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本发明提供一种选择性地操纵靶细胞中对

两个或更多个共有受体多肽识别的配体的细胞

反应的方法，所述方法包括提供IL-4突变蛋白配

体，所述IL-4突变蛋白配体的氨基酸序列的长度

为129个氨基酸，其中所述IL-4突变蛋白配体以

比所述配体更高的亲和力结合所述两个或更多

个共有受体多肽中的一个，从而选择性地操纵所

述细胞反应，且其中所述IL-4突变蛋白配体在位

置128和/或129处具有一个或两个氨基酸取代，

其中氨基酸编号根据野生型人IL-4，其中所述

IL-4突变蛋白配体具有至少4对数的更高的结合

亲和力，并且对I型受体复合物的选择性比对II

型受体复合物的选择性高，其中所述共有受体是

常见的γ链(γc)或者白细胞介素-13受体α1

(IL-13Rα1)。

权利要求书2页  说明书35页  附图22页

CN 110615835 A

2019.12.27

CN
 1
10
61
58
35
 A



1.一种选择性地操纵靶细胞中对两个或更多个共有受体多肽识别的配体的细胞反应

的方法，所述方法包括提供IL-4突变蛋白配体，所述IL-4突变蛋白配体的氨基酸序列的长

度为129个氨基酸，其中所述IL-4突变蛋白配体以比所述配体更高的亲和力结合所述两个

或更多个共有受体多肽中的一个，从而选择性地操纵所述细胞反应，且其中所述IL-4突变

蛋白配体在位置128和/或129处具有一个或两个氨基酸取代，其中氨基酸编号根据野生型

人IL-4，其中所述IL-4突变蛋白配体具有至少4对数的更高的结合亲和力，并且对I型受体

复合物的选择性比对II型受体复合物的选择性高，其中所述共有受体是常见的γ链(γc)

或者白细胞介素-13受体α1(IL-13Rα1)。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述IL-4突变蛋白配体以比所述配体更高的亲和

力结合所述两个或更多个共有受体多肽中的两个，从而选择性地操纵所述细胞反应。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述IL-4突变蛋白配体以比所述配体更高的亲和

力结合所述两个或更多个共有受体多肽中的一个，并且以比所述配体更低的亲和力结合所

述两个或更多个共有受体多肽中的另一个，从而选择性地操纵所述细胞反应。

4.根据权利要求1所述的方法，其中所述两个或更多个共有受体多肽不均等地存在于

所述靶细胞表面。

5.根据权利要求4所述的方法，其中被所述IL-4突变蛋白配体结合的共有受体以比未

被所述IL-4突变蛋白配体结合的共有受体更低的水平存在于所述靶细胞表面上。

6.根据权利要求4所述的方法，其中被所述IL-4突变蛋白配体结合的共有受体以比未

被所述IL-4突变蛋白配体结合的共有受体更高的水平存在于所述靶细胞表面上。

7.根据权利要求1所述的方法，其中未被所述IL-4突变蛋白配体结合的共有受体具有

减少的对所述IL-4突变蛋白配体的可及性。

8.根据权利要求7所述的方法，其中通过提供干扰未被所述IL-4突变蛋白配体结合的

共有受体可及性的试剂来减少对未被所述IL-4突变蛋白配体结合的共有受体的可及性。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述试剂是识别未被所述IL-4突变蛋白配体结合

的共有受体的抗体。

10.根据权利要求1所述的方法，其中所述更高的亲和力是至少10倍。

11.根据权利要求3所述的方法，其中所述更低的亲和力是至少5倍。

12.根据权利要求1所述的方法，其中所述配体是生长因子或者细胞因子。

13.根据权利要求1所述的方法，其中所述IL-4突变蛋白还包含在位置117、118、121、

122、124和/或125处的一个或更多个氨基酸取代，其中氨基酸编号根据野生型人IL-4。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述IL-4突变蛋白包含下列氨基酸取代：117R、

118V、121Q、122S、124W、124F、125F、128G和/或129A，其中氨基酸编号根据野生型人IL-4。

15.一种组合物，包含IL-4突变蛋白，所述IL-4突变蛋白的氨基酸序列的长度为129个

氨基酸，其中相对于野生型细胞因子所述突变蛋白导致与共有细胞因子受体更高亲和力的

结合，且其中所述IL-4突变蛋白在位置128和/或129处具有一个或两个氨基酸取代，其中氨

基酸编号根据野生型人IL-4，其中所述组合物是用于施用至受试者的药物组合物，其中所

述共有细胞因子受体是常见的γ链(γc)或者白细胞介素-13受体α1(IL-13Rα1)。

16.根据权利要求15所述的组合物，其中相对于野生型细胞因子所述IL-4突变蛋白导

致与第一共有细胞因子受体更高亲和力的结合，以及相对于野生型细胞因子与第二共有细
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胞因子受体更低亲和力的结合。

17.根据权利要求16所述的组合物，其中所述第一共有细胞因子受体以比所述第二共

有细胞因子受体更低的水平表达。

18.根据权利要求16所述的组合物，其中所述第一共有细胞因子受体以比所述第二共

有细胞因子受体更高的水平表达。

19.根据权利要求15所述的组合物，其中相对于野生型细胞因子所述IL-4突变蛋白导

致与第一和第二共有细胞因子受体更高亲和力的结合。

20.根据权利要求16所述的组合物，其中所述亲和力的升高是至少10倍。

21.根据权利要求16所述的组合物，其中所述亲和力的降低是至少5倍。

22.根据权利要求16所述的组合物，其中所述第一共有细胞因子受体是γc，并且所述

第二共有细胞因子受体是IL-13Rα1。

23.根据权利要求16所述的组合物，其中所述第一共有细胞因子受体是IL-13Rα1，并且

所述第二共有细胞因子受体是γc。

24.根据权利要求16所述的组合物，其中所述第一和第二共有细胞因子受体是γc和

IL-13Rα1。

25.根据权利要求15所述的组合物，其中所述IL-4突变蛋白还包含在位置117、118、

121、122、124和/或125处的一个或更多个氨基酸取代，其中氨基酸编号根据野生型人IL-4。

26.根据权利要求25所述的组合物，其中所述IL-4突变蛋白包含下列氨基酸取代：

117R、118V、121Q、122S、124W、124F、125F、128G和/或129A，其中氨基酸编号根据野生型人

IL-4。

27.根据权利要求16所述的组合物，其中所述药物组合物包含药学上可接受的载体。

28.权利要求15所述的组合物在制备用于治疗患有炎性疾病的受试者的药物中的用

途。
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选择性地操纵靶细胞中对两个或更多个共有受体多肽识别的

配体的细胞反应的方法

[0001] 本申请是申请日为2013年8月8日，国际申请号为PCT/US2013/054164，国家申请号

为201380047839.4，发明名称为“超级因子和合成因子：具有新的和增强的信号传导活性的

经改造细胞因子”的发明专利申请的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求在2013年5月21日提交的美国临时专利申请第61/825,980  号、在2012

年11月13日提交的美国临时专利申请第61/725,791号，以及在  2012年8月9日提交的美国

临时专利申请第61/681,490号的优先权，上述每一申请的公开内容出于所有目的以引用方

式整体并入本文。

技术领域

[0004] 本发明涉及免疫学领域，具体涉及一种超级因子和合成因子，即具有新的和增强

的信号传导活性的经改造的细胞因子。

背景技术

[0005] 细胞因子是由许多细胞分泌的小的细胞信号传导分子并且是广泛用于细胞间通

信的一类信号传导分子。细胞因子调节关键的细胞功能，包括分化、增殖和凋亡/抗凋亡。

[0006] 许多细胞因子通过以下方式介导刺激作用：首先与相对高亲和力的细胞因子受体

链(通常标记为“α”)相互作用，之后与不同细胞因子共有共有的受体链(共有受体链)相对

低亲和力的相互作用。细胞因子与第一高亲和力受体的结合产生复合表面，所述共有受体

链可随后与该复合表面结合。

[0007] 白细胞介素-4(IL-4)为这种细胞因子之典型。IL-4的主结合链是IL-4受体α(IL-

4Rα)。IL-4/IL-4Rα复合物充当IL-4受体的第二组分γc的配体。另外，  IL-4/IL-4Rα复合物

充当白细胞介素-13(IL-13)受体α1(IL-13Rα1)的配体。与  IL-4不同，IL-13不结合至IL-4R

α，但是IL-13/IL-13Rα1复合物结合至IL-4R α。

[0008] 因为IL-4和IL-13可以通过不同的受体进行信号传导，所以可以假设IL-4  和IL-

13能够激活不同的信号转导通道。实际上，γc激活酪氨酸激酶Janus  激酶3(JAK3)，而IL-

13Rα1激活Tyk2和JAK2。被激活的JAK介导IL-4R  对保守的酪氨酸残基的胞质尾区磷酸化，

所述保守的酪氨酸残基充当包含Src 同源2(SH2)域的蛋白的停靠位点。三个紧密成簇的酪

氨酸残基充当信号转导和转录激活蛋白6(STAT6)的停靠位点，所述STAT6是选择性地偶联

至IL-4R α链的转录因子。IL-13与IL-13Rα1的结合还通过IL-13/IL-13Rα1复合物与  IL-4R

α的结合而激活STAT6。

[0009] 除了STAT6，IL-4募集和激活IRS-2。结构-功能分析已经显示IL-4Rα的跨膜结构域

上的酪氨酸残基[Tyr497，胰岛素/IL-4R基序(I4R)的部分]是在IL-4R α已经被IL-4激活之

后IRS-2停靠至IL-4Rα所必需的。JAK1和JAK3随后磷酸化结合IL-4Rα的IRS-2。IRS-2的激活

导致磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)和下游蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶Akt的激活，这种途径被认为
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介导许多细胞类型中的生长信号和存活信号。实际上，这种途径对表达I型IL-4R的细胞(NK

细胞、  T细胞，以及B细胞)中的IL-4-介导的生长是重要的。

[0010] 虽然IL-4Rα是普遍存在的，但是γc而非IL-13Rα1存在于T细胞、自然杀伤(NK)细

胞、嗜碱性粒细胞、肥大细胞以及大部分小鼠B细胞上(大部分人B细胞表达γc和IL-13Rα1

两者)。因此，IL-4而不是IL-13，促进天然T  细胞分化成TH2细胞，并且IL-4显得比IL-13对

小鼠IgE反应的诱导更加重要。

[0011] 一些骨髓源细胞，包括巨噬细胞和树突状细胞，表达γc和IL-13Rα1两者并且因此

对IL-4和IL-13两者应答。这两种受体亚基在这些细胞的不同亚群上的相对丰度差异可以

部分地负责其对IL-4相对于对IL-13的相对反应性。在大部分非骨髓源细胞(包括平滑肌细

胞和上皮细胞)上发现的是IL-13Rα1，但很少或没有γc亚基；因此，与IL-13相比，IL-4在刺

激这些细胞方面并没有固有的优势。

[0012] 在20世纪90年代早期，进行了使用IL-4治疗癌症的临床试验。已经观察到IL-4诱

导体外白血病淋巴母细胞的生长抑制和凋亡。这些观测已在使用移植到免疫缺陷型小鼠中

的人白血病细胞的实验中得到证实。不幸地是，IL-4 的临床有效性受到细胞因子的多效活

性的限制，所述多效活性包括肾毒性、肝毒性、神经毒性和胃肠道毒性以及血管渗漏综合

征，这与IL-4与非造血细胞的结合相关。因此，“野生型”IL-4作为治疗剂的用途受到其结合

造成不良反应的细胞类型的能力的限制。

[0013] 因此，本领域中存在对具有对一种受体相对于另一种受体的增加的选择性的分子

的需求；使用IL-4作为实例，其对γc相对于IL-13Rα1增加的选择性可以是有利的，或者反

之亦然。

[0014] 此外，与野生型细胞因子的使用相关的一些毒性可以是高剂量施用的结果。因此，

可用较低剂量实现所需共有受体的激活的分子也是有利的。

[0015] 因此，本发明解决了本领域中的这些和其他需要。

发明内容

[0016] 许多细胞因子在制药领域正在被开发用于潜在的临床应用。在这些情况的大多数

中，正在尝试通常伴随剂量限制性毒性或不足疗效的内源性野生型细胞因子。

[0017] 一种改良细胞因子的可能性是使其偏向对某些希望细胞类型的优选活性。通过异

二聚体受体复合物起作用的细胞因子尤其适合这种方法。蛋白工程可用于提供新的细胞因

子突变蛋白，所述突变蛋白改变了对共有受体的相对亲和力。

[0018] 因此，在一些实施方案中提供了一种用于选择性地操纵靶细胞中对两个或更多个

共有受体多肽识别的配体的细胞反应的方法。所述方法包括提供突变蛋白配体，其中所述

突变蛋白配体以比所述配体更高的亲和力结合所述两个或更多个共有受体多肽中的一个。

在其他实施方案中，所述突变蛋白配体以比所述配体更高的亲和力结合所述两个或更多个

共有受体多肽中的两个，从而选择性地操纵所述细胞反应。而在其他实施方案中，所述突变

蛋白配体以比所述配体更高的亲和力结合所述两个或更多个共有受体多肽中的一个，并且

以比所述配体更低的亲和力结合所述两个或更多个共有受体多肽中的另一个，从而选择性

地操纵所述细胞反应。在其他实施方案中，所述两个或更多个共有受体多肽不均等地存在

于所述靶细胞表面。在其他实施方案中，被所述突变蛋白配体结合的共有受体以比未被所
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述突变蛋白配体结合的共有受体更低的水平存在于所述靶细胞表面上。在其他实施方案

中，被所述突变蛋白配体结合的共有受体以比未被所述突变蛋白配体结合的共有受体更高

的水平存在于所述靶细胞表面上。在本申请所述的方法中，其中未被所述突变蛋白配体结

合的共有受体具有减少的对所述突变蛋白配体的可及性。在其他实施方案中，通过提供干

扰未被所述突变蛋白配体结合的共有受体可及性的试剂来减少对未被所述突变蛋白配体

结合的共有受体的可及性。在其他实施方案中，所述试剂是识别未被所述突变蛋白配体结

合的共有受体的抗体。在其他实施方案中，所述突变蛋白是  IL-4突变蛋白。在其他实施方

案中，所述共有受体是常见的γ链(γc)或者白细胞介素-13受体α1(IL-13Rα1)。在其他实

施方案中，所述更高的亲和力是至少10倍。在其他实施方案中，所述更低的亲和力是至少5

倍。在其他实施方案中，所述配体是生长因子或者细胞因子。

[0019] 在一些实施方案中，提供了包含细胞因子突变蛋白的组合物，其中相对于野生型

细胞因子细胞因子突变蛋白导致与共有细胞因子受体更高亲和力的结合。在一些实施方案

中，相对于野生型细胞因子所述细胞因子突变蛋白导致与第一共有细胞因子受体结合亲和

力的相对升高，并且与第二共有细胞因子受体降低的结合亲和力。在其他实施方案中，相对

于野生型细胞因子细胞因子突变蛋白导致与两个共有细胞因子受体结合亲和力的相对升

高。在一些实施方案中，第一共有细胞因子受体以比第二共有细胞因子受体更低的水平表

达，并且在一些实施方案中，第一共有细胞因子受体以比第二共有细胞因子受体更高的水

平表达。在一些实施方案中，相对于野生型细胞因子细胞因子突变蛋白导致与第一和第二

共有细胞因子受体更高亲和力的结合。在一些实施方案中，所述亲和力升高是至少10倍。在

一些实施方案中，所述亲和力降低是至少5倍。

[0020] 在一些实施方案中，共有细胞因子受体是常见的γ链(γc)。在其他实施方案中，

共有细胞因子受体是IL-13受体α1。在一些实施方案中，第一共有细胞因子受体是γc，并且

第二共有细胞因子受体是IL-13Rα1。在一些实施方案中，第一共有细胞因子受体是IL-13Rα

1，并且第二共有细胞因子受体是γc。在一些实施方案中，第一和第二共有细胞因子受体是

γc和IL-13Rα1。

[0021] 在一些实施方案中，所述细胞因子突变蛋白是IL-4突变蛋白。

[0022] 在一些实施方案中，提供具有改变的信号传导性质的IL-4突变蛋白，其中与IL-4

突变蛋白接触的Ramos细胞中的STAT磷酸化相对于与相同浓度的IL-4接触的Ramos细胞更

大，因此证明IL-4突变蛋白具有改变的信号传导性质。在一些实施方案中，提供具有改变的

信号传导性质的IL-4突变蛋白，其中与IL-4突变蛋白接触的A549细胞中的STAT磷酸化相对

于与相同浓度的IL-4接触的A549细胞更大，因此证明IL-4突变蛋白具有改变的信号传导性

质。

[0023] 在一些实施方案中，提供包含在位置117、118、121、122、124、125、  128和129处的

两个、三个、四个、五个、六个、七个或者八个氨基酸取代的  IL-4突变蛋白，其中氨基酸编号

根据野生型人IL-4(SEQ  ID  NO:1)。在一些实施方案中，取代在IL-4的位置121处进行。在一

些实施方案中，取代在IL-4 的位置121和124处进行。在其他实施方案中，取代在位置121、

124和125 处进行。

[0024] 在一些实施方案中，取代在IL-4的位置117、118、121、122、124、125、  128和129处

进行。在其他实施方案中，所公开的IL-4突变蛋白具有序列117R、  118V、121Q、122S、124W、
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125F、128G和129A。

[0025] 在一些实施方案中，提供包含细胞因子突变蛋白的药物组合物，其中突变蛋白的

施用导致相对于野生型突变蛋白减少的副作用。在一些实施方案中，副作用是血管渗漏综

合征。在其他实施方案中，提供包含细胞因子突变蛋白的药物组合物，其中用相对于野生型

突变蛋白较少的细胞因子突变蛋白实现相同的治疗效力。

[0026] 在一些实施方案中，提供包含所描述的细胞因子突变蛋白中的任何一个或多个的

药物组合物。在其他实施方案中，提供一种治疗受试者的方法，所述方法包括所描述的细胞

因子突变蛋白中任何一个或多个的组合物。在一些实施方案中，所述受试者患有炎性疾病。

[0027] 现在，将在以下详述中更具体地描述进一步的特征和优点。

[0028] 附图简述

[0029] 图1描绘IL-4超级因子(superkine)的基于结构的工程改造。(a)IL-4和IL-13I  型

和II型三元胞外域复合物6的晶体结构。(b)和(c)分别在IL-4和IL-13的D  螺旋上的主要的

γc和IL-13Rα1结合位点。(b)IL-4界面库残基，在(b)中显示了在IL-4位点2库中随机化的

位置，以及(c)IL-4与IL-13重叠，在(c)中在所述受体复合物中IL-4和IL-13的结构重合显

示IL-4的位置121、124和125  紧密重叠在IL-13的类似位置上，导致我们要用IL-13的那些

位置来取代这些位置。在(c)中IL-13显示为紫色，并且IL-4显示为浅绿色，经取代的残基显

示为红色。(d)用受体ECD对IL-4-酵母FACS染色。在展示IL-4的酵母上  IL-4/IL-4Rα/γc三

元胞外域复合物的协作组装。(e)γc胞外域四聚体上IL-4  位点2库的顺序富集。在图(b)中

显示的IL-4位点2库通过分选γc四聚体而逐步富集。在第一分选步骤中用IL-4Rα复合所述

库，后续的循环不包括IL-4R α。最终的第六分选循环是对1μm的γc单体的分选(未显示)。

[0030] 图2描绘了IL-4和合成因子与通过C末端生物素化固定在表面上的γc  结合的表

面等离子体共振分析。

[0031] 图3描绘IL-4对γc的亲和力增强的结构基础。(a)super-4与γc复合。  super-4/

γc二元复合物在 的晶体结构。(b)在I型三元复合物上重叠的  super-4二元复合

物。super-4/γc二元复合物与IL-4/IL-4Ra/γc三元复合物的结构重合。super-4与γc的

停靠模式与IL-4的停靠模式实质相同。(d)野生型与γc的复合物(左)和super-4与γc的复

合物(右)中位点2界面的分离视图。所显示的视图为表示细胞因子的A螺旋和D螺旋的条带，

所述条带具有显示的与γc相互作用的侧链，投射到γc的半透明分子表面上。γc的相互作

用残基在该表面下部可见为该表面上的黑色轮廓。γc上被各个细胞因子接触的区域在该

表面上被标示为黄色，以及γc的能量关键的Y103为红色。虚线椭圆环绕在图(d)中从侧面

显示的界面的区域。在(d)中，显示借助于super-4中的  S125F和Y124W取代，super-4(右)中

相对于IL-4(左)中的界面填装和形状互补性改善的特写。显示细胞因子和受体的半透明分

子表面。

[0032] 图4描绘super-4螺旋D的电子密度。

[0033] 图5描绘super-4/γc界面中重塑的氢键键合相互作用。

[0034] 图6描绘细胞系上IL-4受体组分的表达。(a)IL-4Rα、γc和IL-13Rα1 的mRNA的表

达是通过对已经饥饿过夜的细胞以材料和方法中描述的定量  PCR来测量的。结果显示三次

独立实验的平均值和SEM。(b)通过流细胞计数法测定指定细胞系的细胞表面上IL-4Rα、γc

和IL-13Rα1的表达。用特异性抗体测量的MFI标准化为相同同种型的对照抗体。
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[0035] 图7描绘IL-4超级因子对细胞内信号传导的影响。(a)经过夜饥饿的Ramos  细胞未

经刺激，或者用100pg/ml的IL-4、super-4或者KFR刺激所示时间。细胞随后被固定、透化，以

及用抗磷酸化STAT6的抗体染色。进行三次独立实验，具有所示的平均值和SEM。(b)用递增

量的IL-4或super-4刺激Ramos细胞15分钟，随后进行如图7(a)中所示的分析。重复该实验

三次；指示平均值和SEM。(c)Ramos细胞经饥饿过夜，接着用递增量的IL-4或所指示的超级

因子刺激15分钟。指示了三次独立实验的平均值和±SEM。(d)A549细胞经饥饿过夜，用指示

浓度的IL-4或超级因子刺激15分钟。细胞如7(a)中所示地固定和准备；进行三次独立实验，

并指示平均值和SEM。(e)U937细胞经饥饿过夜，接着用IL-4或者超级因子刺激15分钟；

pSTAT6如在7(a)所示测量。重复实验三次；指示了平均值和SEM。(f)如所示用IL-4或者

super-4刺激Ramos  细胞8小时，接着用CD23进行表面染色。重复实验三次；指示了CD23上调

的平均值和SEM。

[0036] 图8描绘单次实验中响应于IL-4和超级因子的STAT6磷酸化染色。

[0037] 图9描绘响应于第二链募集的增强和第二链的数量变化的受体组装的模型化。使

用Matlab脚本来计算仅表达I型IL-4受体的细胞表面上IL-4受体的组装。(a)在上方的三个

图中，IL-4Rα数目设置为1500。第二链的数目从500  升至4500，并且IL-4Rα复合物对于第二

链的二维平衡常数在从0 .01μm2到1 μm2的范围内，如所指示的。计算针对100pg/ml和

1000pg/ml配体，γc分子为每细胞500个、1500个和4500个时最高第二链K值(1.0μm2)对最

低第二链K值(0.01μm2)的组装链比率。(b)在中间三个图中，IL-4Rα的数量设置为  1500。二

维平衡常数从1μm2变化至0.01μm2，以及第二链数量从每细胞167  个到每细胞4500个。显示

用每细胞167条γc链组装的复合物，IL-4或者突变蛋白浓度为100pg/ml和1000pg/ml，二维

平衡常数是1.0μm2、0.1μm2或者  0.01μm2。在底部的图中，绘制组装复合物的数量与IL-4或

者super-4浓度的关系，并且绘制在IL-4浓度范围为10,000pg/ml到30,000pg/ml时逼近组

装受体的最大数量的线条。

[0038] 图10描绘改变γc可用性对IL-4诱导的STAT6激活或者超级因子诱导的  STAT6激

活的影响。(a)用指示浓度的IL-4或突变蛋白刺激HH细胞，进行如图7所示的细胞内染色和

分析。显示了具有相同结果的两次独立实验的代表性实验。(b)经饥饿的Ramos细胞保持未

处理，或者用5μg/ml或者50μg/ml的抗γc封闭抗体孵育1小时。随后用100pg/ml的IL-4或者

所示超级因子刺激所述细胞。随后如图7a所示地进行分析。进行三次独立实验，指示了平均

值和SEM。(c)经饥饿的U937细胞如10b中的Ramos细胞一样进行处理和分析。

[0039] 图11描绘超级因子对人原代细胞的作用。(a)用指示浓度的IL-4、super-4  或KFR

刺激PBL15分钟，或者PBL保持为未经刺激。如图7所示地计算pSTAT6 的诱导；指示了来自5

个供体的数据的平均值和SEM(L＝淋巴细胞，M＝单核细胞，Ne＝中性粒细胞)。(b)如图6b所

示地测量来源于单一供体的人PBL  上IL-4受体链的表达。对于IL-4Rα、γc和IL-13Rα1表达

的测量，B细胞和T细胞通过细胞表面标志物(CD19、CD3)门控，而单核细胞和中性粒细胞则

基于其区别性的前向和侧向散射而被识别为CD19和CD3阴性细胞。合适的同种型对照充当

阴性对照。(c)如在图11b中所示地测量来源于六个供体的PBL  上IL-4R受体链的表达；提供

了平均值和SEM(T＝T细胞，B＝B细胞，M＝单核细胞，Ne＝中性粒细胞)。(d)人PBL上IL-4I型

和II型受体链的表达。对于IL-4Rα、γc和IL-13Rα1表达的测量，B细胞和T细胞是通过细胞

表面标志物(CD19、CD4、CD8)门控的，而单核细胞则被识别为CD14+细胞。合适的同种型对照
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充当阴性对照，提供了平均值和SD。(h)基于IL-4和超级因子的  S形剂量响应曲线(图19)获

得的标准化pSTAT6EC50值。来源于IL-4wt的  pSTAT6EC50被标准化为1，并且相应地计算

super-4和KFR的EC50值。配对T检验被于确定显著的变化。

[0040] 图12描绘在CD4和CD8T细胞中，相较于IL-4和KFR，super-4诱导更强的STAT6磷酸

化。基于IL-4和超级因子的S形剂量响应曲线获取的标准化  P-STAT6EC50值。将来源于IL-4

野生型的P-STAT6EC50值标准化至1，并且相应地计算super-4和KFR的EC50值(L＝淋巴细

胞，M＝单核细胞，Ne＝中性粒细胞)。

[0041] 图13描绘由IL-4和超级因子表现出的功能活性。(a)在TGF和指示浓度的IL-4、

super-4或者KFR的存在下，用抗CD3/抗CD28包被珠培养人天然  CD4+CD45RA+CD45RO-CD25-

T细胞。4天后，在布雷菲德菌素A存在下用  PMA和离子霉素再刺激细胞另外4小时。随后分析

细胞的IL-9和Foxp3的细胞内表达。数据(平均值和SEM)来源于>4个供体的3次独立实验。

(b)从健康的血液供体获取的外周血单核细胞分离CD14+单核细胞(>97％纯度)，并且仅用

50ng/mL的GM-CSF培养所述细胞，或者用指示浓度的IL-4、KFR或者  super-4培养所述细胞。

[0042] 图14描绘超级因子图解树突状细胞的成熟依赖于II型IL-4受体复合物的激活。

CD14、CD86和CD209表面标志物的表达用于指示超级因子对DC成熟的影响。为了这个实验，

分离CD14+单核细胞(>97％纯度)，并在所示抗体的存在下用50ng/mL的GM-CSF和2μg/ml的

IL-4、KFR或super-4培养。在第6天处理所述细胞，随后用DAPI、荧光标记的同种型对照mAb、

或者抗  CD14、CD86和CD209的mAb染色。数据(平均值和SEM)来源于3个供体。

[0043] 图15描绘单核细胞中的IL-4和两种超级因子的信号传导和内化动力学。从外周血

单核细胞分离CD14+单核细胞(>97％纯度)，并用30pM的IL-4、  super-4或者KFR刺激所示时

间。随后收获细胞，并保持在4℃并且用特异于  IL-13Rα1和γc受体链的抗体染色以用于受

体下调实验，或者用4％的PFA  固定，用100％的甲醇透化，并用抗STAT6和IRS1的磷酸特异

性抗体染色以用于信号传导动力学实验。在上述两种情况中，细胞都是用流式细胞计数法

分析的。数据(平均值和SEM)来源于4个健康的供体。

[0044] 图16描绘由单核细胞中的IL-4和两种超级因子诱导的基因表达谱。用单独或者与

IL-4或所述两种超级因子组合的GM-CSF刺激来源于5名健康供体的高度纯化的单核细胞六

小时，提取所述细胞的RNA，并且用双色Agilent微阵列(60,000特性)分析。(a)显示了比较

三个细胞因子的基因诱导的散布图相关性。(b)显示了维恩图(Venn  diagram)，其中当与

GM-CSF对照条件相比时，基因被该三个细胞因子显著地下调/上调。(c)热图(Heatmap)显示

被IL-4/super-4  对KFR、IL-4/KFR对super-4，或者IL-4对super-4/KFR显著调节的所选基

因列表(表4)(p<0.05，配对T检验)。蓝色代表较高的表达，并且红色代表较低的表达。

[0045] 图17描绘由不成熟的以及LPS-成熟的DC中的IL-4和两种超级因子诱导的不同模

式的细胞因子分泌。用单独或者与IL-4、KFR或者super-4(20ng/mL)  组合的GM-CSF(50ng/

ml)培养来源于3名健康供体的经纯化的单核细胞7天，随后用LPS(2μg/ml)刺激(或不刺激)

另外24小时。用Luminex估量培养上清液中51种细胞因子、趋化因子和生长因子的相对量

(用热图列出)。热图的右侧图是产物的代表性实例，其分泌未改变(n＝19)，仅LPS刺激增强

(n＝20)，或者在存在或者不存在LPS的情况中被超级因子调节(n＝12)。数据代表来源于3

名健康供体的平均值和SD(标准化至单独GM-CSF的组)。配对T检验用于测定显著的变化，*p

<0.05)。
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[0046] 图18显示在抗γc(0μg/ml、5μg/ml，或者50μg/ml)存在下，响应于IL-4、  super-4

和KFR，Ramos细胞和U937细胞中STAT6的磷酸化。不存在抗γc  下的响应被标准化至100％，

并且存在抗γc下的响应被表述为与标准值有关。数据(平均值±s.e.m)来源于三次独立实

验。

[0047] 图19显示由IL-4和两种超级因子诱导的STAT6磷酸化。用指定剂量的  IL-4和两种

超级因子刺激细胞，并且使用荧光标记的磷酸STAT6特异性抗体和流式细胞计数法来检测

(a)CD4T细胞、(b)CD8T细胞、(c)单核细胞、(d)B细胞、和(e)HH细胞中STAT6磷酸化的水平。

平均值和SEM是从三个不同的实验获得的。

[0048] 图20示例说明由单核细胞中的IL-4和两种超级因子诱导的受体下调与  STAT6和

IRS1磷酸化动力学。用50nM的IL-4或者两种超级因子刺激单核细胞所示时间，并且细胞(a-

b)经固定并且用100％的甲醇透化30分钟并且用磷酸-STAT6抗体和磷酸-IRS1抗体染色；或

者(c-d)用抗IL-13Rα1或γc特异性抗体染色并且保持在4℃下30分钟以防止受体内化，用

4％的PFA固定并且通过流式细胞计数法分析。数据(平均值和SEM)来源于四个健康供体。

[0049] 图21示例说明IL-4、KRF和super-4对细胞因子分泌的差异性诱导。用  50ng/mL的

GM-CSF，使用或者不使用IL-4、KFR或者super-4(20ng/mL)，培养单核细胞7天，随后用LPS

(2mg/ml)刺激24小时，数据代表来源于3名健康供体的平均值±SD(标准化至未经刺激的单

独GM-CSF的组)。*p<0.05(配对  T检验)。

[0050] 图22示例说明用IL-4超级因子呈现的树突状细胞的分化潜能。分离  CD14+单核细

胞(>97％纯度)，并随后用50ng/mL的单独GM-CSF或者用指示浓度的IL-4、KFR或者super-4

培养。在第6-7天处理细胞，并用针对CD86、CD209的荧光标记抗体染色。通过使用BD  LSRII

流式细胞仪的流式细胞计数法来评估树突状细胞的分化，并在FlowJo软件(Treestar)上测

定平均荧光强度  (MFI)。数据代表来源于3个健康供体的平均值±SEM。

[0051] 图23示例说明在IL-4、KFR或者super-4的存在下，表面标志物的差异表达。用

50ng/mL的GM-CSF，使用或者不使用IL-4、KFR或者  super-4(20ng/mL)，培养单核细胞7天。

数据代表来源于3个健康供体的平均值±SD(标准化至单独GM-CSF的组)。*p<0.05(配对T检

验)。未检测到高于背景水平的CD1c(BDCA-1)和CD141(BDCA-3)。

具体实施方式

[0052] 介绍

[0053] 细胞因子被广泛地定义为由一个细胞产生并且作用于另一细胞的分子。这些分子

还称为白细胞介素、干扰素、生长因子和TNF，以及其他名称，参与基本上每一个重要的生物

过程，从细胞增殖到炎症、免疫性、迁移、纤维化、修复和血管形成。由于这些性质，已经探索

细胞因子作为治疗剂的用途。不幸地是，在大多数情况下，使用野生型细胞因子作为治疗剂

往往与剂量限制性毒性或疗效不足相关。

[0054] 细胞因子可以基于三维结构划分为两类，I型和II型。

[0055] I型细胞因子具有四个α螺旋形管束结构，具有“上-上-下-下”的构造。这些细胞因

子可以基于α螺旋的长度以及一些其他结构/拓扑因素而进一步划分为短链和长链的四α螺

旋形管束细胞因子。在短链细胞因子中，螺旋长度通常是约15个氨基酸，而长链细胞因子的

螺旋长度通常是25个氨基酸。
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[0056] 在短链细胞因子中，AB环在CD环“下面”，而在长链细胞因子中该AB  环在CD环“上

面”。另一不同性质是仅短链细胞因子具有在AB环和CD环内的β折叠结构。

[0057] 短链细胞因子的实例是IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-7、IL-9、IL-13、IL-15  和IL-

21，而示例性的长链细胞因子是IL-6、IL-11和IL-12。

[0058] II型细胞因子具有不同的结构。例如，干扰素(IFN)-β具有额外的螺旋代替CD链，

IFN-γ结合为六个螺旋/二聚物的α二聚物，以及IL-10结合至其受体作为两组二聚物，每个

IL-10域由六个α螺旋组成，所述α螺旋由两个缠绕在一起的肽链组装而成，螺旋A-D来源于

一个链，并且螺旋E和F来源于双股相关链。

[0059] 其他的II型细胞因子是IL-20和IL-22。

[0060] 细胞因子通过与在靶细胞上表达的特异性受体相互作用来发挥其功能。像细胞因

子一样，细胞因子受体可以基于结构相似性而分组成不同的相关蛋白家族。这些受体落入

不同的相关蛋白家族，并且有时被分类成四大组。I型细胞因子受体属于造血因子受体家

族。

[0061] I型细胞因子受体是多聚的，因为它们具有一个α受体和一个或两个可共有的次要

组分。I型细胞因子受体可以基于常见的受体组分的共有而被分成三个亚家族。I型细胞因

子受体可以共有常见的β链(βc)、gp130或者常见的γ链(γc)。

[0062] 共有βc的细胞因子的实例是IL-3、IL-5和GM-CSF；共有gp130的细胞因子是例如

IL-6和IL-11；以及共有γc的细胞因子是例如IL-2、IL-3、IL-7、  IL-9、IL-13、IL-15和IL-

21。

[0063] 改良细胞因子的一种可能性是使其偏向对某些希望细胞类型的优选活性。α受体

负责基于不同类型细胞表面上选择性表达的细胞因子特异性和细胞特异性。共有受体也是

差异表达的。因此，细胞因子对某些细胞类型优选的活性可以通过操纵配体来工程改造。例

如，操纵共有受体募集的结合参数可以使细胞因子的活性向某些细胞类型偏移。这可以应

用于通过共有和/或异源二聚体受体进行信号传导的宽范围细胞因子。

[0064] 为了使本发明更易于理解，将在下文以及贯穿说明书定义某些术语和短语。

[0065] 定义

[0066] 除非另外定义，否则在本文中使用的所有技术和科学术语具有本发明所属领域的

普通技术人员所通常理解的相同含义。通常，本文所使用的命名法则和在细胞培养、分子遗

传学、有机化学中所使用的实验方法是本领域中众所周知并且通常使用的那些。标准技术

用于核酸和肽的合成。通常根据本领域和各种一般参考文献中的常规方法(一般参见，

Sambrook等人，MOLECULAR  CLONING:A  LABORATORY  MANUAL，第2版(1989)Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press,Cold  Spring  Harbor,N.Y.，该参考文献以引用方式并入本文)

来进行所述技术和方法，其在本文件通篇提供。本文所使用的命名法则和如下所述的分析

与合成有机化学的实验方法是本领域熟知且常用的那些。标准技术或其改良用于化学合成

和化学分析。

[0067] 本文中的“野生型”或者“WT”或“天然的”表示在自然界中发现的氨基酸序列或者

核苷酸序列，包括等位基因变化形式。“野生型IL-4”表示IL-4，无论是天然的还是重组的，

具有天然人IL-4的129个正常存在的氨基酸序列，  SEQ  ID  NO:1，不包含24个氨基酸IL-4信

号肽。
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[0068] 如本文所使用的，“突变蛋白”表示相对于野生型多肽在一个或多个位点处有氨基

酸插入、缺失、取代和修饰的多肽。示例性的突变蛋白可以包括对1  个、2个、3个、4个、5个、6

个、7个、8个、9个、10个或更多个氨基酸的取代。

[0069] 突变蛋白还包括对整个野生型多肽或多聚核苷酸序列的保守修饰和取代  (例如，

对突变蛋白的二级结构或三级结构具有最小影响的那些)。这种保守性取代包括在Dayhoff

的The  Atlas  of  Protein  Sequence  and  Structure  5(1978)  和Argos的EMBO  J.,8:779-

785(1989)中描述的那些。例如，属于下列组之一的氨基酸代表保守性变化：组I：ala、pro、

gly、gln、asn、ser、thr；组II：  cys、ser、tyr、thr；组III：val、ile、leu、met、ala、phe；组IV：

lys、arg、  his；组V：phe、tyr、trp、his；以及组VI：asp、glu。

[0070] 如本文所使用的，“共有受体多肽”指多于一个配体之间共有的多肽受体。示例性

共有受体是被IL-4结合的那些，包括但不限于γc、gp130、βc或者  IL-13Rα1。

[0071] 如本文所使用的，“配体”指能够特异性地结合至另一分子例如受体的任何分子。

术语“配体”包括激动剂和拮抗剂两者，并且可以是例如小分子、抗体片段、siRNA、反义核

酸、诸如突变蛋白的多肽、DNA和/或RNA。

[0072] 如本文所使用的，“靶细胞”指表达共有受体多肽的细胞，或者表达能够结合至本

发明的突变蛋白的受体多肽的细胞。靶细胞的实例可以包括但不限于  B细胞、CD4T细胞、巨

噬细胞、单核细胞以及上皮细胞。

[0073] “根据野生型编号”表示提及所选氨基酸在野生型多肽的成熟序列中正常存在的

位置来鉴别该氨基酸，例如118应指在SEQ  ID  NO:1中存在的第一百一十八个氨基酸。

[0074] 如本文提及多肽或DNA序列使用的术语“同一性”指两个分子之间亚基序列的同一

性。当两个分子中的亚基位置被相同的单体亚基(例如，相同的氨基酸残基或核苷酸)占据

时，则所述分子在该位置处是同一的。两个氨基酸或者两个核苷酸序列之间的相似性是同

一性位置数量的直接函数。一般说来，对所述序列进行比对以便获得更高级别的匹配。如有

必要，可以使用公开的技术和广泛可用的计算机程序来计算同一性，诸如GCS程序包

(Devereux等人，  Nucleic  Acids  Res.12:387，1984)、BLASTP、BLASTN、FASTA(Atschul等

人，  J.Molecular  Biol.215:403，1990)。可以使用序列分析软件来测量序列同一性，所述

序列分析软件诸如University  of  Wisconsin  Biotechnology  Center  (1710University 

Avenue ,Madison，Wis .53705)的Genetics  Computer  Group的  Sequence  Analysis 

Software  Package，使用软件的默认参数。

[0075] 术语“多肽”、“蛋白”或者“肽”指氨基酸残基的任何链，而不论其长度或翻译后修

饰(例如，糖基化或磷酸化)。

[0076] 在本公开的突变蛋白多肽是“基本上纯的”的情况下，突变蛋白多肽可以占目标多

肽的至少约60重量％(干重)。例如，所述多肽可以占目标多肽的至少约75重量％、约80重

量％、约85重量％、约90重量％、约95重量％或者约99重量％。可以通过任何合适的标准方

法来测量纯度，例如柱色谱法、聚丙烯酰胺凝胶电泳或者HPLC分析。

[0077] 如本文所使用的术语“有效量”指引起所需的生物反应所必需的量。药物的有效量

可根据诸如以下因素而变化：所需的生物终点、待递送的药物、任何其他活性或失活成分的

组成，等等。

[0078] 本文使用的术语“表达”表示从DNA产生多肽的过程。所述过程包括基因转录成
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mRNA，以及此mRNA翻译成多肽。根据其使用的上下文，“表达”可指RNA、蛋白、或RNA和蛋白两

者的产生。

[0079] 如本文所使用的术语“基因产物”表示由该基因编码的RNA(例如信使  RNA(mRNA)

或微RNA(miRNA))或者蛋白。

[0080] 如本文所使用的，术语“经分离的”指分子是基本上纯的。经分离的蛋白可以是基

本上纯的，例如60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或者99％不含其他不同的蛋

白分子。

[0081] 如本文所使用的，术语“调节(modulate/modulation)”或者“操纵  (manipulate/

manipulation)”泛指特异性靶向基因(包括其RNA和/或蛋白产物)、信号传导途径、细胞和/

或靶向表型的下调(例如，抑制或遏制)，或者靶向基因的上调(例如，诱导或增加)。

[0082] “患者”或“受试者”表示哺乳动物，例如人，其患有或有风险发展诸如炎性疾病的

疾病或病症，或者患有或被诊断为患有炎性疾病，或者可以其他方式受益于本文所描述的

组合物和方法。

[0083] 如本文所使用的，术语“减少”以及其语法上的等效形式指对表达或基因产物活性

的任何抑制、减少、降低、遏制、下调或阻止。例如，表达或者活性的水平可以是未受抑制的

表达或活性的例如100％或者小于100％，例如小于  95％、小于90％、小于85％、小于80％、

小于75％、小于70％、小于65％、小于60％、小于55％、小于50％、小于45％、小于40％、小于

35％、小于  30％、小于25％、小于20％、小于15％、小于10％，或者小于5％。

[0084] 术语“治疗(treating/treatment)”或者“减轻”或者“改善”指治疗性治疗和预防

或防治性措施，其中目的是预防或者延迟(减轻)靶向的病理病症或疾患。

[0085] IL-4

[0086] IL-4是经典的四α螺旋管束细胞因子。其主结合链是IL-4Rα，IL-4Rα是II型细胞因

子受体链，由胞外域、跨膜域和长胞内尾部组成，含有Box1域、  PTB域蛋白的结合位点以及

三个STAT6停靠和激活位点。

[0087] 野生型人IL-4包括24个氨基酸的信号肽和129个氨基酸的氨基酸链肽。  SEQ  ID 

NO:1是成熟的129个氨基酸的人IL-4序列。

[0088] MGLTSQLLPPLFFLLACAGNFVHGHKCDITLQEIIKTLNSLTEQKTLCTE  LTVTDIFAASKNTTEKE

TFCRAATVLRQFYSHHEKDTRCLGATAQQFHRHK  QLIRFLKRLDRNLWGLAGLNSCPVKEANQSTLENFLERLKT

IMREKYSKCS  S(SEQ  ID  NO：1)。

[0089] IL-4/IL-4Rα复合物充当IL-4受体的第二组分的配体，其对于I型受体是γc并且

对于II型受体是IL-13Rα1。细胞表面上IL-4/IL-4Rα/γc或者IL-4/IL-4Rα/IL-13Rα1复合

物的形成激活细胞内的信号传导途径，所述信号传导途径包括Jak-STAT途径和PI3K/Akt途

径，后一途径通过PTB域蛋白(特别是IRS2)的募集来动员。与IL-4结合的I型和II型IL-4受

体的胞外域的晶体结构的最近研究(图1a)显示IL-4位于由IL-4Rα和第二受体链形成的“Y 

形叉”中，并且通过细胞因子的D螺旋上的结合表面与第二受体链直接接触。

[0090] IL-4与IL-4Rα的结合是非常高亲和力的，具有约10-10M的KD。IL-4/IL-4R α复合物

与γc或者IL-13Rα1的后续结合是相对低亲和力的。由于IL-4与  IL-4Rα的结合的非常高的

亲和力，在大部分情况下信号传导复合物的形成是由第二链的相对表达水平来决定的。此

外，替代性的第二链具有不同的细胞表达模式，γc主要在造血细胞上表达，并且IL-13Rα1
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主要在非造血细胞上表达，尽管一些造血细胞也表达可变量的IL-13Rα1。IL-4的大部分调

节活性是由主要表达I型受体的B细胞和T细胞介导的，而其大部分效应子功能(其模拟IL-

13)是由唯一表达II型受体并且也对IL-13响应的细胞介导的。

[0091] 功能上，IL-4通过分别作用于天然CD4T细胞、B细胞和巨噬细胞来调节  CD4T细胞

的Th2分化、免疫球蛋白类型转换成IgE，以及替代性的巨噬细胞激活。因为IL-4结合至主要

在非造血细胞上表达的II型受体，与其结合I型受体一样有效，其可以诱导效应子功能以及

调节功能。效应子功能是气道超敏性和杯状细胞化生。然而，后面的这些活性在生理上主要

是利用IL-13由II  型受体诱导的，因为IL-13的量远大于IL-4。此外，因为IL-13无法结合至

主要在造血细胞上表达的I型受体，所以IL-13很少或没有“调节”活性。总的说来，通过使用

I型和II型IL-4受体，IL-4在Th2型炎症中起重要作用，不论该炎症是由过敏原引发的还是

由侵入的细胞外寄生虫引发的。

[0092] IL-4当前并未用作治疗剂，但是其已经在过去被考虑用于此类用途，并且如果无

毒性，可以被考虑用于以下目的：诸如在疫苗接种期间指导CD4T  细胞分化，或者鉴于对已

分化的CD4T细胞的可塑性的最近识别来改变分化的产生模式。在20世纪90年代早期，进行

临床试验，在所述临床试验中将  IL-4施用给癌症患者，以期促进T细胞反应或者参与先天

免疫系统。

[0093] 然而，大剂量(600μg/m2/天)IL-4的静脉内施用导致研究组中三分之二的患者的

血管渗漏综合征。在这些研究和临床前分析中还遭遇了其他毒性。虽然这些毒性中有许多

毒性涉及IL-4作用于非造血细胞，但是IL-4在小鼠体内具有明显的巨噬细胞介导的毒性。

将IL-4施用至小鼠导致由替代地激活的巨噬细胞介导的噬血细胞综合征。

[0094] 因为IL-4通过结合至II型受体和后续的效应子功能而对非造血细胞的活性，使用

IL-4药理学地调节淋巴细胞分化是复杂的。因此产生无法激活II  型受体或者其中I型受体

的激活以比II型受体的激活明显降低的浓度实现的IL-4突变蛋白将是有利的。

[0095] 因此，在一些实施方式中提供了经工程改造的IL-4突变蛋白，与野生型IL-4相比，

该IL-4突变蛋白具有对I型和II型受体的第二链改变的相对结合活性。在一些实施方案中，

IL-4突变蛋白调节或增强信号传导，而不是阻断信号传导。

[0096] 本文描述了人IL-4突变蛋白的产生，人IL-4突变蛋白被称为“超级因子”，具有对

γc非常高的亲和力以及对IL-13Rα1减弱的亲和力，并且相反地，那些IL-4突变蛋白以比

IL-4高得多的亲和力结合至IL-13Rα1，其对γ  c的亲和力很少或者没有变化。

[0097] 因此，在一些实施方案中，IL-4突变蛋白具有对γc相对高的亲和力和对IL-13Rα1

减弱的亲和力。在其他实施方案中，IL-4突变蛋白具有比IL-4  相对高得多的对IL-13Rα1的

亲和力，其对γc的亲和力很少或没有变化。

[0098] IL-4超级因子(突变蛋白)

[0099] 在各种实施方案中，本公开提供了IL-4突变多肽，所述突变多肽可以但不一定是

基本上纯化的，并且可以作用为野生型IL-4的激动剂；实现IL-4的一种或多种生物学活性

(例如，刺激细胞增殖)。

[0100] 示例性的突变IL-4多肽包括具有与SEQ  ID  NO:1至少约80％的同一性的氨基酸序

列，该氨基酸序列以比SEQ  ID  NO:1代表的多肽结合至γc的亲和力更大的亲和力结合γc，

并且具有对IL-13Rα1减弱的亲和力。例如，相对于野生型IL-4，突变IL-4多肽可以具有至少
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一个突变(例如，1个、2个、  3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、  14个、

15个、16个、17个、18个、19个、20个或更多个氨基酸残基的缺失、添加或者取代)，并且以比

SEQ  ID  NO:1的IL-4更大的亲和力结合γc，并且与SEQ  ID  NO:1对IL-13Rα1的亲和力相比，

具有对IL-13Rα1  减弱的亲和力。

[0101] 示例性的突变IL-4多肽包括具有与SEQ  ID  NO:1至少约80％的同一性的氨基酸序

列，该氨基酸序列以比IL-4(SEQ  ID  NO:1)更高的亲和力与  IL-13Rα1结合，相对于SEQ  ID 

NO:1的多肽，该突变IL-4多肽对γc的相对亲和力很少或没有变化。例如，相对于野生型IL-

4，突变IL-4多肽可以具有至少一个突变(例如，1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、  9个、

10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、  19个、20个或更多个氨基酸残基的缺

失、添加或者取代)，并且该突变IL-4多肽以比IL-4(SEQ  ID  NO:1)更大的亲和力与IL-13Rα

1结合，相对于SEQ  ID  NO:1的多肽，该突变IL-4多肽对γc的相对亲和力很少或没有变化。

[0102] 示例性的突变IL-4多肽可以是与野生型IL-4至少约50％、55％、60％、  65％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％同一的。所述突变可以由氨基酸

残基的数量或含量变化组成。例如，突变IL-4可以具有比野生型IL-4更多或更少数量的氨

基酸残基。替代地或者附加地，示例性的突变多肽可以含有对存在于野生型IL-4中的一个

或多个氨基酸残基的取代。在各种实施方案中，所述突变IL-4多肽可以通过单一氨基酸残

基的添加、缺失或者取代而不同于野生型IL-4，例如对位置121处的残基的取代。类似地，示

例性的突变IL-4多肽可以通过对两个、三个、四个、五个、六个、七个、八个或者更多个氨基

酸残基的取代而不同于野生型，所述残基例如SEQ  ID  NO:1的位置117、118、21、122、124、

125、128和129处的残基。

[0103] 举例而言，包括与SEQ  ID  NO:1的参考氨基酸序列至少90％同一的氨基酸序列的

多肽是包含与参考序列同一的序列的多肽，除了包含对SEQ  ID  NO:1的参考氨基酸的至多

13个改变。例如，参考序列中至多10％的氨基酸残基可以缺失或者被另一种氨基酸取代，或

者占参考序列中总氨基酸残基至多10％的大量氨基酸被插入到参考序列中。参考序列的这

些改变可以发生在参考氨基酸序列的氨基(N--)或羧基(C--)末端位置，或者发生在那些末

端位置之间的任何地方，被个体地引入参考序列的残基中或者以一个或多个连续组引入参

考序列中。

[0104] 经取代的氨基酸残基可以但不一定是保守性的取代，所述取代通常包括在以下组

内的取代：甘氨酸、丙氨酸；缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸；天冬氨酸、谷氨酸；天冬酰胺、谷氨酰

胺；丝氨酸、苏氨酸；赖氨酸、精氨酸；以及苯丙氨酸、酪氨酸。

[0105] 例如，取代R121Q指变体多肽，在这种情况下其中位置121处的精氨酸被谷氨酰胺

替代。而且，取代可以仅在亲本多肽中的位置74处进行，例如  121Q将指用谷氨酰胺取代位

置121处的氨基酸，而不管亲本多肽的位置  121处存在何种氨基酸。

[0106] 本文的“蛋白变体”或者“变体蛋白”或者“变体多肽”表示借助于至少一个氨基酸

修饰而与野生型蛋白不同的蛋白。亲本多肽可以是天然存在的或者野生型(WT)多肽，或者

可以是WT多肽的改良形式。变体多肽可以指多肽本身、包括该多肽的组合物，或者编码该多

肽的氨基酸序列。优选地，该变体多肽与亲本多肽相比具有至少一个氨基酸修饰，例如与亲

本相比，从约一个到约十个氨基酸修饰，以及优选地从约一个到约五个氨基酸修饰。

[0107] 本文使用的“亲本多肽”、“亲本蛋白”、“前体多肽”或者“前体蛋白”表示未经修饰
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的多肽，该多肽随后将经修饰以产生变体。亲本多肽可以是野生型多肽，或者是野生型多肽

的变体或者工程改造形式。亲本多肽可以指多肽本身、包括该亲本多肽的组合物，或者编码

该亲本多肽的氨基酸序列。

[0108] 关于亲和力，本文公开了示例性的突变IL-4多肽，该突变IL-4多肽以比野生型IL-

4多肽更高的亲和力结合γc，该亲和力比野生型IL-4多肽高至少约2％、至少约5％、至少约

10％、至少约20％、至少约30％，或者至少约40％或更高。该野生型IL-4多肽以约3300nM的

Kd结合γc。所公开的示例性突变IL-4多肽的结合亲和力还可以表示为比野生型IL-4高

1.2、  1 .4、1.5、2、5、10、15、20、25、50、100、200、250、500、1000、1500、  2000、2500、3000、

3500或更多倍的对γc的亲和力。

[0109] 示例性的突变IL-4多肽可以具有表现出与γc受体亚基升高的缔合速率的能力。

[0110] 本公开还提供了以比野生型IL-4多肽低的亲和力结合γc的突变IL-4多肽，该突

变IL-4多肽的γc亲和力比该野生型IL-4多肽低至少约2％、至少约5％、至少约10％、至少

约20％、至少约30％，或者至少约40％或者更多。所公开的示例性突变IL-4多肽的结合亲和

力还可以表示为比野生型IL-4  低1.2、1.4、1.5、2、3、4、5、10、15、20或更多倍的对γc的亲

和力。

[0111] 关于亲和力，本文公开了示例性的突变IL-4多肽，该突变IL-4多肽以比野生型IL-

4多肽更高的亲和力结合IL-13Rα1，该亲和力比野生型IL-4多肽高至少约2％、至少约5％、

至少约10％、至少约20％、至少约30％，或者至少约40％或更高。该野生型IL-4多肽以约

4200nM的Kd结合  IL-13Rα1。所公开的示例性突变IL-4多肽对IL-13Rα1的结合亲和力还可

以表示为比野生型IL-4高1.2、1.4、1.5、2、5、10、15、20、25、50、100、  200、250、400、450、

500、1000、1500、2000或更多倍的对IL-13Rα1的亲和力。

[0112] 示例性的突变IL-4多肽可以具有表现出与IL-13Rα1受体亚基升高的缔合速率的

能力。

[0113] 本公开还提供了以比野生型IL-4多肽低的亲和力结合IL-13Rα1的突变  IL-4多

肽，该突变IL-4多肽的IL-13Rα1亲和力比该野生型IL-4多肽低至少约2％、至少约5％、至少

约10％、至少约20％、至少约30％，或者至少约40％或者更多。所公开的示例性突变IL-4多

肽的结合亲和力还可以表示为比野生型IL-4低1.2、1.4、1.5、2、3、4、5、10、15、20或更多倍

的对  IL-13Rα1的亲和力。

[0114] 还公开了与野生型IL4相比，具有升高的γc亲和力和减小的IL-13R α1亲和力这

两种性质的示例性突变IL-4多肽。

[0115] 还公开了与野生型IL4相比，具有升高的γc亲和力和升高的IL-13R α1亲和力这

两种性质的示例性突变IL-4多肽。

[0116] 还公开了与野生型IL4相比，具有减小的γc亲和力和减小的IL-13R α1亲和力这

两种性质的示例性突变IL-4多肽。

[0117] 与细胞因子相关的疾病

[0118] 增殖和分化疾患

[0119] 在一些实施方案中，突变细胞因子多肽和/或表达突变细胞因子多肽的核酸可以

施用至受试者以治疗与异常的凋亡或者分化过程相关的疾患(例如，细胞增殖疾患或者细

胞分化疾患，诸如癌症)。
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[0120] 如本文所使用的，术语“癌症”(或者“癌性的”)、“过度增殖”和“肿瘤的”是指细胞

具有自主性生长能力(例如，以快速增殖的细胞生长为特征的异常状态或状况)。过度增殖

和肿瘤疾病状态可以被分类为病理性的(例如，表征或构成疾病状态)，或者过度增殖和肿

瘤疾病状态可以被分类为非病理性的(例如，偏离正常但与疾病状态无关)。这些术语意欲

包括各种类型的癌性生长或致癌过程、转移性组织，或者恶性转化的细胞、组织或器官，而

不论其组织病理类型或侵袭阶段。

[0121] 癌症的实例包括但不限于癌瘤、肉瘤，和造血系统肿瘤性疾患，例如，白血病)。

[0122] 突变细胞因子多肽可用于治疗患有、怀疑患有或可能处于高风险发展任何类型癌

症或任何病毒性疾病的患者，所述癌症包括肾癌或者黑素瘤。示例性的癌瘤包括从宫颈、

肺、前列腺、乳腺、头颈、结肠和卵巢的组织形成的那些。该术语还包括癌肉瘤，癌肉瘤包括

由癌组织和肉瘤组织组成的恶性肿瘤。

[0123] 如本文所使用的，术语“造血系统肿瘤性疾病”包括涉及造血系统起源的增生性/

肿瘤性细胞的疾病，例如起源于骨髓细胞谱系、淋巴细胞谱系或红细胞谱系，或者其前体细

胞。优选地，该疾病起源于不良分化的急性白血病(例如，成红血球细胞白血病和急性成巨

核细胞白血病)。其他示例性的骨髓疾患包括但不限于急性早幼粒细胞白血病(APML)、急性

髓性白血病(AML)和慢性粒性白血病(CML)(参见Vaickus,L.(1991)Crit  Rev.in  Oncol./

Hemotol.11:267-97)；淋巴系统恶性肿瘤包括但不限于：包括B系  ALL和T系ALL的急性淋巴

母细胞性白血病(ALL)，慢性淋巴细胞性白血病(CLL)，幼淋巴细胞性白血病(PLL)、多毛细

胞白血病(HLL)和瓦尔登斯特伦氏巨球蛋白血症(WM)。

[0124] 恶性淋巴瘤的其他形式包括但不限于非霍奇金淋巴瘤及其变体、外周T  细胞淋巴

瘤、成年T细胞性白血病/淋巴瘤(ATL)、皮肤T细胞淋巴瘤  (CTCL)、大颗粒淋巴细胞白血病

(LGF)、霍奇金氏病和瑞德-史登伯氏病。

[0125] 增殖和/或分化疾患的其他实例包括皮肤疾患。皮肤疾患可以涉及真皮层、表皮层

或者皮下层中的一种细胞或者一组细胞或层的异常活性，或者真皮-表皮连接的异常。

[0126] 例如，皮肤疾患可以涉及角化细胞的异常活性(例如，过度增殖的基底和上基部角

化细胞)、黑色素细胞、郎格罕氏细胞、默克尔细胞(Merkel  cell)、免疫细胞以及在表皮层

的一个或多个层中发现的其他细胞的异常活性，所述一个或多个层例如基底层(生发层)、

棘层、颗粒层、透明层或角质层。

[0127] 在其他实施方案中，该疾患可以涉及真皮细胞的异常活性，所述细胞例如在真皮

层中发现的真皮内皮细胞、成纤维细胞、免疫细胞(例如，肥大细胞或者巨噬细胞)，所述真

皮层例如乳头层或者网状层。

[0128] 皮肤疾患的实例包括银屑病、银屑病关节炎、皮炎(湿疹)，例如，剥脱性皮炎或者

特异反应性皮炎、毛发红糠疹、玫瑰糠疹、类银屑病、苔癣样糠疹、扁平苔癣、光泽苔癣、鱼鳞

病样皮肤病、角皮病、皮肤病、斑秃、坏疽性脓皮病、白斑病、类天疱疮(例如，眼瘢痕性类天

疱疮或者大疱性类天疱疮)、荨麻疹、汗孔角化症(prokeratosis)、类风湿性关节炎，所述类

风湿性关节炎涉及衬垫关节囊的上皮相关细胞的增生和发炎；皮炎，诸如脂谥性皮炎和日

晒性皮炎；角化病，诸如脂溢性角化病、老年角化病、光化性角化病、光诱导的角化症

(photo-induced  keratosis)和毛囊角化病；播散性痤疮；瘢痕瘤和抗瘢痕瘤形成的预防

法；痣；疣，包括瘊、湿疣或者尖端湿疣，以及人乳头瘤病毒(HPV)感染，诸如性病疣；黏膜白
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斑病；扁平苔癣；以及角膜炎。该皮肤疾患可以是皮炎，例如特异反应性皮炎或者过敏性皮

炎，或者是银屑病。

[0129] 作为直接施用给患者的方法的替代或附加，在一些实施方案中，突变细胞因子多

肽可以体外方法使用。例如，细胞(例如，外周血单核细胞，或者从患者分离并且放置或者维

持在培养物中的经纯化淋巴细胞群)可以在培养基中体外培养，并且接触步骤可以通过添

加细胞因子突变体到培养基而实现。培养步骤可以包括其他步骤，其中用其他药剂刺激或

处理细胞，例如以刺激增殖，或者以扩增对相关抗原(例如，癌抗原或者病毒抗原)反应性的

细胞群。该细胞则在处理之后施用至患者。

[0130] 肺部疾病

[0131] 适合用所公开的细胞因子突变蛋白组合物及其使用方法改善的病理性病症包括

例如肺部疾病，诸如哮喘和过敏性炎症反应。

[0132] 例如，哮喘的特征包括呼吸道症状的周期性发作；自发或治疗经常可逆的可变气

道阻塞；气道高反应性的存在；以及慢性气道炎症，其中涉及许多细胞和细胞要素，包括例

如肥大细胞、嗜酸性细胞、T淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、和上皮细胞(参见，National 

Heart ,Lung ,and  Blood  Institute:National  Asthma  Education  and  Prevention 

Program .Expert  Panel  Report  Guidelines  for  the  diagnosis  and  management  of 

asthma.J.Allergy  Clin.Immunol.88:425-534,1991；  National  Heart,Lung,and  Blood 

Institute  National  Asthma  Education  Program  Expert  Panel  Report  II:Guidelines 

for  the  diagnosis  and  management  of  asthma；  1997 .NIH  Publication第97-4051A

号)。虽然任何给定的哮喘患者不一定表现出所有这些特征，并且尚未或广泛认可建立哮喘

诊断的绝对“最低标准”，但是在具有当前症状和活性哮喘的患者中普遍发现气道高反应性

的存在。

[0133] 气道高反应性是哮喘的特征，并且由以下组成：气道对吸气收缩肌激动剂的敏感

性升高，剂量响应曲线的斜率较陡，以及对激动剂更大的最大反应  (Byrne和Inman，Chest，

2003)。气道反应性的测量可用于哮喘诊断，特别是对具有与哮喘一致的症状但是没有气道

阻塞迹象的患者。包括例如环境过敏原在内的某些吸入刺激物增强了气道炎症并且增强了

气道高反应性。与具有持续气道高反应性的哮喘患者的气道高反应性变化相比，健康受试

者的气道高反应性变化的数量级要小的多。哮喘的发病机理，以及由于根据本方法治疗而

获得的改善可通过支气管镜检、支气管肺泡灌洗、气道活组织检查、气道气体测量以及熟练

临床医师已知的其他此类方法跟踪。

[0134] 制剂

[0135] 可以用药学上可接受的载体配制单独或与一种或多种化疗剂组合的一种或多种

治疗剂，以施用至受试者。活性组分可以单独(个体地)配制以顺序施用，或者可以一起配制

以同时施用。

[0136] 如本文所使用的术语“药学上可接受的载体”表示适合施用至受试者的一种或多

种相容的固体或液体填充剂、稀释剂或者包封物质。药物组合物的组分还能够以使得没有

明显损害希望药效的相互作用的方式互相混合。这种制剂可以常规含有药学上可接受浓度

的盐、缓冲剂、防腐剂、相容的载体、助剂以及任选其他治疗成分。

[0137] 本文描述的组合物可以作为游离碱或作为药学上可接受的盐施用。这种药理学上
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以及药学上可接受的盐包括但不限于用下列酸制备的那些：盐酸、氢溴酸、硫酸、硝酸、磷

酸、顺丁烯二酸、醋酸、水杨酸、对甲苯磺酸、酒石酸、柠檬酸、甲基磺酸、蚁酸、丙二酸、琥珀

酸、萘磺酸，以及苯磺酸。而且，药学上可接受的盐可以制备为碱金属盐或碱土盐，诸如羧酸

基团的钠盐、钾盐或钙盐。

[0138] 药物组合物还可包含合适的固相或凝胶相载体或者赋形剂。这种载体或者赋形剂

的实例包括但不限于碳酸钙、磷酸钙、各种糖、淀粉、纤维素衍生物、明胶，以及诸如聚乙二

醇的聚合物。

[0139] 合适的缓冲剂包括：乙酸和盐(1-2％w/v)；柠檬酸和盐(1-3％w/v)；硼酸和盐

(0.5-2.5％w/v)；以及磷酸和盐(0.8-2％w/v)。合适的防腐剂包括苯扎氯铵(0.003-0.03％

w/v)；氯丁醇(0.3-0.9％w/v)；对羟苯甲酸  (0.01-0.25％w/v)和硫柳汞(0.004-0.02％w/

v)。

[0140] 合适的液体或者固体药物制剂形式是例如用于吸入的水或盐水溶液、微囊化、蜗

形化(encochleated)、包被在显微金颗粒上、包含在脂质体中(包括pH依赖性控释制剂)、类

脂(lipidoid)、喷雾的、气雾剂、用于植入入皮肤的丸剂，或者干燥于尖锐的物体上以刮入

皮肤。所述药物组合物还包括颗粒剂、粉剂、片剂、糖衣片剂、(微)胶囊剂、栓剂、糖浆、乳剂、

悬浮液、乳霜、滴剂，或者组合物缓释的制剂，在这些制剂中，如上所述地照例使用赋形剂和

添加剂和/或辅助剂，诸如崩解剂、粘合剂、包衣剂、膨胀剂、润滑剂、调味剂、增甜剂或者增

溶剂。所述药物组合物适合用于多种药物递送系统。关于药物递送方法的简要综述，参见

Langer，Science  249:1527-1533,1990以及Langer  和Tirrell，Nature，2004年4月1日；428

(6982):487-92。

[0141] 所述组合物可以方便地以单位剂量形式提供，并且可以用药学领域熟知的任何方

法制备。在某些实施方案中，组合物以粉末或颗粒形式而非溶液施用。设想为本发明部分的

颗粒形式的实例在U.S.2002/0128225中提供。在一些实施方案中，组合物以气雾剂形式施

用。在其他实施方案中，组合物可以是粉末形式的，以在使用前用合适的媒介物、例如无菌

无热原的水配制。

[0142] 此外，本文描述的组合物可以配制作为贮库制剂、定时释放、延迟释放或者持续释

放的递送系统。此类系统可以避免本文描述的组合物的重复施用，增加对受试者和医师的

便利性。此类长效制剂可以用合适的聚合或者疏水性材料  (例如作为可接受的油中的乳

液)或者离子交换树脂配制，或者配制作为微溶的衍生物，例如作为微溶的盐。

[0143] 许多类型的释放递送系统是本领域普通技术人员已知并且可获得的。它们包括：

基于聚合物的系统，诸如聚乳酸和聚乙醇酸、β-葡聚糖颗粒、聚酐和聚己内酯；为脂类的非

聚合物系统，包括固醇(诸如胆固醇、胆固醇酯和脂肪酸)、中性脂(诸如，甘油单酯、甘油二

酯和甘油三酯)，或者类脂；水凝胶释放系统；硅胶系统；基于肽的系统；蜡质涂层、使用常规

粘合剂和赋形剂的压制片剂，部分融合植入剂等等。此外，可以使用基于泵的硬件递送系

统，其中一些适用于植入。

[0144] 还可以用适当的生物相容且可生物降解的赋形剂材料来实现控释。这些实现缓释

的聚合物材料可以是用于产生颗粒的任何合适的聚合物材料，包括但不限于不可生物降解

的/不可生物降解和生物可降解的/生物可降解的聚合物。这种聚合物已经在现有技术中非

常详细的描述，并且包括但不限于：β-葡聚糖颗粒、聚酰胺类、聚碳酸酯类、聚亚烷基类、聚
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亚烷基二醇、聚氧烷撑、聚亚烷基对苯二酸酯、聚乙烯醇、聚乙烯醚、聚乙烯酯、聚乙烯基卤

化物、聚乙烯吡咯烷酮、聚乙醇酸交酯、聚硅氧烷、聚氨酯及其共聚物、烷基纤维素、羟烷基

纤维素、纤维素醚、纤维素酯、硝化纤维素、丙烯酸酯和甲基丙烯酸酯的聚合物、甲基纤维

素、乙基纤维素、羟丙基纤维素、羟丙基甲基纤维素、羟丁基甲基纤维素、乙酸纤维素、丙酸

纤维素、乙酸丁酸纤维素、醋酞纤维素、羧乙基纤维素、三乙酸纤维素、纤维素硫酸钠、聚(甲

基丙烯酸甲酯)、聚(甲基丙烯酸乙酯)、聚(甲基丙烯酸丁酯)、聚(甲基丙烯酸异丁酯)、聚

(甲基丙烯酸己酯)、聚(甲基丙烯酸异癸酯)、聚(甲基丙烯酸月桂酯)、聚(甲基丙烯酸苯

酯)、聚(丙烯酸甲酯)、聚(丙烯酸异丙酯)、聚(丙烯酸异丁酯)、聚(丙烯酸十八酯)、聚乙烯、

聚丙烯聚(乙二醇)、聚(环氧乙烷)、聚(对苯二甲酸乙二酯)、聚(乙烯醇)、聚(乙酸乙烯酯)、

聚氯乙烯聚苯乙烯、聚乙烯吡咯啶酮、透明质酸，以及硫酸软骨素。在一个实施方案中，所述

缓释聚合物是嵌段共聚物，诸如聚(乙二醇)(PEG)/聚(乳酸-羟基乙酸共聚物)(PLGA)嵌段

共聚物。

[0145] 不可生物降解的聚合物的实例包括乙烯乙酸乙烯酯、聚(甲基)丙烯酸、聚酰胺，及

其共聚物和混合物。

[0146] 生物可降解的聚合物的实例包括合成聚合物，例如β-葡聚糖颗粒、乳酸和乙醇酸

的聚合物、聚酐、聚(邻)酯类、聚氨酯、聚(丁酸)、聚(戊酸)、聚(己内酯)、聚(羟基丁酸酯)、

聚(丙交酯-乙交酯)共聚物和聚  (丙交酯-己内酯)共聚物，以及天然聚合物，诸如海藻酸盐

和其他的多聚糖，包括葡聚糖和纤维素、胶原，其化学衍生物(化学基团的取代、添加，例如，

烷基化、烯化、羟化、氧化，以及由本领域内技术熟练人员按惯例做出的其他修改)、白蛋白

和其他亲水性蛋白、玉米醇溶蛋白和其他醇溶蛋白以及疏水性蛋白，及其共聚物和混合物。

通常，这些材料通过酶促水解或者在体内暴露于水，通过表面或者整体腐蚀而降解。前述材

料可以单独使用，作为物理混合物  (掺混物)使用，或者作为共聚物使用。优选的聚合物是

聚酯、聚酐、聚苯乙烯及其掺混物。

[0147] 将有效量的本文描述的组合物施用至需要这种治疗的受试者。有效量是导致病

症、疾病或疾患，或者所述病症、疾病或疾患的症状得到所需改善的那些量。

[0148] 有效剂量范围从1ng/kg体重至100mg/kg体重，或者从100ng/kg体重至50mg/kg体

重，或者从1μg/kg体重至10mg/kg体重，取决于施用方式。或者，有效剂量可以范围从每4平

方厘米面积的细胞3微克至14毫克。绝对量将取决于多种因素(包括施用是否和其他治疗方

法一起进行，剂量数以及个体患者参数，包括年龄、身体状况、大小和体重)，并且可以用常

规实验确定。一种可能的有用剂量是符合合理医学判断的最高安全剂量。

[0149] 各种活性剂的递送之间的时间可以用动力学、递送、释放、药剂药效学、药剂药代

学或其任何组合的基本原理合理地确定。或者，各种药剂的递送之间的时间可以通过实验

凭经验确定，以确定何时可以实现最大作用。

[0150] 施用方式

[0151] 施用方式可以是任何医学上可接受的方式，包括：口服施用、舌下施用、鼻内施用、

气管内施用、吸入、眼部施用、局部施用、经皮施用、皮内施用、直肠施用、阴道施用、皮下施

用、静脉内施用、肌内施用、腹膜内施用、胸骨内施用，或者经粘膜施用。此外，施用方式可以

通过体外装置和/或组织穿透电磁装置。

[0152] 所选择的具体方式将取决于所选择的具体活性剂、希望的结果、被治疗的具体病
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症，以及实现疗效所需的剂量。一般说来，本文所描述的方法可以使用任何医学上可接受的

施用方式来进行，例如使用产生有效水平的炎性反应改变但不引起临床上不可接受的副作

用的任何方式。

[0153] 根据疾患和施用方式，组合物可以不同的容器、媒介物或制剂提供。例如，对于口

服应用，组合物可以作为舌下片剂、口香糖、漱口剂、牙膏、糖果、凝胶剂、膜剂等等施用；对

于眼部应用，组合物可作为滴眼剂以滴管施用，作为眼膏、眼凝胶剂、眼膜，作为隐形眼镜或

者眼内透镜的被膜，以隐形眼镜贮存液或洗液的方式等等施用；对于局部应用，作为洗液、

软膏、凝胶剂、乳霜、喷雾剂、棉纸、拭子、搽剂等等；对于阴道或者直肠应用，作为软膏、棉

塞、栓剂、黏膜粘着制剂等等。

[0154] 组合物可以通过注射施用，例如通过快速推注注射或者连续输注，通过静脉内、皮

下、肌内、腹膜内、胸骨内途径。用于注射的制剂可以单位剂量形式提供，例如在安瓿或者多

剂容器中，含有添加的防腐剂。组合物可以采取诸如油性或水性媒介物中的悬浮液、溶液或

者乳液的形式，并且可以含有配制剂，诸如悬浮剂、稳定剂和/或分散剂。对于口服施用，组

合物可以通过将组合物与本领域熟知的药学上可接受的载体组合而容易地配制，例如作为

舌下片剂、液体制剂或者口服凝胶剂。

[0155] 对于通过吸入施用，组合物可以气雾剂喷雾形式从加压包或喷雾器方便地递送，

借助合适的推进剂，例如二氯二氟甲烷、三氯氟甲烷、二氯四氟乙烷、二氧化碳或者其他合

适的气体。在加压气雾剂的情况下，可以通过提供阀门以递送计量的量来确定剂量单位。用

于吸入器或者吹入器的例如明胶的胶囊剂和药筒可以配制为含有组合物的粉末混合物和

合适的粉末基底诸如乳糖或者淀粉。用于吸入治疗剂的医疗设备是本领域已知的。在一些

实施方案中，所述医疗设备是吸入器。在其他实施方案中，所述医疗设备是计量吸入器、碟

型吸入器、涡轮吸入器(Turbuhaler)、干粉吸入器(diskus)或者雾化器(spacer)。在这些实

施方案中的某些中，所述吸入器是Spinhaler(Rhone-Poulenc  Rorer ,West  Malling ,

Kent)。其他医疗设备是本领域已知的，并且包括Inhale/Pfizer、  Mannkind/Glaxo和

Advanced  Inhalation  Research/Alkermes。

[0156] 组合物还可以配制成直肠或者阴道组合物，诸如栓剂或者保留灌肠剂，例如含有

常规的栓剂基底，诸如可可脂或者其他甘油酯。

[0157] 其他用途

[0158] 本文描述的突变蛋白可以直接或者间接地用是标记或者产生信号的部分标记，所

述部分例如酶、放射性同位素标记、表位、或者荧光蛋白(诸如，绿色荧光蛋白)。本文描述的

突变蛋白可以与样品或者细胞接触，以例如使用标准免疫印迹法、免疫荧光法、酶免疫分析

法(EIA)、放射免疫测定法(RIA)、荧光能量传递、蛋白质印迹以及其他诊断和检测技术来确

定该样品中或者细胞上是否存在受体。

[0159] 本文描述的突变蛋白还可以经标记以用于体内检测和施用给受试者。受试者可以

例如通过NMR或者其他层析成像手段来成像。例如，粘合剂可以用放射性同位素标记(诸如

，131I、111In、123I、99mTc、32P、125I、3H、14C和188Rh)、荧光标记(诸如荧光素和若丹明)、核磁共振

活性标记、正电子发射层析成象(“PET”)扫描仪可检测的正电子发射同位素、化学发光剂

(诸如荧光素)  和酶标志物(诸如，过氧化物酶或者磷酸酶)来标记。本文描述的突变蛋白可

以用造影剂标记，所述造影剂例如顺磁性剂和铁磁性剂或超顺磁性剂。
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[0160] 本文描述的突变蛋白可以偶联至放射性同位素，诸如α辐射源、β辐射源，或者γ辐

射源。放射性同位素的实例包括碘(诸如，131I、111In、123I、99mTc、32P、125I、3H、14C和188Rh)、荧

光标记(诸如荧光素和若丹明)、核磁共振活性标记、正电子发射层析成象(“PET”)扫描仪可

检测的正电子发射同位素、化学发光剂(诸如荧光素)和酶标志物(诸如，过氧化物酶或者磷

酸酶)  来标记。本文描述的突变蛋白可以用造影剂标记，所述造影剂例如顺磁性剂和铁磁

性剂或超顺磁性剂。本文描述的突变蛋白可以偶联至放射性同位素，诸如α辐射源、β辐射

源，或者γ辐射源。放射性同位素的实例包括碘(131I或者125I)、钇(90Y)、镥(177Lu)、锕

(225Ac)、镨，或者铋(212Bi或者213Bi)。结合蛋白可以偶联至生物蛋白、植物源或者细菌源的

分子(或其衍生物)，例如，美登素类(例如，美登木醇、其类似物或者DM1)，以及紫杉烷(例

如，紫杉酚或者多西紫杉醇)，或者卡奇霉素。美登木醇类似物的实例包括具有经修饰的芳

环(例如，C-19-脱氯、C-20-脱甲氧基、C-20-酰氧基)的那些和具有在其他位置的修饰(例

如，C-9-CH、C-14-烷氧甲基、C-14-羟甲基或者  C-14-酰氧基甲基、C-15-羟基/酰氧基、C-

15-甲氧基、C-18-N-脱甲基、4,5-脱氧基)的那些。例如在U.S.6,333,410中描述了美登木醇

和美登木醇类似物。美登木醇可以使用例如N-琥珀酰亚胺基3-(2-吡啶二硫代)丙酸酯  (又

名N-琥珀酰亚胺基4-(2-吡啶二硫代)戊酸酯或者SPP)、4-琥珀酰亚胺基-羰氧基-a-(2-吡

啶二硫代)-甲苯(SMPT)、N-琥珀酰亚胺基3-(2-吡啶二硫代)丁酸酯(SDPB)、2-亚氨基硫烷

盐酸盐或S-乙酰琥珀酸酐偶联。

[0161] 以下实施例仅作为示例说明而提供，并且无意限制本发明的范围。本领域技术人

员将容易地认识到可以改变或者调整许多非关键参数来得到基本上相似的结果。

[0162] 实施例

[0163] 实施例1：开发具有改变的结合亲和力的IL-4突变蛋白

[0164] 使用IL-4/IL-13系统测试以下构思：共有细胞因子受体的相对亲和力的操纵可以

产生具有特征性反应性模式的细胞因子。采取两种方法来工程改造  IL-4以更高亲和力结

合至γc(图1b)或者IL-13Rα1(图1c)。

[0165] 最近已经解析完整的与配体结合的I型和II型受体三元复合物的三维结构。IL-13

具有与IL-4相比相对高的对IL-13Rα1亲和力(KD  30nM对  KD>1μM)。因此，从IL-4和IL-13在

两种II型三元复合物(IL-4/IL-4Rα  /IL-13Rα1和IL-13/IL-4Rα/IL-13Rα1)中的结构来比

对IL-4和IL-13的结构。

[0166] IL-4和IL-13的D螺旋在各个复合物中的比对非常接近，D螺旋形成与  IL-13Rα1的

大量接触。三个IL-4D螺旋残基，R121、Y124和S125，在IL-4II  型受体三元复合物中形成与

γc的接触，不同于IL-13中的那些。因此交换这些残基以获得其IL-13位置等效物(图1c)，

并且形成两种IL-4变体，称为  KF的保守双重突变体R121K、Y124F，和三重突变体KFR，其中

所有三个残基R121K、Y124F和S125R都被交换。

[0167] 为了提高IL-4对γc的亲和力，应用使用亲和力成熟的酵母表面展示的组合库方

法。IL-4与酵母表面蛋白Aga2p融合，其在那里被IL-4受体胞外域(ECD)识别(图1d)。为了实

现这种融合，将人IL-4DNA克隆到酵母展示载体pCT302中，形成pCT302_IL-4载体。酿酒酵母

(S.cerevisiae)菌株  EBY100用pCT302_IL-4载体转化并在SDCAA板上于30℃生长3天。IL-4 

酵母的个体菌落在SDCAA液体培养基(pH  4.5)中于30℃生长过夜，接着在SGCAA液体培养基

(pH  7.0)中于20℃诱导2天。
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[0168] 产生IL-4Rα、γc和IL-13Rα1的C末端的生物素化的胞外域，用作通过偶联至链霉

亲和素来选择四聚物的染色和分选试剂。用生物素化的IL-4R α(b-IL-4Rα)、四聚体化的生

物素化γc(b-γc)，或者在b-IL-4Rα存在下的  b-γc对酵母进行染色。通过在冰上使2μM的

b-γc与470nM的  SAV-PE(链霉亲和素-藻红素缀合物，Invitrogen)孵育15分钟来形成最高

浓度的γc四聚物。分析是在  C6流式细胞仪系统上进行的。

[0169] 展示在酵母上的IL-4以高亲和力结合IL-4Rα(图1d，第二小图)，但是在IL-4Rα不

存在的情况下不结合至γc(图1d，第三小图)。在IL-4R α的存在下，酵母上的IL-4结合至γ

c胞外域四聚物，表明异二聚体受体复合物的协同组装(图1d，最右边的小图)。这些实验证

明酵母上野生型IL-4 的位点1和位点2分别被IL-4Rα和γc顺序接合。

[0170] 为了建立IL-4的D螺旋库，分析I型受体三元复合物的晶体结构中的  IL-4/γc界

面，D螺旋是细胞因子的主要的与γc相互作用的螺旋(图1b)。基于原子间的接触，建立关注

的库，其中螺旋D面上的八个残基被随机化至简并密码子NNK(N＝A、C、G或者T；K＝G或者T)，

这使得能够利用20种氨基酸中的任一种(图1b)。使用组装PCR，建立了具有2×108个变体的

酵母库，代表完全理论多样性(2.6×1010)的约1％。

[0171] 使用11个重叠引物进行组装PCR，所述引物中的一个含有随机序列。  PCR产物进一

步使用引物  5 'C T AG TGG TGG TGG TGG TTC TGG TGG TGG TGG TTC TGG TGG TGG TGG TT 

CTGCTAGCCACAAGTGCGATATCACCTTAC  3'(SEQ  ID  NO:2)和  5'CAGATCTCGAGCAAGTCTTCTTCGG

AGATAAGCTTTTGTTCGCCACCAG  AG  GATCC  3'(SEQ  ID  NO:3)扩增，所述引物还包含必要的载

体序列同源性以在酵母中同源重组。如先前所描述的，插入DNA与线性化的载体骨架和电感

受态EBY100组合，电穿孔，并拯救。该电穿孔产生2×108转化子的库。

[0172] 使用磁激活细胞分选法(MACS，Miltenyi)进行选择。第一轮选择用酵母库的2×

109个细胞进行，是转化子数量的约10倍范围。后续轮次的选择使用1×107个酵母细胞。

[0173] 通过用IL-4Rα修饰酵母库以在酵母上建立IL-4/IL4Rα位点2来进行选择，以及随

后使用磁激活细胞分选法(MACS)、通过五轮体外选择来富集γc-结合酵母(图1e)。最初轮

次选择的酵母在IL-4Rα的存在下结合至四聚体γc。相继选择轮次(二到五轮)通过减少四

聚体γc的浓度来进行，其中最终选择，即第六轮，使用1μM浓度的单体γc。高亲和力的γc

四聚物是检测相对弱的γc结合和早期轮次选择必要的。后续轮次选择使用1×107个酵母

细胞。在SDCAA液体培养基(pH  4.5)中于30℃新鲜生长IL-4库过夜，接着在SGCAA液体培养

基(pH  7.0)中于20℃诱导2天。用生物素化的  IL-4Rα(b-IL-4Rα)、四聚体化的生物素化的

γc(b-γc)或者在b-IL-4Rγ的存在下的b-γc，以及1xPBS和0.5％BSA的缓冲溶液在4C对

酵母染色2  小时。γc的四聚物是通过使2μM的b-γc与470nM的SAV-PE(链霉亲和素-藻红素

缀合物，Invitrogen)在冰上孵育15分钟而形成的。使用γc 的单体选择是通过顺序结合γ

c、2μg/mL的SA-PE和50μl的Miltenyi抗  PE微珠/1×108个酵母细胞来进行的。分析是在

Accuri  C6流式细胞仪上进行的。

[0174] IL-4选择的变体的测序显示二个独特序列，‘RQ’和‘RGA’变体，其中之一RGA是高

度富集的(表1)。RQ仅含有与野生型IL-4的单一残基偏差R121Q。有趣地是，此位置处的Q在

大部分γc-结合细胞因子中存在。另一种所选择的细胞因子RGA含有R121Q突变以及在螺旋

D中的7个其他变化(RQ和RGA的序列请参见表1)。

[0175] 实施例2：IL-4突变蛋白的第二受体链结合特性
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[0176] 表征得到的IL-4突变蛋白的结合特性。重组IL-4和使用杆状病毒的变体KF、KFR、

RQ和RGA与IL-4Rα形成复合物，以通过表面等离子体共振(SPR)来测量其位点2对IL-13Rα1

和γc的结合亲和力和动力学  (见表1和图2)。

[0177] 将人IL-4变体(氨基酸1-129)、IL-4Rα胞外域(氨基酸1-202)、IL-13R α1(氨基酸

1-310)和γc(氨基酸34-232)与N末端gp67信号序列和C  末端六组氨酸标签框内克隆到

pAcGP67A载体(BDBiosciences)，并使用杆状病毒表达系统产生。杆状病毒储备是通过在于

SF900II培养基(Invitrogen)中生长的斜纹夜蛾(Spodoptera  frugiperda)(Sf9)细胞中转

染和扩增而制备的，并且在于Insect-XpressTM培养基(Lonza)中生长的悬浮粉纹夜蛾

(Trichoplusia  ni(HiFive))细胞中进行蛋白表达。蛋白经表达并且在48-60小时之后用镍

琼脂糖(Qiagen)从HiFive上清液捕获，经浓缩并且通过SuperdexTM  200柱  (GEHealthcare)

上尺寸排阻色谱纯化，在10mM的HEPES(pH  7.2)和  150mM的NaCl中平衡。在基于细胞的测定

中使用的IL-4变体表达为充分糖基化的。在SPR测量中使用的高亲亲和力二元复合物(IL-

4Rα与IL-4变体)是共表达的并且充分糖基化的。为了生物素化受体的表达，将IL-4Rα、  IL-

1 3 Rα1和γc克隆到pAcG P 6 7 - A载体中，该载体具有C末端生物素受体肽(BA P)

LNDIFEAQKIEWHE和六组氨酸标签。受体蛋白与BirA连接酶共表达，具有过量的生物素(100μ

M)。对于下文讨论的结晶，IL-4RGA与γ  c共表达，其中N连接的糖基化位点Asn53突变成

Gln。在镍纯化之后，结晶蛋白用羧肽酶-A处理过夜，接着进行尺寸排阻。蛋白浓缩到8-

20mg/mL 以结晶。

[0178] 在Biacore  T100仪器上进行表面等离子共振实验。使用Nanodrop2000分光光度计

(Thermo  Scientific)以280nm的UV光谱定量蛋白浓度。所有数据使用Biacore  T100评价软

件2 .0版本按1:1的Langmuir结合模型分析。实验使用Biacore  SA传感器芯片(GE 

Healthcare)。以低密度(100-200RU)捕获生物素化的受体并且以40μL/分钟进行动力学电

泳。不相关的生物素化的蛋白被固定作为SA传感器芯片的参考表面，具有与实验表面匹配

的RU。所有的测量使用在电泳缓冲液(1xHBS-P(GEHealthcare)，0.01％的BSA)中3  倍连续

稀释的IL-4变体进行。用7mM甘氨酸(pH  3.0)和250mM的NaCl  再生细胞因子IL-4RQ和IL-

4RGA的γc表面。使用120s至190s的IL-4变体缔合和20s至900s的解离来测定动力学数据。

[0179] 表1.超级因子对γc和IL-13Rα1的结合亲和力

[0180]

[0181] *U＝无法测量地弱

[0182] 野生型IL-4/IL-4Rα对IL-13Rα1和γc的KD分别是4200nM和  3300nM。KF/IL-4Rα以

更大的亲和力结合至IL-13Rα1(KD＝250nM)和γ  c(KD＝330nM)。添加S125R突变体到KFR中

导致对IL-13Rα1的亲和力  440倍的改善(KD＝9.6nM)，但是对γc的亲和力减小(KD＝

6400nM)。因此，KFR赋予IL-4在IL-13Rα1结合亲和力方面2.6对数改善，以及相应的对γc亲
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和力的2倍减小。所述亲和力改善主要是由于解离速率的3  对数减小。在这方面，接枝是非

常成功的，并导致对IL-13Rα1相对于γc的  3对数选择性。附加地，还选择针对IL-13Rα1的

IL-4D螺旋库，并且这种选择令人惊讶地导致共有序列，其中IL-4残基122、124和125分别被

Lys、  Phe和Arg取代。这与基于结构重叠，通过接枝IL-13残基到野生型IL-4上而工程改造

的KFR几乎相同(图1b)。

[0183] 当用酵母展示选择的RQ变体和RGA变体与IL4Rα复合时，表现出明显更高的结合至

γc的亲和力(表1，图2)。与IL-4/IL-4Rα相比，RQ/IL-4R α显示出对γc的36倍更高的亲和

力(KD＝91nM)，并且RGA/IL-4Rα表现出3700倍更高的亲和力(KD＝0.89nM)。RQ和RGA的亲和

力增加主要是由于解离速率降低，而且由于7倍和6倍更快的结合速率。RQ和RGA  超级因子

两者都表现出明显减小的对IL-13Rα1的结合(分别为KD＝  29,000nM，以及KD＝21,000nM)。

在生理浓度时，这些变体将表现出可忽略的II型受体结合。

[0184] 因此，RGA已获得约4对数结合亲和力，并且对I型受体复合物的选择性比对II型受

体的选择性高约6对数。总起来说，基于结构的和体外进化方法已经产生了具有更高亲和力

和受体选择性的IL-4变体以供功能测试。这些IL-4突变蛋白被称为IL-4‘超级因子’，具体

称RGA变体为“super-4”。

[0185] 实施例3：IL-4对γc的亲和力改善的结构基础

[0186] 理想地，IL-4突变蛋白(诸如，super-4)的亲和力升高是通过对野生型  IL-4/γc

结合定向的最小干扰来实现的。为了确定super-4与第二链γc的停靠方式相对于野生型

IL-4是否受到干扰，进行结晶学分析。假设自由(例如，不结合至IL-4Rα)的super4对γc的

位点2亲和力更高(KD为约300nM)，有可能在IL-4Rα不存在的情况下使二元super-4/γc复

合物结晶至 的分辨率(图3a和图4，表2)。

[0187] 表2.数据收集和细化统计(分子置换)。
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[0188]

[0189] 为了实现之，通过混合0.1μL的蛋白[在10mM的HEPES-NaOH(pH  7 .2)和150mM的

NaCl中20mg/mL]与等体积的50mM的HEPES(pH  7.2)、  200mM的NaCl和30％的PEG-4000，使

IL-4RGA/γc晶体在25℃以坐滴法生长。晶体在5-10天中生长到200×40×40μM的最大尺

寸。使用含有25％乙二醇作为防冻剂的母液，在液氮中速冻晶体。在Advanced  Light 

Source以光束8-2收集 数据集。使用HKL2000处理衍射数据。

[0190] IL-4RGA二元晶体结构通过用程序PHASER，分别使用IL-4和γc的坐标(pdb代码

3BPL)，通过分子置换解析。在所有域定位之后，将野生型序列转换成IL-4RGA，并使用经

PHENIX迭代轮次精制和经COOT模型调整来细化结构。使用MolProbity(超文本传输协议： 

//molprobity .biochem .duke .edu)进行Ramachandran分析。使用Protein  Interfaces、

Surfaces和Assemblies(PISA)服务器(超文本传输协议：  //www .ebi .ac .uk/msd-srv/

prot_int/pistart.html)来计算被遮盖的表面积值。IL-4  RGA由2个二元复合物组成。所有

的结构图和覆盖使用PyMOL作出。

[0191] 二元super-4/γc复合物与三元I型信号传导复合物的重合表明在细胞因子-受体

定向中没有大的干扰。

[0192] 在super-4/γc界面中，super-4螺旋D残基117127的侧链密度是清晰的(图4)；这
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些侧链以与IL-4拓扑学类似的方式接合γc结合位点，其中γ  c热点残基Y124占据中心位

置(图3c)。看起来，super-4的增强的亲和力的潜在可能机制是用F替代S125(图3d，左小

图)，其现在插入γc的先前未被占据的大的疏水口袋中，促成附加 的被包埋表面

积(BSA)(图  3d，右小图)。当在super-4中突变成W时，γc中被IL-4Y124占据的疏水沟槽的

BSA不发生变化，但是接触界面的这个区域得到从Trp-N7到γc  的主链羰基的氢键。通过

SPR，单独的R121Q超级因子显示出明显的亲和力升高(表2)。这似乎是由于重新建模的极性

相互作用(图5)，其中在IL-4R121  和γcS211之间之前的氢键丢失，并且被K117R至γc的

S211的结合替代。在表3中提供了IL-4和super-4与γc的氨基酸相互作用的详细比较，表  3

是配体-受体接触表，比较了γc与super-4的相互作用对比γc与IL-4 的相互作用(除非以

粗体指示，接触代表范德华相互作用，其在H-键距离内)。

[0193] 表3.配体-受体接触表
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[0194]

[0195] 表3中的粗体代表从γc到Super-4的可能的H-键( 截留)或者盐桥。表3中的

斜体代表从γc到IL-4的可能的H-键( 截留)或者盐桥。
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[0196] 实施例4：IL-4突变蛋白能够激活细胞

[0197] 测试所公开的IL-4突变蛋白对各种细胞类型的影响。因为超级因子的第二链募集

的平衡常数显著不同于IL-4的平衡常数，测试超级因子在主要表达  I型或II型IL-4受体或

者大量的I型和II型IL-4受体两者的细胞类型中的作用。

[0198] 在最初，测定IL-4Rα、γc和IL-13Rα1在若干不同的人细胞系中的  RNA和蛋白表

达，所述细胞系包括Ramos  B细胞、HH  T细胞、U937单核细胞和A549上皮细胞。Ramos细胞、

U937细胞、A549细胞和HH细胞在含有10％FBS、青霉素/链霉素和l-谷氨酰胺(2mM)的RPMI中

生长，并在37℃、5％CO2维持。细胞经血清饥饿过夜并收集。用 试剂盒

[0199] (Qiagen)从经饥饿的细胞分离RNA。使用用于RT-PCR的   II第一链

合成系统(Invitrogen)将RNA逆转录成cDNA。使用7900HT序列检测系统(Applied 

Biosystems)进行定量PCR反应。设置用于检测IL-4Rα、  IL-13Rα1和γc的引物/探针(FAM-

MGB探针)，并且用于检测18S的  TaqMan核糖体RNA对照试剂(VIC-MGB探针)来自Applied 

Biosystems。  mRNA水平被标准化为18S核糖体RNA。在图3a中描绘了通过实时PCR  进行的每

一受体链的mRNA的相对表达。Ramos细胞具有的IL-4RαmRNA 比其他细胞系多约3-4倍。HH  T

细胞系和U937单核细胞系具有大量的γ  c表达，而Ramos表达低但可测量水平的γc。A549

具有低或不可检测量的γc。对于IL-13Rα1，A549上皮细胞系具有最高的表达，并且U937细

胞具有清楚可检测量的受体，而在Ramos和HH细胞中，IL-13Rα1的mRNA  表达在PCR的灵敏度

下限。

[0200] 因此，基于mRNA水平，Ramos细胞具有相对少的II型IL-4受体。虽然Ramos细胞具有

大量的IL-4Rα，但是它们的I型受体量受到相对低表达的γc的限制。A549细胞具有大量的

II型受体和很少或没有I型受体。最后，U937细胞具有大量的I型和II型受体链RNA。

[0201] 通过FACS染色，Ramos显示出高的IL-4Rα表达。HH和U937具有最高的γc表达，而

Ramos显示出该链相对低的表达。IL-13Rα1表达在A549细胞中是最高的(图6b)。IL-4受体链

的细胞表面表达是在封闭Fc 受体I、II和III之后进行的。CD23抗体、IL-4Rα抗体和γc抗体

购自BD，并且针对IL-13Rα1的抗体购自R&D。

[0202] STAT6Y641磷酸化的测定提供测量IL-4信号传导中的非常早期事件的定量工具，

所述早期事件直接取决于负责转导细胞内信号的受体复合物的组装。STAT6Y641磷酸化需

要激活Jak激酶以及IL-4Rα的细胞内酪氨酸、尤其是Y575、Y603和Y631的磷酸化。这些经磷

酸化的酪氨酸充当STAT6的  SH2域的停靠位点，所述SH2域随后在Y641被磷酸化，导致STAT6

二聚化和随后进入细胞核。

[0203] 为了研究对IL-4和其超级因子的反应，使用如上所述的细胞类型。测试  IL-4、

super-4和KFR超级因子的刺激活性。当复合至IL-4Rα时，Super-4具有结合至γc的最高KD，

并且KFR具有结合至IL-13Rα1的最高KD。

[0204] 使用Ramos细胞研究由I型受体复合物主导的IL-4反应(图7和图8)。用100pg/ml

(约7pM)的IL-4或super-4或KFR超级因子刺激Ramos细胞各种时间，发现在刺激20分钟时有

最大的诱导，并在30分钟时持续，随后在60分钟时略有减少(图7a)。用IL-4、super-4和KFR

刺激STAT6磷酸化的时程是类似的，但是在测量的所有时间点super-4比IL-4或者KFR诱导

明显更多的磷酸化；在20分钟的刺激之后，用super-4诱导的STAT6磷酸化的平均MFI是
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19.6，用IL-4诱导的是7.7，并且用KFR诱导的是5.4。

[0205] 在刺激之前，细胞在含有2％的FBS的生长培养基中培养过夜(“经饥饿”)。在用冰

冷的甲醇(90％)透化之后进行细胞内pSTAT6染色。抗pSTAT6抗体购自BD  Biosciences。通

过从未经刺激的样品的平均荧光强度(MFI)中减去经刺激的样品的MFI来计算STAT6磷酸化

的诱导。

[0206] 也测定了IL-4、super-4、KFR以及RQ和KF的浓度/反应曲线。用从  30pg/ml(2pM)至

100,000pg/ml(7.4nM)浓度范围的IL-4或超级因子刺激经饥饿的Ramos细胞15分钟，尽管在

大部分实验中该范围限于30至  1,000pg/ml。IL-4和super-4两者引起类似量的STAT6磷酸

化，但是super-4 需要1,000pg/ml来达到高峰水平，而IL-4需要在10,000和30,000pg/ml之

间来达到高峰水平(图7b)。

[0207] 进行Ramos细胞对在30至1000pg/ml的浓度范围中的IL-4和四种超级因子的反应

的分析(图7c和图8)。在所有测试浓度下，super-4优于IL-4；为了实现与用super-4实现的

相同程度的STAT6磷酸化，需要约3倍更多的IL-4。KF、RQ和IL4通常彼此类似；KFR引起的刺

激比IL-4少，是稍微小于3倍的活性。因此，super-4比KFR活性大约10倍。因此，定性地，形成

具有最高的γc亲和力的IL-4/IL-4Rα复合物的超级因子IL-4是  Ramos细胞中最有活性的，

并且具有最低的亲和力的超级因子是活性最差的。然而，与复合至IL-4Rα时super-4和IL-4

对γc的溶液平衡常数的约  3700倍差异比较，super-4对比IL4的相对优势是相对适中的。

[0208] 对A549细胞进行类似的分析，如上所述A549细胞主要利用IL-13Rα  1作为其第二

链。对于这些细胞，KFR和KF的刺激性比IL-4大3-10倍；  super-4和RQ与IL-4难以区别(图

7d)。虽然复合至IL-4Rα的KFR在溶液中具有比IL-4大约400倍的IL-13Rα1亲和力，但KF相对

于IL-4仅具有约10倍优势。依然是定性协议，因为越高亲和力的超级因子引起越高的反应，

但是其优势程度不与其溶液亲和力差异直接相关。

[0209] 实施例5：受体组装的模型化

[0210] super-4是STAT6磷酸化的约3-10倍更有效激活剂，而对于γc的三维平衡比IL-4

高约3700的观念推动第二链的表达如何指挥信号诱导受体形成的分析。已经计算出在巨噬

细胞中，约40个受体将给出几乎最大的STAT6  激活。因此，super-4在细胞水平的令人难惊

讶的适中优势可能不得不伴随相对低数量的形成的受体复合物，和/或仅当第二链的数量

较低时(例如配体将竞争可用的第二链)可以观察到。

[0211] 为了解决这个问题，使用一种计算方法。应用 脚本，其依据变化的第二

链数量和变化的第二链平衡常数值来预测作为配体浓度函数的受体复合物的组装。

[0212] 因为Ramos细胞上IL-4Rα链的数量是约1500条，所以受体的组装固定为这个数量。

当γc数量设置成4500时，计算出将第二链K值从0.01  升高到1.0的相对适中的影响，但是

当γc链数量设置成500时，第二链的K值的升高对所组装的受体链的数量有强烈影响(图

9a，比较左小图和右小图)。

[0213] 因此，用100pg/ml的细胞因子浓度，当第二链的数量是4500时K＝1 μm2相较于K＝

0.01μm2组装的复合物的比率是6.7，而当γc数量设置成500时，这个比率是34.5。当细胞因

子浓度十倍更高，即1000pg/ml时，  4500γc分子的K＝1μm2/K＝0.01μm2比率是6.8，而当γc

数量是  500时，该比率是25.6。因此当第二链的数量相对低时，升高第二链的K更有用。这有

力说明表达低水平的γc或者IL-13Rα1的细胞将最大地受益于对第二链增强的亲和力，但
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表达大量γc或IL-13Rα1的细胞应在高亲和力超级因子和IL-4之间差异较小。

[0214] 另一个问题将是升高超级因子/IL-4Rα复合物对每个细胞具有非常少的γc分子

的细胞上的复合物组装的影响。计算当二维K保持不变并且γc  分子的数量从4500变化至

167时受体复合物的组装。在用于大部分体外刺激测定的细胞因子浓度下，具有0.01μm2的

对γc的二维K(这是IL-4的推荐二维K)的IL4/IL-4Rα复合物在具有仅167个γc分子的细胞

上组装非常少的受体(在100pg/ml时<1，以及在1000pg/ml时为3.6)(图9b，右小图)。因此，

这种细胞应该是对这些细胞因子浓度的IL-4基本上无反应的。相反，具有1μm的对γc的二

维K的超级因子将在100pg/ml时组装33  个复合物，并且在1000pg/ml时组装109个复合物

(图9b，左小图)。

[0215] 为了评估多少组装的复合物对Ramos细胞中的最大刺激来说是理论上足够的，确

定IL-4和RGA是否对于STAT6磷酸化刺激类似的坪值。实际上，  IL-4和RGA确实对于STAT6磷

酸化刺激类似的坪值；在Ramos细胞中获得10,000pg/ml至30,000pg/ml的IL-4的坪值(图

7b)。使用中间数量的γ  c链(1500)，计算10,000pg/ml和30,000pg/ml时对于第二链具有低

亲和力  (0.01μm)的配体的组装复合物的数量。组装链的值在65和71之间(图9c)，表示组装

更多的链可能不产生任何更大的信号传导。如果选择低γc数量(500)，那么用于最大刺激

的组装链数量已经相应地减少。然而，带来最大信号的约70  个组装受体的值是保守估计。

[0216] 因此，通过在100pg/ml时使用高亲和力的超级因子获得的33个组装复合物对于表

达167个γc分子的细胞的明显反应应该是足够的，而在  1000pg/ml时组装的109个复合物

应产生最大反应。这表示着在这些低浓度时不会对IL-4响应的细胞将会对高亲和力的超级

因子产生响应，提高了通过对第二链具有极高亲和力的工程化IL-4超级因子可能实现意料

外反应(和毒性)的可能性。

[0217] 实施例6：改变第二链的表达

[0218] 因为可以预料到γc表达的升高会减少super-4相对于IL-4的优势，所以在具有比

Ramos细胞高得多的γc表达的HH细胞系中研究对IL-4和  super-4的敏感性(图6a和图6b)。

在10pg/ml到10,000pg/ml的浓度范围，  Super-4在HH细胞中诱导STAT6磷酸化方面并不优

于IL-4(图10a)。

[0219] 第二链数量对针对IL-4和超级因子的相对反应的贡献的替代试验将是减少γc的

可及性。为了这个目的，将改变浓度的抗γc抗体添加到刺激培养中。用100pg/ml  super-4

刺激Ramos细胞导致相对于100pg/ml的IL-4  相当大的优势，如通过STAT6激活判断的(图

7c)。在存在或者不存在抗γ  c的情况下，用100pg/ml的IL-4或者super-4/RQ/KF/KFR超级

因子刺激这些细胞，用流式细胞计数法测量STAT6磷酸化，并计算由抗γc引起的  STAT6磷

酸化的百分比减少。用IL-4诱导的STAT6磷酸化被50μg/ml的抗γc减少58％，而对于super-

4，减少仅12％(图10b；图18)。对于  RQ和KF超级因子，抑制是约40％，并且对于KFR，抑制类

似于IL-4的抑制。这些结果与IL-4和超级因子结合到γc的相对溶液KD一致  (super-4>RQ、

KF>IL-4＝KFR，表1)，并且支持以下概念：对第二链的亲和力升高导致当第二链表达减少时

更大的刺激区别。

[0220] 对U937单核细胞系进行类似的γc封闭实验。对于γc封闭实验来说，在37℃用封

闭抗体孵育经过夜饥饿的Ramos或者U937细胞1小时。

[0221] U937细胞系表达I型和II型IL-4受体两者，并且可以预计γc的封闭会减少IL-4反
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应，而对KFR超级因子活性应该很少影响，因为KFR超级因子主要利用II型受体。实际上，封

闭U937细胞中的γc导致响应于  IL-4的STAT6磷酸化减少44％，但是响应于KFR超级因子的

STAT6磷酸化减少仅7％(图10c)。

[0222] 实施例7：人原代细胞对IL-4和超级因子的反应

[0223] 为了证实对各种超级因子的反应取决于这些超级因子主要使用哪种第二链，测试

人外周血液白细胞(PBL)的Stat6磷酸化反应(图11)。PBL未受刺激，或者使用IL-4或者各种

超级因子刺激15分钟。用流式细胞计数法测量STAT6Y641磷酸化以测试各种外周血液细胞

类型的反应性。淋巴细胞对  super-4的反应在较低配体浓度时显著更好。

[0224] 100pg/ml时super-4相对于IL-4对STAT6磷酸化的优势比较的P值是0.0003，在

1ng/ml时P值是0.0104，以及在10ng/ml时P值不是统计学上显著的(0.1493)。在比较中，用

于对比IL-4相对于KFR超级因子在淋巴细胞STAT6磷酸化中的优势的相应P值是0.0005、

0.0004和0.5364。这些发现与主要使用γc作为人淋巴细胞中的第二受体链一致(图11a)。

单核细胞和中性粒细胞在其对IL-4、super-4和KFR的反应方面显示很少差异。

[0225] 为了确定原代细胞上I型和II型IL-4受体的表达程度，用流式细胞计数法测量来

自6个健康供体的B细胞、T细胞、单核细胞和中性粒细胞中的IL-4Rα、γc和IL-13Rα1。IL-4R

α表达在B细胞上是最高的，而单核细胞和中性粒细胞在IL-4Rα表达方面显示很少差异，并

且T细胞具有最小的IL-4Rα表达(图11b、图11c和图11d)。对于γc，单核细胞和CD4T细胞之

间存在相对很少的表达差异。B细胞具有略少的γc，并且CD8T细胞具有最低水平。如所预计

的，IL-13Rα1表达在单核细胞上是最高的，而B细胞和T细胞显示非常低的该链的表达。PBL

不经刺激，或者使用IL-4或者各种超级因子刺激15分钟；用流式细胞计数法测量STAT6Y641

磷酸化。在CD4和CD8T细胞中，Super-4比IL-4诱导更强的STAT6磷酸化，以及比KFR强很多的

磷酸化(图11e)。单核细胞在其对IL-4、super-4和KFR 的反应方面显示很少差异，跟随其γ

c和IL-13Rα1两者的表达。

[0226] 在CD4和CD8T细胞中，Super-4比IL-4诱导更强的STAT6磷酸化，以及比KFR明显更

强的磷酸化(图12)。单核细胞在其对IL-4、super-4和  KFR的反应方面显示很少差异。一定

程度上令人惊讶地，B细胞对KFR的响应较好，尽管其相对低水平的可检测的IL-13Rα1。

[0227] TH9分化测定

[0228] 为了研究IL-4和超级因子的功能特异性和免疫调节能力，进行涉及  CD4T细胞和

单核细胞的一系列实验。TGF-β和IL-4的组合促进天然人  CD4T细胞分化成TH9细胞。为了测

试super-4是否比野生型IL-4更有力地诱导TH9分化，分离出天然的CD4+CD45RA+CD45RO-

CD25-T细胞。

[0229] 在用Ficoll-PaqueTM  PLUS(GE  Healthcare)进行密度梯度离心之前，使用

RosetteSepTM人CD4+T细胞富集(Stem  Cell  Technologies)从自健康供体  (Stanford 

BloodCenter)获得的白细胞层制备富集的CD4+T细胞。用天然  CD4+T细胞分离试剂盒II

(MiltenyiBiotec)磁性分选天然  CD4+CD45RA+CD45RO-CD25-T细胞。

[0230] 随后在37℃，在48孔平底板(Falcon)中补充有10％AB型人血清  (Lonza)、100单

位/ml青霉素/链霉素、L-谷氨酰胺(Invitrogen)和50μ  M的β–巯基乙醇(Sigma-Aldrich)的

X-VIVOTM  15培养基(Lonza)中培养细胞。在存在5ng/mL的TGF-β(eBioscience)和指示浓度

的IL-4、super-4或KFR的情况下，按照1:1的珠与细胞比率，用抗CD3/CD28包被珠
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(Invitrogen)以2.5x105个细胞/mL的浓度培养细胞。

[0231] 在培养4天后，将珠磁性地去除，并且在存在布雷菲德菌素  A(eBioscience)的情

况下，用25ng/mL的PMA和750ng/mL的离子霉素  (Invitrogen)再刺激细胞4小时。随后用

 Fixable  Aqua  Dead  Cell  Stain  Kit(Invitrogen)对细胞染色，接着根

据制造商的方案将细胞固定和透化  (eBioscience)。随后，用针对IL-9和Foxp3的荧光标记

Ab(eBioscience)对细胞染色。在BD  LSRII(BD  Bioscience)上分析标记的细胞，并且用 

FlowJo(Treestar)进一步分析FACS曲线。展示的所有FACS数据是在单态和活细胞上门控

的。

[0232] 用10μg/ml或者100μg/ml的super-4引发导致与用相同浓度的IL-4  或KFR进行引

发相比，在用PMA和离子霉素连续刺激后细胞以显著更高的百分比产生IL-9(图13a)。

[0233] 树突状细胞分化测定

[0234] IL-4与GM-CSF组合诱导从人单核细胞体外分化成树突状细胞(DC)。这个过程中I

型或II型受体的相对作用尚还有待阐明。假设super-4优先结合γc，并且KFR倾向于IL-13R

α1连接，阐明了在人DC分化期间对γc  和IL-13Rα1途径的需要。

[0235] 通过使用  Sep人单核细胞富集混合物(Stem  Cell  Technologies)的密

度离心，之后用抗CD14缀合微珠(Miltenyi  Biotec)的磁性分离来从自健康供血者获得的

外周血单核细胞(Stanford  Blood  Center)分离CD14+单核细胞  (>97％纯度)。随后用单独

50ng/mL的GM-CSF或含有指示浓度的IL-4、KFR  或者super-4的50ng/mL的GM-CSF在12孔板

(Corning)中培养5x105个CD14+单核细胞，所述12孔板含有IMDM培养基 该培

养基补充有10％的人AB血清、100U/mL的青霉素、100μg/mL的链霉素、2mM 的L-谷氨酰胺、丙

酮酸钠、非必需氨基酸以及50μM的2-ME。在第2天和第4天添加新鲜的细胞因子。

[0236] 在第6天用5mM的EDTA处理细胞，并且随后用DAPI(Invitrogen)、荧光标记的同位

型对照mAb、或者抗CD14、CD86、CD209和HLA-DR的  mAb(BD  Biosciences)对细胞染色。用BD 

LSRII流式细胞仪，通过流细胞计数法评估树突状细胞的分化，并且用FlowJo(Treestar)检

测和分析细胞表面标志物表达的平均荧光强度。

[0237] 虽然IL-4和KFR引发单核细胞分化成DC，如通过CD209、CD86和  HLA-DR的上调所评

估的(图13b和图22)，但是super-4未能如此，表明  DC分化主要通过II型IL-4受体复合物的

信号传导驱动，而II型IL-4受体复合物很难被super-4接合。单核细胞成熟化为DC还与CD14

的下调有关；在CD14的下调方面，super-4的效果比KFR或者IL-4差(图13b)。另外，用于区分

不同树突状细胞子集的其他标志物的分析显示，在有或没有super-4下用GM-CSF诱导的细

胞是表型相同的(图23)，意味着super-4诱导的细胞未完全分化，并非分化成独特的树突状

细胞子集。

[0238] 为了确认I型和II型IL-4受体复合物在DC分化中的相对作用，本文显示抗IL-4Rα

抗体(I型和II型受体特异性的)响应于IL-4和KFR  而减少CD86和CD209的表达，而抗γc(I

型受体特异性的)未能如此  (图14)。如前所述，super-4引起这些标志物的非常适中的诱

导。Super-4诱导的CD14下调被抗IL-4Rα而非抗γc部分抑制。有趣的是，当使用抗γ  c的中

和抗体时，IL-4和KFR仍然诱导与对照条件相同水平的DC成熟(图  14)，证实DC分化通过II

型IL-4受体复合物发生。
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[0239] 实施例8：在单核细胞中通过IL-4和超级因子诱导的信号激活特征

[0240] 确定了super-4诱导DC分化的能力，因为IL-4和两个超级因子在单核细胞中将

STAT6激活到相同程度(图11(e)、图12和图19)。用两种剂量的细胞因子处理经纯化的单核

细胞，一种剂量对应于P-STAT6EC50值  (30pM)(图15)，而另一剂量对应于饱和(50nM)(图

20)。在指定时间分析  STAT6和IRS1磷酸化的水平，以及γc和IL-13Rα1受体的下调。在低剂

量时，当与IL-4比较时，super-4和KFR表现出对STAT6和IRS1的延迟激活。γc或者IL-13Rα1

均未观察到显著的内化(图15)。在高剂量时，三种细胞因子诱导相同动力学特征的STAT6和

IRS1激活。在刺激的晚期，  KFR表现出更强的IL-13Rα1内化(图20)。总的来说，这些结果显

示表面受体内化和信号传导激活之间缺乏相关性。此外，仅信号传导激活的延迟动力学无

法解释super-4不能诱导DC分化，表明DC分化需要II型受体特异性的信号传导。

[0241] 实施例9：在单核细胞中通过IL-4和超级因子诱导的基因表达谱

[0242] 为了获得在分化DC中IL-4和超级因子诱导的遗传程序冗余程度的定性理解，进行

对用GM-CSF同时处理的单核细胞中响应于WT  IL-4和两种超级因子的基因表达的全基因组

分析。CD14+单核细胞是从5个健康的供体分离的，并且仅用50ng/ml的GM-CSF，或者用与

20ng/ml的IL-4、Super-4 或KFR一起的50ng/ml的GM-CSF刺激6小时。细胞在PBS中洗涤并且

在1ml的TRIzol试剂(Sigma)中溶解。使用组合的TRIzol/RNeasy  Micro(Qiagen)方案分离

总RNA。用2100Bioanalyzer(Agilent)确认RNA品质。使用Two-color  Low  Input  Quick  Amp 

Labeling试剂盒(Agilent)，用Cy3标记的单一处理样品(仅用GM-CSF)和用Cy5标记的双处

理样品，产生和标记  cDNA。对于每一供体，将来自每一Cy5标记的双处理(含有IL-4、Super-

4或者KFR的GM-CSF)样品与相应的Cy3标记的用GM-CSF单处理样品在  8x60K  SurePrint  G3

基因表达微阵列(Agilent)上共杂交并按照制造商的说明书处理。使用Feature 

Extraction软件(Agilent)标准化原始数据。使用配对T  检验分析来统计分析双处理和单

处理之间的变化，以及变体之间的变化。在  GeneSpring  GX11.5和Excel上进行基因表达分

析。仅以小于6个阵列检测实体，排除质量控制探针和用于长基因间非编码RNA的探针。保留

与单独  GM-CSF相比至少一个双处理组(Cy5对Cy3)中有显著变化(配对t检验) 的实体。用

配对t检验确定两种给定的细胞因子之间的倍数变化统计分析。微阵列数据已经提交到

NCBI的Gene  Expression  Omnibus(GEO)数据库  (GEO系列登录号：GSE40200)。

[0243] 如散点图的相关性所示，三种细胞因子诱导大多数基因至相同的程度(图  16a)。

然而，有趣的是，在IL-4和两种超级因子之间还可以观测到基因表达特异性的小口袋。大量

基因仅被所使用的细胞因子中的一种或两种显著地诱导，如图16b中的维恩图所显示的。图

16c中的热图显示细胞因子选择性基因的代表性设置，其中观测到IL-4和两种超级因子诱

导的表达模式之间的明显差异。表4中提供了在单核细胞中由超级因子和IL-4差异调节的

基因清单。与  super-4相比，IL-4和KFR明显诱导DC特异性基因(诸如，TPA1、  HLA-DPA和

CISH)至更高水平，与来自II型IL-4受体的特异性信号一致，  II型IL-4受体可以偏移IL-4

诱导的树突状细胞分化过程。

[0244] 表4.超级因子选择性基因的诱导倍数(平均值，数据的前三列)和p值  (配对t检

验，数据的后三列)。
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[0245]
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[0246]
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[0247]

[0248] 实施例10：通过IL-4和两种超级因子诱导的细胞因子分泌特征

[0249] 为了进一步评估工程改造的细胞因子诱导的DC的功能性，通过对在过去的24小时

有或没有LPS刺激下培养8天的细胞上清液进行Luminex  测定来比较细胞因子、趋化因子和

生长因子的分泌模式。

[0250] 为了表征Luminex细胞因子，在第8天收集培养上清液(有或者没有用  2μg/ml的

LPS刺激24小时)。人51plex试剂盒购自Affymetrix并且根据制造商的推荐按如下所述调整
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而使用。简要地说，将样品在96孔过滤底板上与抗体连接的聚苯乙烯珠混合，并且在室温下

孵育2小时，随后在4℃过夜孵育。对板进行真空过滤，并且用洗涤缓冲液洗涤两次，然后与

生物素化的检测抗体在室温下孵育2小时。然后过滤样品并如上所述地洗涤两次，并重悬于

链霉亲和素-PE。在室温下孵育40分钟后，进行两次额外的真空洗涤，并将样品重悬于读数

缓冲液。使用Luminex  200仪器以每细胞因子每样品100  珠的下限读板。针对从仅GM-CSF培

养的未经刺激的细胞获得的值标准化  MFI。

[0251] 在51个分析物中，20个显示处理间(超级因子和LPS)无表达差异，并且19个被LPS

上调(最显著的是IL-6、CCL3、CCL5和CXCL1)，在  IL-4和超级因子之间没有差异(图17)。其

余12个产物的表达区分了仅  GM-CSF或者GM-CSF+super-4诱导的细胞与GM-CSF+IL-4或KFR

诱导的DC(图17和图21)。前两个子集是非常相似的，并且相较于后两个子集  (也是非常相

似的)产生更多的G-CSF、HGF、IL-1α、IL-1β、IL-10、  IL-12p40、LIF、TNFα和更少的MCP3、

MIP1β、PDGF、TGFα。大部分差异是在LPS刺激之后观察到，但是也有一些存在于未激活的细

胞中。总起来说，这些数据说明super-4对单核细胞的作用没有超过单独的GM-CSF，而  IL-4

或者KFR的添加导致表型和功能上不同的DC。因此，经工程改造的细胞因子似乎具有新且不

同的功能活性。
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