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(54)发明名称

含有DPP-4抑制剂的用于预防或治疗瓣膜钙

化的组合物

(57)摘要

本发明涉及用于预防或治疗瓣膜钙化的组

合物，其含有二肽基肽酶‑4(DPP‑4)抑制剂。本发

明的DPP‑4抑制剂可包括所有可抑制DPP‑4核苷

酸的表达或DPP‑4蛋白的活性的物质，其中：可使

用DPP‑4抗体、西格列汀、维格列汀、沙格列汀、利

格列汀、度格列汀、吉格列汀、阿格列汀、阿拉格

列汀、依格列汀、小檗碱、抑二肽素或羽扇豆醇；

DPP‑ 4 m R N A反义核苷酸、适体、小干扰RNA

(siRNA)、短发夹RNA(shRNA)和微小RNA(miRNA)

或RNA干扰(RNAi)等。
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1.二肽基肽酶-4  (DPP-4)抑制剂在制备用于预防或治疗主动脉瓣膜钙化的药物中的

用途，其中所述抑制剂是选自下组的至少一种：西格列汀、阿格列汀、依格列汀、利格列汀、

沙格列汀和维格列汀。

2.权利要求1的用途，其中所述瓣膜钙化由选自下组的至少一种引起：高脂血症、衰老、

雌激素缺乏、尿毒症、糖尿病、炎性疾病和心血管疾病。

3.权利要求2的用途，其中所述心血管疾病为瓣膜疾病、心绞痛或心力衰竭。

4.权利要求2的用途，其中所述炎性疾病为肾炎。
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含有DPP-4抑制剂的用于预防或治疗瓣膜钙化的组合物

技术领域

[0001] 本发明涉及用于预防或治疗瓣膜钙化的药物组合物，其包含二肽基肽酶-4(DPP-

4)抑制剂。本发明还涉及用于预防或改善瓣膜钙化的食物组合物，其包含二肽基肽酶-4

(DPP-4)抑制剂。

背景技术

[0002] 心血管钙化有助于加重高血压、心力衰竭、急性冠状动脉综合征和瓣膜疾病，并且

因此导致各种并发症。并且，各种流行病学研究证明血管钙化独立地增加死亡率。在正常产

前阶段或骨折后，血管钙化发生在与成骨程序类似的机制中，并且在疾病，诸如衰老、糖尿

病、慢性肾功能衰竭和慢性炎性疾病中被激活。骨骼中矿物质的损失通过炎性反应加快，并

且游离的矿物质被内吞到异常血管内皮细胞中。

[0003] 血管内皮功能障碍是血管钙化的重要机制。通常，内皮型一氧化氮合酶(eNOS)在

血管内皮细胞、心内膜心肌细胞、心房细胞、血管平滑肌细胞、呼吸内皮细胞等中以一定水

平持续表达，并且通过形成一氧化氮(NO)用于调节血管紧张度并保持血管内皮细胞的体内

稳态。当eNOS的功能障碍出现时，与eNOS具有类似结构和功能的同工酶，诸如神经元型NOS

(nNOS)或诱导型NOS(iNOS)，补偿性地增加以替代eNOS的作用，但是不能轻易地继续维持正

常血管内皮细胞功能。因此，在早期发生血管的病理学改变，包括动脉粥样硬化。在研究内

皮型一氧化氮合酶(eNOS)对心血管系统的影响的实验室动物模型，即内皮型一氧化氮合酶

敲除(eNOS  KO)动物模型中，已知与对照相比，在中风和心肌梗塞后，高血压和动脉粥样硬

化的发作增加，并且出现广泛的病变区域和严重的重塑。

[0004] 与此同时，虽然已经报道了DPP-4在诱导心血管钙化的动物模型中以增加的水平

表达，但是这并未表明DPP-4的表达与心血管系统的钙化，具体是心脏瓣膜的钙化有关，或

者抑制DPP-4的表达或活性可预防或治疗心脏瓣膜的钙化。

[0005] 本发明的发明人已经做出广泛的努力以阐明心血管钙化进展，并开发心血管钙化

的治疗药物，并且结果是，发现DPP-4抑制剂可有效预防或治疗瓣膜的钙化，具体是心脏瓣

膜的钙化，从而完成本发明。

发明内容

[0006] 本发明提供用于预防或治疗瓣膜钙化的药物组合物，其包含二肽基肽酶-4(DPP-

4)抑制剂。

[0007] 本发明还提供用于预防或改善瓣膜钙化的食物组合物，其包含DPP-4抑制剂。

[0008] 本发明还提供用于预防或治疗瓣膜钙化的组合物，其包含二肽基肽酶-4(DPP-4)

抑制剂。所述组合物包括药物组合物或食物组合物。

附图说明

[0009] 图1显示CAVD患者中的钙化相关基因、纤维化相关基因和炎症相关基因的表达谱。
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根据图1，上调由红色表示，并且下调由绿色表示。

[0010] 图2a显示CAVD患者和正常人中的hDPP-4mRNA表达水平，其由qRT-PCR表示；图2b显

示由DPP-4激活的趋化因子和由DPP-4调控的基因的表达谱；以及图2c显示进行qRT-PCR以

测量微阵列组中由DPP-4调控的基因的mRNA水平的结果。

[0011] 图3显示在CAVD患者和正常人中通过von  Kossa染色、茜素红(Alizarin  red)染

色，DAPI、DPP-4以及DAPI和DPP-4的融合进行组织学分析的结果。细胞核用DAPI(蓝色)染

色。

[0012] 图4显示来自野生型或eNOS-/-小鼠主动脉瓣膜的石蜡包埋切片的AR和VK染色的

结果。所述切片还用抗鼠科DPP-4染色。

[0013] 图5显示在成骨基础培养基中培养后野生型或eNOS-/-小鼠VSMC的ALP、AR和VK染

色的结果。

[0014] 图6a显示通过ELISA测量培养基中野生型或eNOS-/-小鼠VSMC的mDPP-4水平的结

果；图6b显示通过qRT-PCR分析mDPP-4mRNA表达水平的结果；以及图6c显示通过ELISA测量

血浆mDPP-4水平的结果。

[0015] 图7a显示在使用DETA-NO治疗24小时后通过RT-PCR分析野生型或eNOS-/-小鼠

VSMC中DPP-4表达的结果；图7b显示在使用DETA-NO治疗48小时后通过免疫印记分析

(immunoblot  analysis)分析野生型或eNOS-/-小鼠VSMC中mDPP-4表达的结果；图7c显示测

量野生型或eNOS-/-小鼠VSMC中mDPP-4启动子活性的结果；图7d显示分析野生型或eNOS-/-

小鼠VSMC中NF-κB活性的结果；以及图7e显示通过ELISA测量使用NF-κB抑制剂治疗的野生

型或eNOS-/-小鼠VSMC中mDPP-4水平的结果。

[0016] 图8显示在使用DETA-NO治疗后，测量使用含有NF-κB结合位点的mDPP-4启动子和

含有荧光素酶基因的启动子转化的eNOS-/-小鼠VSMC中mDPP-4启动子活性的结果。

[0017] 图9a和9b显示在向eNOS-/-小鼠施用西格列汀(sitagliptin)后，施用双磷酸盐缀

合的显像剂以检测成骨活性的结果。

[0018] 图10a显示在向eNOS-/-小鼠施用西格列汀后，eNOS-/-小鼠全身(上部)和主动脉

瓣膜(下部)的VK染色的结果；以及图10b以图形方式显示VK阳性面积。

[0019] 图12a显示通过使用西格列汀治疗eNOS-/-小鼠VSMC，培养治疗的VSMC，然后AR染

色VSMC以检测骨生成而获得的结果；以及图12b显示测量ALP活性以确定eNOS-/-小鼠VSMC

中DPP-4底物治疗对骨生成的影响的结果。各底物在DPP-4存在情况下以50ng/ml的浓度或

在DPP-4不存在情况下以200ng/ml的浓度使用。

[0020] 图11显示人瓣膜间质细胞(hVIC)的成骨分化通过使用DPP-4治疗而抑制。

[0021] 图12显示CAVD患者(n＝48)和正常人(n＝111)中的血浆hDPP-4水平。

[0022] 图13a显示具有钙化的CAVD患者(n＝30)和没有钙化的CAVD患者(n＝18)中的血浆

hDPP-4水平，以及图13b显示活性血浆hDPP-4水平。

[0023] 图14显示使用各种DPP-4抑制剂治疗后，测量eNOS-/-小鼠VSMC中ALP活性的结果。

具体实施方式

[0024] 除非另有定义，否则本发明使用的所有技术和科学术语具有与本发明属领域普通

技术人员通常理解的相同的含义。通常，以下将描述的本发明使用的命名和实验方法是本
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领域中熟知和通常使用的那些。

[0025] 本发明涉及用于预防和治疗瓣膜钙化的组合物，其包括二肽基肽酶-4(DPP-4)抑

制剂，并且涉及使用用于预防和治疗瓣膜钙化的组合物治疗瓣膜钙化的方法。

[0026] 在本发明中，DPP-4(二肽基肽酶-4)也被称为分化簇26(CD26)，并且已知作为参与

免疫调节、凋亡、信号转导等的蛋白质。

[0027] 在本发明的组合物中，DPP-4抑制剂可以是用于抑制DPP-4核苷酸序列表达的抑制

剂或用于抑制DPP-4蛋白质活性的抑制剂。用于抑制DPP-4核苷酸序列表达的抑制剂的实例

可包括针对DPP-4的mRNA的反义核苷酸序列、适体、小干扰RNA(siRNA)、短发夹RNA(shRNA)、

微小RNA(miRNA)或RNA干扰(RNAi)。

[0028] 此外，用于抑制DPP-4蛋白质活性的抑制剂的实例可包括抗DPP-4的抗体、西格列

汀(sitagliptin)、维格列汀(vildagliptin)、沙格列汀(saxagliptin)、利格列汀

(linagliptin)、度格列汀(dutogliptin)、吉格列汀(gemigliptin)、阿格列汀

(alogliptin)、阿拉格列汀(anagliptin)、依格列汀(evogliptin)、小檗碱(berberine)、抑

二肽素(diprotin)和羽扇豆醇(lupeol)。在本发明中，抗DPP-4的抗体可以是单克隆抗体或

多克隆抗体。

[0029] 在本发明中，当瓣膜被钙化时，DPP-4表达的水平增加，并且当施用DPP-4抑制剂

时，钙化显著降低。因此，DPP-4抑制剂可用于瓣膜的治疗或预防。

[0030] 在本发明中，瓣膜钙化指瓣膜中细胞外基质羟磷灰石(磷酸钙)晶体沉积物的形

成、生长或沉积。

[0031] 钙化包括中膜钙化(medial  calcification)或动脉粥样硬化钙化。钙化的组织被

称为钙化的软骨。瓣膜钙化代表性地发生在两个区域。内膜钙化连同动脉粥样硬化一起发

生。在动脉粥样硬化的情况下，脂肪富集的巨噬细胞和T淋巴细胞首先在瓣膜中积累以形成

脂肪层，然后平滑肌细胞从中膜迁移到脂肪层。刺激这种细胞移动的趋化因子化合物被认

为在最接近的内皮细胞、活化的吞噬细胞等中生成。迁移的平滑肌细胞增殖，脂肪在平滑肌

细胞中积累，并且形成细胞外基质。钙化发生在粥样斑块的中心区域。不管动脉粥样硬化和

内膜钙化如何，都发生中膜钙化。在远端动脉(distal  arteries)发生的中膜动脉钙化也被

称为门克伯格动脉硬化(Monckeberg 's  sclerosis)，并且经常在老年糖尿病患者中观察

到。已知平滑肌细胞和弹性蛋白与中膜动脉钙化的发生有关。

[0032] 本发明使用的术语“动脉粥样硬化钙化”指沿着内膜以动脉粥样硬化斑块

(artheromatous  plaque)发生的瓣膜钙化。

[0033] 在本发明中，中膜钙化、中膜壁钙化或门克伯格动脉硬化指以中膜壁中存在钙为

特征的钙化。

[0034] 并且，本发明的钙化可以由瓣膜疾病、高脂血症、衰老、雌激素缺乏、心绞痛、心力

衰竭、肾炎、尿毒症、糖尿病、炎性疾病或心血管疾病引起。肾炎的实例可包括肾小球性肾

炎、糖尿病性肾炎、狼疮性肾炎、多发性脓疱性肾炎、肾盂肾炎、肾石病、肾结核、肾肿瘤等。

并且，炎性疾病的实例可包括哮喘、过敏性和非过敏性鼻炎、慢性和急性鼻炎、慢性和急性

胃炎或肠炎、溃疡性胃炎、急性和慢性肾炎、急性和慢性肝炎、慢性阻塞性肺疾病、肺纤维

化、肠易激综合征、炎性疼痛、偏头痛、头痛、背痛、纤维肌痛综合征、肌筋膜病、病毒感染(例

如，丙型肝炎)、细菌感染、真菌感染、烧伤、由外科手术或牙科手术引起的损伤、前列腺素E
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过载综合征、动脉粥样硬化、痛风、关节炎、风湿性关节炎、强直性脊柱炎、霍奇金病、胰腺

炎、结膜炎、虹膜炎、巩膜炎、葡萄膜炎、皮炎、湿疹和多发性硬化。此外，心血管疾病的实例

可包括心肌病、原发性心搏骤停、缺血性心力衰竭、高血压、缺血性心脏病、冠状动脉疾病、

心绞痛、心肌梗塞、动脉粥样硬化和心律失常。

[0035] 在本发明中，发现DPP-4在主动脉瓣膜钙化中参与主动脉瓣膜钙化(CAVD)的进行

过程。在缺乏NO供应的小鼠中NO的缺乏增加DPP-4的表达。这将导致成骨细胞转移并分化，

并且造成主动脉瓣膜中钙化的加速。

[0036] 当向受试者施用DPP-4抑制剂时，VSMC的成骨细胞转移可被抑制以抑制疾病的进

展，这支持在CAVD治疗中可靶向DPP-4用于潜在治疗的概念。

[0037] 本发明的一个示例性实施方式的药物组合物可进一步包含药学上可接受的载体。

药学上可接受的载体可包括盐水溶液、无菌水、林格氏溶液、缓冲盐水溶液、葡萄糖溶液、麦

芽糖糊精溶液、甘油、乙醇，以及它们两种或多种的混合物，其可单独使用或组合使用。当需

要时，可向组合物中添加其他常规添加剂，诸如抗氧化剂、缓冲液和抑菌剂。并且，可向组合

物中进一步添加稀释剂、分散剂、表面活性剂、粘合剂和润滑剂。在此情况下，组合物可被配

制成可注射的制剂，诸如水溶液、悬浮液或乳液、丸剂、胶囊、颗粒或片剂。此外，药物组合物

可优选根据个体疾病和组分使用相关领域中已知的适当方法或Rem i n g t o n 's 

Pharmaceutical  Science(最新版),Mack  Publishing  Company,Easton  Pa中披露的方法

配制。药学上可接受的载体、药物组合物的制剂和制备制剂的方法的实例是相关领域中已

知的。

[0038] 并且，如上所述，所述药物组合物可用于向受试者施用包含本发明的DPP-4抑制剂

作为活性成分的组合物，从而治疗瓣膜钙化。本发明的组合物可以在需要的受试者中以治

疗瓣膜钙化的有效量提供。DPP-4抑制剂的剂量可根据患者的体重、年龄、性别、健康状况、

饮食、施用时间、施用方法、排泄率和疾病的严重程度在很大程度上变化。在此情况下，DPP-

4抑制剂的适当剂量可由相关领域中的技术人员任选地确定。

[0039] DPP-4抑制剂的日剂量为约0.0001至500mg/kg，优选为约0.01至5mg/kg，并且可以

每日施用一次或以分次剂量施用。

[0040] 本发明的组合物可根据所需目的口服或肠胃外(例如静脉内、皮下、腹膜内、肌内、

血管内或皮下)施用。优选地，组合物可口服施用。对于口服施用，组合物可以胶囊、片剂、粉

末、颗粒或悬浮液的形式提供。并且制剂可包括常规添加剂，诸如乳糖、甘露糖醇、玉米淀粉

或马铃薯淀粉，并且可用于所述制剂的粘合剂可包括结晶纤维素、纤维素类似物、阿拉伯

胶、玉米淀粉或羧甲基纤维素钠。

[0041] 此外，制剂可与磷酸氢钙或无水羟乙酸淀粉钠一同提供。最终，制剂可与润滑剂，

例如滑石或硬脂酸镁，一同提供。

[0042] 此外，本发明的组合物可单独使用，或与外科手术、激素治疗、药物治疗和使用生

物反应调节剂的方法组合使用，以便预防或治疗瓣膜钙化。

[0043] 本发明的用于预防或改善瓣膜硬化的食物组合物没有特别局限于制剂。可向其中

添加组合物的食物可包括肉、肠、面包、巧克力、糖果、点心、甜食、披萨、拉面或其他面条、口

香糖、包括冰淇淋的乳制品、各种汤、饮料、茶、酒、酒精饮料和维生素复合物。在此情况下，

食物包括常规方面的各种保健食物。
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[0044] 除了可包括在本发明的食物组合物中的DPP-4抑制剂之外，可进一步包括在食物

组合物中的其他组分没有特别限制。例如，食物组合物可进一步包含各种草本植物提取物，

诸如常规食物、食物补充剂或天然碳水化合物作为附加组分。并且，食物组合物可进一步包

括食物补充剂。在此情况下，食物补充剂包括香料、调味剂、着色剂、填充剂、稳定剂等，所有

这些在相关领域中被广泛使用。天然碳水化合物的实例可包括典型的糖，诸如单糖，例如葡

萄糖、果糖等；二糖，例如麦芽糖、蔗糖等；以及多糖，例如糊精、环糊精等，以及糖醇，诸如木

糖醇、山梨糖醇、赤藓糖醇等。除了上述组分之外，天然香料(即，甜菜碱、甜叶菊提取物(例

如甜叶菊苷A，甘草甜素等))，以及合成香料(即，糖精、阿斯巴甜等)可理想地用作香料。此

外，本发明的食物组合物可含有各种营养物质、维生素、矿物质(电解质)、调味剂(诸如合成

调味剂、天然调味剂等)、着色剂、增量剂(奶酪、巧克力等)、果胶酸及其盐、海藻酸及其盐、

有机酸、保护胶体增稠剂、PH调节剂、稳定剂、防腐剂、甘油、醇、用于碳酸饮料的碳酸化剂

等。此外，本发明的食物组合物可包含可用于制备天然果汁、果汁饮料和蔬菜饮料的果肉。

所述组分可单独使用或组合使用。

[0045] 实施例

[0046] 以下将参考实施例进一步详细地描述本发明。对本领域具有普通技术的人员将显

而易见的是，这些实施例仅用作说明的目的，并且不应被解释为限制本发明的范围。

[0047] 实施例1：分析人钙化性主动脉瓣疾病(CAVD)中的DPP-4表达

[0048] 人主动脉瓣膜样本从首尔峨山医院(Seoul  Asan  Medical  Center)中接受主动脉

瓣膜置换的正常患者和从具有严重钙化损伤的患者中获得。将各样本的一半立即存储在

RNAlater(Life  Technology)中，而剩余一半固定在OCT化合物(Sakura  Finetek,Inc.)中。

收集人样本的研究方案由首尔峨山医院(Seoul,Korea)的机构审查委员会(Institutional 

Review  Board)(IRB)批准。

[0049] 通过微阵列分析人钙化性主动脉瓣膜疾病(CAVD)中参与细胞进展的基因表达谱。

[0050] 在来自非钙化正常患者和钙化患者的主动脉瓣膜样本中基因表达谱的分析使用

Affymetrix 人类基因2.0ST阵列(Affymetrix,USA)进行。分位数标准化和数据

分析使用Affymetrix  GCOS软件(Affymetrix,Inc.)进行。

[0051] 因此，如图1所示，与正常人相比，与钙化、纤维化和炎症有关的基因在CAVD患者的

主动脉瓣膜中上调。

[0052] 此外，进行实时定量PCR(qRT-PCR)以在CAVD患者中测量DPP-4表达。在qRT-PCR过

程中，全部RNA通过使用RNeasy脂质组织试剂盒(Qiagen,USA)从各样本中分离，并且通过使

用cDNA合成试剂盒(Thermo  scientifir,EU)合成cDNA。合成的cDNA的qRT-PCR分析通过使

用Power  SYBR绿色1步法试剂盒和ABI  7000实时PCR系统(Applied  Biosystems)在光学96

孔板中进行。使用GAPDH作为内部对照。

[0053] 结果是，如图2a所示，实时PCR的结果表示DPP-4在CAVD患者中以高水平表达。

[0054] 微阵列分析的结果表明DPP-4活性激活炎性趋化因子并且由DPP-4和趋化因子基

因调节的下游基因在钙化的主动脉瓣膜组织中被上调(图2b)。此外，基因的上调通过使用

实时PCR分析mRNA表达来确认(图2c)。

[0055] 将人主动脉瓣膜样本固定在4％福尔马林溶液中24小时，然后包埋入石蜡中，并且

切成4μm的厚度。为了观察石蜡包埋的主动脉瓣膜和心脏基底段中的钙沉积，进行Von 
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Kossa(VK)染色和茜素红(AR)染色。对于Von  Kossa染色，使用蒸馏水洗涤固定在福尔马林

中的主动脉瓣膜，然后在室温暴露于5％水溶性AgNO3和强光60分钟。接着，使用2.5％硫代

硫酸钠处理主动脉瓣膜5分钟，并且当其显示黑褐色时，其被认为是阳性。对于茜素红染色，

使用蒸馏水洗涤固定在福尔马林中的主动脉瓣膜，然后使用2％茜素红S(水性的,Sigma)处

理5分钟，并且当主动脉瓣膜显示红色或橙色时，其被认为是阳性的。

[0056] 进行钙化的主动脉瓣膜组织的免疫荧光染色。结果是，如图3所示，DPP-4在使用

Von  Kossa(VK)和茜素红染色的钙化部分中高度表达，而在正常人的主动脉瓣膜组织中没

有观察到DPP-4的表达。

[0057] 实施例2：分析eNOS敲除小鼠模型中的DPP-4表达

[0058] 使用C57BL/6J  eNOS-/-(内皮型一氧化氮合酶敲除)小鼠(8周龄,n＝10 ,The 

Jackson  Laboratory,Bar  Harbor,Me,USA)和C57BL/6J野生型小鼠(8周龄,野生型,WT,n＝

10)。在购买后，使用标准啮齿动物饲料喂养小鼠直到3月龄。

[0059] 小鼠被深麻醉，并且在此情况下，向小鼠施用含有4％多聚甲醛的PBS，并且提取心

脏和主动脉。将提取的组织固定过夜并包埋在石蜡中，并且将整个主动脉瓣膜切成5μm的厚

度。将小鼠安乐死，并且存储血液和主动脉样本以供分析。

[0060] 为了观察石蜡包埋的主动脉瓣膜和心脏基底段的钙沉积，进行von  Kossa和茜素

红染色。

[0061] 结果是，如图4所示，与对照不同，在von  Kossa染色的主动脉瓣膜中观察到指示

eNOS  KO小鼠的主动脉瓣膜中矿化的黑褐色染色部分，并且在茜素红染色的主动脉瓣膜中

也观察到指示钙沉积的红色染色部分。此外，在AR染色和VK染色中，在钙化区域中还观察到

表达高水平DPP-4的细胞。

[0062] 实施例3：观察小鼠血管平滑肌细胞(VSMC)中的钙化

[0063] 将在实施例2中连同心脏一同从eNOS-/-小鼠和野生型小鼠提取的主动脉在无血

清培养基M199(Cellgro)中洗涤，切割成小块，然后在37℃的水浴中在含有20％胎牛血清和

3mg/mL胶原酶(Sigma)的M199中培养3小时。通过使用抗SM单克隆抗体(Sigma)发现分离的

细胞是血管平滑肌细胞。分离的血管平滑肌细胞以30％的浓度接种，并且在24小时后，使用

成骨基础培养基(Osteogenic  SingleQuots,Lonza ,USA)替换培养基。在28天培养期间以3

天间隔替换培养基。

[0064] 对于野生型小鼠和eNOS  KO小鼠，通过使用ALP染色作为初始钙化阶段的染色方

法，茜素红(AR)染色作为中间钙化阶段的染色方法，和von  Kossa(VK)染色作为最后钙化阶

段的染色方法，确定CD26是否促进血管平滑肌细胞的成骨分化。

[0065] 结果是，如在图5中可见，与对照小鼠相比，在eNOS敲除的转基因小鼠中促进血管

平滑肌细胞(VSMC)的成骨分化。

[0066] 根据制造商的说明使用商业ELISA试剂盒(Sigma)测量血管平滑肌细胞的培养物

中游离CD26/DPP-4的浓度。结果是，如图6a所示，增加来自eNOS-/-小鼠的VSMC培养物中的

DPP-4浓度。

[0067] 通过实时PCR测量主动脉瓣膜组织中DDP-4mRNA表达水平。结果是，如在图6b中可

见，与野生型小鼠相比，eNOS-/-小鼠的主动脉瓣膜组织中的DDP-4mRNA表达增加。

[0068] 此外，通过ELISA测量eNOS-/-小鼠和野生型小鼠中的血浆DPP-4蛋白质水平。结果
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是，如在图6c中可见，与野生型小鼠相比，eNOS-/-小鼠中的血浆DPP-4蛋白质水平增加。

[0069] 实施例4：观察血管平滑肌细胞(VSMC)中NO诱导的DPP-4表达的调控

[0070] 使用NO生物合成抑制剂L-NAME(Nω-硝基-L-精氨酸甲酯)的处理显著增加主动脉

中的DPP-4表达。因此，已知NO耗尽诱导DPP-4表达。

[0071] 在此实施例中，使用NO供体DETA-NONOate(DETA-NO)处理根据实施例3的方法获得

的血管平滑肌细胞。结果是，显示VSMC中DPP-4  mRNA的表达降低(图7a)，并且VSMC中DPP-4

蛋白的表达也降低(图7b)。

[0072] 为了获得更多NO调控功能在降低DPP-4表达方面的直接证据，确定DPP-4启动子活

性是否将通过NO调控。

[0073] 结果是，显示eNOS-/-小鼠VSMC的DPP-4启动子活性高于野生型小鼠VSMC，并且此

活性以浓度依赖性方式通过使用DETA-NO处理而抑制(图7c)。

[0074] VSMC中的NF-κB活性受NO抑制。显示eNOS-/-小鼠VSMC的NF-κB活性高于野生型小

鼠VSMC，并且此活性通过使用DETA-NO处理而降低(图7d)。因为DPP4启动子具有认定的NF-κ

B结合位点，所以本发明的发明人确定NF-κB活性是否可直接调控DPP-4启动子活性。

[0075] 首先 ，在6孔板中培养V S M C以达到8 0％的汇合 (c o n f l u e n c y ) 。使用

Lipofectamine2000(Life  Technology)，含有正常或突变NF-κB结合位点的DPP-4报告基因

被克隆到pGL3基本载体(Promega)中，并且使用载体转染细胞。在24小时后，使用Dual-Glo

荧光素酶测定系统(Promega)测量细胞中的萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶活性。萤火虫

荧光素酶使用海肾荧光素酶活性归一化。

[0076] 对于NF-κB结合位点的定点突变(site-directed  mutagenesis)(SAM)，使用以下

引物进行PCR。

[0077] SEQ  ID  NO  1:5'-CAGCCAGATAACATGCCACACCCAACCCCTTC-3；

[0078] SEQ  ID  NO  2:5'-GAAGGGGTTGGGTGTGGCATGTTATCTGGCTG-3'。

[0079] 结果是，如图8所示，DPP-4启动子的NF-κB结合位点的突变显著抑制DPP-4启动子

活性，并且使用NF-κB抑制剂处理完全抑制DPP-4生成(图7e)。所述结果表明，在血管平滑肌

细胞中NF-κB活化诱导DPP-4通过NO耗竭发生，并且VSMC的成骨分化可通过控制NO供应来调

节。

[0080] 实施例5：评价DPP-4抑制剂西格列汀对主动脉瓣膜钙化的效果

[0081] 主动脉瓣膜钙化期间DPP-4的显著增加表明DPP-4在主动脉瓣膜钙化中发挥潜在

作用。为了证明这一点，使用选择性DPP-4抑制剂西格列汀处理eNOS-/-小鼠的主动脉钙化，

并且检查西格列汀的效果。

[0082] 使用C57BL/6J  eNOS-/-(内皮型一氧化氮合酶敲除)小鼠(8周龄,n＝10 ,The 

Jackson  Laboratory,Bar  Harbor,Me,USA)和C57BL/6J野生型小鼠(8周龄,野生型,WT,n＝

10)。在购买后，使用标准啮齿动物饲料喂养小鼠直到3月龄，并且施用盐水或西格列汀

(15mg/kg/天,Merck&Co.,Inc.)12周。

[0083] 为了检测eNOS-/-小鼠的成骨活性，经由尾静脉注射双膦酸盐缀合的显像剂

(Osteosense680,VisEn  Medical  Inc.)。Osteosense680结合体内的钙化部位(具体是羟磷

灰石)并且起显像剂作用，以检测成骨细胞活性。将小鼠安乐死，然后使用OptixMX3(ART 

Advanced  Research  Technologies,Inc)使整体或分离的主动脉显像。
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[0084] 结果是，显示eNOS-/-小鼠的严重主动脉钙化(图9)，以及口服施用西格列汀减少

活体小鼠的主动脉钙化(图9a和9b)。此外，在来自eNOS-/-小鼠的主动脉瓣膜的VK-染色切

片中，发现当抑制DPP-4活性时，可抑制主动脉钙化(图10a和10b)。

[0085] 实施例6：评价人主动脉瓣膜间质细胞(VIC)中西格列汀治疗的效果

[0086] 人主动脉瓣膜间质细胞(VIC)是不同种类细胞的集合，其包括成纤维细胞、成肌细

胞和平滑肌细胞，具有与VSMC相似的特征，并且能够分化为成骨细胞。

[0087] 使用人VIC，分析成骨细胞分化中DPP-4的作用。

[0088] 根据常规细胞分离方法从主动脉瓣膜小叶(aortic  valve  leaflet)中分离人

VIC，并且使用处于第2至10次传代的VIC细胞。使用DPP-4(R&D)、西格列汀或DETA-NONOate

(Enzo  Life  Sciences)培养VIC细胞。

[0089] 结果是，如图11所示，DPP-4处理增加了VIC的成骨能力，并且这种现象通过西格列

汀处理来消除。

[0090] 为了检查DPP-4与疾病活动的关系，分析CAVD患者的血浆DPP-4水平。将具有风湿

性主动脉瓣疾病患者和施用DPP-4抑制剂的患者从分析中排除。

[0091] 结果是，CAVD患者的DPP-4水平高于正常人的DPP-4水平(图12和表1)。

[0092] 表1：主动脉瓣膜疾病患者的临床特征

[0093]
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[0094]

[0095] 具有钙化的CAVD患者中的DPP-4水平比没有钙化的患者高34％(图13a)，并且CAVD

患者中具有降解活化蛋白能力的DPP-4也增加(图13b)。这表明DPP-4循环水平与CAVD患者

的严重程度相关(表2)。

[0096] 表2：通过CT钙评分(calcium  score)确定的CAVD患者的临床特征

[0097]
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[0098]

[0099] 实施例7：评价施用各种DPP-4抑制剂对抑制VSMC的成骨细胞分化的效果

[0100] 为了检查除西格列汀之外的DPP-4抑制剂对抑制瓣膜钙化的效果，评价使用各种

DPP-4抑制剂处理对抑制eNOS-/-小鼠VSMC(小鼠平滑肌细胞)的成骨细胞分化的效果。

[0101] 将在48孔板中培养的eNOS-/-小鼠VSMC各使用10M的阿格列汀(alogliptin)、依格

列汀(evogliptin)、利格列汀(linaglipin)、沙格列汀(saxagliptin)、维格列汀

(vildagliptin)处理7天，并且测量细胞中的ALP活性。结果是，与未使用DPP-4抑制剂处理

的阴性对照组的ALP活性抑制相比，观察到50％或更低的ALP活性抑制。这表明除西格列汀

之外的DPP-4抑制剂也展现对主动脉瓣膜硬化的抑制效果。

[0102] 虽然已经参考具体特征详细描述了本发明，但是对本领域技术人员显而易见的

是，本说明书仅针对优选的实施方案，并且不限制本发明的范围。因此，本发明的实质范围

将由所附权利要求及其等同物来定义。

[0103] 工业实用性

[0104] 当瓣膜钙化时，本发明的DPP-4以增加的水平表达，并且当施用DPP-4抑制剂时，钙

化显著降低。因此，DPP-4抑制剂可用于瓣膜的治疗或预防。
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[0006] <140>  PCT/KR2015/001902

[0007] <141>  2015-02-27

[0008] <160>  2

[0009] <170>  PatentIn  version  3.5

[0010] <210>  1

[0011] <211>  32

[0012] <212>  DNA

[0013] <213> 人工序列

[0014] <220>

[0015] <223>  引物

[0016] <400>  1

[0017] cagccagata  acatgccaca  cccaacccct  tc  32

[0018] <210>  2

[0019] <211>  32

[0020] <212>  DNA

[0021] <213> 人工序列

[0022] <220>

[0023] <223>  引物

[0024] <400>  2

[0025] gaaggggttg  ggtgtggcat  gttatctggc  tg  32
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图1
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