儿童(原发性)肝细胞癌、儿童(原发性)肝

癌、儿童急性淋巴母细胞性白血病、儿童急性髓样白血病、儿童脑干神经胶质瘤、儿童小脑

星形细胞瘤、儿童大脑星形细胞瘤、儿童颅外生殖细胞瘤、儿童霍奇金病、儿童霍奇金淋巴

瘤、儿童下丘脑和视通路神经胶质瘤、儿童淋巴母细胞性白血病、儿童髓母细胞瘤、儿童非

霍奇金淋巴瘤、儿童松果体和幕上原发性神经外胚层肿瘤、儿童原发性肝癌、儿童横纹肌肉
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瘤、儿童软组织肉瘤、儿童视通路和下丘脑神经胶质瘤、慢性淋巴细胞白血病、慢性髓性白

血病、结肠癌、皮肤T细胞淋巴瘤、内分泌胰岛细胞癌、子宫内膜癌、室管膜瘤、上皮癌、食管

癌、尤因肉瘤和相关肿瘤、外分泌胰腺癌、颅外生殖细胞瘤、性腺外生殖细胞瘤、肝外胆管

癌、眼癌、女性乳腺癌、高歇氏病、胆囊癌、胃癌、胃肠类癌肿瘤、胃肠肿瘤、生殖细胞瘤、妊娠

滋养细胞肿瘤、毛细胞白血病、头颈癌、肝细胞癌、霍奇金淋巴瘤、高丙种球蛋白血症、下咽

癌、肠癌、眼内黑色素瘤、胰岛细胞癌、胰岛细胞胰腺癌、卡波西肉瘤、肾癌、喉癌、唇和口腔

癌、肝癌、肺癌、淋巴增生性障碍、巨球蛋白血症、男性乳腺癌、恶性间皮瘤、恶性胸腺瘤、髓

母细胞瘤、黑色素瘤、间皮瘤、原发灶不明转移性鳞状颈癌(Metastatic  Occult  Primary 

Squamous  Neck  Cancer)、转移性原发性鳞状颈癌、转移性鳞状颈癌、多发性骨髓瘤、多发性

骨髓瘤/浆细胞肿瘤、骨髓增生异常综合征、髓性白血病、髓样白血病、骨髓增生性障碍、鼻

腔和副鼻窦癌、鼻咽癌、神经母细胞瘤、非霍奇金淋巴瘤、非黑色素瘤皮肤癌、非小细胞肺

癌、原发灶不明转移性鳞状颈癌(Occult  Primary  Metastatic  Squamous  Neck  Cancer)、

口咽癌、骨肉瘤/恶性纤维肉瘤、骨肉瘤/恶性纤维性组织细胞瘤、骨的骨肉瘤/恶性纤维性

组织细胞瘤、卵巢上皮癌、卵巢生殖细胞瘤、卵巢低度恶性潜能肿瘤、胰腺癌、副蛋白血症、

甲状旁腺癌、阴茎癌、嗜铬细胞瘤、垂体瘤、原发性中枢神经系统淋巴瘤、原发性肝癌、前列

腺癌、直肠癌、肾细胞癌、肾盂和输尿管癌症、视网膜母细胞瘤、横纹肌肉瘤、唾液腺癌、结节

病肉瘤、塞扎里综合征、皮肤癌、小细胞肺癌、小肠癌、软组织肉瘤、鳞状颈癌、胃癌、幕上原

发性神经外胚层和松果体肿瘤、T细胞淋巴瘤、睾丸癌、胸腺瘤、甲状腺癌、肾盂和输尿管的

移行细胞癌、移行性肾盂和输尿管癌症、滋养细胞肿瘤、输尿管和肾盂细胞癌、尿道癌、子宫

癌、子宫肉瘤、阴道癌、视通路和下丘脑神经胶质瘤、外阴癌、华氏巨球蛋白血症、维尔姆斯

瘤以及除了瘤形成以外位于上文所列器官系统中的任何其他过度增生性疾病。

[0368] 发育不良通常是癌症的先兆，并且主要发现于上皮细胞中。它是非肿瘤细胞生长

的最紊乱的形式，涉及单独细胞均匀性和细胞的构造取向的丧失。发育不良特有地在存在

慢性刺激或炎症的地方发生。在一些实施方案中，任选地与一种或多种其他支持疗法和/或

活性剂组合的ActRII拮抗剂可以用于治疗发育不良障碍。发育不良障碍包括但不限于无汗

性外胚层发育不良、前颜面发育不良、窒息性胸廓发育不良、心房-手指(atriodigital)发

育不良、支气管肺发育不良、大脑发育不良、宫颈发育不良、软骨外胚层发育不良、锁骨颅骨

发育不良、先天性外胚叶发育不良、颅骨骨干发育不良、颅腕跖骨(Craniocarpotarsal)发

育不良、颅骨干骺端发育不良、牙本质发育不良、骨干发育不良、外胚层发育不良、牙釉质发

育不良、脑眼发育不良、半肢骨骺发育不良、多发性骨骺发育不良、点状骨骺发育不良、上皮

发育不良、面-指-生殖器(faciodigitogenital)发育不良、家族性颌骨纤维性发育不良、家

族性白色皱襞性发育不良、纤维肌性发育不良、骨纤维性发育不良、旺盛骨性发育不良、遗

传性肾脏-视网膜发育不良、有汗性外胚层发育不良、少汗性外胚层发育不良、少淋巴球性

胸腺发育不良、乳腺发育不良、下颌骨颜面发育不良、干骺端发育不良、蒙迪尼(Mondini)发

育不良、单骨纤维性发育不良、粘膜上皮发育不良、多发性骨骺发育不良、眼耳脊椎发育不

良、眼齿指发育不良、眼脊椎发育不良、牙源性发育不良、眼下颚

(opthalmomandibulomelic)发育不良、根尖周牙骨质发育不良、多骨纤维性发育不良、假性

软骨发育不良性椎骺发育不良、视网膜发育不良、中隔-视神经发育不良、椎骺发育不良和

心室径向发育不良。
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[0369] 可以用任选地与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂组合的ActRII和/或TGFβ

拮抗剂治疗的其他肿瘤前障碍包括但不限于良性增生异常障碍(例如，良性肿瘤、纤维囊性

病症、组织肥大、肠息肉或腺瘤和食管发育不良)、白斑、角化病、鲍文病、农民皮肤(Farmer'

s  Skin)、日光性唇炎和日光性角化病。

[0370] 可以用任选地与一种或多种其他支持疗法和/或活性剂组合的ActRII和/或TGFβ

拮抗剂治疗的其他过度增生性疾病、障碍和/或病症包括但不限于恶性肿瘤和相关障碍的

进展和/或转移，如白血病(包括急性白血病(例如，急性淋巴细胞白血病、急性髓细胞白血

病(包括成髓细胞性、前髓细胞性、髓单核细胞性、单核细胞性和红白血病))和慢性白血病

(例如，慢性髓细胞(粒细胞)白血病和慢性淋巴细胞白血病))、淋巴瘤(例如，霍奇金病和非

霍奇金病)、多发性骨髓瘤、华氏巨球蛋白血症、重链病和实体瘤，包括但不限于肉瘤和癌，

如纤维肉瘤、粘液肉瘤、脂肪肉瘤、软骨肉瘤、成骨性肉瘤、脊索瘤、血管肉瘤、内皮肉瘤、淋

巴管肉瘤、淋巴管内皮肉瘤、滑膜瘤、间皮瘤、尤因氏瘤、平滑肌肉瘤、横纹肌肉瘤、结肠癌、

胰腺癌、乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、鳞状细胞癌、基底细胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳头

状癌、乳头状腺癌、囊腺癌、髓样癌、支气管原癌、肾细胞癌、肝细胞瘤、胆管癌、绒毛膜癌、精

原细胞瘤、胚胎癌、维尔姆斯瘤、宫颈癌、睾丸瘤、肺癌、小细胞肺癌、上皮癌、神经胶质瘤、星

形细胞瘤、髓母细胞瘤、颅咽管瘤、室管膜瘤、松果体瘤、血管母细胞瘤、听神经瘤、少突神经

胶质瘤、脑膜瘤、黑色素瘤、神经母细胞瘤和视网膜母细胞瘤。

[0371] 在某些方面中，癌症治疗剂可以与一种或多种ActRII和/或TGFβ拮抗剂组合使用，

所述癌症治疗剂是如细胞毒性剂、抗血管生成剂、促凋亡剂、免疫调节剂、抗生素、激素、激

素拮抗剂、趋化因子、药物、前药、毒素、酶或其他活性剂。所用药物可以具有选自例如以下

的药学特性：抗有丝分裂剂、抗激酶、烷基化剂、抗代谢物、抗生素、生物碱、抗血管生成剂、

促凋亡剂及其组合。

[0372] 如本文所用，“与……组合”、“联合给予”、“联合地”是指任何形式的给予，使得其

他疗法(例如，第二、第三、第四等)在体内仍然有效(例如，多种化合物在患者体内同时有

效，这可以包括那些化合物的协同效应)。有效性可能与药剂在血液、血清或血浆中的可测

量浓度无关。例如，不同的治疗化合物可以在相同的制剂中或在单独的制剂中同时或依次

给予，并且可以按不同的时间表给予。因此，接受这种治疗的个体可以受益于不同疗法的组

合作用。本公开文本的一种或多种ActRII和/或TGFβ拮抗剂可以与一种或多种其他另外的

药剂和/或支持疗法并行给予、在所述一种或多种其他另外的药剂和/或支持疗法之前或之

后给予。通常，每种治疗剂将以针对该特定药剂确定的剂量和/或时间表来给予。要在方案

中使用的特定组合将考虑本公开文本的拮抗剂与疗法和/或期望的相容性。

[0373] 示例性的所用药物可以包括但不限于氟尿嘧啶、阿法替尼、阿普里汀(aplidin)、

阿扎立平、阿那曲唑、蒽环、阿西替尼(axitinib)、氨鲁米特、安吖啶、AVL-101、AVL-291、苯

达莫司汀、博来霉素、布舍瑞林、硼替佐米、博舒替尼、比卡鲁胺、苔藓虫素-1、白消安、卡培

他滨、刺孢霉素、喜树碱、卡铂、10-羟基喜树碱、卡莫司汀、西乐葆、苯丁酸氮芥、顺铂

(CDDP)、Cox-2抑制剂、伊立替康(CPT-11)、SN-38、克拉屈滨、喜树碱、克唑替尼、秋水仙碱、

环磷酰胺、阿糖胞苷、环丙孕酮、氯膦酸盐、达卡巴嗪、达沙替尼、己二烯雌酚、地纳利布

(dinaciclib)、多西他赛、更生霉素、道诺霉素、己烯雌酚、多柔比星、2-吡咯啉基多柔比星

(2P-DOX)、氰基-吗啉代多柔比星、多柔比星葡糖苷酸、表柔比星葡糖苷酸、厄洛替尼、雌莫
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司汀、表鬼臼毒素(epidophyllotoxin)、厄洛替尼、恩替诺特、雌激素受体结合剂、依托泊苷

(VP16)、依托泊苷葡糖苷酸、磷酸依托泊苷、依西美坦、非格司亭、芬戈莫德、氟尿苷(FUdR)、

氟甲睾酮、3',5'-O-二油酰基-FudR(FUdR-dO)、氟氢可的松、氟达拉滨、氟他胺、戈舍瑞林、

法尼基蛋白转移酶抑制剂、夫拉平度(flavopiridol)、福他替尼(fostamatinib)、格尼特匹

(ganetespib)、GDC-0834、GS-1101、吉非替尼、吉西他滨、羟基脲、依鲁替尼、伊达比星、左旋

咪唑、艾代拉利司(idelalisib)、异环磷酰胺、伊马替尼、来曲唑、天冬酰胺酶、亮丙瑞林、拉

帕替尼、来那度胺、醛氢叶酸(leucovorin)、伊立替康、LFM-A13、洛莫司汀、氮芥、美法仑、巯

嘌呤、6-巯嘌呤、甲地孕酮、甲氨蝶呤、米托蒽醌、尼鲁米特、光辉霉素、丝裂霉素、诺考达唑、

奥曲肽、米托坦、诺维苯、来那替尼、尼罗替尼、亚硝基脲(nitrosurea)、奥拉帕尼、普卡霉素

(plicomycin)、丙卡巴肼、紫杉醇、奥沙利铂、PCI-32765、喷司他丁、普卡霉素、PSI-341、雷

洛昔芬、司莫司汀、索拉菲尼、链脲菌素、SU11248、舒尼替尼、他莫昔芬、卟菲尔钠、替莫唑

胺、美司钠、替莫唑胺(DTIC的水性形式)、反铂、沙立度胺、硫鸟嘌呤、雷替曲塞、塞替派、替

尼泊苷、拓扑替康、尿嘧啶氮芥、瓦他拉尼、长春瑞滨、长春花碱、利妥昔单抗、帕米膦酸二

钠、长春新碱、长春花生物碱和ZD1839。

[0374] 所用毒素可以包括蓖麻毒素、相思豆毒素、α毒素、皂草素、核糖核酸酶(RNA酶)(例

如，豹蛙酶)、DNA酶I、葡萄球菌肠毒素-A、美洲商陆抗病毒蛋白、白树毒素、白喉毒素、假单

胞菌(Pseudomonas)外毒素和假单胞菌内毒素。

[0375] 所用趋化因子可以包括RANTES、MCAF、MIP  1-α、MIP  1-β和IP-10。

[0376] 在某些实施方案中，抗血管生成剂可以与一种或多种ActRII拮抗剂组合使用，所

述抗血管生成剂是如血管抑素、baculostatin、血管能抑素、马西平(maspin)、抗VEGF抗体、

抗PlGF肽和抗体、抗血管生长因子抗体、抗Flk-1抗体、抗Flt-1抗体和肽、抗Kras抗体、抗

cMET抗体、抗MIF(巨噬细胞移动抑制因子)抗体、层粘连蛋白肽、纤连蛋白肽、纤维蛋白溶酶

原激活剂抑制剂、组织金属蛋白酶抑制剂、干扰素、白介素-12、IP-10、Gro-β、血小板反应

素、2-甲氧基雌二醇、增殖蛋白相关蛋白、羧胺三唑(carboxiamidotriazole)、CM101、马立

马司他(Marimastat)、戊聚糖多硫酸盐、血管生成素-2、干扰素-α、除莠霉素A、PNU145156E、

16K泌乳素片段、利诺胺(Linomide)(罗喹美克)、沙利度胺、己酮可可碱、染料木黄酮、TNP-

470、内皮抑素、紫杉醇、阿卡丁(accutin)、血管抑素、西多福韦、长春新碱、博来霉素、AGM-

1470、血小板因子4、ALK1多肽(例如，达特西普(dalantercept))或米诺环素。

[0377] 所用免疫调节剂可以选自细胞因子、干细胞生长因子、淋巴毒素、成血因子、集落

刺激因子(CSF)、干扰素(IFN)、促红细胞生成素、血小板生成素及其组合。特别有用的是淋

巴毒素(如肿瘤坏死因子(TNF))、成血因子(如白介素(IL))、集落刺激因子(如粒细胞集落

刺激因子(G-CSF)或粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF))、干扰素(如干扰素-α、干扰

素-β或干扰素-λ)和干细胞生长因子(如名为“S1因子”的干细胞生长因子)。细胞因子中包

括生长激素，如人生长激素、N-甲硫氨酰基人生长激素和牛生长激素；甲状旁腺素；甲状腺

素；胰岛素；胰岛素原；松弛素；松弛素原；糖蛋白激素，如促卵泡激素(FSH)、促甲状腺激素

(TSH)和黄体化激素(LH)；肝生长因子；前列腺素、成纤维细胞生长因子；泌乳素；胎盘催乳

激素、OB蛋白；肿瘤坏死因子-α和肿瘤坏死因子-β；苗勒管抑制物质；小鼠促性腺激素相关

肽；抑制素；激活素；血管内皮生长因子；整联蛋白；血小板生成素(TPO)；神经生长因子，如

NGF-β；血小板生长因子；转化生长因子(TGF)，如TGF-α和TGFβ；胰岛素样生长因子-I和胰岛
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素样生长因子-II；促红细胞生成素(EPO)；骨诱导因子；干扰素，如干扰素-α、干扰素-β和干

扰素-γ；集落刺激因子(CSF)，如巨噬细胞-CSF(M-CSF)；白介素(IL)，如IL-1、IL-1α、IL-2、

IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-11、IL-12；IL-13、IL-14、IL-15、IL-16、

IL-17、IL-18、IL-21、IL-25；LIF、kit-配体或FLT-3、血管抑素、血小板反应素、内皮抑素、肿

瘤坏死因子和LT。

[0378] 所用放射性核素包括但不限于111In、177Lu、212Bi、213Bi、211At、62Cu、67Cu、90Y、125I、
131I、32P、33P、47Sc、111Ag、67Ga、142Pr、153Sm、161Tb、166Dy、166Ho、186Re、188Re、189Re、212Pb、223Ra、
225Ac、59Fe、75Se、77As、89Sr、99Mo、105Rh、109Pd、143Pr、149Pm、169Er、194Ir、198Au、199Au、211Pb和
227Th。治疗性放射性核素的衰变能优选地在20至6,000keV范围内，优选地对于俄歇发射体

在60至200keV范围内，对于β发射体在100-2,500keV范围内，并且对于α发射体在4,000-6,

000keV范围内。有用的β粒子发射核素的最大衰变能优选地为20-5,000keV，更优选地100-

4,000keV，并且最优选地500-2,500keV。同样优选的是伴随俄歇发射粒子显著衰变的放射

性核素。例如，Co-58、Ga-67、Br-80m、Tc-99m、Rh-103m、Pt-109、In-111、Sb-119、1-125、Ho-

161、Os-189m和Ir-192。有用的β粒子发射核素的衰变能优选地<1 ,000keV，更优选地<

100keV，并且最优选地<70keV。同样优选的是伴随α粒子产生显著衰变的放射性核素。此类

放射性核素包括但不限于：Dy-152、At-211、Bi-212、Ra-223、Rn-219、Po-215、Bi-211、Ac-

225、Fr-221、At-217、Bi-213、Th-227和Fm-255。有用的α粒子发射放射性核素的衰变能优选

地为2,000-10,000keV，更优选地3,000-8,000keV，并且最优选地4,000-7,000keV。所用的

其他潜在放射性同位素包括11C、13N、15O、75Br、198Au、224Ac、126I、133I、103Ru、105Ru、107Hg、203Hg

、121mTe、122mTe、125mTe、165Tm、167Tm、77Br、113mIn、95Ru、97Ru、168Tm、197Pt、109Pd、105Rh、142Pr、
143Pr、161Tb、166Ho、199Au、57Co、58Co、51Cr、59Fe、75Se、201Tl、225Ac、76Br和169Yb。

[0379] 在一些实施方案中，ActRII和/或TGFβ拮抗剂是与以下组合使用：至少一种烷基化

剂、亚硝基脲、抗代谢物、拓扑异构酶抑制剂、有丝分裂抑制剂、蒽环、皮质类固醇激素、性激

素和/或靶向的抗肿瘤化合物。

[0380] 靶向的抗肿瘤化合物是设计为比标准化学疗法药物可以达到的更特异性地攻击

癌细胞的药物。这些化合物大多攻击具有某些基因的突变的细胞或者过表达这些基因的拷

贝的细胞。在一个实施方案中，抗肿瘤化合物可以是伊马替尼(格列卫)、吉非替尼(易瑞

沙)、厄洛替尼(特罗凯)、利妥昔单抗(美罗华)或贝伐单抗(阿瓦斯丁)。

[0381] 烷基化剂直接作用于DNA以防止癌细胞增殖。这些药剂对细胞周期的任何特定阶

段没有特异性。在一个实施方案中，烷基化剂可以选自白消安、顺铂、卡铂、苯丁酸氮芥、环

磷酰胺、异环磷酰胺、达卡巴嗪(DTIC)、氮芥(mechlorethamine) (氮芥(nitrogen 

mustard))、美法仑和替莫唑胺。

[0382] 抗代谢物构成干扰DNA和RNA合成的药物类别。这些药剂在细胞周期的S期期间发

挥作用，并且一般用于治疗白血病、乳腺、卵巢和胃肠道的肿瘤、以及其他癌症。在一个实施

方案中，抗代谢物可以是5-氟尿嘧啶、卡培他滨、6-巯嘌呤、甲氨蝶呤、吉西他滨、阿糖胞苷

(ara-C)、氟达拉滨或培美曲塞。

[0383] 拓扑异构酶抑制剂是干扰在DNA复制中重要的拓扑异构酶的药物。拓扑异构酶I抑

制剂的一些例子包括拓扑替康和伊立替康，而拓扑异构酶II抑制剂的一些代表性例子包括

依托泊苷(VP-16)和替尼泊苷。
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[0384] 蒽环也是干扰参与DNA复制的酶的化学疗法药物。这些药剂作用于细胞周期的所

有阶段，并且因此广泛地用作多种癌症的治疗。在一个实施方案中，关于本发明使用的蒽环

可以是道诺霉素、多柔比星(亚德里亚霉素(Adriamycin))、表柔比星、伊达比星或米托蒽

醌。

[0385] 特别是在对肿瘤抗原具有特异性的T细胞中，肿瘤可以通过笼络某些免疫检查点

途径而逃避免疫监督(Pardoll,2012,Nature  Reviews  Cancer12:252-264)。使用检查点抑

制剂抗体用于癌症治疗的研究已经成功治疗先前认为抵抗癌症治疗的癌症(参见例如，Ott

和Bhardwaj,2013,Frontiers  in  Immunology  4:346；Menzies和Long,2013,Ther  Adv  Med 

Oncol  5:278-85；Pardoll,2012,Nature  Reviews  Cancer  12:252-64；Mavilio和Lugli)。

与大多数抗癌剂相反，检查点抑制剂不直接靶向肿瘤细胞，而是靶向淋巴细胞受体或其配

体以增强免疫系统的内源抗肿瘤活性。(Pardoll,2012,Nature  Reviews  Cancer  12:252-

264)。由于此类抑制剂主要通过调控针对患病细胞、组织或病原体的免疫应答来发挥作用，

其可以与其他治疗方式(如主题ActRII和/或TGFβ拮抗剂、ADC和/或干扰素)组合使用，以增

强此类药剂的抗肿瘤作用。

[0386] 抗PD1抗体已经用于治疗黑色素瘤、非小细胞肺癌、膀胱癌、前列腺癌、结肠直肠

癌、头颈癌、三阴性乳腺癌、白血病、淋巴瘤和肾细胞癌(Topalian等人,2012,N  Engl  J  Med 

366:2443-54；Lipson等人,2013 ,Clin  Cancer  Res19:462-8；Berger等人,2008 ,Clin 

Cancer  Res  14:3044-51；Gildener-Leapman等人,2013,Oral  Oncol  49:1089-96；Menzies

和Long ,2013 ,Ther  Adv  Med  Oncol  5:278-85)。示例性抗PD1抗体包括兰布鲁珠单抗

(lambrolizumab)(MK-3475，MERCK)、纳武单抗(BMS-936558，Bristol-Myers  Squibb)、AMP-

224(Merck)和匹利珠单抗(pidilizumab)(CT-011，Curetech  Ltd .)。抗PD1抗体可从例如

ABCAM(AB137132)、Biolegend(EH12 .2H7、RMP1-14)和Affymetrix  Ebioscience(J105、

J116、MIH4)商购。

[0387] 抗CTL4A抗体已经在临床试验中用于治疗黑色素瘤、前列腺癌、小细胞肺癌、非小

细胞肺癌(Robert和Ghiringhelli ,2009 ,Oncologist  14:848-61；Ott等人,2013 ,Clin 

Cancer  Res  19:5300；Weber,2007,Oncologist  12:864-72；Wada等人,2013,J  Transl  Med 

11:89)。示例性抗CTLA4抗体包括伊匹单抗(Bristol-Myers  Squibb)和曲美木单抗

(tremelimumab)(Pfizer)。抗PD1抗体可从例如ABCAM(AB134090)、Sino  Biological  Inc.

(11159-H03H、11159-H08H)和Thermo  Scientific  Pierce(PA5-29572、PA5-23967、PA5-

26465、MA1-12205、MA1-35914)商购。伊匹单抗最近获得FDA批准用于治疗转移性黑色素瘤

(Wada等人,2013,J  Transl  Med  11:89)。

[0388] 虽然针对CTLA4、PD1和PD-L1的检查点抑制剂在临床上最先进，但是其他潜在的检

查点抗原是已知的并且可以用作与主题ActRII拮抗剂组合的治疗性抑制剂的靶标，所述检

查点抗原是如LAG3、B7-H3、B7-H4和TIM3(Pardoll,2012,Nature  Reviews  Cancer  12:252-

264)。刺激针对肿瘤和/或病原体的免疫应答的这些和其他已知药剂可以与ActRIIa拮抗剂

组合使用，所述ActRIIa拮抗剂是单独的或者与干扰素(如干扰素-α)和/或抗体-药物缀合

物进一步组合，用于改善的癌症疗法。可以组合使用的其他已知的共刺激途径调节剂包括

但不限于阿托莫德(agatolimod)、贝拉西普(belatacept)、博纳吐单抗(blinatumomab)、

CD40配体、抗B7-1抗体、抗B7-2抗体、抗B7-H4抗体、AG4263、依立托伦(eritoran)、抗OX40抗
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体、ISF-154和SGN-70、B7-1、B7-2、ICAM-1、ICAM-2、ICAM-3、CD48、LFA-3、CD30配体、CD40配

体、耐热抗原、B7h、OX40配体、LIGHT、CD70和CD24。

[0389] 治疗剂可以包括光活性剂或染料。荧光组合物(如荧光染料)和其他对可见光敏感

的色原体或染料(如卟啉)已经用于通过将适合的光引导至病灶来检测和治疗病灶。在治疗

中，已经将这种方式命名为光辐射、光疗法或光动力疗法。参加Joni等人(编辑) ,

PHOTODYNAMIC  THERAPY  OF  TUMORS  AND  OTHER  DISEASES(Libreria  Progetto  1985)；van 

den  Bergh,Chem.Britain(1986) ,22:430。此外，已经将单克隆抗体与光激活的染料偶联以

实现光疗法。参见Mew等人,J.Immunol.(1983) ,130:1473；出处同前,Cancer  Res.(1985) ,

45:4380；Oseroff等人 ,Proc .Natl .Acad .Sci .USA  (1986) ,83:8744；出处同前,

Photochem.Photobiol.(1987) ,46:83；Hasan等人,Prog.Clin.Biol.Res.(1989) ,288:471；

Tatsuta等人,Lasers  Surg.Med.(1989) ,9:422；Pelegrin等人,Cancer(1991) ,67:2529。

[0390] 其他的有用治疗剂可以包含寡核苷酸，尤其是优选地针对癌基因和癌基因产物的

反义寡核苷酸，如bcl-2或p53。治疗性寡核苷酸的优选形式是siRNA。技术人员应认识到，任

何siRNA或干扰RNA种类都可以附接至抗体或其片段以递送至所靶向组织。针对众多的靶标

的许多siRNA种类是本领域已知的，并且任何这种已知的siRNA都可以用于所要求保护的方

法和组合物中。

[0391] 潜在使用的已知siRNA种类包括对以下具有特异性的那些siRNA：IKK-γ(美国专

利号7,022,828)；VEGF、Flt-1和Flk-1/KDR(美国专利号7,148,342)；Bcl2和EGFR(美国专利

号7,541 ,453)；CDC20(美国专利号7,550 ,572)；转导素(β)样3(美国专利号7,576 ,196)；

KRAS(美国专利号7,576,197)；碳酸酐酶II(美国专利号7,579,457)；补体组分3(美国专利

号7,582,746)；白介素-1受体相关激酶4(IRAK4)(美国专利号7,592,443)；存活素(美国专

利号7,608,7070)；超氧化物歧化酶1(美国专利号7,632,938)；MET原癌基因(美国专利号7,

632 ,939)；淀粉样蛋白β前体蛋白(APP)(美国专利号7,635 ,771)；IGF-1R(美国专利号7,

638,621)；ICAM1(美国专利号7,642,349)；补体因子B(美国专利号7,696,344)；p53(美国专

利号7,781,575)和载脂蛋白B(美国专利号7,795,421)，将每个参考专利的实施例部分都通

过引用并入本文。

[0392] 其他siRNA种类可从已知的商业来源获得，如Sigma-Aldrich(圣路易斯，密苏里

州)、Invitrogen(卡尔斯巴德，加利福尼亚州)、Santa  Cruz  Biotechnology(圣克鲁兹，加

利福尼亚州)、Ambion(奥斯汀，德克萨斯州)、Dharmacon(Thermo  Scientific，拉斐特，科罗

拉多州)、Promega(麦迪逊，威斯康辛州)、Mirus  Bio(麦迪逊，威斯康辛州)和Qiagen(巴伦

西亚，加利福尼亚州)以及许多其他公司。siRNA种类的其他可公开获得的来源包括

Stockholm  Bioinformatics  Centre的siRNAdb数据库、MIT/ICBP  siRNA数据库、Broad 

Institute的RNAi  Consortium  shRNA文库和NCBI的Probe数据库。例如，在NCBI  Probe数据

库中有30,852个siRNA种类。技术人员应认识到，对于任何所关注基因，siRNA种类或者已经

设计，或者可以使用可公开获得的软件工具容易地设计。任何此类siRNA种类都可以使用主

题DNL.TM.复合物来递送。

[0393] ActRII和/或TGFβ拮抗剂免疫疗法在与疫苗接种方案组合时可能更有效。已经设

计了许多用于针对肿瘤进行疫苗接种的实验策略(参见Rosenberg ,S.,2000,Development 

of  Cancer  Vaccines,ASCO  Educational  Book  Spring:60-62；Logothetis,C.,2000,ASCO 
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Educational  Book  Spring:300-302；Khayat,D.2000,ASCO  Educational  Book  Spring:

414-428；Foon,K.2000,ASCO  Educational  Book  Spring:730-738；还参见Restifo,N.和

Sznol ,M .,Cancer  Vaccines ,第61章,第3023-3043页在DeVita ,V .等人(编辑) ,1997 ,

Cancer:Principles  and  Practice  of  Oncology.第五版)。在这些策略之一中，使用自体

或同种异体肿瘤细胞制备疫苗。已经显示在转导肿瘤细胞以表达GM-CSF时，这些细胞疫苗

具有提高的有效性(Dranoff等人(1993)Proc.Natl.Acad .Sci  U.S.A.90:3539-43)。因此，

在一些实施方案中，一种或多种ActRII拮抗剂可以与免疫原性剂组合，所述免疫原性剂是

如癌性细胞、纯化的肿瘤抗原(包括重组蛋白、肽和碳水化合物分子)、细胞和用编码免疫刺

激细胞因子的基因转染的细胞(He等人(2004)J.Immunol.173:4919-28)。可以使用的肿瘤

疫苗的非限制性例子包括黑色素瘤抗原的肽(如gp100、MAGE抗原、Trp-2、MART1和/或酪氨

酸酶的肽)或转染以表达细胞因子GM-CSF的肿瘤细胞。

[0394] 在各种肿瘤中进行的对基因表达和大规模基因表达模式的研究已经产生了所谓

肿瘤特异性抗原的定义(Rosenberg,S  A  (1999)Immunity  10:281-7)。在许多情况下，这些

肿瘤特异性抗原是在肿瘤和肿瘤产生的细胞中表达的分化抗原，例如黑素细胞抗原gp100、

MAGE抗原和Trp-2。更重要的是，许多这些抗原可以显示为宿主中发现的肿瘤特异性T细胞

的靶标。PD-L1阻断可以与肿瘤中表达的重组蛋白和/或肽的集合结合使用，以产生针对这

些蛋白质的免疫应答。这些蛋白质通常被免疫系统视为自身抗原，并且因此可被免疫系统

耐受。肿瘤抗原还可以包括蛋白质端粒酶，其是染色体的端粒合成所需的并且在超过85％

的人类癌症中以及仅在有限数目的体细胞组织中表达(Kim ,N等人(1994)Science  266:

2011-2013)。可以通过多种手段保护这些体细胞组织免受免疫攻击。肿瘤抗原还可以是由

于体细胞突变在癌细胞中表达的“新抗原”或来自B细胞肿瘤的独特型，所述体细胞突变改

变蛋白质序列或产生两个无关序列之间的融合蛋白(例如，费城染色体中的ber-abl)。

[0395] 其他肿瘤疫苗可以包括来自人类癌症中所涉及的病毒的蛋白质，所述病毒是如人

乳头瘤病毒(HPV)、肝炎病毒(HBV和HCV)和卡波西疱疹肉瘤病毒(KHSV)。可以与ActRII拮抗

剂疗法结合使用的肿瘤特异性抗原的另一种形式是从肿瘤组织自身分离的纯化的热休克

蛋白(HSP)。这些热休克蛋白含有来自肿瘤细胞的蛋白质的片段，并且这些HSP高效地递送

至抗原呈递细胞以供诱发肿瘤免疫(Suot ,R和Srivastava ,P(1995)Science269:1585-

1588；Tamura,Y.等人(1997)Science  278:117-120)。

[0396] 树突细胞(DC)是有效力的抗原呈递细胞，其可以用于引发抗原特异性反应。DC可

以离体产生并加载各种蛋白质和肽抗原以及肿瘤细胞提取物(Nestle ,F .等人(1998)

Nature  Medicine  4:328-332)。DC还可以通过遗传手段转导以也表达这些肿瘤抗原。出于

免疫目的，还已经将DC直接融合至肿瘤细胞(Kugler,A.等人(2000)Nature  Medicine  6:

332-336)。作为疫苗接种方法，DC免疫可以与ActRII拮抗剂有效组合以激活更有效力的抗

肿瘤反应。

[0397] 使用本公开文本的其他方法治疗已经暴露于特定毒素或病原体的患者。因此，本

公开文本的另一个方面提供了治疗或预防受试者的感染性疾病(例如，病毒、细菌或寄生虫

感染)的方法，其包括向有需要的受试者给予治疗有效量的一种或多种ActRII和/或TGFβ拮

抗剂，任选地进一步包括给予一种或多种其他支持疗法和/或活性剂用于治疗感染性疾病。

在一些实施方案中，本公开文本提供了例如通过增强患有感染性疾病的受试者的内源免疫
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应答来治疗受试者的感染性疾病的方法，其包括向受试者给予治疗有效量的一种或多种

ActRII和/或TGFβ拮抗剂，任选地进一步包括给予一种或多种其他支持疗法和/或活性剂用

于治疗感染性疾病。

[0398] 感染性病毒的例子包括但不限于：逆转录病毒科；小RNA病毒科(例如，脊髓灰质炎

病毒、甲型肝炎病毒、肠道病毒、人柯萨奇病毒、鼻病毒、艾柯病毒(echovirus))；杯状病毒

科(如引起胃肠炎的毒株)；披膜病毒科(例如，马脑炎病毒、风疹病毒)；黄病毒科(例如，登

革热病毒、脑炎病毒、黄热病毒)；冠状病毒科(例如，冠状病毒)；弹状病毒科(例如，水疱性

口炎病毒、狂犬病病毒)；丝状病毒科(例如，埃波拉病毒)；副粘液病毒科(例如，副流感病

毒、腮腺炎病毒、麻疹病毒、呼吸道合胞病毒)；正粘病毒科(例如，流感病毒)；布尼亚病毒科

(例如，汉坦病毒、布尼亚病毒(bungavirus)、白蛉病毒和内罗毕病毒(Nairo  virus))；沙粒

病毒科(Arena  viridae)(出血热病毒)；呼肠病毒科(例如，呼肠孤病毒、环状病毒和轮状病

毒)；双RNA病毒科(Birnaviridae)；嗜肝DNA病毒科(Hepadnaviridae)(乙型肝炎病毒)；细

小病毒科(细小病毒)；乳多空病毒科(乳头瘤病毒、多瘤病毒)；腺病毒科(大多数腺病毒)；

疱疹病毒科(单纯疱疹病毒(HSV)1和HSV-2、水痘带状疱疹病毒、巨细胞病毒(CMV)、疱疹病

毒)；痘病毒科(天花病毒、痘苗病毒、痘病毒)；和虹彩病毒科(Iridoviridae)(如非洲猪瘟

病毒)；和未分类病毒(例如，海绵样脑病的病原、丁型肝炎的病原(认为是乙型肝炎病毒的

缺陷型卫星)、非甲型非乙型肝炎的病原(1类＝内部传播；2类＝肠胃外传播(即，丙型肝

炎)；诺沃克病毒和相关病毒以及星状病毒)。考虑了本文所述的ActRII拮抗剂和方法用于

治疗这些病毒剂的感染。因此，在一些实施方案中，本公开文本提供了任选地与一种或多种

支持疗法和/或活性剂组合地使用一种或多种ActRII拮抗剂治疗或预防病毒感染的方法，

所述病毒感染包括例如AIDS、AIDS相关复合症、水痘、感冒、病毒性支气管炎、巨细胞病毒感

染、科罗拉多蜱传热、登革热、埃博拉出血热、流行性腮腺炎、“手足口”病、肝炎、单纯疱疹、

带状疱疹、HPV、流感(Flu)、拉沙热、麻疹、马尔堡出血热、感染性单核细胞增多症、流行性腮

腺炎、脊髓灰质炎、进行性多病灶脑白质病、狂犬病、风疹、SARS、天花、病毒性脑炎、病毒性

胃肠炎、病毒性脑膜炎、病毒性肺炎、西尼罗病和黄热病。

[0399] 感染性细菌的例子包括但不限于：幽门螺杆菌(Helicobacter  pyloris)、伯氏疏

螺旋体(Borelia  burgdorferi)、嗜肺军团菌(Legionella  pneumophilia)、分枝杆菌属物

种(Mycobacteria  sps)(如结核分枝杆菌(M.tuberculosis)、鸟分枝杆菌(M.avium)、胞内

分枝杆菌(M .intracellulare)、堪萨斯分枝杆菌(M .kansaii)、戈登分枝杆菌

(M.gordonae))、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)、淋病奈瑟球菌(Neisseria 

gonorrhoeae)、脑膜炎奈瑟球菌(Neisseria  meningitidis)、单核细胞增多性李斯特菌

(Listeria  monocytogenes)、酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)(A组链球菌)、无乳链

球菌(Streptococcus  agalactiae) (B组链球菌)、链球菌属(草绿色组)、粪链球菌

(Streptococcus  faecalis)、牛链球菌(Streptococcus  bovis)、链球菌属(厌氧型物种)、

肺炎链球菌(Streptococcus  pneumoniae)、病原性弯曲杆菌属物种(Campylobacter  sp.)、

肠球菌属物种(Enterococcus  sp.)、流感嗜血杆菌(Haemophilus  influenzae)、炭疽芽孢

杆菌(Bacillus  anthracia)、白喉棒杆菌(corynebacterium  diphtheriae)、棒杆菌属物种

(corynebacterium  sp.)、红班丹毒丝菌(Erysipelothrix  rhusiopathiae)、产气荚膜梭菌

(Clostridium  perfringens)、破伤风梭菌(Clostridium  tetani)、产气肠杆菌
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(Enterobacter  aerogenes)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella  pneumoniae)、多杀巴斯德菌

(Pasturella  multocida)、拟杆菌属物种(Bacteroides  sp.)、具核梭杆菌(Fusobacterium 

nucleatum)、念珠状链杆菌(Streptobacillus  moniliformis)、苍白密螺旋体(Treponema 

pallidium)、细弱密螺旋体(Treponema  pertenue)、钩端螺旋体属(Leptospira)和以色列

放线菌(Actinomyces  israelli)。考虑了本文所述的ActRII组合物和方法用于治疗这些细

菌剂的感染。因此，在一些实施方案中，本公开文本提供了任选地与一种或多种支持疗法

和/或活性剂组合地使用一种或多种ActRII拮抗剂治疗或预防细菌感染的方法，所述细菌

感染包括例如炭疽、细菌性成人呼吸窘迫综合征、细菌性脑膜炎、布鲁杆菌病、弯曲菌病、猫

抓病、支气管炎、霍乱、白喉、斑疹伤寒、淋病、军团杆菌病、麻风(汉森氏病)、钩端螺旋体病、

李斯特菌病、莱姆病、类鼻疽、MRSA感染、分枝杆菌感染、脑膜炎、诺卡菌病、肾炎、肾小球肾

炎、牙周病、百日咳(pertussis)(百日咳(Whooping  Cough))、鼠疫、肺炎球菌性肺炎、鹦鹉

热、Q热、洛矶山斑疹热(RMSF)、沙门菌病、猩红热、志贺氏菌病、梅毒、脓毒性休克、血液动力

学休克、脓毒症综合征、破伤风、沙眼、结核、土拉菌病、伤寒。

[0400] 感染性真菌的例子包括但不限于：新型隐球菌(Cryptococcus  neoformans)、夹膜

组织胞浆菌(Histoplasma  capsulatum)、粗球孢子菌(Coccidioides  immitis)、皮炎芽生

菌(Blastomyces  dermatitidis)和白色念珠菌(Candida  albicans)。考虑了本文所述的

ActRII拮抗剂和方法用于治疗这些真菌剂的感染。因此，在一些实施方案中，本公开文本提

供了任选地与一种或多种支持疗法和/或活性剂组合地使用一种或多种ActRII拮抗剂治疗

或预防真菌感染的方法，所述真菌感染包括例如曲霉菌病、鹅口疮、隐球菌病、芽生菌病、球

孢子菌病和组织胞浆菌病。

[0401] 感染性寄生虫的例子包括但不限于：溶组织内阿米巴(Entamoeba  histolytica)、

结肠肠袋虫(Balantidium  coli)、福氏耐格里阿米巴(Naegleriafowleri)、棘阿米巴属物

种(Aca n t ha m o e ba  s p .)、蓝氏贾第虫(Gia rd ia  la m bia)、隐孢子虫属物种

(Cryptosporidium  sp.)、卡氏肺囊虫(Pneumocystis  carinii)、间日疟原虫(Plasmodium 

vivax)、果氏巴贝虫(Babesia  microti)、布氏锥虫(Trypanosoma  brucei)、克氏锥虫

(Trypanosoma  cruzi)、杜氏利什曼原虫(Leishmania  donovani)、鼠弓形虫(Toxoplasma 

gondii)、巴西日圆线虫(Nippostrongylus  brasiliensis)。考虑了本文所述的ActRII拮抗

剂和方法用于治疗这些寄生虫的感染。因此，在一些实施方案中，本公开文本提供了任选地

与一种或多种支持疗法和/或活性剂组合地使用一种或多种ActRII拮抗剂治疗或预防真菌

感染的方法，所述真菌感染包括例如非洲锥虫病、阿米巴病、蛔虫病、巴贝虫病、查加斯病、

华支睾吸虫病、隐孢子虫病、囊虫病、裂头绦虫病、龙线虫病、包虫病、蛲虫病、片形吸虫病、

姜片虫病、丝虫病、自由生活阿米巴虫感染、贾第虫病、颚口线虫病、膜壳绦虫病、等孢子球

虫病、黑热病、利什曼病、疟疾、后殖吸虫病、蝇蛆病、盘尾丝虫病、虱病、蛲虫感染、疥疮、血

吸虫病、绦虫病、弓蛔虫病、弓形虫病、旋毛虫病(Trichine llos is)、旋毛虫病

(Trichinosis)、鞭虫病和锥虫病。

[0402] 在一些实施方案中，本公开文本提供了治疗感染性疾病的方法，其通过向有需要

的患者给予有效量的单独的或与用于治疗病原体的第二治疗剂组合的ActRII和/或TGFβ拮

抗剂，所述第二治疗剂是例如抗生素、抗真菌剂、抗病毒剂或抗寄生虫药。

[0403] 通常，抗生素是指抑制细菌生长或杀死细菌的任何化合物。抗生素的有用的非限
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制性例子包括林可酰胺类(克林霉素(clindomycin))；氯霉素；四环素类(如四环素、金霉

素、地美环素、美他环素、多西环素、米诺环素)；氨基糖苷类(如庆大霉素、妥布霉素、奈替米

星、阿米卡星、卡那霉素、链霉素、新霉素)；β-内酰胺类(如青霉素、头孢菌素、亚胺培南、氨

曲南)；万古霉素；杆菌肽；大环内酯类(红霉素)、两性霉素；磺酰胺类(如磺胺、磺胺甲噁唑、

磺胺醋酰、磺胺嘧啶、磺胺异噁唑、磺胺西汀、磺胺多辛、磺胺米隆、对氨基苯甲酸、甲氧苄

啶-磺胺甲噁唑)；乌洛托品；呋喃妥因；非那吡啶；甲氧苄啶；利福平；甲硝唑；头孢唑林；林

可霉素；大观霉素；莫匹罗星；喹诺酮类(如萘啶酸、西诺沙星、诺氟沙星、环丙沙星、甲氟哌

酸、氧氟沙星、依诺沙星、氟罗沙星、左氧氟沙星)；新生霉素；多粘菌素；短杆菌肽；和抗假单

胞菌类(antipseudomonal)(如羧苄西林、卡茚西林、替卡西林、阿洛西林、美洛西林、哌拉西

林)或其任何盐或变体。还参见Physician's  Desk  Reference,第59增版,(2005) ,Thomson 

P  D  R,新泽西州蒙特维尔；Gennaro等人编辑Remington's  The  Science  and  Practice  of 

Pharmacy ,第20增版,(2000) ,Lippincott  Williams  and  Wilkins ,马里兰州巴尔的摩；

Braunwald等人编辑Harrison's  Principles  of  Internal  Medicine,第15版,(2001) ,纽

约州麦格劳希尔；Berkow等人编辑The  Merck  Manual  of  Diagnosis  and  Therapy ,

(1992) ,Merck  Research  Laboratories,新泽西州拉威。所用抗生素将取决于细菌感染的

类型。

[0404] 通常，抗真菌剂是指抑制真菌生长或杀死真菌的任何化合物。非限制性例子包括

咪唑类(如灰黄霉素、咪康唑、特比萘芬、氟康唑、酮康唑、伏立康唑和伊曲康唑)；多烯类(如

两性霉素B和制霉菌素)；氟胞嘧啶；和杀念菌素或其任何盐或变体。还参见Physician 's 

Desk  Reference,第59增版,(2005) ,Thomson  P  D  R,新泽西州蒙特维尔；Gennaro等人编辑

Remington 's  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy第20增版,(2000) ,Lippincott 

Williams  and  Wilkins,马里兰州巴尔的摩；Braunwald等人编辑Harrison's  Principles 

of  Internal  Medicine,第15增版,(2001) ,纽约州麦格劳希尔；Berkow等人编辑The  Merck 

Manual  of  Diagnosis  and  Therapy,(1992) ,Merck  Research  Laboratories,新泽西州拉

威。所用抗真菌剂将取决于真菌感染的类型。

[0405] 抗病毒药是指抑制病毒作用的任何化合物。非限制性例子包括干扰素α、β或γ、去

羟肌苷、拉米夫定、扎那米韦、洛匹那韦(lopanivir)、奈非那韦、依法韦伦、茚地那韦、伐昔

洛韦、齐多夫定、金刚烷胺、金刚乙胺、利巴韦林、更昔洛韦、膦甲酸和阿昔洛韦或其任何盐

或变体。还参见Physician's  Desk  Reference,第59增版,(2005) ,Thomson  P  D  R,新泽西

州蒙特维尔；Gennaro等人编辑Remington's  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy第

20增版,(2000) ,Lippincott  Williams  and  Wilkins,马里兰州巴尔的摩；Braunwald等人

编辑Harrison's  Principles  of  Internal  Medicine,第15增版,(2001) ,纽约州麦格劳希

尔；Berkow等人编辑The  Merck  Manual  of  Diagnosis  and  Therapy ,(1992) ,Merck 

Research  Laboratories,新泽西州拉威。所用抗病毒药将取决于病毒感染的类型。

[0406] 抗寄生虫剂是指抑制寄生虫生长或杀死寄生虫的任何化合物。抗寄生虫剂的有用

的非限制性例子包括氯喹、甲氟喹、奎宁、伯氨喹、阿托伐醌、磺胺多辛和乙嘧啶或其任何盐

或变体。还参见Physician's  Desk  Reference,第59增版,(2005) ,Thomson  P  D  R,新泽西

州蒙特维尔；Gennaro等人编辑Remington's  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy第

20增版,(2000) ,Lippincott  Williams  and  Wilkins,马里兰州巴尔的摩；Braunwald等人

说　明　书 105/145 页

117

CN 110494155 A

117



编辑Harrison's  Principles  of  Internal  Medicine,第15增版,(2001) ,纽约州麦格劳希

尔；Berkow等人编辑The  Merck  Manual  of  Diagnosis  and  Therapy ,(1992) ,Merck 

Research  Laboratories,新泽西州拉威。所用抗寄生虫剂将取决于寄生虫感染的类型。

[0407] 与上文所讨论的其对肿瘤的应用类似，本文所述的ActRII和/或TGFβ拮抗剂可以

单独地或作为佐剂与疫苗组合地用于刺激针对病原体、毒素和自身抗原的免疫应答。这些

方法可以与其他形式的免疫疗法(如细胞因子治疗)(例如，给予干扰素、GM-CSF、G-CSF或

IL-2)组合。这种治疗方法可能特别有用的病原体的例子包括目前没有有效疫苗的病原体

或常规疫苗不完全有效的病原体。这些病原体包括但不限于HIV、肝炎(甲型、乙型和丙型)、

流感、疱疹、贾第虫属(Giardia)、疟疾、利什曼原虫属(Leishmania)、金黄色葡萄球菌和铜

绿假单胞菌(Pseudomonas  Aeruginosa)。

[0408] 在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予患有乳腺癌

的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予患有多发性骨

髓瘤的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予患有乳腺

癌的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予患有骨髓增

生异常综合征的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予

患有分泌FSH的垂体瘤的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮

抗剂给予患有前列腺癌的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮

抗剂给予与正常健康患者相比具有不希望地升高的免疫活性(例如，提高的T细胞活性)的

患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予患有自身免疫障

碍或自身免疫相关障碍的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮

抗剂给予患有通过不希望地升高的T细胞活性介导的自身免疫障碍或自身免疫相关障碍的

患者。例如，在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予患有以下

中的一种或多种的患者：急性播散性脑脊髓炎、急性坏死性出血性白质脑炎、艾迪生病、丙

种球蛋白缺乏血症、斑秃、淀粉样变性、强直性脊柱炎、抗GBM/抗TBM肾炎、抗磷脂综合征

(APS)、自身免疫性血管性水肿、自身免疫性再生障碍性贫血、自身免疫性自主神经机能异

常、自身免疫性肝炎、自身免疫性高脂血症、自身免疫性免疫缺陷、自身免疫性内耳病、自身

免疫性心肌炎、自身免疫性卵巢炎、自身免疫性胰腺炎、自身免疫性视网膜病、自身免疫性

血小板减少性紫癜(ATP)、自身免疫性甲状腺病、自身免疫性荨麻疹性、轴突性和神经元性

神经病、巴洛病、白塞病、大疱性类天疱疮、卡斯特莱曼病、乳糜泻、查加斯病、慢性炎性脱髓

鞘性多发性神经病、慢性复发性多病灶性骨髓炎、变应性肉芽肿血管炎(Churg-Strauss 

syndrome)、瘢痕性类天疱疮/良性粘膜类天疱疮、克罗恩病、柯刚综合征(Cogans 

syndrome)、冷凝集素病、柯萨奇病毒性心肌炎、CREST病、原发性混合性冷球蛋白血症、脱髓

鞘性神经病、疱疹样皮炎、皮肌炎、德维克病(Devic’s  disease)(视神经脊髓炎)、盘状狼

疮、德雷斯勒综合征、子宫内膜异位症、嗜酸性粒细胞性食管炎、嗜酸性粒细胞性筋膜炎、结

节性红斑、实验性变应性脑脊髓炎、伊文思综合征(Evans  syndrome)、纤维化肺泡炎、巨细

胞性动脉炎、巨细胞性心肌炎、肾小球肾炎、肺出血肾炎综合征(Good pasture’s 

syndrome)、肉芽肿性多血管炎、格雷夫斯病、格林-巴利综合征、桥本氏脑炎(Hashimoto’s 

encephalitis)、桥本甲状腺炎(Hashimoto’s  thyroiditis)、过敏性紫癜(Henoch-

Schonlein  purpura)、妊娠期疱疹、低丙球蛋白血症、IgA肾病、IgG4相关硬化性疾病、免疫
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调控性脂蛋白、包涵体肌炎、间质性膀胱炎、幼年型关节炎、幼年型肌炎、川崎综合征、兰伯

特-伊顿综合征、白细胞破碎性血管炎、扁平苔癣、硬化性苔藓、木样结膜炎、线性IgA病

(LAD)、狼疮(SLE)、莱姆病(慢性)、梅尼埃病、显微镜下多血管炎、混合性结缔组织病

(MCTD)、蚕蚀性角膜溃疡(Mooren’s  ulcer)、穆-哈病(Mucha-Habermann  disease)、多发性

硬化症、重症肌无力、肌炎、视神经脊髓炎(德维克病)、眼部瘢痕性类天疱疮、视神经炎、复

发性风湿病、PANDAS(儿童链球菌感染相关性自身免疫性神经精神障碍)、副肿瘤性小脑变

性、阵发性睡眠性血红蛋白尿症(PNH)、帕-罗二氏综合征(Parry  Romberg  syndrome)、帕森

纳-特纳综合征(Parsonnage-Turner  syndrome)、睫状体扁平部炎(周边葡萄膜炎)、天疱

疮、静脉周脑脊髓炎、POEMS综合征、结节性多动脉炎、I型、II型和III型自身免疫性多腺体

综合征、风湿性多肌痛、多发性肌炎、孕酮性皮炎、原发性胆汁性肝硬变、原发性硬化性胆管

炎、银屑病、银屑病性关节炎、坏疽性脓皮病、雷诺现象、反应性关节炎、反射性交感神经营

养障碍、莱特综合征、复发性多软骨炎、风湿热、类风湿性关节炎、结节病、施密特综合征、巩

膜炎、硬皮病、舍格伦综合征、精子及睾丸自身免疫、僵人综合征、苏萨克综合征(Susac’s 

syndrome)、交感性眼炎、大动脉炎(Takayasu’s  arteritis)、痛性眼肌麻痹综合征

(Tolosa-Hunt  syndrome)、横贯性脊髓炎、溃疡性结肠炎、未分化型结缔组织病(UCTD)、水

疱性皮肤病、韦格纳肉芽肿病。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮

抗剂给予正在经历组织或器官移植的患者。在一些实施方案中，不将本公开文本的ActRII

和/或TGFβ拮抗剂给予已经进行组织或器官移植的患者。在一些实施方案中，不将本公开文

本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予患有移植物抗宿主病的患者。在一些实施方案中，不将本

公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂给予正在用一种或多种免疫抑制剂和/或免疫抑制疗

法治疗的患者。

[0409] 在某些实施方案中，本公开文本提供了通过测量患者的一个或多个血液学参数管

理患者的方法，所述患者已经用本公开文本的一种或多种ActRII拮抗剂治疗，或者是要用

本公开文本的一种或多种ActRII拮抗剂治疗的候选者。血液学参数可以用于评价作为要用

本公开文本的拮抗剂治疗的候选者的患者的适当给药，以监测治疗期间的血液学参数，以

评价在用本公开文本的一种或多种拮抗剂治疗期间是否调整剂量和/或评价本公开文本的

一种或多种拮抗剂的适当维持剂量。如果一个或多个血液学参数在正常水平以外，则可以

减少、延迟或终止使用一种或多种ActRII拮抗剂的给药。

[0410] 可以根据本文所提供的方法测量的血液学参数包括例如红细胞水平、血压、铁储

备和使用本领域公认的方法在体液中发现的与增加的红细胞水平相关的其他因素。可以使

用来自患者的血液样品来确定此类参数。红细胞水平、血红蛋白水平和/或血细胞比容水平

的增加可能导致血压升高。

[0411] 在一个实施方案中，如果在作为要用一种或多种ActRII拮抗剂治疗的候选者的患

者体内，一个或多个血液学参数在正常范围以外或者在正常范围的高侧，则可以延迟所述

一种或多种拮抗剂的给予的开始，直到血液学参数已经自然地或通过治疗干预恢复到正常

或可接受的水平为止。例如，如果候选患者是高血压或高血压前期，则可以用降血压剂治疗

患者以降低患者的血压。可以使用适合于单独患者的状况的任何降血压剂，包括例如利尿

药、肾上腺素能抑制剂(包括α阻断剂和β阻断剂)、血管扩张剂、钙通道阻断剂、血管紧张素

转化酶(ACE)抑制剂或血管紧张素II受体阻断剂。可替代地，可以使用饮食和锻炼方案来治

说　明　书 107/145 页

119

CN 110494155 A

119



疗血压。类似地，如果候选患者的铁储备低于正常范围或在正常范围的低侧，则患者可以用

适当的饮食和/或铁补充剂方案治疗，直到患者的铁储备恢复至正常或可接受的水平为止。

对于具有高于正常的红细胞水平和/或血红蛋白水平的患者，则可以延迟本公开文本的一

种或多种拮抗剂的给予，直到所述水平已经恢复至正常或可接受的水平为止。

[0412] 在某些实施方案中，如果在作为要用一种或多种ActRII拮抗剂药剂治疗的候选者

的患者体内，一个或多个血液学参数在正常范围以外或者在正常范围的高侧，则可以不延

迟给予的开始。然而，可以将所述一种或多种拮抗剂的给药的剂量或频率设定为降低在给

予本公开文本的所述一种或多种拮抗剂时出现的血液学参数的不可接受的增加的风险的

量。可替代地，可以为患者研发治疗方案，所述治疗方案将一种或多种ActRII拮抗剂与解决

不需要的血液学参数的水平的治疗剂组合。例如，如果患者的血压升高，则治疗方案可以设

计为包括给予一种或多种ActRII拮抗剂和降血压剂。对于具有低于所需的铁储备的患者，

治疗方案可以研发为包括一种或多种ActRII拮抗剂和铁补充。

[0413] 在一个实施方案中，可以为作为要用一种或多种ActRII拮抗剂治疗的候选者的患

者确立一个或多个血液学参数的一个或多个基线参数，并且可以基于所述一个或多个基线

值为所述患者确立适当的给药方案。可替代地，基于患者的病史确立的基线参数可以用于

报告患者的适当拮抗剂给药方案。例如，如果健康患者的确立的基线血压读数高于限定的

正常范围，则可能不必将患者的血压纳入一般群体在用本公开文本的所述一种或多种拮抗

剂治疗之前被认为正常的范围内。患者的一个或多个血液学参数在用一种或多种ActRII拮

抗剂治疗之前的基线值还可以作为相关比较值，用于监测血液学参数在用本文所述的所述

一种或多种拮抗剂治疗期间的任何变化。

[0414] 在某些实施方案中，在正在用一种或多种ActRII拮抗剂治疗的患者体内测量一个

或多个血液学参数。血液学参数可以用于在治疗期间监测患者，并且允许调节或终止使用

本公开文本的所述一种或多种拮抗剂的给药或使用另一种治疗剂的另外的给药。例如，如

果给予一种或多种ActRII拮抗剂导致血压、红细胞水平或血红蛋白水平的升高或者铁储备

的减少，则可以降低本公开文本的所述一种或多种拮抗剂的剂量的量或频率，以降低本公

开文本的所述一种或多种拮抗剂对所述一个或多个血液学参数的影响。如果给予一种或多

种ActRII拮抗剂导致一个或多个血液学参数的对患者不利的变化，则可以暂时终止本文所

述的所述一种或多种拮抗剂的给药，直到所述一个或多个血液学参数恢复到可接受的水平

为止，或永久终止给药。类似地，如果在降低本文所述的所述一种或多种拮抗剂的给予的剂

量或频率后，没有使一个或多个血液学参数恢复到可接受的范围内，则可以终止给药。作为

减少或终止使用本文所述的所述一种或多种拮抗剂的给药的替代方案或除其以外，可以用

解决不需要的所述一个或多个血液学参数的水平的另一种治疗剂对患者进行给药，所述另

一种治疗剂是例如降血压剂或铁补充剂。例如，如果正在用一种或多种ActRII拮抗剂治疗

的患者的血压升高，则使用本公开文本的所述一种或多种拮抗剂的给药能以相同水平继续

进行，并且将降血压剂添加至治疗方案；将使用所述一种或多种拮抗剂(例如，在量和/或频

率方面)和降血压剂的给药添加至治疗方案；或者可以终止使用所述一种或多种拮抗剂的

给药并且可以用降血压剂治疗患者。

[0415] 10.药物组合物

[0416] 在某些方面中，本公开文本的ActRII和/或TGFβ拮抗剂或此类拮抗剂的组合可以

说　明　书 108/145 页

120

CN 110494155 A

120



单独地或作为药物制剂(也称为治疗组合物或药物组合物)的组分来给予。药物制剂是指如

下制剂，其呈使得其中所含活性成分(例如，本公开文本的药剂)的生物活性有效的形式，并

且不含对给予制剂的受试者具有不可接受的毒性的其他组分。主题化合物可以配制用于以

任何便利的方式给予以供在人或兽医医学中使用。例如，本公开文本的一种或多种药剂可

以与药学上可接受的载体一起配制。药学上可接受的载体是指药物制剂中除活性成分之外

的成分，其通常对受试者无毒。药学上可接受的载体包括但不限于缓冲剂、赋形剂、稳定剂

和/防腐剂。通常，当给予受试者时，用于本公开文本的药物制剂呈无热原的生理学上可接

受的形式。可以任选地包括在如上所述制剂中的除了本文所述那些之外的治疗上有用的药

剂可以在本公开文本的方法中与主题药剂组合给予。

[0417] 在某些实施方案中，组合物将肠胃外地[例如，通过静脉内(I.V.)注射、动脉内注

射、骨内注射、肌内注射、鞘内注射、皮下注射或皮内注射]给予。适用于肠胃外给予的药物

组合物可以包含本公开文本的一种或多种药剂与一种或多种药学上可接受的无菌等渗水

溶液或非水溶液、分散液、悬浮液或乳液或可以刚好在使用之前重构成无菌可注射溶液或

分散液的无菌粉末的组合。可注射溶液或分散液可以含有抗氧化剂、缓冲剂、抑菌剂、悬浮

剂、增稠剂或使制剂与预期接受者的血液等渗的溶质。可以用于本公开文本的药物制剂中

的合适的水性和非水性载体的例子包括水、乙醇、多元醇(例如，甘油、丙二醇、聚乙二醇

等)、植物油(例如，橄榄油)、可注射有机酯(例如，油酸乙酯)及其合适的混合物。例如，通过

使用包衣材料(例如，卵磷脂)，在分散液的情况下通过维持所需的粒度以及通过使用表面

活性剂，可以维持适当的流动性。

[0418] 在一些实施方案中，将化合物给予眼，包括例如通过局部给予、眼内(例如，玻璃体

内)注射或通过植入体或装置来给予。玻璃体内注射可以例如经睫状体扁平部在边缘后3mm

至4mm处注射。用于给予眼的药物组合物能以多种方式来配制，包括例如滴眼剂、眼用溶液、

眼用悬液、眼用乳液、玻璃体内注射液、筋膜囊下注射液、眼用生物蚀解性植入体和非生物

蚀解性眼用插入物或储库。

[0419] 在一些实施方案中，本公开文本的治疗方法包括从植入物或装置全身地或局部地

给予药物组合物。此外，药物组合物能以用于递送至目标组织部位(例如，骨髓或肌肉)的形

式包封或注射。在某些实施方案中，本公开文本的组合物可以包括能够将本公开文本的一

种或多种药剂递送至目标组织部位(例如，骨髓或肌肉)的基质，从而提供用于发育中组织

并且最佳地能够被吸收至体内的结构。例如，基质可以提供本公开文本的一种或多种药剂

的缓慢释放。此类基质可以由目前用于其他植入医学应用的材料形成。

[0420] 基质材料的选择可以基于以下中的一种或多种：生物相容性、生物降解性、机械特

性、美容外观和界面特性。主题组合物的特定应用将定义适当的制剂。组合物的潜在基质可

以是可生物降解的且化学成分确定的硫酸钙、磷酸三钙、羟基磷灰石、聚乳酸和聚酸酐。其

他潜在的材料是可生物降解的且生物学成分明确确定的，包括例如骨或真皮胶原。其他基

质包括纯蛋白质或细胞外基质组分。其他潜在的基质是不可生物降解的且化学成分确定

的，包括例如烧结的羟基磷灰石、生物玻璃、铝酸盐或其他陶瓷。基质可以包括任何上述类

型的材料的组合，包括例如聚乳酸和羟基磷灰石或胶原和磷酸三钙。可以改变生物陶瓷的

组成(例如，钙-铝酸盐-磷酸盐)和加工以改变孔径、粒度、粒子形状和生物降解性中的一种

或多种。
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[0421] 在某些实施方案中，本公开文本的药物组合物可以局部地给予。“局部施用”或“局

部地”意指药物组合物与体表(包括例如皮肤、伤口部位和粘膜)接触。局部药物组合物可以

具有多种施用形式，并且通常包含含药物层，其适合于在局部给予该组合物时放置在组织

附近或与组织直接接触。适合于局部给予的药物组合物可以包含本公开文本的一种或多种

ActRIIB和/或TGFβ拮抗剂，将其组合配制为液体、凝胶、乳膏、洗剂、软膏、泡沫、糊剂、油灰

(putty)、半固体或固体。呈液体、凝胶、乳膏、洗剂、软膏、泡沫、糊剂或油灰形式的组合物可

以通过在目标组织上摊开、喷涂、涂抹、轻搽或滚动组合物来施用。组合物还可以浸渍至无

菌敷料、透皮贴剂、膏药和绷带中。油灰、半固体或固体形式的组合物可以是可变形的。它们

可以是弹性的或非弹性的(例如，柔性或刚性的)。在某些方面中，组合物形成复合材料的一

部分并且可以包括纤维、微粒或具有相同或不同组成的多个层。

[0422] 呈液体形式的局部组合物可以包括药学上可接受的溶液、乳液、微乳液和悬浮液。

除了所述一种或多种活性成分之外，液体剂型可以含有本领域常用的惰性稀释剂，包括例

如水或其他溶剂、增溶剂和/或乳化剂[例如，乙醇、异丙醇、碳酸乙酯、乙酸乙酯、苯甲醇、苯

甲酸苄酯、丙二醇或1,3-丁二醇、油(例如，棉籽、花生、玉米、胚芽、橄榄、蓖麻和芝麻油)、甘

油、四氢呋喃醇、聚乙二醇、脱水山梨糖醇的脂肪酸酯及其混合物]。

[0423] 局部凝胶、乳膏、洗剂、软膏、半固体或固体组合物可以包括一种或多种增稠剂，如

多糖、合成聚合物或基于蛋白质的聚合物。在本发明的一个实施方案中，本文的胶凝剂是合

适地无毒并且提供所需粘度的胶凝剂。增稠剂可以包括以下的聚合物、共聚物和单体：乙烯

吡咯烷酮、甲基丙烯酰胺、丙烯酰胺N-乙烯基咪唑、羧基乙烯基、乙烯基酯、乙烯基醚、聚硅

酮、聚氧化乙烯、聚乙二醇、乙烯醇、丙烯酸钠、丙烯酸酯、马来酸、NN-二甲基丙烯酰胺、双丙

酮丙烯酰胺、丙烯酰胺、丙烯酰基吗啉、普朗尼克、胶原、聚丙烯酰胺、聚丙烯酸酯、聚乙烯

醇、聚乙烯基撑、聚乙烯硅酸酯、用糖(例如，蔗糖、葡萄糖、葡糖胺、半乳糖、海藻糖、甘露糖

或乳糖)取代的聚丙烯酸酯、酰基酰胺丙烷磺酸、四甲氧基正硅酸酯、甲基三甲氧基正硅酸

酯、四烷氧基正硅酸酯、三烷氧基正硅酸酯、二醇、丙二醇、丙三醇、多糖、海藻酸酯、葡聚糖、

环糊精、纤维素、改性纤维素、氧化纤维素、壳聚糖、几丁质、瓜尔胶、角叉菜胶、透明质酸、菊

粉、淀粉、改性淀粉、琼脂糖、甲基纤维素、植物胶、透明质烷(hylaronan)、水凝胶、明胶、葡

糖氨基葡聚糖、羧甲基纤维素、羟乙基纤维素、羟丙基甲基纤维素、果胶、低甲氧基果胶、交

联葡聚糖、淀粉-丙烯腈接枝共聚物、淀粉聚丙烯酸钠、甲基丙烯酸羟乙酯、丙烯酸羟乙酯、

聚乙烯基撑、聚乙烯基乙醚、聚甲基丙烯酸甲酯、聚苯乙烯、聚氨酯、聚链烷酸酯、聚乳酸、聚

乳酸酯、聚(3-羟基丁酸酯)、磺化水凝胶、AMPS(2-丙烯酰胺基-2-甲基-1-丙磺酸)、SEM(甲

基丙烯酸磺乙酯)、SPM(甲基丙烯酸磺丙酯)、SPA(丙烯酸磺丙酯)、N,N-二甲基-N-甲基丙烯

酸氧乙基-N-(3-磺丙基)铵甜菜碱、甲基丙烯酸酰胺基丙基-二甲基铵磺基甜菜碱、SPI(衣

康酸-双(1-丙基磺酸-3)酯二钾盐)、衣康酸、AMBC(3-丙烯酰胺基-3-甲基丁酸)、β-羧乙基

丙烯酸酯(丙烯酸二聚体)以及马来酸酐-甲基乙烯醚聚合物、其衍生物、其盐、其酸及其组

合。在某些实施方案中，本公开文本的药物组合物可以口服地给予，例如以下列形式：胶囊、

扁囊剂、丸剂、片剂、锭剂(使用调味基质如蔗糖和阿拉伯胶或黄蓍胶)、粉末、颗粒、在水性

或非水性液体中的溶液或悬浮液、水包油或油包水液体乳液或酏剂或糖浆或软锭剂(使用

惰性基质如明胶和甘油或蔗糖和阿拉伯胶)和/或漱口水，每一种均含有预定量的本公开文

本的化合物和任选地一种或多种其他活性成分。本公开文本的化合物和任选地一种或多种
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其他活性成分也能以大丸药、药糖剂或糊剂给予。

[0424] 在用于口服给予的固体剂型(例如，胶囊、片剂、丸剂、糖衣丸、粉末和颗粒)中，本

公开文本的一种或多种化合物可以与一种或多种药学上可接受的载体混合，所述载体包括

例如柠檬酸钠、磷酸二钙、填充剂或增量剂(例如，淀粉、乳糖、蔗糖、葡萄糖、甘露糖醇和硅

酸)、粘合剂(例如，羧甲基纤维素、海藻酸盐、明胶、聚乙烯吡咯烷酮、蔗糖和阿拉伯胶)、保

湿剂(例如，甘油)、崩解剂(例如，琼脂、碳酸钙、马铃薯或树薯淀粉、海藻酸、硅酸盐和碳酸

钠)、溶液阻滞剂(例如，石蜡)、吸收促进剂(例如，季铵化合物)、润湿剂(例如，鲸蜡醇和单

硬脂酸甘油酯)、吸收剂(例如，高岭土和膨润土)、润滑剂(例如，滑石、硬脂酸钙、硬脂酸镁、

固体聚乙二醇、十二烷基硫酸钠)、着色剂及其混合物。在胶囊、片剂和丸剂的情况下，药物

制剂(组合物)还可以包含缓冲剂。类似类型的固体组合物也可以用作使用包括例如乳糖

(lactose或milk  sugar)以及高分子量聚乙二醇在内的一种或多种赋形剂的软和硬填充明

胶胶囊中的填充剂。

[0425] 用于口服给予药物组合物的液体剂型可以包括药学上可接受的乳液、微乳液、溶

液、悬浮液、糖浆和酏剂。除了所述一种或多种活性成分之外，液体剂型可以含有本领域常

用的惰性稀释剂，包括例如水或其他溶剂、增溶剂和/或乳化剂[例如，乙醇、异丙醇、碳酸乙

酯、乙酸乙酯、苯甲醇、苯甲酸苄酯、丙二醇或1,3-丁二醇、油(例如，棉籽、花生、玉米、胚芽、

橄榄、蓖麻和芝麻油)、甘油、四氢呋喃醇、聚乙二醇、脱水山梨糖醇的脂肪酸酯及其混合

物]。除惰性稀释剂外，口服制剂还可以包括佐剂，包括例如润湿剂、乳化剂和悬浮剂、甜味

剂、调味剂、着色剂、芳香剂、防腐剂及其组合。

[0426] 除活性化合物外，悬浮液可以含有悬浮剂，包括例如乙氧基化异硬脂醇、聚氧乙烯

山梨糖醇、脱水山梨糖醇酯、微晶纤维素、偏氢氧化铝、膨润土、琼脂、黄蓍胶及其组合。

[0427] 通过包含多种抗细菌剂和抗真菌剂(包括例如对羟基苯甲酸酯、氯丁醇和苯酚山

梨酸)可以确保防止微生物的作用和/或生长。

[0428] 在某些实施方案中，可能需要在组合物中包括等渗剂，包括例如糖或氯化钠。另

外，通过包含延迟吸收的试剂(包括例如单硬脂酸铝和明胶)，可以实现可注射药物形式的

延长吸收。

[0429] 应理解，剂量方案将由主治医师通过考虑改变本公开文本的所述一种或多种药剂

的作用的多种因素来确定。在促进红细胞形成的ActRII和/或TGFβ拮抗剂的情况下，多种因

素可以包括但不限于患者的红细胞计数、血红蛋白水平、所需的目标红细胞计数、患者年

龄、患者性别、患者饮食、可能有助于降低的红细胞水平的任何疾病的严重程度、给予时间

和其他临床因素。向最终组合物中添加其他已知的活性剂也可能影响剂量。可以通过定期

评估红细胞水平、血红蛋白水平、网织红细胞水平和造血过程的其他指示物中的一种或多

种来监测进展。

[0430] 在某些实施方案中，本公开文本还提供了用于体内产生本公开文本的一种或多种

药剂的基因疗法。这种疗法将通过将药剂序列引入具有以上列出的一种或多种障碍的细胞

或组织中来实现其治疗作用。例如，通过使用重组表达载体如嵌合病毒或胶体分散系统，可

以实现药剂序列的递送。本公开文本的一种或多种药剂序列的优选治疗性递送是靶向脂质

体的使用。

[0431] 如本文所教导的可以用于基因疗法的多种病毒载体包括腺病毒、疱疹病毒、痘苗
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或RNA病毒(例如，逆转录病毒)。逆转录病毒载体可以是鼠类或禽类逆转录病毒的衍生物。

可以插入单个外源基因的逆转录病毒载体的例子包括但不限于：莫洛尼鼠白血病病毒

(MoMuLV)、哈维鼠肉瘤病毒(HaMuSV)、鼠乳腺瘤病毒(MuMTV)和劳斯肉瘤病毒(RSV)。许多其

他逆转录病毒载体可以掺入多种基因。所有这些载体都可以转移或掺入可选择的标记的基

因，使得可以鉴定和产生经转导的细胞。逆转录病毒载体可以通过附着例如糖、糖脂或蛋白

质而成靶标特异性的。优选的靶向通过使用抗体来完成。本领域技术人员应认识到，可以将

特定多核苷酸序列插入逆转录病毒基因组中或附着于病毒包膜，以允许含有本公开文本的

一种或多种药剂的逆转录病毒载体的靶标特异性递送。

[0432] 可替代地，可以通过常规磷酸钙转染，用编码逆转录病毒结构基因(gag、pol和

env)的质粒直接转染组织培养细胞。然后用含有所关注基因的载体质粒转染这些细胞。所

得细胞将逆转录病毒载体释放到培养基中。

[0433] 用于本公开文本的一种或多种药剂的另一种靶向递送系统是胶体分散系统。胶体

分散系统包括例如大分子复合物、纳米胶囊、微球、珠粒和基于脂质的系统，其包括水包油

乳液、胶团、混合胶团和脂质体。在某些实施方案中，本公开文本的优选胶体系统是脂质体。

脂质体是人工膜囊泡，其在体外和体内可用作递送运载体。可以将RNA、DNA和完整病毒粒子

包封于水性内部内，并以生物活性形式递送至细胞[Fraley等人(1981) Trends 

Biochem.Sci.,6:77]。使用脂质体运载体的有效基因转移方法是本领域已知的[Mannino等

人(1988)Biotechniques,6:682,1988]。

[0434] 脂质体的组成通常是磷脂的组合，所述磷脂可以包括类固醇(例如胆固醇)。脂质

体的物理特征取决于pH、离子强度和二价阳离子的存在。也可以使用其他磷脂或其他脂质，

包括例如磷脂酰化合物(例如，磷脂酰甘油、磷脂酰胆碱、磷脂酰丝氨酸、磷脂酰乙醇胺、鞘

脂、脑苷脂和神经节苷脂)、卵磷脂酰胆碱、二棕榈酰磷脂酰胆碱和二硬脂酰磷脂酰胆碱。基

于例如器官特异性、细胞特异性和细胞器特异性，脂质体的靶向也是可能的，并且是本领域

已知的。

[0435] 实施例

[0436] 现在一般性地描述本发明，通过参考以下实施例将更容易地理解本发明，所述实

施例仅用于说明本发明的某些实施方案和实施方案的目的而被包括在内，并不旨在限制本

发明。

[0437] 实施例1：ActRIIa-Fc融合蛋白

[0438] 产生ActRIIA融合蛋白，其具有用之间的接头融合至人或小鼠Fc结构域的人

ActRIIa的细胞外结构域。将构建体分别称为ActRIIA-hFc和ActRIIA-mFc。

[0439] ActRIIA-hFc在下文中显示为从CHO细胞系中纯化(SEQ  ID  NO:50)：

[0440] ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRT

DCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD

TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK

ALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0441] ActRIIA-hFc和ActRIIA-mFc蛋白是在CHO细胞系中表达。考虑了三种不同的前导

序列：
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[0442] (i)蜜蜂蜂毒肽(HBML)：MKFLVNVALVFMVVYISYIYA(SEQ  ID  NO:51)

[0443] (ii)组织型纤溶酶原激活物(TPA)：MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP(SEQ  ID  NO:52)

[0444] (iii)天然的：MGAAAKLAFAVFLISCSSGA(SEQ  ID  NO:53)。

[0445] 所选择的形式使用TPA前导序列并具有以下未经加工的氨基酸序列：MDAMKRGLCC

VLLLCGAVFVSPGAAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLD

DINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK

TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK(SEQ  ID  NO:54)

[0446] 这种多肽是由以下核酸序列编码：

[0447] ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCTTCGTTTCGCCCGG

CGCCGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTTTTAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATC

AAACTGGTGTTGAACCGTGTTATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGG

TTCCATTGAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAAAAA

AAGACAGCCCTGAAGTATATTTCTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCGGAGAT

GGAAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCACACATGCCCACCG

TGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT

CCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGT

GGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC

GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAG

TCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCG

GGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAG

TGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC

TCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC

TCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGAATTC(SEQ  ID  NO:55)

[0448] ActRIIA-hFc和ActRIIA-mFc都非常适合于重组表达。如图5中所示，将蛋白质纯化

为单个的界限清晰的蛋白质峰。N末端测序揭示了-ILGRSETQE的单个序列(SEQ  ID  NO:56)。

可以通过一系列柱色谱步骤实现纯化，包括例如以任何顺序的以下步骤中的三步或更多

步：蛋白质A色谱、Q琼脂糖色谱、苯基琼脂糖色谱、尺寸排阻色谱和阳离子交换色谱。纯化可

以用病毒过滤和缓冲液交换完成。将ActRIIA-hFc蛋白纯化至纯度>98％(如通过尺寸排阻

色谱所测定的)和>95％(如通过SDS  PAGE所测定的)。

[0449] ActRIIA-hFc和ActRIIA-mFc对配体显示出高亲和力。使用标准的胺偶联程序将

GDF-11或激活素A固定化于BiacoreTMCM5芯片上。将ActRIIA-hFc和ActRIIA-mFc蛋白加载至

系统上，并且测量结合。ActRIIA-hFc以5x  10-12的解离常数(KD)结合至激活素并以9.96x 

10-9的KD结合至GDF11。参见图6。ActRIIA-mFc的行为类似。

[0450] ActRIIA-hFc在药代动力学研究中极为稳定。用1mg/kg、3mg/kg或10mg/kg的

ActRIIA-hFc蛋白对大鼠给药，并在24、48、72、144和168小时测量蛋白质的血浆水平。在单

独研究中，以1mg/kg、10mg/kg或30mg/kg对大鼠给药。在大鼠体内，ActRIIA-hFc具有11-14

天的血清半衰期，并且在两周后药物的循环水平极高(对于1mg/kg、10mg/kg或30mg/kg的初
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始给予，分别为11μg/ml、110μg/ml或304μg/ml)。在食蟹猴体内，血浆半衰期显著大于14天，

并且对于1mg/kg、10mg/kg或30mg/kg的初始给予，药物的循环水平分别为25μg/ml、304μg/

ml或1440μg/ml。

[0451] 可以根据本文所述的方法使用的多种ActRIIA变体描述于通过引用以其整体并入

本文的作为WO  2006/012627公开的国际专利申请中(参见例如，第55-58页)。替代构建体可

以具有C末端尾部(ActRIIA的细胞外结构域的最后15个氨基酸)的缺失。这种构建体的序列

呈现于下文中(Fc部分加下划线)(SEQ  ID  NO:57)：

[0452] ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRT

DCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV

DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKG

QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0453] 实施例2：ActRIIB-Fc融合蛋白的产生

[0454] 构建可溶ActRIIB融合蛋白，其具有用之间的接头融合至人或小鼠Fc结构域的人

ActRIIB的细胞外结构域。将构建体分别称为ActRIIB-hFc和ActRIIB-mFc。

[0455] ActRIIB-hFc在下文中显示为从CHO细胞系中纯化(SEQ  ID  NO:58)：GRGEAETRECI

YYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGN

FCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE

DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREP

QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF

SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0456] ActRIIB-hFc和ActRIIB-mFc蛋白是在CHO细胞系中表达。考虑了三种不同的前导

序列：(i)蜜蜂蜂毒肽(HBML)、ii)组织型纤溶酶原激活物(TPA)和(iii)天然的：

MGAAAKLAFAVFLISCSSGA(SEQ  ID  NO:59)。

[0457] 所选择的形式使用TPA前导序列并具有以下未经加工的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:

60)：

[0458] MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASW

RNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHT

CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV

VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0459] 这种多肽是由以下核酸序列(SEQ  ID  NO:61)编码：
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[0460]

[0461] CHO细胞产生的材料的N末端测序揭示了-GRGEAE的主要序列(SEQ  ID  NO:62)。值

得注意的是，文献中报告的其他构建体以-SGR…序列开始。
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[0462] 可以通过一系列柱色谱步骤实现纯化，包括例如以任何顺序的以下步骤中的三步

或更多步：蛋白质A色谱、Q琼脂糖色谱、苯基琼脂糖色谱、尺寸排阻色谱和阳离子交换色谱。

纯化可以用病毒过滤和缓冲液交换完成。

[0463] 在ActRIIB的细胞外结构域中产生一系列突变，并且这些突变体蛋白是作为细胞

外ActRIIB与Fc结构域之间的可溶融合蛋白而产生的。背景ActRIIB-Fc融合物具有SEQ  ID 

NO:58的序列。

[0464] 将多种突变(包括N末端和C末端截短)引入背景ActRIIB-Fc蛋白中。基于本文所呈

现的数据，预期如果与TPA前导序列一起表达，则这些构建体将缺少N末端丝氨酸。在

ActRIIB细胞外结构域中通过PCR诱变产生突变。在PCR后，将片段通过Qiagen柱纯化，用

SfoI和AgeI消化并进行凝胶纯化。将这些片段连接至表达载体pAID4(参见WO  2006/

012627)中，使得在连接后它产生与人IgG1的融合嵌合体。在转化到大肠杆菌DH5α中后，挑

取菌落并分离DNA。对于鼠构建体(mFc)，用鼠IgG2a取代人IgG1。验证了所有突变体的序列。

[0465] 所有突变体都是在HEK293T细胞中通过瞬时转染产生的。总而言之，在500ml旋转

器中，将HEK293T细胞以6x  105个细胞/ml设置于250ml体积的Freestyle(Invitrogen)培养

基中并生长过夜。第二天，用DNA:PEI(1:1)复合物以0.5ug/ml最终DNA浓度处理这些细胞。

在4小时后，添加250ml培养基并使细胞生长7天。通过旋转沉降细胞来收获条件培养基并浓

缩。

[0466] 使用多种技术(包括例如蛋白质A柱)纯化突变体，并用低pH(3.0)甘氨酸缓冲液洗

脱。在中和后，将这些突变体用PBS透析。

[0467] 也在CHO细胞中通过类似方法产生突变体。在通过引用并入本文的WO2008/097541

和WO  2006/012627中所述的结合测定和/或生物测定中测试突变体。在一些情况下，用条件

培养基而不是纯化的蛋白质进行测定。ActRIIB的其他变异描述于美国专利号7,842,663

中。

[0468] 包含具有N末端和C末端截短的人ActRIIB细胞外结构域(天然蛋白SEQ  ID  NO:1的

残基25-131)的ActRIIB(25-131)-hFc融合蛋白与取代天然ActRIIB前导序列的TPA前导序

列N末端融合并且通过最小接头(三个甘氨酸的残基)与人Fc结构域C末端融合(图7；SEQ  ID 

NO:123)。编码这种融合蛋白的核苷酸序列显示于图8中(SEQ  ID  NO:124是编码链，并且SEQ 

ID  NO:125是互补链)。修饰密码子并且发现编码ActRIIB(25-131)-hFc蛋白的变体核酸提

供初始转化体的表达水平的显著改善(图9；SEQ  ID  NO:126是编码链并且SEQ  ID  NO:127是

互补链)。

[0469] 成熟蛋白质具有如下氨基酸序列(通过N末端测序确认N末端)(SEQ  ID  NO:63)：

[0470] ETRECIYYNA  NWELERTNQS  GLERCEGEQD  KRLHCYASWR  NSSGTIELVKKGCWLDDFNC 

YDRQECVATE  ENPQVYFCCC  EGNFCNERFT  HLPEAGGPEVTYEPPPTGGG  THTCPPCPAP  ELLGGPSVFL 

FPPKPKDTLM  ISRTPEVTCVVVDVSHEDPE  VKFNWYVDGV  EVHNAKTKPR  EEQYNSTYRV 

VSVLTVLHQDWLNGKEYKCK  VSNKALPAPI  EKTISKAKGQ  PREPQVYTLP  PSREEMTKNQVSLTCLVKGF 

YPSDIAVEWE  SNGQPENNYK  TTPPVLDSDG  SFFLYSKLTVDKSRWQQGNV  FSCSVMHEAL  HNHYTQKSLS 

LSPGK

[0471] 氨基酸1-107衍生自ActRIIB。

[0472] 使用一系列柱色谱步骤纯化所表达的分子，包括例如以任何顺序的以下步骤中的
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三步或更多步：蛋白质A色谱、Q琼脂糖色谱、苯基琼脂糖色谱、尺寸排阻色谱和阳离子交换

色谱。纯化可以用病毒过滤和缓冲液交换完成。

[0473] 在体外用BiacoreTM仪器评价若干种配体对ActRIIB(25-131)-hFc及其全长对应物

ActRIIB(20-134)-hFc的亲和力，并且将结果归纳于下表中。由于复合物极快地缔合与解离

妨碍了kon和koff的准确测定，Kd值是通过稳态亲和力拟合来获得的。ActRIIB(25-131)-hFc

以高亲和力结合激活素A、激活素B和GDF11。

[0474] ActRIIB-hFc形式的配体亲和力：

[0475]

[0476] 实施例3：GDF阱的产生

[0477] 如下构建GDF阱。具有ActRIIB的经修饰细胞外结构域(具有L79D取代的SEQ  ID 

NO:1的氨基酸20-134)的多肽相对于GDF11和/或肌生成抑制蛋白具有显著降低的激活素A

结合(由于SEQ  ID  NO:1中位置79处亮氨酸至天冬氨酸的取代)，所述多肽用之间的最小接

头(三个甘氨酸氨基酸)与人或小鼠Fc结构域融合。将构建体分别称为ActRIIB(L79D  20-

134)-hFc和ActRIIB(L79D  20-134)-mFc。在位置79处具有谷氨酸而不是天冬氨酸的替代形

式的表现类似(L79E)。还产生了下文的关于SEQ  ID  NO:64在位置226处具有丙氨酸而不是

缬氨酸的替代形式，并且其在所测试的所有方面都有同等表现。位置79(相对于SEQ  ID  NO:

1，或相对于SEQ  ID  NO:64的位置60)处的天冬氨酸在下文中是通过 来指示。

在相对于SEQ  ID  NO:64的位置226处的缬氨酸也是在下文中通过 来指示。

[0478] GDF阱ActRIIB(L79D  20-134)-hFc在下文中显示为从CHO细胞系中纯化(SEQ  ID 

NO:64)。

[0479]

[0480] GDF阱中ActRIIB衍生的部分具有下文所述的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:65)，并且该

部分可以用作单体或用作呈单体、二聚体或更高阶复合物的非Fc融合蛋白。

[0481] GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWDDDFNCYDR
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QECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT(SEQ  ID  NO:65)

[0482] GDF阱蛋白是在CHO细胞系中表达。考虑了三种不同的前导序列：

[0483] (i)蜜蜂蜂毒肽(HBML)、(ii)组织型纤溶酶原激活物(TPA)和(iii)天然的。

[0484] 所选择的形式使用TPA前导序列并具有以下未经加工的氨基酸序列：

[0485] MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYAS

WRNSSGTIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGT

HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST

YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS

DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK(SEQ 

ID  NO:66)

[0486] 这种多肽是由以下核酸序列(SEQ  ID  NO:67)编码：
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[0487]

[0488]

[0489] 可以通过一系列柱色谱步骤实现纯化，包括例如以任何顺序的以下步骤中的三步
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或更多步：蛋白质A色谱、Q琼脂糖色谱、苯基琼脂糖色谱、尺寸排阻色谱和阳离子交换色谱。

纯化可以用病毒过滤和缓冲液交换完成。在纯化方案的例子中，使细胞培养基经过蛋白质A

柱，在150mM  Tris/NaCl(pH8.0)中洗涤，然后在50mM  Tris/NaCl(pH  8.0)中洗涤，并用0.1M

甘氨酸(pH  3.0)洗脱。将低pH洗脱物在室温下保持30分钟作为病毒清除步骤。然后中和洗

脱物并使其经过Q琼脂糖离子交换柱并在50mM  Tris(pH  8.0)、50mM  NaCl中洗涤，并在50mM 

Tris(pH  8 .0)中洗脱，其中NaCl浓度介于150mM与300mM之间。然后将洗脱物交换至50mM 

Tris(pH  8.0)、1.1M硫酸铵中，并使其经过苯基琼脂糖柱，洗涤，并在50mM  Tris(pH  8.0)中

洗脱，其中硫酸铵介于150与300mM之间。对洗脱物进行透析和过滤以供使用。

[0490] 其他GDF阱(经修饰以降低激活素A结合相对于肌生成抑制蛋白或GDF11结合的比

率的ActRIIB-Fc融合蛋白)描述于通过引用并入本文的WO2008/097541和WO  2006/012627

中。

[0491] 实施例4：GDF-11介导的信号传导和激活素介导的信号传导的生物测定

[0492] 使用A-204报告基因测定评价ActRIIB-Fc蛋白和GDF阱对GDF-11和激活素A的信号

传导的影响。细胞系：人横纹肌肉瘤(衍生自肌肉)。报告载体：pGL3(CAGA)12(描述于

Dennler等人,1998,EMBO  17:3091-3100中)。CAGA12基序存在于TGFβ反应性基因(例如，

PAI-1基因)中，因此这种载体通常用于通过SMAD2和SMAD3进行的因子信号传导。

[0493] 第1天：将A-204细胞分离至48孔板中。

[0494] 第2天：用10ug  pGL3(CAGA)12或pGL3(CAGA)12(10ug)+pRLCMV(1μg)和Fugene转染

A-204细胞。

[0495] 第3天：添加因子(稀释至培养基中+0.1％BSA)。在添加至细胞之前，抑制剂需要与

因子一起预孵育1小时。6小时后，用PBS冲洗细胞并裂解。

[0496] 这之后进行荧光素酶测定。在不存在任何抑制剂下，激活素A显示报告基因表达的

10倍刺激和约2ng/ml的ED50。GDF-11：16倍刺激，ED50：约1.5ng/ml。

[0497] 在如上所述的基于细胞的测定中测试ActRIIB-Fc蛋白和GDF阱的活性。结果归纳

于下表中。在不同的C末端截短构建体中测试一些变体。GDF阱(L79D和L79E变体)显示激活

素A抑制基本丧失，同时保留几乎野生型的GDF-11抑制。

[0498] 可溶ActRIIB-Fc与GDF11和激活素A的结合：
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[0499]

[0500] +较差活性(约1x  10-6KI)

[0501] ++中等活性(约1x  10-7KI)

[0502] +++良好(野生型)活性(约1x  10-8KI)

[0503] ++++超过野生型的活性

[0504] 实施例5：具有截短的ActRIIB细胞外结构域的GDF阱的产生
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[0505] 称为ActRIIB(L79D  25-131)-hFc的具有截短的ActRIIB细胞外结构域的GDF阱是

通过TPA前导序列与含有亮氨酸至天冬氨酸的取代(在SEQ  ID  NO:1中的残基79处)的截短

细胞外结构域(SEQ  ID  NO:1中的残基25-131)的N末端融合以及用接头(三个甘氨酸残基)

的人Fc结构域的C末端融合来产生(图12，SEQ  ID  NO:131)。ActRIIB(L79D  25-131)-hFc的

细胞纯化形式的序列呈现于图13中(SEQ  ID  NO:132)，并且不含前导序列、接头或Fc结构域

的成熟细胞外结构域呈现于图14中(SEQ  ID  NO:133)。编码这种融合蛋白的一个核苷酸序

列(SEQ  ID  NO:134)与其互补序列(SEQ  ID  NO:135)一起显示于图15中，并且编码确切地相

同的融合蛋白的替代核苷酸序列(SEQ  ID  NO:136)与其互补序列(SEQ  ID  NO:137)一起显

示于图16中。

[0506] 实施例6：具有双重截短的ActRIIB细胞外结构域的GDF阱的选择性配体结合

[0507] 在体外用BiacoreTM仪器评价GDF阱和其他ActRIIB-hFc蛋白对若干种配体的亲和

力。结果归纳于下表中。由于复合物极快地缔合与解离妨碍了kon和koff的准确测定，Kd值是

通过稳态亲和力拟合来获得的。

[0508] ActRIIB-hFc变体的配体选择性：

[0509]

[0510] 具有截短的细胞外结构域的GDF阱ActRIIB(L79D  25-131)-hFc的配体选择性相当

于或超过较长变体ActRIIB(L79D  20-134)-hFc所展示的配体选择性，与缺少L79D取代的

ActRIIB-hFc对应物相比具有显著损失的激活素A结合、部分损失的激活素B结合以及几乎

完全保留的GDF11结合。注意，在此处所展示的配体中，仅截短物(不含L79D取代)未改变选

择性[比较ActRIIB(L79  25-131)-hFc与ActRIIB(L79  20-134)-hFc]。ActRIIB(L79D25-

131)-hFc还保留强至中等的与Smad  2/3信号传导配体GDF8以及Smad1/5/8配体BMP6和

BMP10的结合。

[0511] 实施例7：衍生自ActRIIB5的GDF阱

[0512] 其他人已经报道了ActRIIB的替代可溶形式(命名为ActRIIB5)，其中外显子4(包

括ActRIIB跨膜结构域)已经被不同的C末端序列置换(参见例如，WO  2007/053775)。

[0513] 不含其前导序列的天然人ActRIIB5的序列如下：

[0514] GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDR

QECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWASTTIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE(SEQ 
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ID  NO:68)

[0515] 可以如所述在天然位置79(加下划线)处进行亮氨酸至天冬氨酸的取代或其他酸

性取代，以构建具有以下序列的变体ActRIIB5(L79D)：

[0516] GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWDDDFNCYDR

QECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWASTTIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE(SEQ 

ID  NO:69)

[0517] 这种变体能以TGGG接头(单下划线)连接至人Fc 以产生具有以下序

列的人ActRIIB5(L79D)-hFc融合蛋白：

[0518]

[0519] 这种构建体可以在CHO细胞中表达。

[0520] 实施例8：ALK4:ActRIIB异二聚体的产生

[0521] 构建ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异聚复合物，其包含人ActRIIB和人ALK4的细胞外结构

域，所述细胞外结构域各自单独地以定位于细胞外结构域与Fc结构域之间的接头融合至Fc

结构域。各个构建体分别称为ActRIIB-Fc融合多肽和ALK4-Fc融合多肽，并且下面提供了各

自的序列。

[0522] 与ActRIIB-Fc或ALK4-Fc同二聚体复合物相反，用于促进ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异

聚复合物形成的方法是在Fc结构域的氨基酸序列中引入改变，以引导不对称异聚复合物的

形成。在本公开文本中描述了使用Fc结构域制备不对称相互作用对的许多不同方法。

[0523] 在一种方法中，在SEQ  ID  NO:71和73以及SEQ  ID  No:74和76的ActRIIB-Fc和

ALK4-Fc多肽序列中分别说明，一个Fc结构域发生改变以在相互作用面处引入阳离子氨基

酸，而另一个Fc结构域发生改变以在相互作用面处引入阴离子氨基酸。ActRIIB-Fc融合多

肽和ALK4-Fc融合多肽各自使用组织型纤溶酶原激活物(TPA)前导序列。

[0524] ActRIIB-Fc多肽序列(SEQ  ID  NO:71)如下所示：
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[0525]

[0526] 前导(信号)序列和接头加下划线。为了促进ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体而不是

任何一种可能的同二聚体复合物的形成，可以将两个氨基酸取代(用赖氨酸置换酸性氨基

酸)引入ActRIIB融合蛋白的Fc结构域中，如以上 所示。SEQ  ID  NO:71的氨基酸

序列可以任选地提供为从C末端去除赖氨酸(K)。

[0527] 这种ActRIIB-Fc融合蛋白是由以下核酸序列(SEQ  ID  NO:72)编码：

[0528]    
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[0529]

[0530] 成熟ActRIIB-Fc融合多肽(SEQ  ID  NO:73)如下，并且可以任选地从C末端去除赖

氨酸(K)。

[0531]

[0532]     

说　明　书 125/145 页

137

CN 110494155 A

137



[0533] ALK4-Fc融合多肽的互补形式(SEQ  ID  NO:74)如下：

[0534]

[0535] 前导序列和接头加下划线。为了用上述SEQ  ID  NO:71和73的ActRIIB-Fc融合多肽

引导异二聚体形成，可以将两个氨基酸取代(用天冬氨酸置换赖氨酸)引入ALK4-Fc融合多

肽的Fc结构域中，如以上 所示。SEQ  ID  NO:74的氨基酸序列可以任选地提供为在

C末端添加赖氨酸(K)。

[0536] 这种ALK4-Fc融合蛋白是由以下核酸(SEQ  ID  NO:75)编码：

[0537]
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[0538]

[0539] 成熟ALK4-Fc融合蛋白序列(SEQ  ID  NO:76)如下，并且可以任选地在C末端添加赖

氨酸(K)。

[0540]

[0541] SEQ  ID  NO:73和SEQ  ID  NO:76的ActRIIB-Fc和ALK4-Fc蛋白分别可以在CHO细胞

系中共表达并从中纯化，以产生包含ALK4-Fc:ActRIIB-Fc的异聚复合物。

[0542] 在使用不对称Fc融合蛋白促进异多聚体复合物形成的另一种方法中，Fc结构域发

生改变以引入互补疏水相互作用和另一个分子间二硫键，分别如SEQ  ID  NO:77和78以及

SEQ  ID  No:79和80的ActRIIB-Fc和ALK4-Fc多肽序列中所说明。ActRIIB-Fc融合多肽和

ALK4-Fc融合多肽各自使用组织型纤溶酶原激活物(TPA)前导序列。

[0543] ActRIIB-Fc多肽序列(SEQ  ID  NO:77)如下所示：

[0544]

[0545]
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[0546] 前导(信号)序列和接头加下划线。为了促进ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体而不是

任何一种可能的同二聚体复合物的形成，可以将两个氨基酸取代(用半胱氨酸置换丝氨酸

并用色氨酸置换苏氨酸)引入融合蛋白的Fc结构域中，如以上 所示。SEQ  ID  NO:

77的氨基酸序列可以任选地提供为从C末端去除赖氨酸(K)。

[0547] 成熟ActRIIB-Fc融合多肽如下：

[0548]

[0549] ALK4-Fc融合多肽的互补形式(SEQ  ID  NO:79)如下，并且可以任选地提供为从C末

端去除赖氨酸(K)。

[0550]

[0551] 前导序列和接头加下划线。为了用上述SEQ  ID  NO:77和78的ActRIIB-Fc融合多肽

引导异二聚体形成，可以将四个氨基酸取代引入ALK4融合多肽的Fc结构域中，如以上

所示。SEQ  ID  NO:79的氨基酸序列可以任选地提供为从C末端去除赖氨酸(K)。

[0552] 成熟ALK4-Fc融合蛋白序列如下，并且可以任选地提供为从C末端去除赖氨酸(K)。
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[0553]

[0554] SEQ  ID  NO:78和SEQ  ID  NO:80的ActRIIB-Fc和ALK4-Fc蛋白分别可以在CHO细胞

系中共表达并从中纯化，以产生包含ALK4-Fc:ActRIIB-Fc的异聚复合物。

[0555] 可以通过一系列柱色谱步骤实现各种ALK4-Fc:ActRIIB-Fc复合物的纯化，包括例

如以任何顺序的以下步骤中的三步或更多步：蛋白质A色谱、Q琼脂糖色谱、苯基琼脂糖色

谱、尺寸排阻色谱和阳离子交换色谱。纯化可以用病毒过滤和缓冲液交换完成。

[0556] 在使用不对称Fc融合蛋白促进异多聚体复合物形成的另一种方法中，Fc结构域发

生改变以引入互补疏水相互作用、另一个分子间二硫键和两个Fc结构域之间的静电差异，

以促进基于净分子电荷的纯化，如分别在SEQ  ID  NO:139-142和143-146的ActRIIB-Fc和

ALK4-Fc多肽序列中所说明。ActRIIB-Fc融合多肽和ALK4-Fc融合多肽各自使用组织型纤溶

酶原激活物(TPA)前导序列。

[0557] ActRIIB-Fc多肽序列(SEQ  ID  NO:139)如下所示：

[0558]

[0559] 前导序列和接头加下划线。为了促进ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体而不是任何一

种可能的同二聚体复合物的形成，可以将两个氨基酸取代(用半胱氨酸置换丝氨酸并用色

氨酸置换苏氨酸)引入融合蛋白的Fc结构域中，如以上 所示。为了促进ALK4-Fc:

ActRIIB-Fc异二聚体的纯化，也可以将两个氨基酸取代(用酸性氨基酸置换赖氨酸)引入融

合蛋白的Fc结构域中，如以上 所示。SEQ  ID  NO:139的氨基酸序列可以任选地提

供为在C末端添加赖氨酸。
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[0560] 这种ActRIIB-Fc融合蛋白是由以下核酸(SEQ  ID  NO:140)编码：

[0561]

[0562] 成熟ActRIIB-Fc融合多肽如下(SEQ  ID  NO:141)，并且可以任选地提供为在C末端

添加赖氨酸。
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[0563]

[0564] 这种ActRIIB-Fc融合多肽是由以下核酸(SEQ  ID  NO:142)编码：
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[0565]

[0566] ALK4-Fc融合多肽的互补形式(SEQ  ID  NO:143)如下，并且可以任选地提供为从C

末端去除赖氨酸。
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[0567]

[0568] 前导序列和接头加下划线。为了用上述SEQ  ID  NO:139和141的ActRIIB-Fc融合多

肽引导异二聚体形成，可以将四个氨基酸取代(用半胱氨酸置换酪氨酸，用丝氨酸置换苏氨

酸，用丙氨酸置换亮氨酸，并用缬氨酸置换酪氨酸)引入ALK4融合多肽的Fc结构域中，如以

上 所示。为了促进ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体的纯化，也可以将两个氨基酸

取代(用精氨酸置换天冬酰胺并用精氨酸置换天冬氨酸)引入ALK4-Fc融合多肽的Fc结构域

中，如以上 所示。SEQ  ID  NO:143的氨基酸序列可以任选地提供为从C末端去除赖

氨酸。

[0569] 这种ALK4-Fc融合多肽是由以下核酸(SEQ  ID  NO:144)编码：

[0570]
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[0571]

[0572] 成熟ALK4-Fc融合多肽序列如下(SEQ  ID  NO:145)，并且可以任选地提供为从C末

端去除赖氨酸。

[0573]

[0574] 这种ALK4-Fc融合多肽是由以下核酸(SEQ  ID  NO:146)编码：
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[0575]

[0576]

[0577] SEQ  ID  NO:141和SEQ  ID  NO:145的ActRIIB-Fc和ALK4-Fc蛋白分别可以在CHO细

胞系中共表达并从中纯化，以产生包含ALK4-Fc:ActRIIB-Fc的异聚复合物。

[0578] 可以通过一系列柱色谱步骤实现各种ALK4-Fc:ActRIIB-Fc复合物的纯化，包括例

如以任何顺序的以下步骤中的三步或更多步：蛋白质A色谱、Q琼脂糖色谱、苯基琼脂糖色

谱、尺寸排阻色谱、阳离子交换色谱、基于表位的亲和色谱(例如，采用针对ALK4或ActRIIB

上的表位的抗体或功能等效配体)和多元色谱(例如，采用含有静电配体和疏水性配体的树

脂)。纯化可以用病毒过滤和缓冲液交换完成。

[0579] 实施例9.ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体与ActRIIB-Fc同二聚体和ALK4-Fc同二聚

体相比的配体结合概况

[0580] 使用基于BiacoreTM的结合测定来比较上述ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体复合物
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的配体结合选择性与ActRIIB-Fc和ALK4-Fc同二聚体复合物的配体结合选择性。使用抗Fc

抗体将ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体、ActRIIB-Fc同二聚体和ALK4-Fc同二聚体独立地捕

获至系统上。注射配体并使其流过所捕获的受体蛋白。结果归纳于下表中，其中最指示有效

配体阱的配体解离速率(kd)由灰色阴影指示。

[0581]
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[0582]

[0583] 这些比较性结合数据证明ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体相对于ActRIIB-Fc或

ALK4-Fc同二聚体具有改变的结合概况/选择性。ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体展示出与任

一种同二聚体相比增强的与激活素B的结合，保留如用ActRIIB-Fc同二聚体所观察到的与

激活素A、GDF8和GDF11的强结合，并且展现出显著降低的与BMP9、BMP10和GDF3的结合。具体

地，BMP9对ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体展示出低或不可观察到的亲和力，而这种配体与

ActRIIB-Fc同二聚体强烈结合。与ActRIIB-Fc同二聚体一样，所述异二聚体保留中等水平

的与BMP6的结合。参见图19。

[0584] 另外，使用A-204报告基因测定评价ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体和ActRIIB-Fc:

ActRIIB-Fc同二聚体对通过激活素A、激活素B、GDF11、GDF8、BMP10和BMP9进行的信号传导
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的影响。细胞系：人横纹肌肉瘤(衍生自肌肉)。报告载体：pGL3(CAGA)12(如Dennler等人,

1998,EMBO  17:3091-3100中所述)。CAGA12基序存在于TGFβ反应性基因(PAI-1基因)中，因

此这种载体通常用于通过Smad2和3进行的因子信号传导。以下概述了示例性A-204报告基

因测定。

[0585] 第1天：将A-204细胞分离至48孔板中。

[0586] 第2天：用10ug  pGL3(CAGA)12或pGL3(CAGA)12(10ug)+pRLCMV(1ug)和Fugene转染

A-204细胞。

[0587] 第3天：添加因子(稀释至培养基中+0.1％BSA)。在添加至细胞之前，抑制剂需要与

因子一起预孵育约一小时。约六小时后，用PBS冲洗细胞，然后裂解。

[0588] 在上述步骤后，进行荧光素酶测定。

[0589] 在这个测定中确定ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体和ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc同二

聚体二者都是激活素A、激活素B、GDF11和GDF8的有效抑制剂。具体地，如在图19中所示的比

较性同二聚体/异二聚体IC50数据中可见，ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体与ActRIIB-Fc:

ActRIIB-Fc同二聚体类似地抑制激活素A、激活素B、GDF8和GDF11信号传导途径。然而，与

ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc同二聚体相比，ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二聚体对BMP9和BMP10信号

传导途径的抑制显著降低。此数据与上述结合数据一致，其中观察到ALK4-Fc:ActRIIB-Fc

异二聚体和ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc同二聚体均展示出与激活素A、激活素B、GDF8和GDF11

的强结合，但是与ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc同二聚体相比，BMP10和BMP9对ALK4-Fc:

ActRIIB-Fc异二聚体的亲和力显著降低。

[0590] 总之，这些数据因此证明，与ActRIIB-Fc同二聚体相比，ALK4-Fc:ActRIIB-Fc异二

聚体是激活素A、激活素B、GDF8和GDF11的更具选择性的拮抗剂。因此，ALK4-Fc:ActRIIB-Fc

异二聚体在这种选择性拮抗作用是有利的某些应用中比ActRIIB-Fc同二聚体更有用。例子

包括需要保留激活素A、激活素B、激活素AC、GDF8和GDF11中的一种或多种的拮抗性而使

BMP9、BMP10、GDF3和BMP6中的一种或多种的拮抗性降至最低的治疗应用。

[0591] 实施例10.TGFβRII-Fc融合蛋白的产生

[0592] 人TGFβRII以至少两种亚型天然地出现：A(长)和B(短)，所述亚型是通过细胞外结

构域(ECD)中的可变剪接来产生(图10和11)。TGFβRII以高亲和力结合至TGFβ1和TGFβ3。如

下文所详述，产生包含TGFβRII长亚型(TβRII长)的细胞外结构域的TGFβRII-Fc融合蛋白。

[0593] 野生型hTβRII长(23-184)序列如下所示(SEQ  ID  NO:147)，其中25个氨基酸的插入

物加下划线。注意，剪接在插入物C末端的侧接位置处产生保守氨基酸取代(Val→Ile)。若

干种hTβRII短变体与其hTβRII长对应物之间的序列关系指示于图24中。

[0594]

[0595] 产生hTβRII长(23-184)-Fc融合蛋白，其中hTβRII长(23-184)结构域在C末端(通过

接头)融合至人IgG1Fc结构域，并且在N末端融合至TPA前导序列，所述融合蛋白具有以下氨
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基酸序列(SEQ  ID  NO:148)：

[0596]

[0597] N末端前导序列和C末端Fc结构域通过单下划线表示，并且接头结构域由

指示。编码hTβRII长(23-184)-Fc融合蛋白的核苷酸序列具有以下核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:149)：

[0598]
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[0599]
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[0600]

[0601] hTβRII长(23-184)-Fc融合蛋白的经加工形式具有以下氨基酸序列(SEQ  ID  NO:

150)：

[0602]

[0603] hTβRII长(23-184)-Fc融合蛋白是在CHO细胞中表达，并且通过过滤和蛋白质A色谱

从条件培养基中纯化。通过SDS-PAGE和蛋白质印迹分析来评价用于报告基因测定的样品的

纯度。

[0604] 对于本文所述的在某些动物模型中的使用，产生包含来自小鼠TβRII亚型1的成熟

全长ECD的Fc融合蛋白，其在本文中被命名为mTβRII长-Fc。小鼠TβRII亚型1与人TβRII亚型A

(长形式)同源，并且因此是上述hTβRII长(23-184)-Fc融合蛋白的小鼠对等形式。与人类形

式一样，确定mTβRII长-Fc以高亲和力(皮摩尔)结合至TGFβ1和TGFβ3结合，但是不结合至TGF

β2。另外，在基于细胞的测定中确定，hTβRII长(23-184)-Fc融合蛋白和mTβRII长-Fc是TGFβ1

和TGFβ3活性的有效抑制剂，但是不抑制TGFβ2活性。

[0605] 实施例11：ActRII和TGFβ拮抗剂的抗肿瘤活性

[0606] 在同基因鼠类白血病模型中研究ActRIIA-mFc(SEQ  ID  NO:50的小鼠Fc形式)、

ActRIIB-mFc(SEQ  ID  NO:58的小鼠Fc形式)和TβRII长(23-184)-mFc(SEQ  ID  NO:150的小鼠

Fc形式)融合蛋白的潜在抗肿瘤活性。将8周龄BALB/c小鼠随机分配至处理组(n＝10只/

组)，并在给予癌细胞之前两天开始，每周用ActRIIA-mFc(10mg/kg)、ActRIIB-mFc(10mg/
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kg)、TβRII长(23-184)-mFc(10mg/kg)或媒介物(磷酸盐缓冲盐水，PBS，5ml/kg)腹膜内处理

两次。在第0天，向每只小鼠皮下接种悬浮于PBS(100μL)中的1x  106个RL♂1(RLmale1)细胞。

RLmale1是BALB/c来源的x射线诱导的白血病(SatoH等人,1973,J  Exp  Med  138:593-606)。

在接种小鼠后，每周测量两次体重和肿瘤体积。根据用卡尺获得的二维测量值计算肿瘤体

积：肿瘤体积(以mm3计)＝(L×W×W)/2，其中L和W分别是肿瘤长度和宽度(以mm计)。肿瘤完

全消退和无肿瘤存活二者都是根据以下文献来定义：Teicher  BA(编辑)Anticancer  Drug 

Development  Guide:Preclinical  Screening ,Clinical  Trials,and  Approval；Humana 

Press,1997。根据当地IACUC法规，用于存活分析的终点是肿瘤体积大于2000mm3、体重损失

大于20％、或后肢麻痹。通过中值存活以及通过对数秩(Mantel-Cox)检验来比较不同组的

存活曲线。

[0607] 如下表中所示，ActRIIA-mFc和ActRIIB-mFc二者都展现出抗肿瘤活性。然而，Tβ

RII长(23-184)-mFc在这个模型中未显示任何可察觉的抗肿瘤活性。

[0608]

[0609] 用ActRIIA-mFc或ActRIIB-mFc处理导致10只小鼠中有2只(20％)在第56天具有无

肿瘤状态，与之相比，媒介物和TβRII长(23-184)-mFc处理的小鼠没有一只在第56天具有无

肿瘤状态。增加的中值存活和在对数秩检验中的高显著性也指示，ActRIIA-mFc和ActRIIB-

mFc各自延长了荷瘤小鼠的存活。对ActRIIB-mFc的初始反应特别稳健，因为50％的

ActRIIB-mFc处理的小鼠截至第34天显示肿瘤完全消退，与之相比，在媒介物处理组中没有

小鼠截至第34天显示肿瘤完全消退。这些结果显示，ActRIIA-mFc和ActRIIB-mFc在体内具

有抗肿瘤活性，指示这些蛋白质以及其他ActRII拮抗剂可以用于治疗癌症。相比之下，Tβ

RII长(23-184)-mFc的数据表明，TGFβ1和TGFβ3的抑制不足以促进抗肿瘤反应。

[0610] 然后使用相同的鼠类白血病模型评估ActRIIB-hFc(SEQ  ID  NO:58的同二聚体)是

否具有与ActRIIB-mFc的抗肿瘤活性类似的抗肿瘤活性，以及抗肿瘤活性是否依赖于T细胞

介导的免疫。将8周龄BALB/c小鼠随机分配至处理组(n＝10只/组)，并在给予癌细胞之前两

天开始，每周用ActRIIB-mFc(10mg/kg)、ActRIIB-hFc(10mg/kg)或媒介物(PBS，5ml/kg)腹

膜内处理两次。另外，将具有缺陷性T细胞免疫的7周龄NCr裸小鼠随机分配至处理组(n＝10

只/组)，并在给予癌细胞之前两天开始，每周用ActRIIB-mFc(10mg/kg)、ActRIIB-hFc

(10mg/kg)或媒介物(PBS，5ml/kg)腹膜内处理两次。最后，在上述实验期间已保持无肿瘤大

约7周的4只小鼠(两只小鼠用ActRIIA-mFc处理并且两只小鼠用ActRIIB-mFc处理)再次用

说　明　书 142/145 页

154

CN 110494155 A

154



RLmale1细胞激发，以测试抗肿瘤免疫记忆。在第0天，向每只小鼠皮下接种悬浮于PBS(100μ

L)中的1x106个RL♂1(RLmale1)细胞。在小鼠接种后，每周测量两次体重和肿瘤体积。根据当

地IACUC法规，用于存活分析的终点是肿瘤体积大于2000mm3、体重损失大于20％、或后肢麻

痹。

[0611] 如下表中所示，ActRIIB-mFc和ActRIIB-hFc的抗肿瘤效果取决于小鼠品系。

[0612]

[0613]

[0614] 在有免疫能力的BALB/c小鼠中，ActRIIB-hFc和ActRIIB-mFc二者都展现出抗肿瘤

活性，如下表中所示。用ActRIIB-mFc或ActRIIB-hFc处理分别导致10％或30％的小鼠在第

56天具有无肿瘤状态，与之相比，媒介物处理的小鼠没有一只在第56天具有无肿瘤状态。增

加的中值存活和在对数秩检验中的高显著性也证明，ActRIIB-mFc和ActRIIB-hFc各自促进

了荷瘤小鼠的存活。重要的是，与BALB/c相比，ActRIIB-mFc和ActRIIB-hFc的抗肿瘤效果在

NCr裸小鼠中不存在或显著钝化，由此在这些ActRIIB配体抑制剂的作用机制中牵涉T细胞

免疫。此外，虽然用RLmale1肿瘤细胞重复接种，但是从先前实验延续的所有4只无肿瘤小鼠

在整个当前实验期间都展现出不可检测到的肿瘤生长。这些结果进一步证实，在BALB/c背

景上，免疫细胞介导通过用ActRIIA-mFc或ActRIIB-mFc治疗引起的RLmale1肿瘤的消退，并
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且有效抗肿瘤免疫应答产生对肿瘤抗原的免疫记忆。此外，这些结果确认了ActRIIB-hFc和

ActRIIB-mFc在体内的抗肿瘤活性，并且在这种活性中密切地牵涉T细胞免疫。总之，数据表

明，ActRII拮抗剂可以用于在体内增强免疫活性，并且因此此类拮抗剂可以用于治疗需要

提高的免疫活性的多种障碍和病症(例如，免疫-肿瘤学应用以及多种病原体的治疗)。

[0615] 实施例12：ActRII和TGFβ拮抗剂组合疗法的抗肿瘤活性

[0616] 使用与实施例11中所述相同的鼠类白血病模型，申请人然后研究了ActRIIB-hFc

抗肿瘤活性是否可以通过将其与TGFβ拮抗剂组合来增强。对于组合研究，使用泛特异性TGF

β抗体(以高亲和力结合至TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3的TGFβ抗体)作为TGFβ拮抗剂。

[0617] 将8周龄BALB/c小鼠随机分配至处理组(n＝10只/组)，并在给予癌细胞之前两天

开始，每周用ActRIIB-hFc(10mg/kg)、TGFβ抗体(mAb)(10mg/kg)、ActRIIA-hFc与TGFβmAb的

组合(二者都是10mg/kg)或媒介物(磷酸盐缓冲盐水，PBS，5ml/kg)处理两次。在第0天，向每

只小鼠皮下接种悬浮于PBS(100μL)中的1x  106个RL♂1(RLmale1)细胞。RLmale1是BALB/c来

源的x射线诱导的白血病(Sato  H等人,1973,J  Exp  Med  138:593-606)。在接种小鼠后，如

先前实施例中所述，每周测量两次体重和肿瘤体积。通过中值存活以及通过对数秩

(Mantel-Cox)检验来比较不同组的存活曲线。

[0618] 如下表中所示，使用ActRII拮抗剂和TGFβ拮抗剂的组合疗法展现出大于针对单独

的每种拮抗剂所观察到的抗肿瘤活性的抗肿瘤活性。

[0619]

[0620] 用单独的ActRIIB-hFc或单独的TGFβmAb处理在这个模型中显示出对肿瘤消退的

适度影响，分别有30％和20％的无肿瘤状态。用ActRIIB-hFc和TGFβmAb组合处理导致抗肿

瘤活性的令人惊讶并且显著的增加，70％的无肿瘤状态并且中值存活时间大致加倍。这种

类型的协同作用通常被视为证实了单独药剂是通过不同的细胞机制发挥作用。因此，虽然

ActRII或TGFβRII信号传导途径的抑制可能促进抗肿瘤活性，但是可以使用两种途径的抑

制在需要提高的抗肿瘤活性的此类实验或临床情况下协同提高抗肿瘤活性。总之，这些数

据指示，ActRII和TGFβ拮抗剂可以单独用于治疗癌症，但是特别是组合用于治疗癌症。

[0621] 此外，根据上文关于TβRII长(23-184)-mFc的数据(没有观察到其在这个模型中具

有任何抗肿瘤活性)，单独的TGFβmAb治疗的抗肿瘤活性是令人惊讶的。这可以提供对TGFβ

信号传导途径的抗肿瘤活性的机制的进一步了解。如先前所述，在基于细胞的测定中，Tβ
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RII长(23-184)-mFc以高亲和力结合至TGFβ1和TGFβ3，并且可以中和TGFβ1和TGFβ3信号传

导。然而，TβRII长(23-184)-mFc不结合至TGFβ2。相比之下，这项研究中使用的TGFβmAb以高

亲和力结合至TGFβ的所有三种亚型(TGFβ1、TGFβ2和TGFβ3)。鉴于活性的差异，这些数据指

示与TGFβ2和TGFβ3相比，TGFβ2对于肿瘤发展可能更重要。因此，至少抑制TGFβ2活性的TGFβ

拮抗剂可以用于促进抗肿瘤反应。此外，数据表明，TGFβ2拮抗剂可以与ActRII拮抗剂协同

地用于提高抗肿瘤活性，并且因此这种组合疗法可以用于治疗癌症。

[0622] 通过引用并入

[0623] 本文提及的所有出版物和专利均通过引用以其整体特此并入，如同每个单独的出

版物或专利被明确且单独地指出通过引用并入一样。

[0624] 虽然已经讨论了主题的特定实施方案，但是上述说明书是说明性的而非限制性

的。在审阅本说明书和以下权利要求后，许多变化对于本领域技术人员而言将变得清楚。本

发明的全部范围应通过参考权利要求及其等同物的全部范围以及说明书和此类变化来确

定。
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