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1.一种用于治疗受试者中的纤维化或降低受试者中的纤维化的风险的方法，所述方法

包括施用有效量的runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心结合因子β亚基(CBFβ)的抑制

剂。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述纤维化是肺纤维化、肾纤维化、或肝纤维化、或

辐射诱导的纤维化。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述纤维化是手术后粘连。

4.根据权利要求1所述的方法，其中所述受试者患有病毒、细菌或真菌感染，或患有化

学性化学性肺损伤，例如来自烟雾、化学烧伤、热损伤的化学性化学性肺损伤。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述受试者患有冠状病毒感染。

6.根据权利要求5所述的方法，其中所述冠状病毒感染是SARS或SARS‑CoV‑2感染。

7.一种用于降低病毒的感染的风险、感染的严重程度或病毒后炎症综合征的风险或严

重程度的方法，所述病毒依赖于血管紧张素转化酶2(ACE2)和/或FURIN进行内在化，所述方

法包括施用有效量的runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心结合因子β亚基(CBFβ)的抑制

剂。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述病毒感染是冠状病毒。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述冠状病毒是SARS‑CoV或SARS‑CoV‑2。

10.根据权利要求1‑9中任一项所述的方法，其中所述RUNX家族转录因子1(RUNX1)的抑

制剂是小分子抑制剂。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述RUNX1的小分子抑制剂是Ro24‑7429(3H‑1 ,

4‑苯丙二氮杂卓‑2‑胺，7‑氯代‑N‑甲基‑5‑(1H‑吡咯‑2‑基)‑)；Ro5‑3335([7‑氯代‑5‑(2‑吡

咯基)‑3H‑1,4苯丙二氮杂卓‑2‑(H)‑酮])，3H‑1,4‑苯丙二氮杂卓‑2‑胺，7‑氟代‑N‑甲基‑5‑

(1H‑吡咯‑2‑基)‑，7‑氟代‑1 ,3‑二氢‑5‑(1H‑吡咯‑2基)‑2H‑1 ,4‑苯丙二氮杂卓‑2‑酮，

NSC140873，MLS000548294，MLS001048862，或NSC156594。

12.根据权利要求1‑9中任一项所述的方法，其中所述核心结合因子β亚基(CBFβ)的抑

制剂是小分子抑制剂。

13.根据权利要求12所述的方法，其中所述CBFβ的抑制剂是2‑吡啶基苯并咪唑AI‑4‑57

或其类似物，优选地，其中所述类似物是AI‑10‑47；AI‑10‑104；AI‑12‑16；AI‑14‑55；AI‑12‑

126；AI‑14‑91；AI‑14‑18；或AI‑14‑72。

14.根据权利要求1‑9中任一项所述的方法，其中所述RUNX1或CBFβ的抑制剂是针对

RUNX1或CBFβ的抑制性核酸。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述抑制性核酸是反义寡核苷酸、siRNA化合物、

或锁核酸(LNA)。

16.根据权利要求1‑9中任一项所述的方法，其中所述RUNX1的抑制剂是抑制RUNX1的融

合蛋白，优选包含CBFβ的融合蛋白，优选CBFβ‑MYH11融合物。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述融合蛋白作为蛋白或作为编码所述融合蛋

白的核酸施用。

18.一种组合物，其包含runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心结合因子β亚基(CBFβ)

的抑制剂，其用于治疗受试者中的纤维化或降低受试者中的纤维化的风险的方法中的用

途。
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19.根据权利要求18所述的用于所述用途的组合物，其中所述纤维化是肺纤维化、肾纤

维化、或肝纤维化。

20.根据权利要求18所述的用于所述用途的组合物，其中所述纤维化是手术后粘连。

21.根据权利要求18所述的用于所述用途的组合物，其中所述受试者患有病毒感染。

22.根据权利要求21所述的用于所述用途的组合物，其中所述受试者患有冠状病毒感

染。

23.根据权利要求22所述的用于所述用途的组合物，其中所述冠状病毒感染是SARS或

SARS‑CoV‑2感染。

24.一种组合物，其包含runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心结合因子β亚基(CBFβ)

的抑制剂，所述组合物用于降低病毒的感染的风险、感染的严重程度、或病毒后炎症综合征

的风险或严重程度的方法中的用途，所述病毒依赖于血管紧张素转化酶2(ACE2)和/或

FURIN进行内在化。

25.根据权利要求24所述的用于所述用途的组合物，其中所述病毒感染是冠状病毒。

26.根据权利要求25所述的用于所述用途的组合物，其中所述冠状病毒是SARS‑CoV或

SARS‑CoV‑2。

27.根据权利要求18‑26中任一项所述的用于所述用途的组合物，其中所述RUNX家族转

录因子1(RUNX1)的抑制剂是小分子抑制剂。

28.根据权利要求27所述的用于所述用途的组合物，其中所述RUNX1的小分子抑制剂是

Ro24‑7429(3H‑1,4‑苯丙二氮杂卓‑2‑胺，7‑氯代‑N‑甲基‑5‑(1H‑吡咯‑2‑基)‑)；Ro5‑3335

([7‑氯代‑5‑(2‑吡咯基)‑3H‑1,4苯丙二氮杂卓‑2‑(H)‑酮])，3H‑1,4‑苯丙二氮杂卓‑2‑胺，

7‑氟代‑N‑甲基‑5‑(1H‑吡咯‑2‑基)‑，7‑氟代‑1,3‑二氢‑5‑(1H‑吡咯‑2基)‑2H‑1,4‑苯丙二

氮杂卓‑2‑酮，NSC140873，MLS000548294，MLS001048862，或NSC156594。

29.根据权利要求18‑26中任一项所述的用于所述用途的组合物，其中所述核心结合因

子β亚基(CBFβ)的抑制剂是小分子抑制剂。

30.根据权利要求29所述的用于所述用途的组合物，其中所述CBFβ的小分子抑制剂是

2‑吡啶基苯并咪唑AI‑4‑57或其类似物，优选地，其中所述AI‑4‑57的类似物是AI‑10‑47；

AI‑10‑104；AI‑12‑16；AI‑14‑55；AI‑12‑126；AI‑14‑91；AI‑14‑18；或AI‑14‑72。

31.根据权利要求18‑26中任一项所述的用于所述用途的组合物，其中所述RUNX1或CBF

β的抑制剂是针对RUNX1或CBFβ的抑制性核酸。

32.根据权利要求31所述的用于所述用途的组合物，其中所述抑制性核酸是反义寡核

苷酸、siRNA化合物、或锁核酸(LNA)。

33.根据权利要求18‑26中任一项所述的用于所述用途的组合物，其中所述RUNX1的抑

制剂是抑制RUNX1的融合蛋白，优选包含CBFβ的融合蛋白，优选CBFβ‑Myosin11(CBHβ‑

MYH11)融合物。

34.根据权利要求33所述的用于所述用途的组合物，其中所述融合蛋白作为蛋白或作

为编码所述融合蛋白的核酸施用。
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用于治疗纤维化的方法和材料

[0001] 优先权声明

[0002] 本申请要求2020年4月23日提交的美国临时专利申请序列号63/014,194和2020年

12月22日提交的美国临时专利申请序列号63/129,418的权益。前述内容的全部内容通过引

用并入本文。

技术领域

[0003] 本文描述了通过例如在患有病毒感染的受试者中使用runt相关转录因子1

(RUNX1)或核心结合因子β亚基(CBFβ)的抑制剂来治疗受试者中的纤维化如肺纤维化和降

低受试者中的纤维化如肺纤维化的风险的方法。

背景技术

[0004] 肺纤维化是一种慢性且通常致命的肺病，其特征在于细胞外基质的积累和肺实质

的破坏(1‑3)。肺纤维化的原因在大多数情况下是未知的，因此被称为特发性肺纤维化

(IPF)。估计IPF影响100,000个个体中的约50个，使得IPF成为美国最常见的间质性肺病，诊

断后中位生存期为3‑5年(4,5)。

发明内容

[0005] 本文提供了用于治疗受试者中的纤维化或降低受试者中的纤维化的风险的方法。

所述方法包括施用有效量的runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心结合因子β亚基(CBFβ)

的抑制剂。还提供了包含runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心结合因子β亚基(CBFβ)的

抑制剂的组合物，其用于治疗受试者中的纤维化或降低受试者中的纤维化的风险的方法中

的用途。

[0006] 在一些实施方案中，纤维化是肺纤维化、肾纤维化、或肝纤维化、或辐射诱导的纤

维化。在一些实施方案中，纤维化是手术后粘连。在一些实施方案中，纤维化不是眼纤维化。

[0007] 在一些实施方案中，受试者患有病毒、细菌或真菌感染，或患有化学性化学性肺损

伤，例如来自烟雾、化学烧伤、热损伤的化学性化学性肺损伤。

[0008] 在一些实施方案中，受试者患有冠状病毒感染或流感。在一些实施方案中，冠状病

毒感染是SARS或SARS‑CoV‑2感染。

[0009] 本文还提供了用于降低病毒的感染的风险、感染的严重程度、或病毒后炎性综合

征的风险或严重程度的方法，所述病毒依赖于血管紧张素转化酶2(ACE2)和/或FURIN进行

内在化。所述方法包括施用有效量的runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心结合因子β亚

基(CBFβ)的抑制剂。在一些实施方案中，病毒感染是冠状病毒或流感。在一些实施方案中，

冠状病毒是SARS‑CoV或SARS‑CoV‑2。还提供了包含runt相关家族转录因子1(RUNX1)或核心

结合因子β亚基(CBFβ)的抑制剂的组合物，所述组合物用于降低病毒的感染的风险、感染的

严重程度、或病毒后炎症综合征的风险或严重程度的方法中的用途，所述病毒依赖于血管

紧张素转化酶2(ACE2)和/或FURIN进行内在化。
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[0010] 在一些实施方案中，RUNX家族转录因子1(RUNX1)的抑制剂是小分子抑制剂。

[0011] 在一些实施方案中，RUNX1的小分子抑制剂是Ro24‑7429(3H‑1 ,4‑苯丙二氮杂卓‑

2‑胺，7‑氯代‑N‑甲基‑5‑(1H‑吡咯‑2‑基)‑)；Ro5‑3335([7‑氯代‑5‑(2‑吡咯基)‑3H‑1,4苯

丙二氮杂卓‑2‑(H)‑酮])，3H‑1 ,4‑苯丙二氮杂卓‑2‑胺，7‑氟代‑N‑甲基‑5‑(1H‑吡咯‑2‑

基)‑，7‑氟代‑1 ,3‑二氢‑5‑(1H‑吡咯‑2基)‑2H‑1 ,4‑苯丙二氮杂‑2‑酮，NSC140873，

MLS000548294，MLS001048862，或NSC156594。

[0012] 在一些实施方案中，核心结合因子β亚基(CBFβ)的抑制剂是小分子抑制剂。在一些

实施方案中，CBFβ的抑制剂是2‑吡啶基苯并咪唑AI‑4‑57或其类似物，优选地，其中类似物

是AI‑10‑47；AI‑10‑104；AI‑12‑16；AI‑14‑55；AI‑12‑126；AI‑14‑91；AI‑14‑18；或AI‑14‑

72。

[0013] 在一些实施方案中，RUNX1或CBFβ的抑制剂是针对RUNX1或CBFβ的抑制性核酸。在

一些实施方案中，抑制性核酸是反义寡核苷酸、siRNA化合物、或锁核酸(LNA)。

[0014] 在一些实施方案中，RUNX1的抑制剂是抑制RUNX1的融合蛋白，优选包含CBFβ的融

合蛋白，优选CBFβ‑MYH11融合物。

[0015] 在一些实施方案中，融合蛋白作为蛋白或作为编码融合蛋白的核酸施用。

[0016] 除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属技术领域

的普通技术人员通常理解的含义相同的含义。本文描述了用于本发明的方法和材料；也可

以使用本领域已知的其它合适的方法和材料。材料、方法、和实施例仅是说明性的而不旨在

进行限制。本文提及的所有出版物、专利申请、专利、序列、数据库条目、和其它参考文献通

过引用以其整体并入本文。在冲突的情况下，本说明书包括定义将占主导。

[0017] 本发明的其它特征和优点将从以下详细描述和附图、以及从权利要求书显而易

见。

附图说明

[0018] 本专利或申请文件包含至少一幅彩色附图。具有彩色附图(一幅以上)的本专利或

专利申请公开的副本将在请求和支付必要费用后由专利局提供。

[0019] 图1A‑J.PF的博来霉素模型中在第14天的Ro24‑7429的抗纤维化和抗炎作用。A‑B)

通过H&E和Masson三色染色来评价肺组织的组织学图像和胶原沉积，并使用明视场显微镜

可视化(比例尺分别为‑50μm和1000μm)。C)第14天的博来霉素和Ro24‑7429处理的肺的低放

大率(比例尺‑2μm)和高放大率(比例尺‑500μm)的代表性TEM显微照片。D)纤维化评分。E‑F)

在博来霉素和Ro24‑7429处理的肺中，通过免疫印迹法的RUNX1和E‑钙粘着蛋白和纤连蛋白

水平的检测和定量。G)博来霉素和Ro24‑7429处理的肺中的纤连蛋白、胶原3A1、RUNX1、和ɑ‑
SMA的mRNA水平的qRT‑PCR分析。H‑I)石蜡切片上对ɑ‑SMA、RUNX1、IBA1、IB4和LY6G的免疫组

织化学(比例‑100μm)。J)博来霉素和Ro24‑7429处理的肺中的IB4、IBA1和LY6G阳性细胞的

定量。(所有数据表示为平均值±S.E .M，n＝5‑6，ns‑不显著，*P<  0 .05，**P<0 .01，***P<

0.001和****P<0.0001)。

[0020] 图2A‑I.IPF的博来霉素模型中在第7天的Ro24‑7429的抗纤维化和抗炎作用。A‑B)

通过H&E和Masson三色染色来评价肺组织的组织学图像和胶原沉积，并使用明视场显微镜

可视化(比例尺分别为‑50μm和1000μm)。C)第14天的博来霉素和Ro24‑7429处理的肺的低放
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大率(比例尺‑2μm)和高放大率(比例尺‑500μm)的代表性TEM显微照片。D‑E)在博来霉素(N

＝3)和Ro24‑7429(N＝3)处理的肺中，通过免疫印迹法的纤连蛋白、E‑钙粘着蛋白和RUNX1

水平的检测。F)博来霉素(N＝6)和Ro24‑7429(N＝6)处理的肺中的纤连蛋白、胶原3A1、和

RUNX1、和ɑ‑SMA的mRNA水平的qPCR分析。G‑H)石蜡切片上对ɑ‑SMA、RUNX1、IBA1、IB4和LY6G

的免疫组织化学(比例‑100μm)。I)博来霉素和Ro24‑7429处理的肺中的IB4、IBA1和LY6G阳

性细胞的定量。所有数据表示为平均值±S .E .M，n＝  6，ns‑不显著，*P<  0 .05，**P<

0.01，***P<0.001和****P<0.0001)。

[0021] 图3A‑J .细胞因子刺激和Ro24‑7429处理对肺上皮和血管内皮细胞中纤维化标志

物的表达的影响。A)A549细胞中用TGF‑β1孵育24、48和72小时后，RUNX1、N‑钙粘着蛋白和ɑ‑
SMA的mRNA水平的qRT‑PCR分析。B)A459细胞中用TGF‑β1处理24、48和72小时的RUNX1、N‑钙

粘着蛋白和ɑ‑SMA的免疫印迹法。C)A549细胞中TGF‑β1时序的免疫印迹法的定量。D‑E)显示

A459细胞中用TGF‑β1处理72小时后，Ro24‑7429对纤维化标志物N‑钙粘着蛋白的影响的免

疫印迹法。F‑G)在有和没有Ro24‑7429预处理的情况下，用TGF‑β1或TNF‑ɑ刺激的人肺泡上

皮细胞(HPAEpi细胞)中的纤维化标志物N‑钙粘着蛋白的免疫印迹法。H)用CD31(绿色)

RUNX1(红色)和DAPI(蓝色)荧光标记的HMEC‑L的代表性图像(比例‑100μm)。I)HMEC‑L细胞

中用TNF‑ɑ处理24、48和72小时后RUNX1的mRNA水平的qRT‑PCR分析。J)在用AI‑14‑91和

Ro24‑7429以及TNF‑ɑ处理预处理后的RUNX1表达的qRT‑PCR。(所有数据表示为平均值±

S.E.M，n＝3，ns‑不显著，*P  <  0.05，**P<0.01，***P<0.001和****P<0.0001)。

[0022] 图4A‑I.SARS‑CoV2感染期间的RUNX1表达，以及RUNX1抑制在人上皮和内皮细胞中

的体外和体内作用。A)通过免疫染色的人对照肺和肺中具有低丰度的病毒蛋白(病例1)或

高丰度的病毒蛋白(病例2)的SARS‑CoV‑2的两个病例中的RUNX1表达。仅病例2显示血管内

皮(黄色三角形)和毛细血管(插图)中的RUNX1信号(比例尺‑100μm)。B)在2周时间点的

ACE2‑ɑ‑SMA免疫染色。C‑D)显示在有或没有Ro24‑7429预处理的情况下，ACE2的TGF‑β1和

TNF‑ɑ诱导的免疫印迹法。E‑F)显示博来霉素和Ro24‑7429处理的肺(N＝5)中的FURIN表达

的免疫印迹法。G)在HMEC‑L细胞中，在存在TNF‑ɑ的情况下，用AI‑14‑91或Ro24‑7429预处理

后FURIN的mRNA的qRT‑PCR分析。H)RUNX1在TGF‑β1(蓝色)和TNF‑α(粉红色)信号传导中的作

用及其对SARS  CoV‑2相关蛋白FURIN和ACE2的影响的假设的示意图。I)显示来自oPOSSUM分

析的SARS‑CoV‑2相关基因的百分比分布的饼状图，RUNX1(红色)、RUNX1和AP‑1(橙色)、AP‑1

(黄色)的转录因子结合位点(TFBS)、JNK途径基因(黑色)、具有AP‑1TFBS的JNK途径基因(粉

色)和具有AP‑1和RUNX1  TFBS的JNK途径基因(紫色)以及不具有RUNX1或AP‑1TFBS的其它

(灰色)SARS‑CoV‑2基因。所有数据表示为平均值±S .E .M，n＝5‑6，(ns‑不显著，*P< 

0.05，**P<0.01，***P<0.001和****P<0.0001)。

[0023] 图5A‑B .Ro24‑7429的腹膜内注射的抗纤维化剂量反应比较。A‑B)通过H&E和

Masson三色染色评价肺组织的组织学图像和胶原沉积，并使用明视场显微镜可视化(比例

尺分别为‑50μm、100μm和1000μm)。

[0024] 图6A‑F.与溶媒(vehicle)处理相比，用RUNX1抑制剂Ro5‑3335  150μM、增加剂量的

Ro24‑7429(50μM‑200μM)、吡非尼酮(Pirfenidone)500μg/ml和尼达尼布(Nintedanib)5μM

单独处理后48小时(6A、6D)和72小时(6B、6C、6E、6F)的CyQuant细胞增殖测定和乳酸脱氢酶

(LDH)测定显示活细胞百分比在48小时显著降低，以及在72小时甚至更大的抑制。RUNX1抑
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制有效抑制A549上皮细胞(6A、6B、6D、6E)和人肺成纤维细胞(HLF、6C、6F)的生长。*P<

0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001。

[0025] 图7.COVID‑19的情况中的AP‑1和RUNX1转录因子结合位点(TFBS)的oPOSSUM分析。

[0026] 图8.来自一个对照和三个SARS‑CoV‑2阳性尸检病例的死后人肺组织的RUNX1免疫

染色。两个病例显示出毛细血管和血管内皮中明显的阳性信号(黄红色箭头)。

[0027] 图9.来自4个SARS‑CoV‑2阳性病例的人肺组织的RUNX1免疫染色。未观察到阳性信

号。

具体实施方式

[0028] 尽管在减缓IPF进展的抗纤维化药物如尼达尼布和吡非尼酮的最近发展，但仍没

有广泛接受的可以降低IPF中的死亡率的治疗(6)。迫切需要鉴定调节肺纤维化的病理机制

中的关键靶标的治疗剂。随着IPF的发生率上升，具有强安全性的现有治疗剂的再利用可以

提供鉴定迫切需要的治疗的加速路径(7,8)。

[0029] RUNX1是发育期间调节造血干细胞的分化的过程中至关重要的转录因子(20)。

RUNX1作为与CBFβ结合的转录因子核心结合因子(CBF)的α‑DNA结合组分起作用(21)。虽然

RUNX1在散发性骨髓增生异常综合征和白血病中反复突变，但在10‑15％的成人新生急性髓

性白血病(AML)病例中发现CBFβ突变。这些与癌症的联系已经引起了对RUNX1功能的小分子

调节剂的发现和表征的兴趣，尽管迄今为止还没有一种被批准用于临床使用(22 ,23)。

RUNX1在血管内皮细胞的TNF‑α驱动的增殖和迁移中起作用，在VEGF非依赖性途径中驱动异

常血管生成(24,25)。RUNX1还在称为增殖性玻璃体视网膜病变的与眼纤维化相关的致盲病

况中通过TGF‑β2信号传导、抑制上皮表型并促进间充质转化而起到上皮至间充质转化

(EMT)的主要调节因子的作用(26)。这些结果表明RUNX1活性与作为应答于许多疾病的关键

细胞过程的病理性血管生成和纤维化两者相关。因此，RUNX1调节可以导致用于普遍的非肿

瘤病况的新治疗方式(24)。

[0030] Ro24‑7429和Ro5‑3335是RUNX1活性的小分子抑制剂。Ro5‑3335已作为RUNX1抑制

剂广泛用于多项研究中，并且是市售可得的(22)。Ro24‑7429最初是由于其作为Tat拮抗剂

的潜在作用而开发的，并且在感染人免疫缺陷病毒(HIV)的患者中在治疗获得性免疫缺陷

综合征(AIDS)的治疗中在2期临床试验中进行了测试(27)。Ro24‑7429在这些临床试验中具

有可接受的安全性，但发现没有可检测的抗病毒活性(28)。该研究评价了RUNX1在肺纤维化

中的作用，并使用博来霉素诱导的肺损伤模型测试了Ro24‑7429的潜在抗纤维化作用(29)。

[0031] 本研究表明了在PF的博来霉素模型中使用小分子Ro24‑7429的RUNX1抑制的临床

前功效。这里使用的Ro24‑7429剂量相当于先前在1/2期试验中测试的具有强安全性的剂量

(28)。用Ro24‑7429的预处理通过抑制RUNX1活性显著减少纤维化并维持肺泡结构。

[0032] 已经发现例如尼达尼布和吡非尼酮等具有抗纤维化活性的当前药物减慢IPF进展

(4)。不希望受理论束缚，本数据表明RUNX1抑制可以通过影响PF进展的不同阶段的多种途

径起作用，导致纤维化的强力预防。目前的结果体外和体内表明RUNX1抑制分别防止人肺泡

上皮细胞和人血管内皮细胞中在TGF‑β1和TNF‑ɑ的存在下的病理变化。由免疫细胞活化、细

胞损伤和炎症导致的细胞因子信号传导激活下游途径，包括内皮细胞中的JNK途径和肺上

皮细胞中的SMAD途径(24,44,45)。JNK和SMAD途径都集中在AP‑1上，因为分别能够激活/磷
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酸化c‑Jun，其与c‑Fos二聚化以形成AP‑1。已知AP‑1引起炎性细胞因子的进一步产生，并且

还与RUNX1表达相关(图4H)(24,46)。这些数据阐明了细胞因子信号传导在多种细胞类型中

的IPF的博来霉素诱导的模型中介导会聚型(convergent)RUNX1活性中的作用。

[0033] 评价RUNX1在肺上皮中的作用的先前研究已经显示，应答于经由脂多糖(LPS)暴露

的急性肺损伤，肺组织中增加的RUNX1表达(47)。然而，肺上皮内RUNX1的条件性敲除通过

NF‑kB的激活增加了急性肺损伤对LPS的易感性(48)。本工作显示了通过Ro24‑7429的RUNX1

抑制的药理学抑制，抑制了成体组织中的炎症。不希望受理论束缚，本结果表明药理学抑制

可以允许正常的基线RUNX1活性，同时抑制RUNX1的异常活性。RUNX1的发育转录靶也可能不

同于成体组织中的转录靶。此外，在一些实施方案中，本发明的方法可以包括全身抑制

RUNX1，允许在上皮以外、包括成纤维细胞、血管内皮和炎性细胞在内的多种细胞类型内进

行抑制。

[0034] Ro24‑7429也作为Tat拮抗剂进行了研究(27,28)。为了排除脱靶效应，还在HMEC‑L

中测试了经过验证的RUNX1抑制剂AI‑14‑91。Ro24‑7429导致纤维化标志物的减少，一种也

在通过分子方法抑制RUNX1的研究中报道的表型(3)。

[0035] 纤维化的炎症介质–TGF‑β1、TNF‑α、和FURIN

[0036] TGF‑β1是肺纤维化的关键介质，并且其表达在肺纤维化的动物模型和患有IPF的

人肺(30,32)中、在肝纤维化(56)中、在辐射暴露后诱导的纤维化(57)和手术粘连(58)中增

强。TGF‑β1参与一系列的细胞变化，包括增殖、分化、凋亡和死亡(33)。TGF‑β1激活诱导细胞

外基质产生，并且其作用通过SMAD2/3途径介导，如通过SMAD3敲除所说明的，SMAD3敲除被

发现在博来霉素小鼠模型中防止纤维化(34)。最近的出版物强调了TGF‑β1/SMAD/RUNX1信

号传导在IPF中的作用(3)。人们越来越关注RUNX1在包括肾小管上皮细胞的各种器官系统

的纤维化中的作用，其中发现RUNX1调节EMT的标志物，并且RUNX1的敲除防止肾纤维化

(35)。已经提出RUNX1在成纤维细胞激活和增殖中起作用(36)。RUNX1在被认为是有助于IPF

的肌成纤维细胞的来源的脂成纤维细胞中高度表达(37)。成纤维细胞和肌成纤维细胞的激

活导致细胞外基质(ECM)蛋白的过度沉积，这是损害肺功能的重要致病事件(38)。

[0037] TNF‑ɑ被认为是体内促血管生成的，并且升高的TNF‑ɑ水平与几种呼吸系统疾病包

括哮喘、慢性阻塞性肺病(COPD)和急性呼吸窘迫综合征(ARDS)相关(39‑42)。重要的是，

TNF‑ɑ表达与增加的内皮通透性直接相关(43)。在血管内皮细胞中，TNF‑ɑ通过JNK途径反馈

回路向RUNX1发信号(24)。具体地，在肺中，已显示TNF‑ɑ信号传导的抑制减少胶原沉积，并

附加地调节促纤维化介质TGF‑β1的表达(31,41)。

[0038] 总之，目前的数据表明RUNX1参与肺纤维化的病理生物学的多个步骤，并且RUNX1

抑制可能导致用于多病因的PF的有效的新的疗法。因此，RUNX1抑制剂如Ro24‑7429可用于

治疗纤维化，包括肺中的PF，以及包括肾和肝的其它器官中的纤维化；辐射暴露后诱导的纤

维化；和手术粘连。因此，RUNX1抑制剂可用于治疗肺和其它器官中的炎症病况，所述肺中的

炎症病况包括慢性阻塞性肺病(COPD)、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)、和哮喘。

[0039] SARS‑CoV‑2

[0040] 最近的SARS‑CoV‑2大流行可能导致世界范围的病毒感染后诱导的PF病例的激增

(9‑12)。与SARS‑CoV‑2感染相关的肺病理学中涉及的关键病理生理学机制包括1)弥漫性肺

泡损伤(13 ,14)；2)肺纤维化(10)；3)增加的血管渗漏/通透性(肺水肿)和异常血管生成
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(15)；和，4)“细胞因子风暴”，其中不受控的炎症导致多种细胞因子的过度释放，导致

COVID‑19患者的发病和死亡(15 ,16)。虽然瑞德西韦(remdesivir)、地塞米松

(dexamethasone)、和抗SARS‑CoV‑2抗体混合物已获得紧急批准用于治疗COVID‑19，但临床

上迫切需要可以方便地施用并对临床结果产生显著影响的新的治法(17‑19)。疗法还可以

用于缓解不同突变体版本的病毒，因为它们变得对现有疫苗具有抗性。如本文所示，RUNX1

定位和信号在感染SARS‑CoV‑2的人肺的亚群中增加。观察到RUNX1核定位，这是活性的指

示。目前的数据表明，RUNX1转录活性可能在对SARS‑CoV‑2感染的病理性宿主应答(调节上

皮细胞、成纤维细胞和内皮细胞应答)中起关键作用。发现在COVID‑19患者中失调的基因中

的转录因子结合位点(TFBS)的oPPOSUM分析显示这些基因的78％包含RUNX1  TFBS，表明

RUNX1在COVID‑19的病理生物学中具有重要作用(15)。本结果表明Ro24‑7429可用于治疗

COVID‑19患者中的PF。

[0041] ACE2和FURIN对于宿主细胞内的SARS‑CoV‑2病毒摄取为至关重要的。FURIN是一种

普遍存在的前蛋白转化酶，其参与多种前体蛋白的蛋白水解加工，并且激活许多被认为在

IPF中为重要的因子，包括TGF‑β1，一种与IPF相关的纤维化变化的主要促成因子。最初，

TGF‑β1作为无活性多肽产生，其激活需要正确的蛋白水解切割。TGF‑β1切割位点由类似于

前蛋白转化酶(PC)识别基序的R‑H‑R‑R序列组成。有趣的是，该切割位点被作为PC家族的成

员的FURIN正确切割(50,51)。然而，TGF‑β1也被许多其它因子切割，包括整合素αvβ6和丝氨

酸蛋白酶纤溶酶(30)。

[0042] 使用我们的博来霉素诱导的肺损伤模型和体外TGFβ/TNF‑α刺激的肺上皮和血管

内皮细胞评价RUNX1功能与ACE2和FURIN的表达之间的潜在直接联系。基于上游调控元件的

基因组指导的分子谱，RUNX1最近被预测为ACE2和FURIN表达的几种潜在调节剂之一(49)。

我们首次报道了在体外和体内，RUNX1表达与ACE2和FURIN表达水平直接相关。

[0043] 这提供了Ro24‑7429可在患有SARS‑CoV2的受试者中用作治疗剂的进一步证据，因

为这可具有多种功效途径；在来自COVID‑19患者的死后肺的肺组织中鉴定到RUNX1上调(见

实施例6和参考文献15)。FURIN是参与刺突蛋白S1/S2的切割以允许随后与ACE2相互作用和

病毒内在化的关键酶，并且重要的是，Ro24‑7429可能具有预防感染后相关纤维化的潜力。

RUNX1抑制在肺损伤的小鼠模型和体外人上皮和血管内皮细胞中减弱ACE2和FURIN的表达

(参见实施例6)，表明RUNX1抑制可以降低SARS‑CoV‑2感染的风险。

[0044] 治疗方法

[0045] 本文所述的方法包括用于治疗与纤维化相关的病症的方法。在一些实施方案中，

所述病症是肺纤维化，例如IPF；在一些实施方案中，所述病症是继发于细菌或病毒如冠状

病毒如SARS2或SARS‑CoV‑2或流感感染的肺纤维化。在一些实施方案中，所述病症是肾或肝

纤维化；辐射暴露后诱导的纤维化；手术粘连；辐射暴露后诱导的纤维化；和手术粘连。所述

方法还可用于治疗肺和其它器官中的炎症病况，所述肺中的炎症病况包括慢性阻塞性肺病

(COPD)、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)和哮喘。在一些实施方案中，受试者患有化学性肺损

伤，例如来自烟雾、化学烧伤或热损伤等的化学性肺损伤。

[0046] 如在本上下文中使用的，“治疗”意指改善病症的至少一种症状。施用治疗有效量

的本文所述的化合物用于治疗与纤维化相关的病况将导致纤维化减少。例如，肺纤维化，包

括继发于病毒感染如冠状病毒(例如SARS2或COVID‑19)或流感的纤维化，可导致肺功能降
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低；因此，治疗可以导致肺功能增加和恢复或接近正常肺功能。肺功能可以例如通过血氧饱

和度(正常高于95％)、肺活量测定、不需要呼吸机支持来评价。还可以评价动脉血气参数，

例如氧分压(PaO2)(正常为75‑100mmHg)；二氧化碳分压(PaCO2)(正常为38‑42mmHg)；动脉血

pH(正常为7.38‑7.42)；或氧饱和度(SaO2)(正常为94‑100％)。

[0047] 还可以测定肺功能测试，例如，

[0048] FEV1            80％至120％

[0049] FVC             80％至120％

[0050] 绝对FEV1/FVC比在预测比的5％以内

[0051] TLC             80％至120％

[0052] FRC             75％至120％

[0053] RV              75％至120％

[0054] DLCO            >60％至<120％

[0055] DLCO＝肺一氧化碳弥散量。

[0056] FVC–用力肺活量；最大用力呼气期间可呼出的气体的总体积。

[0057] FEV1–第一秒用力呼气量；最大吸气后，第一秒中用力呼出的气体的体积。

[0058] FEV1/FVC比–一秒内呼出的FVC的百分比。

[0059] MVV–最大自主通气量。ERV–呼气储备量；呼气末呼出的气体的最大体积。

[0060] IRV–吸气储备量；吸气末吸入的气体的最大体积。

[0061] RV–余气量；最大呼气后肺中剩余的气体的体积。

[0062] VT–潮气量；各个呼吸循环期间吸入或呼出的气体的体积。

[0063] 参见，例如，Barreiro等人,Am  Fam  Physician.2004Mar  1；69(5):1107‑1115。

[0064] 在一些实施方案中，所述方法用于患有COVID‑19的受试者，并且可缩短恢复时间

或降低病毒后肺部综合征的风险或严重程度；治疗或改善肺炎、或肺炎相关纤维化的风险

或严重程度，例如减少患有病毒诱导的肺炎如COVID‑19相关肺炎的受试者中的血管源性水

肿、血管渗漏、和/或血管生成。在一些实施方案中，所述方法用于在无症状但测试为SARS‑

CoV‑2阳性的个体中预防疾病或疾病进展(降低其风险)。

[0065] 此外，本文描述了用于降低依赖于ACE2进行内在化的病毒如冠状病毒如SARS2和

SARS‑CoV‑2的感染的风险、感染的严重程度、或病毒后炎症综合征的风险或严重程度的方

法。参见，例如，Monteil等人,Cell.2020May14；181(4):905‑913.e7。

[0066] 通常，所述方法包括将治疗有效量的如本文所述的RUNX1的抑制剂或CBFβ(RUNX1

的结合配偶体)的抑制剂施用至有此类治疗需要或已确定需要此类治疗的受试者。

[0067] RUNX1/CBFβ抑制剂

[0068] 许多RUNX1抑制剂是本领域已知的，包括小分子，例如Ro24‑7429(3H‑1 ,4‑苯丙二

氮杂卓‑2‑胺，7‑氯代‑N‑甲基‑5‑(1H‑吡咯‑2‑基)‑)和Ro5‑3335([7‑氯代‑5‑(2‑吡咯基

(pyrryl))‑3H‑1,4苯丙二氮杂卓‑2‑(H)‑酮])，以及各自的类似物，例如3H‑1,4‑苯丙二氮

杂卓‑2‑胺，7‑氟代‑N‑甲基‑5‑(1H‑吡咯‑2‑基)‑和7‑氟代‑1 ,3‑二氢‑5‑(1H‑吡咯‑2基)‑

2H‑1 ,4‑苯丙二氮杂卓‑2‑酮(参见WO2019099595)，NSC140873，MLS000548294，

MLS001048862，或NSC156594。参见，例如，WO2018093797，Cunningham等人.(2012)Proc 

Natl  Acad  Sci  USA,109(36):14592‑14597，和美国专利申请公开号2014/0004082，其各自
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的完整内容通过引用并入本文。RUNXl抑制剂的附加实例描述于5,641,773；5,164,376；5,

141,735；5,041,438；5,036,101；和3,405,122,以及美国专利申请公开号2014/0004082，其

各自的完整内容通过引用并入本文。

[0069] 许多CBFβ抑制剂是本领域已知的，包括小分子，例如2‑吡啶基苯并咪唑AI‑4‑57及

其类似物，例如，AI‑10‑47；AI‑10‑104；AI‑12‑16；AI‑14‑55；AI‑12‑126；AI‑14‑91；AI‑14‑

18；或AI‑14‑72(参见Illendula等人 ,EBioMedicine .2016Jun；8:117–131)；和

WO2018093797中描述的那些。认为苯并咪唑化合物与CBFβ‑SMMHC融合蛋白的CBFβ部分结

合，并抑制其与RUNX蛋白的Runt结构域的结合。

[0070] 也可以使用导致形成显性阴性抑制剂的RUNX1或CBFβ与其它蛋白的一些融合物，

例如，CBFβ的片段与Myosin11的片段的融合物(Liu等人,Science.1993Aug  20；261(5124):

1041‑4)(CBFβ‑My11)。这些融合物可以作为RUNX1的抑制剂作为蛋白施用、或作为编码这些

蛋白的DNA或RNA施用。

[0071] 可选地，本方法可以包括使用针对RUNX1或CBFβ的抑制性核酸。可用于本方法和组

合物的抑制性核酸包括反义寡核苷酸、核酶、siRNA化合物、单链或双链RNA干扰(RNAi)化合

物如siRNA化合物、修饰的碱基/锁核酸(LNA)、肽核酸(PNA)、以及与靶核酸的至少一部分杂

交并调节其功能(即抑制表达)的其它低聚化合物或寡核苷酸模拟物。在一些实施方案中，

抑制性核酸包括反义RNA、反义DNA、嵌合反义寡核苷酸、包括修饰键的反义寡核苷酸、干扰

RNA(RNAi)、短干扰RNA(siRNA)；小时序RNA(stRNA)；或短发夹RNA(shRNA)；小RNA诱导的基

因激活(RNAa)；小激活RNA(saRNA)、或其组合。参见，例如，WO  2010040112。

[0072] 人RUNX1的示例性序列如下：

[0073] 核酸 蛋白质 变体 名称

NM_001754.5 NP_001745.2 1 runt相关转录因子1亚型AML1c

NM_001122607.2 NP_001116079.1 2 runt相关转录因子1亚型AML1a

NM_001001890.3 NP_001001890.1 3 runt相关转录因子1亚型AML1b

[0074] 变体1代表最长的亚型(AML1c)。变体2与变体1相比的不同在于5'UTR和编码区。与

亚型AML1c相比，所得亚型(AML1b)更短并且具有不同的N‑末端。变体3与变体1相比的不同

在于5'UTR和编码区以及3'UTR和编码区。与亚型AML1c相比，所得亚型(AML1a)更短并且具

有不同的N‑末端和C‑末端。

[0075] 人CBFβ的示例性序列如下：

[0076] 核酸 蛋白质 名称

NM_022845.3 NP_074036.1 核心结合因子β亚基亚型1

NM_001755.3 NP_001746.1 核心结合因子β亚基亚型2

NM_001368707.1 NP_001355636.1 核心结合因子β亚基亚型3

NM_001368708.1 NP_001355637.1 核心结合因子β亚基亚型4

NM_001368709.1 NP_001355638.1 核心结合因子β亚基亚型5

NM_001368710.1 NP_001355639.1 核心结合因子β亚基亚型6

[0077] 变体1编码最长的亚型1。与变体1相比，变体2在3'编码区中使用替代剪接位点，导

致移码。与亚型1相比，所得亚型2更短并且具有不同的C末端。变体3和4编码长度相同但具

有不同蛋白质序列的亚型。变体5和6编码长度相同但具有不同蛋白质序列的亚型。
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[0078] 药物组合物和施用方法

[0079] 本文所述的方法包括使用含有RUNX1抑制剂作为活性成分的药物组合物。

[0080] 药物组合物通常包括药学上可接受的载体。如本文所用，语言“药学上可接受的载

体”包括与药物施用相容的盐水、溶剂、分散介质、包衣、抗细菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸

收延迟剂等。补充活性化合物也可以引入组合物中，例如，在吡非尼酮、尼达尼布、托珠单抗

(tocilizumab)、类固醇类(例如，皮质类固醇类(例如，泼尼松))、瑞德西韦、恢复期血浆

(convalestent  plasma)、针对SARS‑CoV‑2的单克隆抗体的实施方案中。

[0081] 药物组合物通常配制成与其预期的施用途径相容。施用途径的实例包括肠胃外，

例如静脉内、皮内、皮下、口服、鼻(例如吸入，例如经由吸入器)、经皮(局部)、经粘膜、和直

肠施用。

[0082] 配制合适的药物组合物的方法是本领域已知的，参见，例如，Remington:The 

Science  and  Practice  of  Pharmacy,21st  ed.,2005；和Drugs  and  the  Pharmaceutical 

Sciences:a  Series  of  Textbooks  and  Monographs(Dekker,NY)系列中的书籍。例如，用

于肠胃外、皮内、或皮下应用的溶液或悬浮液可以包含以下组分：无菌稀释剂，例如注射用

水、盐水溶液、固定油(fixed  oil)、聚乙二醇、甘油、丙二醇或其它合成溶剂；抗细菌剂，例

如苯甲醇或对羟基苯甲酸甲酯；抗氧化剂，例如抗坏血酸或亚硫酸氢钠；螯合剂，例如乙二

胺四乙酸；缓冲剂，例如乙酸盐、柠檬酸盐或磷酸盐和用于调节张力的试剂如氯化钠或葡萄

糖。可以用例如盐酸或氢氧化钠等酸或碱调节pH。肠胃外制剂可以包封在由玻璃或塑料制

成的安瓿、一次性注射器或多剂量小瓶中。

[0083] 适于注射用途的药物组合物可包括无菌水溶液(在水溶性的情况下)或分散体和

用于临时制备无菌可注射溶液或分散体的无菌粉末。对于静脉内施用，合适的载体包括生

理盐水、抑菌水、Cremophor  ELTM(BASF,Parsippany,NJ)、或磷酸盐缓冲盐水(PBS)。在所有

情况中，组合物必须是无菌的，并且应该是达到存在容易注射性的程度的流体。它在制造和

贮存条件下应该是稳定的，并且必须防止例如细菌和真菌等微生物的污染作用。载体可以

是溶剂或分散介质，其含有例如水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇、和液体聚乙二醇等)、

及其合适的混合物。适当的流动性可以例如通过使用例如卵磷脂等包衣、在分散体的情况

中通过维持所需的粒径和通过使用表面活性剂来维持。对微生物作用的预防可以通过各种

抗细菌剂和抗真菌剂例如对羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯酚、抗坏血酸、和硫柳汞等来实现。在

许多情况中，优选在组合物中包含等渗剂，例如糖类，如甘露醇、山梨醇等多元醇，氯化钠。

可注射组合物的延长吸收可以通过在组合物中包含延迟吸收的试剂如单硬脂酸铝和明胶

来实现。

[0084] 无菌可注射溶液剂可以通过将所需量的活性化合物根据需要与上述列举的成分

中的一种或组合一起引入适当的溶剂中，然后过滤灭菌来制备。通常，分散液通过将活性化

合物引入无菌溶媒中来制备，所述无菌溶媒含有基础分散介质和来自上述列举的那些的所

需其它成分。在用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末的情况中，优选的制备方法是真空干

燥和冷冻干燥，其产生活性成分以及来自先前无菌过滤的溶液的任何附加所需成分的粉

末。

[0085] 口服组合物通常包括惰性稀释剂或可食用载体。为了口服治疗施用的目的，活性

化合物可以混有赋形剂，并以片剂、锭剂、或胶囊剂如明胶胶囊的形式使用。也可以使用流
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体载体制备口服组合物用作漱口水(mouthwash)。可以包含药学上相容的结合剂(binding 

agent)和/或佐剂材料作为组合物的一部分。片剂、丸剂、胶囊剂、和锭剂等可以包含任何以

下成分或类似性质的化合物：粘合剂例如微晶纤维素、黄蓍胶或明胶；赋形剂例如淀粉或乳

糖，崩解剂例如海藻酸、Primogel或玉米淀粉；润滑剂例如硬脂酸镁或Sterotes；助流剂例

如胶体二氧化硅；甜味剂例如蔗糖或糖精；或矫味剂例如薄荷、水杨酸甲酯、或橙调味剂。

[0086] 对于通过吸入来施用，化合物可以气溶胶喷雾剂的形式从含有合适的喷射剂如气

体如二氧化碳的加压容器或分配器、或雾化器(nebulizer)递送。此类方法包括美国专利号

6,468,798中描述的那些。尽管也可以使用全身方法，包括通过吸入来施用的此类方法可以

特别地用于通过抑制病毒进入呼吸系统的细胞的能力来降低冠状病毒感染的风险。

[0087] 如本文所述的治疗性化合物的全身施用也可以通过经粘膜或经皮方式。对于经粘

膜或经皮施用，在制剂中使用适合于要渗透的屏障的渗透剂。此类渗透剂通常是本领域已

知的，并且例如对于经粘膜施用包括洗涤剂、胆盐、和夫西地酸衍生物。经粘膜施用可以通

过使用鼻喷雾剂或栓剂来实现。对于经皮施用，如本领域通常已知的，将活性化合物配制成

软膏剂、药膏、凝胶或霜剂。

[0088] 药物组合物还可以以栓剂(例如，用常规栓剂基质如可可脂和其它甘油酯)或保留

灌肠剂的形式制备用于直肠递送。

[0089] 作为核酸或包括核酸的治疗性化合物可以通过适合于施用核酸试剂例如DNA疫苗

的任何方法施用。这些方法包括基因枪、生物注射器、和皮肤贴剂以及无针方法，例如美国

专利号6,194,389中公开的微粒DNA疫苗技术，以及美国专利号6,168,587中公开的用粉末

形式疫苗的哺乳动物经皮无针疫苗接种。此外，鼻内递送是可能的，特别地，如Hamajima等

人,Clin.Immunol.Immunopathol.,88(2) ,205‑10(1998)中所描述的。也可以使用脂质体

(例如，如美国专利号6,472,375中所描述的)和微型胶囊。也可以使用可生物降解的靶向性

微粒递送系统(例如，如美国专利号6,471,996中所描述的)。在一些实施方案中，组合物是

纳米乳液，例如，如WO2019099595中所描述的。

[0090] 在一些实施方案中，治疗性化合物由将保护治疗性化合物免于从体内快速消除的

载体制备，例如控释制剂，包括植入物和微胶囊化递送系统。可以使用可生物降解的生物相

容性聚合物，例如乙烯醋酸乙烯酯、聚酸酐、聚乙醇酸、胶原、聚原酸酯、和聚乳酸。这样的制

剂可以使用标准技术制备、或例如从Alza  Corporation和Nova  Pharmaceuticals,Inc.商

购获得。脂质体悬浮液(包括由针对细胞抗原的单克隆抗体靶向所选细胞的脂质体)也可以

用作药学上可接受的载体。这些可以根据本领域技术人员已知的方法制备，例如，如美国专

利号4,522,811中所描述的。

[0091] 药物组合物可以与施用说明书一起包含在容器、包装、或分配器中。

[0092] 实施例

[0093] 在以下实施例中进一步描述本发明，这些实施例不限制权利要求书中描述的本发

明的范围。

[0094] 材料和方法

[0095] 在本文的实施例中使用以下材料和方法。

[0096] 材料：

[0097] 肿瘤坏死因子α(TNF‑α)、转化生长因子β1(TGFβ1)购自PeproTech(Rocky  Hill ,
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NJ,USA)。RUNX1抑制剂Ro5‑3335购自Millipore‑Sigma(Burlington,MA,USA)。我们将Ro24‑

7429的合成以按服务收费与Medkoo  Biosciences签订合同，通过1H‑NMR核磁共振(NMR)和

质谱法确认了正确的结构，并且通过高效液相色谱法(HPLC，数据未显示)确认了纯度>

99％。剩余的Ro24‑7429作为好心的礼物从Paul  Liu收到。如先前所述(19)合成CBFβ‑RUNX1

蛋白‑蛋白相互作用抑制剂AI‑14‑91。

[0098] 方法：

[0099] 动物模型

[0100] 动物程 序由 马萨 诸 塞 州眼 耳 研究 所的 机 构 动物 护理 和使 用委 员会

(Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee(IACUC)of  Massachusetts  Eye  and 

Ear)批准，并根据视觉和眼科研究协会关于在眼科和视觉研究中使用动物的声明

(Association  for  Research  in  Vision  and  Ophthalmology  Statement  for  the  Use 

of  Animals  in  Ophthalmic  and  Vision  Research)进行。6‑8周龄的C57BL/6J雄性和雌性

小鼠购自杰克逊实验室(Jackson  Laboratories)。对于所有程序，通过腹膜内注射氯胺酮/

赛拉嗪混合物(100/50mg/kg)麻醉小鼠。

[0101] 实验设计

[0102] 将硫酸博来霉素(Sigma‑Aldrich)溶解于无菌0.9％盐水中，并以每只动物50μl总

体积的盐水溶液中的0.05单位的单剂量气管内(IT)施用。对照动物仅接受0.05mL盐水。选

择预防性方案，并且每只动物在模型的诱导前7天每隔一天接受Ro24‑7429药物70mg/kg或

溶媒，并持续直至实验结束，持续1周或2周。所有动物在第0天如前所述(52‑55)接受任一博

来霉素的气管内滴注。用类似的药物‑溶媒处理和1T盐水滴注用于对照进行了单独的实验。

进行IT滴注的外科医生对治疗组的身份不知情。

[0103] 形态学检查

[0104] 在10％中性缓冲福尔马林(Sigma,HT501128‑4L)中固定肺样品24小时用于组织学

分析。将固定的肺石蜡包埋并切片(5μm厚)，用苏木精和伊红(H&E)染色以检查总体形态，并

进行Masson三色染色以使胶原沉积可视化并通过显微镜检查。使用利用Ashcroft分析方法

的定量组织学测定肺纤维化。所有测量均由两名独立的评级员以盲法方式进行。用具有

Olympus  DP70相机的Nikon  Eclipse  E800显微镜获取图像。使用Adobe  Photoshop  CS6将

肺的相邻2x图像拼接在一起。

[0105] 肺组织的免疫荧光分析

[0106] 使用以下抗体处理石蜡包埋的切片用于免疫荧光：抗RUNX1(1:100；LS‑B13948；

Lifespan  Biosciences ,Seattle ,WA)，抗人a‑SMA抗体(1:200；NB500‑170；Novus 

Biologicals ,Ontario ,Canada)，抗Iba1抗体(1:100；ab5076；Abcam ,Cambridge ,United 

Kingdom)，抗Ly6g抗体(1:100；ab25377；Abcam,Cambridge,United  Kingdom)，和Isolectin 

GS‑IB4  Alexa  Fluoro  594缀合物(1:250；l21413；Invitrogen,Carlsbad,CA)。对于热诱导

的抗原修复，将切片在10mM柠檬酸钠缓冲液(pH  6.0)中煮沸，然后在亚沸腾温度(95‑100

℃)下保持20分钟，随后在工作台上冷却30分钟。用蒸馏水洗涤切片，并用PBS中的0.5％

Triton  X‑100透化5分钟，并在室温下封闭(PBS中的10％山羊血清)1小时。在抗体稀释缓冲

液(5％山羊血清)中制备一抗，并在4℃下将样品与抗体溶液孵育过夜。用PBS洗涤切片，并

与山羊抗兔Alexa  Fluor  594二抗(1:500；A‑11012；Invitrogen,Carlsbad,CA)在室温下孵
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育2小时。安装切片并使用具有DAPI的Prolong  Gold抗褪色试剂(P36935,Invitrogen)使其

可视化。使用EVOS  FL全自动台式活细胞成像系统(Life  Technologies,Cambridge,MA)获

得图像。

[0107] 透射电子显微镜(TEM)法：

[0108] 用盐水灌注小鼠肺，并在冷藏下用半强度Karnovsky固定液(2％甲醛+2.5％戊二

醛，在0.1M二甲胂酸钠缓冲液中，pH  7.4)固定24小时。固定后，将样品修剪成1mm厚的片段，

用0.1M二甲胂酸钠缓冲液冲洗，用0.1M二甲胂酸钠缓冲液中2％四氧化锇后固定1.5小时，

用0.05M马来酸钠缓冲液中2％三乙酸钆(pH  6)整体染色30分钟，然后用梯度乙醇溶液脱

水，用环氧丙烷转化并浸润在tEPON‑812环氧树脂(Tousimis ,Rockville,Maryland ,USA)

中，使用自动化EMS  Lynx  2EM组织处理器(Electron  Microscopy  Sciences ,Hatfield ,

Pennsylvania ,USA)。将加工的样品在平坦模具内定向至tEPON‑812环氧树脂，并使用60℃

烘箱聚合。使用Leica  UC7超薄切片机(Leica  Microsystems ,Buffalo  Grove,Illinois ,

USA)和金刚石刀(Diatome,Hatfield,Pennsylvania,USA)获得半薄和超薄切片(section)。

通过用1％四硼酸钠水溶液中1％甲苯胺蓝染色不同的瓣(lobe)，将半薄切片切成1μm厚度，

用于通过光学显微镜进行评价。用水性2.5％三乙酸钆和改性的Sato柠檬酸铅染色网格上

的超薄切片。使用FEI  Tecnai  G2  Spirit透射电子显微镜(FEI,Hillsboro,Oregon,USA)在

80kV下对网格成像，所述透射电子显微镜与AMT  XR41数字CCD相机(Advanced  Microscopy 

Techniques,Woburn,Massachusetts,USA)连接用于数字TIFF文件图像采集。以2kx2k像素@

16位分辨率获得TEM数字图像。

[0109] 细胞培养：

[0110] 人II型肺泡上皮细胞(A549)是来自Lagares博士(Mass  General  Hospital)的慷

慨的礼物。在37℃、在潮湿的5％  CO2气氛中，将细胞维持在含有10％  FBS、2mM  L‑谷氨酰

胺、100U/ml青霉素和100ug/ml链霉素的低葡萄糖‑DMEM中。用Ro24‑7429预处理细胞的汇合

培养物24小时，然后用5ng/ml的TGF‑β1刺激。

[0111] 在37℃和5％  CO2下孵育购自Lonza(Basel,Switzerland)的P1时的人微血管内皮

细胞(肺) (HMEC‑L，CC‑2527)。使用补充有EGMTM
‑2MV微血管内皮细胞生长培养基‑

2BulletKitTM(CC‑2527)的内皮生长培养基(EGM‑2)(Lonza)，铺板P2‑6时的HMEC‑L。在补充

有5％  FBS、1％庆大霉素/两性霉素和选择的刺激物的内皮基础培养基(EBM‑2)(Lonza)中

处理P3‑7时的细胞。

[0112] 人肺泡上皮细胞(HPAEpiC)购自ScienCell(Carlsbad ,CA,USA)并在补充有2％胎

牛血清(FBS)、上皮细胞生长补充物、100U/ml青霉素G和100μg/ml链霉素的肺泡上皮细胞培

养基(ScienCell)中培养。为了实验目的，在6孔板中培养和维持细胞。

[0113] oPOSSUM分析：

[0114] 先前报道了COVID‑19死亡患者中的血管生成相关基因(15)。使用由RUNX1或AP‑1

作为JASPAR核心转录因子结合位点(TFBS)谱的人单位点分析工具oPOSSUM(v.3.0)进行该

基因集的分析。保守截断值0.4；矩阵得分阈值85％；上/下游序列5000。手动比较针对AP‑1

和RUNX1的靶基因命中，同时将与JNK途径相关的基因与amigo.geneontology .org报道的

JNK信号传导途径基因手动匹配。

[0115] 人组织免疫组织化学：
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[0116] SARS‑CoV‑2感染的死者的所有尸检均在汉堡埃彭多夫大学医学中心的法律医学

研究所(Institute  of  Legal  Medicine ,of  the  University  Medical‑Center  of 

Hamburg‑Eppendorf)如先前工作(55)中所描述的、在2020年3月和9月之间在解剖室进行，

得到汉堡大学的独立伦理委员会的机构审查委员会(Institutional  Review  Board 

approval  from  the  independent  ethics  committee  of  the  Hamburg  University)(方

案号PV7311)批准。选择7例COVID‑19患者和1例PCR病毒检测阴性的病例。评价临床数据，包

括预先存在的医疗状况、死亡前的医疗过程和死前诊断发现(表2)。将肺组织样品福尔马林

固定并石蜡包埋(FFPE)。使用Ventana  Benchmark  XT自动染色仪(Ventana ,Tucson ,AZ ,

USA)对样品进行免疫组织化学染色。根据制造商的建议，使用RUNX1抗体(HPA004176；兔多

克隆,Sigma  Aldrich,Hamburg ,Germany；稀释1:200)进行RUNX1染色。为了检测特异性结

合，使用Ultra  View  Universal  3,3'‑二氨基联苯胺(DAB)检测试剂盒(Ventana ,Roche)，

其含有二抗、DAB染色剂和复染试剂。由有经验的肺病理学家(SS)检查和诊断切片。然后用

NanoZoomer  2.0‑HT(Hamamatsu  Photonics,Hamamatsu,Japan)以高放大率(×40)电子扫

描完整玻片作为高分辨率图像(1900×1200像素)。

[0117] 表2：患者人口统计特征

[0118]

[0119] DAD＝弥漫性肺泡损伤，CHD＝冠状动脉心脏病，COPD＝慢性阻塞性肺病，ICU＝重

症加强护理病房。

[0120] 免疫印迹法：

[0121] 根据制造商的说明书，通过Pierce  Bicinchonic  acid(BCA)蛋白检测试剂盒

(ThermoFisher；23227)测定蛋白质浓度。在4μL  1M  1,4‑二硫苏糖醇(DTT；Sigma  Aldrich)

和10μL  Laemmli缓冲液(Boston  Bioproducts)中制备20μg的总细胞裂解物至最终体积为

40μL，在90℃下变性5分钟。使用4‑20％预制梯度凝胶(Mini‑PROTEAN  TGX,Bio‑Rad)和SDS‑

Tris‑甘氨酸缓冲液(Bio‑rad)在70V下电泳分离样品1小时。在冰冷的20％甲醇Tris‑甘氨

酸缓冲液(Bio‑rad)中在70V下将蛋白质转移至0.45μm硝酸纤维素膜1小时。用Odyssey封闭
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缓冲液(LI‑COR  Biosciences)封闭膜1小时。然后与一抗在室温下孵育3小时或在4℃下孵

育过夜，然后用TBS‑T洗涤3次，并与二抗IRDye  800CW驴抗小鼠孵育1小时并用TBS‑T洗涤3

次。使用Odyssey红外成像系统检测免疫反应条带，并在Image  Studio软件(版本2.1，LI‑

COR  Biosciences)上可视化。

[0122] 定量RT‑PCR：

[0123] 将HMEC‑L铺板并如上所述处理24至72小时。当未指定时，qRT‑PCR裂解物收集的时

间点是处理48小时。根据制造商的说明书，使用RNeasy  Mini试剂盒(QIAGEN ,Hilden ,

Germany)提取RNA。按照制造商的方案，使用iScript  cDNA合成试剂盒(Bio‑Rad,Hercules,

CA ,USA)进行转录成互补DNA，并使用FastStart  Universal  SYBR  Green  Master  Mix

(Hoffmann‑La  Roche,Basel,Switzerland)在384孔白板中进行探测。

[0124] 在安乐死之前如前所述处理小鼠。收集肺样品用于qRT‑PCR分析，并通过均质化来

裂解组织。根据制造商对组织样品的说明书，使用RNeasy  Mini试剂盒(QIAGEN)提取RNA。如

前所述进行转录成互补DNA和分析。所选基因的引物(表1)购自Integrated  DNA 

Technologies(Coralville,IA,USA)。

[0125] 表1：qRT‑PCR分析中使用的引物序列

[0126]

[0127] 统计学分析：

[0128] 结果表示为平均值±S.E.M。用方差分析(单向ANOVA)评价数据，然后进行Dunnett

多重比较检验。双尾非配对t检验用于两组之间的比较。具有统计显著性的值表示为*p<

0.05，**p<0.01和***p<0.01。

[0129] 实施例1.RUNX1抑制剂Ro24‑7429的剂量依赖性抗纤维化活性

[0130] 博来霉素在第7天在肺中引发强烈的炎症反应，其特征在于中性粒细胞和巨噬细
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胞浸润、血管渗漏和细胞因子、趋化因子和其它炎症介质的上调。到第14天，预期博来霉素

处理的小鼠发展显著肺纤维化，包括正常肺结构的破坏、肺泡隔的增厚、和肺泡结构周围的

过量细胞外基质和胶原沉积。我们在第14天通过H&E和Masson三色染色检查了递增剂量的

Ro24‑7429(每天17.5、35和70mg/kg)对小鼠中博来霉素诱导的肺纤维化的影响(图1A‑B，图

5A‑B)。估计这些剂量与Ro24‑7429人体试验中使用的剂量相当，分别为每天75、150或300mg

(28)。我们在气管内滴注博来霉素前1周开始治疗，因为对于COVID‑19的治疗似乎在疾病显

著改变肺功能之前的早期阶段更有效，并且因为未来的临床试验可能在预防性治疗模式下

更可行。

[0131] 使用Masson三色染色在博来霉素滴注后两周显著检测到纤维化病灶的致密区域，

并通过透射电子显微镜(TEM)确认(图1A‑C)。相反，用Ro24‑7429(70mg/kg)处理的小鼠在博

来霉素滴注后显示出肺结构的稳健保留，类似于用气管内盐水滴注的小鼠(图1A‑B，图5A‑

B)。如通过Ashcroft纤维化评分的显著降低所确证的，在Ro24‑7429处理的小鼠中观察到较

少至没有纤维化区域(图1D)。在肺表型上观察到药物的剂量依赖性作用，最低剂量

(17.5mg/kg)显示轻微作用，而35mg/kg剂量显示对纤维化的进展的中等但可变的作用(图

5A‑B)。

[0132] 实施例2.RUNX1抑制遏制受损小鼠肺中纤维化标志物的表达

[0133] 我们评价了用Ro24‑7429或溶媒处理的用博来霉素滴注的小鼠的肺组织中RUNX1

和纤维化的已知标志物的表达。如所预期的，免疫印迹法分析显示，Ro24‑7429处理降低了

RUNX1和纤连蛋白的表达，而它保留了上皮标志物E‑钙粘着蛋白的表达(图1E‑F)。定量RT‑

PCR(qRT‑PCR)分析显示，与来自盐水组的组织相比，用博来霉素滴注的小鼠的肺组织中包

括ɑ‑SMA、胶原3A1、和纤连蛋白的纤维化标志物的mRNA表达上调(图1G)。免疫荧光染色和

qRT‑PCR揭露了博来霉素滴注后诱导纤维化时的RUNX1的显著上调(图1G‑H)。在博来霉素损

伤的小鼠中观察到的对RUNX1上调的这种作用在用Ro24‑7429处理的小鼠中显著减弱。与溶

媒处理的小鼠相比，Ro24‑7429处理还减弱了由博来霉素引发的纤维化标志物的上调(图

1E‑H)。

[0134] 最高剂量的Ro24‑7429(70mg/kg)的保护作用进一步得到了疤痕形成肌成纤维细

胞的标志物ɑ‑SMA的免疫染色分析的支持，所述ɑ‑SMA共定位于博来霉素滴注的肺中的致密

纤维化区域内，但如所预期的，仅定位于Ro24‑7429处理的小鼠中的血管(染色的壁细胞)

(图1H)。

[0135] 实施例3.Ro24‑7429的抗炎活性

[0136] 我们评价了Ro24‑7429对肺损伤后1周和2周博来霉素诱导的炎症的潜在影响(图

1I‑J和图2)。如所预期的，博来霉素在1周时间点没有引发显著的纤维化(图2A‑G)。如图1I‑

J和图2H‑I所示，在博来霉素注射的小鼠中观察到中性粒细胞和巨噬细胞的大量流入。用

Ro24‑7429处理的小鼠在1周和2周时间点显示炎性细胞、特别是中性粒细胞和巨噬细胞的

减少的浸润。这些结果表明，RUNX1抑制强力消除博来霉素损伤模型中的肺纤维化和炎症。

[0137] 实施例4.RUNX1调节培养的肺细胞中的增殖和TGF‑β1诱导的纤维化

[0138] 我们在细胞培养中进行了机制研究以检查RUNX1抑制在针对博来霉素诱导的肺损

伤的保护中的强力作用的细胞和分子机制。我们测试了RUNX1抑制对人肺泡基底上皮细胞

系(A549)、原代人源肺泡上皮细胞(HPAEpi)、和人源原代培养肺成纤维细胞(HLF)的增殖的
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影响。对于具体分析，我们使用了递增剂量的Ro24‑7429(50‑200μM)、Ro5‑3335(150μM)、吡

非尼酮(500μg/ml)和尼达尼布(5μM)，后两者是目前批准的用于IPF的药物。

[0139] Ro24‑7429以剂量依赖性方式强烈抑制A549和HLF细胞的增殖，如通过CyQUANT直

接细胞增殖检测所测定的(图6)。在两种细胞类型中在Ro24‑7429浓度(50‑200μM)和Ro5‑

3335(150μM)的浓度下通过LDH分析检测到非常低水平的细胞死亡，表明RUNX1抑制对增殖

的直接作用(图6)。在48小时，Ro24‑7429处理在最高浓度(200μM)下显著降低A549细胞的增

殖68％，在最低浓度(50μM)下降低62％。我们在72小时观察到增殖的降低减少，降低82％

(200μM)。在HLF细胞中观察到对增殖的类似显著作用。在72小时，Ro24‑7429在最高浓度

(200μM)导致增殖的55％降低。而在最低浓度(50μM)下观察到增殖的30％降低。在A549细胞

中，Ro5‑3335在48小时(32％)和72小时(50％)也表现出强抗增殖作用。我们还观察到Ro5‑

3335在HLF细胞中的类似强力作用，导致在72小时的增殖的40％降低。与尼达尼布和吡非尼

酮相比，Ro24‑7429对增殖的作用是强力的并且具有相似的量级。然而，吡非尼酮(500μɑ‑
SMA  g/ml)在48小时导致显著的细胞死亡(8％)，这在A549细胞中在72小时增加至11％(图

6B)。

[0140] 我们评价了在24、48和72小时，RUNX1抑制对A549细胞中由TGF‑β1(PF的关键介质)

诱导的纤维化标志物表达的作用(30)。我们使用qRT‑PCR(图3A)和免疫印迹法分析(图3B‑

C)，在暴露后的所有三个时间点，发现TGF‑β1暴露强烈诱导A549细胞中α‑SMA和N‑钙粘着蛋

白的表达。在24、48和72小时，TGF‑β1暴露也强烈诱导RUNX1表达(图3A‑C)。我们使用免疫印

迹法分析发现，由TGF‑β1暴露前24小时施用的Ro24‑7429(150μM和200μM)的RUNX1抑制有效

地防止了A549细胞和HPAEpi中TGF‑β1诱导的N‑钙粘着蛋白上调(图3D‑G)。我们得出结论，

TGF‑β1介导对肺上皮细胞中肺纤维化的作用的调节是解释RUNX1抑制对博来霉素诱导的肺

损伤的结果的强烈影响的潜在机制。

[0141] 实施例5.TNF‑ɑ显著增加原代肺内皮细胞中RUNX1表达

[0142] 促炎介质如TNF‑α在导致纤维化的组织损伤的炎症阶段增加(31)。已发现该细胞

因子在感染SARS‑CoV‑2的患者中高度升高(24)。我们通过免疫荧光、qRT‑PCR和免疫印迹法

评价了TNF‑α刺激(5ng/ml)对来自肺的人微血管内皮细胞(HMEC‑L)原代培养物中RUNX1表

达的影响。与对照相比，单独的TNF‑α刺激增加了RUNX1染色，而RUNX1染色在暴露于TGF‑β1

时没有变化(图3H)。时序实验表明了在TNF‑α刺激后48和72小时，RUNX1  mRNA增加2倍(图

3I)。在48小时，Ro24‑7429处理(75μM)显著降低TNF‑α诱导的RUNX1  mRNA上调50％(图3J)。

类似地，用另一RUNX1抑制剂AI‑14‑91(1μM)(23)的处理在48小时减弱TNFα诱导的RUNX1 

mRNA上调50％(图3J)。该数据表明了肺内皮细胞中炎性细胞因子相关机制，这潜在地解释

了RUNX1抑制通过调节血管内皮细胞功能对博来霉素诱导的肺损伤的炎症阶段的强力影

响。

[0143] 实施例6.COVID‑19肺组织中的RUNX1表达和RUNX1对关键SARS‑CoV‑2摄取蛋白的

调节

[0144] 我们通过免疫组织化学检验了来自COVID‑19死亡患者的7例死后肺组织和1例对

照患者中的RUNX1的表达。我们发现，在来自七例死亡病例中的两例的SARS‑CoV‑2病毒感染

的肺的亚组中的RUNX1表达的异常分布，定位于血管内皮和小毛细血管。七例病例中的五例

呈现纤维化和弥漫性肺泡损伤。局部RUNX1信号与病理表现无关，尽管一例RUNX1阳性病例
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在福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组织中呈现病毒载量(图4A；图8‑9；表2)。总之，这

些发现强调了RUNX1可能是改善重症COVID‑19中肺病理学的新靶标的可能性。

[0145] 我们使用我们的博来霉素诱导的肺损伤模型和体外TGFβ/TNF‑α刺激的肺上皮和

血管内皮细胞进一步评价了RUNX1功能与ACE2受体和前蛋白转化酶FURIN的表达之间的潜

在功能联系，ACE2受体和FURIN对于宿主细胞内SARS‑CoV‑2病毒摄取为至关重要的。

[0146] 博来霉素小鼠模型中2周时间点的免疫荧光分析显示了ACE2表达定位于具有增加

的α‑SMA染色和纤维化的区域。Ro24‑7429处理显著减少肺中ACE2染色和纤维化(图4B)。此

外，我们研究了RUNX1抑制对TGF‑β1和TNF‑α刺激的HPAEpi细胞中ACE2表达的表达影响。我

们发现TGF‑β1和TNF‑α暴露引起ACE2蛋白水平的上调(图4C‑D)。RUNX1抑制显著降低HPAEpi

细胞中TGF‑β1和TNFα诱导的ACE2蛋白水平。如通过免疫印迹法评价的，在Ro24‑7429处理的

小鼠中也观察到FURIN蛋白水平降低70％(图4E‑F)。

[0147] 我们用TNF‑α(5ng/ml)刺激HMEC‑L以使用qPCR分析进一步检验RUNX1功能和FURIN

表达之间的联系。Ro24‑7429显著降低FURIN  mRNA表达70％(图4G)，而AI‑14‑91降低mRNA表

达50％。由于RUNX1抑制在小鼠肺损伤模型以及体外人上皮和血管内皮细胞中减弱ACE2和

FURIN的表达，因此这种处理方式可对COVID‑19的治疗具有作用(图4H)。

[0148] 在COVID‑19患者的肺中，其它人鉴定了血管生成相关基因的表达的相对变化

(15)。与对照相比，在113种报道的基因中，100种在COVID‑19患者中的基因表达相对增加。

我们使用oPOSSUM软件来绘制这113种基因中的RUNX1或AP‑1(先前显示驱动内皮细胞中的

RUNX1表达)转录因子结合位点(TFBS)谱(图7)。其中，88种基因(78％)是RUNX1的靶基因命

中(Z‑得分15.370；Fisher得分11.682)，这意味着它们共享保守TFBS，并且98种基因(87％)

是AP‑1的靶基因命中(Z‑得分14.568；Fisher得分12.297)。TFBS的手动分析表明了包含AP‑

1和RUNX1  TFBS二者在内的85种基因、以及与JNK信号传导途径强烈相关的17种基因的重

叠。113种COVID‑19基因中只有12种未显示针对AP‑1或RUNX1  JASPAR  CORE谱的靶基因命中

(图4I，图7)。该数据支持RUNX1、以及JNK‑AP‑1‑RUNX1途径(图4F)在调节血管生成相关基因

中的重要性，血管生成相关基因在严重的COVID‑19疾病状态中被上调，在许多情况下最终

导致患者死亡。
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