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(57)摘要

本发明涉及在给药的组织(例如注射的组

织)中具有作用而非全身作用的促滤泡素抑制

素‑Fc融合蛋白。Fc结构域导致促滤泡素抑制素‑

Fc融合蛋白二聚化，并提供延长的组织滞留。本

说明书包括包含由FST288、FST291(一种非天然

的截短促滤泡素抑制素)或FST315组成的人促滤

泡素抑制素多肽和人IgGl或IgG2  Fc结构域的融

合蛋白。
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1.多肽，其由SEQ  ID  NO:  42的氨基酸序列组成。

2.一种二聚体，其包含两个权利要求1的多肽。

3.一种药物制剂，其包含权利要求2的二聚体。

4.一种核酸，其由编码权利要求1的多肽的核酸序列组成。

5.一种细胞，其包含权利要求4的核酸。

6.一种用于增加患者的肌肉大小或强度的组合物，其中所述组合物包含权利要求1的

多肽或权利要求2的二聚体。

7.权利要求6的组合物，其中所述患者具有杜兴肌营养不良。
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用促滤泡素抑制素多肽治疗病症的方法和组合物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2014年6月4日提交的美国临时申请顺序号62/007,908的优先权的权

益。前述申请的说明书以其整体结合到本文中。

[0003] 发明背景

[0004] 转化生长因子‑β  (TGF‑β)超家族含有多种具有共同的序列元件和结构基序的生

长因子。已知这些蛋白质对脊椎动物和无脊椎动物两者中的多种细胞类型发挥生物作用。

超家族的成员在胚胎发育期间在图式形成和组织特化中执行重要功能，并可影响多种分化

过程，包括脂肪形成、肌生成、软骨发生、心脏发生、血细胞生成、神经发生和上皮细胞分化。

该家族被分成2个总分支：BMP/GDF和TGF‑β/激活素/BMP10分支，其成员具有不同的、通常互

补的作用。通过操控TGF‑β家族成员的活性，常常可在生物体中引起重要的生理变化。例如，

皮埃蒙特牛和比利时蓝牛品种在GDF8  (亦称肌生成抑制蛋白(myostatin))基因中携带功

能失去突变，引起肌肉质量显著增加。Grobet等,  Nat.  Genet.  1997,  17(1):71‑4。此外，

在人类中，无活性的GDF8等位基因与肌肉质量增加有关，并且据报告与异常强度有关。

Schuelke等,  N  Engl  J  Med  2004,  350:2682‑8。

[0005] 肌肉、骨、软骨和其它组织的改变可通过激发(agonizing)或拮抗由适合的TGF‑β

家族成员介导的信号传导来实现。然而，由于该家族的成员可影响一种以上的组织，因此在

一些患者护理情况下，需要以局部而非全身的方式实现该家族成员的治疗性抑制。因此，存

在对起TGF‑β信号传导的强效调节剂的作用并且适于局部给药的药剂的需要。

[0006] 发明概述

[0007] 某些方面，本公开内容提供促滤泡素抑制素多肽，其经设计在其中给予所述促滤

泡素抑制素多肽的组织的附近抑制促滤泡素抑制素配体(例如激活素A、激活素B、GDF8和

GDF11)，同时对患者几乎没有或没有全身作用。

[0008] 本文所述促滤泡素抑制素多肽包括包含是SEQ  ID  NO:  1‑4、7‑16和26‑43任一个

的至少80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%或100%的氨基酸序列的多

肽。任选促滤泡素抑制素多肽经设计以二聚化或形成更高级次的多聚体。这可通过使促滤

泡素抑制素多肽的促滤泡素抑制素序列与赋予二聚化或多聚化的结构域融合来实现。这类

结构域的实例是免疫球蛋白的恒定结构域，包括例如免疫球蛋白的Fc部分。任选促滤泡素

抑制素部分与异源部分直接连接，或可使用间插序列，例如接头。接头的实例是序列TGGG。

任选促滤泡素抑制素多肽可按人促滤泡素抑制素‑288具有肝素结合活性的方式，显示肝素

结合活性。或者，促滤泡素抑制素可按人促滤泡素抑制素‑315的方式，具有被掩蔽的肝素结

合结构域。某些方面，本公开内容提供治疗上优化的促滤泡素抑制素多肽，其包含来自与天

然人IgG1相比ADCC或CDC活性降低的人IgG的免疫球蛋白恒定结构域的一部分。实例包括

IgG2、IgG3、IgG4、杂合IgG2/4和IgG1、IgG2、IgG3和IgG4的变体。某些方面，本公开内容提供

促滤泡素抑制素的最佳活性形式，其包含SEQ  ID  NO:15或16的氨基酸序列或基本由其组成

或由其组成，特别在二聚融合蛋白(例如促滤泡素抑制素‑Fc蛋白)的情况下，提供比天然

FST(288)和FST(315)形式优越的蛋白质品质和活性。
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[0009] 在某些方面，本公开内容提供包含第一氨基酸序列和第二氨基酸序列的多肽，其

中第一氨基酸序列由选自SEQ  ID  NO：15和16的氨基酸序列组成，且其中第二氨基酸序列包

含免疫球蛋白的恒定结构域。任选存在位于第一氨基酸序列和第二氨基酸序列之间的接头

多肽。任选接头多肽包含序列TGGG或基本由其组成或由其组成。任选第二氨基酸序列包含

IgG免疫球蛋白的恒定结构域、基本由其组成或由其组成。任选第二氨基酸序列包含与人

IgG1相比ADCC活性降低的IgG免疫球蛋白的恒定结构域、基本由其组成或由其组成。任选第

二氨基酸序列包含与人IgG1相比CDC活性降低的IgG免疫球蛋白的恒定结构域、基本由其组

成或由其组成。任选第二氨基酸序列包含选自IgG1、IgG2和IgG4的IgG免疫球蛋白的恒定结

构域、基本由其组成或由其组成。任选第二氨基酸序列包含免疫球蛋白(例如IgG免疫球蛋

白)的Fc部分或由其组成，所述免疫球蛋白可为与人IgG1相比ADCC、CDC或两者降低的免疫

球蛋白，其实例包括IgG2、IgG4和IgG2/4杂合体或IgG1、IgG2、IgG3或IgG4的任一个的各种

突变。在某些方面，本公开内容提供促滤泡素抑制素多肽，其包含与选自SEQ  ID  NO:  38‑43

的序列有至少90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%或100%同一性的氨基酸序列、

基本由其组成或由其组成。在某些方面，本公开内容提供促滤泡素抑制素多肽，其包含与选

自SEQ  ID  NO:  26‑28和32‑34的序列有至少90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%

或100%同一性的氨基酸序列、基本由其组成或由其组成。在某些方面，本公开内容提供促滤

泡素抑制素多肽，其包含与选自SEQ  ID  NO:  29‑31和35‑37的序列有至少90%、91%、92%、

93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%或100%同一性的氨基酸序列、基本由其组成或由其组成。合

乎需要的促滤泡素抑制素多肽可以小于1nM、100pM、50pM或10pM的KD与选自以下的一种或

多种配体结合：肌生成抑制蛋白、GDF‑11、激活素A和激活素B。在某些方面，上述多肽的任一

个可以是二聚体，包括异二聚体或同二聚体，或更高级次多聚体。上述多肽的任一个可掺入

药物制剂中。

[0010] 在某些方面，本公开内容提供编码本文所述任何促滤泡素抑制素多肽的核酸和包

含所述核酸的细胞，所述细胞可用来产生促滤泡素抑制素多肽。

[0011] 在某些方面，本公开内容提供通过将促滤泡素抑制素多肽直接给予组织以治疗所

述组织或器官的方法。例如，本公开内容提供增加患者的肌肉大小或强度的方法，所述方法

包括通过肌内给药途径将有效量的促滤泡素抑制素多肽给予有需要的患者的目标肌肉，其

中肌肉大小或强度的增加发生在目标肌肉中，且其中促滤泡素抑制素多肽对肌肉大小或强

度不具有实质性的全身作用。目标肌肉可能受损、衰弱或有缺陷，正如在包括以下的多种肌

肉病症中的情况：肌营养不良(例如杜兴肌营养不良(Duchenne  muscular  dystrophy)、贝

克尔肌营养不良 (Be c k e r’s  m u s c u la r  d y s t r o p h y)和面肩肱型肌营养不良

(fascioscapulohumeral  muscular  dystrophy))、炎症性肌肉病症(例如包涵体肌炎)、肌

肉损伤或创伤、肌肉废用(如在长期卧床休息或肢体制动之后会发生的一样)和由于衰老、

癌症或不同类型的慢性疾病的结果肌肉萎缩或弱化。所述方法还可适用于健康的但需要增

加目标肌肉的肌肉大小或强度的肌肉。另外，将促滤泡素抑制素多肽给予肌肉可引起体脂

肪的总体降低，因此可用于治疗肥胖症或其它与过量体脂肪有关的疾病，任选可将促滤泡

素抑制素直接给予脂肪组织。可将促滤泡素抑制素多肽给予唯一一个目标肌肉或给予一个

以上目标肌肉。所述方法和促滤泡素抑制素多肽可用来实现对目标组织(例如肌肉)的作

用，而对其它组织(例如非目标肌肉或其它器官)无实质性作用。因此，未观察到促滤泡素抑
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制素的全身作用。例如，目标肌肉对侧的肌肉大小或强度不会被实质性地增加，或者对患者

中选自以下的度量没有实质性作用：血清FSH水平、肝大小、血细胞比容、血红蛋白和网织红

细胞水平。

[0012] 附图简述

[0013] 图1显示人促滤泡素抑制素315的完整、未加工的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:  3)。前

导序列用粗体的斜体字表示，促滤泡素抑制素N‑端区(FSN)用单下划线表示，3个促滤泡素

抑制素结构域(FSD)用双下划线表示。具体地说，促滤泡素抑制素结构域I  (FSDI)用红色字

体表示，促滤泡素抑制素结构域II  (FSDII)用蓝色字体表示，促滤泡素抑制素结构域III 

(FSDIII)用绿色字体表示。

[0014] 图2显示通过用FST(288)‑Fc、FST(315)‑Fc或ActRIIB‑Fc皮下注射的4周治疗对小

鼠的无脂肪组织质量的作用。溶媒是Tris缓冲盐水。数据为均值±  SEM。*，通过非配对t检

验相对于TBS的P  ＜  0.05。#，通过非配对t检验相对于FST组的P  ＜  0.05。与溶媒对照小鼠

相比，FST(288)‑Fc、FST(315)‑Fc和ActRIIB‑Fc治疗导致无脂肪组织质量显著增加。

ActRIIB‑Fc治疗小鼠无脂肪组织质量的增加显著大于FST(288)‑Fc或FST(315)‑Fc治疗小

鼠中观察到无脂肪组织质量的增加。

[0015] 图3显示用FST(288)‑Fc、FST(315)‑Fc或ActRIIB‑Fc皮下注射每周两次的4周治疗

对小鼠握力的作用。溶媒是Tris缓冲盐水。数据为均值±  SEM。*，通过非配对t检验相对于

TBS的P  ＜  0.05。#，通过非配对t检验相对于FST组的P  ＜  0.05。ActRIIB‑Fc治疗提高小鼠

握力。在FST(288)‑Fc或FST(315)‑Fc治疗小鼠中未观察到握力提高。

[0016] 图4显示用FST(288)‑IgG1、FST(315)‑IgG1或ActRIIB‑Fc皮下注射每周两次的4周

治疗对小鼠胸肌(Pecs)、胫骨前肌(TA)、腓肠肌(Gastroc)和骨股肌质量的作用。溶媒是

Tris缓冲盐水。数据为均值±  SEM。*，通过非配对t检验相对于TBS的P  ＜  0.05。#，通过非

配对t检验相对于FST组的P  ＜  0.05。ActRIIB‑Fc治疗显著增加小鼠的胸肌、胫骨前肌、腓

肠肌和骨股肌质量，但在FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1治疗小鼠中几乎没有或没有观察

到肌肉质量增加。

[0017] 图5显示通过用FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1皮下注射的4周治疗对促卵泡激

素(FSH)的血清水平的作用。溶媒是Tris缓冲盐水。数据为均值±  SEM。*，通过非配对t检验

相对于TBS的P  ＜  0.05。与溶媒对照小鼠相比，FST(315)‑IgG1治疗导致血清FSH水平显著

降低。相比之下，FST(288)‑IgG1治疗对血清FSH水平没有作用。

[0018] 图6显示通过用FST(288)‑IgG1、FST(315)‑IgG1或ActRIIB‑mFc皮下注射每周两次

的4周治疗对小鼠的无脂肪组织质量的作用。溶媒是Tris缓冲盐水。数据为均值±  SEM。*，

通过非配对t检验相对于TBS的P  ＜  0.05。与溶媒对照小鼠相比，ActRIIB‑mFc治疗导致无

脂肪组织质量显著增加。在FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1治疗小鼠中没有观察到无脂肪

组织质量增加。

[0019] 图7显示通过用FST(288)‑IgG1、FST(315)‑IgG1或ActRIIB‑mFc肌内注射入右腓肠

肌每周两次的4周治疗对小鼠腓肠肌质量的作用。溶媒是Tris缓冲盐水。数据为均值± 

SEM。*，通过非配对t检验相对于TBS的P  ＜  0.05。#，通过非配对t检验注射右腓肠肌相对于

未注射左腓肠肌的P  ＜  0.05。FST(288)‑IgG1、FST(315)‑IgG1和ActRIIB‑mFc治疗显著增

加注射的右腓肠肌的肌肉质量。ActRIIB‑mFc治疗还显著增加未注射的左腓肠肌的肌肉质
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量。相比之下，在FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1治疗小鼠中在未注射左腓肠肌中未观察

到增加。

[0020] 图8显示通过用不同剂量的FST(288)‑IgG1肌内注射入右腓肠肌每周两次的3周治

疗对小鼠的腓肠肌质量的作用，表示为相对于未注射左腓肠肌的比率。溶媒为磷酸盐缓冲

盐水。数据为均值±  SEM。*，通过非配对t检验相对于PBS的P  ＜  0.05。相对于未注射肌肉，

递增剂量的FST(288)‑IgG1引起经注射腓肠肌肥大增加。

[0021] 图9显示通过用FST(291)‑IgG1肌内注射入左腓肠肌每周两次的4周治疗的作用。

溶媒为磷酸盐缓冲盐水。数据为均值±  SEM。*，通过非配对t检验相对于PBS的P  ＜  0.05。

相对于未注射肌肉和相对于对照，肌内给予FST(291)‑IgG2在注射的腓肠肌中引起肌肉质

量显著增加。

[0022] 发明详述

[0023] 1. 概述

[0024] 在某些方面，本公开内容涉及促滤泡素抑制素多肽。本文所用术语“促滤泡素抑制

素”是指来源于任何物种的促滤泡素抑制素(FST)蛋白和促滤泡素抑制素相关蛋白的家族。

促滤泡素抑制素是一种在高级动物的几乎所有组织中表达的自分泌糖蛋白。它最初从滤泡

液中分离，并鉴定为抑制促卵泡激素(FSH)从垂体前叶中分泌的蛋白质部分，因此命名为

FSH抑制蛋白(FSP)。随后，确定其主要功能为结合并中和TGF‑β超家族成员，包括例如激活

素，一种提高垂体前叶中FSH分泌的旁分泌激素。

[0025] 术语“促滤泡素抑制素多肽”用来指包含保持有用活性包括例如配体结合(例如肌

生成抑制蛋白、GDF‑11、激活素A、激活素B)或肝素结合的促滤泡素抑制素家族的任何天然

存在的多肽以及其任何变体(包括突变体、片段、融合物和肽模拟物形式)的多肽。例如，促

滤泡素抑制素多肽包括这样的多肽，其包含来源于与促滤泡素抑制素多肽的序列具有至少

约80%同一性、优选至少85%、90%、95%、97%、99%或更大同一性的序列的任何已知促滤泡素抑

制素序列的氨基酸序列。术语“促滤泡素抑制素多肽”可指包含上述多肽的任一个以及异源

(非促滤泡素抑制素)部分的融合蛋白。如果不是唯一存在于SEQ  ID  NO:  3所示的长(315个

氨基酸)形式的人促滤泡素抑制素，则氨基酸序列被视为对促滤泡素抑制素是异源的。本文

提供异源部分的许多实例，所述异源部分可通过氨基酸序列紧接融合蛋白的促滤泡素抑制

素多肽部分，或被间插氨基酸序列(例如接头或其它序列)分隔开来。

[0026] 根据可变mRNA剪接和蛋白质的可变糖基化，促滤泡素抑制素是分子量范围为31‑

49  kDa的单链多肽。可变剪接的mRNA编码315个氨基酸(即FST315)和288个氨基酸(即

FST288)的2种蛋白质；促滤泡素抑制素315可被进一步蛋白水解性降解为促滤泡素抑制素

303  (FST303)。氨基酸序列分析显示，天然人促滤泡素抑制素多肽包含5个结构域(自N端侧

起)：信号序列肽(SEQ  ID  NO:  1的氨基酸1‑29)、N端结构域(FSN)  (SEQ  ID  NO:  1的氨基酸

30‑94)、促滤泡素抑制素结构域I  (FSDI)  (SEQ  ID  NO:  1的氨基酸95‑164)、促滤泡素抑制

素结构域II  (FSDII)  (SEQ  ID  NO:  1的氨基酸168‑239)和促滤泡素抑制素结构域III 

(FSDIII)  (SEQ  ID  NO:  1的氨基酸245‑316)。参见PNAS,  U.S.A.,  1988,  第85卷,  第12

期,  第4218‑4222页。

[0027] 人促滤泡素抑制素‑288  (FST288)前体具有下列氨基酸序列，其中用黑体字表示

的信号肽、用单下划线表示的N端结构域(FSN)和用双下划线表示的促滤泡素抑制素结构域
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I‑III  (FSI、FSII、FSIII)。

[0028] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEE

DVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECA

LLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHL

RKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECA

MKEAACSSGVLLEVKHSGSCN  (SEQ  ID  NO:  1)

[0029] 加工的(成熟的)人促滤泡素抑制素变体FST(288)具有下列氨基酸序列，其中有用

单下划线表示的N端结构域和用双下划线表示的促滤泡素抑制素结构域I‑III。此外，应认

识到，可通过加工或有意去除第一半胱氨酸之前的起始氨基酸G或N的任一个而无任何后

果，并且进一步包括包含所述略较小多肽的多肽。

[0030] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCEN

VDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFC

PGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQ

CTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCN  (SEQ  ID 

NO:  2)

[0031] 人促滤泡素抑制素‑315  (FST315)前体具有下列氨基酸序列，其中有用黑体字表

示的信号肽、用单下划线表示的N端结构域(FSN)和用双下划线表示的促滤泡素抑制素结构

域I‑III  (FSI、FSII、FSIII)  (NCBI登记号AAH04107.1；344个氨基酸)。

[0032] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEE

DVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECA

LLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHL

RKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECA

MKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEEEEEDEDQDYSFPISSILEW  (SEQ  ID  NO:  3)

[0033] 加工的(成熟的)人FST(315)具有下列氨基酸序列，其中有用单下划线表示的N端

结构域和用双下划线表示的促滤泡素抑制素结构域I‑III。此外，应认识到，可通过加工或

有意去除第一半胱氨酸之前的起始氨基酸G或N的任一个而无任何后果，并且进一步包括包

含所述略较小多肽的多肽。

[0034] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCEN

VDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFC

PGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQ

CTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEE

EEEDEDQDYSFPISSILEW  (SEQ  ID  NO:  4)

[0035] 本公开内容的促滤泡素抑制素多肽可包括任何天然存在的促滤泡素抑制素蛋白

的结构域及其保持有用活性的变体(例如突变体、片段和肽模拟物形式)。例如，众所周知，

FST(315)和FST(288)对激活素(激活素A和激活素B)和肌生成抑制蛋白(和密切相关的

GDF11)两者具有高亲和力，并且促滤泡素抑制素结构域(例如FSN和FSD  I‑III)被视为参与

所述TGF‑β配体的结合。然而，据信，这3个结构域各自针对这些TGF‑β配体可具有不同的亲

和力。例如，最新研究表明，只包含N端结构域(FSN)和串联的2个FSDI结构域的多肽构建体

保持对肌生成抑制蛋白的高亲和力，当通过基因表达引入小鼠中时显示对激活素几乎没有
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或没有亲和力，并促进全身肌肉生长(Nakatani等，The  FASEB  Journal，第22477‑487卷

(2008))。

[0036] 另外，F S D I结构域含有人促滤泡素抑制素的肝素结合结构域，其具有

KKCRMNKKNKPR  (SEQ  ID  NO:  5)的氨基酸序列。该肝素结合结构域可表示为BBXBXXBBXBXB 

(SEQ  ID  NO:  6)，其中“B”意指碱性氨基酸，具体为赖氨酸(K)或精氨酸(R)。因此，某些方

面，本公开内容包括相对于天然存在的FST蛋白显示对指定TGF‑β配体的选择性结合和/或

抑制(例如保持对肌生成抑制蛋白的高亲和力同时对激活素的亲和力显著降低)的变体促

滤泡素抑制素蛋白。

[0037] 在某些方面，本公开内容包括包含下文列出的FSN结构域和例如一个或多个异源

多肽的多肽，此外，应认识到，第一半胱氨酸之前的起始氨基酸G或N的任一个可缺失，如下

文所述实例(SEQ  ID  NO:  8)。

[0038] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKET 

(SEQ  ID  NO:  7)

[0039] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKET  (SEQ 

ID  NO:  8)

[0040] 在某些方面，本公开内容包括这样的多肽，其包含含有下文所示肌生成抑制蛋白

(和/或GDF11)结合连同肝素结合的最小核心活性的FSDI结构域和例如一个或多个异源多

肽。

[0041] CENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQG

RC  (SEQ  ID  NO:  9)

[0042] FSDI序列可通过表达为另包含FSN结构域的多肽有利地保持在结构环境中。因此，

本公开内容包括包含以下列出的FSN‑FSDI序列(SEQ  ID  NO:  10)和例如一个或多个异源多

肽的多肽，此外，应认识到，可通过加工或有意去除第一半胱氨酸之前的起始氨基酸G或N的

任一个而无任何后果，并且进一步包括包含所述略较小多肽的多肽。

[0043] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVD

CGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRC  (SEQ  ID  NO: 

10)

[0044] Nakani等人表明，当在小鼠中遗传表达时，FSN‑FSDI‑FSDI构建体足以赋予全身肌

肉生长，因此本公开内容包括包含以下氨基酸序列和例如一个或多个异源多肽的多肽。

[0045] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVD

CGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCENVDCGP

GKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRC  (SEQ  ID  NO: 

11)

[0046] 虽然FSDI序列赋予肌生成抑制蛋白和GDF11结合，但已证实激活素，特别是激活素

A和激活素B，还是肌肉的负调节剂，因此抑制肌生成抑制蛋白/GDF11组和激活素A/激活素B

组两者的促滤泡素抑制素多肽可提供更强的肌肉作用。此外，鉴于表明的某些促滤泡素抑

制素多肽、特别是包含肝素结合结构域、更特别是呈同二聚体形式的多肽(例如Fc融合物)

的全身可获得性低的本文研究结果，减轻了激活素抑制对生殖轴和其它组织的已知作用有

关的安全顾虑。考虑到FSDII赋予激活素A和B结合，本公开内容提供包含FSDI和FSDII  (SEQ 
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ID  NO:  12)以及FSN‑FSDI‑FSDII构建体(SEQ  ID  NO:  13)和例如一个或多个异源多肽的多

肽。

[0047] CENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQG

RCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKC 

(SEQ  ID  NO:  12)

[0048] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVD

CGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKC  (SEQ  ID  NO: 

13)

[0049] 如实施例中所述，291个氨基酸(表示天然存在的FST‑315的截短)的促滤泡素抑制

素多肽具有有利性质。因此，未加工的(SEQ  ID  NO:  14)和成熟的FST(291)  (SEQ  ID  NO: 

15)多肽包括在本公开内容中，并可与异源蛋白结合。此外，应认识到，可通过加工或有意去

除第一半胱氨酸之前的起始氨基酸G或N的任一个而无任何后果，并且进一步包括包含所述

略较小多肽的多肽，例如下文所示实例(SEQ  ID  NO:  16)。

[0050] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEE

DVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECA

LLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHL

RKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECA

MKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSIS  (SEQ  ID  NO:  14)

[0051] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCEN

VDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFC

PGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQ

CTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSIS  (SEQ 

ID  NO:  15)

[0052] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVD

CGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCT

GGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSIS  (SEQ  ID 

NO:  16)

[0053] 在某些实施方案中，本发明涉及用主题促滤泡素抑制素多肽(例如FST‑IgG融合多

肽)拮抗促滤泡素抑制素的配体(亦称为促滤泡素抑制素配体)。因此，本公开内容的组合物

和方法可用于治疗与促滤泡素抑制素的一种或多种配体的异常活性有关的病症。促滤泡素

抑制素的示例性配体包括一些TGF‑β家族成员，例如激活素A、激活素B、肌生成抑制蛋白

(GDF8)和GDF11。

[0054] 促滤泡素抑制素蛋白在本文可称为FST。如果后面是数字，例如FST(288)，则这表

明蛋白质是促滤泡素抑制素的288形式。如果作为FST(288)‑Fc存在，则这表明FST(288)的C

端Fc融合物，这可包括或不包括间插接头。在这种情况下，Fc可以是任何免疫球蛋白Fc部

分，正如本文定义的该术语。如果作为FST(288)‑IgG2存在，则这表明人IgG2的Fc部分与FST

(288)的C端Fc融合物。
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[0055] 激活素是二聚体多肽生长因子，属于TGF‑β超家族。有3种激活素(A、B和AB)，其是2

个密切相关的β亚基的同/异二聚体(βAβA、βBβB和βAβB)。已鉴定出另外的激活素C和E，虽然不

了解这些蛋白质的功能。在TGF‑β超家族中，激活素是独特的多功能因子，可刺激卵巢和胎

盘细胞中的激素产生、支持神经元细胞存活、根据细胞类型积极或消极影响细胞周期进程，

并且至少在两栖动物胚胎中诱导中胚层分化(DePaolo等,  1991,  Proc  Soc  Ep  Biol  Med. 

198:500‑512；Dyson等 ,  1997 ,  Curr  Biol .  7:81‑84；Woodruff ,  1998 ,  Biochem 

Pharmacol.  55:953‑963)。此外，发现自经刺激的人单核细胞白血病细胞分离的红细胞分

化因子(EDF)与激活素A相同(Murata等，1988，PNAS，85:2434)。已经表明，激活素A在骨髓中

起红细胞生成的天然调节剂的作用。在几种组织中，激活素信号传导被其相关的异二聚体

(抑制素)拮抗。例如在从垂体释放促卵泡激素(FSH)期间，激活素促进FSH分泌和合成，而抑

制素阻止FSH分泌和合成。激活素还涉及作为肌肉质量和功能的负调节剂，且激活素拮抗剂

可促进肌肉生长或对抗体内肌肉丧失。Link和Nishi,  Exp  Cell  Res.  1997年6月15日;233

(2):350‑62；He等,  Anat  Embryol  (Berl) .  2005年6月;209(5):401‑7；Souza等,  Mol 

Endocrinol.  2008年12月;22(12):2689‑702；Am  J  Physiol  Endocrinol  Metab.  2009年7

月;297(1):E157‑64；Gilson等,  Zhou等,  Cell.  2010年8月20;142(4):531‑43。

[0056] 生长和分化因子‑8  (GDF8)亦称为肌生成抑制蛋白。GDF8是骨骼肌质量的负调节

剂。GDF8在发育的和成熟的骨骼肌中高表达。转基因小鼠中的GDF8无效突变的特征在于明

显的骨骼肌肥大和增生(McPherron等，Nature，1997，387:83‑90)。在牛中(Ashmore等, 

1974,  Growth,  38:501‑507；Swatland和Kieffer,  J.  Anim.  Sci.,  1994,  38:752‑757；

McPherron和Lee,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  1997,  94:12457‑12461；以及Kambadur

等,  Genome  Res.,  1997,  7:910‑915)和引人侧目地在人类中(Schuelke等，N  Engl  J  Med 

2004;350:2682‑8)，骨骼肌质量的类似增加在天然存在的GDF8突变中是明显的。研究还显

示与人类HIV感染有关的肌肉消耗伴有GDF8蛋白质表达的增加(Gonzalez‑Cadavid等，

PNAS，1998，95:14938‑43)。另外，GDF8可调节肌肉特异性酶(例如肌酸激酶)的产生，并调节

成肌细胞增殖(WO  00/43781)。GDF8前肽可与成熟的GDF8结构域二聚体非共价结合，使其失

去生物活性(Miyazono等,  (1988)  J .  Biol .  Chem .,  263:  6407‑6415；Wakefield等, 

(1988)  J.  Biol.  Chem.,  263；7646‑7654；以及Brown等,  (1990)  Growth  Factors,  3: 

35‑43)。与GDF8或结构上相关的蛋白质结合并抑制其生物活性的其它蛋白质包括促滤泡素

抑制素，并可能包括促滤泡素抑制素相关蛋白(Gamer等,  (1999)  Dev.  Biol.,  208:  222‑

232)。

[0057] 本说明书所用术语通常具有其在本领域、在本发明的情况下和在使用各个术语的

具体情况下的普通含义。下文或本说明书其它部分论述了某些术语以提供，为从业人员在

描述本发明的组合物和方法及如何制备和使用它们时提供额外的指导。从术语使用的具体

情况看，术语的任何应用范围或含义都将是显而易见的。

[0058] “约”和“大约”总的来讲可意指鉴于测量的性质或精确度，对所测定的量的可接受

的误差度。通常，示例性误差度通常在给定值或值的范围的百分之20  (20%)、优选10%、更优

选5%内。

[0059] 或者，特别是在生物系统中，术语“约”和“大约”可意指在给定值的数量级以内、优

选5倍以内、更优选2倍以内的值。本文给出的数值的量是近似值，除非另有说明，意指在未
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明确表示时，可被推测为术语“约”或“大约”。

[0060] 本发明的方法可包括将序列彼此进行比较的步骤，包括野生型序列与一个或多个

突变型(序列变体)比较。这类比较通常包括多聚体序列的比对，例如应用本领域众所周知

的序列比对程序和/或算法(例如BLAST、FASTA和MEGALIGN等)。技术人员可容易理解的是，

在其中突变含有残基插入或缺失的所述比对中，序列比对可在不含插入残基或缺失残基的

多聚体序列中引入“空位”  (通常用破折号或“A”表示)。

[0061] 在所有其语法形式和拼法变化中，“同源的”是指具有“共同进化起源”的两种蛋白

质之间的关系，包括来源于同一生物物种超家族的蛋白质以及来源于不同生物物种的同源

蛋白质。所述蛋白质(及其编码核酸)具有序列同源性，正如其序列相似性所反映的一样，不

论就百分比同一性而言，还是就特定残基或基序和保守位置的存在情况而论。然而，在普通

用法中以及在本申请中，术语“同源的”当用副词(例如“高度地”)修饰时，可以是指序列相

似性，并且可能与共同进化起源有关或无关。

[0062] 在所有其全部语法形式中，术语“序列相似性”是指可能有或没有共同进化起源的

核酸或氨基酸序列之间的同一性或一致性程度。

[0063] 2.  促滤泡素抑制素多肽

[0064] 在某些方面，本公开内容涉及促滤泡素抑制素多肽(例如FST‑Fc多肽)，和特别是

通过包含SEQ  ID  NO:  2、7、8、9、10、11、12、13、14、15或16的多肽例示的截短形式及其变体。

任选片段、功能变体和修饰形式具有其相应野生型促滤泡素抑制素多肽相似、相同或改进

的生物活性。例如，本公开内容的促滤泡素抑制素变体可与促滤泡素抑制素配体(例如激活

素A、激活素AB、激活素B和GDF8)结合并抑制其功能。任选促滤泡素抑制素多肽调节组织(特

别是肌肉)的生长。促滤泡素抑制素多肽的实例包括包含SEQ  ID  No:  1‑16和26‑43任一个

的氨基酸序列、基本由其组成或由其组成的多肽，以及包含与SEQ  ID  No:  1‑16和26‑43任

一个的氨基酸序列有至少80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%或100%同

一性的氨基酸序列、基本由其组成或由其组成的多肽。可按照下面的指导制备这些多肽的

变化。促滤泡素抑制素多肽的氨基酸的编号以SEQ  ID  NO:  1的序列为基础，不论是否使用

天然前导序列。

[0065] 如上所述，促滤泡素抑制素的特征在于3个富含半胱氨酸的区域(即FS结构域I‑

III)，其被认为介导促滤泡素抑制素配体结合。此外，研究人员证实，仅包含3个FS‑结合结

构域之一(例如FSDI)的多肽构建体保持对某些促滤泡素抑制素配体(例如肌生成抑制蛋

白)的强亲和力，并且体内是有活性的。参见Nakatani等，FASEB  Journal，第22477‑487卷

(2008)。因此，本公开内容的变体促滤泡素抑制素多肽可包含促滤泡素抑制素蛋白的一个

或多个活性部分。例如，本公开内容的构建体可始于相当于SEQ  ID  NO:  1的氨基酸30‑95的

残基并终于相当于SEQ  ID  NO:  1的氨基酸316‑344的位置。其它实例包括始于SEQ  ID  NO: 

1的30‑95位置并终于相当于氨基酸164‑167或238‑244的位置的构建体。其它实例可包括

SEQ  ID  No:  7‑16的任一个。

[0066] 本文所述促滤泡素抑制素变化可以不同方式彼此或与异源氨基酸序列结合。例

如，本公开内容的变体促滤泡素抑制素蛋白包括包含选自FSDI  (SEQ  ID  NO:  1的氨基酸

95‑164  (即SEQ  ID  NO:  2)、FSDII  (SEQ  ID  NO:  1的氨基酸168‑239)或FSDIII  (SEQ  ID 

NO:  1的氨基酸245‑316)的一个或多个FS结构域的多肽以及包含选自与FSDI  (SEQ  ID  NO: 
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1的氨基酸95‑164  (即SEQ  ID  NO:  2)、FSDII  (SEQ  ID  NO:  1的氨基酸168‑239)或FSDIII 

(SEQ  ID  NO:  1的氨基酸245‑316)有至少80%、85%、90%、92%、95%、96%、97%、98%或99%同一性

的序列的一个或多个FS结构域的蛋白质。这些FS结构域可以任何顺序在本公开内容的变体

促滤泡素抑制素多肽内结合，条件是所述重组蛋白保持所需活性，包括例如促滤泡素抑制

素配体结合活性(例如肌生成抑制蛋白)和生物活性(例如诱导肌肉质量和/或强度)。所述

促滤泡素抑制素变体多肽的实例包括例如具有例如FSDI‑FSDII‑FSDIII、FSDI‑FSDIII、

FSDI‑FSDI‑FSDIII、FSDI‑FSDII、FSDI‑FSDI、FSN‑FSDI‑FSDII‑FSDIII、FSN‑FSDI‑FSDII、

FSN‑FSDI‑FSDI、FSN‑FSDI‑FSDIII、FSN‑FSDI‑FSDI‑FSDIII等结构域结构的多肽和使其它

异源多肽与这些多肽的N端或C端融合所得到的多肽。这些结构域可直接连接或通过接头多

肽连接。任选多肽接头可为任何序列，并可包含1‑50、优选1‑10、更优选1‑5个氨基酸。在某

些方面，优选的接头不含半胱氨酸氨基酸。

[0067] 在一些实施方案中，本公开内容的促滤泡素抑制素变体对一种或多种促滤泡素抑

制素配体的结合亲和力降低或消除。在某些方面，本公开内容提供对激活素的结合亲和力

降低或消除的促滤泡素抑制素变体。在某些方面，本公开内容提供对激活素结合亲和力降

低或消除但保持对肌生成抑制蛋白的高亲和力的促滤泡素抑制素变体。

[0068] 在某些方面，本公开内容提供不包含相当于FSDII结构域或功能活性FSDII结构域

的序列的促滤泡素抑制素变体。例如，本公开内容的促滤泡素抑制素多肽可包括通过FSDII

结构域的部分或完全缺失获得的部分或完全缺失的变体。在某些方面，所述促滤泡素抑制

素变体包括FSDII区内一个或多个半胱氨酸残基的缺失或用非半胱氨酸氨基酸的取代。

[0069] 本公开内容的促滤泡素抑制素蛋白可包含信号序列。信号序列可以是促滤泡素抑

制素蛋白的天然信号序列(例如SEQ  ID  NO:  1的氨基酸1‑29)或来自其它蛋白质的信号序

列，例如组织纤溶酶原激活物(TPA)信号序列或蜂毒肽(honey  bee  melatin,  HBM)信号序

列。

[0070] 此外可将N联糖基化位点(N‑X‑S/T)加至促滤泡素抑制素多肽上，并且可延长FST‑

Fc融合蛋白的血清半寿期。一般可在配体结合袋外的位置上引入N‑X‑S/T序列。可在促滤泡

素抑制素序列和Fc或其它融合物组分之间的接头中引入N‑X‑S/T序列。可通过在相对于先

存在的S或T的正确位置中引入N，或通过相当于先存在的N的位置上引入S或T，以最小的努

力引入所述位点。可将预测待被糖基化的任何S变成T而不产生免疫原性位点，这是因为糖

基化提供的保护。同样，可将预测待被糖基化的任何T变成S。因此，促滤泡素抑制素变体可

包括一个或多个额外的非内源N联糖基化共有序列。

[0071] 在某些实施方案中，本公开内容考虑了通过修饰促滤泡素抑制素多肽的结构制备

功能变体用于提高治疗功效或稳定性(例如离体保存限期和对体内蛋白水解性降解的抗

性)的目的。还可例如通过氨基酸取代、缺失或添加，产生修饰的促滤泡素抑制素多肽。例

如，有理由预期，亮氨酸被异亮氨酸或缬氨酸单独置换、天冬氨酸被谷氨酸单独置换、苏氨

酸被丝氨酸单独置换，或者氨基酸被结构上相关的氨基酸进行类似置换(例如保守突变)将

不会对所得分子的生物活性产生重大影响。保守置换是发生在其侧链上是相关的氨基酸家

族内的置换。通过评价变体促滤泡素抑制素多肽以类似于野生型促滤泡素抑制素多肽的方

式在细胞中产生反应，或以类似于野生型促滤泡素抑制素的方式与一种或多种配体(例如

激活素或肌生成抑制蛋白)结合的能力，可容易地确定促滤泡素抑制素多肽的氨基酸序列
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的变化是否产生功能同系物。

[0072] 在某些实施方案中，本发明考虑了促滤泡素抑制素多肽的特异性突变以改变多肽

的糖基化。可选择所述突变以引入或消除一个或多个糖基化位点，例如O联或N联糖基化位

点。天冬酰胺联糖基化识别位点一般包含三肽序列天冬酰胺‑X‑苏氨酸(其中“X”是任何氨

基酸)，其被合适的细胞糖基化酶特异性识别。还可通过将一个或多个丝氨酸或苏氨酸残基

序列添加至野生型促滤泡素抑制素多肽的序列中(对于O联糖基化位点)或用一个或多个丝

氨酸或苏氨酸残基置换，来进行改变。在糖基化识别位点的第一或第三氨基酸位置的一个

或两个处的各种氨基酸取代或缺失(和/或第二位置的氨基酸缺失)在修饰的三肽序列上导

致非糖基化。在促滤泡素抑制素多肽中增加糖部分的数目的另一种方法是通过糖苷与促滤

泡素抑制素多肽的化学或酶促偶联。根据所采用的偶联方式，可将糖连接至：(a)精氨酸和

组氨酸；(b)游离羧基；(c)游离巯基，例如半胱氨酸的巯基；(d)游离羟基，例如丝氨酸、苏氨

酸或羟脯氨酸的羟基；(e)芳族残基，例如苯丙氨酸、酪氨酸或色氨酸的芳族残基；或(f)谷

氨酰胺的酰胺基。这些方法描述于1987年9月11日公布的WO  87/05330以及Aplin和Wriston 

(1981)  CRC  Crit.  Rev.  Biochem.,  第259‑306页，通过引用结合到本文中。可用化学方法

和/或酶方法实现ActRIIB多肽上存在的一个或多个糖部分的脱去。化学去糖基化可包括例

如将促滤泡素抑制素多肽暴露于化合物三氟甲烷磺酸或等同化合物中。这种处理导致除连

接糖(N‑乙酰氨基葡萄糖或N‑乙酰半乳糖胺)以外的大部分或所有糖被切割，同时保持氨基

酸序列完整。化学去糖基化另描述于Hakimuddin等(1987)  Arch .  Biochem .  Biophys . 

259:52和Edge等(1981)  Anal .  Biochem .  118:131。可按Thotakura等(1987)  Meth . 

Enzymol.  138:350所述，通过使用各种内切糖苷酶和外切糖苷酶完成促滤泡素抑制素多肽

上的糖部分的酶促切割。适当时，可根据所采用的表达系统类型，调整促滤泡素抑制素多肽

的序列，因为哺乳动物、酵母、昆虫和植物细胞均可引入可受所述肽的氨基酸序列影响的不

同糖基化模式。一般而言，用于人的促滤泡素抑制素蛋白可在提供适当糖基化的哺乳动物

细胞系(例如HEK293或CHO细胞系)中表达，虽然预期其它哺乳动物表达细胞系、具有工程改

造的糖基化酶的酵母细胞系以及昆虫细胞也是有用的。

[0073] 本公开内容还考虑产生变体、特别是数套促滤泡素抑制素多肽的组合变体(任选

包括截短变体)的方法；组合突变型库尤其可用于鉴定功能变体序列。筛选所述组合文库的

目的可以是产生例如具有改变的性质(例如具有改变的药代动力学或改变的配体结合)的

促滤泡素抑制素多肽变体。下面提供各种筛选测定法，所述测定法可用来评价变体。例如，

可针对与促滤泡素抑制素多肽结合的能力筛选促滤泡素抑制素多肽变体，以防止促滤泡素

抑制素配体与促滤泡素抑制素多肽结合。

[0074] 还可以在基于细胞的测定法或体内测定法中测试促滤泡素抑制素多肽或其变体

的活性。例如，可评价促滤泡素抑制素多肽变体对参与肌肉产生的基因表达的作用。这可根

据需要在一种或多种重组促滤泡素抑制素配体蛋白(例如激活素A)存在下进行，可以转染

细胞以产生促滤泡素抑制素多肽和/或其变体，任选促滤泡素抑制素配体。同样，可将促滤

泡素抑制素多肽给予小鼠或其它动物，并可评价一个或多个肌肉性质，例如肌肉质量或强

度。所述测定法是本领域众所周知的和常规的。易起反应的报道基因可用于所述细胞系以

监测对下游信号传导的作用。

[0075] 可以制备具有相对于天然存在的促滤泡素抑制素多肽选择性功效普遍提高的组
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合衍生的变体。所述变体蛋白，当自重组DNA构建体表达时，可用于基因治疗方案。同样，诱

变可产生与相应的野生型促滤泡素抑制素多肽相比胞内半寿期十分不同的变体。例如，对

于蛋白水解性降解或者导致天然促滤泡素抑制素多肽破坏或以其它方式失活的其它细胞

过程，可使经改变的蛋白质更稳定或更不稳定。可利用所述变体和编码所述变体的基因，以

通过调节促滤泡素抑制素多肽的半寿期，改变促滤泡素抑制素多肽水平。例如，短的半寿期

可产生更短暂的生物作用，并且当为诱导型表达系统的一部分时，可允许更密切地控制细

胞内的重组促滤泡素抑制素多肽水平。

[0076] 在某些实施方案中，除天然存在于促滤泡素抑制素多肽中的任何修饰以外，本公

开内容的促滤泡素抑制素多肽还可包含翻译后修饰。所述修饰包括但不限于乙酰化、羧化、

糖基化、磷酸化、脂化和酰化。因此，修饰的促滤泡素抑制素多肽可含有非氨基酸成分，例如

聚乙二醇、脂质、多糖或单糖和磷酸酯。可按照本文有关其它促滤泡素抑制素多肽变体方面

所述，测试所述非氨基酸成分对促滤泡素抑制素多肽的功能性的作用。如果促滤泡素抑制

素多肽在细胞中通过切割促滤泡素抑制素多肽的新生形式产生，则翻译后加工对于蛋白质

的正确折叠和/或功能也可能是重要的。对于所述翻译后活性，不同的细胞(例如CHO、HeLa、

MDCK、293、WI38、NIH‑3T3或HEK293)具有特定的细胞机器和特有机制，可选择不同的细胞以

确保促滤泡素抑制素多肽的正确修饰和加工。

[0077] 在某些方面，促滤泡素抑制素多肽的功能变体或修饰形式包括具有促滤泡素抑制

素多肽的至少一部分和一个或多个融合结构域的融合蛋白。所述融合结构域的众所周知的

实例包括但不限于聚组氨酸、Glu‑Glu、谷胱甘肽S转移酶(GST)、硫氧还蛋白、A蛋白、G蛋白、

免疫球蛋白重链恒定区(Fc)、麦芽糖结合蛋白(MBP)或人血清白蛋白。可选择融合结构域以

提供所需要的性质。例如，一些融合结构域特别可用于通过亲和层析法分离融合蛋白。为了

亲和纯化的目的，使用用于亲和层析法的相关基质，例如谷胱甘肽缀合树脂、淀粉酶缀合树

脂和镍缀合树脂或钴缀合树脂。所述基质的许多种可以“试剂盒”形式获得，例如Pharmacia 

GST纯化系统和可与(HIS6)融合配偶体一起使用的QIAexpressTM系统(Qiagen)。作为另一个

实例，可选择融合结构域以促进促滤泡素抑制素多肽的检测。所述检测结构域的实例包括

各种荧光蛋白(例如GFP)以及“表位标签”，其通常是短肽序列，可获得其特异性抗体。易获

得其特异性单克隆抗体的众所周知的表位标签包括FLAG、流感病毒血凝素(HA)和c‑myc标

签。在一些情况下，融合结构域具有蛋白酶切割位点(例如因子Xa或凝血酶的切割位点)，其

允许相关蛋白酶部分消化融合蛋白，从而从中释放重组蛋白。然后，可通过随后的层析分

离，从融合结构域分离出释放的蛋白质。在某些优选的实施方案中，促滤泡素抑制素多肽与

体内稳定促滤泡素抑制素多肽的结构域(“稳定剂”结构域)融合。所谓“稳定”意指延长血清

半寿期的任何事物，不论这是否是因为破坏减少、肾清除率降低还是其它药代动力学的作

用。已知与免疫球蛋白的Fc部分的融合物赋予多种蛋白质所需要的药代动力学性质。同样，

与人血清白蛋白的融合物可赋予所需要的性质。可选择的融合结构域的其它类型包括多聚

化(例如二聚化、四聚化)结构域和功能结构域(其提供额外的生物功能，例如肌肉生长的进

一步刺激)。

[0078] 作为具体实例，本公开内容提供含有包含与免疫球蛋白的恒定结构域(例如免疫

球蛋白的CH1、CH2或CH3结构域)的多肽或Fc融合的促滤泡素抑制素多肽的融合蛋白。下面

提供来源于人IgG1和IgG2的Fc结构域(分别为SEQ  ID  NO:  17和SEQ  ID  NO:  18)。如本文所
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述，IgG2、IgG4或IgG2/4  Fc结构域对与保持肝素结合活性的促滤泡素抑制素多肽融合是特

别有利的，因为这些Fc物类的CDC和/或ADCC活性(这对这些肝素结合多肽可与之附着的细

胞是有害的)降低。已知降低CDC或ADCC活性的其它突变，总的来说，这些变体的任一种都包

括在本公开内容中，并可用作促滤泡素抑制素融合蛋白的有利组分。任选SEQ  ID  NO:  17的

Fc结构域在例如Asp‑265、Lys‑322和Asn‑434  (按照相应的全长IgG1编号)等残基处具有一

个或多个突变。在某些情况下，相对于野生型Fc结构域，具有这些突变的一个或多个(例如

Asp‑265突变)的突变体Fc结构域与Fcγ受体结合的能力降低。在其它情况下，相对于野生

型Fc结构域，这些突变的一个或多个(例如Asn‑434突变)的突变体Fc结构域与MHC  I类相关

Fc受体(FcRN)结合的能力提高。

[0079] 可使用的人IgG1和IgG2氨基酸序列的实例见下：

[0080] IgG1

[0081] THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK

PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT

CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK  (SEQ  ID  NO:  17)

[0082] IgG2

[0083] VECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPR

EEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL

VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS

PGK  (SEQ  ID  NO:  18)

[0084] 要了解，融合蛋白的不同成分可以与所需功能性一致的任何方式排列。例如，可将

促滤泡素抑制素多肽置于异源结构域的C端，或者，可将异源结构域置于促滤泡素抑制素多

肽的C端。促滤泡素抑制素多肽结构域和异源结构域在融合蛋白中不必邻接，并且任一结构

域的C端或N端或在结构域之间可包括其它结构域或氨基酸序列。

[0085] 本文所用术语“免疫球蛋白Fc结构域”或简称“Fc”要理解为是指免疫球蛋白链恒

定区、优选免疫球蛋白重链恒定区的羧基端部分或其部分。例如，免疫球蛋白Fc区可包含1) 

CH1结构域、CH2结构域和CH3结构域，2)  CH1结构域和CH2结构域，3)  CH1结构域和CH3结构

域，4)  CH2结构域和CH3结构域，或5)两个或更多个结构域和免疫球蛋白铰链区的组合。在

一个优选的实施方案中，免疫球蛋白Fc区包含至少免疫球蛋白铰链区CH2结构域和CH3结构

域，并优选缺乏CH1结构域。还要了解，促滤泡素抑制素多肽可只包含免疫球蛋白的一个结

构域，例如CH1结构域、CH2结构域或CH3结构域。这些结构域的多个提供所需药代动力学性

质以及二聚化或高级次多聚化。

[0086] 在一个实施方案中，重链恒定区来源于其中的免疫球蛋白类别为IgG  (Igγ)  (γ

亚类1、2、3或4)。可使用免疫球蛋白的其它类别IgA  (Igα)、IgD  (Igδ)、IgE  (Igε)和IgM 

(Igμ)。合适免疫球蛋白重链恒定区的选择详细论述于美国专利号5,541,087和5,726,044。

为获得特定结果的来自某些免疫球蛋白类别和亚类的具体免疫球蛋白重链恒定区序列的

选择被视为在本领域的技术水平内。编码免疫球蛋白Fc区的DNA构建体的部分优选包含铰

链结构域的至少一部分，优选Fc  γ的CH3结构域或IgA、IgD、IgE或IgM任一种的同源结构域

的至少一部分。
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[0087] 此外，预期免疫球蛋白重链恒定区内氨基酸的取代或缺失可用于实施本文公开的

方法和组合物。一个实例可为将氨基酸取代引入上部CH2区以产生对Fc受体的亲和力降低

的Fc变体(Cole等(1997)  J.  Immunol.  159:3613)。另外，在许多情况下，可脱去C端赖氨酸

或K，因此本文所述任何多肽可省略存在于Fc结构域中的C端K，例如SEQ  ID  NO:  17或SEQ 

ID  NO:  18所示那些。

[0088] 在某些实施方案中，本公开内容的促滤泡素抑制素多肽含有能够稳定促滤泡素抑

制素多肽的一个或多个修饰。例如，所述修饰延长促滤泡素抑制素多肽的体外半寿期、延长

促滤泡素抑制素多肽的循环半寿期或降低促滤泡素抑制素多肽的蛋白水解性降解。所述稳

定修饰包括但不限于融合蛋白(包括例如包含促滤泡素抑制素多肽和稳定剂结构域的融合

蛋白)、糖基化位点的修饰(包括例如糖基化位点加至促滤泡素抑制素多肽上)和糖部分的

修饰(包括例如从促滤泡素抑制素多肽中脱去糖部分)。在融合蛋白的情况下，促滤泡素抑

制素多肽与稳定剂结构域(例如IgG分子(例如Fc结构域))融合。本文使用的术语“稳定剂结

构域”不仅仅是指融合蛋白的情况下的融合结构域(例如Fc)，而且还包括非蛋白质修饰(例

如糖部分)或非蛋白质聚合物(例如聚乙二醇)。

[0089] 在某些实施方案中，本发明可获得促滤泡素抑制素多肽的分离和/或纯化形式，其

分离自其它蛋白质或以别的方式基本不含其它蛋白质。

[0090] 在某些实施方案中，本公开内容的促滤泡素抑制素多肽(未修饰的或修饰的)可通

过多种本领域已知技术产生。例如，所述促滤泡素抑制素多肽可采用标准蛋白质化学技术

例如描述于以下文献的技术合成：Bodansky ,  M .  Principles  of  Peptide  Synthesis , 

Springer  Verlag ,  Berlin  (1993)和Grant  G .  A .  (编辑) ,  Synthetic  Peptides:  A 

User's  Guide,  W.  H.  Freeman  and  Company,  New  York  (1992)。另外，自动化肽合成仪

是市购可获得的(例如Advanced  ChemTech  Model  396；Milligen/Biosearch  9600)。或者，

促滤泡素抑制素多肽、其片段或变体可采用本领域众所周知的各种表达系统(例如大肠杆

菌(E.  coli)、中国仓鼠卵巢细胞、COS细胞、杆状病毒)重组产生(另见下文)。在又一个实施

方案中，可通过使用例如蛋白酶(例如胰蛋白酶、嗜热菌蛋白酶、胰凝乳蛋白酶、胃蛋白酶或

成对碱性氨基酸转化酶(PACE))消化天然存在的或重组产生的全长促滤泡素抑制素多肽，

来产生修饰或未修饰的促滤泡素抑制素多肽。可应用计算机分析(应用市购可获得的软件，

例如MacVector，Omega，PCGene，Molecular  Simulation，Inc.)鉴定蛋白酶水解性切割位

点。或者，可通过例如本领域已知的标准技术，例如通过化学切割(例如溴化氰、羟胺)从天

然存在的或重组产生的全长促滤泡素抑制素多肽产生所述促滤泡素抑制素多肽。

[0091] 3.  核酸编码促滤泡素抑制素多肽

[0092] 在某些方面，本发明提供编码本文公开的任何促滤泡素抑制素多肽的分离核酸

和/或重组核酸。主题核酸可为单链的或双链的。所述核酸可为DNA或RNA分子。这些核酸可

用于例如制备促滤泡素抑制素多肽的方法。

[0093] 例如，下列序列编码天然存在的人促滤泡素抑制素前体多肽(SEQ  ID  NO:  19) 

(NCBI登记号BC004107.2，1032  bp)：

[0094] atggtccgcgcgaggcaccagccgggtgggctttgcctcctgctgctgctgctctgccagttcatgga

ggaccgcagtgcccaggctgggaactgctggctccgtcaagcgaagaacggccgctgccaggtcctgtacaagacc

gaactgagcaaggaggagtgctgcagcaccggccggctgagcacctcgtggaccgaggaggacgtgaatgacaaca
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cactcttcaagtggatgattttcaacgggggcgcccccaactgcatcccctgtaaagaaacgtgtgagaacgtgga

ctgtggacctgggaaaaaatgccgaatgaacaagaagaacaaaccccgctgcgtctgcgccccggattgttccaac

atcacctggaagggtccagtctgcgggctggatgggaaaacctaccgcaatgaatgtgcactcctaaaggcaagat

gtaaagagcagccagaactggaagtccagtaccaaggcagatgtaaaaagacttgtcgggatgttttctgtccagg

cagctccacatgtgtggtggaccagaccaataatgcctactgtgtgacctgtaatcggatttgcccagagcctgct

tcctctgagcaatatctctgtgggaatgatggagtcacctactccagtgcctgccacctgagaaaggctacctgcc

tgctgggcagatctattggattagcctatgagggaaagtgtatcaaagcaaagtcctgtgaagatatccagtgcac

tggtgggaaaaaatgtttatgggatttcaaggttgggagaggccggtgttccctctgtgatgagctgtgccctgac

agtaagtcggatgagcctgtctgtgccagtgacaatgccacttatgccagcgagtgtgccatgaaggaagctgcct

gctcctcaggtgtgctactggaagtaaagcactccggatcttgcaactccatttcggaagacaccgaggaagagga

ggaagatgaagaccaggactacagctttcctatatcttctattctagagtgg

[0095] 下列序列编码成熟的FST(315)多肽(SEQ  ID  NO:  20)。

[0096] gggaactgctggctccgtcaagcgaagaacggccgctgccaggtcctgtacaagaccgaactgagcaa

ggaggagtgctgcagcaccggccggctgagcacctcgtggaccgaggaggacgtgaatgacaacacactcttcaag

tggatgattttcaacgggggcgcccccaactgcatcccctgtaaagaaacgtgtgagaacgtggactgtggacctg

ggaaaaaatgccgaatgaacaagaagaacaaaccccgctgcgtctgcgccccggattgttccaacatcacctggaa

gggtccagtctgcgggctggatgggaaaacctaccgcaatgaatgtgcactcctaaaggcaagatgtaaagagcag

ccagaactggaagtccagtaccaaggcagatgtaaaaagacttgtcgggatgttttctgtccaggcagctccacat

gtgtggtggaccagaccaataatgcctactgtgtgacctgtaatcggatttgcccagagcctgcttcctctgagca

atatctctgtgggaatgatggagtcacctactccagtgcctgccacctgagaaaggctacctgcctgctgggcaga

tctattggattagcctatgagggaaagtgtatcaaagcaaagtcctgtgaagatatccagtgcactggtgggaaaa

aatgtttatgggatttcaaggttgggagaggccggtgttccctctgtgatgagctgtgccctgacagtaagtcgga

tgagcctgtctgtgccagtgacaatgccacttatgccagcgagtgtgccatgaaggaagctgcctgctcctcaggt

gtgctactggaagtaaagcactccggatcttgcaactccatttcggaagacaccgaggaagaggaggaagatgaag

accaggactacagctttcctatatcttctattctagagtgg

[0097] 下列序列编码FST(288)多肽(SEQ  ID  NO:  21)。

[0098] gggaactgctggctccgtcaagcgaagaacggccgctgccaggtcctgtacaagaccgaactgagcaa

ggaggagtgctgcagcaccggccggctgagcacctcgtggaccgaggaggacgtgaatgacaacacactcttcaag

tggatgattttcaacgggggcgcccccaactgcatcccctgtaaagaaacgtgtgagaacgtggactgtggacctg

ggaaaaaatgccgaatgaacaagaagaacaaaccccgctgcgtctgcgccccggattgttccaacatcacctggaa

gggtccagtctgcgggctggatgggaaaacctaccgcaatgaatgtgcactcctaaaggcaagatgtaaagagcag

ccagaactggaagtccagtaccaaggcagatgtaaaaagacttgtcgggatgttttctgtccaggcagctccacat

gtgtggtggaccagaccaataatgcctactgtgtgacctgtaatcggatttgcccagagcctgcttcctctgagca

atatctctgtgggaatgatggagtcacctactccagtgcctgccacctgagaaaggctacctgcctgctgggcaga

tctattggattagcctatgagggaaagtgtatcaaagcaaagtcctgtgaagatatccagtgcactggtgggaaaa

aatgtttatgggatttcaaggttgggagaggccggtgttccctctgtgatgagctgtgccctgacagtaagtcgga

tgagcctgtctgtgccagtgacaatgccacttatgccagcgagtgtgccatgaaggaagctgcctgctcctcaggt

gtgctactggaagtaaagcactccggatcttgcaac

[0099] 下列序列编码成熟的FST(291)多肽(SEQ  ID  NO:  22)。
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[0100] gggaactgctggctccgtcaagcgaagaacggccgctgccaggtcctgtacaagaccgaactgagcaa

ggaggagtgctgcagcaccggccggctgagcacctcgtggaccgaggaggacgtgaatgacaacacactcttcaag

tggatgattttcaacgggggcgcccccaactgcatcccctgtaaagaaacgtgtgagaacgtggactgtggacctg

ggaaaaaatgccgaatgaacaagaagaacaaaccccgctgcgtctgcgccccggattgttccaacatcacctggaa

gggtccagtctgcgggctggatgggaaaacctaccgcaatgaatgtgcactcctaaaggcaagatgtaaagagcag

ccagaactggaagtccagtaccaaggcagatgtaaaaagacttgtcgggatgttttctgtccaggcagctccacat

gtgtggtggaccagaccaataatgcctactgtgtgacctgtaatcggatttgcccagagcctgcttcctctgagca

atatctctgtgggaatgatggagtcacctactccagtgcctgccacctgagaaaggctacctgcctgctgggcaga

tctattggattagcctatgagggaaagtgtatcaaagcaaagtcctgtgaagatatccagtgcactggtgggaaaa

aatgtttatgggatttcaaggttgggagaggccggtgttccctctgtgatgagctgtgccctgacagtaagtcgga

tgagcctgtctgtgccagtgacaatgccacttatgccagcgagtgtgccatgaaggaagctgcctgctcctcaggt

gtgctactggaagtaaagcactccggatcttgcaactccatttcgtgg

[0101] 在某些方面，要进一步了解，编码促滤泡素抑制素多肽的主题核酸包括是SEQ  ID 

NO:  19‑22的变体的核酸。变体核苷酸序列包括因一个或多个核苷酸取代、添加或缺失而不

同的序列，例如等位基因变体；因此，可包括不同于SEQ  ID  NO:  19‑22指定的编码序列的核

苷酸序列的编码序列。

[0102] 在某些实施方案中，本公开内容提供与SEQ  ID  NO:  19‑22有至少80%、85%、90%、

95%、96%  97%、98%、99%或100%同一性的分离核酸序列或重组核酸序列和特别其来源于促滤

泡素抑制素的那些部分(相当于SEQ  ID  NO:  1的氨基酸95‑164的核苷酸)。本领域普通技术

人员应认识到，与SEQ  ID  NO:  19‑22互补的核酸序列和SEQ  ID  NO:  19‑22的变体也在本公

开内容的范围内。在又一个实施方案中，本公开内容的核酸序列可以是分离的、重组的和/

或与异源核苷酸序列融合，或在DNA文库中。

[0103] 在其它实施方案中，本发明的核酸还包括在严格条件下与SEQ  ID  NO:  19‑22指定

的核苷酸序列、SEQ  ID  NO:  19‑22的互补序列或其片段(例如核苷酸19‑22)杂交的核苷酸

序列。

[0104] 本领域技术人员还应容易地了解，可以改变促进DNA杂交的合适的严格性条件。例

如，可在6.0  x氯化钠/柠檬酸钠(SSC)中于约45℃进行杂交，接着2.0  x  SSC于50℃洗涤。例

如，可从约2.0  x  SSC于50℃的低严格性到约0.2  x  SSC于50℃的高严格性，选择洗涤步骤

的盐浓度。另外，可从室温(约22℃)下的低严格性条件提高洗涤步骤的温度到约65℃下的

高严格性条件。温度和盐两者均可改变，或者可保持温度或盐浓度恒定，而改变另一个变

量。在一些实施方案中，本发明提供在6  x  SSC于室温的低严格性条件下杂交接着2  x  SSC

于室温洗涤的核酸。

[0105] 由于遗传密码的简并性所致不同于SEQ  ID  NO:  19‑22所示核酸的分离核酸也在

本公开内容的范围内。例如，多种氨基酸用不只一个三联体指定。指定同一氨基酸的密码子

或同义密码子(例如CAU和CAC是组氨酸的同义密码子)，可导致不影响蛋白质的氨基酸序列

的“沉默”突变。然而，预期在哺乳动物细胞中可存在确实引起主题蛋白质氨基酸序列改变

的DNA序列多态性。本领域技术人员应认识到，由于天然等位基因变化所致，在给定物种的

个体之间，这些变化可存在编码特定蛋白质的核酸的一个或多个核苷酸(多至约3‑5%的核

苷酸)中。任何和所有所述核苷酸变化和所得氨基酸多态性也在本公开内容的范围内。
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[0106] 在某些实施方案中，在表达构建体中，本公开内容的重组核酸可与一个或多个调

节核苷酸序列有效连接。调节核苷酸序列一般可适于用于表达的宿主细胞。本领域已知用

于各种宿主细胞的合适表达载体和合适调节序列的许多类型。通常，所述一个或多个调节

核苷酸序列可包括但不限于启动子序列、前导序列或信号序列、核糖体结合位点、转录起始

序列和终止序列、翻译起始序列和终止序列及增强子或激活物序列。本公开内容考虑本领

域已知的组成型启动子或诱导型启动子。启动子可以是天然存在的启动子或将不止一种启

动子的元件组合的杂合启动子。表达构建体可存在于细胞的附加体(例如质粒)上，或者表

达构建体可插入染色体中。在一个优选的实施方案中，表达载体含有选择标记基因以供转

化宿主细胞的选择。选择标记基因是本领域众所周知的，并可随所采用的宿主细胞而改变。

[0107] 在某些方面，在包含编码促滤泡素抑制素多肽并与至少一个调节序列有效连接的

核苷酸序列的表达载体中提供主题核酸。调节序列是本领域公认的，并被选择来指导表达

促滤泡素抑制素多肽。因此，术语调节序列包括启动子、增强子和其它表达调控元件。示例

性的调节序列描述于Goeddel；Gene  Expression  Technology:  Methods  in  Enzymology , 

Academic  Press,  San  Diego,  CA  (1990)。例如，当与DNA序列有效连接时控制DNA序列表

达的各种表达调控序列的任一种，可被用于这些载体以表达编码促滤泡素抑制素多肽的

DNA序列。这类有用的表达调控序列包括例如SV40的早期启动子和晚期启动子、tet启动子、

腺病毒或巨细胞病毒立即早期启动子、RSV启动子、lac系统、trp系统、TAC或TRC系统、其表

达受T7  RNA聚合酶指导的T7启动子、噬菌体λ的主要操纵基因和启动子区、fd外壳蛋白的调

控区、3‑磷酸甘油酸激酶或其它糖酵解酶的启动子、酸性磷酸酶启动子(例如Pho5)、酵母α‑

交配因子启动子、杆状病毒系统的多角体启动子和已知控制原核细胞或真核细胞或其病毒

的基因表达的其它序列及其各种组合。应当了解，表达载体的设计可取决于以下这类因素，

例如待转化的宿主细胞的选择和/或欲表达的蛋白质类型。此外，还应考虑载体拷贝数、控

制该拷贝数的能力和由该载体编码的任何其它蛋白质(例如抗生素标记)的表达。

[0108] 可通过将克隆的基因或其部分连接至适于在原核细胞、真核细胞(酵母、禽、昆虫

或哺乳动物)或两者中表达的载体中来产生本公开内容的重组核酸。用于产生重组促滤泡

素抑制素多肽的表达载体包括质粒和其它载体。例如，合适的载体包括用于在原核细胞(例

如大肠杆菌)中表达的以下类型的质粒：pBR322衍生质粒、pEMBL衍生质粒、pEX衍生质粒、

pBTac衍生质粒和pUC衍生质粒。

[0109] 一些哺乳动物表达载体既含有利于载体在细菌中增殖的原核序列，又含有在真核

细胞中表达的一个或多个真核转录单位。pcDNAI/amp、pcDNAI/neo、pRc/CMV、pSV2gpt、

pSV2neo、pSV2‑dhfr、pTk2、pRSVneo、pMSG、pSVT7、pko‑neo和pHyg衍生载体是适于转染真核

细胞的哺乳动物表达载体的实例。这些载体的一些用来源于细菌质粒(例如pBR322)的序列

修饰，以利于在原核细胞和真核细胞两者中复制和进行药物抗性选择。或者，可使用诸如牛

乳头瘤病毒(BPV‑1)或埃巴病毒(pHEBo、pREP衍生物和p205)等病毒衍生物在真核细胞中瞬

时表达蛋白质。其它病毒(包括反转录病毒)表达系统的实例可参见下面基因疗法递送系统

的描述。用于质粒制备和宿主生物转化中的各种方法是本领域众所周知的。对于原核和真

核细胞两者的其它合适的表达系统以及通用重组方法，参见MolecularCloning  A 

Laboratory  Manual ,  第2版,  编辑Sambrook,  Fritsch和Maniatis  (Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,  2001)第16和17章。在某些情况下，可能需要通过利用杆状病毒表达系
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统来表达重组多肽。这类杆状病毒表达系统的实例包括pVL衍生载体(例如pVL1392、

pVL1393和pVL941)、pAcUW衍生载体(例如pAcUW1)和pBlueBac衍生载体(例如含β‑gal的

pBlueBac  III)。

[0110] 在某些实施方案中，可设计在CHO细胞中产生主题促滤泡素抑制素多肽的载体，例

如Pcmv‑Script载体(Stratagene，La  Jolla，Calif.)、pcDNA4载体(Invitrogen，Carlsbad，

Calif.)和pCI‑neo载体(Promega，Madison，Wisc.)。显然，可使用主题基因构建体于在培养

基中繁殖的细胞中使主题促滤泡素抑制素多肽表达，例如产生蛋白质(包括融合蛋白或变

体蛋白)以便纯化。

[0111] 本公开内容另涉及包括主题促滤泡素抑制素多肽的一个或多个的编码序列(例如

SEQ  ID  NO:  19‑22)的重组基因转染的宿主细胞。宿主细胞可以是任何原核细胞或真核细

胞。例如，本公开内容的促滤泡素抑制素多肽可在细菌细胞(例如大肠杆菌)、昆虫细胞(例

如使用杆状病毒表达系统)、酵母或哺乳动物细胞中表达。其它合适的宿主细胞是本领域技

术人员已知的。

[0112] 因此，本公开内容进一步涉及产生主题促滤泡素抑制素多肽的方法。例如，可将用

编码促滤泡素抑制素多肽的表达载体转染的宿主细胞在允许促滤泡素抑制素多肽表达发

生的合适条件下培养。可使促滤泡素抑制素多肽分泌并从细胞和含有促滤泡素抑制素多肽

的培养基的混合物中分离出来。或者，可使促滤泡素抑制素多肽保持在胞质或在膜部分中，

然后收获、裂解细胞并分离蛋白质。细胞培养物包括宿主细胞、培养基和其它副产物。用于

细胞培养的合适培养基是本领域众所周知的。可采用本领域已知的用于纯化蛋白质的技

术，包括离子交换层析法、凝胶过滤层析法、超滤法、电泳、使用对促滤泡素抑制素多肽的特

定表位有特异性的抗体进行的免疫亲和纯化，将主题促滤泡素抑制素多肽从细胞培养基、

宿主细胞或两者中分离出来。在一个优选的实施方案中，促滤泡素抑制素多肽是含有促进

其纯化的结构域的融合蛋白。

[0113] 在另一个实施方案中，编码纯化前导序列(例如重组促滤泡素抑制素多肽的所需

部分的N端上的聚‑(His)/肠激酶切割位点序列)的融合基因，可允许使用Ni2+金属树脂通过

亲和层析法对表达的融合蛋白进行纯化。然后，纯化前导序列随后可通过用肠激酶处理除

去，得到纯化的促滤泡素抑制素多肽(例如参见Hochuli等(1987)  J .  Chromatography 

411:177；以及Janknecht等，PNAS  USA  88:8972)。

[0114] 制备融合基因的技术是众所周知的。基本上，编码不同多肽序列的各种DNA片段的

连接按照常规技术进行，采用用于连接的平端或交错端，限制性内切酶消化以提供合适末

端，适当时补平黏性末端，碱性磷酸酶处理以避免不需要的连接，并进行酶促连接。在另一

个实施方案中，融合基因可通过常规技术合成，包括自动DNA合成仪。或者，可使用在两个连

续基因片段之间产生互补突出端的锚定引物进行基因片段的PCR扩增，所述基因片段随后

可退火得到嵌合基因序列(参见例如Current  Protocols  in  Molecular  Biology，编辑

Ausubel等，John  Wiley  &  Sons：1992)。

[0115] 4.  示例性治疗应用

[0116] 在某些实施方案中，本公开内容的组合物，包括例如FST(288)‑IgG1、FST(288)‑

IgG2、FST(291)‑IgG1、FST(291)‑IgG2、FST(315)‑IgG1、FST(315)‑IgG2和本文公开的其它

促滤泡素抑制素多肽的任一种可用于治疗或预防本节描述的疾病或病况，包括与促滤泡素
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抑制素多肽和/或促滤泡素抑制素配体(例如GDF8)的异常活性有关的疾病或病症。这些疾

病、病症或病况在本文一般称为“促滤泡素抑制素相关病况”。在某些实施方案中，本公开内

容提供通过给予个体治疗有效量的上述促滤泡素抑制素多肽来治疗或预防有需要的个体

的方法。这些方法的目的特别在于动物、更特别是人的治疗性和预防性治疗。

[0117] 本文使用的“预防”病症或病况的治疗药是指以下化合物，其在统计样本中，与未

治疗对照样品相比，减少治疗样品中的病症或病况的发生，或者与未治疗对照样品相比，延

缓病症或病况的一个或多个症状发作或者降低病症或病况的一个或多个症状的严重程度。

本文使用的术语“治疗”包括病况一旦确立便改善或根除病况。

[0118] 促滤泡素抑制素配体复合物在组织生长以及早期发育过程(例如不同结构的正确

形成)中或在一个或多个发育后能力(包括性发育、垂体激素产生和肌肉产生)中起重要作

用。因此，促滤泡素抑制素相关病况包括异常组织生长和发育缺陷。

[0119] 治疗的示例性病况包括神经肌肉病症(例如肌营养不良和肌肉萎缩)、充血性阻塞

性肺病(和与COPD相关的肌肉消耗)、肌肉消耗综合征、肌肉衰减综合征(sarcopenia)和恶

病质。其它示例性病况包括肌肉变性病症和神经肌肉病症、组织修复(例如伤口愈合)和神

经变性性疾病(例如肌萎缩性侧索硬化)。

[0120] 在某些实施方案中，本发明的组合物(例如FST‑Fc多肽)用作肌营养不良治疗的组

成部分。术语“肌营养不良”是指一类变性性肌肉疾病，其特征在于骨骼肌以及有时为心肌

和呼吸肌逐渐弱化和衰退。肌营养不良是遗传病症，其特征在于以微观肌肉变化开始的进

行性肌肉消耗和衰弱。当肌肉随时间退化时，人的肌肉强度下降。可用包括主题促滤泡素抑

制素多肽的方案治疗的示例性肌营养不良包括：杜兴肌营养不良(DMD)、贝克尔肌营养不良

(BMD)、埃‑德肌营养不良(EDMD)、肢带肌营养不良(LGMD)、面肩胛肱骨肌营养不良(FSH或

FSHD)  (亦称为Landouzy‑Dejerine)、强直性肌营养不良(MMD)  (亦称为斯坦内特病

(Steinert's  Disease))、眼咽肌营养不良(OPMD)、远端肌营养不良(DD)、先天性肌营养不

良(CMD)。

[0121] 法国神经学家Guillaume  Benjamin  Amand  Duchenne最早在1860年代描述了杜兴

肌营养不良(DMD)。贝克尔肌营养不良(BMD)以德国医生Peter  Emil  Becker命名，他最早在

1950年代描述了这种DMD的变体。DMD是男性中最常见的遗传疾病之一，累及1/3,500的男

孩。当位于X染色体短臂的肌养蛋白基因断裂时，即发生DMD。由于男性只携带一个拷贝的X

染色体，因此只有一个拷贝的肌养蛋白基因。在无肌养蛋白的情况下，在收缩和松弛循环期

间，肌肉容易受损。虽然在疾病早期肌肉被再生补偿，但以后肌肉祖细胞无法跟上不断进行

的损害，而且健康肌肉被无功能的纤维脂肪组织代替。

[0122] BMD由肌养蛋白基因的不同突变引起。BMD患者具有一些肌养蛋白，但或是量不足

够，或是品质低下。具有一些肌养蛋白保护BMD患者的肌肉不像患有DMD的人的肌肉那些严

重或快速地变性。

[0123] 例如，最新研究表明，体内阻断或消除GDF8  (一种促滤泡素抑制素配体)的功能可

有效治疗DMD和BMD患者中的至少某些症状。因此，主题促滤泡素抑制素拮抗剂可用作GDF8

抑制剂(拮抗剂)，并在DMD和BMD患者中构成体内阻断GDF8的功能的备选方法。

[0124] 类似地，在需要肌肉生长的其它疾病状况中，主题促滤泡素抑制素多肽提供增加

肌肉质量的有效方法。例如ALS，亦称Lou  Gehrig病(运动神经元病)是一种慢性的无法治愈
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和无法停止的攻击运动神经元(连接脑与骨骼肌的CNS组分)的CNS病症。在ALS中，运动神经

元恶化，最终死亡，尽管人脑正常地保持完整功能和警觉，但运动指令从不达到肌肉。患上

ALS的大多数人年龄介于40和70岁。最早弱化的运动神经元是通向臂或腿的运动神经元。

ALS患者可能行走困难，他们可能掉东西，摔倒，言语含糊，并且控制不住地笑或哭。最终四

肢肌肉因废用而萎缩。这种肌肉衰弱会使人变得衰弱，将需要轮椅或变得不能下床行动。大

多数ALS患者从发病起3‑5年内死于呼吸衰竭或死于呼吸机辅助并发症如肺炎。

[0125] 通过局部给予本文所述促滤泡素抑制素多肽，可治疗进行性神经病性腓骨肌萎缩

(Charcot‑Marie‑Tooth  Disease,  CMT)。CMT是一类累及外周神经并导致进行性且常常局

部肌肉衰弱和变性的遗传病症。可治疗的疾病的方面包括足畸形(极高弓足)；足下垂(无法

保持足与地面平行)；“拍击(Slapping)”步态(由于足下垂，在步行时足部拍打地面)；小腿

肌肉丢失；足麻木；平衡困难或臂和手衰弱。

[0126] 可用本文公开的促滤泡素抑制素多肽治疗患有包括以下多种全身肌肉病症的患

者的肌肉：Lambert‑Eaton肌无力综合征(LEMS)；代谢营养不良；脊髓性肌萎缩(SMA)；皮肌

炎(DM)；远端肌营养不良(DD)；埃‑德肌营养不良(EDMD)；内分泌肌病；弗里德赖希共济失调

(Friedreich’s  Ataxia，FA)；遗传性肌病；线粒体肌病；重症肌无力(MG)；多肌炎(PM)。

[0127] 可用本文公开的促滤泡素抑制素多肽治疗患有一个或多个肌肉的手术后或失用

性萎缩(包括以下情况之后)的患者的肌肉：髋骨折；全髋关节成形术(THA)；全膝关节成形

术(TKA)或肌腱套手术。

[0128] 可用本文公开的促滤泡素抑制素多肽治疗患有引起肌肉丢失或弱化的多种其它

疾病的患者的肌肉，包括患有下列疾病的患者的肌肉：肌肉衰减综合征、恶病质、不同类型

的癌症包括肺癌、结肠癌和卵巢癌、依赖长期通气辅助的患者、糖尿病、慢性阻塞性肺病、肾

衰竭、心力衰竭、外周神经的创伤和病症。

[0129] 促滤泡素抑制素多肽诱导的肌肉质量增加也可有益于患有肌肉消耗疾病的人。

GDF8表达与人的无脂质量负相关，且GDF8基因的表达增加与患有AIDS消耗综合征的男性的

体重减轻有关。通过抑制GDF8在AIDS患者中的功能，即使不完全消除，也可缓解AIDS的至少

某些症状，因此明显改善AIDS患者的生命质量。

[0130] 5. 药物组合物

[0131] 在某些实施方案中，将本发明的化合物(例如促滤泡素抑制素多肽)与药学上可接

受的载体一起配制。例如，促滤泡素抑制素多肽可单独给予或作为药物制剂(治疗组合物)

的组分给予。可以用于人或兽药的任何适宜的方式配制主题化合物用于给药。

[0132] 在某些实施方案中，本发明的治疗方法包括局部、全身或者以植入物或装置局部

给予组合物。当给药时，用于本发明的治疗组合物当然呈无致热原的生理学上可接受的形

式。此外，组合物可适宜地以粘性形式包封或注射以递送至靶组织部位(例如骨、软骨、肌

肉、脂肪或神经元)，例如具有组织损害的部位。局部给药可适于伤口愈合和组织修复。也可

任选包含在上述组合物中的促滤泡素抑制素多肽以外的治疗有用物质，在本发明的方法中

可备选或另外与主题化合物(例如促滤泡素抑制素多肽)同时或序贯给予。

[0133] 在某些实施方案中，本发明的组合物可包含基质，其能够将一种或多种治疗化合

物(例如促滤泡素抑制素多肽)递送到靶组织部位，为发育组织提供结构，并且最好能够被

吸收进体内。例如，基质可提供慢释的促滤泡素抑制素多肽。所述基质可由目前用于其它植
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入医学应用的材料形成。

[0134] 基质材料的选择取决于生物相容性、生物降解能力、机械性能、美容外观和界面性

质。主题组合物的具体应用将界定适当的制剂。用于组合物的可能基质可以是生物可降解

的和化学成分确定的硫酸钙、磷酸三钙、羟磷灰石、聚乳酸和聚酐。其它可能的材料是生物

可降解的和生物学成分充分确定的，例如骨或真皮胶原。其它基质由纯的蛋白质或胞外基

质组分组成。其它可能的基质是非生物可降解的和化学成分确定的，例如烧结羟磷灰石、生

物玻璃、铝酸盐或其它陶瓷。基质可由任何上述类型的材料的组合组成，例如聚乳酸和羟磷

灰石或胶原和磷酸三钙。生物陶瓷可在组成方面改变，例如呈钙‑铝酸盐‑磷酸盐，并进行加

工以改变孔径、颗粒大小、颗粒形状和生物降解能力。

[0135] 在某些实施方案中，本发明的方法可以例如以下形式口服给予：胶囊剂、扁囊剂、

丸剂、片剂、锭剂(使用调味基料，一般为蔗糖和阿拉伯胶或西黄蓍胶)、散剂、颗粒剂，或者

作为水性液体或非水性液体中的溶液剂或混悬剂、或作为水包油或油包水液体乳剂、或作

为酏剂或糖浆剂、或作为软锭剂(使用惰性基料，例如明胶和甘油或蔗糖和阿拉伯胶)和/或

作为漱口剂等，各自含有预定量的物质作为活性成分。药剂还可作为大丸剂、药糖剂或糊剂

给予。

[0136] 在口服给药的固体剂型(胶囊剂、片剂、丸剂、糖衣丸、散剂、颗粒剂等)中，可将一

种或多种本发明的治疗化合物与一种或多种药学上可接受的载体例如柠檬酸钠或磷酸二

钙和/或以下的任一种混合：(1)填充剂或增充剂，例如淀粉、乳糖、蔗糖、葡萄糖、甘露醇和/

或硅酸；(2)粘合剂，例如羧甲基纤维素、藻酸盐、明胶、聚乙烯吡咯烷酮、蔗糖和/或阿拉伯

胶；(3)湿润剂，例如甘油；(4)崩解剂，例如琼脂、碳酸钙、马铃薯或木薯淀粉、藻酸、某些硅

酸盐和碳酸钠；(5)溶液阻滞剂，例如石蜡；(6)吸收促进剂，例如季铵化合物；(7)润湿剂，例

如鲸蜡醇和单硬脂酸甘油酯；(8)吸收剂，例如高岭土和膨润土；(9)润滑剂，例如滑石粉、硬

脂酸钙、硬脂酸镁、固态聚乙二醇、十二烷基硫酸钠及其混合物；和(10)着色剂。在胶囊剂、

片剂和丸剂的情况下，药物组合物还可包含缓冲剂。在使用诸如乳糖以及高分子量聚乙二

醇等赋形剂的软充填和硬充填明胶胶囊剂中，相似类型的固体组合物也可用作填充剂。

[0137] 用于口服给药的液体剂型包括药学上可接受的乳剂、微乳剂、溶液剂、混悬剂、糖

浆剂和酏剂。除活性成分以外，液体剂型可含有常用于本领域的惰性稀释剂，例如水或其它

溶剂、增溶剂和乳化剂，例如乙醇、异丙醇、碳酸乙酯、乙酸乙酯、苯甲醇、苯甲酸苄酯、丙二

醇、1,3‑丁二醇、油(具体地说为棉籽油、花生油、玉米油、胚芽油、橄榄油、蓖麻油和芝麻

油)、甘油、四氢糠醇、聚乙二醇和失水山梨糖醇的脂肪酸酯及其混合物。除惰性稀释剂以

外，口服组合物还可包含辅料，例如润湿剂、乳化剂和助悬剂、甜味剂、矫味剂、着色剂、芳香

剂和防腐剂。

[0138] 除活性化合物以外，混悬剂可含有助悬剂，例如乙氧基化异十八醇、聚氧乙烯山梨

糖醇和失水山梨糖醇酯、微晶纤维素、偏氢氧化铝(aluminum  metahydroxide)、膨润土、琼

脂和西黄蓍胶及其混合物。

[0139] 本文公开的某些组合物可局部给予皮肤或粘膜。局部制剂可另包括已知作为皮肤

或角质层渗透促进剂是有效的各种作用剂的一种或多种。这些的实例为2‑吡咯烷酮、N‑甲

基‑2‑吡咯烷酮、二甲基乙酰胺、二甲基甲酰胺、丙二醇、甲醇或异丙醇、二甲亚砜和氮酮。可

另包括其它作用剂以制备美容上可接受的制剂。这些的实例为脂肪、蜡、油、染料、香料、防
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腐剂、稳定剂和表面活性剂。还包括角质层分离剂例如本领域已知的那些。实例为水杨酸和

硫。

[0140] 用于局部或经皮给药的剂型包括散剂、喷雾剂、软膏剂、糊剂、乳膏剂、洗剂、凝胶

剂、溶液剂、贴剂和吸入剂。可在无菌条件下将活性化合物与药学上可接受的载体和可能需

要的任何防腐剂、缓冲剂或抛射剂一起混合。除本发明的主题化合物(例如促滤泡素抑制素

多肽)以外，软膏剂、糊剂、乳膏剂和凝胶剂可含有赋形剂，例如动物脂和植物脂、油、蜡、石

蜡、淀粉、西黄蓍胶、纤维素衍生物、聚乙二醇、硅酮、膨润土、硅酸、滑石粉和氧化锌或其混

合物。

[0141] 除主题化合物以外，散剂和喷雾剂可含有赋形剂，例如乳糖、滑石粉、硅酸、氢氧化

铝、硅酸钙和聚酰胺粉或这些物质的混合物。喷雾剂可另含有常规抛射剂，例如氯氟烃和挥

发性未取代的烃，例如丁烷和丙烷。

[0142] 在某些实施方案中，适于胃肠外给药的药物组合物可包含一种或多种促滤泡素抑

制素多肽以及一种或多种药学上可接受的无菌等渗水性溶液或非水性溶液、分散体、混悬

液或乳液或者无菌粉剂(所述粉剂可在临用前重构成无菌注射溶液剂或分散剂)，其可含有

抗氧化剂、缓冲剂、抑菌剂、使制剂与预期接受者血液等渗的溶质或者助悬剂或增稠剂。可

用于本发明药物组合物的合适水性载体和非水性载体的实例包括水、乙醇、多元醇(例如甘

油、丙二醇、聚乙二醇等)及其合适的混合物、植物油(例如橄榄油)和注射用有机酯(例如油

酸乙酯)。可通过例如使用包衣材料(例如卵磷脂)，在分散剂的情况下通过保持所需要的粒

径，以及通过使用表面活性剂，来保持适当的流动性。

[0143] 本发明的组合物还可含有辅料，例如防腐剂、润湿剂、乳化剂和分散剂。可通过加

入多种抗细菌剂和抗真菌剂，例如对羟基苯甲酸酯、三氯叔丁醇、苯酚、山梨酸等，来确保防

止微生物的作用。组合物中还可能需要包含等渗剂(例如糖、氯化钠等)。另外，可通过加入

延迟吸收的物质(例如单硬脂酸铝和明胶)，使可注射药物形式的吸收延长。

[0144] 要了解，主治医师可在考虑修正本发明的主题化合物(例如促滤泡素抑制素多肽)

的作用的各种因素后，确定剂量方案。各种因素将取决于待治疗的疾病。

[0145] 在某些实施方案中，本发明还提供用于体内产生促滤泡素抑制素多肽或本文公开

的其它化合物的基因疗法。这类疗法可通过将促滤泡素抑制素多核苷酸序列引入受累于上

文所列病症的细胞或组织中，来达到其治疗效果。可使用重组表达载体(例如嵌合病毒或胶

体分散系统)实现促滤泡素抑制素多核苷酸序列的递送。优选的促滤泡素抑制素多核苷酸

序列的治疗递送是使用靶向脂质体。

[0146] 可用于本文教导的基因疗法的各种病毒载体包括腺病毒、疱疹病毒、痘苗病毒或

优选RNA病毒(例如反转录病毒)。优选反转录病毒载体是鼠或禽反转录病毒的衍生物。其中

可插入单一外源基因的反转录病毒载体的实例包括但不限于：莫洛尼鼠白血病病毒

(MoMuLV)、Harvey鼠肉瘤病毒(HaMuSV)、鼠乳腺肿瘤病毒(MuMTV)和劳斯肉瘤病毒(Rous 

sarcoma  virus,  RSV)。许多其它的反转录病毒载体可掺入多个基因。所有的这些载体可转

移或整合选择标记的基因，使得可鉴定和产生转导细胞。可通过连接例如糖、糖脂或蛋白

质，使反转录病毒载体具有靶标特异性。通过使用抗体来完成优选的打靶。本领域的技术人

员应认识到，可将特异性多核苷酸序列插入反转录病毒基因组或与病毒包膜连接，以供含

有促滤泡素抑制素多核苷酸的反转录病毒载体的靶标特异性递送。在一个优选的实施方案
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中，载体靶向骨、软骨、肌肉或神经元细胞/组织。

[0147] 或者，可通过常规磷酸钙转染，将组织培养细胞用编码反转录病毒结构基因gag、

pol和env的质粒直接转染。然后将这些细胞用含有目标基因的载体质粒转染。所得细胞释

放反转录病毒载体到培养基中。

[0148] 促滤泡素抑制素多核苷酸的另一种靶定递送系统是胶体分散系统。胶体分散系统

包括大分子复合体、纳米囊、微球、珠粒和脂质型系统，其包括水包油乳液、微团、混合微团

和脂质体。优选的本发明的胶体系统是脂质体。脂质体是可体外和体内用作递送载体的人

工膜囊泡。RNA、DNA和完整病毒体可包封在水性内部，并以生物活性形式递送至细胞(参见

例如Fraley等,  Trends  Biochem.  Sci.,  6:77，1981)。使用脂质体载体的有效基因转移方

法是本领域已知的，参见例如Mannino等,  Biotechniques,  6:682,  1988。脂质体的组成一

般是磷脂的组合，一般与类固醇(尤其是胆固醇)组合。也可以使用其它磷脂或其它脂质。脂

质体的物理特性取决于pH、离子强度和二价阳离子的存在情况。

[0149] 可用于产生脂质体的脂质的实例包括磷脂酰化合物，例如磷脂酰甘油、磷脂酰胆

碱、磷脂酰丝氨酸、磷脂酰乙醇胺、鞘脂、脑苷脂和神经节苷脂。说明性的磷脂包括蛋黄磷脂

酰胆碱(egg  phosphatidylcholine)、二棕榈酰磷脂酰胆碱和二硬脂酰磷脂酰胆碱。根据例

如器官特异性、细胞特异性和细胞器特异性靶定脂质体也是可行的，并且是本领域已知的。

[0150] 实例

[0151] 现对本发明进行了大致描述，通过参照下列实施例可更容易地理解本发明，包括

所述实施例仅用于说明本发明的某些实施方案和实施方案的目的，并无意限制本发明。

[0152] 实施例1：促滤泡素抑制素‑Fc蛋白的产生

[0153] 已知促滤泡素抑制素(FST)具有复杂的药代动力学特性。据报道，缩短形式FST

(288)在阻断配体时更有效，并且部分由于其未掩蔽的肝素结合结构域所致与细胞表面结

合。由于富含酸性的C端氨基酸序列(其中和肝素结合结构域)所致，FST(315)被视为除较少

被细胞表面吸引以外，也不太有效。在文献中，促滤泡素抑制素一般被报道为具有全身作

用。申请人寻求确定是否可设计可趋于在给药组织(例如注射肌肉)中具有作用的促滤泡素

抑制素构建体，以及促滤泡素抑制素的二聚化是否可提供升高的组织滞留。已知免疫球蛋

白的Fc结构域形成二聚体。为了研究促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白对肌肉和其它组织的作

用，且为了评价Fc介导的二聚化对促滤泡素抑制素多肽的药代动力学性质的作用，申请人

生产了含有与IgG1的Fc部分融合的FST(288)或FST(315)的融合蛋白。选择TGGG接头序列以

使各促滤泡素抑制素多肽与Fc部分连接。

[0154] 对于各FST‑IgG1构建体，考虑下列3个前导序列：

[0155] (1)  促滤泡素抑制素前导序列：mvrarhqpgglcllllllcqfmedrsaqa  (SEQ  ID  NO: 

23)

[0156] (2) 组织纤溶酶原激活物(TPA)：MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP  (SEQ  ID  NO:  24)

[0157] (3)  蜜蜂蜂毒肽(HBML)：MKFLVNVALVFMVVYISYIYA  (SEQ  ID  NO:  25)

[0158] 所选择的FST‑Fc蛋白并入促滤泡素抑制素前导序列。FST(288)‑IgG1融合物具有

下文所示未加工的氨基酸序列和成熟的氨基酸序列。

[0159] 未加工的FST(288)‑IgG1  (SEQ  ID  NO:  26)

[0160] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEED
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VNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALL

KARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKA

TCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA

ACSSGVLLEVKHSGSCNTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY

VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR

EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

[0161] 成熟的FST(288)‑IgG1  (SEQ  ID  NO:  27)

[0162] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENV

DCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTG

GKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNTGGGTHTCPPCP

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT

VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0163] 可脱去起始的“GN”序列，得到下列多肽。(SEQ  ID  NO:  28)

[0164] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC

GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSS

TCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGK

KCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNTGGGTHTCPPCPAP

ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL

HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ

PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0165] FST(315)‑IgG1融合物具有下文所示未加工的氨基酸序列和成熟的氨基酸序列。

[0166] 未加工的FST(315)‑IgG1  (SEQ  ID  NO:  29)

[0167] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEED

VNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALL

KARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKA

TCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA

ACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEEEEEDEDQDYSFPISSILEWTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL

MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL

PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF

LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0168] 成熟的FST(315)‑IgG1  (SEQ  ID  NO:  30)

[0169] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENV

DCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTG

GKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEEEEED

EDQDYSFPISSILEWTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
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GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE

MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN

HYTQKSLSLSPGK

[0170] 可脱去起始的“GN”序列，得到下列多肽。(SEQ  ID  NO:  31)

[0171] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC

GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSS

TCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGK

KCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEEEEEDED

QDYSFPISSILEWTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV

EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPGK

[0172] 使蛋白质在HEK‑293细胞或CHO细胞中表达，并且通过过滤和A蛋白层析法从条件

培养基中纯化。在某些情况下，还采用阴离子交换和疏水性相互作用层析法和/或凝胶过

滤。

[0173] 通过与激活素A或GDF11结合，来评价蛋白质活性。在各种情况下，蛋白质以小于10 

pM的KD结合。

[0174] 实施例2：促滤泡素抑制素‑Fc蛋白的全身给药对小鼠的肌肉质量和强度的作用

[0175] 申请人测定了在全身给药后野生型小鼠中促滤泡素抑制素‑Fc蛋白增加肌肉质量

和强度的能力。众所周知的刺激无脂肪肌肉质量的基本上全身增加的ActRIIB‑Fc融合蛋白

用作阳性对照。

[0176] 用FST(288)‑IgG1蛋白、人FST(315)‑IgG1蛋白或人ActRIIB‑Fc蛋白给予C57BL/6

小鼠(10  mg/kg；皮下(s.c.))两次/周持续4周。对小鼠进行全身核磁共振(NMR)扫描以测定

全身无脂肪组织质量的百分比变化。当与溶媒对照组相比时，ActRIIB‑Fc治疗小鼠显示无

脂肪组织显著(约35%)增加。与对照组相比，用FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1蛋白的小鼠

显示无脂肪组织质量几乎没有增加。参见图2。在研究结束时，切下胸肌、胫骨前肌(TA)、腓

肠肌和骨股肌并称重。如图4所示，ActRIIB‑Fc治疗显示增加这些肌群每个中的肌肉质量。

相比之下，在FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1治疗组中观察到肌肉质量几乎没有增加或未

增加。参见图2。

[0177] 在该研究过程中，还查检了小鼠肌肉强度的变化。测量当牵拉测力传感器时小鼠

发挥的力来确定前肢握力。申请人观察到用ActRIIB‑Fc蛋白治疗的小鼠显示肌肉强度提

高。相比之下，在FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1治疗组中未观察到握力提升。参见图3。

[0178] 总起来，结果证实当与溶媒对照动物相比时，全身给予ActRIIB‑Fc显著增加小鼠

的肌肉质量和强度两者。相比之下，在用促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白FST(288)‑IgG1或FST

(315)‑IgG1任一种治疗的小鼠中几乎没有或没有观察到肌肉质量或强度的增加。因此，看

来当全身给予时，促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白体内对肌肉质量或强度几乎没作用或没有

作用。

[0179] 实施例3：全身给予促滤泡素抑制素‑Fc蛋白对FSH水平的作用。

[0180] 促滤泡素抑制素的主要特征在于其结合并抑制信号传导蛋白质的TGF‑β超家族成
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员的能力。具体地说，已知促滤泡素抑制素是激活素活性的有效抑制剂。激活素是促卵泡激

素(FSH)产生的有效诱导物。FSH由垂体前叶腺的促性腺激素细胞合成和分泌，并在机体青

春期成熟和不同生殖过程期间调节生长和发育。为了评价促滤泡素抑制素‑Fc多肽的全身

作用，评价了对FSH水平的作用。

[0181] 用FST(288)‑IgG1治疗(10  mg/kg；皮下(s.c.)两次/周)导致3.836  (±  5.22) μ

g/mL的药物循环水平。用FST(315)‑IgG1的类似治疗导致19.31  (±  1.85) μg/mL的显著较

高的药物血清水平。如图5所示，FST(288)‑IgG1对FSH对血清水平没有任何显著作用，表明

了这种FST(288)‑IgG1治疗方案不显著影响全身激活素活性。相比之下，FST(315)‑IgG1治

疗导致FSH的循环水平降低，表明了全身给予FST(315)‑IgG1对全身激活素信号传导产生作

用。总的来说，这些数据表明使用具有介导二聚化的Fc结构域融合的未掩蔽的肝素结合结

构域的促滤泡素抑制素多肽(例如FST(288)‑IgG1)，产生几乎没有或没有全身活性的蛋白

质，而具有掩蔽的肝素结合结构域的FST(315)‑IgG1可用来获得全身作用。

[0182] 实施例4：局部给予促滤泡素抑制素‑Fc蛋白对小鼠的肌肉质量和强度的作用

[0183] 虽然在全身给药后没有显著作用，申请人采用类似的实验方法以测定在肌内

(i.m.)给予后，促滤泡素抑制素是否可用来局部增加野生型小鼠的肌肉质量和强度。

[0184] 用FST(288)‑Fc蛋白、FST(315)‑Fc蛋白或人ActRIIB‑Fc蛋白给予C57BL/6小鼠(50

微克；i.m.进入右腓肠肌)两次/周持续4周。在初治后不同的时间点，对小鼠进行全身核磁

共振(NMR)扫描以测定全身无脂肪组织质量的百分比变化。当与溶媒对照组相比时，

ActRIIB‑Fc治疗小鼠显示无脂肪组织显著增加。相比之下，与对照组相比，用FST(288)‑Fc

或FST(315)‑Fc蛋白治疗的小鼠都不显示无脂肪组织质量显著增加。在研究结束时，切离注

射的右腓肠肌和对侧的左腓肠肌，并称重。如图6所示，与溶媒治疗小鼠相比，ActRIIB‑Fc治

疗显示右和左腓肠肌两者肌肉质量显著增加。因此，甚至当局限于单块肌肉的局部给药时，

ActRIIB‑Fc对增加肌肉质量产生全身作用。相比之下，FST(288)‑Fc和FST(315)‑Fc两者导

致右腓肠肌的肌肉质量显示增加，但对对侧肌肉的质量没有作用。因此，与在全身给药后观

察到的作用相反，看来当直接给予肌肉时，促滤泡素抑制素蛋白是肌肉质量的有效刺激物。

此外，促滤泡素抑制素显得具有相对于像ActRIIB‑Fc等其它作用剂的明显优势，因为其对

肌肉质量的作用限于给药部位，表明了促滤泡素抑制素可用于选择肌肉或肌群的靶定疗

法，而不影响周围的非目标肌肉的正常生长/活性。

[0185] 申请人还严密监测了在i.m.给予后促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白的血清水平。用

FST(288)‑IgG1治疗导致0.156  (±  0.245) μg/mL的药物循环水平。用FST(315)‑IgG1的类

似治疗导致3.58  (±  1.73) μg/mL的略微较高的药物血清水平，但这些水平显著低于在全

身给予FST(315)‑IgG1后观察到的水平。由于FST(288)‑IgG1和FST(315)‑IgG1两者在i.m.

注射后以比在全身给予FST(288)‑IgG1  (即3.836  (±  5.22) μg/mL)后观察到低的水平在

患者血清中循环，因此可预期FST(288)‑IgG1或FST(315)‑IgG1对FSH的血清水平都没有显

著作用，正如FST(288)‑IgG1在s.c.给予后没有这类作用一样。参见图5。因此，这些数据表

明FST(288)‑IgG1和FST(315)‑IgG1两者将特别适于促进在生殖上活跃的或希望使对生殖

系统的作用降到最小的患者的目标肌肉生长。

[0186] 进行了类似实验以建立FST(288)‑IgG1对肌肉质量和品质的作用的剂量反应曲

线。用不同的量(1‑100微克)  i.m.给予C57BL/6小鼠的右腓肠肌两次/周持续4周。如图8所
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示，用较大剂量的FST(288)‑IgG1，注射肌肉相对于对侧肌肉的肌肉质量的选择性增加较

大。切断面的肌肉显示肌肉质量增加是肌纤维肥大而非发育不全(hypoplasia)的结果。

[0187] 实施例5：局部起作用的促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白的Fc最优化

[0188] 如前述实施例中所述，促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白例如FST(288)‑IgG1和FST

(315)‑IgG1在肌肉和其它组织中具有微不足道的全身作用，特别是蛋白质的FST(288)形式

在注射部位有活性。申请人和其他人证实了FST(288)通过肝素结合结构域与细胞结合，这

种结合可通过外源肝素消除。因此，申请人确定了已知介导对靶定细胞的CDC和ADCC作用的

免疫球蛋白结构域可引起对用结合肝素的促滤泡素抑制素构建体处理的细胞的损害。所述

损害可表现为目标组织中或目标组织生长减慢中的免疫反应。因此申请人使用人IgG2的Fc

部分(其是已知消除刺激CDC和ADCC活性的能力的IgG恒定结构域的实例)产生不同形式的

促滤泡素抑制素多肽。进行了该实验以确定使用备选Fc结构域的促滤泡素抑制素‑Fc融合

蛋白是否可保留活性。

[0189] 申请人制备了含有与IgG2的Fc部分融合的FST(288)或FST(315)的融合蛋白。选择

TGGG接头序列使各促滤泡素抑制素多肽与Fc部分连接。

[0190] 对于各FST‑IgG2构建体，使用促滤泡素抑制素前导序列。

[0191] FST(288)‑IgG2融合物具有下文所示未加工的氨基酸序列和成熟的氨基酸序列。

[0192] 未加工的FST(288)‑IgG2  (SEQ  ID  NO:  32)

[0193] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEED

VNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALL

KARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKA

TCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA

ACSSGVLLEVKHSGSCNTGGGVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVD

GVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREE

MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN

HYTQKSLSLSPGK

[0194] 其由下列核酸序列(SEQ  ID  NO:  44)编码

[0195] atggtccgcgcgaggcaccagccgggtgggctttgcctcctgctgctgctgctctgccagttcatgga

ggaccgcagtgcccaggctgggaactgctggctccgtcaagcgaagaacggccgctgccaggtcctgtacaagacc

gaactgagcaaggaggagtgctgcagcaccggccggctgagcacctcgtggaccgaggaggacgtgaatgacaaca

cactcttcaagtggatgattttcaacgggggcgcccccaactgcatcccctgtaaagaaacgtgtgagaacgtgga

ctgtggacctgggaaaaaatgccgaatgaacaagaagaacaaaccccgctgcgtctgcgccccggattgttccaac

atcacctggaagggtccagtctgcgggctggatgggaaaacctaccgcaatgaatgtgcactcctaaaggcaagat

gtaaagagcagccagaactggaagtccagtaccaaggcagatgtaaaaagacttgtcgggatgttttctgtccagg

cagctccacatgtgtggtggaccagaccaataatgcctactgtgtgacctgtaatcggatttgcccagagcctgct

tcctctgagcaatatctctgtgggaatgatggagtcacctactccagtgcctgccacctgagaaaggctacctgcc

tgctgggcagatctattggattagcctatgagggaaagtgtatcaaagcaaagtcctgtgaagatatccagtgcac

tggtgggaaaaaatgtttatgggatttcaaggttgggagaggccggtgttccctctgtgatgagctgtgccctgac

agtaagtcggatgagcctgtctgtgccagtgacaatgccacttatgccagcgagtgtgccatgaaggaagctgcct

gctcctcaggtgtgctactggaagtaaagcactccggatcttgcaacaccggtggtggagtcgagtgcccaccgtg
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cccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccgg

acccctgaggtcacgtgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtccagttcaactggtacgtggacg

gcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgttccgtgtggtcagcgtcct

caccgtcgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcctcccagccccc

atcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggagg

agatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagcgacatcgccgtggagtggga

gagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgctggactccgacggctccttcttcctctac

agcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgc

acaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaatgagaattc

[0196] 成熟的FST(288)‑IgG2  (SEQ  ID  NO:  33)

[0197] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENV

DCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTG

GKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNTGGGVECPPCPA

PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVV

HQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ

PENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0198] 可脱去起始的“GN”序列，得到下列多肽。(SEQ  ID  NO:  34)

[0199] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC

GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSS

TCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGK

KCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNTGGGVECPPCPAPP

VAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQ

DWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE

NNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0200] FST(315)‑IgG2融合物具有下文所示未加工的氨基酸序列和成熟的氨基酸序列。

[0201] 未加工的FST(315)‑IgG2  (SEQ  ID  NO:  35)

[0202] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEED

VNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALL

KARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKA

TCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA

ACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEEEEEDEDQDYSFPISSILEWTGGGVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPA

PIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY

SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0203] 其由下列核酸序列(SEQ  ID  NO:  45)编码

[0204] atggtccgcgcgaggcaccagccgggtgggctttgcctcctgctgctgctgctctgccagttcatgga

ggaccgcagtgcccaggctgggaactgctggctccgtcaagcgaagaacggccgctgccaggtcctgtacaagacc

gaactgagcaaggaggagtgctgcagcaccggccggctgagcacctcgtggaccgaggaggacgtgaatgacaaca
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cactcttcaagtggatgattttcaacgggggtgcccccaactgcatcccctgtaaagaaacgtgtgagaacgtgga

ctgtggacctgggaaaaaatgccgaatgaacaagaagaacaaaccccgctgcgtctgcgccccggattgttccaac

atcacctggaagggtccagtctgcgggctggatgggaaaacctaccgcaatgaatgtgcactcctaaaggcaagat

gtaaagagcagccagaactggaagtccagtaccaaggcagatgtaaaaagacttgtcgggatgttttctgtccagg

cagctccacatgtgtggtggaccagaccaataatgcctactgtgtgacctgtaatcggatttgcccagagcctgct

tcctctgagcaatatctctgtgggaatgatggagtcacctactccagtgcctgccacctgagaaaggctacctgcc

tgctgggcagatctattggattagcctatgagggaaagtgtatcaaagcaaagtcctgtgaagatatccagtgcac

tggtgggaaaaaatgtttatgggatttcaaggttgggagaggccggtgttccctctgtgatgagctgtgccctgac

agtaagtcggatgagcctgtctgtgccagtgacaatgccacttatgccagcgagtgtgccatgaaggaagctgcct

gctcctcaggtgtgctactggaagtaaagcactccggatcttgcaactccatttcggaagacaccgaggaagagga

ggaagatgaagaccaggactacagctttcctatatcttctattctagagtggaccggtggtggagtcgagtgccca

ccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatct

cccggacccctgaggtcacgtgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtccagttcaactggtacgt

ggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgttccgtgtggtcagc

gtcctcaccgtcgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcctcccag

cccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccg

ggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagcgacatcgccgtggag

tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgctggactccgacggctccttcttcc

tctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggc

tctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaatgagaattc

[0205] 成熟的FST(315)‑IgG2  (SEQ  ID  NO:  36)

[0206] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENV

DCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTG

GKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEEEEED

EDQDYSFPISSILEWTGGGVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGV

EVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMT

KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY

TQKSLSLSPGK

[0207] 可脱去起始的“GN”序列，得到下列多肽。(SEQ  ID  NO:  37)

[0208] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC

GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSS

TCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGK

KCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISEDTEEEEEDED

QDYSFPISSILEWTGGGVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEV

HNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN

QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ

KSLSLSPGK

[0209] 使蛋白质在HEK‑293细胞或CHO细胞中表达，并且通过过滤和A蛋白层析法从条件
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培养基中纯化。在某些情况下，还采用阴离子交换和疏水性相互作用层析法和/或凝胶过

滤。

[0210] 通过与激活素A或GDF11结合，来评价蛋白质活性。在各种情况下，蛋白质以小于10 

pM的KD结合。这些数据表明，可制备和表达促滤泡素抑制素‑IgG2融合蛋白，并保留微微摩

尔配体结合活性。

[0211] 实施例6：优化的局部起作用的促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白

[0212] 为了评价是否可制备最优的促滤泡素抑制素‑Fc融合蛋白，产生了FST(288)和FST

(315)的C端间的多种截短。与其它形式相比，这些截短之一，以氨基酸291结束并称为FST

(291)，显示优良的表达性质，并保留所需肝素结合活性，尽管含有FST(315)的小部分掩蔽

结构域。使这种形式与人IgG1和IgG2的Fc部分融合，得到FST(291)‑IgG1和FST(291)‑IgG2。

[0213] 选择TGGG接头序列使各促滤泡素抑制素多肽与Fc部分连接。

[0214] 对于各个FST‑IgG1构建体，使用促滤泡素抑制素前导序列。

[0215] FST(291)‑IgG1融合物具有下文所示未加工的氨基酸序列和成熟的氨基酸序列。

[0216] 未加工的FST(291)‑IgG1  (SEQ  ID  NO:  38)

[0217] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEED

VNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALL

KARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKA

TCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA

ACSSGVLLEVKHSGSCNSISTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF

NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP

PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

[0218] 成熟的FST(291)‑IgG1  (SEQ  ID  NO:  39)

[0219] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENV

DCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTG

GKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISTGGGTHTCP

PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS

VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW

ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0220] 可脱去起始的“GN”序列，得到下列多肽。(SEQ  ID  NO:  40)

[0221] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC

GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSS

TCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGK

KCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISTGGGTHTCPPC

PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL

TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES

NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0222] FST(291)‑IgG2融合物具有下文所示未加工的氨基酸序列和成熟的氨基酸序列。
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[0223] 未加工的FST(291)‑IgG2  (SEQ  ID  NO:  41)

[0224] MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEED

VNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALL

KARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKA

TCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA

ACSSGVLLEVKHSGSCNSISTGGGVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPS

REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSPGK

[0225] 成熟的FST(291)‑IgG2  (SEQ  ID  NO:  42)

[0226] GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENV

DCGPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPG

SSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTG

GKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISTGGGVECPP

CPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVL

TVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES

NGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0227] 可脱去起始的“GN”序列，得到下列多肽。(SEQ  ID  NO:  43)

[0228] CWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC

GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSS

TCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPASSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQCTGGK

KCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEAACSSGVLLEVKHSGSCNSISTGGGVECPPCP

APPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTV

VHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG

QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[0229] 使蛋白质在HEK‑293细胞或CHO细胞中表达，并且通过过滤和A蛋白层析法从条件

培养基中纯化。在某些情况下，还采用阴离子交换和疏水性相互作用层析法和/或凝胶过

滤。

[0230] 通过与激活素A或GDF11结合，来评价蛋白质活性。在各种情况下，蛋白质以小于10 

pM的KD结合。

[0231] 进行了其它的截短实验以鉴定促滤泡素抑制素‑IgG2构建体，在TGGG接头的情况

下，显示了最优配体和肝素结合活性，以得到具有高效能、有助于在受治疗组织中滞留的强

大趋势和在受治疗组织中产生炎性反应或免疫反应的低趋势的多肽。为此，制备一系列构

建体，称为FST(278)‑IgG2、FST(284)‑IgG2，FST(291)‑IgG2和FST(303)‑IgG2，并彼此比较

且与FST(288)‑IgG2和FST‑(315)‑IgG2比较。如下评价肝素结合，通过测量在肝素存在或不

存在时从细胞回收的蛋白质，通过ELISA量化，并表示为在肝素存在时回收的蛋白质与在肝

素不存在时回收的蛋白质的比率。如下表所示，FST(278)‑IgG2、FST(284)‑IgG2、FST(288)‑

IgG2和FST(291)‑IgG2均显示3.00‑4.00的相似比率，而FST(303)‑IgG2和FST(315)‑IgG2分

别显示1.50和0.97的比率。这表明由于在291和303位之间包括较多氨基酸，因此肝素结合
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活性急剧降低。

[0232]

[0233] 进行了基于细胞的报道基因测定法(A‑204报道基因测定法，描述于WO/2006/

012627)，以评价激活素和GDF11的抑制。如下表所示，延伸至288位以外的构建体提供提高

的配体抑制。

[0234]

[0235] 将肝素结合和配体抑制数据合起来看，显然在本文所用TGGG接头或类似大小的接

头(例如接头大小为1‑10个氨基酸，任选3‑8个氨基酸)的情况下，以291‑302位结束的FST‑

IgG2构建体，相对于FST(288)‑IgG2配体抑制增强，且相对于FST(315)‑IgG2肝素结合增加，

而且FST(291)‑IgG2表示局部给药和作用的最优蛋白质。

[0236] 实施例7：局部给予FST(291)‑IgG2蛋白质对小鼠的肌肉质量和强度的作用

[0237] 申请人评价了在肌内(i.m.)给予后野生型小鼠中优化的FST(291)‑IgG2蛋白用来

局部增加肌肉质量和强度的活性。

[0238] 用溶媒(PBS)、FST(291)‑IgG2或来自IgG1的对照Fc给予C57BL/6小鼠(100微克在

50微升中；i.m.进入左腓肠肌)两次/周持续4周。在研究结束时，切离注射的左腓肠肌和对

侧右腓肠肌两者，并称重。如图9所示，与溶媒治疗小鼠相比，FST(291)‑IgG2治疗显示在注

射左腓肠肌中增加肌肉质量到实质的程度，未观察到对对侧肌肉的作用。另外，对胸肌和骨

股肌称重，由于给予溶媒或FST(291)‑IgG2的结果显示无变化。因此，FST(291)‑IgG2对注射

肌群具有有限的作用，几乎没有或没有全身作用。进行了类似实验，但注射不同的肌群，包

括三头肌和胫骨前肌。在各种情况下，观察到注射肌肉的选择性肥大。

[0239] 进行了其它实验以直接比较FST(288)‑IgG1和FST(291)‑IgG2对肌肉生长的作用。

虽然两个构建体促进注射肌肉(腓肠肌)中肌肉质量显著增加，但FST(291)‑IgG2引起注射

肌肉相对于对侧肌肉约42%增加，而FST(288)‑IgG1引起注射肌肉相对于对侧肌肉约22%增

加。
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[0240] 因此，这些数据表明FST(291)‑IgG2是在有需要的患者中促进目标肌肉生长的最

佳化合物。

[0241] 实施例8：杜兴肌营养不良小鼠模型中局部给予FST(291)‑IgG2蛋白对肌肉的作用

[0242] 在杜兴肌营养不良小鼠模型中评价了FST(291)‑IgG2对肌肉质量的作用。小鼠

C57BL/10ScCN‑Dmdmdx/J  (mdx)品系是充分确立的人杜兴肌营养不良的模型(Bulfield，

Siller等,  1984；Partridge  2013)。

[0243] 用mdx小鼠和野生型背景品系C57BL/10SnJ  (WT)进行了两个独立研究。在第一个

研究中，当小鼠达到6周龄进开始治疗(FST(291)‑IgG2或溶媒对照)。在第二个研究中，当小

鼠达到4周龄时开始治疗。在两项研究中，小鼠在左腓肠肌中肌内接受100 μg  FST(291)‑

IgG2，每周两次，每次注射50 μL的固定体积。治疗4周龄小鼠持续4周，治疗6周龄小鼠持续6

周。

[0244] 在尸体剖检时，切离来自注射(左)和对侧未注射(右)腿的腓肠肌并称重。在两个

研究中，与对侧腿以及溶媒对照相比，来自用FST(291)‑IgG2治疗的WT动物的注射腓肠肌的

大小显著较大(P<0.001)。在两个研究中，在WT和mdx小鼠两者中，与对侧肌肉和与溶媒治疗

动物相比，用FST(291)‑IgG2治疗的归一化至体重的腓肠肌的大小显著较大。肌肉质量的增

加在较年轻的动物中比在较年老的动物中稍稍更显著。就相对于对侧肌肉的百分比增加而

言，在6周龄WT和mdx小鼠中，FST(291)‑IgG2增加肌肉质量分别达34.2%和16.4%。在4周龄WT

和mdx小鼠中分别观察到62.8%和41.8%的肌肉质量增加。

[0245] 这些数据表明，使用每周两次肌内给予FST(291)‑IgG2阻断激活素/肌生成抑制蛋

白信号传导增加肌营养不良小鼠模型的肌肉质量。肌肉质量的增加仅局部出现在注射肌肉

中。

[0246] 通过引用予以结合

[0247] 本文提及的所有出版物和专利均通过引用以其整体结合到本文中，就像每个独立

出版物或专利具体而单独指明通过引用结合一样。

[0248] 虽然论述了主题的具体实施方案，但上述说明书是说明性的而非限制性的。当回

顾本说明书和随附权利要求书时，许多变动对本领域技术人员而言将变得显而易见。应参

照权利要求书及其等同内容的整个范围和说明书及这类变化来确定本发明的整个范围。
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