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1.一种预防肿瘤转移的方法，条件是所述肿瘤不是神经胶质瘤，所述方法包括向有需

要的受试者施用治疗有效量的突触囊泡磷酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂，从而预防肿瘤转移。

2.一种用于预防肿瘤转移的突触囊泡磷酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂，条件是所述肿瘤不是

神经胶质瘤。

3.一种治疗癌症的方法，所述方法包括向有需要的受试者施用治疗有效量的突触囊泡

磷酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂和与癌症发作或进展相关的细胞表面受体的抑制剂，从而治疗癌

症。

4.一种突触囊泡磷酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂和一种与癌症发作或进展相关的细胞表面受

体的抑制剂，用于治疗癌症。

5.根据权利要求 3所述的方法，其中所述的与癌症发作或进展相关的细胞表面受体为

受体酪氨酸激酶。

6.根据权利要求 5所述的方法，其中所述受体酪氨酸激酶为 ErbB 受体。

7.根据权利要求 6所述的方法，其中所述 ErbB 受体为表皮生长因子受体 (EGFR)。

8.一种肿瘤转移的推定抑制剂的鉴定方法，所述方法包括在试验试剂的存在下分

析 SYNJ2 介导的 PI(3,4,5)P3向 PI(3,4)P 2的变化，其中在所述试验试剂的所述存在下

PI(3,4,5)P3向 PI(3,4)P 2的变化与所述试验试剂不存在时相比的减少是肿瘤转移的推定

抑制剂的指示。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述分析SYNJ2介导的PI(3,4,5)P 3向PI(3,4)P 2

的变化通过竞争测定法进行。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述竞争测定法由包含与PI(3,4)P 2结合的所述

PI(3,4)P2结合结构域的复合物来测定 PI(3,4)P 2结合结构域的位移。

11.根据权利要求 9-10 中任一项所述的方法，其中所述竞争测定法为荧光偏振竞争测

定法。

12.一种在有需要的受试者中癌症预后的方法，所述方法包括测定受试者癌细胞中

SYNJ2 的水平或活性，其中，与在未受影响的对照样品的细胞中相比，在所述受试者癌细胞

中所述 SYNJ2 的所述活性水平的上调是预后不良的指示。

13.根据权利要求 12 所述的方法，还包括使用金标法增进所述预后。

14.根据权利要求 13 所述的方法，其中所述金标法包括标记的检测。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述标记选自由HER-2和雌激素受体(ER)所组

成的组。

16.根据权利要求 1或 12 所述的方法，其中所述转移为 EGF 依赖型。

17.根据权利要求 3或 12 所述的方法，其中所述癌症为乳腺癌。

18.根据权利要求1或3所述的方法，其中所述SYNJ2抑制剂选自由小分子、抗体、肽和

核酸沉默剂所组成的组。

19.根据权利要求 18 所述的方法，其中所述小分子选自表 2中所列的分子。

20.一种用于治疗癌症或预防癌转移的制品，其包括包装材料，所述包装材料包装有

SYNJ2 抑制剂和与癌症发作或进展相关的细胞表面受体的抑制剂。

21.根据权利要求 3所述的方法或根据权利要求 20 所述的制品，其中所述的与癌症发

作或进展相关的细胞表面受体的抑制剂为抗体。
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22.根据权利要求 3所述的方法或根据权利要求 20 所述的制品，其中所述的与癌症发

作或进展相关的细胞表面受体的抑制剂为小分子抑制剂。
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预防肿瘤转移、癌症治疗和预后及鉴定为推定转移抑制剂

的试剂的方法

[0001] 技术领域和发明背景

[0002] 本发明，在其一些实施方案中，涉及预防肿瘤转移、癌症治疗和预后及鉴定为推定

转移抑制剂的试剂的方法。

[0003] 细胞运动性支持包括肿瘤转移在内的各种生理和病理过程 (Ridley,2011)。迁

移的开始由肌动蛋白聚合和促使板状伪足和丝状伪足形成的 Rho 家族 GTP 酶驱动。越来

越多的证据使得另一类肌动蛋白驱动的突出，称为侵袭伪足牵连于基质降解中 (Murphy 和

Courtneidge，2011)。为进行转移，乳腺癌游走细胞形成侵袭伪足并渗入附近血管中。旨在

表征与乳腺癌细胞向肺部(Minn等，2005)和脑部(Bos等，2009)转移相关的基因表达特征

的研究鉴定了成为定点转移基础的多组基因。有趣的是，两组均包括表皮生长因子 (EGF)

家族的成员，表明通过共用受体 EGFR 发信号支持转移性传播。

[0004] 胞内运输作为细胞迁移和肿瘤进展的关键特征出现 (Mosesson 等，2008)。例如，

已经证实突变体 p53 通过增强型整联蛋白和取决于 Rab 偶联蛋白 (RCP) 的 EGFR 运输促进

转移 (Muller 等，2010)。随同 Rab 蛋白一起，磷酸肌醇通过确定囊泡同一性在细胞区域化

中起关键作用 (Yuan和 Cantley，2008)。例如，在 PI(4,5)P2( 磷脂酰肌醇 -4,5二磷酸 )的

D3 位置通过磷脂酰肌醇 3- 激酶 (PI3K) 的磷酸化生成侵袭伪足形成所必需的 PI(3,4,5)

P3(Yamaguchi 等，2011)。类似地，PI(4,5)P2调节控制胞吞作用和肌动蛋白动力学特性的

多种蛋白质(Saarikangas等，2010)，但是其水平受另外两类酶严格控制：磷脂酶C(PLCγ)

促进 PI(4,5)P2水解，这样激活丝切蛋白 (Cofilin)( 一种肌动蛋白切割蛋白 )并且驱动乳

腺细胞迁移 (van Rheenen 等，2007)。同样，肌醇多磷酸 5- 磷酸酶，例如突触囊泡磷酸酶

2(SYNJ2)，为肌醇环的 D5 位置脱去磷酸并且控制神经胶质瘤细胞迁移 (Chuang 等，2004 ；

Malecz 等，2000)。另外在某些前列腺癌样品中鉴定出纯合突变，Rossi 等 Cancer Genet 

Cytogenet.2005 年 9 月；161(2):97-103。

发明内容

[0005] 根据本发明一些实施方案的一方面，提供了一种预防肿瘤转移的方法，条件是所

述肿瘤不是神经胶质瘤，所述方法包括向有需要的受试者施用治疗有效量的突触囊泡磷酸

酶 2(SYNJ2) 抑制剂，从而预防肿瘤转移。

[0006] 根据本发明一些实施方案的一方面，提供了一种治疗癌症的方法，所述方法包括

向有需要的受试者施用治疗有效量的突触囊泡磷酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂和与癌症发作或进

展相关的细胞表面受体的抑制剂，从而治疗癌症。

[0007] 根据本发明一些实施方案的一方面，提供了一种用于预防肿瘤转移的突触囊泡磷

酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂，条件是所述肿瘤不是神经胶质瘤。

[0008] 根据本发明一些实施方案的一方面，提供了一种用于治疗癌症的突触囊泡磷酸酶

2(SYNJ2) 抑制剂和一种用于治疗癌症与癌症发作或进展相关的细胞表面受体的抑制剂。

[0009] 根据本发明的一些实施方案，与癌症发作或进展相关的细胞表面受体为受体酪氨

说  明  书CN 104822390 A
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酸激酶。

[0010] 根据本发明的一些实施方案，所述受体酪氨酸激酶为 ErbB 受体。

[0011] 根据本发明的一些实施方案，所述 ErbB 受体为表皮生长因子受体 (EGFR)。

[0012] 根据本发明一些实施方案的一方面，提供了一种鉴定肿瘤转移的推定抑制剂的方

法，所述方法包括在试验试剂的存在下，分析 SYNJ2 介导的 PI(3,4,5)P3向 PI(3,4)P 2的加

工，其中在试验试剂的存在下PI(3,4,5)P3向PI(3,4)P 2的加工与试验试剂不存在时相比减

少，表明为肿瘤转移的推定抑制剂。

[0013] 根据本发明的一些实施方案，所述分析SYNJ2介导的PI(3,4,5)P3向PI(3,4)P 2的

加工通过竞争测定法进行。

[0014] 根据本发明的一些实施方案，所述竞争测定法测定 PI(3,4)P2结合结构域从包含

与 PI(3,4)P2结合的 PI(3,4)P 2结合结构域的复合物的位移。

[0015] 根据本发明的一些实施方案，所述竞争测定法为荧光偏振竞争测定法。

[0016] 根据本发明一些实施方案的一方面，提供了一种在有需要的受试者中癌症预后的

方法，所述方法包括测定受试者癌细胞中 SYNJ2 的水平或活性，其中在受试者癌细胞中所

述 SYNJ2 的活性水平与在未受影响的对照样品的细胞中相比上调，表明预后不良。

[0017] 根据本发明的一些实施方案，所述方法还包括使用金标法增进预后。

[0018] 根据本发明的一些实施方案，所述金标法包括标记的检测。

[0019] 根据本发明的一些实施方案，所述标记选自 HER-2 和雌激素受体 (ER)。

[0020] 根据本发明的一些实施方案，所述转移为 EGF 依赖型。

[0021] 根据本发明的一些实施方案，所述癌症为乳腺癌。

[0022] 根据本发明的一些实施方案，所述 SYNJ2 抑制剂选自小分子、抗体、肽和核酸沉默

剂。

[0023] 根据本发明的一些实施方案，所述小分子选自表 2中所列的分子。

[0024] 根据本发明一些实施方案的一方面，提供了一种用于治疗癌症或预防癌转移的制

品，其包括包装 SYNJ2 抑制剂和与癌症发作或进展相关的细胞表面受体的抑制剂的包装材

料。

[0025] 根据本发明的一些实施方案，与所述癌症发作或进展相关的细胞表面受体的抑制

剂为抗体。

[0026] 根据本发明的一些实施方案，与所述癌症发作或进展相关的所述细胞表面受体的

所述抑制剂为小分子抑制剂。

[0027] 除非另有定义，本文使用的所有技术和 / 或科学术语具有与本发明所属领域中普

通技术人员通常所理解的相同含义。虽然与本文所述相似或等效的方法和材料可用于本发

明实施方案的实践或试验中，但下面对示例性方法和/或材料进行了描述。如有冲突，以包

括定义在内的专利说明书为准。另外，材料、方法和实例仅为说明性而非旨在必定限制。

[0028] 附图简述

[0029] 本文仅以举例的方式，参考附图描述本发明的一些实施方案。现详细地具体参考

附图，应强调的是所示细节是举例而言并且是为了说明性讨论本发明的实施方案。在这点

上，以附图做出的描述使得本发明的实施方案可如何实践对本领域的技术人员显而易见。

[0030] 图中：

说  明  书CN 104822390 A
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[0031] 图1A-I显示EGF促进乳腺细胞的侵袭性生长并诱导了一组特定的基因。图1A-在

生长因子不存在时接种MCF10A细胞并使其形成细胞团。72h后，用指定生长因子(各10ng/

mL)处理细胞并在24h后拍摄相衬图像(比例尺，50μm)。图1B-按指示，在指定配体(10ng/

mL) 的存在下，在迁移或侵袭小室内接种 MCF10A 细胞，并且在 18h 后，迁移到下部隔室的细

胞经结晶紫染色(左图)。示出了迁移和侵袭信号的量化，归一化为EGF处理的效应。数据表

示三份生物样品来自重复两次的代表性实验的平均值±S.D.(右图)。图1C-在transwell

插件中将 MCF10A 细胞接种于含 EFG，没有或有抑制剂 AG-1478(1μM)、U0126(5μM) 或渥曼

青霉素 (Wortmannin)(200nM) 的培养基中，并使其迁移 18h。数据表示三份样品的平均值

±S.D.。实验重复两次。图1D-人乳腺MCF10A细胞中受EGF(而不是受血清(Amit等，2007))

特异性诱导的一系列425个基因与在MDA-MB-231细胞转移的情况下上调的基因(1,597个

基因 ) 交叉 (Minn 等，2005)。23 个重叠基因中的一个编码 5’- 磷脂酰肌醇脂质磷酸酶突

触囊泡磷酸酶-2(SYNJ2)。图1E-用编码LacZ(Ctrl)或 SYNJ2-GFP(SYNJ2-OX)的慢病毒粒

子感染MCF10A细胞。通过免疫印迹法测定内源SYNJ2和 SYNJ2-GFP融合蛋白的表达水平，

并通过对微管蛋白的探测确认蛋白质负荷相等。图 1F- 在 EGF 不存在 (NT) 或存在 (10ng/

mL) 时在迁移小室内接种 MCF10A 细胞的 Ctrl和 SYNJ2-OX 克隆 (5×104个细胞 /孔 )并使

其迁移 22h。到达滤器另一侧的迁移细胞经结晶紫染色并拍摄图像。图 1G- 用 siRNA 对照

(siCtrl) 或针对 SYNJ2 的 siRNA(siSYNJ2) 转染 MCF10A 细胞，并且在 36h 后通过免疫印迹

法测定 SYNJ2 的蛋白质水平。通过对 Ras-GAP 的免疫印迹确认蛋白质负荷相等。图 1H-在

EGF 不存在 (NT) 或存在 (10ng/mL) 时在迁移小室内接种 G中提供的细胞 (5×104个细胞 /

孔 )并使其迁移 22h。到达滤器下表面的迁移细胞经结晶紫染色并捕捉图像。图 1I- 用指

定 siRNA处理 MCF10A细胞的铺满培养物。一旦形成单层，就使其进入监测擦伤闭合速率的

自动化擦伤系统。

[0032] 图 2A-E 显示 EGF 对 SYNJ2 的转录诱导促进侵袭性生长。图 2A- 用 EGF(20ng/mL)

或血清 (5％ ) 刺激血清饥饿 MCF10A 细胞，并且使用微阵列或 RT-qPCR 测定 SYNJ2 mRNA 表

达。图 2B- 按指示用 EGF 刺激 MCF10A 细胞，提取并做免疫印迹。图 2C- 在 EGF 不存在或存

在时，培养感染了编码 GFP-SYNJ2(SYNJ2-OX) 或作为对照 (Ctrl) 的 LacZ 的病毒的 MCF10A

细胞 4天。使用鬼笔环肽和 DAPI 获得相衬图像 (上，比例尺：100μm) 和共聚焦图像 (下，

比例尺：20μm)。图 2D-E-在 EGF不存在 (NT)或存在 (10ng/mL)时在迁移或侵袭小室内培

养 MCF10A 细胞 (5-6×104个细胞 / 孔 )22h。到达滤器底部的细胞染色并且量化滤器的覆

盖范围 (平均值±S.D.)。

[0033] 图3A-G显示乳腺细胞迁移和侵袭伴有SYNJ2向前缘的诱导型易位。图3A-用编码

LacZ(Ctrl)或V5标记的SYNJ2(SYNJ2-V5)的慢病毒粒子，连同对照shRNA(shCtrl)或针对

SYNJ2 的 shRNA(shSYNJ2) 一起，感染 MDA-MB-231 细胞。通过免疫印迹法测定 V5-SYNJ2 和

内源 SYNJ2 的蛋白质水平。通过对 AKT的免疫印迹确认蛋白质负荷相等。图 3B-稳定过表

达SYNJ2或作为对照的LacZ的 MDA-MB-231细胞的相位图像(左图)和侵袭图像(右图)。

使用侵袭测定法测定侵袭能力，一式三份，并且量化侵袭细胞并归一化为对照 (Ctrl)。比

例尺，50μm。图 3C- 用针对 SYNJ2 的 siRNA 寡聚核苷酸 ( 或 siCtrl) 转染 MDA-MB-231 细

胞。36h后，通过免疫印迹法测定SYNJ2的蛋白质水平。通过对Ras-GAP的免疫印迹确认蛋

白质负荷相等。图 3D- 在迁移或侵袭小室内接种来自 C的细胞并培养 18h。量化迁移和侵
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袭信号并归一化为经 EGF 处理的 siCtrl 细胞。所示数据为三份样品的平均值±S.D.。图

3E- 将瞬时表达 GFP-SYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞涂到盖玻片上并用 TGFα(10ng/mL) 刺激。

(每10s)拍摄延时显微照片。倒置所示图像，黑斑表示SYNJ2及其在板状伪足基部的组件。

比例尺，10μm。图 3F- 使用 TRITC- 鬼笔环肽对 MDA-MB-231 细胞的内源 SYNJ2 和 F- 肌动

蛋白免疫染色。正方形区域放大。比例尺，10μm。图 3G- 用 EGF 刺激 MCF10A 细胞 18h，然

后使用 TRITC- 鬼笔环肽对内源 SYNJ2 免疫染色而 F- 肌动蛋白复染。比例尺，10μm。

[0034] 图 4A-F 显示 SYNJ2 的催化活性对于侵袭性生长必不可少。图 4A-B- 在 5％

Matrigel中接种表达SYNJ2(SYNJ2-OX)或针对SYNJ2的 shRNA(shSYNJ2)的 MDA-MB-231细

胞以及对照细胞。6 天后捕捉图像，并量化侵袭性球体 ( 平均值 ±S.D.)。比例尺，50μm。

图 4C-D- 用野生型 SYNJ2(shSYNJ2+SYNJ2WT) 或用催化失能的突变体 (shSYNJ2+SYNJ2CD) 感

染表达shSYNJ2的 MDA-MB-231细胞。按指示提取细胞并做免疫印迹，或使其在侵袭小室内

侵袭 18h。示出了侵袭细胞及其标准量化的图像 ( 平均值 ±S.D.)。图 4E- 示出了在纤连

蛋白上生长的 shCtrl 和 shSYNJ2 细胞的扫描电子显微照片。比例尺，2μm。图 4F- 指定

MDA-MB-231 细胞中经鬼笔环肽和 DAPI 染色的 F-肌动蛋白的图像。示出了 Z轴部分 (线 )

和放大区域。箭头标记溶胀结构。比例尺，10μm。

[0035] 图5A-H示出了SYNJ2的亚细胞定位。图5A-用RFP-网格蛋白转染表达GFP-SYNJ2

的 MDA-MB-231 细胞并接种于涂有纤连蛋白的板上。使用转盘式显微镜术，每 5s 为细胞成

像。箭头标记新形成的前缘。比例尺，5μm。图5B-描绘 SYNJ2在前缘(上面两行)和细胞

体下面装配和分解的代表时帧。对于下面的行而言，细胞经 mCherry-lifeACT 质粒转染并

接种于胶原上。之后，间隔 1min 为细胞成像。插入箭头以便参考。注意时间尺度的差异。

比例尺，1μm。图 5C-同时通过TIRF和落射荧光显微镜术为细胞成像并将信号转换成波动

曲线(X轴 )。箭头标记信号起始。比例尺，5μm。图5D-在用Dyngo-4a(30μM ；一种发动蛋

白 -2 抑制剂 )处理前 5min 和处理后 5min，使用转盘式共聚焦显微镜术为细胞成像。比例

尺，5μm。图 5E- 用 Dyngo-4a(30μM ；30min) 或用溶剂 (DMSO) 预培养稳定表达 GFP-SYNJ2

的 MDA-MB-231 细胞。用抗 GFP 抗体 (或不用抗体；-Ab) 使细胞裂解物进行免疫沉淀，然后

连同细胞裂解物样品 (5％ ) 一起，用指定抗体做免疫印迹。图 5F- 将细胞接种于纤连蛋白

上，固定并免疫染色内源 Rac1。比例尺，10μm。图 5G- 在用 NSC-23766(5μM) 进行 30min

长的处理前 5min 和处理后 5min，使用共聚焦显微镜术为细胞成像。图 5H- 用指定 siRNA

寡聚核苷酸处理 MDA-MB-231 细胞。为细胞提取物的 SYNJ2 和 Ras-GAP 做印迹。使用基于

ELISA 的测定法测定 GTP-Rac1 水平 (细胞骨架 )。

[0036] 图 6A-D 显示 SYNJ2 向前缘的定位与小窝蛋白分布不同并且取决于 F- 肌动蛋白、

胆固醇和PI3K。图6A-随时间推移同时为表达GFP-SYNJ2和共表达RFP-Cav1的MDA-MB-231

细胞成像，并将信号转换成波动曲线 (X 和 Y 轴 )。注意 SYNJ2 组件的瞬时性质和小窝蛋白

1的稳定外观。比例尺，5μm。图 6B- 左图描绘了如图 5A中成像 (间隔 5s，单平面、转盘式

共聚焦 )的 150 种随机选择的 SYNJ2 组件的分布 (相对于寿命的小窝％ )。右图描绘了显

示 55s寿命的组件的平均 (±SEM)相对强度。图 6C-用 MβCD(10mM，15min) 或渥曼青霉素

(500nM，15min) 处理稳定表达 GFP-SYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞。在处理之前或之后每 6s 捕

捉所选相同细胞的图像，并将信号转换成波动曲线 (表示左图中的正方形插图 )。比例尺，

20μm。图 6D-用拉春库林 B(Latrunculin B)(1μM，15min)处理稳定共表达GFP-SYNJ2和
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lifeACT-mCherry 的 MDA-MB-231 细胞。在处理之前或之后获取图像。比例尺，5μm。

[0037] 图 7A-E 显示 SYNJ2 损耗使 EGFR 留在细胞内囊泡中。图 7A-接种于含 EGF的培养

基中 3 天后，提取稳定表达 shRNA 对照 (shCtrl) 或对 SYNJ2 有特异性的 shRNA(shSYNJ2)

的 MCF10A 细胞。探测 SYNJ2、EGFR、EGFR 磷酸化酪氨酸 1068(pEGFR)、磷酸化 ERK(pERK) 和

作为上样对照的Ras-GAP的免疫印迹。图7B-在 EGF的存在下，用siRNA对照或针对SYNJ2

的 siRNA 转染 MCF10A 细胞。使用 EGFR 和 SYNJ2 抗体进行共聚焦免疫荧光分析。注意仅

SYNJ2 缺乏型细胞 ( 星号 ) 显示出 EGFR 运输缺陷。比例尺，10μm。图 7C- 为 MDA-MB-231

细胞的三种衍生细胞的 EGFR 免疫染色而 DAPI 和 F- 肌动蛋白复染：(i) 其中 SYNJ2 敲减的

细胞 (shSYNJ2 ；左边一列 )，(ii) 通过与催化非活性形式相对应的慢病毒基因转移感染的

相同细胞 (shSYNJ2+SYNJ2CD；中间一列 )，和 (iii) 其中 SYNJ2 敲减并通过感染引入野生型

形式的细胞 (shSYNJ2+SYNJ2WT；右边一列 )。比例尺，20μm。图 7D- 泛素化 EGFR 水平 ( 密

度测定法 )。图 7E- 用 488-Tfn 刺激 MDA-MB-231 衍生细胞 (5min，10μg/mL)。将细胞于冰

上固定，经酸洗并分析信号强度。

[0038] 图 8A-I 显示 SYNJ2 调节 EGFR 运输和趋化性。图 8A- 按指示，为用指定 siRNA 转

染的 MDA-MB-231 细胞的全部提取物做免疫印迹。图 8B- 指定 MDA-MB-231 亚克隆的表面

EGFR 的 FACS( 左 ) 和 125I-EGF 结合 ( 右；一式三份 ) 分析。图 8C- 使 shCtrl 和 shSYNJ2

细胞在纤连蛋白上生长并对 EGFR 和 F- 肌动蛋白免疫染色。比例尺，20μm。图 8D- 暴露

于 EGF 梯度后，在趋化小室内迁移的 shCtrl 和 shSYNJ2 MDA-MB-231 细胞的轨迹玫瑰图。

红色轨迹指细胞向 EGF 迁移。图 8E- 用 EGF(10ng/mL) 处理饥饿 MDA-MB-231 衍生细胞并

且按指示将细胞裂解物进行免疫沉淀和免疫印迹。图 8F- 与 C 中一样，培养细胞并对活性

EGFR(pY1045)和 F-肌动蛋白免疫染色。比例尺，10μm。图 8G-用 EGF(10ng/ml)处理指定

MDA-MB-231 衍生细胞 5h 并且按指示为提取物做免疫印迹。图 8H- 将指定 MDA-MB-231 衍

生细胞暴露于 Alexa Fluor 488-Tfn(25μg/ml ；5min)，酸洗以去除表面结合的配体，并以

指定时间间隔拍摄图像。示出了归一化荧光信号。比例尺，10μm。图 8I- 用 Alexa Fluor 

488-EGF(20μg/ml ；10min) 刺激经 siCtrl 或 siSYNJ2 预处理的 MDA-MB-231 细胞，酸洗，在

37℃下培养指定时间间隔并通过 FACS 分析。

[0039] 图9A-D显示SYNJ2对于囊泡运输和粘着斑形成是必需的。图9A-固定MDA-MB-231

衍生细胞 (shCtrl 和 shSYNJ2) 并对 EEA1、F- 肌动蛋白和细胞核 (DAPI) 染色。比例尺，

10μm。图 9B- 为 MDA-MB-231 衍生细胞，即 shCtrl 和 shSYNJ2 细胞探测整联蛋白 β-1、

F- 肌动蛋白和 DAPI( 比例尺，20μm)。图 9C- 用 siCtrl 和 siSYNJ2 处理 MDA-MB-231 细胞

48h，然后对整联蛋白 β-1 和磷酸化 EGFR 免疫染色。图 9D-MDA-MB-231 衍生细胞的桩蛋

白、细胞核 (DAPI) 和 F- 肌动蛋白的免疫荧光分析 (使用 TRITC- 鬼笔环肽 )。在胞质区内

相对于粘着斑量化桩蛋白信号，并且还量化了每个细胞粘着斑的数量。另外，通过测定与完

整圆的偏差 (偏心率 )量化粘着斑的形状。

[0040] 图 10A-F 显示 SYNJ2 损耗扰乱了磷酸肌醇体内平衡，使初级内体充气并分解粘着

斑。图 10A- 用 GFP-Rab4 质粒转染表达 shCtrl 或 shSYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞并且在 48h

后固定细胞并使用 TRITC- 鬼笔环肽对 F-肌动蛋白复染。图 10B-对 MDA-MB-231 衍生细胞

的 Rab5、F- 肌动蛋白和细胞核 (DAPI) 免疫染色。量化图像中 Rab5 阳性囊泡的尺寸和数

量以及平均细胞面积。比例尺，10μm。图 10C- 通过色谱法分离从 3H- 磷酯酰肌醇标记的
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MDA-MB-231细胞衍生细胞中提取的磷酸肌醇并且在3次不同实验中测定其水平(信号归一

化为 shCtrl 细胞 )。图 10D- 探测 shCtrl 和 shSYNJ2 MDA-MB-231 细胞的 pY1068-EGFR、桩

蛋白和-肌动蛋白(共定位信号为白色)。比例尺，10μm。图10E-接种 shCtrl和 shSYNJ2 

MDA-MB-231细胞。20min后去除独立细胞并且为贴壁细胞成像并量化其表面积。图10F-在

RTCA E 板上接种稳定表达 shCtrl 或 shSYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞并且间隔 5s 记录实时阻

抗测量 80min，然后间隔 10min 再记录 80min。示出了 2次重复的平均值 (±S.D.)。

[0041] 图 11A-G 显示 SYNJ2 调节蛋白酶分泌和侵袭伪足装配。图 11A- 在 Matrigel 中

培养 shCtrl 和 shSYNJ2 MDA-MB-231 细胞 5 天，固定并对 MMP-9 免疫染色。将信号强度转

换成热图并根据与菌落核心的距离绘图。箭头标记球体边界。比例尺，50μm。图 11B- 使

用明胶酶谱法分析来自对照 MDA-MB-231 细胞和稳定表达 SYNJ2 的细胞的上清液的 MMP-2

和 MMP-9 活性，一式三份。图 11C- 将稳定表达 GFP-SYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞涂到预先涂

有交联荧光明胶的盖玻片上。3h 后，探测细胞的 GFP 和 F- 肌动蛋白，并检测侵袭伪足结构

( 箭头 )。比例尺，10μm。图 11D- 将过表达 SYNJ2(SYNJ2-OX) 的 MDA-MB-231 细胞以及经

siCtrl 或 siSYNJ2 寡聚核苷酸预处理的细胞涂到预先涂有交联荧光明胶的盖玻片上并且

在 3 次独立实验中量化侵袭伪足结构。图 11E- 通过明胶降解，以及通过对 F- 肌动蛋白或

TKS5染色检测经指定siRNA处理的MDA-MB-231细胞的侵袭伪足结构。箭头(Z轴图像)标

记侵袭伪足。比例尺，10μm。图 11F- 将表达 siCtrl 或 siSYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞涂到

涂有明胶的盖玻片上并且与 C 中一样使用鬼笔环肽和 EGFR 磷酸化形式 ( 酪氨酸 1068) 的

抗体加工。比例尺，10μm。图 11G- 使用基于 ELISA 的测定法检查用指定 MDA-MB-231 衍生

细胞调节 3天的培养基的 EGF 样配体。

[0042] 图 12A-G 显示 SYJN2 调节基质降解和侵袭伪足装配。图 12A- 接种经指定 siRNA

处理的 MDA-MB-231 细胞，培养 3 天并且使用明胶 (0.1％ ) 包埋凝胶经电泳分离其条件

培养基，接着蛋白质染色以量化 MMP-2 和 MMP-9 蛋白水解活性。图 12B- 使用稳定表达

GFP-SYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞的 GFP 偶联珠粒和澄清提取物进行的免疫共沉淀分析。图

12C- 用 RFP- 皮动蛋白质粒转染稳定表达 GFP-SYNJ2 的 MDA-MB-231 细胞并接种于胶原板

上。48h 后进行活细胞图像分析，并且捕捉外围和中央细胞区域的代表性快照图像。比例

尺，5μm。图 12D- 用编码 Tapp1( 一种 PI(3,4)P2结合剂 )的经 Myc 标记的 PH 结构域的质

粒转染MDA-MB-231细胞的指定衍生细胞并且在48h后，将其接种在涂有明胶的表面。使用

共聚焦显微镜术目测F-肌动蛋白、聚集的TKS5和PI(3,4)P2(Tapp1)的共同分布并且量化。

比例尺，10μm。

[0043] 图12E-将表达siCtrl或siSYNJ2的MDA-MB-231细胞接种到涂有FITC-明胶的盖

玻片上并培养3h。然后固定细胞并对CD44免疫染色，并且用TRITC-鬼笔环肽对F-肌动蛋

白复染。使用荧光显微镜术目测细胞，并且在FITC-明胶基质中通过观察孔检测侵袭伪足。

加框区域放大。比例尺，10μm。图 12F-CD44 的抗体用于 shCtrl 和 shSYNJ2 细胞表面表达

的 FACS 分析。指出了与加框区域相对应的细胞的分数。图 12G- 将用 siCtrl 或 siSYNJ2

预处理的 MDA-MB-231 细胞接种到涂有 FITC- 明胶的盖玻片上并培养 3h。然后固定细胞并

对 MT1-MMP 免疫染色，并且用 TRITC- 鬼笔环肽对 F- 肌动蛋白复染。比例尺，10μm。

[0044] 图13A-H显示SYNJ2的酶活性驱使乳腺肿瘤细胞转移扩散。图13A-在雌性SCID小

鼠 (每组 10-11只 )的脂肪垫上植入表达RFP的 MDA-MB-231细胞的指定衍生细胞(2×106
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个 / 只小鼠 )。移植 2 和 6 周后测量肿瘤大小 ( 平均值 ±S.D.)。图 13B-C- 示出了移植

6 周后在腋窝和远侧淋巴结 ( 图 13B) 或肺部 ( 图 13C) 中出现的转移。星号标记 p 值：

*<0.05，**<0.01和 ***<0.001。图13D-F-与 A中一样，在动物体内植入过表达对照(LacZ)

和 SYNJ2(SYNJ2-OX)、经 RFP 标记的 MDA-MB-231 细胞并且在移植 6和 8周后量化肿瘤大小

( 图 13D) 以及向淋巴结 ( 图 13E) 和肺部 ( 图 13F) 的转移。图 G-H- 经静脉 (1.5×105个

/只小鼠；尾静脉 )或在 5周龄雌性 SCID 小鼠的乳腺脂肪垫内 (2.5×106个 /只小鼠 )，注

射指定 MDA-MB-231-RFP 衍生细胞。4周后，检查来自经静脉注射的小鼠的肺部的 RFP 信号

( 左侧和中间的图 )。4 周后从脂肪垫处理组收集外周血。按 ficol 梯度纯化样品并且每

1x106个 FACS 读数为 RFP 阳性循环肿瘤细胞的数量评分并归一化为肿瘤重量。

[0045] 图 14 为局部和远侧淋巴结转移的活体成像。接种了 MDA-MB-231-RFP 细胞并于 6

周后分析的小鼠体内局部 (同侧 )和远侧 (对侧 )淋巴结转移的代表性图像 (见图 13B)。

成像之前，麻醉小鼠并去除其毛皮以便目测和量化淋巴结内的转移。

[0046] 图15是描绘 SYNJ2在细胞迁移和侵袭中的综合作用的工作模型。载EGFR的再循

环核内体将活性受体定位在腹侧膜处，并且在这之后局部激活 PI3K。PI3K 对膜 PI(4,5)P2

的磷酸化生成PI(3,4,5)P3，PI(3,4,5)P3经SYNJ2脱去磷酸成为PI(3,4)P 2。后者募集TKS5，

这样锚定皮动蛋白并对肌动蛋白聚合起核心作用。同时，SYNJ2 控制粘着分子如 CD44 和蛋

白酶如MT1-MMP的递送，以降解细胞外基质(ECM)并建立新的侵袭结构，侵袭伪足。以类似

方式，EGFR向细胞外周的递送导致PI(4,5)P2受SYNJ2(和磷脂酶C)分解，这样局部激活了

发动蛋白和肌动蛋白切割酶如丝切蛋白以溶解皮层肌动蛋白纤维并引发肌动蛋白填充的、

富含整联蛋白的突出，称为板状伪足。水平箭头标记细胞迁移的方向。质膜的彩色编码部

分指特定 PI 磷脂。

[0047] 图 16A-C- 显示 SYNJ2 在侵蚀性乳腺肿瘤中高度表达。图 16A- 根据 SYNJ2 丰度

(高、中和低)，使用免疫组织化学和组织微阵列为331例侵袭性乳腺癌分层。根据临床亚型

提出肿瘤的相对分数。图 16B- 展示在细胞腔情况下 ( 星号标记作为对照的内皮细胞的表

达)及在基底样和HER2过表达乳腺肿瘤中观察到的强度和模式(右侧一列放大)的SYNJ2

染色的代表性图像。图16C-根据 286名 (左侧；GSE2034)或 99名 (右侧；GSE19783)乳腺

癌患者组群中的 SYNJ2 mRNA 表达分层的 Kaplan-Meier 曲线。

[0048] 图17A-B示出了用于测量SYNJ2的 5’-磷酸酶活性的荧光偏振测定法的原理。图

17A是展示未结合PI(3,4)P2荧光探针产生低偏振读数，而结合PI(3,4)P2荧光探针使偏振

读数增大的一般原理的示意图。图 17B 是显示通过偏振度 (mP) 测量的 SYNJ2 5’- 磷酸酶

活性检测的代表性柱状图。

[0049] 图18描绘了克隆到pET28质粒中并且在大肠杆菌(E.coli)中表达的Flag-TAPP1 

PH结构域-His的氨基酸和核酸序列(分别为SEQ ID NO:13和 14)。TAPP1-PH结构域标记

为黄色。

具体实施方式

[0050] 本发明，在其一些实施方案中，涉及预防肿瘤转移、癌症治疗和预后及鉴定为推定

转移抑制剂的试剂的方法。

[0051] 详细解释本发明的至少一个实施方案之前，应理解本发明在其应用上不一定限于
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以下描述中提出或实施例中举例说明的详情。本发明能够有其它实施方案或能够以各种方

式实践或实施。

[0052] 生长因子驱使细胞迁移和转移，但根本机制未完全了解。

[0053] 本发明现已鉴定突触囊泡磷酸酶 -2(SYNJ2) 为调节体外侵袭伪足和板状伪足和

体内癌转移中的主要模块。

[0054] 如下文和之后的实施例部分所述，本发明人在动物和患者样本中证实了其在体

外的发现。具体地，采用经 EGF 刺激的乳腺细胞，本发明人将脂质磷酸酶突触囊泡磷酸酶

2(SYNJ2) 与侵袭性表现型联系起来，并且将高 SYNJ2 于癌症患者的短期存活率关联起来。

SYNJ2的敲减稳健地削弱了动物模型中乳腺肿瘤细胞的转移。在体外，SYNJ2缺乏型细胞表

现出 EGFR 和整联蛋白脱轨运输，导致粘着斑变形、板状伪足受阻和侵袭伪足消失。不受理

论约束，表明活性 EGFR 的再循环局部促进 SYNJ2 介导的特定磷酸肌醇脂质脱磷酸，从而促

使侵袭伪足和板状伪足形成并促进肿瘤进展 (见图 15)。

[0055] 因此，根据本发明的一方面，提供了一种预防肿瘤转移的方法，条件是所述肿瘤

不是神经胶质瘤，所述方法包括向有需要的受试者施用治疗有效量的突触囊泡磷酸酶

2(SYNJ2) 抑制剂，从而预防肿瘤转移。

[0056] 如本文所使用，术语“肿瘤转移”指从其首发位置扩散到身体其它部位的恶性肿

瘤，例如转移到肺部的乳腺癌。

[0057] 如本文所使用，术语“癌症”和“肿瘤”可交换使用。该术语指异常且不受控制的

细胞分裂引起的恶性生长或肿瘤。

[0058] 如本文所使用，术语“预防”指阻止、中断、抑制转移过程或进展和后续转移。

[0059] 根据另一方面，提供了一种治疗癌症的方法，所述方法包括向有需要的受试者施

用治疗有效量的突触囊泡磷酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂和与癌症发作或进展相关的细胞表面受

体的抑制剂，从而治疗癌症。

[0060] 如本文所使用，术语“治疗”包括消除、大体上抑制、减缓或逆转病状的进展，大体

上改善病状的临床或审美症状，或大体上预防病状的临床或审美症状出现。

[0061] 可根据本发明的一些实施方案治疗(或预后)的癌症的非限制性实例包括任何实

体或非实体癌和 / 或癌转移，包括但不限于胃肠道肿瘤 ( 结肠癌、直肠癌、结直肠癌瘤、结

直肠癌、结直肠腺瘤、1 型遗传性非息肉病、2 型遗传性非息肉病、3 型遗传性非息肉病、6 型

遗传性非息肉病、结直肠癌、7 型遗传性非息肉病、小肠和 / 或大肠癌瘤、食道癌、伴有食道

癌的胼胝症、胃癌、胰腺癌、胰腺内分泌肿瘤 )、子宫内膜癌、隆凸性皮肤纤维肉瘤、胆囊癌、

胆道肿瘤、前列腺癌、前列腺腺癌、肾癌 (例如，2型或 1型维尔姆斯氏瘤 (Wilms’tumor))、

肝癌 ( 例如，肝胚细胞瘤、肝细胞癌瘤、肝细胞癌 )、膀胱癌、胚胎性横纹肌肉瘤、胚细胞瘤、

滋养细胞瘤、睾丸生殖细胞瘤、卵巢未成熟畸胎瘤、子宫、卵巢上皮性、骶尾瘤、绒毛膜癌、胎

盘部位滋养细胞瘤、成人上皮细胞瘤、卵巢癌、浆液性卵巢癌、卵巢性索肿瘤、宫颈癌、子宫

颈癌、小细胞和非小细胞肺癌、鼻咽、乳腺癌 ( 例如，乳腺导管癌、乳腺浸润性导管癌、散发

性乳腺癌、乳腺癌敏感性、4 型乳腺癌、乳腺癌 -1、乳腺癌 -3、乳腺 - 卵巢癌 )、鳞状细胞癌

( 例如，在头颈部 )、神经源性肿瘤、星形细胞瘤、多形性胶质母细胞瘤、成神经细胞瘤、淋巴

瘤 (例如，霍奇金病 (Hodgkin's disease)、非霍奇金淋巴瘤 (non-Hodgkin's lymphoma)、

B 细胞瘤、伯基特淋巴瘤 (Burkitt)、皮肤 T 细胞瘤、组织细胞瘤、淋巴细胞瘤、T 细胞瘤、胸
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腺肿瘤 )、神经胶质瘤、腺癌、肾上腺瘤、遗传性肾上腺皮质癌、脑部恶性 ( 肿瘤 )、各种其它

癌(例如，支气管原大细胞癌、导管癌、Ehrlich-Lettre腹水、表皮样癌、大细胞癌、Lewis肺

癌、髓样癌、粘膜表皮样瘤、燕麦细胞癌、小细胞癌、梭形细胞癌、棘细胞癌、移行细胞癌、未

分化癌、癌肉瘤、绒毛膜癌、囊腺癌 )、室管膜母细胞瘤、上皮瘤、红白血病 ( 例如，弗兰德红

白血病 (Friend)、淋巴母细胞红白血病 )、纤维肉瘤、巨细胞瘤、胶质瘤、成胶质细胞瘤 ( 例

如，多形性、星形细胞瘤 )、神经胶质瘤、肝细胞瘤、异种杂交瘤、杂交骨髓瘤、组织细胞瘤、杂

交瘤 (例如，B细胞 )、肾上腺样瘤、胰岛瘤、岛细胞瘤、角质瘤、成平滑肌瘤、平滑肌肉瘤、白

血病 ( 例如，急性淋巴细胞白血病、急性淋巴母细胞白血病、急性淋巴母细胞性前 B 细胞白

血病、急性淋巴母细胞性 T 细胞白血病、急性成巨核细胞白血病、单核细胞白血病、急性髓

细胞白血病、急性髓性白血病、伴有嗜酸粒细胞增多的急性髓性白血病、B 细胞性白血病、

嗜碱细胞性白血病、慢性髓性白血病、慢性白血病、B 细胞性白血病、嗜酸细胞性白血病、弗

兰德白血病 (Friend)、粒细胞或髓细胞性白血病、毛细胞白血病、淋巴细胞性白血病、巨核

细胞白血病、单核细胞白血病、单核 - 巨噬细胞白血病、成髓细胞性白血病、骨髓性白血病、

慢性骨髓单核细胞性白血病、浆细胞白血病、前 B 细胞白血病、前髓细胞性白血病、亚急性、

T 细胞、淋巴肿瘤、髓系恶性肿瘤素因、急性非淋巴细胞性白血病 )、淋巴肉瘤、黑素瘤、乳腺

肿瘤、肥大细胞瘤、成神经管细胞瘤、间皮瘤、转移瘤、单核细胞瘤、多发性骨髓瘤、骨髓发育

异常综合征、骨髓瘤、肾母细胞瘤、神经组织胶质瘤、神经组织神经元肿瘤、神经鞘瘤、成神

经细胞瘤、少突神经胶质瘤、骨软骨瘤、骨骨髓瘤、骨肉瘤 ( 例如，尤文氏肉瘤 (Ewing's))、

乳头状瘤、移行细胞瘤、嗜铬细胞瘤、垂体瘤 ( 侵袭型 )、浆细胞瘤、成视网膜细胞瘤、横纹

肌肉瘤、肉瘤 ( 例如，尤文氏肉瘤、组织细胞肉瘤、延森氏肉瘤 (Jense)、骨原性肉瘤、网状

细胞肉瘤 )、神经鞘瘤、皮下瘤、畸胎癌 ( 例如，多能畸胎癌 )、畸胎瘤、睾丸瘤、胸腺瘤和

毛发上皮瘤、胃癌、纤维肉瘤、多形性成胶质细胞瘤；多发性血管球瘤、李 - 佛美尼综合征

(Li-Fraumeni syndrome)、脂肪肉瘤、Lynch 癌家族综合征 II、男性生殖细胞肿瘤、肥大细

胞白血病、甲状腺髓样癌、多发性脑膜瘤、内分泌瘤病粘液肉瘤、副神经节瘤、家族性非嗜铬

瘤、毛母质瘤、乳头瘤、家族性和分散性、横纹肌样瘤易感综合征、家族性、横纹肌样瘤、软组

织肉瘤和伴有成胶质细胞瘤的 Turcot 综合征。

[0062] 根据一特定实施方案，所述癌症为乳腺癌。

[0063] 根据一特定实施方案，所述癌症 (或癌转移 )为受 EGF 调节。

[0064] 根据另一优选实施方案，所述癌症的特征在于ErbB受体分子例如EGFR或 HER2过

表达或上调。

[0065] 已经将导致 EGFR 过表达 ( 称为上调 ) 或过度活性的突变与许多癌症，包括肺癌、

肛门癌和多形性成胶质细胞瘤相联系起来。在后一种情况下，常常观察到EGFR或多或少的

特异性突变，称为EGFRvIII。在所有上皮癌的约30％中牵涉到EGFR或家族成员的突变、扩

增或误调节。

[0066] 牵涉 EGFR 的突变可导致其不断活化，这样可导致细胞分裂不受控制 - 癌症素因。

相反，已经在几个类型的癌症中鉴定出 EGFR 的突变，并且是一类不断扩大的抗癌疗法的目

标 [Zhang 2007 J.Clin.Invest.117(8):2051–8]。

[0067] 在约30％的乳腺癌中出现ERBB2基因扩增或过表达。与疾病复发增加和预后较差

有极大关联。还了解到在卵巢癌、胃癌和侵蚀形式的子宫癌，例如浆液性子宫内膜癌中出现
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过表达。

[0068] 下面是癌症列表，其中涉及了受体酪氨酸激酶 ErbB 家族的成员。

[0069] ErbB-1- 肾上腺皮质癌、胆管癌、宫颈癌、结直肠癌、食道癌、胆囊癌、胃癌、成胶质

细胞瘤、头颈癌、肺癌 ( 非小细胞、鳞状细胞癌、腺癌和大细胞肺癌 )、胰腺癌、唾液腺癌、腹

泻、良性赘生物、浸润性癌、皮肤病、导管原位癌、甲沟炎。

[0070] ErbB-2- 胆管癌、膀胱癌、乳腺癌、胆管细胞癌、食道癌、胆囊癌、胃癌、成胶质细胞

瘤、卵巢癌、胰腺癌、唾液腺癌。根据一特定实施方案，所述癌症为乳腺癌或胃癌。

[0071] ErbB-3- 乳腺癌、肺癌和病毒性白血病。

[0072] ErbB-4- 乳腺癌、病毒性白血病、髓母细胞瘤、肺癌和乳腺肿瘤。

[0073] 如本文所使用，术语“受试者”指已经诊断患有癌症的哺乳动物 (例如，人 )。

[0074] 如本文所使用，突触囊泡磷酸酶 -2 或 SYNJ2 指突触肌醇 -1,4,5- 三磷酸 5- 磷酸

酶2，EC 3.1.3.36。突触囊泡磷酸酶-2为泛表达磷酸肌醇5-磷酸酶(SEQ ID NO:1和 2分

别指多聚核苷酸和编码的多肽 )。

[0075] 如本文所使用，短语“突触囊泡磷酸酶 2(SYNJ2) 抑制剂”指降低或下调 SYNJ2 的

表达或活性的分子。

[0076] 下调可超过 10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％或完全抑制 ( 通

过给定测定法，例如下文所述测定法测定活性或表达 100％损失 )。

[0077] 下调 SYNJ2 的表达可如下文所述在 DNA、RNA 或蛋白质水平上实现。SYNJ2 活性指

其催化活性 [ 作为磷酸酶，将 PI(3,4,5)P3转化为 PI(3,4)P 2]、其信号活性 ( 与发动蛋白、

皮动蛋白相互作用，见图 5E-H) 或细胞定位。在后一种情况下，SYNJ2 抑制剂将改变蛋白质

的细胞定位。

[0078] 因此，可在基因组和 / 或转录产物水平上使用敲入所述基因或干扰其转录和 / 或

翻译的各种分子 [ 例如，核酸沉默剂例如核酸 (RNA) 沉默剂 ( 例如反义、siRNA、shRNA、微

RNA、核酶和DNA酶)]，或在蛋白质水平上使用例如拮抗剂、裂解多肽的酶等实现SYNJ2的下

调。

[0079] 以下是一系列能够下调 SYNJ2 的表达水平和 /或活性的试剂。

[0080] 能够下调 SYNJ2 的试剂的一个实例为能够特异性结合 SYNJ2 的抗体或抗体片段。

优选地，所述抗体特异性结合SYNJ2的至少一个表位。当SYNJ2为细胞蛋白时，采取措施将

抗体引入细胞内。如本文所使用，术语“表位”指抗体结合部位在抗原上结合的任何抗原决

定簇。

[0081] 表位决定簇通常由分子化学活性表面分组，例如氨基酸或碳水化合物侧链组成并

且通常具有特定三维结构特征以及特定电荷特征。

[0082] 如本发明中所使用，术语“抗体”包括完整分子及其能够与巨噬细胞结合的功能片

段，例如 Fab、F(ab')2 和 Fv。这些功能性抗体片段定义如下：(1)Fab，可通过用木瓜蛋白酶

消化全抗体得到完整轻链和一条重链的一部分生成的含抗体分子的单价抗原结合片段的

片段；(2)Fab'，可通过用胃蛋白酶处理全抗体，接着还原得到完整轻链和重链的一部分获

得的抗体分子片段；每个抗体分子获得两个 Fab' 片段；(3)(Fab')2，可通过用胃蛋白酶处

理全抗体，无需后续还原得到的抗体片段；F(ab')2 是通过两个二硫键结合在一起的两个

Fab' 片段的二聚体 ；(4)Fv，定义为含表示成两条链的轻链可变区和重链可变区的基因工
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程化片段；和 (5) 单链抗体 (“SCA”)，含有轻链可变区和重链可变区，通过适合多肽接头连

接成基因融合单链分子的基因工程化分子。

[0083] 生产多克隆和单克隆抗体及其片段的方法在本领域众所周知 ( 见例如，Harlow

和 Lane，Antibodies:A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory,New 

York,1988，其以引用的方式并入本文 )。

[0084] 根据本发明一些实施方案所述的抗体片段可通过抗体的蛋白水解或通过在大肠

杆菌或哺乳动物细胞 ( 例如中国仓鼠卵巢细胞培养物或其它蛋白表达系统 ) 中表达编码

所述片段的 DNA 制备。可用传统方法通过胃蛋白酶或木瓜蛋白酶消化全抗体获得抗体片

段。例如，可通过用胃蛋白酶酶促裂解抗体生成抗体片段以提供 5S 片段表示的 F(ab')2。

可使用硫醇还原剂，和任选地由二硫键裂解产生的巯基的封端基团进一步裂解该片段，以

生成 3.5S Fab' 单价片段。可选地，使用胃蛋白酶酶促裂解直接生成两个单价 Fab' 片段

和一个 Fc 片段。例如，Goldenberg，美国专利第 4,036,945 号和第 4,331,647 号及其中所

含参考文献中描述了这些方法，所述专利特此以引用的方式整体并入。同样见 Porter,R.

R.[Biochem.J.73:119-126(1959)]。也可使用其它裂解抗体的方法，例如分离重链形成单

价轻链 - 重链片段，进一步裂解片段或其它酶促、化学或基因技术，只要所述片段与完整抗

体所识别的抗原结合。

[0085] Fv 片段包含 VH 和 VL 链的缔合。这种缔合可为非共价，如 Inbar 等 [Proc.Nat'l 

Acad.Sci.USA 69:2659-62(19720] 所述。可选地，可变链可通过分子间二硫键连接或通过

化学物质例如戊二醛交联。优选地，Fv 片段包含通过肽接头连接的 VH 和 VL 链。通过构建

包含通过寡聚核苷酸连接的编码 VH 和 VL 结构域的 DNA 序列的结构基因制备这些单链抗

原结合蛋白 (sFv)。将结构基因插入表达载体中，随后将表达载体引入宿主细胞例如大肠

杆菌。重组宿主细胞合成带有桥接两个 V 结构域的接头肽的多肽链。例如，[Whitlow 和

Filpula，Methods 2:97-105(1991) ；Bird 等，Science 242:423-426(1988) ；Pack 等，Bio/

Technology 11:1271-77(1993) ；和美国专利第 4,946,778 号描述了生成 sFv 的方法，其特

此以引用的方式整体并入。

[0086] 抗体的另一种形式是编码单个互补决定区 (CDR) 的肽。可通过构建编码

目标抗体的 CDR 的基因获得 CDR 肽 (“最小识别单位”)。例如，通过使用聚合酶链

式反应制备此类基因，以由抗体生成细胞的 RNA 合成可变区。见，例如，Larrick 和

Fry[Methods,2:106-10(1991)]。

[0087] 抗 SYNJ2 市场上可买到。抗人 SYNJ2 单克隆抗体的供应商实例包括但

不 限 于 Amsbio、Atlas Antibodies、AbD Serotec、United States Biological、

antibodies-online.com、Genway、Proteintech Group 等。致使本发明的抗体为非免疫原

性，以供治疗应用。

[0088] 非人 ( 例如，鼠 ) 抗体的人源化形式为含有源自非人类免疫球蛋白的最小序列

的免疫球蛋白、免疫球蛋白链或其片段 ( 例如 Fv、Fab、Fab'、F(ab').sub.2 或抗体的其

它抗原结合子序列 ) 的嵌合分子。人源化抗体包括人免疫球蛋白 ( 受者抗体 )，其中形成

受者互补决定区 (CDR) 的残基由形成非人类物种 ( 供体抗体 )，例如小鼠、大鼠或兔的具

有所需特异性、亲和力和容量的 CDR 的残基置换。在一些情况下，人免疫球蛋白的 Fv 骨

架残基由相应的非人类残基置换。人源化抗体可能还包含在受者抗体或导入的 CDR 或骨
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架序列中都不存在的残基。一般而言，人源化抗体将大体上包含至少一个并且通常两个

可变结构域的全部，其中所有或大体上所有的 CDR 区与非人类免疫球蛋白的 CDR 区相对

应并且所有或大体上所有的 FR 区为人免疫球蛋白共有序列的 FR 区。人源化抗体最好

还将包含免疫球蛋白恒定区 (Fc)，通常为人免疫球蛋白恒定区的至少一部分 [Jones 等，

Nature,321:522-525(1986) ；Riechmann 等，Nature,332:323-329(1988) ；和 Presta，Curr.

Op.Struct.Biol.,2:593-596(1992)]。

[0089] 人源化非人抗体的方法在本领域众所周知。通常，人源化抗体具有一个或

多个从非人类来源引入其中的氨基酸残基。这些非人类氨基酸残基常常称为导入残

基，其通常从导入可变结构域获得。基本上可按照 Winter 和同事的方法 [Jones 等，

Nature,321:522-525(1986) ；Riechmann 等，Nature 332:323-327(1988) ；Verhoeyen 等，

Science,239:1534-1536(1988)]，通过用啮齿动物 CDR 或 CDR 序列取代人抗体的相应序列

进行人源化。相应地，此类人源化抗体为嵌合抗体 (美国专利第 4,816,567 号 )，其中已经

用来自非人类物种的相应序列取代了大体上不大完整的人可变结构域。在实践中，人源化

抗体通常是其中一些 CDR 残基和可能一些 FR 残基由来自啮齿动物抗体中类似位点的残基

取代的人抗体。

[0090] 也可使用本领域已知的各种技术，包括噬菌体展示库生成人抗体 [Hoogenboom

和 Winter，J.Mol.Biol.,227:381(1991) ；Marks 等，J.Mol.Biol.,222:581(1991)]。

Cole 等 和 Boerner 等 的 技 术 也 可 用 于 制 备 人 单 克 隆 抗 体 (Cole 等，Monoclonal 

Antibodies and Cancer Therapy,Alan R.Liss， 第 77 页 (1985) 和 Boerner 等，

J.Immunol.,147(1):86-95(1991)]。类似地，可通过将人免疫球蛋白基因座引入转基因

动物，例如内源免疫球蛋白基因已经部分或完全灭活的小鼠体内，制成人抗体。激发后，

观察到人抗体生成，这在各个方面，包括基因重排、装配和抗体谱，这都非常类似于在人类

中所见。例如，在美国专利第 5,545,807、5,545,806、5,569,825、5,625,126、5,633,425、

5,661,016 号 和 下 列 科 技 出 版 物：Marks 等，Bio/Technology 10,:779-783(1992) ；

Lonberg 等，Nature 368:856-859(1994) ；Morrison，Nature 368 812-13(1994) ；Fishwild

等，Nature Biotechnology 14,845-51(1996) ；Neuberger，Nature Biotechnology 

14:826(1996) ；和 Lonberg 和 Huszar，Intern.Rev.Immunol.13,65-93(1995). 中描述了这

种方法。

[0091] 也可通过 RNA 沉默实现 SYNJ2 的下调。如本文所使用，短语“RNA 沉默”指由导致

相应的蛋白质编码基因的表达抑制或“沉默”的 RNA 分子介导的一组调控机制 [例如，RNA

干扰 (RNAi)、转录基因沉默(TGS)、转录后基因沉默(PTGS)、压制、共抑制和翻译阻遏]。已

经在许多类型的生物，包括植物、动物和真菌中观察到 RNA 沉默。

[0092] 如本文所使用，术语“RNA 沉默剂”指能够特异性抑制或“沉默”靶基因的表达的

RNA。在某些实施方案中，RNA沉默剂能够通过转录后沉默机制防止mRNA分子完全加工(例

如，全部翻译和 / 或表达 )。RNA 沉默剂包括非编码 RNA 分子，例如包含配对链的 RNA 双链

体，以及可由其生成如此小的非编码 RNA 的前体 RNA。示例性 RNA 沉默剂包括 dsRNA 例如

siRNA、miRNA 和 shRNA。在一个实施方案中，RNA 沉默剂能够诱导 RNA 干扰。在另一实施方

案中，RNA 沉默剂能够介导翻译阻遏。

[0093] 根据本发明的一个实施方案，RNA 沉默剂对靶 RNA( 例如，SYNJ2) 有特异性并不
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交叉抑制或沉默与靶基因表现出 99％或更低总体同源性，例如与靶基因表现出低于 98％、

97％、96％、95％、94％、93％、92％、91％、90％、89％、88％、87％、86％、85％、84％、83％、

82％、81％总体同源性的基因或剪接变体。

[0094] RNA 干扰指动物中由短干扰 RNA(siRNA) 介导的序列特异性转录后基因沉默过程。

植物中的相应过程通常称为转录后基因沉默或RNA沉默并且在真菌中也称为压制。转录后

基因沉默的过程被认为是用于防止外源基因表达的进化上保守的细胞防御机制并且通常

由不同区系和门共用。可能已经响应于经由特异性破坏同源单链RNA或病毒基因组RNA的

细胞反应，源自病毒感染或转座子元件向宿主基因组的随机整合的双链 RNA(dsRNA) 生成，

进化出这种对外源基因表达的防护。

[0095] 细胞中长 dsRNA 的存在刺激称为 dicer 的核糖核酸酶 III的活性。在将 dsRNA 加

工成称为短干扰 RNA(siRNA) 的 dsRNA 短片段中涉及到 dicer。源自 dicer 活性的短干扰

RNA 通常长度为约 21 至约 23 个核苷酸并且包含约 19 个碱基对的双链体。RNAi 反应也是

通常称为RNA诱导沉默复合物(RISC)的核酸内切酶复合物的特征，所述复合物介导具有与

siRNA 双链体的反义链互补的序列的单链 RNA 裂解。在与 siRNA 双链体的反义链互补的区

域中间发生靶 RNA 裂解。

[0096] 相应地，本发明的一些实施方案考虑到 dsRNA 下调由 mRNA 表达蛋白质的用途。

[0097] 根据一个实施方案，dsRNA 大于 30bp。由于相信双链 RNA 的这些较长区域将导致

诱导干扰素和PKR反应，所以长dsRNA(即大于30bp的dsRNA)的使用已经非常受限。然而，

使用长 dsRNA 可以提供许多优势，细胞可以选择减少试验许多 siRNA 的需要的最佳沉默序

列；长 dsRNA 将允许沉默库具有比对于 siRNA 而言所需更低的复杂性；并且，可能最重要的

是，长 dsRNA 在用作治疗剂时可防止病毒逃避突变。

[0098] 各种研究证明长 dsRNA 可用于沉默基因表达，不会诱导应激反应或产生显著

的脱靶效应 - 见例如 [Strat 等，Nucleic Acids Research，2006 年，第 34 卷，No.13 

3803–3810 ；Bhargava A 等，Brain Res.Protoc.2004 ；13:115–125 ；Diallo M. 等，

Oligonucleotides.2003 ；13:381–392 ；Paddison P.J. 等，Proc.Natl Acad.Sci.

USA.2002 ；99:1443–1448 ；Tran N. 等，FEBS Lett.2004 ；573:127–134]。

[0099] 具体而言，本发明根据其一些实施方式考虑到在干扰素途径未激活的细胞 ( 例如

胚细胞和卵母细胞 ) 中引入长 dsRNA( 超过 30 个碱基的转录产物 ) 用于基因沉默，见例如

Billy等，PNAS 2001，第 98卷，第 14428-14433页和 Diallo等，Oligonucleotides，2003年

10 月 1 日，13(5):381-392.doi:10.1089/154545703322617069。

[0100] 本发明根据其一些实施方式还考虑到引入特别设计为不诱导干扰素

和 PKR 途 径 的 长 dsRNA 用 于 下 调 基 因 表 达。 例 如，Shinagwa 和 Ishii[Genes&D

ev.17(11):1340-1345,2003]已经研发出称为pDECAP的载体，以从RNA聚合酶II(Pol II)

启动子表达长双链 RNA。因为来自 pDECAP 的转录产物缺乏促进 ds-RNA 输出到细胞质的

5'- 帽结构和 3'- 聚 (A) 尾部，所以来自 pDECAP 的长 ds-RNA 不诱导干扰素反应。

[0101] 在哺乳动物体系中避开干扰素和 PKR 途径的另一种方法是经由转染或内源性表

达引入小抑制性 RNA(siRNA)。

[0102] 术语“siRNA”指诱导 RNA 干扰 (RNAi) 途径的小抑制性 RNA 双链体 ( 通常介于

18-30 个碱基对之间 )。虽然最近已经描述 25-30 个碱基长度的化学合成 RNA 双链体与相
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同位置的21mer相比，效力增强可高达100倍，但是通常siRNA经化学合成为21mer，具有中

间 19bp 双链体区和末端的对称 2- 碱基 3'- 突出。观察到在引发 RNAi 中使用较长 RNA 获

得的更强效力经推理是由于为Dicer提供底物(27mer)而非产物(21mer)产生并且这提高

了 siRNA 双链体进入 RISC 的速率或效率。

[0103] 已经发现3'-突出的位置影响siRNA的效力并且在反义链上具有3'-突出的非对

称双链体通常比在有义链上具有3'-突出的非对称双链体更有效(Rose等，2005)。因为在

靶向反义转录产物时观察到相反的功效模式，所以这可归因于非对称链载入 RISC 中。

[0104] 双链干扰 RNA( 例如，siRNA) 的链可连接形成发夹或茎 -环结构 (例如，shRNA)。

因此，正如提到的那样，本发明一些实施方案的 RNA 沉默剂也可为短发夹 RNA(shRNA)。

[0105] 可在Chuang等(同上)SJ2–1(编码区1612–1633 ；5′AACGTGAACGGAGGAAAGCAG，

SEQ ID NO:3)、SJ2–2(3′非翻译区内的区域 5419–5440 ；5′ CTCTTGCTGATACGCGATATT，

SEQ ID NO:4) ；或传授 SYNJ2 的编码区 1612-1633 或 4925-4946 的 siRNA 的 Rusk 等 [Curr 

Biol.2003 年 4 月 15 日；13(8):659-63.Erratum in:Curr Biol.2003 年 9 月 30 日；

13(19):1746] 中找到小干扰 RNA 分子的实例。

[0106] 成 功 下 调 SYNJ2 mRNA 水 平 的 siRNA 序 列 的 其 它 实 例 包 括 但 不 限 于

GAAGAAACAUCCCUUUGAU(SEQ ID NO:5) 和 GGACAGCACUGCAGGUGUU(SEQ ID NO:6)。

[0107] 术语“shRNA”，如本文所使用，指具有茎 - 环结构，包含互补序列的第一和第二

区域，所述区域的互补程度和定向足够使得在所述区域之间发生碱基配对，第一和第二

区域通过环区连接，由于环区内核苷酸 ( 或核苷酸类似物 ) 之间缺乏碱基配对而产生环

的 RNA 剂。环内核苷酸的数量是介于并包括 3-23 或 5-15 或 7-13 或 4-9 或 9-11 的数

量。环内一些核苷酸可涉及与环内其它核苷酸的碱基 - 对相互作用。可用于形成环的寡

核苷酸的实例包括 5'-UUCAAGAGA-3'(Brummelkamp,T.R. 等 (2002)Science 296:550) 和

5'-UUUGUGUAG-3'(Castanotto,D. 等 (2002)RNA 8:1454)。本领域的技术人员将认识到所

生成的单链寡核苷酸形成包含能够与 RNAi 机制相互作用的双链区的茎 -环或发夹结构。

[0108] 成功下调 SYNJ2 mRNA 水平的 shRNA 序列的实例包括但不限于 CCGGCCTACGATACAA

GCGACAAATCTCGAAGATTTGTCGCTTGTATCGTAGGTTTTTG(SEQ ID NO:7) ；CCGGCGAGAGGAGATCATTC

GGAAACTCGAGTTTCCGAATGATCTCCTCTCGTTTTTG(SEQ ID NO:8) ；CCGGCCGGAAGAACAGTTTGAGCAA

CTCGAGTTGCTCAAACTGTTCTTCCGGTTTTTG(SEQ ID NO:9)。

[0109] 适合与本发明的一些实施方案一起使用的 RNA 沉默剂的合成可如下实现。第一，

在 AUG 起始密码子下游扫描 SYNJ2 mRNA 序列的 AA 二核苷酸序列。将每个 AA 和 3’相邻的

19 个核苷酸的出现记录为潜在 siRNA 靶位点。优选地，因为非翻译区 (UTR) 更富含调节蛋

白结合位点，所以siRNA靶位点选自开放阅读框。UTR结合蛋白和/或翻译起始复合物可能

干扰 siRNA 内切核酸酶复合物的结合 [Tuschl ChemBiochem.2:239-245]。不过应认识到，

正如对于 GAPDH 所证明那样，其中对准 5’UTR 的 siRNA 介导细胞 GAPDH mRNA 减少约 90％

并且完全去除了蛋白质含量 (wwwdotambiondotcom/techlib/tn/91/912dothtml)，对准非

翻译区的 siRNA 也可能有效。

[0110] 第 二，使 用 任 何 序 列 比 对 软 件，例 如 可 从 NCBI 服 务 器

(wwwdotncbidotnlmdotnihdotgov/BLAST/) 获得的 BLAST 软件，将潜在靶位点与适当的基

因组数据库 ( 例如，人、小鼠、大鼠等 ) 作比较。筛选出表现出与其它编码序列的显著同源
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性的推定靶位点。

[0111] 选择合格靶序列作为 siRNA 合成的模板。优选的序列是包括低 G/C 含量的序列，

因为已经证实与 G/C 含量高于 55％的序列相比，其介导基因沉默更有效。沿着靶基因的长

度优选几个靶位点做评价。为了更好地评价所选siRNA，优选一起使用阴性对照。阴性对照

siRNA 优选包括与 siRNA 相同的核苷酸组成，但是与基因组没有显著同源性。因此，优选使

用 siRNA 的乱序核苷酸序列，条件是其未显示出与其它任何基因的任何显著同源性。

[0112] 应认识到，本发明一些实施方案的RNA沉默剂无需限制为仅含RNA的那些分子，但

是进一步涵盖经化学修饰的核苷酸和非核苷酸。

[0113] 在一些实施方案中，本文提供的 RNA 沉默剂可与细胞穿透肽在功能上相关。如本

文所使用，“细胞穿透肽”是包含赋予与跨细胞质和 /或细胞核膜运输膜渗透性复合物相关

的非能量依赖性(即，非胞吞 )易位性质的短(约 12-30个残基 )氨基酸序列或功能基序。

在本发明一些实施方案的膜渗透性复合物中使用的细胞穿透肽优选包含至少一个非功能

性半胱氨酸残基，其游离或经衍生化与为这样连接已经修饰的双链核糖核酸形成二硫键。

在美国专利第 6,348,185 号中列出了赋予此类性质的代表性氨基酸基序，其内容明确地以

引用的方式并入本文。本发明一些实施方案的细胞穿透肽优选包括但不限于 penetratin、

transportan、pIsl、TAT(48-60)、pVEC、MTS 和 MAP。

[0114] 要使用RNA沉默剂靶向的mRNA包括但不限于其表达与不良表型性状相关的mRNA。

可能靶向的示例性 mRNA 是编码截短蛋白，即包含缺失的 mRNA。相应地，本发明一些实施方

案的RNA沉默剂可靶向所述缺失任一侧的桥接区。向细胞中引入此类RNA沉默剂会引起突

变蛋白下调，同时使非突变蛋白不受影响。

[0115] 根据另一实施方案，RNA 沉默剂可为 miRNA。

[0116] 术语“微 RNA”、“miRNA”和“miR”同义并且指长度约 19-28 个核苷酸，调节基因表

达的非编码单链RNA分子的总称。在各种生物(virusesdotfwdarwdothumans)中发现miRNA

并且已经证实在发育、体内稳态和疾病病因学上起作用。

[0117] 下面是对 miRNA 活性机制的简单描述。

[0118] 编码miRNA的基因转录，导致称为pri-miRNA的 miRNA前体生成。pri-miRNA通常

是包含多个 pri-miRNA 的多顺反子 RNA 的一部分。pri-miRNA 可与茎和环形成发夹。茎可

能包含错配碱基。

[0119] pri-miRNA的发夹结构由为RNA酶III核酸内切酶的Drosha识别。Drosha通常识

别 pri-miRNA 中的末端环并且将约两个螺旋转角裂解成茎以生成称为 pre-miRNA 的 60-70

个核苷酸的前体。Drosha 以 RNA 酶 III 核酸内切酶典型的交错切口裂解 pre-miRNA，产生

带 5' 磷酸和～ 2 个核苷酸的 3' 突出的 pre-miRNA 茎环。据估计茎 ( ～ 10 个核苷酸 ) 伸

出Drosha裂解位点的约一个螺旋转角对有效加工必不可少。然后pre-miRNA通过Ran-GTP

和输出受体输出蛋白 -5 从细胞核主动运输到细胞质。

[0120] 然后 pre-miRNA 的双链茎由也是 RNA 酶 III 核酸内切酶的 Dicer 识别。Dicer 也

可识别在茎环基部的 5' 磷酸和 3' 突出。然后 Dicer 裂解掉末端环，两个螺旋转角离开茎

环基部，留下另外的 5' 磷酸和～ 2 个核苷酸的 3' 突出。所生成的可能包含错配的 siRNA

样双链体包含成熟 miRNA 和称为 miRNA* 的相似大小的片段。miRNA 和 miRNA* 可能源自

pri-miRNA 和 pre-miRNA 的相对臂。可在克隆 miRNA 库中找到 miRNA* 序列，但是通常频率
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比 miRNA 低。

[0121] 虽然最初与miRNA*一起作为双链物种存在，但是miRNA最终作为单链RNA并入称

为RNA诱导沉默复合物(RISC)的核糖核蛋白复合物中。各种蛋白质均可形成RISC，这样可

在对miRNA/miRNA*双链体的特异性、靶基因结合位点、miRNA活性(阻遏或激活)和miRNA/

miRNA* 双链体的哪一条链载入 RISC 的方面导致可变性。

[0122] 当 miRNA:miRNA* 双 链 体 的 miRNA 链 载 入 RISC 时，去 除 并 降 解 miRNA*。

miRNA:miRNA* 双链体中载入 RISC 的链是其 5' 末端配对不太牢固的链。在 miRNA:miRNA*

的两端具有大致相当的 5' 配对的情况下，miRNA 和 miRNA* 可能都具有基因沉默活性。

[0123] RISC基于miRNA和 mRNA之间的高互补性水平，特别是通过miRNA的核苷酸2-7识

别靶核酸。

[0124] 许多研究已着眼于为实现翻译的有效抑制，miRNA 及其 mRNA 靶标之间的碱基配对

要求 (经 Bartel 2004 年审核，Cell 116-281)。在哺乳动物细胞中，miRNA 的前 8个核苷

酸可能很重要 (Doench&Sharp 2004GenesDev 2004-504)。然而，微 RNA 的其它部分也可能

参与 mRNA 结合。而且，3’处足够的碱基配对可补偿 5’处的配对不足 (Brennecke 等，2005 

PLoS 3-e85)。分析全基因组上 miRNA 结合的计算研究已经表明在靶标结合中对 miRNA 的

5’处的碱基 2-7 的特定作用，但是也公认了通常发现为“A”的第一个核苷酸的作用 (Lewis

等 2005 Cell 120-15)。类似地，Krek等使用核苷酸1-7或 2-8鉴定和验证靶标(2005,Nat 

Genet 37-495)。

[0125] mRNA 中的靶位点可能在 5'UTR、3'UTR 或编码区内。有趣的是，多个 miRNA 可通过

识别相同或多个位点调节相同 mRNA 靶标。大多数基因识别靶标中多个 miRNA 结合位点的

存在可能表明多个 RISC 的协同作用提供了最有效的翻译抑制。

[0126] miRNA 可指示 RISC 通过两种机制中的任一种下调基因表达：mRNA 裂解或翻译阻

遏。如果 mRNA 与 miRNA 有一定程度的互补性，则 miRNA 可指定 mRNA 的裂解。当 miRNA 指

导裂解时，切口通常介于与 miRNA 的残基 10 和 11 的核苷酸配对之间。可选地，如果 miRNA

与 miRNA没有必要程度的互补性，则miRNA可阻遏翻译。翻译阻遏可能在动物中更普遍，因

为动物可能在 miRNA 和结合位点之间具有更低程度的互补性。

[0127] 应该注意的是，在任一对 miRNA 和 miRNA* 的 5’和 3’末端可能存在可变性。这种

可变性可能是由于 Drosha 和 Dicer 对于裂解位点酶促加工的可变性。miRNA 和 miRNA* 的

5’和 3’末端的可变性也可能是由于 pri-miRNA 和 pre-miRNA 茎结构中的错配。茎链的错

配可能产生一群不同的发夹结构。茎结构的可变性也可能导致 Drosha 和 Dicer 裂解产物

的可变性。

[0128] 术语“微 RNA 模拟物”指能够进入 RNAi 途径并调节基因表达的合成非编码 RNA。

miRNA 模拟物模仿内源微 RNA(miRNA) 的功能并且可设计成成熟、双链分子或模拟物前体

(例如，pre-miRNA)。miRNA 模拟物可由经修饰或未经修饰的 RNA、DNA、RNA-DNA 杂交体或

替代核酸化学物质 ( 例如，LNA 或 2'-O,4'-C- 乙烯 - 桥接核酸 (ENA)) 构成。对于成熟、

双链 miRNA 模拟物而言，双链体区的长度可在 13-33、18-24 或 21-23 个核苷酸之间变化。

miRNA 也可包含总计至少 5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39 或 40 个核苷酸。miRNA 的序列也可能

是 pre-miRNA 的前 13-33 个核苷酸。miRNA 的序列也可能是 pre-miRNA 的后 13-33 个核苷

说  明  书CN 104822390 A

19



        17/45 页

20

酸。

[0129] 从上文提供的描述应认识到，可按许多方式实现癌细胞与 miRNA 接触：

[0130] 1. 用成熟双链 miRNA 瞬时转染癌细胞。

[0131] 2. 用编码成熟 miRNA 的表达载体稳定或瞬时转染癌细胞。

[0132] 3. 用编码 pre-miRNA 的表达载体稳定或瞬时转染癌细胞。pre-miRNA 序列可能

包含 45-90、60-80 或 60-70 个核苷酸。pre-miRNA 序列可能包含如本文所述的 miRNA 和

miRNA*。pre-miRNA 序列也可能是从 pri-miRNA 的 5’和 3’末端排除 0-160 个核苷酸的

pri-miRNA 序列。

[0133] 4.用编码 pri-miRNA的表达载体稳定或瞬时转染癌细胞。pri-miRNA序列可能包

含 45-30,000、50-25,000、100-20,000、1,000-1,500 或 80-100 个核苷酸。pri-miRNA 序列

可能包含如本文所述的 pre-miRNA、miRNA 和 miRNA* 及其变体。

[0134] 能够下调 SYNJ2 另一种试剂是能够特异性裂解 SYNJ2 的 mRNA 转录产物或 DNA 序

列的 DNA 酶分子。DNA 酶是能够裂解单链和双链靶序列的单链多聚核苷酸 (Breaker,R.

R. 和 Joyce,G.Chemistry and Biology 1995 ；2:655 ；Santoro,S.W.&Joyce,G.F.Proc.

Natl,Acad.Sci.USA 1997 ；943:4262)。已经提出了 DNA 酶的一般模型 (“10-23”模

型 )。“10-23”DNA 酶具有一个 15 个脱氧核糖核苷酸的催化结构域，其侧面是两个各

7-9 个脱氧核糖核苷酸的底物识别结构域。这类 DNA 酶可在嘌呤 : 嘧啶接点处有效裂解

其底物 (Santoro,S.W.&Joyce,G.F.Proc.Natl,Acad.Sci.USA 199 ；对 DNA 酶的评论，见

Khachigian,LM[Curr Opin Mol Ther 4:119-21(2002)]。

[0135] 在 Joyce 等的美国专利第 6,326,174 号中已经公开了构建和扩增识别单链和双

链靶裂解位点的合成、工程化 DNA 酶的实例。最近观察到针对人尿激酶受体的类似设计的

DNA 酶抑制尿激酶受体表达，并且成功抑制体内结肠癌细胞转移 (Itoh 等，20002,Abstract 

409,Ann Meeting Am Soc Gen Ther wwwdotasgtdotorg)。在另一种应用中，与bcr-ab1致

癌基因互补的 DNA 酶在白血病细胞中成功抑制致癌基因表达，并且在 CML 和 ALL 的情况下

减小了在自身骨髓移植中的复发率。

[0136] 也可使用能够与编码 SYNJ2 的 mRNA 转录产物特异性杂交的反义多聚核苷酸实现

SYNJ2 的下调。

[0137] 必须在考虑对反义方法重要的两个方面的同时实现可用于有效下调 SYNJ2 的反

义分子的设计。第一方面是寡核苷酸向适当细胞的细胞质的递送，而第二方面是以抑制其

翻译的方式特异性结合细胞内指定 mRNA 的寡核苷酸的设计。

[0138] 现有技术传授了许多可用于有效地将寡核苷酸递送到各种细胞类型的递送策

略 [见，例如，Luft J Mol Med 76:75-6(1998) ；Kronenwett 等 Blood 91:852-62(1998) ；

Rajur 等 Bioconjug Chem 8:935-40(1997) ；Lavigne 等 Biochem Biophys Res Commun 

237:566-71(1997) 和 Aoki 等 (1997)Biochem Biophys Res Commun 231:540-5(1997)]。

[0139] 另外，根据说明靶 mRNA 和寡核苷酸中结构改变的能量学的热力学循环，鉴定对

其靶 mRNA 的预测结合亲和力最高的序列的算法也可用 [ 见，例如，Walton 等 Biotechnol 

Bioeng 65:1-9(1999)]。

[0140] 此类算法已经成功用于在细胞中实现反义方法。例如，Walton 等研发的算法使得

科学家们能够成功设计兔 β- 珠蛋白 (RBG) 和小鼠肿瘤坏死因子 -α(TNFα) 转录产物的
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反义寡核苷酸。同一研究小组新近已报道，通过动力学PCR技术评估，在细胞培养物中对三

种模型靶 mRNA( 人乳酸脱氢酶 A 和 B 和兔 gp130) 合理选择的寡核苷酸的反义活性证明在

几乎所有情况下，包括在具有磷酸二酯和硫代磷酸酯寡核苷酸化学性质的两种细胞类型中

对三种不同靶标的试验中有效。

[0141] 另外，还公开了使用体外系统设计和预测特定寡核苷酸的效率的几种方法

(Matveeva 等，Nature Biotechnology 16:1374-1375(1998)]。

[0142] 例如，靶向 SYNJ2 mRNA( 其编码 SYNJ2 蛋白 ) 的适合反义寡核苷酸将具有以下

序列：CCCTTTGTCTGCCACCTCCT(SEQ ID NO:10)、ACCCATCTTGCTCTCTCCC(SEQ ID NO:11) 和

TCTTCCTCCACCACAGCACC(SEQ ID NO:12)。

[0143] 几项临床试验已经证明反义寡核苷酸的安全性、可行性和活性。例如，已经成功使

用了适合治疗癌症的反义寡核苷酸[Holmund等，Curr Opin Mol Ther1:372-85(1999)]，而

经由靶向 c-myb 基因、p53 和 Bcl-2 的反义寡核苷酸治疗血液恶性肿瘤已进入临床试验并

且已经证实患者耐受 [Gerwitz Curr Opin Mol Ther1:297-306(1999)]。

[0144] 最近，已经报道在小鼠模型中反义介导的人乙酰肝素酶基因表达抑制，抑制了人

癌细胞的胸膜种植转移 [Uno 等，Cancer Res 61:7855-60(2001)]。

[0145] 因此，目前的共识是在如上所述，已导致产生高度精确的反义设计算法和各种寡

核苷酸递送系统的反义技术领域的最新发展，使得普通技术人员能够设计并实现适合下调

已知序列的表达，而无需采取不当试验和错误实验的反义方法。

[0146] 能够下调 SYNJ2 的另一种试剂是能够特异性裂解编码 SYNJ2 的 mRNA 转录产物的

核酶分子。核酶正越来越多地用于通过裂解编码目标蛋白的 mRNA，序列特异性抑制基因

表达 [Welch 等，Curr Opin Biotechnol.9:486-96(1998)]。将核酶设计为裂解任何特定

靶 RNA 的可能性已使其在基础研究和治疗应用中成为宝贵的工具。在治疗领域，核酶已

开发用于靶向传染病中的病毒 RNA、癌症中的显性致癌基因和遗传病中的特定体细胞突变

[Welch 等，Clin Diagn Virol.10:163-71(1998)]。最为显著的是，HIV 患者的几种核酶基

因疗法已经处于 1 期试验。最近，核酶已经用于转基因动物研究、基因靶标验证和途径说

明。几种核酶处于临床试验的不同阶段。ANGIOZYME 是要在人类临床试验中研究的首个经

化学合成的核酶。ANGIOZYME 特异性抑制 VEGF-r( 血管内皮生长因子受体 )，血管生成途

径中的一种关键组分的形成。Ribozyme Pharmaceuticals,Inc. 以及其它公司已经证明

了抗血管生成疗法在动物模型中的重要性。在细胞培养测定法中发现 HEPTAZYME，设计为

选择性破坏丙型肝炎病毒 (HCV)RNA 的一种核酶，减少丙型肝炎病毒 RNA 有效 (Ribozyme 

Pharmaceuticals,Incorporated-WEB 首页 )。

[0147] 能够下调 SYNJ2 的另一种试剂将为结合和 /或裂解 SYNJ2 的任何分子。

[0148] 本发明揭开了成为 SYNJ2 在细胞运动中的作用基础的一般机理。

[0149] 图15中列出了原理。相应地，关键事件需要EGF诱导的 SYNJ2上调及由此引起的

3种磷酸肌醇损耗：PI(4,5)P2、PI(3,4,5)P3和 PI(3,5)P 2。SYNJ2 介导的 PI(4,5)P2脱磷酸

与PI(4,5)P2受磷脂酶C-γ降解和受PI3K磷酸化并行，这样生成PI(3,4,5)P 3。总的来说，

3种酶受 EGF 的刺激使一组 PI(4,5)P2结合剂从质膜离解，并且还生成无 PI(4,5)P 2的内吞

囊泡。同时，SYNJ2 将 PI(3,4,5)P3转化成侵袭伪足形成所必需的 PI(3,4)P 2。一旦到位，

PI(3,4)P2就结合 TKS5 并且使以发动蛋白和皮动蛋白为中心的复合物成核，该复合物使得
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丝切蛋白能够在侵袭伪足内产生肌动蛋白钩端。根据本结果，SYNJ2也涉及下一侵袭伪足突

变步骤，即 MMP 分泌及 MT1-MMP 和其它表面分子例如 CD44 的递送。以类似方式，SYNJ2 控

制 EGFR 和整联蛋白向前缘的递送，并且很可能激活丝切蛋白，这是指示板状伪足突出形成

的关键事件。

[0150] 这些发现可用于鉴定为肿瘤转移推定抑制剂的 SYNJ2 抑制剂。

[0151] 因此，根据本发明的一方面，提供了一种鉴定肿瘤转移的推定抑制剂的方法，所述

方法包括在试验试剂的存在下，分析 SYNJ2 介导的 PI(3,4,5)P3向 PI(3,4)P 2的加工，其中

在所述试验试剂的所述存在下 PI(3,4,5)P3向 PI(3,4)P 2的加工，与其不存在时 PI(3,4,5)

P3向 PI(3,4)P 2的加工相比减少，表明为肿瘤转移的推定抑制剂。

[0152] 试验试剂可为生物分子 ( 蛋白质 ( 例如肽或抗体 )、核酸分子 ( 例如沉默剂 )、碳

水化合物、脂质或其组合 )或小分子 (例如，化学品 )。

[0153] 所述方法可在体内或体外实现。后者可在细胞体系中或使用无细胞体系执行。

[0154] 示例性测定法牵涉通过竞争测定法分析 SYNJ2 介导的 PI(3,4,5)P3向 PI(3,4)P 2

的加工。

[0155] 相应地，竞争测定法测试 PI(3,4)P2结合结构域从包含与 PI(3,4)P 2结合的

PI(3,4)P2结合结构域的复合物的位移。

[0156] 根据一示例性实施方案，采用荧光偏振竞争测定法。所述测定法依赖一旦分子结

合更大的隔绝元件 (例如，蛋白质 )，其在空间上的运动就显著降低的原理。可使用允许在

从样品的平行和垂直平面测量后，测定荧光偏振的荧光探针检测和测量这种现象。相应地，

溶液中未结合的荧光分子产生极低偏振读数，但是向溶液添加结合 ( 隔绝 ) 这些分子的检

测剂 (例如，结合蛋白 )时，荧光分子在增大溶液中的偏振读数的受限组合物中稳定。

[0157] 例如，所述测定法可包括 PI(3,4)P2结合结构域 ( 例如，PH- 结构域例如 Tapp1PH

结构域，SEQ ID NO:15-16) 和荧光 PI(3,4)P2，连同重组 SYNJ2 及其非荧光底物，PI(3,4,5)

P3。SYNJ2 催化活性的产物置换荧光 PI(3,4)P2，从而降低荧光偏振。

[0158] 根据特定实施方案，使用商业5’PI(3,4,5)P3磷酸酶活性荧光偏振测定法(例如，

Echelon Bioscience，产品目录号 K-1400)。

[0159] 根据特定实施方案，在准备或不准备试验试剂，允许 SYNJ2 催化活性 ( 脱磷酸 )

的条件下温育包含 SYNJ2 和作为底物的 PI(3,4,5)P3 的反应混合物。例如，试验试剂可为

小分子、核酸分子、肽、抗体、碳水化合物或其组合。温育后，将含 PI(3,4)P2 产物的溶液与

PI(3,4)P2 结合蛋白 (例如，Tapp1 的 PH- 结构域，SEQ ID NO:15) 和荧光 PI(3,4)P2 的混

合物混合并测量荧光偏振。该测定法中测得的偏振值在由通过SYNJ2酶活性生成的未标记

PI(3,4)P2 置换结合的荧光 PI(3,4)P2 分子时减小并且未结合荧光 PI(3,4)P2 分子的量增

加。在试验试剂的存在下荧光偏振值与试验试剂不存在时的值相比增大的情况下，试验试

剂为推定 SYNJ2 抑制剂。

[0160] 一经鉴定，就使用如以下进一步举例说明的相关测定法，例如明胶酶谱测定法、

transwell 测定法和试验动物进一步证实试验试剂作为抗转移药物的功能性。

[0161] 使用这种方法，本发明人已经根据本发明的一些实施方案鉴定了许多可用作

SYNJ2 抑制剂的小分子。图 19 中描绘了这些分子并于下文，实施例 10 的表 2中示出。

[0162] 正如提到的那样，除与癌症发作或进展相关的细胞表面受体的抑制剂外，还施用
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SYNJ2 抑制剂。根据本发明的一个实施方案，受体为致癌基因。

[0163] 可根据本发明靶向的受体的实例为受体酪氨酸激酶，例如 EGFR、PDGFR、VEGFR、

FGFR 和 ErbB-2。

[0164] 可靶向的其它表面分子包括整联蛋白基质金属蛋白酶 (MMP)、发动蛋白、TKS5 和

CD44。

[0165] 细胞表面分子的抑制剂在本领域众所周知。下文提供了此类抑制剂的非限制性列

表。

[0166] 因此例如，鉴定 EGFR 为致癌基因已导致针对 EGFR 的抗癌疗法的发展。

[0167] 西妥昔单抗 (cetuximab) 和帕尼单抗 (panitumumab) 是单克隆抗体抑制剂的实

例。临床研究的其它单克隆抗体为扎鲁木单抗(zalutumumab)、尼妥珠单抗(nimotuzumab)

和马妥珠单抗(matuzumab)。单克隆抗体阻滞细胞外配体结合结构域。阻滞结合位点后，信

号分子再也无法附着于此和激活酪氨酸激酶。

[0168] 另一种方法是使用小分子抑制在受体胞质一侧的 EGFR 酪氨酸激酶。没有激酶

活性，EGFR 自身无法活化，这是下游衔接蛋白结合的先决条件。表面上通过中断依赖于该

途径生长的细胞内的信号级联，减少肿瘤增殖和迁移。吉非替尼 (gefitinib)、埃罗替尼

(erlotinib) 和拉帕替尼 (lapatinib)( 混合的 EGFR 和 ERBB2 抑制剂 )是小分子激酶抑制

剂的实例。其它实例包括直接靶向 EGFR 的易瑞沙 (Iressa) 和特罗凯 (Tarceva)。

[0169] HER2 是单克隆抗体曲妥珠单抗 (trastuzumab)( 作为 Herceptin 在市场上出售 )

的靶标。曲妥珠单抗仅在 HER2 过表达的癌症中有效。另一种抑制 HER2 和 HER3 受体二聚

化的单克隆抗体，帕妥株单抗 (Pertuzumab)，于 2012 年 6 月经 FDA 批准与曲妥珠单抗组合

使用。

[0170] 另外，NeuVax(Galena Biopharma) 是指示“杀伤”T细胞靶向并破坏表达 HER2 的

癌细胞的肽基免疫疗法。

[0171] 通过雌激素受体发信号调节 HER2 的表达。通过雌激素受体作用的雌二醇

(estradiol) 和它莫西芬 (tamoxifen) 下调 HER2 的表达。

[0172] 下面列出了可根据本发明使用的抗体的实例而决非意在为限制性。

[0173] 表 1

[0174] 
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[0175] SYNJ2 的抑制剂和任选如本文所述的细胞表面受体的抑制剂可本身或呈与适合载

体或赋形剂混合的药物组合物施用给受试者。

[0176] 如本文所使用，“药物组合物”指本文所述一种或多种活性成分与其它化学组分例

如生理上适合的载体和赋形剂的制剂。药物组合物的目的是利于向生物施用化合物。

[0177] 本文中术语“活性成分”指可解释生物效应的 SYNJ2 抑制剂 ( 和任选细胞表面受

体的抑制剂 )。

[0178] 在下文中，可交换使用的短语“生理上可接受的载体”和“药学上可接受的载体”指

不会对生物产生显著刺激并且不会消除施用化合物的生物活性和特性的载体或稀释剂。佐

剂包括在这些短语下。

[0179] 本文中术语“赋形剂”指添加到药物组合物中以更利于施用活性成分的惰性物质。

赋形剂的实例包括但不限于碳酸钙、磷酸钙、各种糖和各类淀粉、纤维素衍生物、明胶、植物

油和聚乙二醇。

[0180] 在“Remington’s Pharmaceutical Sciences,”Mack Publishing Co.,Easton,PA

最新版中可找到配制和施用药物的技术，其以引用的方式并入本文。

[0181] 适合的施用途径可能包括(例如)口服、直肠、透粘膜，尤其是经鼻、肠内或肠胃外

递送，包括肌肉、皮下和髓内注射以及胸内、直接心室内、心脏内递送到(例如)右或左心室

腔、常见冠状动脉内，经静脉、腹膜内、鼻内或眼内注射。

[0182] 向中枢神经系统 (CNS) 递送药物的传统方法包括 ：神经外科策略 ( 例如，脑内注

射或脑室灌注)；试剂的分子操纵(例如，生成包含对内皮细胞表面分子有亲和力的转运肽

结合本身不能够跨过BBB的试剂的嵌合融合蛋白)以试图利用BBB的其中一个内源运输途

径；设计用于增加试剂的脂溶性的药理学策略 ( 例如，水溶性试剂与脂质或胆固醇载体偶

联 )；和通过高渗破坏 ( 由向颈动脉注入甘露糖醇溶液或使用生物活性剂例如血管紧张素
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肽引起 ) 暂时破坏 BBB 的完整性。然而，这些策略中的每一种都有局限性，例如与侵入性

外科手术相关的固有风险，内源运输体系固有局限性强加的尺寸限制，与全身施用由在 CNS

外可具活性的载体基序构成的嵌合分子相关的潜在有害生物副作用和 BBB 受破坏的脑部

区域内脑损伤的可能风险，这使其成为次优递送方法。

[0183] 可选地，可能以局部而非全身方式施用药物组合物，例如通过向患者的组织区域

直接注射药物组合物。

[0184] 术语“组织”指由为进行一种功能或多种功能而设计的细胞组成的生物体的一部

分。实例包括但不限于脑组织、视网膜、皮肤组织、肝组织、胰腺组织、骨、软骨、结缔组织、血

液组织、肌肉组织、心脏组织脑组织、血管组织、肾组织、肺组织、性腺组织、造血组织。

[0185] 可通过本领域众所周知的工艺，例如借助于常规混合、溶解、造粒、糖衣制备、研

磨、乳化、封装、包埋或冻干工艺生产本发明一些实施方案的药物组合物。

[0186] 因此可按传统方式使用包含利于将活性成分加工成药学上可用的制剂的赋形剂

和助剂的生理上可接受的载体配制根据本发明一些实施方案使用的药物组合物。适当的制

剂取决于所选施用途径。

[0187] 对于注射，可将药物组合物的活性成分配制于水溶液，优选于生理上相容的缓冲

液中例如 Hank 溶液、林格氏溶液或生理盐缓冲液。对于透粘膜施用，在制剂中使用适于要

透过的屏障的渗透剂。此类渗透剂通常在本领域中已知。

[0188] 对于口服施用，通过将活性化合物与本领域众所周知的药学上可接受的载体合

并，可容易地配制药物组合物。此类载体使得能够将药物组合物配制成片剂、丸剂、糖衣丸、

胶囊、液体、凝胶、糖浆、浆液、混悬液等，供患者口服。可使用固体赋形剂，在需要时添加适

合助剂后任选研磨所得混合物，并加工颗粒混合物，以获得片剂或糖衣丸核，制成供口服使

用的药物制剂。适合的赋形剂尤其为填料例如糖类，包括乳糖、蔗糖、甘露糖醇或山梨糖醇；

纤维素制剂例如玉米淀粉、小麦淀粉、米淀粉、马铃薯淀粉、明胶、黄蓍胶、甲基纤维素、羟

丙基甲基 - 纤维素、羧甲基纤维素钠；和 / 或生理上可接受的聚合物例如聚乙烯吡咯烷酮

(PVP)。若需要，可添加崩解剂，例如交联聚乙烯吡咯烷酮、琼脂或海藻酸或其盐例如海藻酸

钠。

[0189] 为糖衣丸核提供了适合包衣。为了这个目的，可使用可能任选含有阿拉伯树胶、滑

石、聚乙烯吡咯烷酮、卡波姆凝胶、聚乙二醇、二氧化钛、漆溶液和适合有机溶剂或溶剂混合

物的浓糖溶液。可向片剂或糖衣丸包衣添加着色剂或色素以鉴定或表征活性化合物剂量的

不同组合。

[0190] 可口服使用的药物组合物包括由明胶制成的推入配合胶囊以及由明胶和增塑剂，

例如甘油或山梨糖醇制成的软密封胶囊。推入配合胶囊可能含有与填料例如乳糖、粘合剂

例如淀粉、润滑剂例如滑石或硬脂酸镁和任选稳定剂混合的活性成分。在软胶囊中，活性成

分可溶解或悬浮于适合液体，例如脂肪油、液体石蜡或液体聚乙二醇中。另外，可添加稳定

剂。供口服施用的所有制剂都应呈适合所选施用途径的剂量。

[0191] 对于口腔施用，所述组合物可呈以传统方式配制的片剂或锭剂形式。

[0192] 对于通过鼻吸入施用，根据本发明一些实施方案使用的活性成分便于呈气溶胶喷

雾呈现形式，借助于适合的推进剂，例如二氯二氟甲烷、三氯氟甲烷、二氯 - 四氟乙烷或二

氧化碳从加压包或喷雾器中递送。在为加压气溶胶的情况下，可通过提供递送计量好的量
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的阀门测定剂量单位。可配制含化合物和适合粉末基质例如乳糖或淀粉的粉末混合物，例

如用于分配器中的明胶胶囊和药筒。

[0193] 可配制本文所述的药物组合物供肠胃外施用，例如通过快速浓注或持续输注。注

射用制剂可呈单位剂型，例如于任选添加了防腐剂的安瓿或多剂量容器中呈现。所述组合

物可能是于油性或水性媒介物中的混悬液、溶液或乳液，并且可能含有配方剂，例如助悬

剂、稳定剂和 /或分散剂。

[0194] 供肠胃外施用的药物组合物包括呈水溶性形式的活性制剂的水溶液。另外，活性

成分的混悬液可制备成适当的油或水基注射混悬液。适合的亲脂性溶剂或媒介物包括脂肪

油例如芝麻油，或合成脂肪酸酯例如油酸乙酯、甘油三酯或脂质体。含水注射混悬液可含有

增加混悬液粘度的物质，例如羧甲基纤维素钠、山梨糖醇或葡聚糖。任选地，混悬液还可能

含有适合稳定剂或增加活性成分的溶解性的试剂以允许制备高浓溶液。

[0195] 可选地，活性成分可能呈粉末形式，以在使用之前用适合媒介物例如无菌、无热原

水基溶液复水。

[0196] 也可使用(例如)传统栓剂基质例如可可油或其它甘油酯将本发明一些实施方案

的药物组合物配制成直肠组合物，例如栓剂或保留灌肠剂。

[0197] 适合在本发明一些实施方案的情况下使用的药物组合物包括其中含实现预期目

的有效的量的活性成分的组合物。更具体地，治疗有效量指活性成分(SYNJ2抑制剂)预防、

减轻或改善病症 (例如，癌症或转移癌 )的症状或延长受治受试者的存活期有效的量。

[0198] 特别是根据本文提供的详细公开内容，治疗有效量的测定在本领域技术人员的能

力范围内。

[0199] 对于用于本发明的方法的任何制剂而言，最初由体外和细胞培养测定法估计治疗

有效量。例如，在动物模型中可配制一剂量以达到所需浓度或滴度。这种信息可用于更精

确地测定在人类中的有用剂量。

[0200] 可在体外、细胞培养或实验动物中，通过标准制药程序测定本文所述活性成分的

毒性和疗效。从这些体外和细胞培养测定法和动物研究获得的数据可用于配制用于人类的

一系列剂量。剂量可根据采用的剂型和利用的施用途径改变。确切的配方、施用途径和剂

量可由个别医师鉴于患者的状况选择(见例如，Fingl等，1975年在"The Pharmacological 

Basis of Therapeutics"，第 1章第 1页 )。

[0201] 可单独调节剂量和间隔以提供足以诱导或抑制生物效应的 SYNJ2 抑制剂水平的

活性成分 (最低有效浓度，MEC)。对于每种制剂 MEC将不同，但是可由体外数据估计。达到

MEC 所必需的剂量将取决于个体特征和施用途径。检测测定法可用于测定血浆浓度。

[0202] 根据待治病状的严重程度和反应性，给药可分单次或多次施用，疗程持续几天至

几周或直至达到治愈或实现疾病状态减轻。

[0203] 当然，要施用的组合物的量将取决于受治受试者、痛苦严重程度、施用方式、处方

医师的判断等。

[0204] 若需要，本发明一些实施方案的组合物可于可能装有含活性成分的一种或多种单

位剂型的包装或分配器装置，例如FDA批准的试剂盒中呈现。所述包装可能(例如)包含金

属或塑料箔，例如泡罩包装。所述包装或分配器装置可能附有施用说明书。所述包装或分

配器还可能提供有与容器相伴的呈管制医药品的生产、使用或销售的政府机关规定形式的
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通知，所述通知反映组合物形式或人或兽医施用受该机关批准。例如，此类通知可能具有经

美国食品和药物管理局批准用于处方药物的标记或具有经批准的产品说明书。如以上所进

一步详述，也可制备包含配制于相容药物载体中的本发明制剂的组合物，置于适当容器中，

并且标记用于治疗指定病状。

[0205] 根据 SYNJ2 对细胞迁移的贡献，本发明人观察到在侵袭性癌症亚型中 SYNJ2 mRNA

和蛋白质水平显著上调，表明 SYNJ2 可用作预后指标。

[0206] 因此，根据本发明的一方面，通过了一种在有需要的受试者中癌症预后的方法，所

述方法包括测定受试者癌细胞中 SYNJ2 的水平或活性，其中在所述受试者癌细胞中所述

SYNJ2 的所述水平或活性与在未受影响的对照样品的细胞中相比上调，表明预后不良。

[0207] 如本文所使用，术语“预后”指确定疾病 (癌症 )的结果。

[0208] 如本文所使用，“预后不良”指疾病复发风险增加和 /或因疾病死亡的风险增加。

[0209] 如本文所使用，术语“水平”指 DNA( 基因扩增 )、RNA 或蛋白质的表达水平。

[0210] 如本文所使用，“SYNJ2 活性”主要指其磷酸酶活性，即将 PI(3,4,5)P3转化为

PI(3,4)P2。

[0211] 根据一个特定实施方案，使用体外活性测定法测定活性。

[0212] 体外活性测定法：在这些方法中，测量从细胞提取的蛋白质混合物中特定酶 ( 在

这种情况下为磷酸酶)的活性。可在分光光度计孔内使用比色法测量活性或可在非变性丙

烯酰胺凝胶 (即，活性凝胶 )中测量。电泳后，将凝胶浸入含底物和比色试剂的溶液中。所

产生的染色带与目标蛋白质的酶活性相对应。如果精确校准并且在线性反应范围内，则样

品中存在的酶量与产生颜色的量成正比。通常采用酶标准品来提高定量精确性。

[0213] 以上描述了SYNJ2的特定测定法，其中试验了PI(3,4,5)P3向PI(3,4)P 2的转化活

性。

[0214] 检测蛋白质表达和 /或活性的方法

[0215] 可使用本领域中已知的方法测定 SYNJ2 的蛋白质表达。

[0216] 酶联免疫吸附测定法(ELISA) ：这种方法涉及将含有蛋白质底物的样品(例如，固

定细胞或蛋白质溶液)固定到表面例如微量滴定板的孔上。涂覆与酶偶联的底物特异性抗

体并使其与底物结合。然后检测抗体的存在并采用与抗体偶联的酶，通过比色反应进行量

化。这种方法中常用的酶包括辣根过氧物酶和碱性磷酸酶。如果精确校准并且在线性反应

范围内，则样品中存在的底物的量与产生颜色的量成正比。通常采用底物标准品来提高定

量精确性。

[0217] 蛋白质印迹：这种方法涉及借助于丙烯酰胺凝胶将底物与其它蛋白质分开，接着

将底物转移到膜(例如，尼龙或PVDF)上。然后用对底物有特异性的抗体检测底物的存在，

依次用抗体结合试剂检测抗体的存在。例如，抗体结合试剂可为蛋白 A 或其它抗体。如上

文所述，抗体结合试剂可经放射性标记或经酶联。可通过放射自显影术、比色反应或化学发

光检测。这种方法允许通过膜上表示电泳期间在丙烯酰胺凝胶中的迁移距离的相对位置量

化底物的量并测定其同一性。

[0218] 放射免疫测定法 (RIA) ：在一种型式中，这种方法涉及用特定抗体和固定在可沉

淀载体例如琼脂糖珠粒上的放射标记抗体结合蛋白 ( 例如经 I125标记的蛋白 A) 沉淀所需

蛋白 (即，底物 )。沉淀团粒中计数数量与底物的量成正比。
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[0219] 在 RIA 的替代型式中，采用标记底物和未标记的抗体结合蛋白。按不同量添加含

未知量的底物的样品。从标记底物沉淀的计数减少量与所加样品中底物的量成正比。

[0220] 荧光激活细胞分选术 (FACS) ：这种方法涉及用底物特异性抗体检测细胞内的原

位底物。底物特异性抗体与荧光团相联。通过在每个细胞穿过光束时读取从每个细胞发射

的光的波长的细胞分选仪检测。

[0221] 免疫组织化学分析：这种方法涉及用底物特异性抗体检测固定细胞内的原位底

物。底物特异性抗体经酶联或与荧光团相联。通过显微镜术和主观或自动评价检测。如果

采用酶联抗体，则可能需要比色反应。将认识到免疫组织化学分析后常常是使用例如苏木

精或姬姆萨染液 (Giemsa stain) 对细胞核复染。

[0222] 原位活性测定法：根据这种方法，在含有活性酶的细胞上涂生色底物并且所述酶

催化分解底物以生成用光或荧光显微镜可见的生色产物的反应。

[0223] 可选地或另外，使用本领域众所周知并且一些在下文中有描述的方法，在 RNA 水

平检测 SYNJ2 的水平。

[0224] 检测 RNA 表达水平的方法

[0225] 可使用本领域中已知的方法测定本发明一些实施方案的细胞中 RNA 的表达水平。

[0226] RNA印迹分析：这种方法涉及检测RNA混合物中的特定RNA。通过用防止碱基对之

间氢键结合的试剂 ( 例如，甲醛 ) 处理使 RNA 样品变性，确保所有 RNA 分子具有未折叠、线

性构象。然后根据尺寸通过凝胶电泳分离单个的RNA分子并转移到变性RNA所附着的硝化

纤维素或尼龙膜上。然后将膜暴露于标记DNA探针。可使用放射性同位素或酶联核苷酸标

记探针。可使用放射自显影术、比色反应或化学发光检测。这种方法允许通过膜上表示电

泳期间在凝胶中的迁移距离的相对位置量化特定 RNA 分子的量并测定其同一性。

[0227] RT-PCR 分析：这种方法使用相对罕见 RNA 分子的 PCR 扩增。首先，从细胞中纯化

RNA分子并使用逆转录酶(例如MMLV-RT)和引物例如寡聚dT、随机六聚体或基因特异性引

物转化成互补DNA(cDNA)。然后通过应用基因特异性引物和Taq DNA聚合物酶，在PCR仪中

进行PCR扩增反应。本领域的技术人员能够选择基因特异性引物的长度和序列及适合检测

特定RNA分子的PCR条件 (即，退火温度、循环次数等)。应认识到，可通过调节PCR循环次

数并将扩增产物与已知对照比较，采用半定量 RT-PCR 反应。

[0228] RNA 原位杂交染色：在这种方法中，DNA 或 RNA 探针附着于细胞内存在的 RNA 分子

上。通常，首先将细胞固定到显微镜载玻片上以保护细胞结构并防止RNA分子降解，然后受

到含标记探针的杂交缓冲液。杂交缓冲液包括使得 DNA 或 RNA 探针与其原位靶 mRNA 分子

的特异性杂交成为可能，同时避免探针非特异性结合的试剂，例如甲酰胺和盐 ( 例如，氯化

钠和柠檬酸钠 )。本领域的技术人员能够为特定探针和细胞类型调节杂交条件 (即，温度、

盐和甲酰胺的浓度等 )。杂交后，洗掉所有未结合的探针并使用已知方法检测结合的探针。

例如，如果使用放射性标记探针，则使载玻片受到显示出使用放射性标记探针生成的信号

的照相乳胶；如果用酶标记探针，则添加酶特异性底物以形成比色反应；如果使用荧光标

记物标记探针，则使用荧光显微镜显示结合的探针；如果使用标签 ( 例如，地高辛、生物素

等 ) 标记探针，则可按照可使用已知方法检测的与标签特异性抗体的相互作用检测结合的

探针。

[0229] 原 位 RT-PCR 染 色 ： 在 Nuovo GJ 等 [Intracellular localization of 
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polymerase chain reaction(PCR)-amplified hepatitis C cDNA.Am J Surg 

Pathol.1993,17:683-90] 和 Komminoth P 等 [Evaluation of methods for hepatitis 

C virus detection in archival liver biopsies.Comparison of histology,immuno

histochemistry,in situ hybridization,reverse transcriptase polymerase chain 

reaction(RT-PCR)and in situ RT-PCR.Pathol Res Pract.1994,190:1017-25] 中描述了

这种方法。简言之，通过将标记核苷酸并入 PCR 反应中，对固定细胞进行 RT-PCR 反应。使

用特定原位 RT-PCR 仪例如可从 Arcturus Engineering(Mountainview,CA) 获得的激光捕

获显微切割 PixCell I LCM 系统进行反应。

[0230] DNA 微阵列 /DNA 芯片：

[0231] 可使用 DNA 微阵列同时分析成千上万个基因的表达，允许分析特定发育过程或生

理反应期间生物体的完整转录程序。DNA 微阵列由成千上万个附着于支撑物例如显微镜

载玻片表面上的密集区的单独基因序列组成。已经研发出各种方法用于制备 DNA 微阵列。

在一种方法中，单独 PCR 扩增用于分析的每个基因的编码区的约 1kb 片段。采用机器人装

置将每种扩增 DNA 样品涂到显微镜载玻片表面上的密集区域，随后通过热和化学处理加工

以使 DNA 序列与支撑物表面结合并使其变性。通常，此类阵列约 2×2cm 并且含有约 6000

个单独核酸斑点。在所述技术的变型中，由与支撑物表面共价结合的初始核苷酸合成通常

长度为 20 个核苷酸的多个 DNA 寡核苷酸，以致在支撑物表面的小正方形区域内合成数万

个相同寡核苷酸。在载玻片的相邻区域合成来自单个基因的多个寡核苷酸序列，以分析该

基因的表达。因此，在一张载玻片上可出现成千上万个基因。此类合成寡核苷酸阵列在本

领域中可称为“DNA 芯片”，与上述“DNA 微阵列”相对 [Lodish 等 ( 编辑 ) 第 7.8 章 :DNA 

Microarrays:Analyzing Genome-Wide Expression.In:Molecular Cell Biology，第4版，

W.H.Freeman,New York.(2000)]。

[0232] 可使用金标法例如成像法、活检取样、标志表达、免疫组织化学等证实预后。

[0233] 以下是乳腺癌的具体实例，但决非意为限制性。通常在评估肿瘤大小 (T)、向相邻

淋巴结转移的状态 (N) 和存在或不存在向其它器官远距离转移 (M) 的手术后，按疾病分期

(TNM 分期 ) 确定乳腺癌预后。即使在同一分期，根据 TNM 分期分类的患者的预后也不同。

换言之，在乳腺癌的同一分期，可通过雌激素或孕激素受体 (ER 或 PR) 表达和 HER2 蛋白过

表达或基因扩增确定预后。

[0234] 在诊断试剂盒 / 制品中，可能优选连同适当使用说明书和表明 FDA 批准用于诊断

和 / 或评估癌症分期和 / 或预后的标签一起，包括上文描述的本发明一些实施方案的用于

检测 SYNJ2 的试剂。

[0235] 例如，此类试剂盒可包括至少一个包括上述至少一种诊断剂 ( 例如，抗 SYNJ2，例

如连同抗 HER2和 /或抗 ER或这些靶标的寡核苷酸探针/引物一起 )的容器和包装在另一

容器中的显像剂(例如，酶、二次抗体、缓冲液、生色底物、荧光材料)。所述试剂盒还可能包

括用于提高试剂盒保质期的适当缓冲液和防腐剂。

[0236] 术语“包含”、“包括”、“具有”及其同根词意为“包括但不限于”。

[0237] 术语“由……组成”意为“包括并且限于”。

[0238] 术语“基本上由……组成”意为所述组合物、方法或结构可能包括另外的成分、步

骤和 / 或部分，但只有在另外的成分、步骤和 / 或部分不会实质上改变要求保护的组合物、
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方法或结构的基本和新型特征时。

[0239] 如本文所使用，除非上下文中另有明确规定，单数形式“一种”、“一个”和“所述”包

括复数个指示物。例如，术语“一种化合物”或“至少一种化合物”可包括多种化合物。在

本申请各处，本发明的各实施方案可呈范围形式呈现。应理解，呈范围形式的描述仅仅是为

了方便和简洁而不得解释为对本发明范围的硬性限制。相应地，对范围的描述应视为具有

特别公开的所有可能子范围以及该范围内的单个数值。例如，对范围例如 1-6 的描述应视

为具有特别公开的子范围，例如 1-3、1-4、1-5、2-4、2-6、3-6 等，以及该范围内的单个数，例

如 1、2、3、4、5和 6。不管范围宽度如何，这都适用。

[0240] 当本文指出数值范围时，意为包括指定范围内引用的所有数字(分数或整数)。短

语“范围 /范围介于”第一指定数量和第二指定数量之间和“范围 /范围从”第一指定数量

“到”第二指定数量可交换使用并且意为包括第一和第二指定数量及之间的所有分数和整

数数字。

[0241] 如本文所使用，术语“方法”指完成给定认为的方式、手段、技术和程序，包括但不

限于化学、药理学、生物学、生物化学和医学领域的从业者已知或易于由已知方式、手段、技

术和程序研发的方式、手段、技术和程序。

[0242] 如本文所使用，术语“治疗”包括消除、大体上抑制、减缓或逆转病状的进展，大体

上改善病状的临床或审美症状，或大体上预防病状的临床或审美症状出现。

[0243] 应认识到，为清楚起见在单独实施方案的上下文中描述的本发明的某些特征也可

在单个实施方案组合提供。相反，为简洁起见在单个实施方案的上下文中描述的本发明的

各种特征也可单独地或在任何适合的子组合或如其所应在所述本发明任何其它实施方案

中提供。除非没有那些要素，实施方案无效，否则不得将各实施方案的上下文中描述的某些

特征视为那些实施方案的基本特征。

[0244] 上文描绘了本发明的各实施方案和方方面面并且如以下权利要求部分中所要求

那样，在下列实施例中找到实验支持。

[0245] 实施例

[0246] 现参考下列实施例，其连同以上描述一起以非限制性方式说明了本发明的一些实

施方案。

[0247] 通常，本文使用的命名法和本发明利用的实验室程序包括分子、生物化学、微生

物学和重组 DNA 技术。文献中透彻讲解了此类技术。见，例如，"Molecular Cloning:A 

laboratory Manual"Sambrook 等，(1989) ；"Current Protocols in Molecular 

Biology"I-III 卷 Ausubel,R.M. 编 辑 (1994) ；Ausubel 等，"Current Protocols in 

Molecular Biology",John Wiley 和 Sons,Baltimore,Maryland(1989) ；Perbal，"A 

Practical Guide to Molecular Cloning",John Wiley&Sons,New York(1988) ；Watson等，

"Recombinant DNA",Scientific American Books,New York ；Birren 等 ( 编辑 )"Genome 

Analysis:A Laboratory Manual Series"，1-4 卷，Cold Spring Harbor Laboratory 

Press,New York(1998) ；美 国 专 利 第 4,666,828、4,683,202、4,801,531、5,192,659 和

5,272,057号中提出的方法；"Cell Biology:A Laboratory Handbook"，I-III卷Cellis,J.

E. 编 辑 (1994) ；"Current Protocols in Immunology"I-III 卷 Coligan J.E. 编 辑

(1994) ；Stites 等 ( 编辑 ),"Basic and Clinical Immunology"( 第 8 版 ),Appleton&L
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ange,Norwalk,CT(1994) ；Mishell 和 Shiigi( 编辑 )，"Selected Methods in Cellular 

Immunology",W.H.Freeman and Co.,New York(1980) ；在专利和科学文献中广泛描述了

可用免疫测定法，见，例如，美国专利第 3,791,932、3,839,153、3,850,752、3,850,578、

3,853,987、3,867,517、3,879,262、3,901,654、3,935,074、3,984,533、3,996,345、

4,034,074、4,098,876、4,879,219、5,011,771 和 5,281,521 号 ；"Oligonucleotide 

Synthesis"Gait,M.J. 编 辑 (1984) ；“Nucleic Acid Hybridization"Hames,B.

D. 和 Higgins S.J. 编 辑 (1985) ；"Transcription and Translation"Hames,B.D. 和

Higgins S.J. 编 辑 (1984) ；"Animal Cell Culture"Freshney,R.I. 编 辑 (1986) ；

"Immobilized Cells and Enzymes"IRL Press,(1986) ；"A Practical Guide to 

Molecular Cloning"Perbal,B.,(1984) 和 "Methods in Enzymology"1-317 卷，

Academic Press ；"PCR Protocols:A Guide To Methods And Applications",Academic 

Press,San Diego,CA(1990) ；Marshak 等，"Strategies for Protein Purification and 

Characterization-A Laboratory Course Manual"CSHL Press(1996) ；其全部以引用的方

式如同本文完全阐述一样并入。在本文件各处提供了一般参考文献。据信其中的程序在本

领域众所周知并且是为了方便读者而提供。其中所含的全部信息以引用的方式并入本文。

[0248] 实施例 1

[0249] 材料和方法

[0250] 细胞迁移、侵袭和趋化性测定

[0251] 将细胞接种在Transwell盘(BD Bioscience)的上部隔室内，一式三份，并使其迁

移 18h通过插入膜。之后，将细胞固定于多聚甲醛 (3％ )中，于 Triton X-100(0.05％ )中

透性化并用甲基紫 (0.02％ ) 染色。去除在滤器上侧生长的非迁移细胞并且为迁移细胞拍

照。使用 BioCoat Matrigel 小室进行侵袭测定。使用来自 ibidi(München,Germany) 的趋

化小室和延时成像。使用 ImageJ 追踪细胞核的位置。

[0252] 磷酸肌醇分析

[0253] 在无肌醇的培养基中培养细胞 30min，将无肌醇的培养基更换为补充了 [3H]- 肌

醇和透析血清 (10％ ) 的培养基。细胞培养 3天，冲洗并且于 1M HCl 中提取，接着用 1M 甲

醇提取。然后刮取细胞并于氯仿，然后于甲醇0.1M EDTA pH8.0中提取，并蒸发有机相。之

后，提取物去乙酰化，使用两个串联的partisphere SAX柱(Whatman)和磷酸铵四步梯度pH 

6.0，通过阴离子交换 HPLC(Agilent 1200) 分离。用在线流量闪烁分析仪检测放射性标记

洗脱物并且使用 ProFSA 软件 (Perkin-Elmer) 量化。

[0254] 明胶酶谱法

[0255] 为检测 MMP-2 活性，在 10％聚丙烯酰胺 /0.1％明胶包埋凝胶上电泳分离生物样

品。然后于2.5％ Triton X-100中洗涤凝胶，并且在37℃下于含有0.2M NaCl、5mM CaCl2、

1μM ZnCl2、0.02％ Brij 35 和 1mM 对氨基苯汞乙酸盐的 50mM Tris-HCl(pH 7.5) 中温育

36h。

[0256] 动物转移试验

[0257] 雌性 CB-17SCID 小鼠 (Harlan Laboratories,Haslett,MI ；15 只 / 组 ) 在脂肪垫

内植入 MDA-MB-231 细胞 1.4×106个细胞 / 只小鼠 )。植入 2 周和 6 周后，麻醉小鼠，测量

肿瘤大小并使用荧光双目镜目测淋巴结内的转移。对于肺部转移，处死小鼠，取出肺部、洗
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涤，并使用荧光双目镜获取图像。用双侧费歇尔精确检验 (Two-sided Fischer’s exact 

test) 分析淋巴结转移。肿瘤生长测量使用精确显著性 [2x1- 尾 ])Mann-Whitney 检验。

[0258] 试剂

[0259] 除非有指示，人重组生长因子和其它材料购自 Sigma(St.Louis,MO,USA)。用于免

疫印迹的放射性物质和化学发光试剂盒从Amersham(Buckinghamshire,UK)获得。EGFR-激

酶抑制剂 AG1478、MEK 抑制剂 U0126 和 PI3K 抑制剂渥曼青霉素来自于 Calbiochem(San 

Diego,CA)。用于伤口愈合测定的板来自于 ibidi(Munich,Germany)。用于延时成像的

35-mm 玻璃底盘购自 MaTek(Ashland,MA)。在我们的实验室内生成 EGF 受体的鼠单克隆抗

体 (mAb)111.6。用于蛋白质印迹分析的抗 EGFR来自于 Alexis(Lausen,Switzerland)。抗

Ras-GAP 和抗 AKT 抗体来自于 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz,CA)。抗 EEA1、抗

Rab5、抗 Rab4 和抗 Rac1 来自于 BD Transduction Laboratories(Franklin Lakes,NJ)。

抗 SYNJ2mAb 来自于 Abnova(Taipei,Taiwan)。使用下列二次抗体：与辣根过氧物酶偶联

的山羊抗小鼠 IgG 和山羊抗兔 IgG 抗体购自 Jackson ImmunoResearch Laboratories(Bar 

Harbor,Maine)。德克萨斯红转铁蛋白(Texas-red transferrin)、山羊抗小鼠Alexa-488、

Alexa-555 和 Alexa-647 二次抗体来自于 Invitrogen(Carlsbad,CA)。

[0260] siRNA对照来自于“Thermo scientific Dharmacon”产品目录号D-001810-10-05 ；

针对 SYNJ2 的 siRNA 序列如 SEQ ID NO:6-GGACAGCACUGCAGGUGUU 所示；所有 shRNA 均来自

于 SIGMA Israel ：shRNA 对照 -产品目录号 SHC002 ；使用的针对 SYNJ2 的 shRNA 序列为 CC

GGCCGGAAGAACAGTTTGAGCAACTCGAGTTGCTCAAACTGTTCTTCCGGTTTTTG(SEQ ID NO:9)。

[0261] 细胞系和转染

[0262] 在补充了抗生素、胰岛素 (10μg/mL)、霍乱毒素 (0.1μg/mL)、氢化可的松

(0.5μg/mL)、热灭活马血清 (5％ vol/vol) 和 EGF(10ng/mL) 的 DMEM:F12(1:1) 培养基中

培养 MCF10A 细胞。在补充了 10％热灭活胎牛血清 (Gibco)、1mM 丙酮酸钠和青霉素 -链霉

素混合物(100单位/ml ；0.1mg/ml ；Beit Haemek,Israel)的RPMI-1640(Gibco BRL ；Grand 

Island,NY) 中培养人乳腺 MDA-MB-231 细胞。MDA-MB-231-RFP 稳定细胞系是来自于 Prof.

Hadasa Degani(The Weizmann Institute of Science,Israel) 的一种礼物。根据生产商

的指导(Roche,Mannheim,Germany)，使用Fugen-HD进行质粒转染。可选地，对于使用siRNA

寡核苷酸的瞬时 mRNA 敲减实验，用 Oligofectamine(Invitrogen) 转染细胞。

[0263] 慢病毒载体和病毒生产

[0264] 按照生产商的指导 (Sigma)，在 HEK-293T 细胞中生成非靶向 shRNA 发夹 ( 对照 )

和针对人 SYNJ2 的发夹。用补充了聚凝胺 (8μg/mL) 的 shRNA 编码慢病毒感染靶细胞，并

且在嘌呤霉素 (2μg/mL) 的存在下培养 4 天。按照生产商的指导，使用 ViraPower 慢病毒

表达系统 (Invitrogen) 进行人 SYNJ2 的稳定基因特异性递送。

[0265] 免疫荧光和图象处理

[0266] 在涂有纤连蛋白的盖玻片上培养细胞48h。处理后，洗涤细胞，使用0.02％Triton 

X-100 和 3％多聚甲醛透性化，并固定 20min。使用 Zeiss LSM-710 显微镜或转盘式显

微镜 (Zeiss 100×，NA 1.45 ；Yokogawa CSU-22 ；Zeiss 全自动化、倒置 inverted 200M ；

Photometrics HQ-CCD 相机 ) 和固态激光器 (473、561 和 660nm，曝光时间：0.25-1s)，在

SlidebookTM的命令下进行共聚焦显微镜检查。每70-300ms沿Z轴，通过改变压电控制工作
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台的位置 ( 步长：0.1-0.4μm) 获取 3D 图像栈。可选地，使用 DeltaVision 系统 (Applied 

Precision,Issaqua,WA) 进行活细胞荧光显微镜检查并且使用 priism 软件处理图像。

[0267] EGF 的放射性标记

[0268] 如下用 IODOGEN( 非水溶性碘化试剂 ) 标记人重组 EGF ：使 EGF(5μg) 在涂有

Iodogen 的管 (1mg 试剂 )内与 Na125I(1mCi) 混合。在 23℃下温育 15min 后，添加白蛋白至

0.1mg/ml 的最终浓度，并且在 Excellulose GF-5 柱上分离混合物。

[0269] 受体下调测定

[0270] 每个时间点将MDA-MB-231细胞接种于24孔板上，一式三份，另外的孔接种用于对

照。48h 后，使细胞饥饿 4h 并在 37℃下用 EGF(2ng/ml) 刺激指定时间间隔。随后，将其置

于冰上，用结合缓冲液 (DME 培养基、白蛋白 1％、Hepes 20mM，pH 7.5) 冲洗一次，并且经受

弱酸 / 盐洗涤 (0.2M 醋酸钠缓冲液 pH 4.5，0.5M NaCl) 以去除表面结合的 EGF。之后，在

4℃下用放射性标记EGF培养细胞 1.5h并用结合缓冲液冲洗。用放射性标记EGF和过量的

未标记 EGF 培养对照。最后，用 1M NaOH 裂解细胞，并使用 γ– 计数仪测定放射性。数据

表示相对于时间 0，细胞表面上受体的百分比。

[0271] 表面 EGF- 受体的测定

[0272] 在 24 孔板上接种细胞 (2×104个 / 孔 )，一式三份，另外的孔接种用于对照。之

后，在 4℃下用放射性标记 EGF 培养细胞 1.5h 并用结合缓冲液冲洗。用放射性标记 EGF 和

过量的未标记 EGF 培养对照孔。最后，用 1M NaOH 裂解细胞并测定放射性。数据表示相对

于对照细胞，所述细胞表面上受体的百分比。

[0273] 免疫印迹分析

[0274] 用冰冷盐水简单地洗涤细胞，并且于缓冲洗涤剂溶液 (25mM HEPES(pH 7.5)、

150mM NaCl、0.5％Na-脱氧胆酸盐、1％NP-40、0.1％SDS、1mM EDTA、1mM EGTA、0.2mM Na3VO4

和按1:1000稀释的蛋白酶抑制剂混合物)刮取细胞。为了凝胶上样相等，使用BCA(Pierce)

试剂测定蛋白质浓度。凝胶电泳后，将蛋白质转移到硝化纤维素膜上。膜于含 10％低脂奶

的TBST缓冲液(0.02M Tris-Hcl(pH 7.5)、0.15M NaCl和0.05％吐温20(Tween 20))中封

闭，沾一次抗体 1h，用 TBST 洗涤并且用与 HRP 偶联的二次抗体温育 30min。

[0275] 伤口愈合 (刮伤 )测定

[0276] 根据生产商的方法 (iBidi,Germany) 进行伤口愈合测定。简言之，MCF10A 细胞胰

蛋白酶化，重新悬浮于缺乏EGF的培养基(7.0×105个细胞/mL)中并向每个孔接种70μl，

24h 内产生汇合层。之后，通过使用无菌镊子取出培养插件并且使细胞迁移 2h。

[0277] 扫描和透射电子显微镜术

[0278] 于补充了 4％多聚甲醛和 2％蔗糖的盐水中固定细胞。洗涤样品并经受第二种

固定液 ( 于补充了 1％蔗糖和 5mM CaCl2的 0.1M 二甲胂酸盐缓冲液中的 3％多聚甲醛和

2.5％戊二醛，pH 7.4)。于 0.1M 二甲胂酸盐缓冲液中洗涤细胞并且用 1％于二甲胂酸盐

缓冲液中的四氧化锇后固定 1h。对于扫描电子显微镜术 (SEM)，洗涤后固定样品两次并用

1％鞣酸处理 5min，接着再次洗涤并用 1％乙酸铀酰处理 30min。样品于分级乙醇中脱水，

并且通过用金 - 钯合金膜溅射使样品具导电性。使用扫描电子显微镜 (Leo Supra 55/Vp 

Zeiss,Thornwood,NY) 为样品拍照。

[0279] 受体再循环测定
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[0280] 在 37℃下用 Alexa Fluor 488- 转铁蛋白 (25μg/ml 于无血清培养基中 )预培养

MDA-MB-231细胞30min或用Alexa Fluor 488-EGF(40ng/mL)预培养10min。通过在4℃下

于酸性缓冲液(150mM NaCl、1mM MgCl2、0.125mM CaCl2、0.1M甘氨酸)中培养30min分离表

面结合的配体，之后转移到37℃下指定时间间隔，以允许内化配体再循环。通过成像或通过

FACS 分析细胞。

[0281] 实时细胞阻抗分析

[0282] 使用RTCA-Xcelligence系统(Roche Diagnostics,Mannheim,Germany)记录对细

胞扩散和粘着的测量。于盐水中洗涤金微电极 E-plates-16 一次。先接种细胞 (2,500 个

/ 孔 )，再在指定间隔记录阻抗数据 ( 细胞指数；按照测得电阻抗的相对变化推导 )。使用

生产商提供的软件包 1.2 分析数据。

[0283] TAPP1-PH 结构域表达和纯化

[0284] 将编码 TAPP1-PH 结构域及 N 端 Flag 标签和 C 端 6xHis 标签的构建体 (SEQ ID 

NO.:13，图 18) 克隆到 pET28 质粒中并且在用 200μM IPTG 培养后，在大肠杆菌 BL21(DE3)

中表达。在15℃下培养细菌，然后用细胞破碎仪裂解。通过离心去除细胞碎片并且在经50mM 

Tris pH 8、0.5M NaCl 和 20mM 咪唑平衡的 Ni 柱 (HisPrep FF 16/10,GE Healthcare) 上

捕获蛋白质。在含有 0.5M咪唑的相同缓冲液中洗脱蛋白质。将含有 TAPP1-PH 结构域的部

分注入经含有50mM Tris pH 8和100mM NaCl的缓冲液平衡的尺寸排阻柱(Hiload_26/60_

Superdex 75,GE Healthcare) 中。用 20mM 磷酸钠缓冲液 pH 7.2 稀释含 TAPP1-PH 结构

域的汇集峰值部分 3 倍并载入经相同磷酸盐缓冲液平衡的阳离子交换柱 (HiTrap_SP_

FF_5ml,GE Healthcare) 上。用线性梯度的含 1M NaCl 的磷酸盐缓冲液从柱上洗脱纯蛋白

(TAPP1-PH 结构域在 200mM NaCl 时洗脱 )。将通过 SDS-PAGE 评定含纯 TAPP1-PH 结构域的

部分汇集在一起并且通过布拉德福试剂(Bradford reagent)和OD280(消光系数为20,520)

量子化测定蛋白质浓度。将蛋白质分成等分试样，用液氮速冻并储存在 -80℃下。

[0285] SYNJ2 的 5’磷酸酶活性

[0286] 根据荧光偏振，通过竞争测定法记录对 SYNJ2 水解来自 PI(3,4,5)P3 的 5- 磷

酸生成 PI(3,4)P2 的能力的测量，作为读出。在玻璃管中，添加 100μl 的 SOPS(Avanti 

Inc.,50mg/ml 于氯仿中 ) 和 50μl 胆固醇 (Sigma Aldrich，10mg/ml 于氯仿中 ) 制备稳

定化 SOP 脂质混合物 (x50)。使用温和氮蒸汽蒸发氯仿，风干混合物。然后在室温下通过

1min 涡旋，使经蒸发的脂质混合物重新悬浮于 10ml 的 0.25mg/ml C12E8(Avanti Inc.) 中。

反应混合物包含 PBS、DTT、MgCl2( 全部来自于 Sigma Aldrich)、SOP 脂质混合物 (x50)、全

长纯化SYNJ2(OriGene，产品目录号TP315160)和PI(3,4,5)P3(Echelon Bioscience，产品

目录号 P-3908)，有或无试验化合物。一旦添加 PI(3,4,5)P3，就在 33℃下温育反应混合物

8min 以允许通过 SYNJ2 5’- 磷酸酶活性生成 PI(3,4)P2。温育后，通过添加包含 PBS、DTT、

检测蛋白(TAPP1的 PH结构域 )、SOP脂质混合物(x50)、经荧光标记的PI(3,4)P2(Echelon 

Bioscience，产品目录号C34M6)和 EDTA(Sigma Aldrich)的检测混合物终止反应。使用适

当的酶标仪和设置与 TMR 染料相容的滤波器 (550nm 激发 /580nm 偏振发射滤

波器 ) 测量荧光偏振。未标记的 PI(3,4)P2 对照购自 Echelon Bioscience( 产品目录号

P-3408)。

[0287] 实施例 2
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[0288] EGF 诱导的 SYNJ2 表达升高促进乳腺细胞侵袭

[0289] 用 EGF 家族配体培养时，人乳腺上皮细胞 (MCF10A) 表现出强烈的迁移和侵袭

表现型 ( 图 1A 和 1B)，但是用血清处理不足以推进细胞运动。EGF 连同 EGFR(AG1478)、

MEK(U0126)或PI3K(渥曼青霉素)的抑制剂一起共同培养降低了运动性(图1C)，表明MEK/

ERK 和 PI3K 活性对于 EGF 诱导的迁移必不可少。重要的是，EGF 诱导的运动表现型与 425

个基因的转录上调相关联 (Amit 等，2007)。为鉴定推进转移的基因，使该基因集与体内选

择乳腺癌细胞的转移性亚克隆期间经历上调的较大基因集交叉(Minn等，2005)。23个重叠

基因的组 ( 图 1D) 包括编码突触囊泡磷酸酶 -2(SYNJ2)，神经胶质瘤细胞侵袭所涉及的一

种脂质磷酸酶的基因 (Chuang 等，2004)。通过 PCR和免疫印迹验证 EGF诱导的 SYNJ2 上调

(图 2A 和 2B)。

[0290] 接下来，转化并亚克隆 MCF10A 细胞以稳定地过表达 SYNJ2( 作为 GFP 融合物；

SYNJ2-OX，图 1E)。当接种于缺乏 EGF 的培养基时，SYNJ2-OX 细胞表现出特征在于膜边缘

波动(图 2C)，连同基本和 EGF诱导的迁移和侵袭能力增强的迁移前表现型(图 2D和 2C)。

相反，使用小干扰 RNA(siRNA ；图 1G) 敲减 SYNJ2 显著减少了细胞侵袭，以及单独和集体迁

移 (图 2E、1H 和 1J)。总之，EGF 诱导的 SYNJ2 上调驱动了乳腺细胞的稳健侵袭表现型。

[0291] 实施例 3

[0292] SYNJ2 的磷酸酶活性对于乳腺细胞的侵袭性必不可少

[0293] 为使体内实验成为可能，用高转移性MDA-MB-231乳腺癌红色荧光蛋白(RFP)表达

细胞生成过表达 SYNJ2 或 LacZ( 对照 ) 的亚克隆，以及表达 shControl 或 SYNJ2 特异性发

夹 (shSYNJ2 ；图 3A) 的亚克隆。SYNJ2 的表达增强在 2D 培养 ( 图 3B) 中赋予了细长形态，

并且在 3D 培养 (图 4A) 中培养细胞时赋予了广泛的侵袭臂。相反，SYNJ2 敲减消除了侵袭

模式(图4B)。类似地，过表达使侵袭能力增强～3.2倍 (图 3B)，而敲减(图3C)抑制迁移

和侵袭 (图 3D)。为检查磷酸酶催化活性的作用，使用具有编码 WT SYNJ2 或在磷酸酶 /核

酸酶结构域(Pfam:PF03372)内每个保守WXGDXN(F/Y)R基序(Jefferson和Majerus，1996)

中隐匿有点突变的催化死亡形式 (D388A 和 D726A ；图 4C) 的慢病毒颗粒的 shSYNJ2 细胞。

与WT SYNJ2不同，突变体重新表达不能恢复侵袭能力(图4D)，表明SYNJ2的磷酸酶活性对

侵袭表现型必不可少。

[0294] shSYNJ2细胞不能迁移进一步受扫描电子显微镜术(图4E)和F-肌动蛋白染色支

持，其揭示了肌动蛋白组织严重缺陷和细胞高度增加 (图 4F)。重要的是，还注意到在圆形

部分周围簇集的肌动蛋白补丁 (图 4F ；箭头 )。相应地，shSYNJ2 细胞的延时显微镜分析确

认了细胞内异常囊泡的存在，表明SYNJ2敲减使囊泡运输脱轨。接下来，检查了SYNJ2的亚

细胞定位。表达GFP-SYNJ2的 MDA-MB-231细胞的延时图像(图3E)以及使用抗SYNJ2抗体

的免疫荧光(图3F)，反映了SYNJ2分布的两种主要模式：定位于前缘的小外周组件(图3E

中的黑色箭头 ) 和第二群更靠近细胞中心定位的较大组件 ( 蓝色箭头 )。显著地，用 EGFR

配体 (TGF-α) 刺激 MDA-MB-231 细胞后不久，SYNJ2 迅速在新出现的板状伪足的基部，在形

成的前缘下方装配(图3E、3F)。有趣的是，用MCF10A细胞进行的类似分析表明SYNJ2最初

与 F- 肌动蛋白共同定位在细胞间连接处，但是在用 EGF 刺激后易位到前缘，通常易位到板

状伪足基部 (图 3G)。总之，这些观察资料表明生长因子不但调节 SYNJ2 表达水平，而且调

节其向前缘的动态募集。
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[0295] 实施例 4

[0296] SYNJ2 向腹侧膜的募集取决于发动蛋白和 Rac1

[0297] 为研究 SYNJ2 定位位点的动力学特性，生成稳定表达 GFP-SYNJ2MDA-MB-231 亚克

隆(GFP-SYNJ2细胞)并分析GFP-SYNJ2斑点的形成和消耗。将这些斑点分为动力学上不同

的亚群：定位到边缘波动膜的动态斑点和定位到靠近细胞中心的离散区域的斑点(图5A)。

显著地，GFP-SYNJ2 斑点显示出与 RFP-网格蛋白轻链 A(图 5A)或 RFP- 小窝蛋白 1(图 6A)

标记的组件的最小重叠，表明较少定位到网格蛋白有被小窝或细胞膜穴样内陷。重要的是，

新形成的外周斑点预示初生板状伪足，因为其在局部形成板状伪足之前出现。相反，与肌

动蛋白共同定位的更多中心和稳定的斑点簇持续～ 30min( 图 5B)。相应地，追踪单独组件

(图6B ；左)揭示非常广泛的寿命分布：短寿命(～20-40s，60％的组件)、中间寿命和长寿

命组件 ( ～ 10％的组件 )。中间组起始后荧光强度不断增大，而组件在运动方面保持静止

(图 6B ；右 )。这种动态模式类似于网格蛋白有被小窝(Ehrlich等，2004)并且表明了运输

中间体的形成和消耗。

[0298] 在采用落射荧光 (红色；对维数 Z的变化相对不敏感 )和全内反射显微术 (TIRF，

绿色；限于～ 200nm 深度 ) 的实验中，通过荧光信号的同步出现和消失加强腹侧膜处

GFP-SYNJ2的主要双峰区域化。因为斑点在其整个寿命期呈黄色(图 5C)，所以本发明人推

断SYNJ2装配在腹侧质膜的平面上。采用一组抑制剂，发现组件明显受胆固醇损耗抑制(图

6C ；左 )，表明 SYNJ2 募集到腹侧膜需要富胆固醇的膜微结构域。渥曼青霉素诱导类似抑制

效应 ( 图 6C ；右 )，表明了对 PI3K 的作用。采用 Dyngo-4a，一种发动蛋白抑制剂揭示了另

一种需要，介导网格蛋白依赖性和网格蛋白非依赖性载体的分离步骤并且其抑制导致 U 形

内陷中间体积聚的大 GTP酶 (Macia 等，2006)。因为 Dyngo-4a 强有力地将 SYNJ2 的动态组

件阻止在质膜处(图5D)，所以本发明人推断SYNJ2募集到受发动蛋白调节的初生运输中间

体上。因为已经暗示发动蛋白为细胞迁移和侵袭的促进因子(Kruchten和McNiven，2006)，

所以测试了其与SYNJ2的物理相互作用。该实验确认活性发动蛋白和SYNJ2之间的复合物

形成 (图 5E)，对于发动蛋白而言与在胞吞作用和基于肌动蛋白的迁移中的扩展作用一致。

[0299] SYNJ2 可与载 GTP 的 Rac1 物理性相互作用 (Malecz 等，2000)，并且诱导性激活

Rac1需要内化和后续再循环(Palamidessi等，2008)。因此，测试了SYNJ2外周斑点与Rac1

的重合。实际上，对内源 Rac1 的免疫染色揭示了与 GFP-SYNJ2 外周斑点的共同定位 ( 图

5F)。而且，抑制向 Rac1 的 GTP 负载 (使用 NSC-23766) 明显减少了 GFP-SYNJ2 斑点的数量

(图 5G)。互补地，SYNJ2 敲减降低了 MDA-MB-231 细胞中载 GTP 的 Rac1 水平 (图 5H)。根

据在将 SYNJ2 募集到膜上时，对 Rac1 和肌动蛋白细胞骨架的调节作用，用拉春库林抑制肌

动蛋白动力学特性消除了GFP-SYNJ2动力学特性(图6D)。总之，这些结果将外周SYNJ2组

件与取决于胆固醇、3’- 磷酸肌醇、肌动蛋白和活性 Rac1 的发动蛋白介导的胞吞途径联系

起来。显著地，该途径与使得在迁移性成纤维细胞前缘处，快速膜和粘着物周转成为可能的

网格蛋白非依赖性载体共有几种属性 (Howes 等，2010)。

[0300] 实施例 5

[0301] SYNJ2 控制细胞表面受体的囊泡运输

[0302] 虽然经EGF处理的shSYNJ2-MCF10A细胞相对于对照细胞显示出较高的总EGFR和

磷酸化 EGFR水平，这转化成 ERK低而非高度激活 (图 7A)。沿着这样的思路，注意到 SYNJ2
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敲减将EGFR捕集于扩大的细胞内囊泡中(图 7B)。与捕集一致，MDA-MB-231细胞的免疫印

迹类似地揭示，在 siSYNJ2 细胞中 EGFR 水平稳定 ( 图 8A)，但是使用两种方法对表面 EGFR

的量化显示出明显更低的表面水平 ( 图 8B)。EGFR 的细胞内捕集带来功能结果：与其良好

表征的趋化功能一致(Mouneimne等，2006 ；van Rheenen等，2007)，EGFR定位到乳腺细胞前

缘，但是shSYNJ2细胞的EGFR失去其极化分布并积聚在大的肌动蛋白装饰囊泡内(图8C)。

显著地，可通过 WT SYNJ2，但不是催化死亡形式挽救在 shSYNJ2 细胞中观察到的 EGFR 运输

缺陷(图7C)，表明SYNJ2的磷酸酶活性对EGFR向和从前缘的囊泡运输至关重要，在前缘其

介导对 EGF 梯度的趋化反应。与这种模型一致，shSYNJ2 细胞严重丧失沿 EGF 梯度迁移的

能力 (图 8D)。

[0303] EGFR在SYNJ2缺乏型细胞内的异常积聚可以反映EGFR递送、受阻再循环或降解分

选受损、受泛素化调节的过程上的缺陷 (Goh 等，2010)。与受损分选一致，SYNJ2 缺乏型细

胞表现出明显更高的基本 EGFR 泛素化，这响应于 EGF 仅微弱改变 (图 8E 和 7D)。此外，尽

管通过磷酸化酪氨酸 1045( 泛素连接酶 c-Cbl 的停泊位点；图 8F)标记进行降解，但是 EGF

刺激实验确认在shSYNJ2细胞中正常激活(酪氨酸 1068磷酸化 )，但降解有缺陷(图 8G)。

为解决再循环缺陷，采用荧光配体跟踪转铁蛋白受体 (TfR) 的广泛再循环，以及 EGFR 较弱

的再循环。虽然 TfR 内化不受影响，但是在 shSYNJ2 细胞中再循环明显降低，并且相反，在

SYNJ2-OX 细胞中明显加速 (图 8H和 7E)。同样，流式细胞术分析表明荧光 EGF的再循环有

缺陷 (图 8I)，并且干细胞成像确认了在 SYNJ2 缺乏型细胞的大囊泡内配体积聚。总之，这

些结果表明 SYNJ2 对于 EGFR 和 TfR 的适当再循环必不可少。

[0304] 实施例 6

[0305] SYNJ2 敲减扰乱磷酸肌醇脂质的体内平衡并且改变胞吞作用和粘着

[0306] 胞吞系统保持了几个由特定磷酸肌醇 (PI) 限定的不同隔室 (Gruenberg 和

Stenmark，2004)，并且本分析揭示了对 SYNJ2 的强依赖性。例如，通过探测 EEA1 的初级内

体，一种 PI(3)P- 结合剂，发现其空间结构在 SYNJ2 缺乏型细胞中明显改变 (图 9A)。类似

地，使用 GFP 标记的 Rab4 探测再循环隔室，揭示了与 shSYNJ2 细胞的环状肌动蛋白补丁的

强烈关联 (图 10A)。初级内体另一种标志物 Rab5 的分布也反映了对 SYNJ2 的依赖性 (图

10B)。然而在shSYNJ2缺乏型细胞中Rab5阳性囊泡的数量明显更低，其平均尺寸增大并且

其部分定位到环状肌动蛋白补丁处 ( 图 9A)。为揭示磷酸肌醇的根本改变，比较了经生物

合成标记的 shCtrl 和 shSYNJ2 MDA-MB-231 细胞，之后提取其磷酸肌醇 (图 10C)。结果显

示，主要是 PI(3)P，但还有 PI(4,5)P2和 PI(3,5)P 2在 shSYNJ2 细胞中以较高水平存在，而

PI(4)P 水平保持不变并且通过这种方法很难检测 PI(3,4)P2和 PI(3,4,5)P 3的水平。虽然

这些结果确认了 SYNJ2 主要靶向 PI 的 D5 位置的想法，但是本发明人假定观察到的相当有

限的效应表示较大的局部差异。总之，这些观察资料再次确认 SYNJ2 控制在初级内体以及

后续再循环步骤的货物分选。

[0307] 随着RTK如EGFR再循环，整联蛋白的囊泡运输及其与下游伴侣例如桩蛋白的相互

作用在细胞迁移和粘着斑(FA)突变中起重要作用(Guo和 Giancotti，2004)。相应地，β-1

整联蛋白和磷酸化-EGFR(pEGFR)定位到 MDA-MB-231细胞的 FA处。相反，由于在大囊泡内

异常积聚，两种蛋白都难以定位到SYNJ2缺乏型细胞的外周(图10D、S5B和 S5C)。而且，使

用桩蛋白作为成熟 FA 的标志，发现 FA 在 shSYNJ2 细胞中呈现圆形且相对较短的外观 ( 图
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9D)。总的来说，这些观察资料暗示底物粘着需要SYNJ2，这是通过使用两种方法测量细胞扩

散审查的情况 (图 10E 和 10F)。结果证明 shSYNJ2 细胞的粘着力减弱，这归因于整联蛋白

和 RTK 向 FA 的递送有缺陷。

[0308] 实施例 7

[0309] SYNJ2 调节侵袭伪足的装配

[0310] MDA-MB-231细胞基于基质的3D培养一般显示出楔形突出，但是shSYNJ2细胞显示

出圆形伸出部分(图11A)，表明基质降解有缺陷。为测试这一点，获得MMP-9的共聚焦免疫

荧光图像，并且注意到 shSYNJ2 球体显示 MMP-9 丰度在其边界处相对急剧降低 ( 图 11A)，

这很可能是由于分泌削弱。实际上，对条件培养基进行的明胶酶谱测定确认经 siSYNJ2 寡

核苷酸处理的细胞的 MMP-9 分泌有缺陷，但是 MMP-2 分泌保持不变 ( 图 12A)。相反，以过

表达 SYNJ2 的细胞为条件的培养基显示 MMP-9 活性大幅提高 (图 11B)，与 MMP 分泌中涉及

SYNJ2 一致。

[0311] 为可视化焦点蛋白水解，将细胞接种在交联荧光明胶上并探测称为侵袭伪足的以

肌动蛋白为中心的基质降解细胞器(Murphy和Courtneidge，2011)。根据先前报道，活性基

质蛋白水解与定位于细胞体下面的肌动蛋白点相对应。重要的是，SYNJ2-GFP斑点与这些结

构共同定位 ( 图 11C，箭头 )，这类似于图 5B 中呈现的肌动蛋白关联的长寿命斑点。SYNJ2

的表达水平与侵袭伪足出现明显相关；而 SYNJ2 过表达使含侵袭伪足的细胞几乎翻倍，

siSYNJ2 显著降低了侵袭伪足的发生率 (图 11D)，暗示了因果关系。接下来，检查了 SYNJ2

和侵袭伪足良好表征的标志皮动蛋白之间的潜在物理性关联并且发现 SYNJ2 和皮动蛋白

共免疫沉淀 (图 12B)，以及共同定位到侵袭伪足和前缘 (图 12C)。为牢固确定对 SYNJ2 的

驱动作用，观察 TKS5，PI(3,4)P2和用作侵袭伪足标志物的皮动蛋白结合剂 (Courtneidge

等，2005)。不出所料，内源TKS5定位到对照MDA-MB-231细胞内基质降解的多个腹侧位点，

但是在 siSYNJ2 细胞内几乎未发现活性位点，并且 TKS5 失去其腹侧位置 ( 图 6E ；X-Y 和 Z

组 )。此外，因为侵袭伪足 TKS5 锚定在 PI(3,4)P2上 (Oikawa 等，2008)，所以将 PI(3,4)P 2

结合结构域，即 Tapp1 的 PH 结构域用作探针。与先前报道一致，PH 结构域的异位表达减少

了侵袭伪足的数量，然而其余信号与 TKS5 和肌动蛋白核共同定位 ( 图 12D)。总之，SYNJ2

似乎在先于 TKS5 接合的步骤不可缺少，与分别生成 PI(3,4,5)P3，再生成 PI(3,4)P2，以将

TKS5 锚定在 PI3K 的 EGFR 诱导活化位点的 PI3K(Yamaguchi 等 2011) 和 SYNJ2 顺次作用一

致。

[0312] 与 EGFR-PI3K-SYNJ2 情况一致，在具蛋白水解活性的侵袭伪足中检测到

EGFR(pEGFR) 活性形式，但是 SYNJ2 缺乏型细胞的 EGFR定位到肿胀囊泡 (图 11F)。造成局

部受体活化的机制仍未知。根据一种模型，通过包含 MMP-7 和 CD44 的复合物裂解前配体

例如肝素结合 EGF(HB-EGF)，可能局部刺激 EGFR(Yu 等，2002)。与这种模型一致，SYNJ2 丰

度与 EGFR 配体的分泌相关 (图 11G)，并且检测到 CD44 与侵袭伪足的肌动蛋白核共同定位

(图 12E)。同样，使用流式细胞术，发现相对于对照细胞，在shSYNJ2细胞中 CD44的表面表

达受强烈抑制(图12F)。侵袭伪足突变的另一关键步骤是激活可溶性MMP的膜1型基质金

属蛋白酶(MT1-MMP)的募集 (Wang和 McNiven，2012)。相应地，发现在对照细胞中MT1-MMP

与侵袭伪足突出位点相对应，但是 siSYNJ2 细胞的 MT1-MMP 分子形成与基质降解无关的大

聚集物(图9E)。总的来说，这些观察资料暗示SYNJ2对侵袭伪足引发以及使两种蛋白酶和
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先前未识别的两种驻留物 CD44 和活性 EGFR 靶向这种细胞器必不可少。

[0313] 实施例 8

[0314] 在哺乳动物模型中 SYNJ2 促进肿瘤生长和转移扩散

[0315] 为评估 SYNJ2 对体内转移性传播的影响，将 MDA-MB-231-RFP 细胞 (和衍生细胞 )

植入雌性小鼠的乳腺脂肪垫内，并且在2或6周后测量肿瘤大小(图13A)和转移(图13B)。

相对于 shSYNJ2 和‘非活性救援’(shSYNJ2+SYNJ2CD) 组，在 shCtrl 和 shSYNJ2+SYNJ2WT(‘活

性救援’)组中原发性肿瘤生长明显更快。转移性行为类似地与SYNJ2相关：shSYNJ2和‘非

活性救援’组显示向局部和远侧淋巴结的转移扩散明显减少 ( 图 13B 和 14)。为了检查远

侧转移，处死小鼠并评价其肺部。与接种了 shCtrl 或‘活性救援’细胞的动物相比，植入了

shSYNJ2 细胞或‘非活性救援’细胞的动物的肺部显示在转移数量和大小上显著减小 ( 图

13C)。总之，这些结果使 SYNJ2 涉及转移促进。

[0316] 类似地，监测过表达SYNJ2的异种移植物。不出所料，SYNJ2-OX细胞产生增长更快

的肿瘤(图13D)，并且还显示淋巴结转移更早开始(图13E)。与稳健的淋巴侵袭一致，植入

了SYNJ2-OX细胞的动物的肺部显示转移数量增加(图13F)。接下来，检验SYNJ2对内渗或

外渗的影响。因此，，向雌性小鼠的循环(尾静脉)直接注射MDA-MB-231-RFP细胞的亚克隆

并对肺部定植 ( 外渗 ) 评分，或将其植入脂肪垫并且在血液中作为循环肿瘤细胞 (CTC ；内

渗 )评分。注意这些实验考虑到了各原发性肿瘤之间的大小差异。归一化结果表明 SYNJ2

对于内渗 (p ＝ 0.0031) 和外渗 (p ＝ 0.0082 ；图 13G) 而言不可缺少。使用 GFP-SYNJ2 过

表达细胞进一步检验了这个结论 (图 13H)。显著地，在该实验中获得的内渗结果显示出统

计显著性，但是 SYNJ2-OX 细胞更好地外渗和定植远侧器官的能力未达到显著性，表明观察

到的 SYNJ2 对局部和远侧转移的强烈影响主要是由于向淋巴和血管的内渗增强。

[0317] 实施例 9

[0318] SYNJ2 与侵蚀性人乳腺肿瘤相关

[0319] 为解决 SYNJ2 与人类癌症的相关性，在 60 个人类癌细胞系的 NCI-60 组中分析了

SYNJ2 的转录水平。与对运动表现型的贡献一致，发现 SYNJ2 的高转录产物水平与间充质

表现型相关。接下来，为一组 331 个乳腺癌 NJ2 石蜡包埋样品免疫染色 (图 16A)。重要的

是，SYNJ2 的表达强度与由 HER2 过表达 (p<0.001) 和 / 或缺乏雌激素受体 (p<0.001) 定义

的预后不利分型呈正相关。然而，在 SYNJ2 丰度与年龄、组织学分型、腋淋巴结状态和分化

程度之间未发现显著关联。有趣的是，SYNJ2 的染色模式也改变；而 HER2+ 肿瘤显示主要为

膜染色，管腔和三阴性肿瘤显示胞浆染色(图16B)。为支持所述发现，在两个乳腺癌样本组

群中分析SYNJ2 mRNA水平并且以更短的患者存活率发现关联(图16C)。总而言之，这些观

察资料支持在乳腺癌进展中涉及 SYNJ2，但使得在转录产物上调之后的机制悬而未决。

[0320] 总之，在动物中所做的观察，连同临床数据和体外实验一起，清楚地表明肌醇脂质

受 SYNJ2 的脱磷酸作用对于转移过程至关重要，主要是由于磷酸肌醇在细胞表面分子向和

从侵袭伪足和前缘的运输中所起到的主要作用。下面介绍了一种工作模型(图 15)并且讨

论了 SYNJ2 在广泛的肿瘤进展情况下的多种功能。

[0321] 实施例 10

[0322] SYNJ2 的 5’磷酸酶活性的选择性抑制剂

[0323] 为了鉴定 SYNJ2 磷酸酶活性的选择性抑制剂，本发明人利用荧光偏振竞争测定
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法，其依靠分子在空间上不断旋转和移动，但是一旦与另一较大元件(例如，蛋白质)结合，

其运动就受到极大限制的原理。可使用呈未结合状态，产生极低偏振读数的荧光分子(即，

探针)检测和测量运动上的这些变化，但是向溶液中添加结合这些分子的检测剂(例如，结

合蛋白 )时，荧光分子在增大溶液中的偏振读数的受限组合物中稳定 (见图 17A)。

[0324] 在进行的筛选中，本发明人测量了在不同化合物的存在下，SYNJ2 为 PI(3,4,5,)

P3 的 5’位置脱磷酸以生成 PI(3,4)P2 的酶活性。一旦酶促反应完成 / 停止，就将含有

PI(3,4)P2产物的溶液与PI(3,4)P2结合蛋白(检测剂)和荧光PI(3,4)P2(探针)的混合

物混合。所用的检测剂蛋白为选择性结合PI(3,4)P2(SEQ ID NO.:15)的 Tapp1纯化 PH结

构域。正如图 17B 所展示，该测定法中测得的偏振值在由通过 SYNJ2 酶活性生成的未标记

PI(3,4)P2 置换结合的荧光 PI(3,4)P2 荧光探针时减小并且溶液中未结合的荧光探针的量

增加。

[0325] 下面表2描绘了使用这种方法鉴定的能够抑制SYNJ2生成PI(3,4)P2的各种化合

物。

[0326] 表 2：鉴定的 SYNJ2 选择性抑制剂

[0327] 

[0328] 
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[0329] 
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[0330] 
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[0331] 讨论

[0332] SYNJ2 作为细胞迁移和肿瘤转移的主要综合调节因子的功能得以证明，很可能是

由于其能够控制起第二信使和决定特定膜子结构域的同一性的标志物作用的 PI 磷脂的水

平。对SYNJ2作用多样性的另一反映是向侵袭伪足和板状伪足主要为双峰腹侧定位。相应

地，SYNJ2与肌动蛋白动力学特性的主要调节因子(例如，发动蛋白、皮动蛋白和Rac1)形成
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物理复合物。了解SYNJ2作用的一个关键是控制胞吞运输的能力。质膜不断供给基于肌动

蛋白的突出的部分在囊泡内的频繁包装推进细胞迁移 (Ridley,2011)。板状伪足的 SYNJ2

表现出显著活力 (图 3B)，并且活细胞成像暗示 SYNJ2 募集标记了新板状伪足形成的位点。

因为位于前缘的 SYNJ2 分子依赖发动蛋白、Rac1、肌动蛋白聚合和胆固醇，但是其分布与小

窝蛋白 -1 和网格蛋白不同，所以本发明人假定其表示维持在前缘的膜翻转的网格蛋白非

依赖性载体 (CLIC) 的发动蛋白依赖性变体 (Howes 等，2010)。

[0333] 一系列一流研究使SYNJ1牵连于神经元中的突触囊泡再循环(Cremona等，1999)。

在小鼠中，SYNJ1 缺失引起稳态 PI(4,5)P2上升、网格蛋白包被囊泡积聚和胞吞后囊泡可再

用性延迟 (Mani 等，2007)。这些观察资料表明，将使囊泡外壳脱落的 PI(4,5)P2脱磷酸化

是所述表现型的原因。与此类似，本 SYNJ2 缺乏型乳腺细胞显示活性 EGFR细胞内积聚。受

体泛素化状态和胞吞途径标志表明运输在分选内体时受阻，其中内化受体通常分流进行再

循环或降解。令人信服地，所述缺陷是由于不能分解与囊泡外壳或与其肌动蛋白彗尾缔合

的 PI(4,5)P2- 结合蛋白 (Kaksonen 等，2003)。因此，与在 SYNJ1 切除后观察到的突触传导

缺陷类似，由于对运动性必不可少的表面分子的运输受阻，SYNJ2 丢失严重损害了细胞迁移

和侵袭。

[0334] 在 SYNJ2 缺乏型细胞内分别观察到的初级和次级内体的调节因子，PI(3)P 和

PI(3,5)P2升高，提出了另外的运输机制。已经通过鉴定多种结合剂，例如整联蛋白和几种

Rab 蛋白，加强了对 PI(3,5)P2的调节作用 (Catimel 等，2008)。PI(3)P 受在内体和反式高

尔基体网络之间循环，将MT1-MMP递送到侵袭伪足的途径所涉及的一种5-激酶PIKfyve磷

酸化 (Poincloux 等，2009)。因此，除 PI(4,5)P2的脱磷酸化外，SYNJ2 很可能加工 PI(3,5)

P2以微调初级内体的PI(3)P池并且协调MT1-MMP的胞吐作用和整联蛋白以及EGFR的再循

环。

[0335] 引入动物体内时，shSYNJ2 MDA-MB-231 细胞由于到达淋巴结和血管的能力降低

而严重丧失转移潜能 ( 图 13A-H)。为了将这些结果和体外表现型相结合，图 15 中列出了

为 SYNJ2 在细胞运动性中的作用基础的机制。相应地，关键事件需要 EGF 诱导的 SYNJ2

上调及由此引起的 3 种磷酸肌醇损耗：PI(4,5)P2、PI(3,4,5)P3和 PI(3,5)P 2。SYNJ2 介

导的 PI(4,5)P2脱磷酸与 PI(4,5)P 2受磷脂酶 C-γ 降解和受 PI3K 磷酸化并行，这样生成

PI(3,4,5)P3。总的来说，3种酶受 EGF 的刺激使一组 PI(4,5)P2结合剂从质膜离解，并且还

生成无 PI(4,5)P2的内吞囊泡。同时，SYNJ2 将 PI(3,4,5)P 3转化成侵袭伪足形成所必需的

PI(3,4)P2。与这种模型一致，已经报道侵袭伪足形成需要 PI3K。一旦到位，PI(3,4)P2就

结合 TKS5 并且使以发动蛋白和皮动蛋白为中心的复合物成核，该复合物使得丝切蛋白能

够在侵袭伪足内产生肌动蛋白钩端。根据本结果，SYNJ2 也涉及下一侵袭伪足突变步骤，即

MMP分泌及 MT1-MMP 和其它表面分子例如 CD44的递送。以类似方式，SYNJ2 控制 EGFR和整

联蛋白向前缘的递送，并且很可能激活丝切蛋白，这是指示板状伪足突出形成的关键事件。

[0336] 与动物中 SYNJ2 对体外细胞迁移和转移的贡献一致，目前对乳腺癌样本的调查在

疾病的侵蚀性亚型中观察到SYNJ2 mRNA和蛋白质水平明显上调。另外，使用来自两个组群

的数据，观察到高 SYNJ2 mRNA 表达和乳腺癌患者存活期更短之间的关联。

[0337] 总之，本研究将转移引发的基本事件归因于EGF诱导的PI3K局部激活和SYNJ2总

体上调，SYNJ2 对 PI(4,5)P2的顺次作用调节前缘处的肌动蛋白动力学特性，以及生成侵袭
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伪足的标志物PI(3,4)P2。此外，本研究鉴定了选择性抑制SYNJ2生成 PI(3,4)P2的各种化

合物。

[0338] 虽然已经连同其特定实施方案描述了本发明，但是显然许多替代方案、修改和变

化将对本领域的技术人员显而易见。相应地，旨在包括属于所附权利要求的精神和广泛范

围内的所有此类替代方案、修改和变化。

[0339] 本说明书中提到的所有出版物、专利和专利申请均以引用的方式整体并入本说明

书中，如同特别单独地指出将每个单独的出版物、专利或专利申请以引用方式并入本文一

样。另外，本说明书中对任何参考文献的补充、引用或鉴定不得解释为承认此参考文献可用

作本发明的先前技术。就使用章节标题来说，不得将其解释为必要的限制。
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