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本申请提供了用于增强有需要的受试者中

的结缔组织-骨愈合的方法，其包括向所述受试

者施用有效增强所述受试者的结缔组织-骨愈合

的量的抗硬化蛋白抗体。
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1.一种用于增强有需要的受试者中的结缔组织-骨愈合的方法，其包括向所述受试者

施用有效增强所述受试者中的结缔组织-骨愈合的量的抗硬化蛋白抗体。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述结缔组织是韧带、肌腱、半月板或盂唇。

3.如权利要求1所述的方法，其中所述结缔组织是肌腱。

4.如权利要求1至3中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体以约90-270mg的量

施用。

5.如权利要求1至4中任一项所述的方法，其中全身施用所述抗硬化蛋白抗体。

6.如权利要求1至4中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体被掺入到凝胶、海

绵或基质中并局部植入。

7.如权利要求1至3中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体是包含重链和轻链

的免疫球蛋白。

8.如权利要求1至7中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体是显示出小于或等

于1x10-9M的对SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合亲和力的抗体或其片段。

9.如权利要求1至8中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体交叉阻断抗体Ab-

A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-1、Ab-2、Ab-3、Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-

12、Ab-13、Ab-14、Ab-15、Ab-16、Ab-17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-21、Ab-22、Ab-23和Ab-24中

的至少一者与硬化蛋白的结合，和/或被抗体Ab-A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-1、Ab-2、Ab-3、Ab-

4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-12、Ab-13、Ab-14、Ab-15、Ab-16、Ab-17、

Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-21、Ab-22、Ab-23和Ab-24中的至少一者交叉阻断与硬化蛋白的结

合。

10.如权利要求1至8中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体包含SEQ  ID  NO:

245的CDR-H1、SEQ  ID  NO:246的CDR-H2、SEQ  ID  NO:247的CDR-H3、SEQ  ID  NO:78的CDR-L1、

SEQ  ID  NO:79的CDR-L2和SEQ  ID  NO:80的CDR-L3。

11.如权利要求10所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体包含重链和轻链，所述重链包

含SEQ  ID  NO:378，所述轻链包含SEQ  ID  NO  376。

12.如权利要求1至10中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体在pH  5.2下被配

制成包含55mM乙酸盐、13mm钙、6.0％(w/v)蔗糖、0.006％(w/v)聚山梨醇酯20的药物组合

物。

13.如权利要求12所述的方法，其中所述药物组合物包含90mg/mL的抗硬化蛋白抗体。

14.一种改善有需要的受试者中的结缔组织再附着手术的结果的方法，其包括向所述

受试者施用有效改善所述手术结果的量的抗硬化蛋白抗体。

15.如权利要求4所述的方法，其中所述手术是肩袖修复、跟腱修复、髌骨-髌腱修复、内

侧十字韧带(MCL)重建、前十字韧带(ACL)重建、尺侧副韧带(UCL)重建、半月板修复或盂唇

修复。

16.如权利要求14所述的方法，其中所述手术包括移植物附着，并且将所述抗硬化蛋白

抗体离体施用于所述移植物。

17.如权利要求14至16中任一项所述的方法，其中所述结缔组织是韧带、肌腱、半月板

或盂唇。

18.如权利要求14至16中任一项所述的方法，其中所述结缔组织是肌腱。
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19.如权利要求14至18中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体以约90mg至

270mg的量施用。

20.如权利要求14至19中任一项所述的方法，其中全身施用所述抗硬化蛋白抗体。

21.如权利要求14至19中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体被掺入到凝胶、

海绵或基质中并局部植入。

22.如权利要求14至21中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体是包含重链和

轻链的免疫球蛋白。

23.如权利要求14至22中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体是显示出小于

或等于1x10-9M的对SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合亲和力的抗体或其片段。

24.如权利要求14至23中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体交叉阻断抗体

Ab-A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-1、Ab-2、Ab-3、Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、

Ab-12、Ab-13、Ab-14、Ab-15、Ab-16、Ab-17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-21、Ab-22、Ab-23和Ab-

24中的至少一者与硬化蛋白的结合，和/或被抗体Ab-A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-1、Ab-2、Ab-3、

Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-12、Ab-13、Ab-14、Ab-15、Ab-16、Ab-

17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-21、Ab-22、Ab-23和Ab-24中的至少一者交叉阻断与硬化蛋白的

结合。

24.如权利要求14至23中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体包含SEQ  ID 

NO:245的CDR-H1、SEQ  ID  NO:246的CDR-H2、SEQ  ID  NO:247的CDR-H3、SEQ  ID  NO:78的CDR-

L1、SEQ  ID  NO:79的CDR-L2和SEQ  ID  NO:80的CDR-L3。

25.如权利要求24所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体包含重链和轻链，所述重链包

含SEQ  ID  NO:378，所述轻链包含SEQ  ID  NO  376。

26.如权利要求14至25中任一项所述的方法，其中所述抗硬化蛋白抗体在pH  5.2下被

配制成包含55mM乙酸盐、13mm钙、6.0％(w/v)蔗糖、0.006％(w/v)聚山梨醇酯20的药物组合

物。

27.如权利要求26所述的方法，其中所述药物组合物包含90mg/mL的抗硬化蛋白抗体。
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使用抗硬化蛋白抗体改善结缔组织附着的方法

[0001] 政府支持声明

[0002] 本发明根据美国国立卫生研究院(NIH)授予的批准号F31-AR066452和R01-

AR057836在政府支持下完成。政府拥有本发明的某些权利。

技术领域

[0003] 本公开涉及抗硬化蛋白抗体用于增强结缔组织-骨(connective  tissue-to-

bone)愈合的用途。

[0004] 电子提交材料以引用方式并入

[0005] 计算机可读的核苷酸/氨基酸序列表整体以引用方式并入，该序列表与本文同时

提交并如下标识：名为“50928A_SeqListing.txt”的ASCII(文本)文件，806,135字节，创建

于2017年8月7日。

[0006] 以引用方式并入

[0007] 以下申请据此整体以引用方式并入：2012年8月2日提交的国际专利申请号PCT/

US2012/049331，其要求2011年8月4日提交的美国临时专利申请号61/515,191的优先权；

2006年4月25日提交的美国专利申请号11/410,540，其要求2006年4月17日提交的美国临时

专利申请号60/792,645、2006年3月13日提交的美国临时专利申请号60/782,244、2006年2

月24日提交的美国临时专利申请号60/776,847和2005年5月3日提交的美国临时专利申请

号60/677,583的优先权；以及2006年4月25日提交的美国专利申请号11/411,003(作为美国

专利号7,592,429颁发)，其要求2006年4月17日提交的美国临时专利申请号60/792,645、

2006年3月13日提交的美国临时专利申请号60/782,244、2006年2月24日提交的美国临时专

利申请号60/776,847和2005年5月3日提交的美国临时专利申请号60/677,583的优先权。以

下申请据此也以引用方式并入：2008年9月17日提交的美国专利申请号12/212,327，其要求

2007年9月17日提交的美国临时专利申请号60/973,024的优先权；以及2010年6月29日提交

的美国专利申请号12/811,171，其依照35U.S.C.§371是2008年12月15日提交的国际专利申

请号PCT/US08/86864的美国国家阶段申请，PCT/US08/86864要求2007年12月14日提交的美

国临时专利申请号61/013,917的优先权。

背景技术

[0008] 肩袖撕裂是上肢最常见的损伤之一；全层撕裂在60岁以上人群中的发生率约为

25％，在80岁以上的人群中为50％[1,2]。撕裂使人衰弱且不会自发愈合，通常在损伤后的

几年内变大[3]。这导致美国每年有超过250,000例肩袖手术修复。不幸的是，修复后腱-骨

(tendon-to-bone)愈合不良导致再撕裂的发生率高得惊人，范围从具有小撕裂的年轻健康

患者中的20％到具有大撕裂的老年患者中的94％不等[4,5]。愈合不良的特征在于愈合界

面处的骨丢失以及在健康附着中发现的功能性分级矿化纤维软骨的再生的缺乏[6]。因此，

存在对改善腱-骨愈合的治疗和疗法的需要。本发明满足了这种需要并提供了相关的优点。
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发明内容

[0009] 在一个方面，本文描述了用于增强有需要的受试者中的结缔组织-骨愈合的方法，

包括向受试者施用有效增强受试者中的结缔组织-骨愈合的量的抗硬化蛋白抗体。示例性

结缔组织包括但不限于韧带、肌腱、半月板或盂唇。

[0010] 在一些或任何实施方案中，抗硬化蛋白抗体与第二骨增强治疗剂一起施用，以用

于治疗骨矿物质密度降低或骨折。许多这种类型的治疗剂在本领域中是已知的。在一些实

施方案中，骨增强治疗剂选自抗再吸收药物、骨形成剂、雌激素受体拮抗剂(包括但不限于

雷洛昔芬、巴多昔芬和拉索昔芬)和对破骨细胞有抑制作用的药物。在一些实施方案中，抗

再吸收药物包括但不限于甲状旁腺激素、双膦酸盐(包括但不限于阿仑膦酸盐、利塞膦酸

盐、伊班膦酸盐和唑来膦酸盐)、雌激素或雌激素类似物、选择性雌激素受体调节剂(SERM)

和钙源、替勃龙(Tibolone)、降钙素、骨化三醇以及激素替代疗法。在一些实施方案中，骨增

强剂包括但不限于甲状旁腺激素(PTH)或其肽片段、PTH相关蛋白(PTHrp)、骨形态发生蛋

白、成骨素、NaF、PGE2激动剂、他汀类、抗DKK1抗体或抑制剂、抗RANK配体(RANKL)抗体或

RANKL抑制剂、雷奈酸锶、维生素D、或维生素D衍生物或其模拟物。在一些实施方案中，骨增

强剂是 (特立帕肽(Teriparatide)或重组人甲状旁腺激素1-34)或

(甲状旁腺激素)。在一些或任何实施方案中，骨增强剂是

[0011] 具体设想了美国专利公布号20070110747中公开的抗硬化蛋白抗体(其公开内容

整体以引用方式并入本文)在本文公开的任何方法中的用途或用于制备根据本文公开的任

何方法施用的药物的用途。以一定的量和时间施用一个或多个剂量的抗硬化蛋白抗体，该

量和时间有效增强结缔组织-骨愈合或改善受试者中结缔组织再附着手术的结果。一个或

多个剂量的抗硬化蛋白抗体可包含约70mg至约300mg或约90mg至约270mg。例如，抗硬化蛋

白抗体的剂量可以在至少约70mg、71mg、72mg、73mg、74mg、75mg、76mg、77mg、78mg、79mg、

80mg、81mg、82mg、83mg、84mg、85mg、86mg、87mg、88mg、89mg、90mg、91mg、92mg、93mg、94mg、

95mg、96mg、97mg、98mg、99mg、100mg、110mg、120mg、130mg、140mg、150mg、160mg、170mg、

180mg、190mg、200mg、210mg、220mg、230mg、240mg、250mg、260mg、270mg、280mg或300mg的范

围内。还考虑了任何和所有这些端点之间的范围，例如，约90mg至约270mg、约70mg至约

210mg、约100mg至约210mg、约90mg至约250mg、约110mg至约210mg、约70mg至约300mg、或约

175至约270mg。

[0012] 本文还描述了使用有效量的抗硬化蛋白抗体来改善有需要的哺乳动物受试者中

的结缔组织再附着手术的结果。示例性结缔组织再附着手术包括但不限于肩袖修复、跟腱

修复、髌骨-髌腱修复、内侧十字韧带(MCL)重建、前十字韧带(ACL)重建、尺侧副韧带(UCL)

重建、半月板修复和盂唇修复。

[0013] 在一些实施方案中，该手术包括移植物附着，并且将抗硬化蛋白抗体离体施用于

移植物。

[0014] 在本文所述的任何方法或用途中，在一些实施方案中，(例如通过皮下注射而全身

施用抗硬化蛋白抗体。在其他实施方案中，将抗硬化蛋白抗体掺入到凝胶、海绵或基质中并

局部植入。

[0015] 在一些实施方案中，本文所述方法中使用的抗硬化蛋白抗体结合到SEQ  ID  NO:1

的硬化蛋白，其亲和力(Kd)小于或等于1x  10  7M(或小于或等于1x  10  8M、或小于或等于1x 
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109M、或小于或等于1x1010M、或小于或等于1x  1011M、或小于或等于1x  1012M)。

[0016] 在各种实施方案中，抗硬化蛋白抗体结合到包含SEQ  ID  NO:1中所示的氨基酸序

列的硬化蛋白多肽，并且结合SEQ  ID  NO:6(CGPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFRC；对应于SEQ  ID 

NO:1的氨基酸86-111)的序列。另选地或除此之外，抗硬化蛋白抗体结合到包含SEQ  ID  NO:

1中所示的氨基酸序列的硬化蛋白多肽，并且结合SEQ  ID  NO:1内的以下各者中至少一者的

序列：SEQ  ID  NO:2(DVSEYSCRELHFTR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸51-64)、SEQ  ID  NO:3

(SAKPVTELVCSGQCGPAR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸73-90)、SEQ  ID  NO:4

(WWRPSGPDFRCIPDRYR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸101-117)、SEQ  ID  NO:5

(LVASCKCKRLTR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸138-149)、SEQ  ID  NO:70(SAKPVTELVCSGQC；

对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸73-86)、SEQ  ID  NO:71(LVASCKC；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基

酸138-144)、SEQ  ID  NO:72(CRELHFTR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸57-64)、或SEQ  ID  NO:

73(CIPDRYR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸111-117)。例如，在一个方面，抗硬化蛋白抗体任

选地以其天然三维构象结合SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的亚区域，该亚区域包含SEQ  ID  NO:

2-5(和/或SEQ  ID  NO:70-73)。任选地，抗硬化蛋白抗体结合由SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、

SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID  NO:71、SEQ  ID  NO:72或

SEQ  ID  NO:73中的一者或多者组成的肽(例如，由SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4

和SEQ  ID  NO:5组成的肽，或由SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID  NO:71、SEQ  ID  NO:72和SEQ  ID  NO:

73组成的肽)。

[0017] 在各个方面，在基于MC3T3细胞的矿化测定中，当每个孔的硬化蛋白结合位点的摩

尔数与每个孔的硬化蛋白的摩尔数相比低于6倍过量时，抗硬化蛋白抗体能够中和人硬化

蛋白。

[0018] 在基于细胞的测定(诸如骨特异性碱性磷酸酶测定)中，用于中和人硬化蛋白的抗

硬化蛋白抗体的IC50任选地为100nM或更低、或75nM或更低、或50nM或更低、或25nM或更低。

另选地或除此之外，在HEK293细胞系的基于细胞的Wnt信号传导测定(诸如涉及Wnt1介导的

STF报告基因诱导的Wnt测定)中，用于中和人硬化蛋白的抗硬化蛋白抗体的IC50为100nM或

更低(例如，75nM或更低、或50nM或更低)。另选地或除此之外，在MC3T3细胞的BMP2诱导的矿

化测定中，用于中和人硬化蛋白的抗硬化蛋白抗体的IC50为500nM或更低(例如，250nM或更

低、150nM或更低、100nM或更低、或50nM或更低)。

[0019] 在一个实施方案中，抗硬化蛋白抗体交叉阻断抗体Ab-A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-1、

Ab-2、Ab-3、Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-12、Ab-13、Ab-14、Ab-15、

Ab-16、Ab-17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-21、Ab-22、Ab-23和Ab-24中的至少一者与硬化蛋白

的结合，和/或被抗体Ab-A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-1、Ab-2、Ab-3、Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-

8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-12、Ab-13、Ab-14、Ab-15、Ab-16、Ab-17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-

21、Ab-22、Ab-23和Ab-24中的至少一者交叉阻断与硬化蛋白的结合。

[0020] 在一些实施方案中，抗硬化蛋白抗体包含SEQ  ID  NO:245的CDR-H1、SEQ  ID  NO:

246的CDR-H2、SEQ  ID  NO:247的CDR-H3、SEQ  ID  NO:78的CDR-L1、SEQ  ID  NO:79的CDR-L2和

SEQ  ID  NO:80的CDR-L3。

[0021] 在一个实施方案中，抗硬化蛋白抗体包含重链和轻链，该重链包含SEQ  ID  NO:

378，该轻链包含SEQ  ID  NO:376。在另一个实施方案中，抗硬化蛋白抗体具有SEQ  ID  NO:
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145或SEQ  ID  NO:392的重链和SEQ  ID  NO:141的轻链。

[0022] 在另一个实施方案中，抗硬化蛋白抗体包含国际专利公布号WO2008/115732的SEQ 

ID  NO:20-25的CDR(SEQ  ID  NO:416-421)、国际专利公布号WO  2008/115732的SEQ  ID  NO:

26-31的CDR(SEQ  ID  NO:422-427)、国际专利公布号WO  2008/115732的SEQ  ID  NO:32-37的

CDR(SEQ  ID  NO:428-433)、或国际专利公布号WO  2009/047356的SEQ  ID  NO:4、15、26、37、

48和59的CDR(分别为SEQ  ID  NO:443、454、465、476、487和498)。在又一个实施方案中，抗硬

化蛋白抗体包含国际专利公布号WO  2010/130830的SEQ  ID  NO:135-143、153-161或171-

179中的至少一者的氨基酸序列(分别为SEQ  ID  NO:745-753、763-771、781-789)。

[0023] 在一些实施方案中，将抗硬化蛋白抗体在pH  5.2下配制成包含55mM乙酸盐、13mm

钙、6.0％(w/v)蔗糖、0.006％(w/v)聚山梨醇酯20的药物组合物。在一些实施方案中，该药

物组合物包含90mg/mL的抗硬化蛋白抗体。

[0024] 本文使用的章节标题仅用于组织性目的，而不应解释为限制所述的主题。在本说

明书正文中引用的所有参考文献整体以引用方式明确并入。

[0025] 可将标准技术用于重组DNA、寡核苷酸合成、组织培养与转化、蛋白纯化等。酶促反

应和纯化技术可根据制造商的技术规范或如本领域常规实行或如本文所述的那样进行。以

下程序和技术通常可以根据本领域熟知的常规方法并如在整个说明书中引用和讨论的各

种一般和更具体的参考文献中所述的那样进行。参见例如Sambrook等人，2001,Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manuel，第3版，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press ,cold 

Spring  Harbor,N.Y.，该文献以引用方式并入本文以用于所有目的。除非提供明确的定义，

否则本文所述的与分析化学、有机化学和医药化学相关地使用的术语以及实验室程序和技

术是本领域熟知和常用的那些。可使用标准技术进行化学合成、化学分析、药物制备、配制

以及向患者的递送和患者的治疗。

附图说明

[0026] 图1A至图1D显示，在肩袖动物模型中，用Scl-Ab治疗增加了正常(未损伤)组和8周

愈合组中腱-骨插入部位周围区域的骨量指数：(图1A)骨体积/总体积(BV/TV)、(图1B)骨矿

物质密度(BMD)、(图1C)骨小梁数(TbN)和(图1D)骨小梁厚度(TbTh)。Scl-Ab的显著效果由

条上方的直线指示(p<0.05；与组内的CTL相比进行ANOVA，之后进行Tukey事后检验)。与正

常相比的显著差异由条内的“a”指示(p<0.05；与特定治疗组中的正常相比进行ANOVA，之后

进行Tukey事后检验)。

[0027] 图2A至图2D显示，在肩袖动物模型中，用Scl-Ab治疗在愈合8周后导致附着部位的

(图2A)破坏载荷、(图2B)强度和(图2C)刚度增加，其中相对于对照，破坏载荷和刚度恢复到

与正常(未损伤)附着类似的水平。经Scl-Ab治疗的正常(未损伤)附着中的刚度和(图2D)模

量降低。Scl-Ab的显著效果由条上方的直线指示(p<0.05；与组内的CTL相比进行ANOVA，之

后进行Tukey事后检验)。与正常相比的显著差异由条内的“a”指示(p<0.05；与特定治疗组

中的正常相比进行ANOVA，之后进行Tukey事后检验)。

[0028] 图3A至图3D显示，在愈合8周后，与CTL(图3A和图3C)相比，Scl-Ab治疗改善了插入

连续性、完整性和纤维排列(图3B和图3D)。起止点(enthesis)区域用白色虚线框划出，并在

图3C和图3D中放大。对于图3A和图3B，比例尺＝1mm；对于图3C和图3D，比例尺＝250μm。
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[0029] 图4A示出了与肌腱起止点相邻的矿化组织中硬化蛋白、Dkk1、Lrp5、OCN、Pth1r、

RankL、OPG、DMP1、Osterix、Runx2、Ctsk和Col2a1相对于管家基因RPL13a的基因表达。图4B

示出了与肌腱起止点相邻的矿化组织中Acan、TFGβ1、TGFβ3、MMP2、Sox9、Smo和Notch1相对

于管家基因RPL13a的基因表达。Scl-Ab的显著效果由条上方的直线指示(p<0.05；与组内的

CTL相比进行ANOVA，之后进行Tukey事后检验)。与正常相比的显著差异由条内的“a”指示(p

<0.05；与特定治疗组中的正常相比进行ANOVA，之后进行Tukey事后检验)。与CTL组中的正

常相比的ScL-Ab的显著效果由条内的“b”指示(p<0.05，ANOVA，之后进行Tukey事后检验)。

[0030] 图5A示出了肌腱中Sderaxis、腱调蛋白(Tenomodulin)、Col1a1、聚集蛋白聚糖

(Aggrecan)、MMP2和Smp相对于管家基因RPL13a的基因表达。图5B示出了肌腱中Col1a2、

Col2a1、Col3a1、Sox9、TGFβ1、TGFβ3和Notch1相对于管家基因RPL13a的基因表达。与正常相

比的显著差异由条内的“a”指示(p<0.05；与特定治疗组中的正常相比进行ANOVA，之后进行

Tukey事后检验)。

[0031] 图6是列出本文所述的各种抗硬化蛋白抗体的氨基酸序列和氨基酸序列的序列标

识符的图表。序列标识符是指与此一并提交的序列表中提供的氨基酸序列。这些氨基酸序

列也在美国专利公布号2007/0110747或国际专利公布号WO  2008/115732、WO2009/047356

或WO  2010/130830中示出，这些专利据此以引用方式并入。

具体实施方式

[0032] 肩袖撕裂是常见的，并且会导致疼痛和残疾。手术修复后的愈合不良(包括界面处

的显著骨丢失)导致较高的再撕裂率。如实施例中所述，在动物模型中用抗硬化蛋白抗体治

疗防止骨丢失并增强肩袖愈合。如本文所证实的，在愈合8周后，接受抗硬化蛋白抗体(Scl-

Ab)治疗的动物的骨矿物质密度比相匹配的对照高30％。相比于健康的腱-骨附着，在愈合2

周和4周后两组中均观察到生物力学特性的降低。在愈合8周后，与对照动物相比，经Scl-Ab

治疗的动物具有改善的强度(38％)和刚度(43％)。组织学评估显示，到愈合8周时，Scl-Ab

促进了肌腱和骨更好地整合。Scl-Ab对骨中的成骨细胞、破骨细胞和骨祖细胞的基因表达

也有显著影响，指示骨形成增强。Scl-Ab治疗对肌腱中基因的表达没有影响。

[0033] 在一个方面，本文描述了用于增强有需要的受试者中的结缔组织-骨愈合的方法，

包括向受试者施用一定量的抗硬化蛋白抗体，该量有效地增强受试者中的结缔组织-骨愈

合。在一些实施方案中，结缔组织是韧带、肌腱、半月板或盂唇。在其他实施方案中，结缔组

织是肌腱。在更进一步的实施方案中，结缔组织是韧带和肌腱。如本文所用，短语“增强结缔

组织-骨愈合”是指结缔组织与骨之间更早、更强的附着。

[0034] 抗体

[0035] 术语“抗体”是指完整的抗体。抗体可包含整个抗体(免疫球蛋白)分子(包括具有

全长重链和/或轻链的多克隆、单克隆、嵌合、人源化和/或人类型式)。

[0036] 如本文所用，术语“抗体片段”是指抗体的抗原结合部分。抗体片段包括F(ab')2、

FAB、Fab’、FV、Fc和Fd片段，并且可结合到单结构域抗体(例如，纳米抗体)、单链抗体、巨型

抗体、微型抗体、细胞内抗体、双抗体、三抗体、四抗体、v-NAR和bis-scFv(参见例如

Hollinger和Hudson，Nature  Biotechnology,23(9):1126-1136(2005))。抗体多肽(包括纤

连蛋白多肽单体)也在美国专利号6,703,199中有所公开。其他抗体多肽在美国专利公布号
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20050238646中有所公开。本文所述的方法和抗体链可用于产生异二聚体抗体，如例如美国

专利申请公布号US2014/154254中所述，该专利的公开内容整体以引用方式并入本文。本文

描述的抗体的特征以及施用时间和途径的讨论也适用于抗体片段。

[0037] 抗体片段可以是合成或遗传工程蛋白。例如，抗体片段包括由轻链可变区组成的

分离片段、由重链和轻链可变区组成的“Fv”片段以及其中轻和重可变区通过肽接头(scFv

蛋白)连接的重组单链多肽分子。

[0038] 另一种形式的抗体片段是包含抗体的一个或多个互补决定区(CDR)的肽。如本文

所用，术语“CDR”是指抗体可变序列内的互补决定区。在重链和轻链的每个可变区中存在三

个CDR，对于每个可变区其被称为CDR1、CDR2和CDR3。如本文所用，术语“CDR组”是指在能够

结合抗原的单个可变区中出现的一组共三个CDR。根据不同的系统，对这些CDR的确切边界

有不同的定义。Kabat所述的系统(Kabat等人，Sequences  of  Proteins  of  Immunological 

Interest(National  Institutes  of  Health,Bethesda,Md .(1987)和(1991))不仅提供了

适用于抗体任何可变区的明确残基编号系统，而且还提供了定义三个CDR的精确残基边界。

这些CDR可被称为Kabat  CDR。Chothia及其同事(Chothia&Lesk，J.Mol.Biol.196:901-917

(1987)以及Chothia等人，Nature  342:877-883(1989))发现，Kabat  CDR中的某些子部分尽

管在氨基酸序列水平上具有很大的多样性，但都采用几乎相同的肽骨架构象。这些子部分

被指定为L1、L2和L3或H1、H2和H3，其中“L”和“H”分别指示轻链和重链区域。这些区域可被

称为Chothia  CDR，其具有与Kabat  CDR重叠的边界。Padlan(FASEB  J.9:133-139(1995))和

MacCallum(J  Mol  Biol  262(5):73245(1996))描述了定义与Kabat  CDR重叠的CDR的其他

边界。另外其他CDR边界定义可能不严格遵循上述系统之一，但仍会与Kabat  CDR重叠，尽管

根据以下预测或实验结果它们可能会缩短或延长：特定残基或残基组或甚至整个CDR不会

显著影响抗原结合。本文使用的方法可以利用根据任何这些系统而定义的CDR，但优选的实

施方案使用Kabat或Chothia定义的CDR。

[0039] CDR(也称为“最小识别单位”或“高变区”)通过例如构建编码所关注CDR的多核苷

酸来获得。例如，此类多核苷酸通过如下方式制备：使用聚合酶链反应以抗体生成细胞的

mRNA作为模板合成可变区(参见例如Larrick等人，Methods:A  Companion  to  Methods  in 

Enzymology ,2:106(1991)；Courtenay-Luck，“Genetic  Manipulation  of  Monoclonal 

Antibodies”，Monoclonal  Antibodies  Production ,Engineering  and  Clinical 

Application，Ritter等人(编辑)，第166页，Cambridge  University  Press(1995)；以及

Ward等人，“Genetic  Manipulation  and  Expression  of  Antibodies”，Monoclonal 

Antibodies:Principles  and  Applications，Birch等人(编辑)，第137页，Wiley-Liss ,

Inc.(1995))。

[0040] “抗硬化蛋白抗体”结合硬化蛋白或其部分以阻断或削弱人硬化蛋白与一种或多

种配体的结合。硬化蛋白作为SOST基因的产物在硬化性狭窄病中是不存在的，硬化性狭窄

病是一种以骨过度生长和骨结实致密为特征的骨骼疾病(Brunkow等人，Am.J.Hum.Genet.,

68:577-589(2001)；Balemans等人，Hum.Mol.Genet.,10:537-543(2001))。人硬化蛋白的氨

基酸序列由Brunkow等人进行了报道，并在美国专利公布号20070110747中公开为SEQ  ID 

NO:1(该专利公布对硬化蛋白结合剂和序列表的描述整体以引用方式并入)。重组人硬化蛋

白/SOST可从R&D  Systems(Minneapolis,Minn.,USA；2006目录号1406-ST-025)商购获得。
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另外，重组小鼠硬化蛋白/SOST可从R&D  Systems(Minneapolis ,Minn .,USA；2006目录号

1589-ST-025)商购获得。研究级硬化蛋白结合单克隆抗体可从R&D  Systems(Minneapolis,

Minn.,USA；小鼠单克隆：2006目录号MAB1406；大鼠单克隆：2006目录号MAB1589)商购获得。

美国专利号6,395,511和6,803,453以及美国专利公布号2004/0009535和2005/0106683整

体涉及抗硬化蛋白抗体。适用于本发明上下文的硬化蛋白抗体或其片段的实例还在美国专

利公布号2007/0110747和2007/0072797中有所描述，这些专利据此以引用方式并入。关于

产生硬化蛋白结合剂的材料和方法的其他信息可见于美国专利公布号20040158045(据此

以引用方式并入)。

[0041] 抗硬化蛋白抗体或其片段可以与SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白或其天然存在的变体结

合，其亲和力(Kd)小于或等于1x  10-7M、小于或等于1x  10-8M、小于或等于1x  10-9M、小于或

等于1x  10-10M、小于或等于1x  10-11M、或小于或等于1x  10-12M。例如，抗硬化蛋白抗体结合

硬化蛋白的结合亲和力小于或等于1x  10-7M、小于或等于2x10-7M、小于或等于3x  10-7M、小

于或等于4x  10-7M、小于或等于5x10-7M、小于或等于6x  10-7M、小于或等于7x  10-7M、小于或

等于8x10-7M、小于或等于9x  10-7M、小于或等于1x  10-8M、小于或等于2x10-8M、小于或等于3x 

10-8M、小于或等于4x  10-8M、小于或等于5x10-8M、小于或等于6x  10-8M、小于或等于7x  10-

8M、小于或等于8x10-8M、小于或等于9x  10-8M、小于或等于1x  10-9M、小于或等于2x10-9M、小

于或等于3x  10-9M、小于或等于4x  10-9M、小于或等于5x10-9M、小于或等于6x  10-9M、小于或

等于7x  10-9M、小于或等于8x10-9M、小于或等于9x  10-9M、小于或等于1x  10-10M、小于或等于

2x  10-10M、小于或等于3x  10-10M、小于或等于4x  10-10M、小于或等于5x  10-10M、小于或等于

6x  10-10M、小于或等于7x  10-10M、小于或等于8x  10-10M、小于或等于9x  10-10M、小于或等于

1x  10-11M、小于或等于2x  10-11M、小于或等于3x  10-11M、小于或等于4x  10-11M、小于或等于

5x  10-11M、小于或等于6x  10-11M、小于或等于7x  10-11M、小于或等于8x  10-11M、小于或等于

9x  10-11M、小于或等于1x  10-12M、小于或等于2x  10-12M、小于或等于3x  10-12M、小于或等于

4x  10-12M、小于或等于5x  10-12M、小于或等于6x  10-12M、小于或等于7x  10-12M、小于或等于

8x  10-12M、或小于或等于9x  10-12M。如本文所用，“特异性结合”意指抗体或其片段相比其他

蛋白优先结合硬化蛋白。在一些实施方案中，“特异性结合”意指抗体或其片段对硬化蛋白

的亲和力高于对其他蛋白的亲和力。亲和力可使用多种技术来确定，其中一个实例是亲和

力ELISA测定。在各种实施方案中，亲和力通过BIAcore测定来确定。在各种实施方案中，亲

和力通过动力学方法来确定。在各种实施方案中，亲和力通过平衡/溶液方法来确定。美国

专利公布号2007/0110747包括适用于确定抗体对硬化蛋白的亲和力(Kd)的亲和力测定的

另外描述。示例性亲和力测定在美国专利公布号2008/0110747的实施例10和11中有所描

述，该专利的公开内容整体以引用方式并入。

[0042] 在一些或任何实施方案中，抗硬化蛋白抗体或抗体片段结合到包含SEQ  ID  NO:1

中 所 示 氨 基 酸 序 列 的 硬 化 蛋 白 多 肽 ，并 且 结 合 到 包 含 S E Q  I D  N O : 6

(CGPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFRC；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸86-111)的序列的硬化蛋白

的区域。该区域在本文中也被称为硬化蛋白的“环2”区域。环2区域之外的硬化蛋白区域在

本文中被定义为“非环2区域”。另选地或除此之外，抗硬化蛋白抗体结合包含SEQ  ID  NO:1

的氨基酸57-146的硬化蛋白多肽。另选地或除此之外，抗硬化蛋白抗体结合包含SEQ  ID 

NO:1的氨基酸89-103和/或SEQ  ID  NO:1的氨基酸137-151的硬化蛋白多肽。另选地或除此
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之外，抗硬化蛋白抗体结合到包含SEQ  ID  NO:1中所示的氨基酸序列的硬化蛋白多肽，并且

结合SEQ  ID  NO:1内的以下各者中至少一者的序列：SEQ  ID  NO:2(DVSEYSCRELHFTR；对应于

SEQ  ID  NO:1的氨基酸51-64)、SEQ  ID  NO:3(SAKPVTELVCSGQCGPAR；对应于SEQ  ID  NO:1的

氨基酸73-90)、SEQ  ID  NO:4(WWRPSGPDFRCIPDRYR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸101-117)、

SEQ  ID  NO:5(LVASCKCKRLTR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸138-149)、SEQ  ID  NO:70

(SAKPVTELVCSGQC；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸73-86)、SEQ  ID  NO:71(LVASCKC；对应于

SEQ  ID  NO:1的氨基酸138-144)、SEQ  ID  NO:72(C1RELHFTR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸

57-64)、或SEQ  ID  NO:73(CIPDRYR；对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸111-117)。例如，在一个方

面，抗硬化蛋白抗体任选地以其天然三维构象结合SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的亚区域，该亚

区域包含SEQ  ID  NO:2-5(和/或SEQ  ID  NO:70-73)。任选地，抗硬化蛋白抗体结合由SEQ  ID 

NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID  NO:

71、SEQ  ID  NO:72或SEQ  ID  NO:73中的一者或多者组成的肽(例如，由SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID 

NO:3、SEQ  ID  NO:4和SEQ  ID  NO:5组成的肽，或由SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID  NO:71、SEQ  ID 

NO:72和SEQ  ID  NO:73组成的肽)。

[0043] 在一些或任何实施方案中，抗硬化蛋白抗体结合到包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸89-

103和137-151的硬化蛋白多肽。

[0044] 在一些或任何实施方案中，抗硬化蛋白抗体结合到具有SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:

3、SEQ  ID  NO:4和SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列的硬化蛋白多肽，其中SEQ  ID  NO:2和SEQ  ID 

NO:4在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置57和111处通过二硫键连接，并且SEQ  ID  NO:3和SEQ 

ID  NO:5通过以下各者中的至少一者连接：(a)在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置82和142处

的二硫键，以及(b)在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置86和144处的二硫键；该多肽可以保留

SEQ  ID  NO:1的人硬化蛋白的对应多肽区域的三级结构。另选地或除此之外，抗硬化蛋白抗

体结合具有SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID  NO:71、SEQ  ID  NO:72和SEQ  ID  NO:73的氨基酸序列的

多肽，其中SEQ  ID  NO:72和SEQ  ID  NO:73在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置57和111处通过

二硫键连接，并且SEQ  ID  NO:70和SEQ  ID  NO:71通过以下各者中的至少一者连接：(a)在关

于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置82和142处的二硫键，以及(b)在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位

置86和144处的二硫键。

[0045] 任选地，抗硬化蛋白抗体结合基本上由SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4

和SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列组成的肽，其中SEQ  ID  NO:2和SEQ  ID  NO:4在关于SEQ  ID 

NO:1的氨基酸位置57和111处通过二硫键连接，并且SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:5通过以下

各者中的至少一者连接：(a)在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置82和142处的二硫键，以及

(b)在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置86和144处的二硫键。

[0046] 任选地，抗硬化蛋白抗体结合到基本上由SEQ  ID  NO:1的多重截短人硬化蛋白组

成的多肽，其中(a)所述多肽中不存在SEQ  ID  NO:1的氨基酸1-50、65-72、91-100、118-137

和150-190，或(b)所述多肽中不存在SEQ  ID  NO:1的氨基酸1-56、65-72、87-110、118-137和

145-190。

[0047] 在一些或任何实施方案中，抗硬化蛋白抗体结合到具有SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID 

NO:71、SEQ  ID  NO:72和SEQ  ID  NO:73的氨基酸序列的多肽，其中SEQ  ID  NO:72和SEQ  ID 

NO:73在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置57和111处通过二硫键连接，并且SEQ  ID  NO:70和
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SEQ  ID  NO:71通过以下各者中的至少一者连接：(a)在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置82和

142处的二硫键，以及(b)在关于SEQ  ID  NO:1的氨基酸位置86和144处的二硫键。

[0048] 在一些或任何实施方案中，硬化蛋白多肽保留SEQ  ID  NO:1的人硬化蛋白的对应

多肽区域的三级结构。

[0049] 在一些或任何实施方案中，抗硬化蛋白抗体结合到：(i)包含SEQ  ID  NO:1的氨基

酸51-64、73-90、101-117和138-149的人硬化蛋白的部分，其中所述部分具有以下各者中的

至少一者、至少两者或所有三者：(a)氨基酸57和111之间的二硫键；(b)氨基酸82和142之间

的二硫键；(c)氨基酸86和144之间的二硫键；或(ii)包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸57-64、73-

86、111-117和138-144的人硬化蛋白的部分，其中所述部分具有以下各者中的至少一者、至

少两者或所有三者：(a)氨基酸57和111之间的二硫键；(b)氨基酸82和142之间的二硫键；以

及(c)氨基酸86和144之间的二硫键。

[0050] 在一些或任何实施方案中，抗硬化蛋白抗体还结合到SEQ  ID  NO:6的表位。

[0051] 抗硬化蛋白抗体优选地在美国专利公布号2007/0110747所述的基于细胞的测定

中和/或在美国专利公布号2007/0110747所述的体内测定中调节硬化蛋白功能，和/或与美

国专利公布号2007/0110747所述的一个或多个表位结合，和/或交叉阻断美国专利公布号

2007/0110747所述的一种或多种抗体的结合，和/或交叉阻断通过美国专利公布号2007/

0110747所述的一种或多种抗体与硬化蛋白的结合(其对用于表征抗硬化蛋白抗体的测定

的描述整体以引用方式并入)。

[0052] 在各个方面，在基于MC3T3细胞的矿化测定中，当每个孔的硬化蛋白结合位点的摩

尔数与每个孔的硬化蛋白的摩尔数相比低于6倍过量时，抗硬化蛋白抗体也能够中和人硬

化蛋白。使用培养物中成骨细胞谱系细胞(原代细胞或细胞系)的矿化作为骨形成的体外模

型。示例性的基于细胞的矿化测定在美国专利公布号20070110747的例如实施例8中有所描

述(该专利据此以引用方式并入)。MC3T3-E1细胞(Sudo等人，J.Cell  Biol .,96:191-198

(1983))和原始细胞系的亚克隆在分化剂存在下生长时可在培养物中形成矿物质。这些亚

克隆包括MC3T3-E1-BF(Smith等人，J.Biol.Chem.,275:19992-20001(2000))。对于MC3T3-

E1-BF亚克隆以及原始MC3T3-E1细胞两者而言，硬化蛋白可以抑制导致矿物质沉积和包括

矿物质沉积的一系列事件中的一者或多者(即，硬化蛋白抑制矿化)。能够中和硬化蛋白抑

制活性的抗硬化蛋白抗体允许培养物在硬化蛋白存在下矿化，使得例如磷酸钙的沉积量

(以钙测量)与仅硬化蛋白(即无抗体)治疗组中测得的钙量相比，在统计学上显著增加。

[0053] 当以确定特定的抗硬化蛋白抗体(或其他硬化蛋白抑制剂)是否能够中和硬化蛋

白为目标进行测定时，测定中所用的硬化蛋白的量有利地是硬化蛋白的最小量，该最小量

导致仅硬化蛋白组中的磷酸钙沉积量(以钙测量)与无硬化蛋白组中测得的钙量相比在统

计学上显著降低至少70％。抗硬化蛋白中和抗体被定义为引起的磷酸钙沉积量(以钙测量)

与在仅硬化蛋白(即无抗体)治疗组中测得的钙量相比在统计学上显著增加的抗体。为了确

定抗硬化蛋白抗体是否被中和，测定中所使用的抗硬化蛋白抗体的量使得每个孔的硬化蛋

白结合位点的摩尔数超过每个孔的硬化蛋白的摩尔数。取决于抗体的效力，可能需要的过

量倍数可以是24、18、12、6、3或1.5倍，并且技术人员熟悉测试一种以上浓度的结合剂(抗

体)的常规实践。例如，当每个孔的硬化蛋白结合位点的摩尔数与每个孔的硬化蛋白的摩尔

数相比低于6倍过量时，非常高效的抗硬化蛋白中和抗体才会中和硬化蛋白。效力较低的抗
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硬化蛋白中和抗体仅在过量12、18或24倍时才会中和硬化蛋白。

[0054] 在基于细胞的测定中，诸如骨特异性碱性磷酸酶测定，例如国际专利公布号WO 

2008/115732和美国专利号7,744,874(其对基于细胞的测定和抗硬化蛋白抗体的描述整体

以引用方式并入本文)中所述的骨特异性碱性磷酸酶测定中，用于中和人硬化蛋白的抗硬

化蛋白抗体的IC50任选地为100nM或更低、或75nM或更低、或50nM或更低、或25nM或更低。该

骨特异性碱性磷酸酶测定基于硬化蛋白降低多能小鼠细胞系C2C12中BMP-4和Wnt3a刺激的

碱性磷酸酶水平的能力。根据WO  2008/115732，在该测定中，中和抗硬化蛋白抗体介导碱性

磷酸酶活性的剂量依赖性增加。

[0055] 另选地或除此之外，在HEK293细胞系的基于细胞的Wnt信号传导测定中，诸如例如

国际专利公布号WO  2009/047356(其对抗硬化蛋白抗体和基于细胞的测定的讨论以引用方

式并入)所述的涉及Wnt1介导的STF报告基因诱导的Wnt测定中，用于中和人硬化蛋白的抗

硬化蛋白抗体的IC50为100nM或更低(例如，75nM或更低、或50nM或更低)。另选地或除此之

外，在MC3T3细胞的BMP2诱导的矿化测定中，诸如例如国际专利公布号WO2009/047356所述

的矿化测定中，用于中和人硬化蛋白的抗硬化蛋白抗体的IC50为500nM或更低(例如，250nM

或更低、150nM或更低、100nM或更低、或50nM或更低)。

[0056] 适用于本发明上下文的抗硬化蛋白抗体的实例在美国专利公布号2007/0110747

和2007/0072797中有所描述，这些专利据此以引用方式并入。在一些实施方案中，抗硬化蛋

白抗体交叉阻断抗体Ab-A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-1、Ab-2、Ab-3、Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-

8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-12、Ab-13、Ab-14、Ab-15、Ab-16、Ab-17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-

21、Ab-22、Ab-23和Ab-24(所有这些抗体均在美国专利公布号20070110747中有所描述)中

的至少一者与硬化蛋白的结合。另选地或除此之外，抗硬化蛋白抗体被抗体Ab-A、Ab-B、Ab-

C、Ab-D、Ab-1、Ab-2、Ab-3、Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-12、Ab-13、

Ab-14、Ab-15、Ab-16、Ab-17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-21、Ab-22、Ab-23和Ab-24(所有这些抗

体均在美国专利公布号20070110747中有所描述)中的至少一者交叉阻断与硬化蛋白的结

合。术语“交叉阻断”在本文中用于意指抗体干扰其他抗体与硬化蛋白结合的能力。可以使

用竞争结合测定来确定一种抗体能够干扰另一种抗体与硬化蛋白结合的程度，并因此确定

是否可以说是交叉阻断。在本发明的一些方面，交叉阻断抗体或其片段使参考抗体与硬化

蛋白的结合减少约40％至约100％，诸如约60％至约100％，具体地70％至100％，以及更具

体地80％至100％。用于检测交叉阻断的特别合适的定量测定使用Biacore仪器，该仪器使

用表面等离子体共振技术测量相互作用的程度。另一种合适的定量交叉阻断测定使用基于

ELISA的方法来测量不同抗体之间在与硬化蛋白结合方面的竞争。

[0057] 在一些实施方案中，抗硬化蛋白抗体交叉阻断包含全长重链和轻链的免疫球蛋白

与SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合，和/或被包含全长重链和轻链的免疫球蛋白交叉阻断与

SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合，其中该包含全长重链和轻链的免疫球蛋白包含本文公开

的CDR序列，诸如以下三组CDR序列中的一者：a)SEQ  ID  NO:284的CDR-L1、SEQ  ID  NO:285的

CDR-L2、SEQ  ID  NO:286的CDR-L3、SEQ  ID  NO:296的CDR-H1、SEQ  ID  NO:297的CDR-H2和SEQ 

ID  NO:298的CDR-H3；b)SEQ  ID  NO:48的CDR-L1、SEQ  ID  NO:49的CDR-L2、SEQ  ID  NO:50的

CDR-L3、SEQ  ID  NO:45的CDR-H1、SEQ  ID  NO:46的CDR-H2和SEQ  ID  NO:47的CDR-H3；或c)

SEQ  ID  NO:42的CDR-L1、SEQ  ID  NO:43的CDR-L2、SEQ  ID  NO:44的CDR-L3、SEQ  ID  NO:39的
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CDR-H1、SEQ  ID  NO:40的CDR-H2和SEQ  ID  NO:41的CDR-H3。另选地或除此之外，抗硬化蛋白

抗体交叉阻断包含全长重链和轻链的免疫球蛋白与SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合，和/或

被包含全长重链和轻链的免疫球蛋白交叉阻断与SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合，其中该

包含全长重链和轻链的免疫球蛋白包含以下CDR：SEQ  ID  NO:245的CDR-H1、SEQ  ID  NO:246

的CDR-H2、SEQ  ID  NO:247的CDR-H3、SEQ  ID  NO:78的CDR-L1、SEQ  ID  NO:79的CDR-L2和SEQ 

ID  NO:80的CDR-L3。

[0058] 另选地或除此之外，抗硬化蛋白抗体交叉阻断包含全长重链和轻链的免疫球蛋白

与SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合，和/或被包含全长重链和轻链的免疫球蛋白交叉阻断与

SEQ  ID  NO:1的硬化蛋白的结合，其中该包含全长重链和轻链的免疫球蛋白包含以下CDR：

SEQ  ID  NO:269的CDR-H1、SEQ  ID  NO:270的CDR-H2、SEQ  ID  NO:271的CDR-H3、SEQ  ID  NO:

239的CDR-L1、SEQ  ID  NO:240的CDR-L2和SEQ  ID  NO:241的CDR-L3。

[0059] 合适的抗硬化蛋白抗体及其片段的实例包括具有本文具体公开和美国专利公布

号2007/0110747中公开的CDR-H1、CDR-H2、CDR-H3、CDR-L1、CDR-L2和CDR-L3中的一者或多

者的抗体和抗体片段。区域CDR-H1、CDR-H2、CDR-H3、CDR-L1、CDR-L2和CDR-L3中的至少一者

可以具有至少一个氨基酸取代，前提条件是该抗体保留未取代CDR的结合特异性。示例性抗

硬化蛋白抗体包括但不限于美国专利公布号2007/0110747中的Ab-A、Ab-B、Ab-C、Ab-D、Ab-

1、Ab-2、Ab-3、Ab-4、Ab-5、Ab-6、Ab-7、Ab-8、Ab-9、Ab-10、Ab-11、Ab-12、Ab-13、Ab-14、Ab-

15、Ab-16、Ab-17、Ab-18、Ab-19、Ab-20、Ab-21、Ab-22、Ab-23和Ab-24。其他示例性抗硬化蛋

白抗体包括但不限于27H6、19D11和20C3。

[0060] 此外，抗硬化蛋白抗体可包含至少一个与选自SEQ  ID  NO:39、40、41、42、43、44、

45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、78、79、80、81、99、100、101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、237、238、239、240、

241、242、243、244、245、246、247、248、249、250、251、252、253、254、255、256、257、258、259、

260、261、262、263、264、265、266、267、268、269、270、271、272、273、274、275、276、277、278、

279、280、281、282、283、284、285、286、287、288、289、290、291、292、293、294、295、296、297、

298、351、352、353、358、359和360的CDR具有至少75％同一性(例如，100％同一性)的CDR序

列。此外，抗硬化蛋白抗体可包含至少一个与选自序列表中提供的SEQ  ID  NO:417-422、

425-430和433-438的CDR具有至少75％同一性(例如，100％同一性)的CDR序列。优选地，抗

硬化蛋白抗体包含至少一个与选自SEQ  ID  NO:245、246、247、78、79、80、269、270、271、239、

240和241的CDR具有至少75％同一性的CDR序列。抗硬化蛋白抗体可以包含：a)SEQ  ID  NO:

54、55和56的CDR序列和SEQ  ID  NO:51、52和53的CDR序列；b)SEQ  ID  NO:60、61和62的CDR序

列和SEQ  ID  NO:57、58和59的CDR序列；c)SEQ  ID  NO:48、49和50的CDR序列和SEQ  ID  NO:

45、46和47的CDR序列；d)SEQ  ID  NO:42、43和44的CDR序列和SEQ  ID  NO:39、40和41的CDR序

列；e)SEQ  ID  NO:275、276和277的CDR序列和SEQ  ID  NO:287、288和289的CDR序列；f)SEQ 

ID  NO:278、279和280的CDR序列和SEQ  ID  NO:290、291和292的CDR序列；g)SEQ  ID  NO:78、

79和80的CDR序列和SEQ  ID  NO:245、246和247的CDR序列；h)SEQ  ID  NO:81、99和100的CDR

序列和SEQ  ID  NO:248、249和250的CDR序列；i)SEQ  ID  NO:101、102和103的CDR序列和SEQ 

ID  NO:251、252和253的CDR序列；j)SEQ  ID  NO:104、105和106的CDR序列和SEQ  ID  NO:254、

255和256的CDR序列；k)SEQ  ID  NO:107、108和109的CDR序列和SEQ  ID  NO:257、258和259的
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CDR序列；l)SEQ  ID  NO:110、111和112的CDR序列和SEQ  ID  NO:260、261和262的CDR序列；m)

SEQ  ID  NO:281、282和283的CDR序列和SEQ  ID  NO:293、294和295的CDR序列；n)SEQ  ID  NO:

113、114和115的CDR序列和SEQ  ID  NO:263、264和265的CDR序列；o)SEQ  ID  NO:284、285和

286的CDR序列和SEQ  ID  NO:296、297和298的CDR序列；p)SEQ  ID  NO:116、237和238的CDR序

列和SEQ  ID  NO:266、267和268的CDR序列；q)SEQ  ID  NO:239、240和241的CDR序列和SEQ  ID 

NO:269、270和271的CDR序列)SEQ  ID  NO:242、243和244的CDR序列和SEQ  ID  NO:272、273和

274的CDR序列；或s)SEQ  ID  NO:351、352和353的CDR序列和SEQ  ID  NO:358、359和360的CDR

序列。

[0061] 抗硬化蛋白抗体可包含至少一个与选自CDR-H1、CDR-H2、CDR-H3、CDR-L1、CDR-L2

和CDR-L3的CDR具有至少75％同一性(例如，100％同一性)的CDR序列，其中CDR-H1具有SEQ 

ID  NO:245给出的序列，CDR-H2具有SEQ  ID  NO:246给出的序列，CDR-H3具有SEQ  ID  NO:247

给出的序列，CDR-L1具有SEQ  ID  NO:78给出的序列，CDR-L2具有SEQ  ID  NO:79给出的序列

并且CDR-L3具有SEQ  ID  NO:80给出的序列。在各个方面，抗硬化蛋白抗体包含这些CDR中的

两个或这些CDR中的六个。任选地，抗硬化蛋白抗体包含重链(例如，两条重链)的全部或部

分和轻链(例如，两条轻链)的全部或部分，该重链包含SEQ  ID  NO:378，该轻链包含SEQ  ID 

NO376。

[0062] 抗硬化蛋白抗体可包含至少一个与选自CDR-H1、CDR-H2、CDR-H3、CDR-L1、CDR-L2

和CDR-L3的CDR具有至少75％同一性(例如，100％同一性)的CDR序列，其中CDR-H1具有SEQ 

ID  NO:269给出的序列，CDR-H2具有SEQ  ID  NO:270给出的序列，CDR-H3具有SEQ  ID  NO:271

给出的序列，CDR-L1具有SEQ  ID  NO:239给出的序列，CDR-L2具有SEQ  ID  NO:240给出的序

列并且CDR-L3具有SEQ  ID  NO:241给出的序列。在各个方面，抗硬化蛋白抗体至少包含这些

CDR中的两个或这些CDR中的六个。任选地，抗硬化蛋白抗体包含重链(例如，两条重链)的全

部或部分和轻链(例如，两条轻链)的全部或部分，该重链包含SEQ  ID  NO:366，该轻链包含

SEQ  ID  NO  364。

[0063] 另选地，抗硬化蛋白抗体可以具有重链和轻链，该重链包含CDR的H1、H2和H3并且

包含具有SEQ  ID  NO:137、145或392中提供的序列的多肽或其变体，在所述变体中CDR分别

与SEQ  ID  NO:245、246和247具有至少75％同一性(例如，100％同一性)，所述轻链包含CDR

的L1、L2和L3并且包含具有SEQ  ID  NO:133或141中提供的序列的多肽或其变体，在所述变

体中CDR分别与SEQ  ID  NO:78、79和80具有至少75％同一性(例如，100％同一性)。

[0064] 抗硬化蛋白抗体可以具有重链和轻链，所述重链包含CDR的H1、H2和H3并且包含具

有SEQ  ID  NO:335、331、345或396中提供的序列的多肽或前述中任一者的变体，在所述变体

中CDR分别与SEQ  ID  NO:269、270和271具有至少75％同一性(例如，100％同一性)，所述轻

链包含CDR的L1、L2和L3并且包含具有SEQ  ID  NO：334或341中提供的序列的多肽或前述中

任一者的变体，在所述变体中CDR分别与SEQ  ID  NO:239、240和241具有至少75％同一性(例

如，100％同一性)。设想了重链和轻链序列的所有组合(例如，包含SEQ  ID  NO:335的重链和

包含SEQ  ID  NO:334的轻链；包含SEQ  ID  NO:331的重链和包含SEQ  ID  NO:334或341的轻

链；以及包含SEQ  ID  NO:345或396的重链和包含SEQ  ID  NO:341的轻链)。

[0065] 另选地，抗硬化蛋白抗体具有：包含具有SEQ  ID  NO:137中提供的序列的多肽的重

链，和包含具有SEQ  ID  NO:133中提供的序列的多肽的轻链；包含具有SEQ  ID  NO:145或392
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中提供的序列的多肽的重链，和包含具有SEQ  ID  NO:141中提供的序列的多肽的轻链；包含

具有SEQ  ID  NO:335中提供的序列的多肽的重链，和包含具有SEQ  ID  NO:334中提供的序列

的多肽的轻链；包含具有SEQ  ID  NO:331中提供的序列的多肽的重链，和包含具有SEQ  ID 

NO:341中提供的序列的多肽的轻链；或者包含具有SEQ  ID  NO:345或396中提供的序列的多

肽的重链，和包含具有SEQ  ID  NO:341中提供的序列的多肽的轻链。另选地，抗硬化蛋白抗

体交叉阻断上述抗体中的任一者(或被其交叉阻断)与硬化蛋白的结合。

[0066] 在一些实施方案中，抗硬化蛋白抗体包含重链，该重链包含选自SEQ  ID  NO:1038、

SEQ  ID  NO:1046、SEQ  ID  NO:1040和SEQ  ID  NO:1048的氨基酸序列；任选地还包含选自SEQ 

ID  NO:1039、SEQ  ID  NO:1047、SEQ  ID  NO:1041和SEQ  ID  NO:1049的轻链氨基酸序列。

[0067] 抗硬化蛋白抗体的实例还包括但不限于：国际专利公布号WO2008/092894、

WO2008/115732、WO2009/056634、WO2009/047356、W  O2010/100200、WO2010/100179、

WO2010/115932和WO2010/130830中公开的抗硬化蛋白抗体(这些专利各自整体以引用方式

并入本文)，诸如包含国际专利公布号WO  2008/115732的SEQ  ID  NO:20-25(本文为SEQ  ID 

NO:416-421)的CDR的抗硬化蛋白抗体，包含国际专利公布号WO  2008/115732的SEQ  ID  NO:

26-31(本文为SEQ  ID  NO:422-427)的CDR的抗硬化蛋白抗体，包含国际专利公布号WO 

2008/115732的SEQ  ID  NO:32-37(本文为SEQ  ID  NO:428-433)的CDR的抗硬化蛋白抗体，包

含国际专利公布号WO  2009/047356的SEQ  ID  NO:4、15、26、37、48和59(本文分别为SE  Q  ID 

NO:443、454、465、476、487和498)的CDR的抗硬化蛋白抗体，或包含国际专利公布号WO2010/

130830的SEQ  ID  NO:135-143、153-161或171-179(本文分别为SEQ  ID  NO:745-753、763-

771、781-789)中至少一者的氨基酸序列的抗硬化蛋白抗体。

[0068] 施用时间和剂量

[0069] 在一些实施方案中，在例如约1周至约18个月(例如，约1个月至约12个月、约1个月

至约9个月、或约1个月至约6个月、或约1个月至约3个月)的治疗期内进行本文所述的抗硬

化蛋白抗体的一次或多次施用。在一些实施方案中，在例如约1个月至约12个月(52周)(例

如，约2个月、约3个月、约4个月、约5个月、约6个月、约7个月、约8个月、约9个月、约10个月或

约11个月)的治疗期内向受试者施用一个或多个剂量的本文所述的抗硬化蛋白抗体。在一

些实施方案中，向受试者施用一个或多个剂量的抗硬化蛋白抗体以维持骨矿物质密度和/

或增强结缔组织-骨附着。如本文所用，术语“维持骨矿物质密度”意指由抗硬化蛋白抗体的

初始剂量引起的骨矿物质密度增加在约6个月、约9个月、约1年、约18个月、约2年的过程中

或在患者的生命过程中)下降不超过约1％至约5％。应当理解，患者可能需要交替的治疗阶

段以增加骨密度和维持骨密度。可以按多种方式评估接受抗硬化蛋白抗体的受试者中增强

的结缔组织-骨附着，包括但不限于感知的疼痛减轻、受试者在愈合过程中较早利用受影响

肌肉的能力、射线检测或MRI参数的改善和/或肌肉力量的加强。

[0070] 此外，取决于针对特定受试者所选的治疗方案，施用多个剂量的抗硬化蛋白抗体

或间隔开各剂量的施用可能是有利的。在一些实施方案中，抗硬化蛋白抗体或其片段在一

年(12个月、52周)或更短(例如，9个月或更短、6个月或更短、或3个月或更短)的时间段内定

期施用。就这一点而言，每约3天、或约7天、或2周、或3周、或4周、或5周、或6周、或7周、或8

周、或9周、或10周、或11周、或12周、或13周、或14周、或15周、或16周、或17周、或18周、或19

周、或20周、或21周、或22周、或23周、或6个月、或12个月向人类施用一次抗硬化蛋白抗体或
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其片段。

[0071] 在一些实施方案中，在检测到结缔组织与骨的附着缺损后不久(或在将结缔组织

手术再附着到骨后不久)，例如在缺损后30分钟内、1小时内、2小时内、6小时内、12小时内或

24小时内，开始治疗期。在其他实施方案中，抑制剂在缺损后1天内、缺损后3天内、缺损后5

天内、缺损后7天内或缺损后2周内施用，其中施用抗硬化蛋白抗体或其片段持续一段时间，

该段时间为缺损后的至少4周(例如，4周、5周、6周、7周、8周、9周、10周、11周、12周、13周、14

周、15周、16周、17周、18周、19周、20周、21周、22周、23周、24周、25周、26周、27周、28周、29

周、30周、31周或更长(例如，8个月、9个月、10个月、11个月、1年、18个月或更长))。在其他实

施方案中，抑制剂在手术再附着后1天内、手术再附着后3天内、手术再附着后5天内、手术再

附着后7天内、或手术再附着后2周内施用，其中施用抗硬化蛋白抗体或其片段持续一段时

间，该段时间为手术再附着后的至少4周(例如，4周、5周、6周、7周、8周、9周、10周、11周、12

周、13周、14周、15周、16周、17周、18周、19周、20周、21周、22周、23周、24周、25周、26周、27

周、28周、29周、30周、31周或更长(例如，8个月、9个月、10个月、11个月、1年、18个月或更

长))。

[0072] 在一些实施方案中，以一定的量和时间施用一个或多个剂量的抗硬化蛋白抗体或

其片段，该量和时间有效增强结缔组织-骨愈合和/或改善结缔组织再附着手术的结果。在

各种实施方案中，每周向受试者(例如，人类受试者)施用包含约50毫克至约1,000毫克抗硬

化蛋白抗体的一个或多个剂量。例如，一个剂量的抗硬化蛋白抗体可包含至少约5mg、15mg、

25mg、50mg、约60mg、约70mg、约80mg、约90mg、约100mg、约120mg、约150mg、约200mg、约

240mg、约250mg、约280mg、约300mg、约350mg、约400mg、约420mg、约450mg、约500mg、约

550mg、约600mg、约650mg、约700mg、约750mg、约800mg、约850mg、约900mg、约950mg或至多约

1,000mg的抗硬化蛋白抗体。还设想了任何和所有这些端点之间的范围，例如，约50mg至约

80mg、约70mg至约140mg、约70mg至约270mg、约75mg至约100mg、约100mg至约150mg、约140mg

至约210mg、或约150mg至约200mg、或约180mg至约270mg、或约280至约410mg。剂量以任何间

隔施用，诸如一周多次(例如，每周两次或三次)、每周一次、每两周一次、每三周一次或每四

周一次。在一些或任何实施方案中，每周两次施用范围从约120mg至约210mg的抗硬化蛋白

抗体剂量。在一些或任何实施方案中，每周两次施用约140mg的抗硬化蛋白抗体剂量。

[0073] 在一些实施方案中，一个或多个剂量的抗硬化蛋白抗体可包含约0.1至约50毫克

(例如，约5至约50毫克)、或约1至约100毫克的抗硬化蛋白抗体/千克体重(mg/kg)。例如，该

抗硬化蛋白抗体剂量可包括至少约0.1mg/kg、0.5mg/kg、1mg/kg、约2mg/kg、约3mg/kg、约

4mg/kg、约5mg/kg、约6mg/kg、约7mg/kg、约8mg/kg、约9mg/kg、约10mg/kg、约20mg/kg、约

25mg/kg、约26mg/kg、约27mg/kg、约28mg/kg、约29mg/kg、约30mg/kg、约31mg/kg、约32mg/

kg、约33mg/kg、约34mg/kg、约35mg/kg、约36mg/kg、约37mg/kg、约38mg/kg、约39mg/kg、约

40mg/kg、约41mg/kg、约42mg/kg、约43mg/kg、约44mg/kg、约45mg/kg、约46mg/kg、约47mg/

kg、约48mg/kg、或约49mg/kg、或约50mg/kg、约55mg/kg、约60mg/kg、约65mg/kg、约70mg/kg、

约75mg/kg、约80mg/kg、约85mg/kg、约90mg/kg、约95mg/kg、或最高约100mg/kg。还设想了任

何和所有这些端点之间的范围，例如，约1mg/kg至约3mg/kg、约1mg/kg至约5mg/kg、约1mg/

kg至约8mg/kgkb、约3mg/kg至约8mg/kg、约1mg/kg至约10mg/kg、约1mg/kg至约20mg/kg、约

1mg/kg至约40mg/kg、约5mg/kg至约30mg/kg、或约5mg/kg至约20mg/kg。
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[0074] 组合疗法

[0075] 相对于单独使用治疗相关剂量的每种药剂，通过组合一种或多种靶向同一病原体

或生物化学途径或生物过程的药剂进行病变治疗，有时导致更大的功效和减少的副作用。

在一些情况下，药物组合的功效是相加的(该组合的功效大约等于每种单独药物的作用的

总和)，但在其他情况下，该作用是协同的(该组合的功效大于单独给予的每种药物的作用

的总和)。如本文所用，术语“组合疗法”意指两种或更多种药剂以同步的方式递送，例如同

时递送，或者其中首先施用一种药剂然后施用第二药剂，例如依次施用。

[0076] 在一些实施方案中，抗硬化蛋白抗体与标准护理治疗剂一起施用，以用于治疗结

缔组织与骨的附着缺损(即，抗硬化蛋白抗体和标准护理治疗剂是同一治疗计划的一部

分)。如本文所用，术语“标准护理”是指临床医生普遍接受的用于诊断出患有某种疾病的某

类患者的治疗。在一些实施方案中，抗硬化蛋白抗体与第二骨增强剂一起施用，该第二骨增

强剂可用于治疗骨矿物质密度降低或骨缺损。在一些实施方案中，骨增强剂选自抗再吸收

剂、骨形成剂(即同化剂)、雌激素受体调节剂(包括但不限于雷洛昔芬、巴多昔芬和拉索昔

芬)和对破骨细胞有抑制作用的药物。在一些实施方案中，第二骨增强剂选自双膦酸盐(包

括但不限于阿仑膦酸钠 利塞膦酸盐、伊班膦酸钠 和唑来

膦酸 )；雌激素或雌激素类似物；抗RANK配体(RANKL)抑制剂，诸如抗RANKL

抗体(例如， )；维生素D、或维生素D衍生物或其模拟物；钙源、组织蛋白酶-K

(cat-K)抑制剂(例如，奥当卡替(odanacatib))、替勃龙、降钙素或骨化三醇；以及激素替代

疗法。在一些实施方案中，第二骨增强剂包括但不限于甲状旁腺激素(PTH)或其肽片段、PTH

相关蛋白(PTHrp)、骨形态发生蛋白、成骨素、NaF、PGE2激动剂、他汀类、雷奈酸锶、硬化蛋白

抑制剂(例如，美国专利号7,592,429或号7,872,106中所述的抗硬化蛋白抗体)和抗DKK1抗

体或抑制剂。在一些实施方案中，第二骨增强剂是 (特立帕肽)、 或

在一些实施方案中，第二骨增强剂包括骨形态发生蛋白(例如，BMP-1、BMP-2、

BMP-3、BMP-4、BMP-5、BMP-6、BMP-7、BMP-8、BMP-9、BMP-10、BMP-11、BMP-12、BMP-13、BMP-14

和/或BMP-15)。

[0077] 还设想将抗硬化蛋白抗体治疗与标准护理治疗方案结合用于结缔组织与骨的损

伤。用于结缔组织与骨的损伤的示例性标准护理治疗剂或治疗方案包括但不限于：骨髓穿

刺液、富血小板血浆、基因疗法(例如，bFGF、BMP  12-14、PDGF、IGF、TGFβ、CTGF和VEGF)、生长

因子疗法(例如，BMP2/Smad8、BMP12/TGFβ1)、干细胞疗法(例如，骨髓间充质基质细胞、脂肪

间充质基质细胞、胚胎干细胞衍生的间充质基质细胞、肌腱衍生的细胞)和使用天然生物材

料(例如，基于胶原的支架、对齐的胶原线(aligned  collagen  thread)、脱细胞的肌腱移植

物和真皮移植物)。

[0078] 在一些实施方案中，采用了本文所述的抗硬化蛋白抗体的组合疗法可以在施用另

外的一种或多种治疗剂(例如，第二骨增强剂)之前或之后间隔数分钟至数周至数月。例如，

在彼此间隔约24小时内，例如彼此间隔约6-12小时内、或彼此间隔约1-2小时内、或彼此间

隔约10-30分钟内施用单独的模式。在一些情况下，可能需要显著延长治疗时间段，其中在

不同模式的相应施用之间间隔数天(2、3、4、5、6或7天)至数周(1、2、3、4、5、6、7或8周)。具体

设想了采用组合疗法的一种或两种药剂/疗法进行的重复治疗。
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[0079] 维持治疗方案

[0080] 还设想了在维持方案中使用本文所述的第二骨增强剂和/或抗硬化蛋白抗体，以

例如维持改善的结缔组织-骨附着和/或防止减负(unloading)引起的骨丢失。就这一点而

言，本文所述的方法或用途任选地包括在抗硬化蛋白抗体治疗期结束后施用有效维持改善

的结缔组织-骨附着的一种或多种量的第二骨增强剂，持续约1周至约5年的维持期。例如，

在一些实施方案中，本文所述的方法或用途包括向受试者施用第二骨增强剂持续约至少约

1周、2周、3周、4周、5周、6周、7周、8周、9周、10周、11周、12周、3个月、13周、14周、15周、16周、

4个月、17周、18周、19周、20周、5个月、21周、22周、23周、24周、6个月、25周、26周、27周、28

周、7个月、29周、30周、31周或更长(例如，8个月、9个月、10个月、11个月、1年、15个月、18个

月、2年、3年、4年、5年或更长(例如，受试者的一生)的维持期。在一些实施方案中，维持期为

约6-12周。在一些实施方案中，维持期为约4-12周、或约1-3个月。在一些实施方案中，维持

期为约12-20周、或约3-5个月。在一些实施方案中，维持期为约20-32周、或约5-8个月。在一

些实施方案中，维持期为约24-36周、或约6-9个月。在一些实施方案中，维持期为约1年、约2

年、约3年、约4年、约5年或更长。“维持”改善的结缔组织-骨附着包括维持接受抗硬化蛋白

抗体治疗的受试者所经历的相似水平的射线检测或MRI参数和/或肌肉力量测量结果。

[0081] 类似地，本文所述的方法或用途任选地包括在治疗期结束后随后施用有效维持改

善的结缔组织-骨附着的一种或多种量的抗硬化蛋白抗体，持续至少约1周、2周、3周、4周、5

周、6周、7周、8周、9周、10周、11周、12周、3个月、13周、14周、15周、16周、4个月、17周、18周、

19周、20周、5个月、21周、22周、23周、24周、6个月、1年、2年、3年、4年、5年或更长(例如，受试

者的一生)的维持期。在一些实施方案中，维持期为约6-12周。在一些实施方案中，维持期为

约4-12周、或约1-3个月。在一些实施方案中，维持期为约12-20周、或约3-5个月。在一些实

施方案中，维持期为约20-32周、或约5-8个月。在一些实施方案中，维持期为约24-36周、或

约6-9个月。在一些实施方案中，维持期为约1年、约2年、约3年、约4年、约5年或更长。

[0082] 药物组合物

[0083] 在一些实施方案中，所述抗硬化蛋白与药学上有效的稀释剂、载体、增溶剂、乳化

剂、防腐剂和/或佐剂配制在一起。药物组合物包括但不限于液体、冷冻和冻干组合物。

[0084] 优选地，制剂材料在所用剂量和浓度下对接受者无毒。在具体实施方案中，提供了

包含治疗有效量的抗硬化蛋白抗体或其片段的药物组合物。

[0085] 在一些实施方案中，药物组合物可含有用于改变、维持或保留组合物的例如pH、渗

透压、粘度、澄明度、颜色、等渗性、气味、无菌性、稳定性、溶出或释放速率、吸附或渗透的制

剂材料。在此类实施方案中，合适的制剂材料包括但不限于：氨基酸(诸如甘氨酸、谷氨酰

胺、天冬酰胺、精氨酸、脯氨酸或赖氨酸)；抗微生物剂；抗氧化剂(诸如抗坏血酸、亚硫酸钠

或亚硫酸氢钠)；缓冲剂(诸如硼酸盐、碳酸氢盐、Tris-HCl、柠檬酸盐、磷酸盐或其他有机

酸)；膨松剂(诸如甘露醇或甘氨酸)；螯合剂(诸如乙二胺四乙酸(EDTA))；络合剂(诸如咖啡

因、聚乙烯吡咯烷酮、β-环糊精或羟丙基-β-环糊精)；填充剂；单糖；二糖；和其他碳水化合

物(诸如葡萄糖、甘露糖或糊精)；蛋白(诸如血清白蛋白、明胶或免疫球蛋白)；着色剂、调味

剂和稀释剂；乳化剂；亲水性聚合物(诸如聚乙烯吡咯烷酮)；低分子量多肽；成盐抗衡离子

(诸如钠)；防腐剂(诸如苯扎氯铵、苯甲酸、水杨酸、硫柳汞、苯乙醇、对羟基苯甲酸甲酯、对

羟基苯甲酸丙酯、氯己定、山梨酸或过氧化氢)；溶剂(诸如甘油、丙二醇或聚乙二醇)；糖醇
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(诸如甘露醇或山梨糖醇)；助悬剂；表面活性剂或润湿剂(诸如pluronics、PEG、脱水山梨糖

醇酯、聚山梨醇酯诸如聚山梨醇酯20、聚山梨醇酯、triton、氨基丁三醇、卵磷脂、胆固醇、泰

洛沙泊(tyloxapal))；稳定性增强剂(诸如蔗糖或山梨糖醇)；张力增强剂(诸如碱金属卤化

物，优选氯化钠或氯化钾、甘露醇山梨糖醇)；递送媒介物；稀释剂；赋形剂和/或药物佐剂。

参见REMINGTON 'S  PHARMACEUTICAL  SCIENCES，第18版，(A.R .Genrmo编辑)，1990，Mack 

Publishing  Company。

[0086] 在一些实施方案中，本领域技术人员将根据例如预期的施用途径、递送形式和所

需剂量确定最佳药物组合物。参见例如REMINGTON'S  PHARMACEUTICAL  SCIENCES，同上。在

某些实施方案中，此类组合物可影响抗硬化蛋白抗体或片段的物理状态、稳定性、体内释放

速率和体内清除速率。在某些实施方案中，药物组合物中的主要媒介物或载体可以是水性

或非水性的。例如，合适的媒介物或载体可以是注射用水、生理盐水溶液或人工脑脊液，它

们可能补充有用于肠胃外施用的组合物中常见的其他物质。另外的示例性媒介物为中性缓

冲盐水或与血清白蛋白混合的盐水。在具体实施方案中，药物组合物包含pH约7.0-8.5的

Tris缓冲液，或pH约4.0-5.5的乙酸盐缓冲液，并且还可包含山梨糖醇或其合适的替代物。

在本发明的某些实施方案中，组合物可以通过将所选的具有所需纯度的组合物与任选的配

制剂(REMINGTON'S  PHARMACEUTICAL  SCIENCES，同上)以冻干饼或水溶液的形式混合来制

备，以供储存。此外，在一些实施方案中，可以使用合适的赋形剂(诸如蔗糖)将抗硬化蛋白

抗体或片段配制成冻干物。

[0087] 在一些实施方案中，药物制剂在pH  5.2下包含55mM乙酸盐、13mm钙、6.0％(w/v)蔗

糖、0.006％(w/v)聚山梨醇酯20。在一些实施方案中，该药物组合物包含90mg/mL的抗硬化

蛋白抗体。

[0088] 本发明的药物组合物可以选择用于肠胃外递送。另选地，组合物可以选择用于吸

入或通过消化道递送(诸如口服)。此类药学上可接受的组合物的制备在本领域的技术范围

内。制剂组分优选地以施用部位可接受的浓度存在。在某些实施方案中，使用缓冲剂将组合

物维持在生理pH或略低的pH，通常在约5至约8的pH范围内。

[0089] 当设想肠胃外施用时，用于本发明的治疗组合物可以按无热原、肠胃外可接受的

水溶液的形式提供，该水溶液包含在药学上可接受的媒介物中的所需抗硬化蛋白抗体或片

段。用于肠胃外注射的特别合适的媒介物是无菌蒸馏水，在其中抗硬化蛋白抗体或片段被

配制成适当保存的无菌等渗溶液。在某些实施方案中，制备涉及用可提供能经由积存注射

(depot  injection)实现产品受控或持续释放的物质如可注射微球、生物可侵蚀颗粒、聚合

化合物(诸如聚乳酸或聚乙醇酸)、珠粒或脂质体来配制所需分子。在某些实施方案中，还可

以使用透明质酸，其具有延长循环中的持续时间的作用。在某些实施方案中，可使用可植入

药物递送装置引入所需的抗硬化蛋白抗体或其片段。

[0090] 另外的药物组合物对于本领域技术人员来说将是显而易见的，包括在持续或受控

递送制剂中含有抗原结合蛋白的制剂。用于配制各种其他持续或受控递送手段(诸如脂质

体载体、生物可侵蚀微粒或多孔珠粒和积存注射)的技术对于本领域技术人员来说也是已

知的。参见例如国际专利申请号PCT/US93/00829，该专利以引用方式并入并描述了用于递

送药物组合物的多孔聚合物微粒的受控释放。持续释放制剂可包括呈成形制品形式的半透

性聚合物基质，例如薄膜或微囊。持续释放基质可包括聚酯、水凝胶、聚交酯(如美国专利号
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3773919和欧洲专利申请公布号EP058481中所公开的，这些专利各自以引用方式并入)、L-

谷氨酸和L-谷氨酸γ-乙酯的共聚物(Sidman等人，1983,Biopolymers  2:547-556)、聚(甲

基丙烯酸-2-羟乙酯)(Langer等人，1981 ,J .Biomed .Mater .Res .15:167-277和Langer ,

1982,Chem.Tech.12:98-105)、乙烯醋酸乙烯酯(Langer等人，1981年，同上)或聚-D(-)-3-

羟基丁酸(欧洲专利申请公布号EP133988)。持续释放组合物还可包含可通过本领域已知的

多 种 方 法 中 的 任 一 种 制 备 的 脂 质 体 。参 见 例 如 E p p s t e i n 等 人 ，1 9 8 5 ,

Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.82:3688-3692；欧洲专利申请公布号EP036676、EP088046和

EP143949，它们以引用方式并入。

[0091] 用于体内施用的药物组合物通常以无菌制剂提供。灭菌可以通过无菌过滤膜过滤

来完成。当组合物被冻干时，可以在冻干和复原之前或之后使用该方法进行灭菌。用于肠胃

外施用的组合物可以冻干形式或溶液形式储存。肠胃外组合物通常置于具有无菌进入口的

容器中，例如，具有可被皮下注射针穿透的塞子的静脉输液袋或小瓶。

[0092] 本发明的多个方面包括自缓冲抗硬化蛋白抗体或片段制剂，其可用作药物组合

物，如国际专利申请公布WO  2006/138181A2(PCT/US2006/022599)中所述，该专利整体以引

用方式并入本文。

[0093] 如上所述，某些实施方案提供了抗硬化蛋白抗体或片段组合物，特别是抗硬化蛋

白抗体或片段药物组合物，这些组合物除抗硬化蛋白抗体或片段外还包含一种或多种赋形

剂，诸如本节和本文其他地方说明性描述的那些。就这一点而言，赋形剂可在本发明中用于

多种目的，诸如调节制剂的物理、化学或生物学性质，诸如调节粘度，和/或用于本发明的过

程以提高有效性，和/或用于稳定这些制剂和过程，防止由于例如在制造、运输、储存、使用

前准备、施用期间及之后发生的应力引起的降解和变质。

[0094] 药盒

[0095] 包含一种或多种本文所述的抗硬化蛋白抗体的药物组合物可以与包装材料一起

置于容器(例如，小瓶或注射器)内，该包装材料提供关于此类药物组合物的使用的说明。一

般来讲，此类说明将包括描述抗硬化蛋白抗体浓度以及在某些实施方案中复原该药物组合

物可能需要的赋形剂成分或稀释剂(例如，水、盐水或PBS)的相对量的明确表述。

[0096] 实施例

[0097] 材料和方法

[0098] 动物和手术：经华盛顿大学动物研究委员会(Washington  University's  Animal 

Studies  Committee)批准，本研究中使用成年雄性Sprague-Dawley大鼠。手术时，大鼠约四

个月大，体重为至少350g。将冈上(SS)肌腱从肱骨头急剧抬高，并如前所述在双肩修复

[25]。总共48只大鼠进行了手术，另外34只大鼠用作健康正常对照(N)。动物或不进行治疗

(CTL组)，或在损伤并修复时以及每两周通过皮下注射(25mg/kg)施用具有SEQ  ID  NO:245

的CDR-H1、SEQ  ID  NO:246的CDR-H2、SEQ  ID  NO:247的CDR-H3、SEQ  ID  NO:78的CDR-L1、SEQ 

ID  NO:79的CDR-L2和SEQ  ID  NO:80的CDR-L3的硬化蛋白抗体(Scl-Ab  VI,Amgen,Thousand 

Oaks,CA)直至处死(Scl-Ab组)。允许所有动物在笼中自由活动，并在愈合2、4或8周后处死。

未损伤的动物在均龄5个月时处死，这相当于损伤后愈合约4周。

[0099] 骨形态计量学：处死后，从一个肩部小心地解剖附着有冈上肌腱和肌肉的肱骨。对

于骨形态计量学(未损伤N＝17，2周愈合N＝5，4周愈合N＝20，8周愈合N＝23)，如前所述
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[15 ,26]，使用微计算机断层扫描术(显微CT)以20μm的分辨率、45kVp和177μA(μCT  40 ,

Scanco  Medical,Switzerland)扫描肱骨头和肌腱起止点区域(～5mm)。所关注区域包括肌

腱附着附近并在生长板近侧的肱骨头内的骨小梁。计算所关注区域中的骨量以确定骨体积

分数(BV/TV)。还测定了骨矿物质密度(BMD)、骨小梁数(Tb.N)和骨小梁厚度(Tb.Th)。

[0100] 生物力学：如前所述[15]，在处死、解剖和显微CT扫描后，将冈上肌肉轻轻从肌腱

移除以备测试。在破坏载荷拉伸试验(load-to-failure  tensile  test)期间，释放修复部

位缝合线以移除其机械作用。通过在肱骨头周围缠绕4/0外科钢丝来固定生长板。然后将肱

骨在聚甲基丙烯酸甲酯中灌封。样本在37℃下于0.9％盐水浴中进行测试。使用单轴测试框

架(Instron  5866,Instron  Corporation,Norwood,MA)和薄膜肌腱夹(Imada,Northbrook,

IL)进行生物力学测试。单轴破坏载荷拉伸试验由以下项的5个循环组成：以0.2％/s预处理

至5％应变，随后恢复300s，然后以0.2％/s拉伸至破坏。应变测量为相对于每个肌腱的初始

测量标距长度的夹之间的位移。通过上述μCT扫描测量附着部位附近的冈上肌腱的横截面

积(CSA)。将测得的力除以CSA，以计算应力。使用载荷-变形曲线确定最大载荷和刚度(曲线

线性部分的斜率)。使用应力-应变曲线确定强度(最大应力)、模量(曲线线性部分的斜率)

和弹性。在试验期间在视觉上确定了破坏机制，并在试验完成后通过大体观察来验证。

[0101] 组织学：对于组织学，首先将解剖的肱骨-冈上肌构造物在4％多聚甲醛中固定24

小时。将一些样品(24个中的18个)于14％乙二胺四乙酸中脱钙、梯度乙醇中脱水并包埋在

石蜡中。用苏木精和伊红、甲苯胺蓝或Goldner三色染液对5μm厚的冠状切片染色。将剩余的

样品(24个中的6个)于4％多聚甲醛中固定24小时，包埋在塑料中，并用Von  Kossa法对5μm

厚的冠状切片染色。使用改编自Ide等人[26,27]的腱-骨成熟评分，由设盲观察者(NH)对这

些切片进行半定量分析。插入连续性、骨吸收、基质质量、细胞和纤维排列以及细胞性

(cellularity)是以1-4的量表评估的九个因素中的一部分(表1)。评分越低表示腱-骨愈合

得到改善，评分为9相当于健康的附着[26,27]。

[0102] 表1.改良的腱-骨成熟评分涉及以1-4的量表评估九个单独的结果。健康(未损伤)

的起止点的综合评分为9分。C-连续性R-规律性F-纤维软骨。

[0103]

[0104] 基因表达：对于基因表达研究，将解剖的肱骨-冈上肌样品在液氮中快速冷冻。分
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别从冈上肌腱以及从肱骨头的靠近肌腱附着处的在生长板近侧的部分分离了RNA(RNAeasy

试剂盒，Qiagen  Valencia,CA)。使用NanoDrop  2000(Thermo  Scientific,Waltham,MA)进

行RNA定量。使用Biomark  HD系统(Fluidigm,San  Francisco,CA)，关于与骨、肌腱和纤维软

骨相关的一组25个基因，对肌腱和骨RNA进行实时定量PCR(qRT-PCR)(表2)。使用TaqMan基

因表达测定(Life  Technologies,Carlsbad,CA)进行分析。使用Rpl13a作为管家基因，因为

Rpl13a的表达在各组之间的变化不超过±0.5CT值。结果表示为相比于Rpl13a表达的相对

表达(2-ΔCt)。

[0105] 表2.所评估的基因名称和相关类别及TaqMan测定ID。

[0106]

[0107]

[0108] 统计学：使用双因素方差分析(ANOVA；因素：治疗和愈合时间)，之后进行Tukey事

后检验，以确定治疗效果和愈合持续时间。通过双尾学生t检验与未损伤组进行另外的统计

学比较。P<0.05被视为具有显著性。

[0109] 结果

[0110] 骨形态计量学：到愈合4周时，CTL组和Scl-Ab组中存在显著的骨丢失，其中到愈合
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8周时Scl-Ab组恢复(图1)。具体地讲，在第4周时，与未损伤组相比，CTL组和Scl-Ab组中的

BV/TV、BMD和TbN显著降低。然而，在愈合8周后，将Scl-Ab治疗与CTL进行比较时，BV/TV增加

了34％，BMD增加了30％，TbN增加了17％，TbTh增加了24％，TbSp减少了21％(图1A至图1D)，

达到了与未损伤对照组相当的水平。用Scl-Ab治疗也导致未损伤组中BV/TV、BMD和TbTh的

增加。当使用ANOVA评估Scl-Ab治疗的总体效果时，用Scl-Ab治疗的动物与CTL动物相比具

有显著更高的BV/TV、BMD和TbTh，分别高19％、18％和20％。

[0111] 生物力学：损伤导致CSA显著增大(15.9±3.9mm2比6.6±1.9mm2；注意，CSA测量包

括起止点附近的所有软组织，包括肌腱和瘢痕)。到愈合4周时，CTL组和Scl-Ab组的机械特

性显著降低，其中到愈合8周时Scl-Ab组恢复(图2)。具体地讲，在第4周时，与未损伤组相

比，CTL组和Scl-Ab组的破坏载荷、硬度和模量显著降低。然而，在愈合8周后，将Scl-Ab治疗

与CTL进行比较时，破坏载荷增加了48％，强度增加了38％，并且刚度增加了43％。令人惊讶

的是，用Scl-Ab治疗也导致未损伤组的硬度和模量显著降低。

[0112] 组织学：在解剖和样品制备时未发现修复部位有破坏或缺口。组织学切片显示，冈

上肌腱通过纤维血管瘢痕愈合至肱骨头骨，其中CTL组的肱骨头中的骨丢失明显(图3)。在

愈合2周和4周时，CTL组和Scl-Ab组的愈合附着看起来相似。然而，在愈合8周后，相比于

CTL，Scl-Ab治疗使得插入连续性、完整性和纤维排列得到改善。半定量盲法分析支持这些

观察结果，表明在第8周时，Scl-Ab组与CTL组相比，腱-骨附着更成熟并且有新骨形成(表

3)。

[0113] 表3.在Scl-Ab治疗的所有组中，改良的腱-骨成熟评分随时间改善，导致总成熟度

评分较低，反映了在愈合8周时相比于对照动物更成熟的附着。结果显示为中位数(最小值，

最大值)。

[0114]

[0115] 矿化组织(骨和纤维软骨)中的基因表达：Scl-Ab治疗对肌腱起止点附近的矿化组

织中的许多基因的表达具有显著影响，包括硬化蛋白、Dkk1、RankL、DMP1和Runx2(图4)。在

愈合8周后，Scl-Ab组中硬化蛋白和Dkk1的表达分别是CTL的3.3倍和2.5倍。Lrp5的表达不

受治疗或愈合时间的影响。在所有组中，骨钙素(OCN)(成骨细胞活性的标志物)在损伤后显

著增加，而护骨素(Osteoprotogerin,OPG)(破骨细胞抑制的标志物)在损伤后显著降低。经

Scl-Ab治疗，RankL和DMP1的表达均增加(图4)。Scl-Ab治疗对纤维软骨相关基因TGFβ1、TGF

β3、MMP2、Col2a1和Sox9没有影响(图4)。刺猬信号通路(hedgehog  signaling  pathway)成

员Smo和Notch1的表达不受治疗的影响。

[0116] 肌腱中的基因表达：Scl-Ab治疗对肌腱基因表达没有显著影响(图5)。然而，愈合

时间显著影响了所有肌腱相关基因：Scleraxis、腱调蛋白、Col1a1、Col1a2、Col3a1。在2周
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的愈合时间点改变最为明显，并且到8周的治疗时间点时趋向于正常。另外，在愈合2周后，

聚集蛋白聚糖的表达在CTL组中增大20倍，在Scl-Ab治疗组中增大17倍。类似地，在愈合2周

后，在CTL组和Scl-Ab治疗组中Mmp2的表达均增大4.1倍。

[0117] 讨论：

[0118] 肩袖损伤和修复导致腱-骨界面处的骨丢失。愈合界面处骨量和骨质量的降低导

致手术修复后较高的再撕裂率[5]。本文提供的实施例通过证明增强肌腱附着处的骨结构

会使得肩袖损伤和修复后的愈合得到改善，利用硬化蛋白抗体治疗解决了腱-骨愈合期间

的骨丢失。硬化蛋白抗体治疗增加了最接近愈合肌腱附着处的肱骨头中的骨小梁质量指

数。尽管在愈合8周后对照组中仍存在损伤相关的骨丢失，但在接受治疗的动物中到愈合8

周时观察到朝正常骨的快速恢复。愈合界面处骨形态的改善具有功能性后果，如通过附着

强度改善所证实的。重要的是，组织学评估进一步证实了硬化蛋白抗体治疗的益处，其中与

对照相比，接受治疗的动物在愈合8周后具有更成熟的腱-骨界面。

[0119] 将骨形态发生蛋白2(BMP-2)等骨同化剂递送到损伤部位以借此改善损伤后的骨

矿物质密度和破坏载荷，这在腱-骨修复的犬和啮齿动物模型中无效[26,28]。然而，先前已

证实双膦酸盐通过减少骨吸收成功地改善了腱-骨愈合[18,29]。在屈肌腱-骨愈合的犬模

型中，21天后肌腱损伤导致腱-骨界面附近的骨矿物质密度与正常相比降低了29％[18]。口

服剂量的阿仑膦酸盐有效预防骨吸收，导致骨矿物质密度与正常相比仅降低6％。预防骨丢

失导致愈合21天后修复部位的破坏载荷得到显著改善。在单独的研究中，向切除了卵巢的

大鼠皮下注射唑来膦酸导致了冈上肌腱插入处附近的肱骨头骨矿物质密度与对照组相比

增加23％[29]。增加的骨矿物质密度与治疗后界面处破坏载荷增大24％相关，但是与Scl-

Ab不同，没有观察到施用双膦酸盐的肌腱组织学评分变化。在本研究中，在愈合8周后，与对

照相比Scl-Ab治疗导致骨矿物质密度增加了30％、破坏载荷增大了48％。

[0120] 本研究中使用的硬化蛋白抗体通过防止硬化蛋白与Lrp5受体结合而中和硬化蛋

白[30]。为了确定通过该机制是否实现了腱-骨愈合期间骨形态的改善，测量了Wnt信号传

导相关性基因表达。尽管Lrp5的表达并未因Scl-Ab治疗而在统计学上有显著变化，但是在

腱-骨愈合期间，经治疗的骨中硬化蛋白和Dkk1的表达增加。与此相反的是，特别是在较晚

的时间点，对照骨中这两个基因的表达水平相比于健康骨有所下降。在Scl-Ab组中观察到

的变化表明，在启动Wnt信号传导的尝试失败时，存在对被中和的硬化蛋白的补偿性细胞反

应。

[0121] 对愈合附着处矿化组织中的基因表达的进一步分析表明破骨细胞抑制增加(如通

过OPG表达增加所证实的)和成骨细胞活性增加(如通过骨钙素表达增加所证实的)，这与观

察到的骨形态改善一致。在损伤和修复后，治疗组和对照组中的骨祖细胞标志物(osterix

和Runx2)的基因表达与正常相比也都显著增加。此外，在正常的未损伤骨中，Scl-Ab治疗导

致Runx2基因表达增加。这些因子的表达增加(也与间充质细胞向成骨细胞分化有关[31 ,

32])表明通过Scl-Ab整体诱导了经由祖细胞和成熟成骨细胞的骨形成。

[0122] 肌腱附着的强度在很大程度上取决于界面处矿化组织的质量[33,34]。健康的腱-

骨附着具有跨越纤维软骨插入点到进入骨小梁的梯度矿物质含量[35]。Scl-Ab治疗导致附

着处的机械强度增加，这可能不仅是骨小梁附近矿化改善的结果(如通过显微CT测量的)，

还是愈合界面处纤维软骨矿化改善的结果。在愈合8周后，用Scl-Ab治疗的与起止点相邻的
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矿化组织中聚集蛋白聚糖(细胞外基质标志物或软骨和纤维软骨)的表达明显更高图6)。此

外，组织切片的半定量评估显示，与对照相比，经Scl-Ab治疗愈合4周和8周后腱-骨附着成

熟度(包括插入完整性)得到改善。

[0123] 通过皮下注射全身施用Scl-Ab治疗。因此，所有组织，包括与愈合界面相邻的肌腱

以及其他关节中的组织，也接受了Scl-Ab治疗。为了评估Scl-Ab对非矿化组织的可能影响，

检测了与愈合界面相邻的冈上肌腱中的基因表达。Scl-Ab治疗对肌腱组织中的基因表达没

有显著影响(图5)，这减轻了治疗可能对非靶组织产生影响的担忧。然而，Scl-Ab治疗确实

导致了健康腱-骨附着的模量和硬度降低(图2)。这一结果与先前的发现一致，即在腱-骨愈

合期间，双膦酸盐治疗可导致刚度下降[18]。由于肌腱和韧带具有用于典型生理活动的内

在机械安全系数[36]，因此刚度和模量的小幅下降不应使健康的肌腱易于受损。

[0124] 总之，本文提供的数据表明，在测试的动物模型中，与对照相比，用硬化蛋白抗体

治疗导致了腱-骨附着得到改善。正如预期的那样，硬化蛋白抗体增强了与起止点相邻的骨

小梁区域。令人惊讶的是，组织学评估显示，到愈合8周时，硬化蛋白抗体治疗促进了肌腱和

骨更好地整合。因此，用本文所述的硬化蛋白抗体进行治疗，不仅可以通过增加相邻插入部

位中的骨量还可以通过改善受损肌腱的组织学来改善腱-骨附着。此外，可以考虑使用硬化

蛋白抗体治疗来防止在肌腱撕裂手术修复之前的一段时间与减负相关的骨丢失。
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