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1. 一 种 ApoE 片 段 COG133(SEQ ID NO.1) 的 α 螺 旋 肽 衍 生 物，其 由 序 列

Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRLL-NH2(SEQ ID NO.7)组成，其中 Aib是氨基异丁酸以及 Ac是乙酰

化的氨基端，且其中所述α螺旋肽衍生物与一具有 SEQ ID NO.1序列的肽相比，在更宽的

治疗窗内对创伤性脑损伤 (TBI)的小鼠模型有效。

2.权利要求 1的α螺旋肽衍生物，其中所述肽衍生物与 COG133相比也表现出治疗指

数增加。

3.一种药物组合物，其包含权利要求 1的α螺旋肽衍生物。

4.权利要求1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物用

于在一对象中降低神经胶质细胞活化、小胶质细胞活化或神经元细胞死亡。

5.权利要求1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物用

于治疗或者改善一对象中与 CNS炎症、CNS创伤、脑缺血或脑水肿相关的症状。

6.权利要求 5的用途，其中所述 CNS炎症、CNS创伤、脑缺血或脑水肿伴有颅内出血。

7. 权利要求 4 的用途，其中所述神经元细胞死亡与谷氨酸兴奋性毒性或暴露于 N- 甲

基 -D-天冬氨酸 (NMDA)相关。

8.权利要求1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物用

于在一对象中治疗动脉粥样硬化或降低动脉粥样硬化斑块形成。

9.权利要求1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物用

于在一对象中治疗、预防或改善细菌性败血症的症状。

10.权利要求 1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物

用于在一对象中治疗、预防或改善多发性硬化的症状。

11.权利要求 1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物

用于在一对象中治疗、预防或改善类风湿性关节炎、牛皮癣关节炎、强直性脊柱炎或累及多

关节的青少年类风湿性关节炎的症状。

12.权利要求 1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物

用于在一对象中治疗、预防或改善炎症性肠病 (IBD)、节段性肠炎、或溃疡性结肠炎的症状。

13.一种组合物，其包含与蛋白转导结构域 (PTD)缀合的权利要求 1的α螺旋肽衍生

物。

14.权利要求 13的组合物，其中所述 PTD选自 antennapedia、TAT、SynB1、SynB3、SynB5

和聚精氨酸。

15.权利要求 1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物

用于保护有此需要的对象来抵抗放射的至少一种效应。

16.权利要求 15的用途，其中所述放射是全身照射。

17.权利要求 15的用途，其中所述对象已经经历了移植过程。

18.权利要求 17的用途，其中所述移植过程是血液或骨髓移植。

19.权利要求 15的用途，其中所述放射是放疗。

20.权利要求 19的用途，其中所述放疗用于治疗癌症。

21.权利要求 20的用途，其中所述癌症选自脑部肿瘤、头颈部癌症、肺癌、乳腺癌、前列

腺癌、皮肤癌、直肠癌、宫颈癌和子宫癌、淋巴瘤、和肉瘤。

22.权利要求 21的用途，其中所述组合物阻断或降低放射诱导的至少一种细胞因子的
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产生。

23.权利要求 22的用途，其中所述至少一种细胞因子选自肿瘤坏死因子α(TNFα)、白

细胞介素 -1α(IL1α)、白细胞介素 -1β(IL1β)和白细胞介素 -6(IL6)。

24. 权利要求 15 的用途，其中所述组合物阻断或降低放射诱导的神经毒性、晚期迟发

性放射诱导性脑坏死、放射诱导的软组织损伤或血管损伤、或放射诱导的口腔干燥。

25.权利要求 14的组合物，其中所述 PTD与所述肽衍生物的氨基端缀合。

26. 权利要求 25 的组合物，其中所述 PTD 为 RQIKIWFQNRRMKWKK(SEQ ID NO.51) 或

RRMKWKK(SEQ ID NO.52)。

27.权利要求 25的组合物，其中所述 PTD为 GRKKRRQRRRPPQ(SEQ ID NO.50)。

28.权利要求 25的组合物，其中所述 PTD为 RGGRLSYSRRRFSTSTGR(SEQ ID NO.53)。

29.权利要求 25的组合物，其中所述 PTD为 RRLSYSRRRF(SEQ ID NO.54)。

30.权利要求 25的组合物，其中所述 PTD为 RGGRLAYLRRRWAVLGR(SEQ ID NO.55)。

31.权利要求 25的组合物，其中所述 PTD为 RRRRRRRR(SEQ ID NO.56)。

32.权利要求 1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物

用于在一对象中治疗、预防或改善创伤性脑损伤。

33.权利要求 32的用途，其中所述创伤性脑损伤在所述对象引起神经系统缺陷。

34.权利要求 32的用途，其中所述治疗包含神经系统恢复。

35.权利要求 32的用途，其中所述治疗是认知功能改善。

36.权利要求 32的用途，其中所述创伤性脑损伤是 CNS炎症或 CNS水肿。

37.权利要求 1的一种α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物

用于在一对象中降低巨噬细胞活化。

38.权利要求 37的用途，其中所述巨噬细胞活化与动脉脉粥样硬化斑块的形成相关。

39.权利要求 1的α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物用于

在对象中治疗、预防或改善阿尔茨海默氏症的症状。

40.权利要求 1的α螺旋肽衍生物在制备药物组合物中的用途，所述药物组合物用于

在对象中治疗、预防或改善中风的症状。
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改进的 APO E 类似物及其使用方法

[0001] 1. 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求 2004 年 9 月 2 日提交的临时申请 60/606,506、2004 年 9 月 9 日提交

的临时申请 60/608,148、和 2004 年 9 月 2 日提交的临时申请 60/606,507 的优先权，在此

通过引用将上述申请的全部内容并入本申请。本申请还涉及 1999 年 3 月 1 日提交的申

请 09/260,430、2001 年 9 月 21 日提交的申请 09/957,909、2002 年 9 月 23 日提交的申请

10/252,120、和 2005年 3月 29日提交的申请 11/091,336，在此通过引用将上述申请的全部

内容并入本申请。

2. 技术领域

[0003] 本发明涉及用于治疗创伤性脑损伤、炎症性肠病 (IBD)、节段性肠炎 (Crohn’s 

Disease)、溃疡性结肠炎、关节炎、多发性硬化、动脉粥样硬化、和败血症的化合物和方法。

本发明还涉及保护对象抵抗放射 (包括全身照射和局部放疗 )的效应的方法，并涉及移植、

癌症治疗和与意外或者有意暴露于电离辐射的急症医疗等领域。

3. 背景技术

[0004] 多种证据集中表明，ApoE( 载脂蛋白 -E) 在改变急、慢性神经系统疾病的临床转

归方面具有重要的作用。这些基于患者 ApoE 基因型的临床研究结果与中风和创伤性脑损

伤 (TBI) 的小鼠模型的结果是一致的，在所述小鼠模型中发现，ApoE 具有神经保护性作用

(Laskowitz et al.1997，Sheng et al.1998，1999，Lynch et al.，见下文 )。

[0005] ApoE是具有 299个氨基酸的蛋白质，具有多种生物学功能。最初发现的是 ApoE在

胆固醇和甘油三酯的转运和代谢中的作用，其中 ApoE是低密度脂蛋白 (LDL)受体、LDL-受

体相关蛋白 (LRP)和极低密度脂蛋白 (VLDL)受体的配体 (Weisgraber1994)。除了在胆固

醇代谢中的作用之外，最近的引人注目的临床研究提示 ApoE 在急、慢性人类疾病的神经生

物学方面也具有重要的作用。存在三种常见的人类同工型，称为 ApoE2、ApoE3、和 ApoE4，它

们的区别在于在残基 112和 158处的单个氨基酸置换 (Weisgraber1994)。已经发现 APOE4

等位基因的存在与发生晚期发病的家族性和散发性阿尔茨海默氏症 (AD) 的易感性增高有

关。最近的临床研究还高度提示 APOE4 等位基因的存在与急性脑损伤之后预后不良有关

(见 Laskowitz et al.1998a，1998b，Crawford et al.2002)。

[0006] 已经发现，ApoE 影响晚期发病和家族性 AD 的发生。这一效应十分强烈并具有剂

量依赖性，以至于相对最常见的 APOE3/3基因型纯合子的患者来说，具有 APOE4/4基因型的

纯合子个体发生 AD 的风险要高出大约 20 倍，而具有 APOE3/4 基因型的杂合子个体的风险

高出 4倍 (Strittmatter et al.，1993；Corder et al.，1993；综述见 Laskowitz et al.，

1998a)。这一发现重新激起了对 ApoE在哺乳动物中枢神经系统 (CNS)中的功能的兴趣。由

于其与 AD相关，多个实验室已经研究 ApoE与被认为在 AD的发病机制中具有特殊作用的蛋

白质之间的相互作用。因此，一些实验室已经描述了 ApoE和 Aβ、或 ApoE和τ之间的同工

型特异性相互作用(Strittmatter et al.1994；Gallo et al.1994；Fleming et al.1996；

说  明  书CN 101084002 B

4



        2/77页

5

综述见 Laskowitz et al.，1998a)。不过，ApoE在 CNS中的作用仍然是不明确的，且并不清

楚这些相互作用中究竟哪些与人类神经退行性疾病有关。

[0007] 在美国，创伤性脑损伤 (TBI) 是在儿童、青年人和老年人中造成创伤相关性死亡

和残疾的首要原因。流行病学研究表明 TBI 给社会造成了严重的社会经济学负担，估计单

就住院医疗费用而言便超过每年 10 亿美元。估计在 5 至 14 岁之间，TBI 的发病率成倍升

高，且男性和女性均在成年早期达到高峰，大约 250人 /100,000人。由于中度至重度 TBI的

大多数幸存者均出现慢性、终身的神经系统残疾，伴有不同程度的依赖性，因此对于生存期

越长的个体来说，他们所遭受的痛苦、家庭的负担、以及给社会造成的财政负担也越重。因

此需要改进对 TBI的治疗。

[0008] 2002年 9月 23日提交的美国专利申请 No.10/252,120公开了使用 ApoE类似物，

包括 COG133，来治疗或改善脑缺血或脑的炎症的神经系统效应。COG133是小的、截短的肽，

由完整 ApoE 蛋白的第 133-149 位残基组成。尽管在动物研究中发现 COG133 是有用的，但

其必须在十分有限的治疗窗中施用。因此仍然需要改进对 TBI的治疗。

[0009] 除了 TBI 以外，化疗和放疗的毒性也可对患者的短期和长期生活质量产生不良影

响，限制治疗的剂量和持续时间，威胁生命，并可引起医疗性和非医疗性的费用。癌症治疗

造成的不良后果导致开发出了用于改善或减轻某些化疗和放疗毒性特异性药物。理想的化

疗和放疗保护药物应该能够预防所有毒性，包括非威胁生命的不良反应 ( 脱发 ) 到不可逆

的疾病 ( 听力丧失和神经毒性 ) 直至可能致命的事件 ( 严重的心肌病、严重的血小板减少

症 )，而不会对癌症治疗的抗肿瘤效力造成不良影响，并应该便于施用，且其本身应该是相

对无毒的。不过，迄今开发的大多数药物均仅具有较窄的抗毒性的范围 (Hensley et al.，

1999)。

[0010] 口腔干燥和粘膜炎症是与放疗有关的主要毒性反应。发生这些并发症的风险涉及

进行放射的区域、放疗的剂量和方案、放疗是否与化疗结合进行、以及一些不完全了解的宿

主 -疾病相关因素 (Mossman，1994)。尽管这些毒性反应很少导致死亡，但其病情对于患者

而言可能十分严重，造成急性和长期的后果。口腔干燥是对头颈部进行标准分次放疗的最

常见的毒性反应。放射引起的急性口腔干燥的原因是炎症反应，但晚期口腔干燥，包括放射

之后 1年出现的口腔干燥，代表唾液腺的纤维化，且因此通常是永久性的。口腔干燥引起口

干的症状，这会影响患者进食和讲话的能力。此外，患有口腔干燥的患者更易于出现龋齿、

口腔感染和骨坏死。

[0011] 放疗是患有脑部癌症的患者的首要治疗。无论放射以何种方式作用于脑部 (医学

治疗、核攻击或核事故 )，脑的反应通常是缓慢的，严重的临床症状表明脑细胞死亡 (Fike 

et al.，1988)。这些问题会在数个月的过程中变得严重并可导致死亡，但在放疗后的数天

至数周中，一些不太严重的急性症状也会造成患者虚弱 (Mandell et al.，1990)。

[0012] 脑细胞死亡和 / 或功能障碍的原因还不完全清楚，但被认为是因放射后的多种

反应所导致的。电离辐射通过与辐射的能量有关的一系列分子事件导致活组织损伤。急

性放射损伤的原因在于水自由基，后者通过放射作用于水而产生。由水的辐解作用产生的

主要自由基有 OH·、H·、HO2、H3O
+、等等 (Scholes，1983；Pradhan et al.，1973；Dragaric 

andDragaric，1971)。这些自由基与细胞大分子例如DNA、RNA、蛋白质和膜反应，引起细胞功

能障碍，最终导致死亡。多种因素可加强或减轻对细胞的放射损伤，例如存在氧、巯基化合
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物以及细胞周围的其他分子 (Pradhan et al.，1973；Bacq1965)。当存在氧时，水合的电子

和 H原子与分子氧反应产生自由基，例如 HO2、O2
-、及其他水自由基 (Baraboi et al.，1994；

Biakov and Stepanov，1997)。

[0013] 除了放射产生自由基的直接作用以外，一些文献报道了放射治疗后脑部释放细胞

因子 (例如，Girinsky et al.，1994；Hong et al.，1995；Chiang et al.，1997)。特别是

Hong et al.(1995) 报道，在接受单剂 25Gray(Gy) 脑部照射剂量的小鼠的脑中，肿瘤坏死

因子 α(TNFa)、白细胞介素 1α 和 1β(IL1a 和 IL1b) 的 mRNA 显著升高，该剂量造成不足

10％的死亡。此外，白细胞介素 6(IL6) 有较低程度的降低，且随着放射剂量的增加呈剂量

依赖的方式。全身照射也类似地诱导产生细胞因子，但诱导的水平明显低于脑部专门照射。

这些照射后细胞因子水平的改变同与典型的先天性免疫应答相关的星形细胞增生和小胶

质细胞增生是一致的，所述典型的先天性免疫应答见于脑在应答于疾病和 / 或病原体入侵

时所发起的应答。如我们最近的文章 (Lynch et al.2003)所报道的，以脂多糖 (LPS)进行

外周处理也可诱导脑部炎症应答，包括星形细胞增生、小胶质细胞增生和细胞因子释放，这

类似于上述作者以放射处理所看到的结果。

[0014] 以下三种药物已经被美国食品药品管理局 (FDA) 批准用于化疗和 / 或放疗的保

护：右雷佐生 (Dexrazoxane)、美司钠 (Mesna)、和氨磷汀 (Amifostine)。不过，这些获得批

准的药物各自具有的问题限制了其功效。右雷佐生和美司钠各自具有相对窄谱的毒性保护

作用，分别限于心脏和尿路上皮，而氨磷汀具有较宽的潜在的细胞保护谱。有利的消息是这

些药物 (可能美司钠是例外 )能够全身起作用，并不明显针对的是一种特殊的细胞类型，而

是可能起到保护大多数细胞类型的作用。不同于骨髓抑制或急性恶心 / 呕吐，对与此类药

物有关的毒性进行测量以便在临床试验中可重复性地评估将更加困难或耗费人力，这是因

为结果的主观性 (神经毒性 )、疾病起病隐匿 (心肌病 )、或临床的相关性不明确 (无症状性

血清肌酐升高、显微镜下的血尿、或无症状性心脏射血分数下降 )(Hensley et al.，1999)。

[0015] 氨磷汀过去称为 WR-2721，其活性代谢产物是氨基硫醇 (aminothiol)，其能够通

过清除来源于的氧的自由基而保护细胞免于损伤。该药来自于受到美国陆军资助的机密核

战争计划，其是在经筛选的超过 4,400 种化学品最终选定的，具有出色的放射性保护特性

和安全谱 (Schucter and Glick，1993)。随后对氨磷汀在降低放疗和改变 DNA结构和功能

的化疗剂例如烷化剂和铂制剂的毒性方面的潜在作用进行了评价。经评价，不同于保护作

用针对的是特定器官的右雷佐生和美司钠，氨磷汀是广谱的细胞保护剂。临床前期的研究

结果表明，氨磷汀能够选择性保护绝大多数正常组织免于遭受放疗的细胞毒性作用，但不

保护中枢神经系统(CNS)和肿瘤组织(Schucter and Glick，1993；Coleman et al.，1988)。

因此，对于降低放射和放疗的作用，特别是降低其在脑和 CNS 中的作用的有效治疗方法，仍

然存在明显的需求。

[0016] 大约一百万美国人患有炎症性肠病 (IBD)，也称为节段性肠炎或溃疡性结肠炎，

表现为肠道炎症、腹痛、肠道痉挛和腹泻。这些症状的严重程度不同，但通常都会造成患

者一定程度的虚弱，以至于影响其生活质量。在现有的多种治疗方法中，几乎所有患者均

需要根据疾病的严重程度进行组合方案的治疗。不过，这些治疗通常昂贵，例如需要使用

infliximab( 抗 TNF 单克隆抗体 )，且通常出现明显的不良反应，例如见于使用皮质激素类

和免疫抑制剂，这些药物可引起感染或恶性肿瘤、糖尿病、胰腺炎以及严重的骨质疏松。除
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了这些问题，IBD患者所面临的严重病痛显然促使进一步努力开发新的有效的治疗手段。尽

管 ApoE 对于先天性免疫具有有益的作用，这已经由 ApoE 缺陷小鼠对全身感染缺乏先天性

免疫力且导致败血症和严重加重这一事实得到证实，但 ApoE 在肠道炎症中的作用仍然没

有完全阐明。

4. 发明内容

[0017] 本发明提供 COG133 的类似物和衍生物，COG133 是由 ApoE 的第 133-149 位残基

组成的截短的肽。这一截短的 ApoE 肽称为 COG133(LRVRLASHLRKLRKRLL(SEQ ID NO.1))，

其被证明可用于治疗或减轻脑缺血或脑的炎症。2002 年 9 月 23 日提交的美国专利申请

No.10/252,120，在此通过引用将其全部内容并入本申请。不过，在动物模型中，当在 TBI之

后立即施用时，COG133是最为有效的。本发明的化合物为治疗和预防创伤性脑损伤的神经

系统效应提供了更宽的治疗窗。治疗窗指的是在 TBI之后本发明的化合物可以有效施用的

一段时间。通过增大治疗窗，可在 TBI 之后更长的时间间隔内施用本发明的化合物并有效

地治疗或预防 TBI 对神经系统的效应，减轻脑的炎症或缺血，或提高 TBI 之后的认知功能。

此外，本发明的化合物为治疗和预防创伤性脑损伤的神经系统效应提供了增强的功效、更

高的治疗指数和更长的治疗窗。

[0018] 本发明还提供使用上述化合物的方法。例如，本发明的化合物可用于治疗中枢神

经系统 (CNS) 疾病和损伤，包括创伤性脑损伤、阿尔茨海默氏症、脑缺血、脑水肿或降低神

经胶质细胞或小胶质细胞的活化。本发明还提供用于改善与 CNS 创伤、炎症或脑缺血相关

的症状的方法。在一个实施方式中，本发明提供用于减少神经元细胞死亡或抑制巨噬细胞

活化的方法。

[0019] 对于治疗 CNS 疾病和损伤，血脑屏障 (BBB) 严重限制了极性分子例如肽向脑内的

转运。体内的初步研究提示，通过与蛋白转导结构域 (PTD)相缀合，COG133和其他 ApoE肽

模拟物的功效可得到显著的增强。PTD是短的碱性肽，其促进运载物向细胞内的输送，否则

运载物将不能或者只能极少穿过细胞膜。不过，PTD 转运运载物进入细胞内的能力并不保

证其能够转运通过 BBB，后者是明显更为复杂的过程，而且已经就转运运载物穿过 BBB进行

过体内测试的 PTD 的数量一直相对很少。因此，对合适的用于 BBB 转运的 PTD 需要经验性

地确定和 / 或需要通过对已知的 PTD 加以改变而产生。本发明提供的化合物包含 ApoE 类

似物和衍生物的 PTD缀合物，包括 COG133及其衍生物和类似物的 PTD缀合物。

[0020] 本发明还提供使用上述化合物来治疗、预防或改善中枢神经系统 (CNS) 以及外周

组织如关节炎的关节、肺和心脏的损伤和疾病等的方法。在一个实施方式中，本发明还提供

用于减少神经元细胞死亡或抑制巨噬细胞活化的方法。在另一个实施方式中，本发明提供

用于治疗动脉粥样硬化或减轻动脉脉粥样硬化斑块的方法。在另一个实施方式中，本发明

提供用于治疗、预防或改善细菌性败血症的症状的方法。

[0021] 本发明的一个方面提供用于在体外或者在哺乳动物对象体内抑制神经胶质细胞

或小胶质细胞活化的方法，其包括施用至少一种上述 ApoE 类似物。在一个实施方式中，所

述方法中所施用的化合物的量可降低神经胶质细胞或小胶质细胞活化。

[0022] 本发明的一个方面提供用于治疗或改善与 CNS创伤、CNS炎症、脑缺血或脑水肿相

关的症状的方法，包括施用至少一种上述化合物。与不存在所述化合物时的情况相比，所施
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用的所述至少一种化合物的量可减轻 CNS创伤、CNS炎症、脑缺血或脑水肿。在某些实施方

式中，本发明的方法减轻创伤性脑损伤后的 CNS 损伤、CNS 炎症、脑缺血或脑水肿。在某些

实施方式中，所述方法促进创伤性脑损伤之后的康复。在某些实施方式中，所述方法改善创

伤性脑损伤后的功能恢复或认知功能。

[0023] 在一个实施方式中，本发明提供用于减少哺乳动物对象中与谷氨酸兴奋性毒性或

暴露于 N- 甲基 -D- 天冬氨酸 (NMDA) 有关的神经元细胞死亡的方法，包括给所述对象施用

至少一种本发明的化合物。与不存在所述化合物时的情况相比，所施用的所述至少一种化

合物的量可减少与谷氨酸毒性有关的神经元细胞死亡。

[0024] 在另一个实施方式中，本发明提供抑制哺乳动物对象的巨噬细胞活化的方法，包

括施用至少一种在此所述的化合物。与不存在所述化合物时的情况相比，所施用的所述至

少一种化合物的量可抑制巨噬细胞活化。

[0025] 在一个实施方式中，本发明提供用于治疗或改善关节炎或风湿性疾病的症状的方

法。在某些实施方式中，所述方法用于治疗或改善类风湿性关节炎、牛皮癣关节炎、强直性

脊柱炎等的症状。

[0026] 在一个实施方式中，本发明提供用于治疗或改善多发性硬化 (MS) 的症状的方法。

在某些实施方式中，所述方法用于治疗或改善复发性 /再发性 MS、继发进展性 MS、进展复发

性 MS或原发进展性 MS的症状，包括施用至少一种在此所述的化合物。

[0027] 在一个实施方式中，本发明提供在冠状动脉旁路移植 (CABG) 手术过程中或者与

之同时施用所述化合物的方法。

[0028] 在另一个实施方式中，本发明提供用于治疗动脉粥样硬化的方法或用于减轻动脉

脉粥样硬化斑块形成的方法，包括施用至少一种在此所述的化合物。与不存在所述化合物

时的情况相比，所施用的所述至少一种化合物的量了减轻动脉粥样硬化斑块的形成。在某

些实施方式中，所述方法用于预防动脉脉粥样硬化斑块的形成，包括施用至少一种在此所

述的化合物。

[0029] 在另一个实施方式中，本发明提供用于治疗、预防或改善细菌性败血症的症状的

方法，包括施用至少一种在此所述的化合物。与不存在所述化合物时的情况相比，所施用的

所述至少一种化合物的量可减轻败血症相关性炎症。

[0030] 在某些实施方式中，本发明提供药物组合物，其包含至少一种在此所述的化合物。

在某些实施方式中，本发明提供药物组合物，其包含至少一种在此所述的化合物连同另一

种用于治疗、预防或改善 CNS 或神经系统损伤、风湿性疾病、多发性硬化、CABG 手术、动脉

粥样硬化或细菌性败血症的药物。本发明的药物组合物的形式便于施用于有此需求的对

象，包括例如通过静脉、肌肉内、皮下或者经皮而施用。参见 Remingtons Pharmaceutical 

Sciences，19th ed.Remington and Gennaro，eds.Mack Publishing Co.，Easton，PA，通过

引用将其并入本申请。本发明的方法进一步提供各种给药方案、施用时间、间隔、和持续时

间，以治疗、预防或改善在此所述的疾病。本发明还包括在此所公开的化合物的功能性变体

以及通过本发明公开的分析方法所鉴定的变体，其中此类化合物介导在此所述的功能性效

应。与此一致的是，本发明还包括所公开的化合物及其功能性变体在制备用于治疗在此所

讨论的各种疾病和病症的药物的方法中的用途。

[0031] 本发明还提供用于保护对象以抵抗放射和放疗的一或多种效应的新的疗法，包括
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给有此需要的对象施用 ApoE蛋白或一或多种 ApoE模拟肽。本发明的方法可用于治疗进行

全身照射 (TBI) 的对象，例如作为血液或骨髓移植过程的一部分。所述方法也可用于治疗

进行放疗的对象，例如用于治疗癌症或用于预防或治疗暴露于环境辐射的个体。

[0032] 本发明还提供用于炎症性肠病 (IBD)、节段性肠炎或溃疡性结肠炎的新的疗法，包

括给有此需要的对象施用 ApoE 蛋白或一或多种 ApoE 模拟肽，与不存在所述化合物时的情

况相比，所施用的量可减轻 IBD、节段性肠炎或溃疡性结肠炎的症状。

5. 附图说明

[0033] 图 1给出了 COG133肽的螺旋轮 (helical wheel)视图；

[0034] 图 2给出了示例性的模拟物；

[0035] 图 3给出了作为螺旋模拟物的三环支架；

[0036] 图 4给出的图表说明创伤性脑损伤之后小鼠的旋转棒平衡表现；

[0037] 图 5给出了用于鼠闭合性头颅损伤模型的气动冲击装置的图片；和

[0038] 图 6(A)、(B)和 (C)给出了气动冲击之前对小鼠进行处理的图片；

[0039] 图 7给出的图表说明以 LPS处理的 BV2小胶质细胞中一氧化氮 (A)和 TNFa(B)的

释放被抑制。COG1410相对于 COG133显示出明显更强的效力。

[0040] 图 8 给出了旋转棒测试结果的图表，与盐水相比，在 TBI 之后 120 分钟施用

COG1410显示出神经保护作用，p<0.05；COG133与盐水相比没有显著差异，p>0.05。

[0041] 图 9给出了 COG133的血浆浓度随时间变化的图表。

[0042] 图 10给出的图表显示鼠实验性自身免疫性脑脊髓炎的小鼠模型中 COG133与对照

肽相比的平均临床积分。

[0043] 图 11给出的图表显示 MOG肽诱导巨噬细胞产生 NO(A)和 TNFα(B)，而 LPS/IFN-γ

处理诱导巨噬细胞产生 NO(C)、TNFα(D)和 IL-6(E)。

[0044] 图 12 给出的图表显示 COG133 以浓度依赖性方式抑制 MOG 介导的 NO(A) 和

TNFα(B)的产生。

[0045] 图 13给出的图表显示 COG133以浓度依赖性方式抑制 LPS/IFN-γ诱导的 NO(A)、

TNFα(B)和 IL-6(C)的产生。

[0046] 图 14 给出的图表显示 COG134( 含有 Antennapedia-COG133 嵌合体 ) 以浓度依赖

性方式抑制 MOG介导的 NO(A)的产生以及 LPS/IFN-γ诱导的 NO(B)、TNFα(C)和 IL-6(D)

的产生，而前缀肽 (prefix peptide)单独处理 (P)没有显示出活性。

[0047] 图 15A 和 15B 给出了在创伤性脑损伤之后处理的小鼠上得到的旋转棒测试和

Morris水迷宫测试结果；

[0048] 图 16给出了 COG133抑制亚硝酸根释放的图表；

[0049] 图 17给出了 TAT-COG133抑制亚硝酸根释放的图表；

[0050] 图 18给出了穿透蛋白 (Penetratin)-COG133抑制亚硝酸根释放的图表。

[0051] 图 19给出的图表显示 PTDCOG133缀合物抑制 LPS介导的一氧化氮产生。

[0052] 图 20 给出了 TBI 之后 90 分钟以 COG133 或穿透蛋白 -COG133 处理的小鼠的旋转

棒等待时间 (rotorod latency)的图表。

[0053] 图 21给出了 TBI之后 2小时以 synB3-COG133处理的小鼠的旋转棒等待时间的图
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表。

[0054] 图 22 给出了比较含有 ApoE 的动物与 ApoE 敲除的动物对放射诱导的死亡的抵抗

性的图表。一组 10 只野生型动物暴露于 7Gy 的 TBI，照射后 30 天 100％存活。抑制 10 只

ApoE敲除的动物暴露于 7Gy的 TBI，照射后 30天 80％存活。一组 10只野生型动物暴露于

8Gy的 TBI，照射后 36天 40％存活。一组 10只 ApoE敲除的动物暴露于 8Gy的 TBI，照射后

13天 0％存活 (Y轴＝百分比存活率；X轴＝全身照射后的天数 )。

[0055] 图 23给出的图表显示了在存在或不存在 cog133(一种载脂蛋白 -e的肽模拟物 )

的情况下，经 10gray的全身照射之后含有载脂蛋白 -e的野生型小鼠的存活率。Tbi后 1分

钟腹腔内施用 cog133(4mg/kg，于 100μl 盐水载体中 ) 改善了存活率，与盐水载体对照相

比。Tbi后 1小时、1天、2天、和 3天腹腔内施用 4剂 cog133(每剂为 4mg/kg，于 100μl盐

水中 )显著改善了存活率，与对照相比，p<0.01，通过重复测定 anova。

[0056] 图 24A给出的图表显示注射 LPS后 3小时进行 COG133处理显著降低了血浆 TNFa

水平，对单纯 LPS 对照相比 (p<0.05)。0、3 和 24 小时的 TNFa 水平与背景对照无区别。来

自 Lynch et al.2003。

[0057] 图 24B 给出的图表显示注射 LPS 后 1 和 3 小时进行 COG133 处理显著降低了血浆

IL-6 水平，对单纯 LPS 对照相比 (p<0.05)。0 和 24 小时的 IL-6 水平与背景对照无区别。

来自 Lynch et al.2003。

[0058] 图 25 的图像显示 COG133 抑制 MOG 诱导的 EAE 小鼠的脊髓脱髓鞘。在 dpi30 处

死动物，取出完整脊髓，并自颈 (A，D)、胸 (B，E)和腰 (C，F)段制备 5mm厚切片。以罗克沙

尔固蓝 (Luxol fast blue)对经 COG133处理的动物 (D，E，F，H)和经普通盐水处理的对照

(A，B，C，G) 进行染色 (髓磷脂被染为蓝色 )然后以曙红进行复染 (显示外周的侵润，为紫

红色 )。图片 G是 A的放大插入图，而图片 H是 D的放大插入图。

[0059] 图 26给出的图表显示 COG化合物以剂量依赖性的方式抑制以 LPS刺激 40小时的

小鼠 BV2小胶质细胞释放一氧化氮。根据这些数据，COG133的 IC50约为 2微摩尔，COG1410

的 IC50约为 2微摩尔，COG4502的 IC50约为 10nM。每个数据点是 3次重复实验的平均值。

给出了标准误线，但其小于用于绘制结果的符号。

[0060] 图 27给出的图表显示 COG4502以剂量依赖性的方式抑制在培养基中以γ干扰素

和 LPS刺激 24小时的小鼠腹腔巨噬细胞释放 TNFa或 IL6。以一个星号代表 p<0.05的显著

性，以两个星号代表 p<0.01的显著性，与对照相比。

[0061] 图 28给出的图表显示啮齿柠檬酸杆菌 (C.rodentium)感染 14天后诱导的结肠精

氨酸酶和 iNOS。A，RT-PCR检测的精氨酸酶 I、精氨酸酶 II、和 iNOS的 mRNA水平。B，精氨

酸酶 I和 II的 Western印迹。在 A和 B中，各个泳道是来自不同小鼠的组织。

[0062] 图 29给出了精氨酸酶 I(A-C，H)和 iNOS(D-F，I)的免疫组化检测结果图像。A，未

感染的小鼠 (200X)。B-C，感染啮齿柠檬酸杆菌的小鼠 (B，200X；C，400X)，对精氨酸酶 I 进

行染色；D-F相同的组织对 iNOS进行染色。G，B和 E的连续切片，其中兔 IgG替代初级 Ab，

没有显示染色。H和 I，不同的结肠炎小鼠 (200X)，分别对精氨酸酶 I和 iNOS进行染色。

[0063] 图 30给出的图表显示对照 (Ctrl)或感染啮齿柠檬酸杆菌的 (C.rod)小鼠中的结

肠精氨酸酶活性 (A)、血清 NO浓度 (B)、和血清 L-Arg浓度 (C)。Ctrl为 n＝ 3，啮齿柠檬酸

杆菌为 n＝ 6。*p<0.05、***p<0.001。
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[0064] 图 31 给出的图表显示了感染啮齿柠檬酸杆菌的 WT 和 iNOS-/- 小鼠的存活率 (A)、

体重 (B) 和结肠重量 (C) 的变化。自感染后第 1 天开始给小鼠 L-Arg 或仅给水。感染啮

齿柠檬酸杆菌 (v) 的 WT 的 n ＝ 31，以 L-Arg 处理的 WT 感染小鼠 ( □ ) 的 n ＝ 32，感染的

iNOS-/- 小鼠 (σ) 的 n ＝ 23，而以 L-Arg( ○ ) 处理的感染的 iNOS-/- 小鼠的 n ＝ 20。对于

A-C：*p<0.05，***p<0.001，与第 0 天相比；§p<0.05，§§p<0.01，§§§p<0.001，与 WT 水

相比；#p<0.05，与无 L-Arg的 iNOS-/- 相比。

[0065] 图 32 给出的图显示了感染啮齿柠檬酸杆菌的小鼠的结肠 HE 染色组织学检查结

果。A，未感染的 WT，正常组织。B，感染的 WT，具有严重的结肠炎。C，在 iNOS-/-小鼠中出现组

织学改善。D，在 L-Arg处理的 iNOS-/-小鼠中出现进一步的改善。E，啮齿柠檬酸杆菌结肠炎

的组织学积分 (0-12级 )。WT，n＝ 19；WT-L-Arg，n＝ 17；iNOS-/-，n＝ 12，而 iNOS-/--L-Arg，

n＝ 11。**p<0.01，与 WT相比；§p<0.05，与 iNOS-/- 相比。所有小鼠均接种等量的啮齿柠檬

酸杆菌 (5x108CFU/小鼠 )并在第 12-14天处死；排除了提前死亡的小鼠。

[0066] 图 33 给出的图表显示感染啮齿柠檬酸杆菌的小鼠中 IFN-γ(A)、TNF-α(B)、和

IL-1(C) 等细胞因子 mRNA 水平，与未感染的 WT 对照相比。通过实时 PCR 测定 mRNA 水平。

各组 n ＝ 3-5。**p<0.01，与 WT 未感染的对照相比；§p<0.05，§§p<0.01，与 WT 啮齿柠檬

酸杆菌相比。

[0067] 图 34给出的图表显示了感染啮齿柠檬酸杆菌的 WT小鼠的结肠 ODC活性 (A)和多

胺浓度 (B)。对照组 n ＝ 4，啮齿柠檬酸杆菌组 n ＝ 7，啮齿柠檬酸杆菌 +L-Arg 组 n ＝ 5。
*p<0.05，**p<0.01，与对照相比；§§p<0.01，与啮齿柠檬酸杆菌相比。

[0068] 图 35给出的图表显示，给小鼠饮用含 4％ DSS的水 6天，在第 10天收集组织。A，

精氨酸酶 I和 II以及 iNOS的 mRNA水平，RT-PCR测定。B，蛋白质水平，Western印迹测定。

[0069] 图 36 给出的图表显示了 DSS 结肠炎对精氨酸酶 I 蛋白质表达的影响。处死后以

福尔马林组织，并通过免疫过氧化物酶技术进行免疫组化，使用抗精氨酸酶 I 多克隆抗体

(1:400稀释；Research Diagnostics，Inc.)。注意上皮细胞的染色，特别是在隐窝处，以及

溃疡区域炎症细胞的染色。

[0070] 图 37给出的图表显示了 L-Arg(1％ )、或 iNOS敲除给 DSS结肠炎带来的改善。A，

存活率；B，体重；C，结肠重量。在 A中，*p<0.05，与 0时间相比；§p<0.05，与 WT相比。在 B

和 C中，*p<0.05，**p<0.01，与 WT相比；#p<0.05，##p<0.01，与 iNOS-/- 相比。n＝ 12-21。

[0071] 图 38 给出的图表显示来自有 DSS 结肠炎的小鼠的 HE 染色切片的组织学检查结

果。A，具有严重结肠炎的 WT 小鼠；B，L-Arg 使 WT 小鼠改善；C，iNOS-/-+L-Arg 造成进一步

改善；D，组织学积分 (0-40级 )。*p<0.05，**p<0.01，对 WT相比，n＝ 10。

[0072] 图 39 给出的图表显示经实时 PCR 测定的 DSS 结肠炎组织中 IFN-γ(A)、

TNF-α(B)、和 IL-1(C)等细胞因子的 mRNA水平，与 WT对照相比，各组 n＝ 3-6。**p<0.01，

与 WT对照相比；§p<0.05，§§p<0.01，与 WT DSS相比；#p<0.05，与 iNOS-/- 相比。

[0073] 图 40显示了 DSS结肠炎的结肠的多胺水平。*p<0.01，**p<0.01，与对照小鼠相比。

[0074] 图 41显示了人 IBD组织中精氨酸酶 I、II、和 ODC的 mRNA水平，RT-PCR测定。

[0075] 图 42 给出的图表显示 COG 肽在鼠巨噬细胞中抑制啮齿柠檬酸杆菌诱导的 iNOS。

以感染复数为 100的啮齿柠檬酸杆菌的法式加压 (French-pressed)裂解物刺激 RAW264.7

细胞。A，通过测定 NO2
- 水平而测定 NO的产生。**p<0.01，与对照相比；§§p<0.01，与单独
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啮齿柠檬酸杆菌相比。B，iNOS的 RT-PCR。

[0076] 6. 发明详述

[0077] 本发明提供用于治疗包括脑水肿、脑缺血和阿尔茨海默氏症在内的中枢神经系统

(CNS)疾病以及风湿性疾病、多发性硬化、CABG手术、动脉粥样硬化、败血症、结肠炎和用于

辐射防护的化合物、组合物和方法。本发明的化合物、组合物和方法可改善与 CNS疾病相关

的症状并提高认知功能。

[0078] 化合物

[0079] 无意于受任何理论的限制，有证据支持 ApoE 在受损的脑中的作用至少有两种不

同的机制：神经胶质调节作用和神经保护作用。脑对急性和慢性损伤的应答储备能力有限。

神经胶质细胞活化并随后释放活性氧分子 (ROS)、谷氨酸、蛋白酶、和炎性细胞因子被认为

是促成神经退行性过程 ( 例如见于阿尔茨海默氏症 (AD) 的情况 ) 和急性脑损伤中神经元

损伤的因素。申请人最近证实，在脂多糖 (LPS) 刺激后的混合神经胶质细胞培养物和纯化

的小胶质细胞培养物中，ApoE下调神经胶质细胞的活化、一氧化氮 (NO)的释放和炎性细胞

因子的释放 ( 见 Laskowitz et al.1997)。这些体外结果似乎是具有生物学意义的，因为

与匹配的表达小鼠 ApoE 蛋白的对照组相比，ApoE 缺陷型小鼠在注射 LPS 或进行闭合性头

颅损伤后，其脑部的炎症基因的表达显著上调 (Lynch et al.2001)。鉴于最近的报道提示

ApoE在巨噬细胞中诱导信号应答，而巨噬细胞与称为小胶质细胞的脑特异性巨噬细胞关系

密切(Misra et al.2001)，因此ApoE与调节神经胶质细胞活化和炎性细胞因子释放之间的

关联尤为引人注目。ApoE/神经胶质细胞活化之间相关联的进一步证据来自临床研究结果，

即多发性硬化中能力丧失的进展情况似乎依赖于患者表达的具体的 ApoE同工型 (Chapman 

et al.1999)。

[0080] ApoE作用于神经系统疾病的另一个机制是施加直接的神经保护性作用。越来越多

的证据表明，在促进神经突生长 (Nathan et al.，1994；Bellosta et al.，1995；Holtzman 

et al.，1995)、氧化应激防护(Hayek et al.，1994；Miyata and Smith，1996；Matthews and 

Beal，1996)、和与生长因子相互作用 (Gutman et al.，1997)以促进神经元存活方面，ApoE

具有同工型特异性作用。申请人最近证实，在谷氨酸诱导的兴奋性毒性和氧化应激生物分

析中，ApoE 对原代神经元培养物施加神经保护性作用，这与在局部缺血和全部缺血的鼠模

型中所见的ApoE的保护作用是一致的(Sheng et al.，1998a & 1999b)。Misra et al.2001

以及其他作者最近证实 ApoE在神经元内启动钙依赖性信号级联。因此，一种可能性是这些

神经保护性作用与ApoE在神经元内诱导信号级联的能力相关(Muller et al.，1998；Misra 

et al.2001)。

[0081] 此前已经产生了 ApoE130-150 肽的大量类似物，并在基于细胞水平的抑制炎性细

胞因子和自由基释放的分析中以及受体结合分析中测试了它们的活性。Lynch et al.，

2003，J.Biol.Chem.278(4)，48529-33和美国专利申请 10/252,120(申请日 2002年 9月 23

日 )、09/957,909(申请日 2001年 9月 21日 )和 09/260,430(申请日 1999年 3月 1日 )，

现已放弃，其要求每个临时申请 No.60,077,551( 申请日 1998 年 3 月 11 日 ) 的优先权，在

此通过引用将各个出版物的全部内容并入本申请。

[0082] 本发明提供 COG133的类似物和衍生物，COG133是抑制小肽，由 ApoE的第 133-149

位残基组成。这一 ApoE 肽称为 COG133(LRVRLASHLRKLRKRLL(SEQ ID NO.1))，其被证明可
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用于治疗或减轻脑缺血或脑的炎症。美国专利申请 No.10/252,120，申请日 2002年 9月 23

日，在此通过引用将其全部内容并入本申请。不过，在动物模型中，在 TBI之后 30分钟内立

即施用 COG133 才是最有效的。本发明提供 COG133 的类似物和衍生物，包括氨基酸取代衍

生物、肽模拟物和融合蛋白缀合物，它们为治疗和预防创伤性脑损伤的神经系统效应提供

了更宽的治疗窗和更宽的治疗指数。

[0083] 治疗窗指的是在 TBI之后本发明的化合物可以有效施用的一段时间。通过增大治

疗窗，可在 TBI 之后更长的时间间隔内施用本发明的化合物并有效地治疗或预防 TBI 对神

经系统的效应，减轻脑的炎症或缺血，或提高 TBI 之后的认知功能。本发明的化合物、其类

似物和衍生物还提供了比 COG133 更宽的治疗指数。治疗指数指的是动物不出现死亡时的

最大耐受剂量除以最小有效剂量，接受最小有效剂量的动物的损伤后表现明显好过盐水对

照。本发明的化合物具有增强的 CNS穿透性或或增大用于治疗和预防创伤性脑损伤的神经

系统效应的治疗窗。CNS穿透性指的是包括肽在内的化合物穿过血脑屏障并进入中枢神经

系统 (CNS)的能力。

[0084] 无意于受任何理论的限制，推测 PTD能够增强包括 ApoE类似物肽在内的化合物的

CNS穿透性。通过提高 CNS穿透性，在此所述的 PTD-ApoE类似物缀合化合物能够增强 ApoE

类似物的效力并延长治疗窗，即介于脑损伤和有效施用包括 COG133 在内的 ApoE 类似物之

间的时间长度。初步的数据表明 COG133 最长在 TBI 之后 30 分钟时施用具有神经保护性，

而 PTD-COG133 缀合物最长在 TBI 之后 150 分钟时施用也同样有效。这代表治疗窗明显增

大，这样能够显著增加可从本发明的新的治疗性化合物中获益的患者的数量。此外，增强包

括 COG133 在内的 ApoE 类似物的 BBB 穿透性能够使得这些化合物可用于治疗、预防或改善

众多基于炎症的神经退行性疾病，而无论 BBB是否受损。

[0085] 本发明的 PTD 缀合物还提供了额外的益处，即由于特异性靶向脑，因此可降低需

要施用的药物 (COG133)的量。这使得缀合化合物具有更好的治疗指数，其指的是不出现死

亡时的化合物的最大耐受剂量除以要产生所需保护作用所需要施用的化合物的最低有效

剂量。指数越大，化合物越安全，因为在为了产生所需保护作用而需要施用的浓度时，不良

反应谱应该是降低的。可制备不同的PTD，以根据待治疗的疾病而优先靶向其他特异性组织

和 /或器官。

[0086] 在一个实施方式中，本发明提供用于如下方法的化合物。在一个方面，本发

明提供的化合物是 ApoE 类似物。在一个方面，本发明提供的化合物是 α 螺旋肽。在

优选的实施方式中，所述化合物是 COG133 的类似物和衍生物。COG133 是具有序列

LRVRLASHLRKLRKRLL(SEQ IDNO.1)的肽。在更加优选的实施方式中，本发明提供含有选自如

下一组的序列的肽化合物：

[0087] LRVRLASH-(NMe)-L-RKLRKRLL-NH2              (SEQ ID NO.2)

[0088] Ac-ASH-Aib-RKLRKRLL-NH2                    (SEQ ID NO.3)

[0089] Ac-AS-Aib-LRKLRKRLL-NH2                    (SEQ ID NO.4)

[0090] Ac-DS-Aib-LRKLRKRLL-NH2                    (SEQ ID NO.5)

[0091] Ac-ASHLRKL-Aib-KRLL-NH2                    (SEQ ID NO.6)

[0092] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRLL-NH2                (SEQ ID NO.7)

[0093] Ac-DR-Aib-ASHLRKLRKR-Aib-L-NH2             (SEQ ID NO.8)
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[0094] Ac-DS-Aib-LRKLRKR-Aib-L-NH2                (SEQ ID NO.9)

[0095] Ac-DR-Aib-ASHLRKL-Aib-KRLL-NH2               (SEQ ID NO.10)

[0096] Ac-DS-Aib-LRKL-Aib-KRLL-NH2                  (SEQ ID NO.11)

[0097] Ac-DR-Aib-AS-Aib-LRKLRKRLL-NH2               (SEQ ID NO.12)

[0098] Ac-DR-Aib-ASHLRKLRKRLL-NH2                   (SEQ ID NO.13)

[0099] Ac-CAS-Aib-LRKL-Aib-KRLL-NH2                 (SEQ ID NO.14)

[0100] Ac-DS-Aib-LRKL-Aib-KRLL-NH2                  (SEQ ID NO.15)

[0101] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRLV-NH2                  (SEQ ID NO.16)

[0102] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRLM-NH2                  (SEQ ID NO.17)

[0103] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRLI-NH2                  (SEQ ID NO.18)

[0104] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRLA-NH2                  (SEQ ID NO.19)

[0105] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KALL-NH2                  (SEQ ID NO.20)

[0106] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(orn)LL-NH2              (SEQ ID NO.21)

[0107] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(narg)LL-NH2             (SEQ ID NO.22)

[0108] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(harg)LL-NH2             (SEQ ID NO.23)

[0109] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(dmarg)LL-NH2            (SEQ ID NO.24)

[0110] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-ARLL-NH2                  (SEQ ID NO.25)

[0111] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-(aclys)RLL-NH2            (SEQ ID NO.26)

[0112] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-(azlys)RLL-NH2            (SEQ ID NO.27)

[0113] Ac-ASH-Aib-RKL-Aib-KRLL-NH2                  (SEQ ID NO.28)

[0114] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRL-(NLe)-NH2             (SEQ ID NO.29)

[0115] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KR-(NLe)-L-NH2            (SEQ ID NO.30)

[0116] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KR-(NLe)-(Nle)-NH2        (SEQ ID NO.31)

[0117] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(orn)L-(NLe)-NH2         (SEQ ID NO.32)

[0118] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(orn)-(NLe)-L-NH2        (SEQ ID NO.33)

[0119] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(orn)-(NLe)-(Nle)-NH2    (SEQ ID NO.34)

[0120] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(harg)L-(NLe)-NH2        (SEQ ID NO.35)

[0121] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(harg)-(NLe)-L-NH2       (SEQ ID NO.36)

[0122] Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-K(harg)-(NLe)-(Nle)-NH2            (SEQ ID NO.37)

[0123] Ac-AS-Aib-L(orn)KL-Aib-KRLL-NH2                       (SEQ ID NO.38)

[0124] Ac-AS-Aib-L(orn)KL-Aib-K(orn)LL-NH2                   (SEQ ID NO.39)

[0125] Ac-AS-Aib-L(orn)KL-Aib-KRL-(NLe)-NH2                  (SEQ ID NO.40)

[0126] Ac-AS-Aib-L(orn)KL-Aib-KRL-(NLe)-(NLe)-NH2            (SEQ ID NO.41)

[0127] Ac-AS-Aib-L(orn)KL-Aib-K(orn)L-(Nle)-NH2              (SEQ ID NO.42)

[0128] Ac-AS-Aib-L(orn)KL-Aib-K(orn)-(NLe)-(Nle)-NH2         (SEQ ID NO.43)

[0129] Ac-ASHLRKLRKRLL-NH2(apoe138-149)                      (SEQ ID NO.44)

[0130] Ac-ASHCRKLCKRLL-NH2                                   (SEQ ID NO.45)

[0131] Ac-ASCLRKLCKRLL-NH2                                   (SEQ ID NO.46)

[0132] Ac-CSHLRKLCKRLL-NH2                                   (SEQ ID NO.47)
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[0133] Ac-ASHLRKCRKRCL-NH2                                   (SEQ ID NO.48)

[0134] Ac-ASHCRKLRKRCL-NH2                                   (SEQ ID NO.49)，

[0135] 其中 (NMe)-L是 N-甲基化的亮氨酸，Aib氨基异丁酸，(orn)是鸟氨酸，(narg)是

硝基精氨酸，(NLe)是 Neurleucine，(harg)是高精氨酸，(dmarg)是二甲基精氨酸，(aclys)

是乙酰赖氨酸，(azlys)是 Azalysine以及 Ac是乙酰化的羧基端。氨基酸残基的单字母缩

写是本领域普通技术人员所熟知的。

[0136] 本发明提供与 ApoE 类似物相缀合的蛋白转导结构域 (PTD)。PTD 的大小各异，

且缺乏序列同源性，不过绝大多数都具有正电荷并且是两性分子。本发明的 PTD 是那些

有助于穿透 CNS 或有助于细胞内转运的 PTD。在某些实施方式中，PTD 可以是抗微生物肽

例如 Protegrin-1、Bactenecin-7、Buforin、和 Maginin；一些富含精氨酸的 RNA 结合肽和

DNA结合肽 (例如，HIV-1转激活蛋白 (TAT)和果蝇同源结构域转录因子 Antennapedia(a.

k.a.穿透蛋白 )；嵌合型 PTD例如运送子 (Transportan)；来自噬菌体展示文库的富含赖氨

酸的肽和富含精氨酸的肽；聚精氨酸；以及最近，β-高赖氨酸寡聚体 (见 Fisher et al.，

2001 ；Lindsay，2002 ；Tung et al.，2003 ；Leifert et al.，2003 ；Bogoyevitch et al.，

2002；Garcia-Echeverria2003，在此通过引用将它们的全部内容并入本申请 )。在某些

实施方式中，PTD 是许多在此所述的 PTD 的添加 (addition)、反转 (reverso-)、逆向反转

(retro-inverso)、和对映 (enantio-)等形式。

[0137] 在优选的实施方式中，本发明的 PTD缀合物选自：

[0138] GRKKRRQRRRPPQ                     (SEQ ID NO.50)

[0139] RQIKIWFQNRRMKWKK                  (SEQ ID NO.51)

[0140] RRMKWKK                           (SEQ ID NO.52)

[0141] RGGRLSYSRRRFSTSTGR                (SEQ ID NO.53)

[0142] RRLSYSRRRF                        (SEQ ID NO.54)

[0143] RGGRLAYLRRRWAVLGR                 (SEQ ID NO.55)

[0144] RRRRRRRR                          (SEQ ID NO.56)。

[0145] 在某些实施方式中，PTD 缀合物是 RGGRLAYLRRRWAVLGR(SEQ ID NO.55)，称为

SynB5；或是 RRLSYSRRRF(SEQ ID NO.54)，称为 SynB3。本发明的 PTD-ApoE 缀合化合物

包括，例如，SynB5-COG133、SynB3-COG133、或在此所述的任何 COG133 类似物的 SynB5 和

SynB3 缀合物。因此，PTD 转运最初被表征为受体依赖性和能量依赖性的、非内吞性的

(nonendocytic)，并缺乏细胞特异性。不过，这些数据是通过对固定的细胞进行荧光显微镜

检查或流式细胞术、通过细胞摄取分析而获得的。一些研究小组最近证实，以这种方式收

集的数据会受到细胞固定中人为现象的影响 (Futaki，2002；Vivès et al.，2003；Suzuki，

2001；Richard et al.，2003；Lundberg et al.，2002；Thoren，et al.，2003，在此通过引用

将它们的全部内容并入本申请 )。越来越清楚的是，许多此类 PTD，例如，穿透蛋白 TAT、聚精

氨酸，是通过细胞内吞作用而摄取的 (Drin et al.，2003；Thoren et al.，2003，在此通过

引用将它们的全部内容并入本申请 )。同样的方法也被用于分析 PTD的构效相关性。因此，

这些研究结果的可靠性以及同样也是自固定细胞获得的细胞特异性研究结果受到了怀疑。

例如，最近证实活细胞对穿透蛋白的摄取是细胞内吞作用。此外，置换以往被认为对于转

胞吞作用至关重要的两个色氨酸残基并没有改变穿透蛋白的摄取 (Thoren et al.，2003，
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在此通过引用将其全部内容并入本申请 )。除了有关转运机制的问题，还有许多关于 PTD

所携带的运载物的生物学效应的报道，所述运载物包括肽、蛋白质、肽核酸、寡核苷酸、脂质

体、和磁性纳米颗粒，证实了它们具有转运的能力(Schwarze et al，2000；Bogoyevitch et 

al.，2002；Tung et al.，2003；Vivèsetal.，2003，在此通过引用将它们的全部内容并入本

申请 )。越来越清楚的是，我们关于 PTD 的知识需要被重新评价，且转运机制很可能在 PTD

之间是不同的，这可能是因为它们的初级结构也是不同的。

[0146] 比较研究发现 PTD 之间并不是可以互换的；它们在摄取速度、转运所需的浓度、

毒性和细胞环境等方面有区别 (Thoren et al.，2003；Suzukiet al.，2002；Mai，et al.，

2002，在此通过引用将它们的全部内容并入本申请 )。使用活细胞的研究报道，依细胞环境

的不同，PTD 可具有多种不同的转运模式 (Drin et al.，2003；Futaki，2002；Leifert et 

al.，2003，在此通过引用将它们的全部内容并入本申请 )。最近的结果提示，PTD呈现出细

胞特异性，其根据是 PTD 优先与特定的细胞表面粘多糖发生相互作用 (Mai et al.，2002；

Console et al.，2003；Koppelhus et al.，2002，在此通过引用将它们的全部内容并入本

申请 )。这一效应的证据在于研究发现右旋糖苷硫酸盐抑制 TAT的摄取但不抑制穿透蛋白

复合物的摄取，而肝素可以不同程度抑制 TAT和穿透蛋白复合物的内化 (Console et al.，

2003，在此通过引用将它们的全部内容并入本申请 )。这些数据提示，通过优化导向特定细

胞表面表达的粘多糖的 PTD，有可能实现选择性导向组织。显然，并不存在用于将运载物输

送穿过“甲板”的最佳的 PTD。PTD、运载物、和靶组织都必须要加以考虑。

[0147] 在一个方面，所述化合物是 ApoE蛋白的类似物或肽模拟物。在另一个优选的实施

方式中，肽是 AcASHLRKLAibKRLL(SEQ ID NO.6)(COG432)。在另一个优选的实施方式中，肽

是 Ac-AS-Aib-LRKL-Aib-KRLL-NH2(SEQ ID NO.7)(COG1410)。尤其是 COG1410，其与 COG133

相比，治疗窗增加 4 倍，治疗指数增加 7.4 倍。在某些实施方式中，本发明提供模拟所述活

性肽的功能的肽模拟物及其制备方法，详见下文。

[0148] 制备化合物

[0149] 可通过现有技术已知的标准技术产生本发明的肽。本领域普通技术人员能够容易

地对在此所述的肽进行修饰以增强与这些肽有关的功能活性。例如，可化学合成本发明的

方法所使用的肽或将其缀合于其他分子以增强例如溶解性、血清稳定性等参数，而同时保

留功能活性。具体而言，本发明的肽可进行 N 末端乙酰化和 / 或 C 末端酰胺化，或缀合于、

复合于或融合于增强血清稳定性的分子，其包括但不限于白蛋白、免疫球蛋白及其片段、转

铁蛋白、脂蛋白、脂质体、α-2-巨球蛋白和α-1-糖蛋白、PEG和右旋糖苷。此类分子详述

于 US6,762,169，在此通过引用将其全部内容并入本申请。

[0150] 可使用将缀合物靶向特定细胞或组织的小分子。已知存在生物素 -抗生物素蛋白

复合物可增加此类修饰的肽摄取穿过内皮细胞。将肽连接于糖类部分，例如，通过所述肽上

的丝氨酸残基连接于β-葡糖苷以形成β-O连接的葡糖苷，可增强通过葡萄糖转运蛋白的

葡糖苷衍生物的转运 (Polt，R.et al.Proc.Na tl.Acad.Sci.USA91：7144-7118(1994)；Oh 

et al.Drug Transport and targeting，In Membrane Transporters as Drug Targets，

Amidon，G.L.and Sadee，W.eds.，pg59-88，Plenum Press，New York，1999)。

[0151] 所述肽可连接用于检测和示踪的各种标记部分，例如放射性标记物和荧光标记

物。荧光标记物包括但不限于，荧光素、曙红、AlexaFluor、俄勒冈绿 (Oregon Green)、罗
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丹明绿、四甲基罗丹明、罗丹明红、德克萨斯红、香豆素 (coumarin) 和 NBD 荧光团、QSY7、

Dabcyl和 Dabsyl发色团、BODIPY、Cy5，等等。

[0152] 在另一方面，可将其他天然存在的或合成的肽和蛋白质用作载体免疫原，用于产

生抗本发明的肽的抗体，其中将所述抗体用作试剂，用于检测免疫调节性肽，或用于鉴定其

他具有类似构象的肽。用于产生抗体的合适的载体包括，除其他之外，血蓝蛋白 ( 例如，钥

孔嘁血蓝蛋白 (Keyhole Limpet hemocyanin)--KLH)；白蛋白 (例如，牛血清白蛋白、卵清

蛋白、人血清白蛋白，等等 )；免疫球蛋白；甲状腺球蛋白 ( 例如，牛甲状腺球蛋白 )；毒素

(例如，白喉类毒素、破伤风类毒素 )；和多肽例如聚赖氨酸或聚甘氨酸 -赖氨酸。尽管蛋白

质是优选的载体，不过也可使用其他载体，优选高分子化合物，包括糖类、多糖、脂多糖、核

酸和类似的具有足够大小和免疫原性的化合物。此外，得到的抗体可用于制备抗独特型抗

体，其可与本发明的肽竞争结合靶位点。这些抗独特型抗体可用于鉴定本发明的肽所结合

的蛋白质。

[0153] 本发明的治疗性肽的另一种变化是在所述治疗性肽的 N端或 C端氨基酸连接 1至

15个氨基酸或类似物。也可通过在活性肽的 N端或 C端、或 N端和 C端同时添加 1至 15个

额外的氨基酸而制备本发明的肽的类似物，其中此类氨基酸的添加不会负面影响肽与本发

明的肽所结合的受体位点相结合的能力。

[0154] 本发明的肽还包括在此所述的肽的保守性变体。在此，保守性变体指的是氨基酸

序列的变化不会负面影响肽的生物学功能。如果因取代、插入或缺失而改变后的序列妨碍

或破坏了与肽有关的生物学功能，则认为所述取代、插入或缺失对肽造成了负面影响。例

如，可以改变肽的总体的电荷、结构或疏水 / 亲水特性而不负面影响其生物学活性。因此，

可改变氨基酸序列，例如使得肽更加疏水或亲水，而不负面影响肽的生物学活性。

[0155] 通常，肽的保守性取代变体、类似物和衍生物将与 SEQ ID NO：1-56所公开的序列

具有至少大约 55％、至少大约 65％、至少大约 75％、至少大约 80％、至少大约 85％、至少大

约 90％、至少大约 95％、或至少大约 96％至 99％的氨基酸序列相同性。至于此类序列的相

同性或同源性，其在此定义为，经序列对齐并在必要时引入缺口以达到最大百分比同源性

后，候选序列中与已知肽相同的氨基酸残基的百分数，且不将任何保守性取代视为序列相

同性的部分。N端、C端或内部的延伸、缺失、或插入肽序列内不应被视为影响同源性。

[0156] 因此，本发明的肽包括具有SEQ ID NO.1-56中所示的氨基酸序列的分子；其片段，

所述片段具有所述治疗性肽的至少大约 3、4、5、6、10、15、或更多个氨基酸残基的连续的序

列；此类肽的氨基酸序列变体，其中在所公开的肽的 N端或 C端、或内部插入了氨基酸残基；

以及所公开的序列的氨基酸序列变体或它们的如上所定义的片段，它们具有不同残基的取

代。保护本发明的肽序列的肽化合物可具有 15、20、25、30、35、40、45、50 或更多个氨基酸。

本发明所预期的变体还包括那些含有通过例如同源重组、定点诱变或 PCR 诱变产生的预先

确定的突变，以及其他动物的相应的肽，所述其他动物包括但不限于兔、大鼠、猪、牛、绵羊、

马和非人类灵长类动物，以及其中所述肽经共价修饰的衍生物，所述共价修饰例如通过以

不同于天然存在的氨基酸的一个部分 (例如一种可检测部分如酶或放射性同位素 )进行取

代、化学性、酶性或其他合适的修饰方式而实现。

[0157] 本发明的治疗性肽可以是游离形式的或盐的形式，其中所述盐是药用可接受的。

这些包括钠、钾、锂、铵、钙、镁、铁、锌、铜、锰，等等。也可利用有机酸制备肽的各种有机酸
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盐，所述有机酸包括但不限于，乙酸、丙酸、丙酮酸、苹果酸、琥珀酸、酒石酸、柠檬酸、苯甲酸

(benozic acid)、肉桂酸、水杨酸，等等。

[0158] 方法

[0159] 此前发现 COG133肽显著抑制神经元细胞死亡和与 N-甲基 -D-天冬氨酸暴露有关

的钙内流。美国专利申请 10/252,120，在此通过引用将其全部内容并入本申请。因此，本

发明的肽为改进用于治疗与 NMDA 兴奋性毒性有关的疾病的治疗性组合物提供了基础。例

如，NMDA兴奋性毒性被认为与 HIV痴呆和脑病有关 (Perez et al.，2001；Haughey et al.，

2001；Doble，1999)。

[0160] 除了阿尔茨海默氏症 (Bi et al.，2002；Bi and Sze，2002) 和创伤性脑损伤

(Rao et al.，2001；Regner et al.，2001；Xu and Luo，2001)之外，NMDA兴奋性毒性还被

认为与以下疾病有关：山黧豆中毒 (neurolathyrism)、肌萎缩性侧索硬化 (ALS)(Doble，

1999；Nguimfack，2002)、精神分裂症、Huntington 舞蹈病、帕金森病 (Nguimfack，2002；

Mytilineou et al.，1997；Klopman and Sedykh，2002；Le and Lipton，2001)、双向性精神

障碍 (Farber et al.2002)、人类和实验性自身免疫性脑炎 (EAE) 动物模型中的多发性硬

化(Paul and Bolton，2002)、抑郁症、中风(Le and Lipton，2001)、癫痫和遗传性神经代谢

性疾病 d-2-羟基戊二酸尿症 (d-2-hydroxyglutaric aciduria)(Kolker et al.，2002)。

NMDA 拮抗剂还在临床上用于麻醉 (Farber et al.，2002)，并已经发现其可抑制慢性疼痛

(McKenna and Melzack，2001；Le and Lipton，2001)、药物耐受 (Cady，2001)，并在动物模

型上抑制酒精依赖性 (Kotlinska，2001)。

[0161] 因此，本发明包括将所述肽和肽模拟物用于治疗任何上述疾病或病症的方法和药

物制品中的用途，并包括用于含有其他已知可用于治疗各种疾病的化合物的组合型治疗性

组合物中的用途。例如，本发明的肽和其他化合物可与任何已知的 HIV药物相组合，包括与

HIV 逆转录酶和蛋白酶抑制剂相组合，用于进一步抑制病毒复制和预防或治疗 HIV 痴呆的

治疗方案中，或可单独施用或与辅助制剂中的其他 NMDA拮抗剂组合施用。一位作者最近报

道，即便对 CNS进行抗逆转录病毒治疗对于改善表现为 AIDS痴呆综合症状的患者的功能和

预后而言是必需的，但仍然有必要长期提供额外的神经保护作用，并阻断神经毒性的继发

机制，因为有很大一部分毒性作用似乎是由在抗逆转录病毒治疗中仍然持续存在的一些间

接机制所介导的 (Clifford，2002)。

[0162] 在一个实施方式中，所述的肽可与抗动脉粥样硬化药物相组合，所述药物包括

HMG-CoA还原酶抑制剂，也称为他汀类药物。用于本发明的方法的合适的他汀类药物包括，

例如，洛伐他汀 (lovastatin) ，Merck)、辛伐他汀 ( ，Merck)、

普 伐 他 汀 (pravastatin)( ，Bristol Myers Squibb)、罗 苏 伐 他 汀

(rosuvastatin)( ，AstraZeneca)、氟伐他汀 (fluvastatin)( ，

Novartis)和阿托伐他汀 ( ，Warner-Lambert)。

[0163] Riluzole( ，Rhone-Poulenc) 是具有谷氨酸拮抗特性的物质，用于

对肌萎缩性侧索硬化进行神经保护性治疗，且目前正在进行用于治疗 Huntington 舞蹈病

和帕金森病的临床试验 (Schiefer et al.，2002；Doble，1999)。Schiefer 等最近证实

riluzole 延长 Huntington 舞蹈病转基因小鼠模型的存活时间并改变其核包涵体的形成。

因此，鉴于本发明的肽和化合物的 NMDA 拮抗作用，所述肽和化合物可用于药物制品中用于
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治疗 ALS、Huntington 舞蹈病和帕金森病，无论是单独施用或是与其他谷氨酸拮抗剂例如

riluzole组合施用。

[0164] 丙炔苯丙胺 (L-deprenyl)是单胺氧化酶 (MAO)-B抑制剂，其延缓帕金森病出现能

力丧失并延缓帕金森病的体征和症状的进展，并预期其对谷氨酸受体活化后出现的事件具

有保护性作用 (Mytilineou et al.，1997)。MAO-B抑制剂、多巴胺受体拮抗剂例如左旋多

巴和 NMDA 受体拮抗剂均显示出抗帕金森病作用，且多药组合显示出这些药物的抗帕金森

病作用的协同增强 (Klopman and Sedykh，2002)。因此，鉴于本发明的肽和化合物的 NMDA

拮抗作用，所述肽和化合物可用于药物制品中用于治疗帕金森病，无论是单独施用或是与

其他 NMDA受体拮抗剂、MAO-B抑制剂如丙炔苯丙胺和多巴胺受体拮抗剂如左旋多巴组合施

用。

[0165] 作为谷氨酸兴奋性毒性的结果而产生的自由基可能参与精神分裂症的发病

(Nguimfack，2002)。因此，研究者已经在尝试使用那些用于其他神经系统疾病如 ALS、帕金

森病和 Huntington舞蹈病中的抗氧化物质来治疗精神分裂症。鉴于本发明的 NMDA受体拮

抗肽和化合物可用于抑制作为谷氨酸兴奋性毒性的结果的自由基产生，所述肽和化合物可

用于药物制品中用于治疗精神分裂症，无论是单独施用或是与其他抗氧化物质组合施用。

[0166] 已经发现抑制 NMDA 受体功能不良的抗惊厥药、抗癫痫药在临床上可用于

双 向 性 精 神 障 碍 (Farber et al.，2002)。 此 类 药 物 包 括 苯 妥 英

Pfizer)、卡 马 西 平 ( Novartis)、丙 戊 酸 Abbott)、

拉 莫 三 嗪 ( GlaxoSmithKline)、利 鲁 唑 (Riluzole)( ，

Rhone-Poulenc)、河豚毒素、非氨酯 (felbamate)( ，Wallace)、加巴喷丁

(gabapentin)( ，Pfizer) 和乙琥胺 ( ，Pfizer)。鉴于本发

明的肽和化合物也抑制 NMDA 受体相关性神经毒性，因此本发明的肽和化合物可单独或与

其他 NMDA受体拮抗剂或 NMDA受体功能不良的抑制剂相组合用于治疗双向性精神障碍或癫

痫的药物和方法中。

[0167] 多发性硬化 (MS) 是免疫学介导的疾病，其证据为观察到该疾病对免疫治疗有

反应以及存在实验性自身免疫性脑炎 (EAE) 这一动物模型。见例如，Mix et al.，2004，

J.Neuroimmunol.151(1-2) ：158-70、Anderson，et al.，2004、Ann.Neurol.55(5) ：654-9

和 Ni et al.，2004，Mult.Scler.10(2)：158-64。目前用于复发性或再发性 MS 的治疗，

即干扰素 (IFN)β-1b、IFNβ-1a、和 Glatiramer acetate( ，Teva)，其作

用机制针对的是 MS 的免疫病理生理学 (Dhib-Jalbut，2002)。例如，干扰素结合细胞表面

特异性受体，启动信号途径级联并最终导致分泌抗病毒、抗增殖、和免疫调节性基因产物。

Glatiramer acetate 是一种合成分子，其抑制髓磷脂碱蛋白反应性 T 细胞的活化并诱导

具有抗炎作用的 T 细胞。现在正在评估一些最近投入市场的治疗方法，包括 IV 免疫球蛋

白 ( Baxter)、甲氨蝶呤 ( American Cyanamid)、

和硫唑嘌呤 ( ，GlaxoSmithKline)，与已经批准的治疗方法相组合用于治疗复

发性 - 再发性多发性硬化的效果 (Calabresi，2002)。鉴于发现 NMDA 受体拮抗剂美金刚

( ，Merz)可防止血脑屏障破坏并使之恢复且可在体内减轻与 EAE的发病相

关的症状 (Paul and Bolton，2002)，因此，可单独使用本发明的肽和化合物或将其与其他

NMDA受体拮抗剂相组合或与干扰素或 Glatiramer acetate一起用于治疗人的 MS。
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[0168] 利用人类持续疼痛的动物模型，McKenna和 Melzack最近发现以 NMDA受体拮抗剂

AP5治疗明显减轻疼痛行为 (McKenna and Melzack，2001)。类似地 Von Bergen等最近证

实鞘内施用竞争性非 N-甲基 -D-天冬氨酸兴奋性氨基酸受体拮抗剂 LY293558在 180分钟

内阻断大鼠的感觉和运动应答，而第二天即可完全恢复。LY293558 的效应较 bupivacaine

更为显著而持久，这使得该作者认为类似 LY293558 的那些阻断谷氨酸受体的药物也可作

为局部麻醉剂用于脊髓麻醉 (Von Bergen et al.，2002)。因此，可单独使用本发明的肽和

化合物或将其与其他 NMDA 受体拮抗剂相组合或与其他麻醉化合物一起作为局部麻醉剂用

于人和动物。

[0169] NMDA 受体也被认为在物质应用的病理生理学中发挥重要作用 (Kotlinska，2001；

Soyka et al.，2000)。例如，Kotlinska发现，在施用酒精之前给予 NMDA受体拮抗剂美金

刚阻断大鼠产生酒精依赖性。Jones 等证实，以 NMDA 受体拮抗剂 LY235959 进行预处理减

轻了大鼠幼仔吗啡戒断综合征的强度。经 LY235959 预处理的幼仔中，例如头部活动、手爪

运动、翻滚和行走等戒断行为减少，且发声情况完全消除 (Jones etal.，2002)。根据最近

的综述，针对成瘾性的基本机制的策略所依赖的前提在于成瘾性是由中枢神经系统的适应

性改变导致的，且作为复发的主要原因的渴望依赖于多巴胺能机制并要求过高的总体兴奋

性。因此，药理学的方法使用的是通过电压控制的通道 ( 如尼莫地平 ) 和 NMDA 受体 ( 如

美金刚 )抑制钙进入神经元而降低神经元适应性的药物，以及那些刺激抑制性 GABA能系统

(γ- 乙烯基 -GABA、巴氯芬 ) 的药物。因此，可单独将本发明的肽和化合物、或将其与其他

NMDA 受体拮抗剂如美金刚相组合、或与其他其他神经元适应性化合物如尼莫地平、γ- 乙

烯基 -GABA和巴氯芬一起，用于预防和治疗人的酒精和药物成瘾的组合物和方法中。

[0170] Rao et al. 报道了美金刚在大鼠发生创伤性脑损伤后的神经保护作用 (Rao et 

al.，2001)。其他作者最近认为 NMDA受体的过渡活化可能是诱导继发性脑损害的最重要因

素之一，而 NMDA 受体拮抗剂例如 AP5 可保护脑免于在脑损伤之后发生水肿。因此，可单独

将本发明的肽和化合物或将其与其他 NMDA 受体拮抗剂相组合用于治疗人和动物的脑损伤

以及相关的继发性脑损害的组合物和方法中。

[0171] 已经发现他汀类可有效治疗患有头部创伤和患者并可有效减轻与创伤和阿尔茨

海默氏症有关的炎症。例如，McGirt et al.，2002，Stroke，Dec.，2002报道，在蛛网膜下腔

出血 (SAH) 鼠模型中，辛伐他汀治疗可减轻血管痉挛并改善功能性预后。进一步研究发现

以阿托伐他汀进行预处理具有类似的保护性作用，提示他汀类药物作为一类药物在有效改

善 SAH 和闭合性头颅损伤预后方面的作用。因此，本发明的肽和化合物可与一或多种他汀

类药物相组合用于治疗人和动物的脑损伤以及相关的继发性脑损害的组合物和方法中，所

述他汀类药物包括辛伐他汀和 /或阿托伐他汀。

[0172] 用于关节炎的新的疗法包括可与肿瘤坏死因子相结合的肽和蛋白质。依那西普

(Etanercept)( ，Amgen) 是一种二聚体融合蛋白，其由与人 IgG1 的 Fc 部分相

连接的人 75kd肿瘤坏死因子受体的细胞外配体结合部分组成。Adalimumab(

Abbott)是重组的人 IgG1单克隆抗体。肿瘤坏死因子结合蛋白在减慢类风湿性关节炎和其

他风湿性疾病的进展以及减轻其症状方面显示出出色的效果。因此，本发明的肽和化合物

可单独或与其他药物相组合用于治疗风湿性疾病，包括，例如，类风湿性关节炎、强直性脊

柱炎、累及多关节的青少年类风湿性关节炎和牛皮癣关节炎。
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[0173] 本发明的方法和化合物可用于预防、治疗或改善与急性 CNS 损伤有关的神经系统

体征和症状。在此，急性 CNS损伤包括但不限于中风 (由血栓、栓塞或血管收缩导致 )、闭合

性头颅损伤、全脑缺血 ( 例如，由任何原因的全身性低血压引起的缺血，包括心梗、心率失

常、失血性休克、和冠状动脉旁路移植后脑损伤 )、局部缺血和颅内出血。中枢神经系统的

缺血性损伤可由整体或局灶缺血情况导致。整体缺血出现于整个脑部血流减少达一段时间

的情况下，例如在心脏骤停的过程中。局灶缺血出现于脑的一部分缺乏正常血流的情况下，

例如在脑血管发生血栓栓塞性阻塞、头部创伤、水肿和脑部肿瘤的过程中。脑缺血造成的许

多 CNS 损害出现于缺血情况发生后的数小时或者甚至是数天之后，且继发于损伤组织所释

放的细胞毒性产物。

[0174] 在某些实施方式中，本发明的方法在冠状动脉旁路移植 (CABG) 手术之前、过程中

或者与之同时使用所述化合物。根据Duke大学发表于New England Journal of Medicine，

February，2001 的一项研究，相当比例的冠状动脉搭桥手术后患者经历过可检测得到的智

力损害，称为“泵脑”现象。根据该研究，手术后，42％的受试患者出现测试积分至少 20％的

下降。此外，认知能力的下降持续达 5年。

[0175] 本发明的方法和化合物也用于预防、治疗或改善与慢性神经系统疾病相关的神经

系统体征和症状，所述慢性神经系统疾病包括但不限于阿尔茨海默氏症 (AD)和 HIV相关性

脑病。本发明人发现 ApoE 肽可用于抑制神经胶质细胞活化，这支持本发明的肽和化合物

可用于治疗任何涉及小胶质细胞活化的神经系统疾病。例如，在 AD 中，小胶质细胞表达活

化标志物，提示 AD中至关重要的炎症事件涉及小胶质细胞。这些活化的小胶质细胞在淀粉

样斑块附近聚集成群 (Griffin et al.，1995)。小胶质细胞在癫痫中也发生活化 (Sheng et 

al.，1994)。

[0176] 最近发现，NMDA 受体拮抗剂阻断了淀粉样 β 肽的摄取和致病作用 (Bi et al.，

2002)。其他研究指出，抗炎药可延缓 AD的起病或进展 (Breitner et al.，1995；Rogers et 

al.，1993)。因此，本发明的肽和化合物可单独使用或与其他 NMDA 受体拮抗剂或其他已知

用于治疗 AD的药物且特别是抗炎药相组合，用于治疗人类 AD的组合物和方法中。

[0177] 本发明的方法和化合物还可用于预防、治疗或改善与累及包括 CNS 在内的神经系

统的炎性疾病相关的神经系统体征和症状，所述炎性疾病包括但不限于多发性硬化、血管

炎、急性播散性脑脊髓炎和 Guillain-Barre综合征。就此而言，本发明的 ApoE肽和其他化

合物可单独应用或与其他已知的抗炎药或细胞因子相组合用于配制治疗 CNS 炎性疾病的

药物组合物。

[0178] 本发明的方法和化合物可用于预防、抑制或降低作为急性或慢性 CNS 疾病的一部

分而出现的CNS内神经胶质的活化。可在细胞或组织水平(例如，通过组织学或形态学)、或

通过评估对象的神经系统状态而评估本发明的方法和化合物的效果。可通过多种方法评估

神经胶质细胞活化的抑制或降低，这对本领域人员来说是显然的；此类方法之一是测量一

些化合物的产生或出现，所述化合物已知可通过活化的神经胶质产生，并将此类测量值与

对照情况中相同化合物的水平进行比较。或者，可通过比较治疗组和对照组对象中 CNS 疾

病的体征和 / 或症状而评估本发明的方法和化合物在抑制、降低或预防小胶质细胞活化方

面的效果，其中此类体征和 /或症状与小胶质细胞活化相关联或继发于小胶质细胞活化。

[0179] 还发现 ApoE 受体结合肽能够在败血症的体内动物模型中防止 LPS 诱导的细胞因
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子的产生。美国专利申请 10/252,120，在此通过引用将其全部内容并入本申请。因此，本发

明的肽和化合物可单独使用或与其他已知的抗炎性细胞因子和抗体相组合用于治疗败血

症的组合物和方法中。

[0180] 在本文中，术语“治疗”和“改善”并不一定意味着接受治疗的患者所患的 CNS 或

败血症的根本疾病过程被逆转或停止。此类术语指的是，与没有治疗的情况相比，与被治疗

的疾病相关的体征和 / 或症状得以减弱或减轻，或进展的速度降低。对疾病体征或症状的

改变的评估可以在对象的水平上进行 (例如，评估对象的功能或状况 )、或在组织或细胞水

平上进行 (例如，神经胶质细胞或巨噬细胞活化标志物的产生减少或降低 )。当使用本发明

的方法治疗慢性 CNS 疾病 ( 例如阿尔茨海默氏症 ) 时，所述方法可减慢或延缓症状例如痴

呆的出现，但不一定影响或逆转根本的疾病过程。

[0181] 已知炎症过程介导了动脉粥样硬化过程的一个方面。见例如，Hansson(1994)；

Berliner et al.(1995)；Watanabe et al.(1997)。已知 ApoE是由血管壁局部的巨噬细胞

分泌的 ( 不过，体内由巨噬细胞分泌的量相对于由肝脏产生的 ApoE 的量是微不足道的 )。

在动脉粥样硬化的经典模型中，ApoE的功能是自血流中清除胆固醇并将其输送至巨噬细胞

或输送至肝脏。不过，已经清楚地了解到由巨噬细胞在血管壁分泌的 ApoE降低动脉脉粥样

硬化斑块的形成，而这与任何脂质代谢效应无关。例如，ApoE缺陷型小鼠被认为是高胆固醇

血症和动脉粥样硬化疾病的模型。给此类小鼠提供分泌 ApoE 的巨噬细胞显著降低了动脉

脉粥样硬化斑块的形成。Linton et al.(1995)。反过来，将野生型小鼠的巨噬细胞替换为

ApoE 缺陷型巨噬细胞则加速动脉粥样硬化改变，既便该动物继续自肝脏产生 ApoE。Fazio 

et al.(1997)。

[0182] 在动脉粥样硬化过程中，推测 ApoE 通过受体介导的事件下调血管壁附近的巨噬

细胞活化。巨噬细胞活化被下调打断或干扰了与动脉脉粥样硬化斑块形成有关的级联事

件，由此减轻或减慢了动脉粥样硬化病灶的形成。已知与动脉粥样硬化有关的级联事件包

括平滑肌细胞和内皮细胞增殖和形成泡沫细胞。有证据显示 ApoE 下调这些过程中的每一

个。因此，ApoE 在体内影响动脉粥样硬化的出现和进展，而这与其对脂质的影响无关。可

通过测量动脉脉粥样硬化斑块的数量或大小、或血管被动脉粥样硬化病灶阻塞的百分数、

或此类斑块生长的速度，来评价动脉粥样硬化的进展情况。

[0183] 已经发现 ApoE在巨噬细胞内转导钙介导的信号 (Ca2+/三磷酸肌醇信号转导 )，说

明 ApoE 通过下调巨噬细胞的活化而改变巨噬细胞的功能，且因此下调炎症。因此，在此所

述的与小胶质细胞和 CNS 疾病有关的肽、化合物、方法和药物制品可用于抑制巨噬细胞的

活化以抑制、预防或减慢动脉粥样硬化的方法中。

[0184] 动脉粥样硬化指的是动脉内膜增厚和脂质在粥样硬化斑块聚集。可以采用在此所

述的任何方式以及现有技术中已知的其他合适的方法施用本发明的化合物来治疗或预防

动脉粥样硬化。如果使用本发明的化合物来预防、减缓或治疗动脉粥样硬化病变，显然不需

要将其配制为能够穿过血脑屏障。可以使用本发明的方法治疗的疾病包括冠状动脉粥样硬

化；供应中枢神经系统的动脉，例如颈动脉；外周循环或内脏循环的动脉；和肾动脉疾病。

施用方式，例如胃肠外施用，可以是部位特异性的或者进入全身血流。

[0185] 本发明的方法和化合物还可用于保护对象抵抗放射的损害效应。照射后脑部炎症

增加这一情况提示本发明人，抗炎治疗策略可保护脑组织免于发生照射后损害。据报道，
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ApoE 缺陷型动物在注射 LPS 后出现增强的全身炎症应答和更高的死亡率，而施用外源性

ApoE通过下调 /抑制炎症级联而改善了死亡率 (Van Oosten et al.，1991)。因此，本发明

涵盖施用 ApoE且特别是 ApoE模拟肽来保护对象抵抗放射的损害效应。

[0186] 具体而言，本发明涵盖保护有此需要的对象以抵抗至少一种放射效应的方法，包

括给所述对象施用保护量的 ApoE 或至少一种 ApoE 模拟肽。优选的 ApoE 模拟肽包括在此

所述的 COG133，即具有序列 LRVRLASHLRKLRKRLL(SEQ ID NO.1) 的肽，以及 COG133 的衍生

物。

[0187] 可使用本发明的方法来解决的放射暴露的类型包括全身照射 (TBI)，例如其中所

述对象进行了移植过程或更具体而言进行了血液或骨髓移植；在治疗癌症的过程中对例如

一或多种特定器官的放疗；和环境放射性暴露，即意外性的或者有意的，例如遭遇核设施或

核废料、战争、恐怖主义活动和实验室或其他暴露于放射的工作。本发明的方法可以在放射

暴露之前、之后或者与之同时进行。

[0188] 如果放射暴露是对癌症的放疗，此类癌症包括任何对放疗的癌症，包括但不限于

脑部肿瘤、头颈部癌症、肺癌、乳腺癌、前列腺癌、皮肤癌、直肠癌、宫颈癌和子宫癌、淋巴瘤、

和肉瘤。放疗可以通过外部束状照射 (external beam irradiation)或短距离放射治疗而

进行。本发明的方法可以在放疗之前、之后或者与之同时进行。

[0189] 例如，一般来说，本发明的方法可以在放射暴露后数分钟至数小时内、或在放射暴

露后约 1、2、3、4、5、6、7、10 天或约 2 至 3 周至一个月内进行。一般来说，ApoE 和肽应该在

放射暴露后尽快施用以取得最佳的效果。如果进行本发明的方法的目的是预防或减轻放射

暴露对将要被暴露于放射或者处于暴露于放射之危险的对象的效应，则可在暴露之前大约

10、7、6、5、4、3、2或 1天、或者在即将暴露之前 (例如，暴露前数小时至数分钟之内 )施用本

发明的化合物。然后，如前所述可在暴露之后继续施用。

[0190] 如前所述，本发明的方法保护有此需要的对象抵抗至少一种放射的效应，如果是

在出现放射暴露的症状或效应之后施用，本发明的方法可用于治疗或减轻至少一种放射的

效应。在本文中，术语“保护”、“治疗”和“减轻”并不一定意味着伴随放射暴露的疾病过程或

由其引起的疾病过程的逆转或停止。此类术语指的是，与没有治疗时可能出现的情况相比，

与被治疗的放射暴露相关的损害体征和 / 或症状得以减弱或减轻，或进展的速度降低。对

疾病体征或症状的改变的评估可以在对象的水平上进行 (例如，评估对象的功能或状况 )、

或在组织或细胞水平上进行 ( 例如，神经胶质细胞或巨噬细胞活化标志物的产生减少或降

低)。当使用本发明的方法治疗放射暴露时，本发明的方法可减慢或延缓放射毒性症状的出

现，但不一定影响或逆转根本的疾病过程。

[0191] 根据本发明，放射暴露或 TBI 或放疗的效应包括但不限于放射诱导产生至少一

种细胞因子。细胞因子包括，除其他之外，选自肿瘤坏死因子 α(TNFα)、转化生长因子

β(TGF-β)、，白细胞介素 -1α(IL1α)、白细胞介素 -1β(IL1β)、白细胞介素 -6(IL6) 和

白细胞介素 -12(IL12)的细胞因子。也包括白细胞活化的酶标记物的改变 (例如，髓过氧物

酶、COX-2表达、iNOS表达，等等 )和细胞凋亡 (例如，DNA片段化、caspase激活，等等 )。放

射诱导的效应还包括但不限于行为效应、包括急性和迟发型口腔干燥在内的口腔干燥、放

射诱导的神经毒性、晚期迟发性放射诱导性脑坏死、放射诱导的软组织或血管损伤 ( 包括，

除其他之外，选自皮肤萎缩、放射性膀胱炎 (膀胱的炎症 )、直肠炎 (直肠和肛门的炎症 )和
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喉部损伤的损伤 )、白细胞减少、紫癜、出血、脱发、腹泻、发热、电解质紊乱、抽搐、运动失调、

震颤和嗜睡 (lethargy)。放射诱导的皮肤损伤统称放射性皮肤综合征，可包括急性皮肤反

应 (包括肿胀、脱皮、溃疡 )和晚期的皮肤纤维化 (瘘管形成 )。

[0192] 本发明还提供治疗炎症性肠病 (IBD)；节段性肠炎或溃疡性结肠炎的方法，包括

给有此需要的对象施用 ApoE 蛋白或一或多种 ApoE 模拟肽，施用的量可使得 IBD、节段性

肠炎或溃疡性结肠炎的症状与不存在所述蛋白质时可能出现的情况相比是减轻的。在实

施本发明的方法时，所述治疗性肽和 / 或其衍生物可单独使用或与其他活性成分组合使

用。如果需要，可使用通常用于治疗炎症性肠病的一或多种药物作为所述治疗性肽的替

代品或者与所述治疗性肽一起用于本发明的方法和组合物。此类药物包括生物制剂 ( 例

如，Inflixamab、Adelimumab、和 CDP-870)、小分子免疫调变剂 ( 例如，VX702、SCIO469、

Doramapimod、RO30201195、SCIO323、DPC333、Pranalcasan、霉酚酸酯 (mycophenolate)、和

Merimepodib)、非甾体类免疫亲和素依赖性 (non-steroidal immunophilin-dependent)

免疫抑制剂 ( 例如，环孢霉素、他克莫司 (Tacrolimus)、吡美莫司 (pimecrolimus)、和

ISAtx247)、5- 氨基水杨酸 ( 例如，美沙拉明 (mesalamine)、柳氮磺胺吡啶、巴柳氮二钠

(balsalazidedisodium) 和奥沙拉嗪钠 (olsalazine sodium))、DMARD( 例如，甲氨蝶呤和

硫唑嘌呤 ) 和阿洛司琼 (alosetron)。因此，在一个实施方式中，本发明提供包含 SEQ ID 

NO：1-56中的肽化合物与任何上述药物的组合以及使用它们治疗炎症性肠病的方法。

[0193] 可从本发明的方法中获益的合适的对象包括雄性和雌性对象，包括人、非人灵长

类动物、和非灵长类哺乳动物。对象还包括兽医学 (宠物 )对象，以及牲畜和外来物种。

[0194] 组合物

[0195] 本发明的化合物和治疗性肽可以是游离形式的或盐的形式，其中所述盐是药用可

接受的。

[0196] 在本文中，术语“施用于对象的脑部”指的是所采用的施用途径，如本领域人员所

熟知的，将化合物提供给被治疗对象的中枢神经系统组织，且特别是脑。

[0197] 优选地，本发明的化合物与药用可接受的载体组合使用。本发明因此还提供适合

施用于对象药物组合物。此类组合物包含有效量的本发明的化合物连同药用可接受的载

体。载体可以是液体，这样的话所述组合物适于胃肠外施用，或者可以是固体，即配制为用

于口服施用的片剂药丸或。此外，载体可以是可气雾化的液体或固体形式，这样的话所述组

合物适于吸入。如果是胃肠外施用，组合物应该是无致热原的且存在于可接受的胃肠外载

体中。或者，可采用已知的方法将活性化合物包囊化于脂质体中。此外，现有技术中还知道

通过鼻内施用肽来治疗 CNS疾病 (见例如，美国专利 No.5,567,682，在此通过引用 Pert将

其并入本申请，其涉及鼻内施用肽 T来治疗 AD)。可采用现有技术中已知的技术制备用于鼻

内施用的本发明的化合物。

[0198] 免疫调节性肽可单独使用或与其他治疗剂组合使用，所述治疗剂例如是，氧自由

基清除剂例如超氧化物歧化酶，或抗炎剂例如皮质激素类，氢化可的松、强的松等等；抗

腹泻剂例如洛哌丁胺 (loperamide) 等等，抗菌药例如青霉素、头孢菌素、枯草杆菌素等

等；抗寄生虫剂例如奎那克林 (quinacrine)、氯喹等等；抗真菌剂例如制霉菌素、庆大霉

素等等；抗病毒剂例如阿昔洛韦、更昔洛韦、利巴韦林、干扰素等等；止痛剂例如水杨酸、

醋氨酚、布洛芬、氟比洛芬、吗啡等等；局麻药例如利多卡因、布比卡因、苯坐卡因等等；生
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长因子例如集落刺激因子、粒细胞 - 巨噬细胞集落刺激因子等等；抗组胺剂例如苯海拉

明、Chlorphencramine 等等；抗呕吐药、营养添加剂例如甲酰四氢叶酸 (leukovorin)，及

其他类似药物。用于对经历放射暴露的对象进行治疗的营养增补剂可参见美国专利申请

20030105027，在此通过引用将其全部内容并入本申请。

[0199] 本发明还可与抗炎性细胞因子、生长因子、或白细胞迁移抑制化合物组合使用。有

用的细胞因子包括但不限于，IL-4、IL-10、IL-11、和 IL-13，特别是 IL-4和 IL-10，已知它

们可抑制炎性细胞因子的产生并参与重建免疫系统。生长因子包括 GM-CSF 等等。细胞因

子和生长因子可以天然来源或重组来源的纯化蛋白质的形式施用，或者以表达此类多肽特

别是其融合蛋白形式的核酸的形式而施用。

[0200] 本发明的化合物的药物制剂可任选地包括药用可接受的稀释剂或赋形剂。

[0201] 本发明的化合物的有效量是指，与不存在所述化合物时可能出现的情况相比，所

述的量降低了小胶质细胞的活化；换言之，与不存在所述化合物时可能出现的情况相比，所

述的量使得小胶质细胞产生的神经毒性和神经调节性化合物减少。神经调节性指的是神经

元功能的非致死性改变。有效量 ( 及施用的方式 ) 应基于个体的情况而确定，且应该基于

所使用的具体的治疗性分子并考虑对象的情况 ( 体积、年龄、一般健康情况 )、所治疗的疾

病 (AD、急性头颅损伤、脑的炎症，等等 )、待治疗的症状的严重程度、所期望的结果、具体使

用的载体或药物制品、施用途径以及其他因素，这些对本领域普通技术人员而言是显而易

见的。本领域普通技术人员利用本领域已知的方法能够确定所述有效量。在此所述的本发

明的化合物的治疗有效量可通过体外测试、动物模型或其他量 - 效研究而确定，这是现有

技术中已知的。

[0202] 本发明的化合物可紧急施用 ( 即在导致脑部炎症或缺血的事件出现的过程中或

其后短时间内 )、或可以预防性施用 (例如，在安排好的手术之前或在出现神经系统体征或

症状之前 )、或在退行性疾病的病程中施用，以减轻或者改善如其不然则可能出现的症状的

进展。施用的时间和间隔根据对象的症状不同而变化，且可以数小时至数天为间隔、在数小

时、数天或者更长的时程至施用，这是本领域人员能够确定的。

[0203] 典型的每日方案可以是起始剂量为大约 0.01μg/kg体重 /天，大约 1mg/kg体重 /

天，大约 10mg/kg 体重 / 天，大约 100mg/kg 体重 / 天，大约 1,000mg/kg 体重 / 天。优选的

剂量为大约 0.01μg/kg/天至大约 10mg/kg体重 /天，这取决于所使用的化合物，且更加优

选的是大约 1mg/kg/天至大约 10mg/kg体重 /天。

[0204] 血脑屏障是物质从血流中被动扩散进入 CNS 不同区域的的屏障。不过，已知某些

物质可通过主动运输穿过血脑屏障从一侧到达另一侧。对于那些难以从血液达到脑内的物

质，可将其直接注射至脑脊液中。已知脑缺血和炎症同样可以改变血脑屏障并导致更多的

物质自血流到达脑。

[0205] 将化合物直接施用至脑部的做法是本领域已知的。鞘内注射可将药物直接施用于

脑室和脑脊液内。已经有外科植入式输液泵可持续将药物施用于脑脊液内。通过腰穿将药

用化合物注射至脑脊液内 (脊椎注射 )的做法是已知的，且适合用于施用本发明的化合物。

使用本发明所提到的 PTD 结构域或者其他本领域已知的肽或非肽部分也可促进转运通过

血脑屏障。

[0206] 本领域还已知通过基于药理学的方法来克服血脑屏障，包括将亲水化合物转换为
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脂溶性药物。可将活性药物包囊化于直至载体或者脂质体中。

[0207] 本领域已知可通过动脉内输注高渗性物质以瞬间打开血脑屏障并使得亲水性

药物得以通过进入脑部。Kozarich et al. 的美国专利 5,686,416 公开了将受体介导的

通透剂 (RMP) 肽与待输送的化合物共同施用至脑的间质液体腔室 (interstitial fluid 

compartment of the brain)，以提高血脑屏障的通透性并将增加输送至脑部的化合物。

[0208] 转运活性药物通过血脑屏障的一种方法是将活性药物偶联或缀合于一第二分子

(一种“载体”)，其是筛选出来的能够穿透血脑屏障并将活性药物转运通过血脑屏障的肽或

非蛋白质部分。合适的载体的实例包括吡啶盐、脂肪酸、肌醇、胆固醇、和葡萄糖衍生物并加

上维生素 C。载体可以是通过特定转运系统进入脑内皮细胞的化合物。适合于通过受体介

导的转胞吞作用穿过血脑屏障将神经药剂输送至脑内的嵌合型肽见Pardridge et al的美

国专利No.4,902,505。这些嵌合型肽包含缀合于能够通过转胞吞作用穿过血脑屏障的可转

运型肽的药剂。Pardridge et al.公开了具体的可转运型肽，包括组蛋白、胰岛素、转铁蛋

白等等。用于穿透血脑屏障的化合物与载体分子的缀合物公开于 Poduslo et al的美国专

利 No.5,604,198。所公开的具体的载体分子包括血红蛋白、溶菌酶、细胞色素 C、血浆铜蓝

蛋白、钙调素、遍在蛋白和 P物质。也可参见 Bodor的美国专利 No.5,017,566。

[0209] 另一种施用本发明的肽的方法是给对象施用一种载体，其携带编码所述肽的核酸

序列，其中所述载体能够进入脑细胞，以便肽能够表达并分泌，从而达到小胶质细胞。合适

的载体典型地是病毒载体，包括 DNA病毒、RNA病毒和逆转录病毒。本领域已知利用载体输

送系统和进行基因治疗的技术。疱疹病毒载体是一种具体的载体类型，可用于施用本发明

的化合物。

[0210] 以下实施例仅用于举例说明本发明，而不应被视为是对本发明的限制。

[0211] 7. 实施例

[0212] 实施例 1：设计并表征改进的肽类似物

[0213] 逆向反转肽 (Retro Inverso Peptide)

[0214] 制备包含具有以 D-氨基酸取代 L-氨基酸的取代的肽类似物来研究 ApoE130-150

活性的立体特异性。申请人将全 L- 氨基酸肽与全 D- 氨基酸肽进行了比较，以测试

ApoE130-150 的逆向反转类似物是否具有活性。逆向反转类似物是相反的序列 ( 即

ApoE150-130)，其 仅 由 D- 氨 基 酸 构 成 ( 全 D ApoE150-130)。 不 同 于 Pescarolo et 

al.(2001)的报道，本申请人发现逆向反转肽在高于 0.01微摩尔的任何浓度均具有令人难

以置信的毒性。因此，所观察到的 BV-2小胶质细胞的一氧化氮产生显著降低的现象是一种

人为的假象，因为所测试的这些细胞已经因这种逆向反转肽而被杀死。此外，ApoE130-150

的全 D氨基酸类似物不具有抑制脂多糖 (LPS)处理的 BV2小胶质细胞释放一氧化氮 (NO)的

活性。这一化合物例如可以在需要杀光巨噬细胞以及其他或许可被逆向反转 ApoE133-149

杀死的细胞的情况下具有潜在的用途，如可潜在用于免疫抑制治疗，在治疗癌症的骨髓移

植中作为前期药物。全 L 氨基酸 ApoE130-150 肽具有抑制经 LPS 处理的 BV2 细胞释放 NO

和 TNFα的活性而 ApoE130-150的全 D-氨基酸类似物缺乏这一活性，这一点是与全 L氨基

酸肽能够立体特异性结合适当的细胞受体相一致的。基于这些结果，需要继续追踪逆向反

转方法以便将来将其扩展至免疫抑制领域的研究中。

[0215] 定点取代
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[0216] 申请人于是系统性地以丙氨酸取代 ApoE133-149(COG133) 中的各个氨基酸，任何

测定各个 ApoE 肽类似物的活性。用于这些置换的简要命名法是本领域人员已知的，例如，

L149A 是指 ApoE133-149 肽 (133-LRVRLASHLRKLRKRLL-149)(SEQ ID NO.1) 中第 149 位的

亮氨酸 (L)被丙氨酸 (A)取代，产生 L149A类似物 (133-LRVRLASHLRKLRKRLA-149)(SEQ ID 

NO.14)。

[0217] 如表 1所示，丙氨酸扫描式取代发现，当丙氨酸出现在第 139、143、144、146、147和

149位时，结合和 /或抑制炎症活性方面的能力降低。与在 L144A中所见的降低相似，L144M

置换发现，与 ApoE133-149受体结合和抑制炎症活性相比，L144M的能力降低。这个发现很

有趣，因为亮氨酸是具有短分支碳侧链的疏水残基，而甲硫氨酸也是疏水残基，不过具有略

微长些的、具有硫原子的侧链。这提示一种可能性，即侧链的大小很重要，因为活性的降低

可归因于更大的侧链，而其原因要么是由于更长的侧链，要么是由于硫原子相对于碳原子

具有更大的体积，或两者兼有。

[0218] 还在 R142E 置换中发现活性降低，R142E 中碱性精氨酸被酸性谷氨酸残基取代，

这提示电荷在该位置的重要性。在 L148N 置换中也观察到活性降低，L148N 中疏水亮氨

酸被天冬酰胺取代，后者侧链具有相似的碳主链结构，不过在该相似的碳主链的末端有氧

和氨基，这提示大小和 / 或反应性在该位置具有重要作用。所测试的其余的置换相对于

ApoE130-150本体肽或 COG133(ApoE133-149肽 )而言均没有显示出任何明显的活性改变。

[0219] 表 1：来自单个氨基酸置换的 COG133 肽的构效，其中上标 (-) 表明肽的活性降低

(EC50高于 3.5微摩尔 )。

[0220] 

[0221] 基于被提议的 299个氨基酸的完整 ApoE蛋白 (holo-ApoE)的结晶结构，其中的第

130-150位的区域形成α螺旋，其含有与 ApoE蛋白配体的受体相结合所必需的区域。根据

本申请人已经发表的结果，通过圆二色谱(circular dichroism spectra)测定到的溶液中

的 ApoE130-150肽呈现出α螺旋构象 (Laskowitz et al.2001)。典型的α螺旋每一 360

度的完整一圈含有 3.6 个氨基酸残基，或者说每完整的 10 圈是 36 个残基。基于这些信息

以及该肽的螺旋轮图像，我们的研究似乎说明这种螺旋结构的一个侧边 / 面与肽的活性相

关 ( 图 1，螺旋轮 )。这一信息十分重要，因为这为那些对于 ApoE130-150 的活性具有重要

意义的残基提供了最初的图谱。

[0222] 为了获得表 1的结果，对每一种肽类似物进行了多种研究。在抑制炎症方面，测试

了每一种肽类似物在 0.1、0.5、1、3、5、10 和 25μM 的终浓度对 LPS 诱导的 BV2 小胶质细胞
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释放 NO和 /或 TNFα的影响。特定残基位置上发生的活性降低以上标 - 符号示出，其代表

EC50 的浓度高于 3.5μM 这一 COG133 的 EC50( 其定义为在至少 2 个不同的测试日观察到

NO或 TNFα的释放降低了 50％时的浓度 )。对受体结合的研究使用的是经改进的已发表的

方法 (Misra et al.2001)，且该已发表的方法实际上得到了相同的结果。改进在于在 ApoE

肽上使用生物素标记 ( 生物素 -LRVRLASHLRKLRKRLL- 酰胺 )，可通过 125I- 链霉抗生物素蛋

白 (ISA，Amersham)对其进行检测。此外，申请人使用 6孔板 (Nunc)中每孔 250,000个细

胞在4℃进行结合，这有助于提供一致性更高的且数量更大的肽特异性结合的计数。作为这

一方法的实例，申请人测定到未标记的 ApoE133-149 对生物素酰化的 ApoE133-149 的结合

达到 50％抑制时的浓度为 4μM(IC50＝ 4μM)，该数值与 3.5μM的 ApoE133-149抑制炎症

活性的 EC50具有很好的一致性。一般来说，不同的肽类似物的 EC50数值和 IC50数值在结

合分析法与生物学活性分析法之间是一致的。

[0223] 截短的衍生物

[0224] 为了使得 ApoE130-150 最小化而同时保留其最大活性，将肽自氨基末端和自羧基

末端逐渐地截短。从羧基末端开始，ApoE130-149 保持了 ApoE130-150 本体肽的活性。相

反，ApoE130-148和 ApoE130-147在 25μM均未显示活性。从氨基末端开始，ApoE133-149

保持了 ApoE130-150本体肽的活性。ApoE139-149既便在 25μM仍未能显示活性。在剩下

的干扰肽中，ApoE134-149最具活性，但比 ApoE130-150的功效低 2.5倍。ApoE135-149和

ApoE136-149的功效比 ApoE130-150低 5倍和 8倍，而 ApoE137-149和 ApoE138-149既便在

25μM仍未能显示活性。根据这些活性测定，ApoE133-149(COG133)是保留了 ApoE130-150

本体肽全部活性的最短的 ApoE 肽。申请人基于 ApoE133-149(COG133) 开发了新的肽类似

物，以进一步推敲那些对 ApoE肽的药理学活性至关重要的残基的构效关系。

[0225] 表征构效关系

[0226] 肽模拟物领域包括将选定的肽化合物转化为具有药物样药用特性的小分子

(Olson et al.1993，1995；Smith et al.1997，1998，2000；Hirschmann et al.1996，Liu et 

al.2000)。肽模拟物涵盖多种技术，包括肽类似物 (主链中具有非天然氨基酸 )、肽替代物

( 将肽的酰胺键取代为烯烃或其他等排体 )、以及小分子模拟物，其中以合理的方式以使用

非肽模板设计的小分子对肽进行取代。在模拟物中加入新的特征，这些特征能够将模拟物

的用途扩展至许多潜在的受体靶，并通过产生一些不可能通过自然过程或遗传工程方法而

产生的新的构件 (building blocks)、结构模板和组装方式，极大地增加其多样性。将这些

肽模拟物加入到独特、专有的支架中，使得高效的生物学活性与增强的生物利用度相结合，

并产生新的、专利意义上的新的化学实体。例如参见图 2-5。基于 Pyrrolinone 类化合物

(Provid Pharmaceuticals，Piscataway，NJ)设计出了适合用于酶抑制的模板。其他系统

基于碳水化合物作为肽的非肽模拟物的专用模板，这一领域已经产生了蛋白质 - 蛋白质相

互作用的抑制剂以及 G 蛋白偶联受体的抑制剂。非肽模拟物例如 HIV- 蛋白酶抑制剂和基

于 RGD 的整联蛋白受体阻断剂是这一技术在临床上和商业上的成功范例。一些实例包括

沙奎那维 (saquinavir)( ，Roche)、茚地那韦 (indinavir)(

，Merck)、利 托 那 韦 (ritonavir)( Abbott)、奈 非 那 韦 (nelfinavir)
( ，Agouron/Pfizer)、安普那韦 (amprenavir)( ，Vertex/

Glaxo)，这些均为在医学中用于将 HIV/AIDS 转化为一种可治疗的慢性疾病的已经商品化
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的成功的药物 (整体的销售量超过 10亿美元 )。

[0227] 举例而言，Provid的非肽模拟物化学研究已经鉴定出了一些用于在临床上改善自

身免疫病的领先的化合物，其基于对与该疾病有关的 MHC II 类分子特别是 HLA-DR2 分子

的抗原呈递作用的抑制。当 Provid 的高级研究人员合并入 Hoffmann-LaRoche 后，他们对

HLA-DR1和 HLA-DR4抑制剂的有关研究已经发表 (Bolin et al.2000)。

[0228] 在设计阻断活化的内皮细胞上的血管细胞粘附分子 (VCAM-1) 与循环的淋巴细胞

上的整联蛋白极晚期抗原 -4(VLA-4) 受体相互作用的抑制剂中，阐述了将肽转变为非肽化

合物的一种方法。在该实例中，出发点是一种肽拮抗剂，其中采用如下所述的方法对其进行

建模并转化为有效的非肽分子 (Fotouhi et al.2000，Chen et al.2002)。这一方法的例

证是将环肽转化为小分子，但这种方法学适用于有机化合物以及肽。

[0229] 螺旋模拟物是非肽模拟物极似乎应用的特定领域(Olson et al.1993)。在螺旋肽

参与了受体相互作用的情况下，肽主链酰胺基全部通过分子内氢键而结合，形成螺旋的结

构支架 (Ernst et al.2002，Orner et al.2001)。在这种情况中，侧链官能团是显性药效

团，而螺旋可以被看做一种可替代的模板。申请人对 COG133 的初步研究支持如下提议，即

受体对螺旋结构的识别对生物学活性具有重要意义，且受体结合中的螺旋型双极结构对于

生物学活性例如抑制炎症应答也具有重要意义。

[0230] 为进一步阐明 ApoE 类似物的构效关系的作用，申请人合成了如下新的 COG133 类

似物：(a)类似物，其添加了螺旋中断物 (helix breakers)或α螺旋稳定物，以证实α螺

旋特征是否必需，(b) 类似物，其在对活性至关重要的位点掺入新的氨基酸，以确定重要位

点的相对大小和组成，和 (c)类似物，其中氨基酸主链被有机模板所替代。

[0231] COG13317 体肽是采用单个氨基酸置换和截短研究所开发出的典型的活性序列；

表 1 概括了其结果活性数据 ( 见上 )。分析这些数据发现了影响生物学活性的关键残基

S139、R142、K143、L144、K146、R147和 L149。在 ApoE蛋白中，这一节段是一个四螺旋束的螺

旋之一的一部分，这些残基在该螺旋的一个面上聚集或邻近，如果 COG133 是作为一种螺旋

肽而发挥其所观察到的生物学作用，那么这些残基可能代表了一种类似的表位 (图 1)。已

经通过圆二色谱测定了 20个残基的 ApoE(130-149)肽和两个截短的 17体肽 [(130-146)和

(133-149)]，它们在性质上均与螺旋和无规卷曲结构的混合物相一致 (Laskowitz et al.，

2001)。

[0232] 为了验证 ApoE133-149 肽必须采取螺旋构象才能具有生物学活性这一假设，申请

人测试了一些掺入已知能够抑制折叠成螺旋结构的氨基酸残基例如 D- 脯氨酸的类似物

(Balaram et al.，1994；Mitchell et al2003)。申请人合成了 COG133的两个类似物，它

们在位点 L141 和 R145 上含有螺旋中断性氨基酸残基 D- 脯氨酸 (p)。25μM 的 COG133 的

L141p 和 R145p 类似物在抑制炎性细胞因子 (TNFα) 释放的测试中或在抑制自由基 ( 一

氧化氮 ) 释放的测试中均没有显示出任何活性。因此，这支持申请人的假设，即 COG133 和

COG133 的活性类似物在其展示出生物学活性时 ( 例如在抑制炎症的测试中 )，可能采取螺

旋构象。

[0233] 表 2：对含有螺旋中断物 D-脯氨酸的 COG133肽的类似物的构效的初步数据

[0234]  

133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 螺旋性 生物活性
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L R V R L A S H L R K L R K R L L 是 是

L R V R L A S H D  

Pro

R K L R K R L L 破坏 否

L R V R L A S H L R K D  

pro

K R L L 破坏 否

A S Aib L R K L Aib K R L L 增强 >5x  

COG133

[0235] 最初的肽类似物设计和合成同时探明了生物学活性所需的结构条件和药效团元

件 (侧链功能性 )。将天然或者非天然氨基酸构件掺入 COG133序列 (采用标准的 FMOC固

相合成方法 )，既有单个置换也有多个置换，以便为该肽建立一种药效团模型。这将有助于

更好地理解哪些官能团是生物学活性所必需的以及它们的空间表现 /关系的性质。将研究

带正电荷的侧链的重要性以及所述侧链的相对位置和构象灵活性。表 3 说明了可以合成

的修饰物的范围，以及基于邻近基团间潜在的相互作用 ( 这种相互作用要么增强结构特性

要么使得结构特性变得不稳定 )而选定的各种组合 (Karle，2001；Vijayalakshmi et al.，

2000；Karle et al，1990)。

[0236] 表 3：用于建立药效团模型而合成的最初的类似物，其中疏水残基以下划线标出，

带正电荷的氨基酸以符号 (+)标出，带负电荷的氨基酸以符号 (-)标出，极性 /不带电荷的

氨基酸以 (*)标出，Orn是鸟氨酸。

[0237]  
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[0238] ApoE3和 ApoE4全蛋白降低炎症应答。因此，COG133形成螺旋构象而发挥其减少

炎性介质释放的生物学活性这种假设是合理的 (图 1和 Lynch et al.2003)。一般来说，当

小的肽例如 COG133(17 体 ) 以游离形式存在于溶液中时，其几乎不具有螺旋成分 (CD 谱与
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主要是无规卷曲结构仅有少许螺旋成分是一致的 )，不过在存在受体的情况下它们可经诱

导而折叠成此类结构单元。特别是鉴于以螺旋中断剂得到的新的初步数据 ( 表 2，见上 )，

可以预期的是，通过预先组织 (pre-organization) 而稳定该肽的螺旋形式应该倾向促进

受体结合且增强与受体结合的亲和力。与形成螺旋相关的分子内氢键作用也降低极性酰胺

主链的暴露，并增强膜通透性和抗蛋白酶消化作用的稳定性。

[0239] 基于这些认识，申请人计划通过掺入螺旋稳定性氨基酸和螺旋去稳定性氨基酸来

测试 COG133 的螺旋性 ( 见表 4)。已经发现一些残基，例如 D- 脯氨酸 (Balaram et al.，

1994，Mitchell et al2003)，是有效的螺旋去稳定剂。反之，发现 α 双取代甘氨酸，例如

Aib(二甲基甘氨酸等 )，可极大增强肽序列 (即使短到仅有 7个残基 )的螺旋倾向 (Karle，

2001，Vijayalakshmi et al.，2000，Karle et al，1990)。其他增强螺旋性的方法包括氨

基和羧基末端加帽 (Doig et al.，2002，1994，1993)，以及形成分子内的侧链与侧链的共价

键，后者可限制肽的构象。可用于这种情况中的共价连接是二硫键、内酰胺键和衍生自烯烃

易位化学作用 (olefin metathesischemistry)的碳 -碳连键 (Grubbs et al2001，Verdine 

et al2000)。

[0240] 表 4：螺旋倾向性的变化

[0241]  

133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 螺旋性

L R V R L A S H L R K L R K R L L

L R V R L A S H Dpro R K L R K R L L 破坏

L R V R L A S H L R K L Dpro K R L L 破坏

L R V R L A S H NmeL R K L R K R L L 破坏

L R V R Aib A S H L R K L R K R L L 增强

Ac D R Aib A S H L R K L R K R L L 增强

Ac A S Aib L R K L R K R L L 增强

Ac A S H Aib R K L R K R L L 增强

Ac A S H L R K L Aib K R L L 增强

Ac A S Aib L R K L Aib K R L L 增强

Ac D S Aib L R K L R K R L L 增强

Ac D S Aib L R K L R K R L L 增强

Ac D S H X R K L X K R L L 增强

Ac D S H L R K X R K R X L 增强

Ac D S H L R K L X K R X L 增强

[0242] 一旦获得保留了生物学活性所需分子功能性的正确空间排列的最小长度的序列，

即可去除不需要的肽特征(酰胺NH/连键)，而非肽支架或模板上存在的所需功能性固有地

具有许多作为药剂的优越特性 (例如稳定性，等等 )。

[0243] 构效关系数据可用于指导合成新一代的类似物、选择合适的模拟物、以及选择合

适的支架 /模板以替代那些非活性所必需的肽节段。根据 GlaxoSmithKline的研究小组报

道了被确定为对生物利用度具有重要意义的分子特征，因此这些构件的特性将被选择为与

所述分子特征相一致 (Veber et al.，2002)。

[0244] 对于螺旋模拟物，已经报道成功模拟 2至 4圈α螺旋 (约 7至 14个氨基酸残基 )

的非肽支架。这一类型的模拟物是低分子量的有机化合物，例如三联苯类，发现它们与参与

涉及螺旋识别的蛋白质 -蛋白质相互作用相竞争 (Hamilton et al.，2003；2002；2001)。

[0245] 可将自 SAR研究和 /或药效团模型中所鉴定的特定侧链功能性呈递在模板 /支架
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上 (如三联苯构架，见图 2)，以模拟所需的肽所具有的功能性 (图 3给出了作为螺旋模拟物

的三环支架 )。建模研究鉴定到了额外的分子构架，它们可用作支架以提供所需的功能性，

还为两类三环支架：咔唑和吩噻嗪，开发了可变的合成途径。可合成三联苯、咔唑和吩噻嗪

的一系列功能化的类似物，以便在支架的 X、Y和 Z位置掺入所需的功能性 (如通过上述药

效团建模而确定的 )。然后可在基于细胞和基于动物的模型上评价这些化合物的生物学活

性，例如，可在减轻炎症的细胞水平测定法、受体结合测定法、以及在 TBI 小鼠模型中对表

现进行纵向行为测定中测试各种类似物的活性。

[0246] 体外炎症抑制测定

[0247] 对于炎症抑制测定，可采用已发表的、炎症抑制的细胞水平模型，其中使用以脂多

糖 (LPS) 刺激的 BV-2 小鼠小胶质细胞系，实验在存在或不存在剂量逐步增加的 COG133 或

COG133类似物的条件下进行 (Laskowitz et al.2001)。总体而言，将 BV-2细胞置于 96孔

板中的完全培养基中，次日将培养基更换为无血清培养基或低血清 (1％ )培养基。加入 LPS

或加入 LPS 和不同浓度的阳性对照 COG133 以刺激细胞。还向分离的孔中加入 LPS 和不同

浓度的 COG133类似物。还向分离的孔中加入不同浓度的 COG133类似物作为肽单独使用时

的活性对照 (不使用 LPS)。将各个浓度的肽 (标准起始浓度为 0.1、0.5、1、3、10和 25μM)

加入到至少 6个孔的细胞中 (如 6个孔内加入 0.1μM的肽，6个孔内加入 0.5μM的肽，等

等 )，数据为所有 6孔的平均值。孵育 24小时后，使用 ELISA和 Griess测定法 (Laskowitz 

et al.(2001)) 测定条件培养基中的 TNFα 和亚硝酸根水平。以 MTT 法 (Laskowitz et 

al.2001)测定细胞活力。可将各个测试肽的 EC50与 COG133的 EC50 相比以评价生物学活

性，使用 t-检验和 /或 ANOVA，p<0.05被认为具有显著性。

[0248] 受体结合测定

[0249] 可根据改进的已知方法测试受体结合(Misra et al.2001)。申请人的改进在于在

ApoE 肽上使用生物素标记，合成了生物素 -LRVRLASHLRKLRKRLL- 酰胺，其可通过 125I- 链霉

抗生物素蛋白 (ISA，Amersham)进行检测。此外，申请人使用 6孔板 (Nunc)中每孔 250,000

个细胞在 4℃进行结合，这有助于提供一致性更高的且数量更大的肽特异性结合的计数。
125I- 链霉抗生物素蛋白可更换为链霉抗生物素蛋白 - 辣根过氧化物酶缀合物、或更换为链

霉抗生物素蛋白 -碱性磷酸酶缀合物，使用 CDPStar(Roche Applied Science)作为检测试

剂。

[0250] 毒性测定

[0251] 然后在我们的创伤性脑损伤的闭合性头颅损伤模型中，通过在损伤后 30 分钟静

脉给药，来筛查候选化合物。以其最大耐受剂量 (0.5xMTD) 的一半作为起始剂量测试新化

合物。最大耐受剂量 (MTD)是尾静脉注射时不引起小鼠死亡的肽的剂量。死亡的定义是在

10 分钟或者更长的时间内完全没有呼吸且对外部刺激例如挤压尾巴和 / 或挤压脚趾完全

无反应。给动物施用初始剂量为 1mg/kg的肽类似物或非肽模拟物，并持续观察 15分钟，然

后每隔 15分钟观察一次直至 2小时，然后每隔 1小时观察一次直至 4小时以上。注射后 24

小时再次观察动物。

[0252] 最大耐受剂量指的是在上述观察时间点没有任何动物死亡时的最大剂量。举例而

言，MTD 可按照如下步骤经验性地确定，开始时给予一组 3 只小鼠 1mg/kg 的剂量。如果该

剂量可耐受，则给予另一组 3 只小鼠 3mg/kg 的剂量。如果该剂量可耐受，则给予另一组 3
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小鼠 9mg/kg 的剂量，等等。如果，例如，9mg/kg 是不能耐受的，即 1 或多只动物死亡，那么

则研究 3mg/kg 至 9mg/kg 之间的剂量，直至找到 MTD。一旦经验性确定了 MTD，则在另一组

7只小鼠中进行确认，即总共以 MTD测试 10只小鼠，且必须所有小鼠均不死亡，才能确定其

是MTD。虽然不免有些武断，但这一方法已经被证明是在动物整体水平上研究新药毒性的快

速而有效的方法。

[0253] 创伤性脑损伤体内模型

[0254] TBI 实验模型在评价和理解与 TBI 有关的复杂的生理学、行为学和组织学改变的

过程中具有重要作用。为了进一步研究这一相互作用的网络，设计出了现在的 TBI 临床前

期模型，以近似地模拟人类 TBI的临床后果。应用最为广泛的产生 TBI的实验技术采用硬质

撞击器以产生撞击动物头颅的机械能，在实施撞击过程中动物一般处于受限状态。目前，产

生此类损伤的最为流行的方法使用的加压空气作为驱动钢制尖端撞击器撞向头颅的机械

能来源，这称为创伤性脑损伤，具体如下。这种气动装置适用于多种物种，包括小鼠 (Smith 

et al.1995)，由于能够对气动装置的损伤参数 ( 撞击的时间、速度和深度 ) 进行控制且不

存在反弹损伤的危险 (Lighthall 1988)，这使得这种创伤性脑损伤 (TBI)模型优于由自由

落体、导引重物等重力驱动的装置 (Feeney et al.，1981；Dail et al.，1981)。

[0255] 已经产生了几种不同的临床前期示例以模仿闭合性头颅损伤。通常，这些头部损

伤模型中很多是在啮齿动物中进行的，其中进行了开颅手术，并直接对脑实质施加可再现

的损伤，例如液体冲击或可控式皮质撞击(Rinder，1969)。这种类型的模型的优势在于能够

产生可重复性的、精确限定部位的组织损伤。不过，这种模型产生的损伤不一定具有临床意

义，因为由快速加速 - 减速力 ( 例如交通事故 )造成的人的闭合性头颅损伤产生更加混杂

的伤害，通常还有扭转力的成分 ( 弥漫性轴突损伤 )、皮质挫伤和出血、硬膜下和硬膜外血

肿。为克服这些局限性，因此开发出了重力下落模型 (weight-drop model) 以对闭合头颅

施加更加类似生理学的撞击。这产生了更具临床意义的损伤，造成短期的神经学障碍和长

期的认知障碍(Zohar et al.，2003)。不过，这些早期模型的一个缺点是因不完善的生理学

监测以及由重力下落造成的机械损伤的可变性而导致的缺乏实验对照和重复性。为克服这

些局限性并利用现今的转基因鼠技术的优势，将这一模型用于小鼠，对小鼠的头颅进行标

准化的气动冲击，其中对小鼠进行机械通气以便监测有关的生理学参数 ( 体核温度和颅骨

膜温度、平均动脉压、血糖、血气，等等 )(图 5)。

[0256] 闭合性头颅损伤模型的技术方法

[0257] 实验中使用 C57B1/6J雄性小鼠 (The Jackson Laboratory，ME)，12-16周龄，体重

24-32g。以 30％ O2/余为 N2 中的异氟烷诱导麻醉。气管插管，使用 1.6％异氟烷 /30％ O2/

余为 N2 进行肺部机械通气。以直肠探子监测体温并以烤灯维持在 36.5℃。右侧颈内静脉

插入硅胶 (silicone) 导管。损伤模型是对以前已经公开的用于大鼠的闭合头颅创伤模型

(Marmarou et al.，1994)的改进，如前所述 (Lynch et al.，2002)。然后将插管的动物俯

卧放置于浇铸的丙烯酸模具中 (图 6A)。将动物放置于丙烯酸模具中有助于稳定动物并防

止撞击过程中出现运动，产生更加相似的伤害。切开头皮，暴露颅骨。将凹陷 3mm的金属圆

片用粘合剂固定于颅骨表面 ( 凹面与颅骨相邻 )。在形成模型期间，发现放置这一圆片有

助于减少颅骨骨折的发生率，并产生更加弥散的脑损伤。圆片被直接放置于自尾部至前囟

的正中线 ( 图 6B)。同样，这种中线损伤被确定为是更加具有临床意义的弥漫性轴突损伤
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模型。通过 FluoroJade(HistoChem，Inc.)染色发现，这种伤害与具有程度相当的功能性障

碍的单侧伤害相比，对两侧海马的损伤相对较轻。将小鼠固定在立体定位架上。尽管立体

定位架有助于稳定动物并精确校准撞击的竖直位移 (3mm)，但不使用耳固定杆，因其引起明

显更高的颅骨骨折发生率 ( 或者如果撞击过程中头部绕耳固定杆的轴旋转可引起脑干损

伤 )。活塞以 6.8±0.2m/s 的速度释放，由此撞击丙烯酸模具轴的颅骨使之移动最多大约

3mm(图 6C)。撞击后立即将吸入的异氟烷减少至 0.7％。头皮侵润注射利多卡因并以缝线

缝合。眼部施用眼膏以保护眼睛。颅骨骨折率很低 ( 大约 10％ )，这是因为金属圆片有助

于分散撞击，且没有耳固定杆固定可以使得整个头部发生位移。出现凹陷性颅骨骨折 ( 发

生率约 10％ )的小鼠被排除。让动物自然苏醒，然后撤除通气插管。在涉及长期结果的实

验中需要使用替代生理性对照组。测定生理学参数需要留置动脉插管；其他留置可损害股

神经丛并产生运动障碍。其他留置使得涉及运动技能的行为学测试 ( 包括在 Morris 水迷

宫中游泳 ) 变得无法解释。在这些小鼠中，记录动脉血压、血气和葡萄糖的基线测定值、损

伤后立即测定值、以及损伤后 15分钟测定值，在恢复过程中进行监测。

[0258] 组织学结果

[0259] 通过 FluoroJade 染色观察到中线闭合性头颅损伤导致海马的 CA3 区出现可再现

的病理学表现。不过，不同于单侧液体冲击模型的是，这种示例导致更加弥漫的损伤，且与

行为障碍相比，导致相应较少的海马神经元损伤。申请人还证实这种中线损伤导致 X 线可

见的脑水肿以及炎性细胞因子上调。这支持如下观点，即这是一种具有临床意义的弥漫性

轴突损伤模型。

[0260] 行为学结果

[0261] 这一示例被设计为一种轻 -中度闭合性头颅损伤的存活模型。小鼠最初将具有运

动和小脑功能障碍，这将通过下文所述的旋转棒测试和神经学严重程度积分在损伤后 1 至

5天作出评估。为模拟头部损伤幸存者常见的、更加微妙的长期神经系统障碍，采用 Morris

水迷宫在损伤后 21 至 25 天评估记忆力。具体而言，这测试的是动物在 90 秒内在直径为

105cm的池中找到一个直径为 7.5cm的隐藏平台的能力。

[0262] 旋转棒测试

[0263] 按照如上所述和已公开的方法 (Lynch et al.2002and Lynch et al.submitted)

进行创伤性脑损伤(TBI)、静脉施用肽以及行为学表现。简言之，在给小鼠插管、切开头皮皮

肤和以气动冲击或者中线撞击实施的受控式皮质撞击之前，确定小鼠在旋转棒上的基线表

现。以外科手术闭合皮肤，持续监测动物直至自麻醉中苏醒，然后在随后的 4个小时内每小

时进行观察。撞击后 30分钟，通过尾静脉注射施用盐水载体或测试物 (COG133、COG133的

类似物或 COG133的非肽类似物 )。撞击后 24小时测试旋转棒上的表现，然后每日测试连续

5 日，给出所记录的数据。各组 12 小鼠用于各种化合物，浓度为 0.5x MTD。阴性对照组仅

接受盐水载体，而阳性对照组接受 4mg/kg的 COG133，溶于 100微升盐水，尾静脉注射。新肽

和非肽类似物也通过尾静脉注射施用。

[0264] 作为肽单独使用的活性的对照，可准备假处理的动物并以如上所述的剂量给予测

试物，不同之处在于没有进行皮质撞击。如上所述测定旋转棒上的行为表现，并与通过尾静

脉注射 4mg/kg的 COG133的假处理动物的表现相比较 (总共 12组，每组 12只动物，共计 144

只动物 )。将使用 Prism 和 / 或 Instat 计算机程序通过反复测定 ANOVA 以便确定 COG133
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与新化合物之间的显著性。

[0265] 使用每日旋转棒 (RR) 测试来评价头部损伤后的短期运动和小脑功能障碍 (Hamm 

et al.，1994)。捉住小鼠尾巴将它们置于 RR上，面朝墙壁，使用轻柔的摇摆动作，同时以稳

速模式进行。一旦所有小鼠就位，则以加速模式摇摆RR，并记录直至出现自棒上坠落或者旋

转两圈 (720度 )的等待时间。每日报告 3次测试的平均等待时间。

[0266] 损伤后体内模型

[0267] 可在创伤性脑损伤之后的 60、90和 180分钟使用我们的小鼠 TBI模型进一步测试

类似物。在这一更为严格的延迟测试中，可在产生可重复的创伤性脑损伤 (TBI) 的上述标

准闭合性头颅损伤之后 60 分钟，将新化合物的效力与通过尾静脉注射施用的 COG133 进行

比较。如果经反复测定 ANOVA 分析旋转棒平衡表现，确定在 TBI 后 60 分钟时，测试化合物

明显优于 COG133，则在 TBI后 90分钟进行测定。如果经反复测定 ANOVA分析旋转棒平衡表

现，确定在 TBI后 90分钟时，测试化合物明显优于 COG133，则在 TBI后 180分钟进行测定。

[0268] 运动障碍的行为学测试以及长期的记忆力测试

[0269] 认知和学习方面的异常是临床上常见的 TBI的长期后遗症。为了使得我们的模型

具有最大的敏感性和临床意义，可对神经系统功能中的学习力、记忆力和行为学障碍进行

评估。为此，可研究在 Morris水迷宫任务中表现的变化 (Morris，1984)。这一任务利用了

啮齿动物天生会游泳的优势并测定动物将视觉空间线索整合为起作用的参考记忆的能力。

这一任务中的表现与临床人群中所见的神经精神障碍相关联。理论上，小鼠通过无目标地

游泳能够逃离这一任务，或者留在整个池中无序的路径中；不过，如果记忆力完好无损，则

它们可运用来自测试室固定物体的远处线索，来学习该平台的相对位置。因此，找到平台所

需的等待时间作为练习的函数应下降，并可用作学习能力的指标。

[0270] 蛋白酶裂解分析

[0271] 一些肽能够被胰蛋白酶样蛋白酶裂解。可使用胰蛋白酶和脑组织匀浆在液相

色谱 - 电喷雾离子化质谱 (Liquid Chromatography-ElectrosprayIonization Mass 

Spectrometry(LC/MS))方法测定肽的裂解。简言之，将连接于琼脂糖珠 (Pierce)的胰蛋白

酶以 0.1M碳酸氢铵 (pH8.0)洗涤 2次，随后以无钙、镁和磷酸缓冲盐水 (pH8.0(PBS-8))洗

涤 2次。将树脂重悬于含有 20微克 /ml肽底物的 PBS-8，37℃消化 0、0.1、1、5、和 20小时。

每个时间点测定 3份样品。将样品简单离心，以 ATI(乙腈，TFA，内部标准品 )提取无树脂

上清液，处理并在如下条件下进行 LC/MS定量：

[0272] LC 条件：

[0273] 柱 ：Agilent Zorbax300SBC182.1x75mm x5um颗粒 300A孔径

[0274] 梯度：5％ B至 65％ B，4.5分钟内

[0275] A＝ 5％乙腈 /95％水 (0.025％ TFA)

[0276] B＝ 95％乙腈 /5％水 (0.025％ TFA)

[0277] 流速：0.5mL/min

[0278] 注入体积：10uL

[0279] 分析时间：4.5min，其中 3.5min为平衡时间

[0280] MS 条件：

[0281] 运行模式：在 Agilent1100MSD系统上进行阳离子电喷雾
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[0282] 扫描范围：SIM，对于 COG133，在 m/z724.1 测定 [M+3H]+3 离子，对于 IS-11，在 m/

z695.7测定 [M+3H]+3 离子

[0283] 暂停时间：每种离子 49ms

[0284] 毛细管出口电压 (Capillary exit voltage)：200V

[0285] 干燥气体：9.5L/min，350℃

[0286] 雾化压力：50psi

[0287] 类似地，可将全小鼠脑组织匀浆用作降解肽的细胞内和细胞外蛋白酶的来源。为

此，将新鲜的小鼠脑以 100mg 湿重 /ml PBS(pH7.4) 进行匀浆。将肽底物以 40 微克 /ml 

PBS(pH7.4)的浓度与等体积的脑匀浆物混合，并在37℃孵育0、0.1、1、5、和20小时，然后以

ATI抽提，如上所述进行处理并使用 LC/MS对降解产物进行定量，以我们的内部标准品肽为

参照。在各个时间点测定一式三份的样品。在各实验中，测定各个时间点的完整的未降解

肽的摩尔数和主要代谢物 (达到完整的未降解肽的摩尔数的至少 20％的片段 )的摩尔数。

也可使用 LC/MS方法利用匀浆脑组织来测定摄取入脑内的肽。

[0288] 也可使用 LC/MS 方法，通过将各种肽衍生物暴露于小鼠血浆并在一段时间后测定

器回收率，与标准对照相比，来测定肽的血浆半寿期。

[0289] 实施例 2：表征 COG432

[0290] 图 4 给 出 了 TBI 后 以 4mg/kg 或 1mg/kg 的 COG432，(COG432 ：

Ac-ASHLRKLAibKRLL(SEQ ID NO.6)) 或对照 ( 盐水 ) 处理后的旋转棒测试结果。纵轴是

旋转棒平衡表现 (100％是 TBI 之前的旋转棒平衡表现 )。创伤性脑损伤后 2 小时开始以

COG4324mg/kg或盐水处理，在 TBI后第 1天开始对动物进行测试，且在其后的 5天内每日测

试。TBI后第 5天，经旋转棒测试测定，以 4mg/kg的 COG432肽处理的动物的功能恢复至大

约 80％。单纯以盐水载体处理的对照小鼠的功能恢复不足 50％。

[0291] 实施例 3：表征 COG1410

[0292] 合成了 COG1410，该类似物在位置 L140和 R145含有两个氨基丁酸 (Aib)取代。Aib

是非天然氨基酸，已经发现其形成螺旋构象，并与肽中的氨基酸是何种类型无关 (Marshall 

et al.1990)。此外，Aib增加结合亲和力，因为相对于其他氨基酸，其结合后呈现出构象熵

损失降低 (Ratnaparkhi et al.2000)。

[0293] 细胞水平分析

[0294] 如图 7所示，在抑制一氧化氮 (9A)和 TNFa(9B)释放的细胞水平测试中，我们发现

COG1410 的效力明显强于 COG133。此外，初步的体内筛查提示，在 TBI 后 120 分钟施用时，

COG1410具有神经保护性，相反，COG133在该时间点不具有神经保护活性 (图 8)。

[0295] 量效研究

[0296] 初步的量效研究提示 COG1410 的最低有效剂量 (MED：于载体处理的对照相比，能

够使表现产生具有统计学显著意义的改善的最小剂量)大约与COG133相同，分别为0.3mg/

Kg与 0.4mg/Kg。不过，COG1410的最大耐受剂量 (MTD；24小时内不引起任何小鼠死亡的最

大剂量 )是 8mg/Kg，而 COG133的 MTD是 1.4mg/Kg。COG1410的治疗指数 (TI；MTD与 MED之

比 ) 是 26，显著优于的 COG133TI，3.5。TI 越高的药物被认为越安全。COG1410 的高 TI 说

明其引起毒性反应的剂量可能远高于其产生有益的所需保护性作用的剂量。

[0297] 药代动力学参数分析
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[0298] 在诸多需要考虑的药代动力学参数中，血浆半寿期和抗蛋白酶降解的抗性是肽的

两种可以通过液相色谱 - 电喷雾离子化质谱 (LC/MS) 方法进行精确测定的特性。借助于

LCMS-LLC，我们建立了 LC/MS方法来测定血浆和小鼠脑组织提取物中的肽的量和肽片段。

[0299] 简言之，通过向小鼠血浆内加入 0、0.005、0.025、0.1、1.0、5、10、或 25微克 /ml的

COG133而建立校准曲线。将同样浓度的 COG133加入到 PBS(磷酸缓冲盐溶液，pH7.4)中。

向含有 COG133的血浆或 PBS中加入 1体积的 PBS和 1体积的 ATI(ATI＝ 0.6％三氟乙酸和

3微克 /ml的内部标准品肽 [LAVLLASHLRKLRKRLL]，溶于乙腈 )进行抽提，振荡后 15,000x g

离心 10 分钟，然后收集上方的有机相层作为抽提样品。按如上所述的条件 ( 实施例 1) 对

抽提样品进行 LC/MS定量并产生线性浓度 /信号曲线 (数据未显示，R2 ＝ 0.9984)，曲线表

明信号的增强与样品中 COG133的量的增加呈线性比例。

[0300] 与我们的内部标准品肽 (LAVLLASHLRKLRKRLL) 相比，我们在各个血浆样品中稳定

地回收到 80％以上的 COG133，产生的分析结果见下表。

[0301] 表 5：分析结果：

[0302]  

精确度：

％偏差  

正确性：

％偏差  

线性：

R2    

LOQ   

μg/ml

<10％ <15％ 0.9984 0.05μg/ml

[0303] 为进行我们的半寿期实验，将 COG133(0.4mg/Kg)注射入雄性 C57B1/6小鼠的尾静

脉，在指定的时间通过心脏穿刺收集 1ml血液，如上所述处理血浆。血浆浓度 -时间图显示

COG133在小鼠血浆中的半寿期为 8分钟 (图 9)。利用这一方法和内部标准品，我们计算出

完整的未降解的 COG1410在小鼠血浆中的半寿期为 2分钟 (数据未显示 )。

[0304] 我们采用了相似的 LC/MS方法来测定脑中完整的未降解的 COG1410。简言之，我们

通过尾静脉注射在 0时间施用 4mg/Kg的 COG1410，注射后 5分钟通过心脏穿刺给小鼠灌注

等渗盐水，以便自脑血管中去除血液，然后在注射后 10 分钟时取出灌注的脑。将脑组织在

每 0.1g 脑组织湿重加 1ml 含有混合蛋白酶抑制剂 (Roche Diagnostics，10mg/ml) 的 PBS

中匀浆。将匀浆物与等体积的 ATI 混合，振荡，离心，并将样品进行如上所述的 LC/MS。采

用这种方法，我们在 4.90分钟时在“3d COG1410”和“2d COG1410”脑组织中发现峰值，对

COG1410的 [M+2H]+2离子具有 705这一合适的 m/z比。这一初步实验说明，COG1410在在

本实验的 5 分钟的进入期内进入脑部达到可检测的量，并在随后 5 分钟的灌注期内滞留于

脑部。这与我们的药理学结果是一致的，即 COG1410 可使得 TBI 后的行为测试的表现明显

改善 (数据未显示 )。

[0305] 我们已经采用相似的 LC/MS 方法来鉴定可能通过降解过程而产生的 COG1410

片段。简言之，使用来自接受了 COG1410 的小鼠的血浆，以这种 LC/MS 方法鉴定到一

些较小的肽片段，这些肽片段不存在于未处理的小鼠中 ( 数据未显示 )。使用质谱仪

的 MS/MS 部分获得了这些肽的部分序列，似乎这些主要代谢物中的至少一种可能是乙酰

基 -AS-Aib-LRKL-Aib-KR，用胰蛋白酶样蛋白酶或羧基肽酶活性消化完整的 COG1410时，可

得到一种它的片段。该片段的存在提示，COG1410 对胰蛋白酶样蛋白酶和 / 或羧基肽酶活

性的易感性可能是其半寿期较短的一个原因。

[0306] 结论

[0307] COG1410 的这些结果提示，可以产生具有更高稳定性、更高的效力和 BBB 通透性、
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更低毒性、更高治疗指数以及更宽治疗窗的化合物来治疗 TBI。利用上述技术指导，通过合

成有限数量的衍生物，可得到具有更佳药用特性的其他的类似物，例如对降解具有更强的

抗性的化合物。

[0308] 实施 4：进一步优化 COG1410

[0309] 从多个标准来看，COG1410对 COG133均是明显的改进。我们初步的数据显示，α螺

旋结构非常重要，而 COG1410 是这种螺旋结构增强之后的产物。我们最初要引入促进螺旋

构象的氨基酸样 Aib 这一策略将被扩展至 2 个新的位点，根据丙氨酸扫描工作的结果 ( 见

实施例 1) 认为这些位点应该是可行的。通过对螺旋中似乎不直接参与肽的生物学活性的

面上的氨基酸的侧链进行衍生化，可进一步增强 COG1410 的螺旋特性。这些衍生物的总体

特性将是在选定的可能限制其柔性的氨基酸和增加保持螺旋结构之倾向的氨基酸之间引

入烯烃键。

[0310] 我们初步的数据还显示，COG1410的蛋白酶水解可以是其缺乏稳定性的一个原因。

此外，我们的丙氨酸扫描数据显示，羧基端亮氨酸对于活性而言是至关重要的，这提示蛋白

水解去除这一残基可能导致丧失生物学活性。对蛋白水解片段进行更加确切的定义，随后

进行选定氨基酸的取代和 / 或选定氨基酸的衍生化，这将增强对蛋白水解作用的抗性，同

时又保留生物学活性。

[0311] 因此，可通过 3 种途径进一步对 COG1410 进行衍生化以增加其螺旋性：1) 通过在

选定位点掺入 Aib残基增加螺旋性；2)通过氨基末端加帽增加螺旋性 (Doig et al.，2002，

1994，1993) ；和 3) 通过形成能够限制肽的构象的分子内侧链 - 侧链共价键而增加螺旋性。

可用于这一方面的共价键衍生自烯烃易位化学作用，并能够通过含烯烃的桥而跨越 i 至

i+4位或 i至 i+7位 (Grubbs et al2001，Schafmeister et al2000)。

[0312] 侧链交联

[0313] 使用环闭合易位 (ring closing metathesis，RCM)策略，可掺入烯烃侧链以便在

序列 ASHLRKLRKRLL中的选定残基上使侧链共价连接于侧链。COG1410似乎形成一种两性α

螺旋，其中所有带电荷残基位于螺旋的一个面上，而所有疏水残基位于螺旋另一侧的面上。

由于丙氨酸取代大多数带电残基使得抗炎活性明显降低 (表 1)，因此带电残基不是用于侧

链交联方法的候选物 (R145 是例外，其中 Aib 取代增强生物学活性 )。这使得可以通过侧

链交联方法对绝大多数疏水残基进行修饰。因此，可以合成以下的交联的分子，其中以 X和

Z 表示的氨基酸可以是任何含有可被连接于交联烯烃键的侧链的氨基酸：ASHXRKLZKRLL、

XSHLRKLZKRLL、ASXLRKLRKZLL和 ASHXRKLRKRZL。

[0314] 简言之，X和 Z是在常规固相合成方法中掺入肽链的α-甲基、α-烯基双取代的

氨基酸 (两个丁烯基用于 i：i+4交联；一个丁烯基和一个戊烯基用于 i：i+7交联 )。当仍然

位于固相支持物上且处于加帽状态时，肽与 1，2-二氯乙烷中的 Grubbs催化剂 (双 (三环己

基膦 ) 苯亚甲基氯化钌 (IV)(Bis(tricyclohexylphophine)benzylidine ruthenium(IV)

dichloride))反应。通过洗涤树脂去除催化剂，并使用三氟乙酸将变位的肽自树脂上裂解

下来，在 C18 反相 HPLC 柱上纯化，并通过电喷雾质谱加以确认。除了可能增强螺旋结构之

外，该键的存在还可通过烯烃侧链对肽与蛋白酶的结合的物理学阻碍作用而增强抗蛋白水

解作用的抗性 (Verdine et al.2000)。

[0315] 增强蛋白酶敏感位点的抗性
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[0316] 我们使用 LC/MS得到的初步结果鉴定出乙酰基 -AS-Aib-LRKL-Aib-KR是 COG1410

的潜在的重要代谢物。可以通过胰蛋白酶样蛋白酶的内切蛋白酶裂解和 /或羧基肽酶的外

切蛋白酶裂解而产生所述片段。对于内切蛋白酶这种可能性，可合成 COG1410衍生物，其中

通过标准的 Fmoc 化学方法，使用自动化肽合成仪，以鸟氨酸、硝基精氨酸、高精氨酸或二甲

基精氨酸取代 147位的精氨酸。对于外切蛋白酶这种可能性，可合成 COG1410衍生物，其中

仪缬氨酸、甲硫氨酸或异亮氨酸取代 149位的亮氨酸。

[0317] 实施例 5：ApoE模拟肽在实验性自身免疫性脑脊髓炎鼠模型中的保护作用

[0318] 作为多发性硬化 (MS)的一种可靠动物模型，实验性自身免疫性脑脊髓炎 (EAE)是

一种炎性疾病，引起严重的中枢神经系统 (CNS)脱髓鞘 (Pender & Wolfe2002)。EAE和 MS

具有相同的组织学特征，包括小胶质细胞活化和 CNS 内炎症细胞的明显侵润，这些炎症细

胞主要由 T淋巴细胞和巨噬细胞组成 (Heber-Katz1993)(Hemmer，Archelos，et al.2002)。

这些活化效应细胞释放一连串的促炎性细胞因子，例如 TNFα、IL-1β、IFNγ、和淋巴毒素。

这些因子反过来进一步加剧与炎症和组织损害有关的侵润细胞的聚集 (Eng，Ghirnikar，et 

al.1996)(Benveniste1997)(Wiemann，Van，et al.1998)。

[0319] 通过对多发性硬化基因的染色体定位进行筛查，发现 MS基因与定位在 19q13.3区

域的标记物连接，而该区域也是载脂蛋白 E(ApoE)基因定位的区域 (Lucotte2002)。这一发

现连同有关具有 APOE4的患者更易发生重度 MS的报道 (Chapman，Vinokurov，et al.2001)

(Fazekas，Strasser-Fuchs，et al.2001)(Schmidt，Barcellos，et al.2002)(Materman，

Zhang，et al.2002)，提示 APOE 可能参与了多发性硬化的发生 (Weatherby，Mann，e 

al.2000)(Weatherby，Mann，et al.2000)。

[0320] 材料和方法

[0321] 小鼠

[0322] 雌性 C57BL/6J 小鼠 (12 周龄 ) 购自 Jackson Laboratories 并饲养在 Duke 大学

实验动物所。动物的照料和实验过程符合 Duke大学动物管理和使用委员会的规章。

[0323] 试剂

[0324] 髓磷脂少突胶质细胞糖蛋白 (MOG) 肽衍生自小鼠 MOG 蛋白的 35-55 位残基

(MOG35-55，MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK)，而 ApoE 模拟肽 (COG133) 衍生自人载脂蛋白 -E

的 133 至 149 位残基，具有序列乙酰基 -LRVRLASHLRKLRKRLL- 酰胺。在此将 ApoE 反向

肽 (reversepeptide)( 称为 COG-149) 用作 COG133 的错义对照 (scrambled control)。

Antennapedia连接的肽 (称为 COG134，aka COG4502)组合了 Antennapedia前缀肽 (prefix 
peptide)和 COG133。所有的肽均由 UNC的 Peptide Synthesis Facility使用 FMOC试剂

通过 Merrifield固相化学方法合成，并经过 RP-HPLC纯化。以下试剂购自 Sigma：百日咳毒

素、LPS和 IFN-γ。TNFα和 IL-6的定量 ELISA试剂盒来自 Biosource。

[0325] 以 MOG肽诱导 EAE

[0326] 按照 Feinstein et al.(Feinstein，Galea，et al.2002)的如下方法在小鼠中诱

导 EAE：1)在第 0天，在后肢两侧各皮下注射 300μg MOG35-55肽，该肽溶于 0.1ml PBS中

并以等体积的 CFA乳化，CFA含有 5mg/ml的结核分枝杆菌 (Mycobacterium tuberculosis)

H37RA(Difco，St.Louis，MO)；2)首次注射 MOG后立即腹腔注射百日咳毒素并在 48小时后

再次注射百日咳毒素 (每只小鼠 200ng，溶于 0.1ml PBS)；3)在第 7天以相同的的乳剂、施
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用途径和部位进行加强免疫。

[0327] 以 ApoE肽治疗

[0328] 首次 MOG 注射后 (Day0)，将小鼠随机分为 3 组，每组 15 只小鼠，作为：对照组、

ApoE133-149(COG133) 治疗组和 ApoE 反向肽治疗组。在第 6、7、8、10、12、14、16、18、20 和

22 天给各处理组静脉注射 COG133/ 盐水、反向肽 / 盐水、或生理盐水，剂量为 1mg/kg，体积

为 100μl，共 10剂。

[0329] 临床评价 EAE

[0330] 致脑炎性攻击之后，每日监测小鼠并通过如下临床积分 (C.S.) 对神经系统损害

进行评价：0 分，无 EAE 的临床征象；1 分，尾部柔软；2 分，尾部无力且步态异常 ( 运动失调

和 /或后肢麻痹 )；3分，重度后肢麻痹；4分，后半身完全瘫痪；以及 5分，濒死或死亡。

[0331] 腹腔巨噬细胞的制备、培养和处理

[0332] 为此，在免疫后 30 天 (30dpi)，取 3 只临床积分为 0 分的小鼠和 3 只临床积分

为 4 分的小鼠用于制备腹腔巨噬细胞培养物。以 3ml 含有肝素 (10U/ml) 的 PBS 进行腹

腔灌洗，然后收集巨噬细胞，接种在 96 孔微培养板上，每孔密度为 1×105 个细胞，培养基

为 Dulbecco’s MEM，含有 10％胎牛血清、2mM L- 谷氨酰胺、1％ HEPES 以及 100U/ml 青

霉素和 100μg/ml 链霉素，培养在 37℃、5％ CO2、湿化孵箱内进行。24 小时后，去除含血

清培养基，将细胞以无血清培养基洗涤一次。为确定巨噬细胞对免疫刺激物的区别应答

(differentiated response)，将来自临床积分为 0分或 4分的小鼠的巨噬细胞暴露于一系

列浓度的 IFN-γ/LPS 或 MOG35-55 肽。为研究 COG133 或 COG134 肽对 IFN-γ/LPS 或 MOG

诱导的细胞因子产生的影响，在用 IFN-γ/LPS 或 MOG 处理之前 30 分钟先施加指定浓度的

这些肽。在 45 小时或 72 小时时收集培养基，并通过 ELISA 分析 TNF-γ 和 IL-6 或分析一

氧化氮 (NO)，如下所述。

[0333] 测定亚硝酸根和总蛋白

[0334] 亚硝酸根是一氧化氮释放的稳定终产物，因此通过将 50μl 培养基样品注入

Sievers280NOA分析仪 (Boulder，CO，USA)来确定条件培养基中的亚硝酸根的水平。按照

生产商的说明采用 BCA方法 (Pierce，Rockford，IL，USA)，以 BSA为标准测定总蛋白 (μg/

孔 )。使用 MolecularDevices Thermomax Microplate Reader(Menlo Park，CA，USA)测定

OD562的 BCA值。一氧化氮水平表示为μM NO2-/mg蛋白质。

[0335] 通过 ELISA测定 TNF-γ和 IL-6

[0336] 为测定细胞因子，在 TNF-γ/LPS或 MOG处理后 45小时收集上清液，并使用选定的

单克隆抗体对(根据生产商Biosource的推荐)进行定量ELISA，以定量细胞因子TNF-α和

IL-6。对于 TNF-αELISA，预先以针对 TNF-α的兔抗小鼠多克隆抗体作为捕获抗体包被 96

孔 ELISA 板，在 2-8℃包被 18 小时，然后室温封闭 2 小时。在孔中加入样品或小鼠 TNF-α

标准品。室温孵育 2 小时，然后洗涤孔，然后加入仓鼠抗小鼠 TNF-α 的生物素酰化的二抗

和辣根过氧化物酶缀合物。然后加入四甲基联苯胺 (TMB)溶液，并通过加入 2N H2SO4 进行

酸化而终止过氧化物酶催化的颜色改变。在 450nm波长处扫描板并记录吸光度。结果表示

为平均浓度 (pg/ml)±SEM。

[0337] 为进行 IL-6ELISA，使用针对 IL-6 的大鼠抗小鼠单克隆抗体作为捕获抗体，以生

物素酰化的针对 IL-6 的大鼠抗小鼠单克隆抗体作为检测抗体。测定过程与 TNF-αELISA
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相同。

[0338] 常规组织学

[0339] 将小鼠麻醉、放血、并以 25ml PBS和 25ml4％多聚甲醛 (溶于缓冲 PBS)进行灌注。

在免疫后第 30 天切取临床积分为 0 分的 3 只小鼠和临床积分为 4 分的另外 3 只小鼠的脑

组织和脊髓。将组织后固定于 4％多聚甲醛中达 24小时，然后储存于 1×PBS中，其中含有

0.1％叠氮钠。将固定的组织包埋于石蜡中，自脑、脑干和脊髓的 3 个不同平面 ( 颈、胸和

腰 ) 切取 5μm 厚的切片。以苏木精 / 曙红对切片进行染色以显示炎症的证据和罗克沙尔

固蓝 ( 对于脱髓鞘 )。采用以下标准来评价炎症的强度：0 分，无炎症；1 分，仅在血管周围

区域和脑膜存在细胞侵润；2 分，实质中仅存在轻度细胞侵润 (1-10 个细胞 / 切片 )；3 分，

实质中存在中度细胞侵润 (11-100 个 / 切片 )；4 分，实质中存在明显的侵润 (>100 个细胞

/切片 )。

[0340] 统计学分析

[0341] 对旋转棒结果、细胞因子和亚硝酸根浓度进行 ANOVA 分析随后进行 Dunnet’s 比

较。以 Mann-Whitney检验分析疾病积分。

[0342] 结果

[0343] COG133减轻活动性 EAE的进展

[0344] 为研究 COG133的推定的保护作用，自第 6天开始至第 22天结束，通过尾静脉注射

方式给予静脉施用 10 个剂量的 1mg/kg COG133、或反向肽、或生理盐水。每日检查临床征

象，隔日检查旋转棒表现。COG133处理组的平均最大临床积分显著低于盐水处理组或错义

肽处理组 (P<0.05)(图 10)。这一结果与大体上观察到的以 COG133处理的动物其疾病临床

表现看起来较轻的情况是吻合的。

[0345] 以临床积分为 5分的死亡作为终点，盐水处理组的 15只小鼠中有 4只小鼠死于疾

病，而 COG133处理组的 15只动物中无一死亡，且处理组的最高临床积分为 3分 (见表 6)。

COG133处理组的平均起病时间似乎比对照组略有延迟，不过差异没有统计学上显著性。此

外，COG133处理明显促进了自疾病中的恢复，数据显示，在第 30天，COG133组的平均临床积

分明显低于对照组。

[0346] 每隔两天测试各小鼠在旋转棒上的表现。测定值表示为第 0 天测定值的百分数。

在疾病的进展期，旋转棒结果没有出现显著性差异，而在恢复期，COG133处理组的值明显高

于对照组 (P<0.05)(数据未显示 )。

[0347] 表 6：COG133改善 EAE

[0348] 

说  明  书CN 101084002 B

42



        40/77页

43

[0349] 数据表示为平均值±SEM

[0350] MOG或 LPS/IFN-γ-处理以临床积分依赖性方式诱导巨噬细胞产生 NO、TNF-α和

IL-6

[0351] 为研究细胞因子例如 TNF-a 和 IL-6 以及自由基、一氧化氮或 NO 在 EAE 的发病中

的作用，自具有不同临床严重程度的小鼠 (C.S.0 分和 4 分 ) 收集巨噬细胞，然后以不同的

免疫刺激物进行攻击，即 LPS 和 IFN-γ 或 MOG 肽。尽管 MOG 肽相对于 LPS+IFN-γ 是相对

温和的免疫刺激物，但仍然在来自 EAE 小鼠的巨噬细胞中观察到 NO 的强烈产生，且表现为

浓度依赖性的方式 (图 11A)。以高浓度 MOG(20μg/ml，相当于 7.75μM)处理来自 C.S.为

4分的重度受损小鼠的巨噬细胞所诱发的一氧化氮释放明显高于 MOG处理的来自 C.S.为 0

分的未受损小鼠的巨噬细胞，这提示 NO的产生可明显归因于损害性疾病的进展。

[0352] MOG处理诱导分泌 TNFa，其模式不同于 NO释放的模式。C.S.为 0分的 TNF-α基

线水平明显高于 C.S.为 4分者 (图 11B)，这提示 TNF-α在引发疾病中的作用。此外，本研

究未检测到 MOG诱导的 IL-6分泌。

[0353] 在来自 C.S.为 4分的小鼠的巨噬细胞中，LPS+IFN-γ刺激产生的 NO、TNF-γ和

IL-6要明显高于以 LPS+IFN-γ刺激的来自 C.S.为 0分小鼠的巨噬细胞 (图 11C、D、E)。

[0354] COG133抑制 MOG诱导的 NO和 TNFα产生

[0355] 为了研究 COG133 对 EAE 发展的有益作用的机制，在暴露于 MOG(20μg/ml，

7.75μM)后 72小时测定了来自 C.S.为 4分的小鼠的巨噬细胞的培养基中 NO和 TNFα的

水平。COG133 以浓度依赖性方式抑制 NO 和 TNFα 的产生 ( 分别见图 12A 和 B)，而反向肽

未显示出此抑制作用。

[0356] COG133抑制 LPS/IFN-γ诱导的 NO、TNFα和 IL-6的产生

[0357] 以 LPS和 IFNγ处理巨噬细胞诱导强烈产生 NO、TNFα和 IL-6(图 13)。较低浓度

的 (1μM)COG133，而不是较高浓度的 (5μM)COG133，明显抑制 NO(A)、TNFα(B)和 IL-6(C)

的产生 (P<0.05)。同样，反向肽未能抑制这种产生。

[0358] COG134(Antennapedia-COG133 嵌合体，aka COG4502) 有效抑制由 MOG 或由 LPS/

IFN-γ处理所诱导的细胞因子产生

[0359] 相对于 COG133，由 Antennapedia 及其后的 ApoE133-149 所组成的嵌合型肽 (aka 

COG134或 COG4502)明显更强地抑制由 MOG或由 LPS/IFN-γ诱导的细胞因子产生 (图 14)。

COG134(COG4502)在 5μM完全抑制了 NO、TNFα和 IL-6的产生，表现为所有细胞因子的水

平均回至基础水平。COG134还表现出剂量依赖性抑制细胞因子和自由基释放的能力。作为

COG134的对照，合成了用作 COG133的前缀的 Antennapedia部分并在这一系统中进行了测

试，Antennapedia前缀肽在我们的系统中没有显示出活性。

[0360] COG133在细胞和体内系统中抑制细胞因子释放

[0361] 我们此前已经发现，COG133保留了完整的ApoE全蛋白质在抑制小胶质细胞(脑内

巨噬细胞 )活化 (Laskowitz et al.2001)和在培养的细胞内启动细胞内信号级联 (Misra 

et al.2001)的能力方面的生物学活性。为了研究 ApoE发挥其免疫调节作用的机制，我们

检测了 COG133在 C57BL6小鼠体内抑制全身炎症应答的作用。通过测定两种熟知的促炎性

细胞因子，即肿瘤坏死因子α(TNFa)和白细胞介素 -6(IL-6)，在外周循环和脑内的短暂分

泌和表达谱，来监测对 LPS的炎症应答。通过尾静脉给小鼠注射 LPS，在指定时间获得血清
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样品，通过 ELISA 测定 TNFa 和 IL-6 的水平。当于 LPS 共施用时，COG133 在 1 小时内显著

降低血清 TNFa水平，并在 1和 3小时降低 IL-6水平 (图 15)。注射后 24小时在任一组均

未检测到 TNFa 或 IL-6 蛋白。这些结果提示 COG133 可在整体动物模型中抑制 LPS 诱导的

炎症，且似乎在抑制 TNFa和 IL6释放方面特别有效 (Lynch et al.，2003)。

[0362] 除了在外周抑制细胞因子释放，我们还研究了 COG133抑制尾静脉施用 LPS所诱导

的 CNS 炎症应答的能力。为了防止脑组织样品被血液或其他细胞污染，在这些实验中对小

鼠进行盐水灌注，即将血液自微血管中冲刷掉，且因此仅将脑组织内的细胞因子留在样品

中。以 COG133处理的动物脑内 TNFa水平在注射 LPS后 1和 3小时明显低于接受载体的动

物 (p<0.05；图 16A)。类似地，以 COG133处理的动物脑内 IL6水平在注射 LPS后 3小时明显

低于接受载体的动物 (p<0.05；图 16B)。注射后 24小时在任一组均未检测到 TNFa或 IL-6。

这些结果清楚地说明静脉施用 COG133明显抑制了脑实质内 LPS诱导的炎症 (Lynchetal.，

2003)。脑内水平的降低不可能是外周合成并穿过血脑屏障的细胞因子变化造成的结果，因

为在处死小鼠前进行了灌注。此外，据 Lynch et al.(2003)报道，与单独以 LPS处理的动

物相比，以 LPS 加 COG133 处理的动物脑内这些细胞因子的 mRNA 水平是降低的。这些结果

证实，在完好的整体动物体内，通过尾静脉施用的 COG133 能够控制脑实质的炎症，而脑实

质是通过血脑屏障 (BBB)而与血液相隔离的部分。

[0363] 讨论

[0364] 在本研究中，我们证实 ApoE 模拟肽，即 COG133，具有显著改善实验诱导的过敏性

脑脊髓炎(EAE)的行为结果的能力，而EAE模拟了人类的多发性硬化的绝大部分特征。MS是

中枢神经系统的慢性炎症性疾病，其特征为广泛的炎症、局灶性脱髓鞘、以及程度不等轴突

丧失 (Kornek，Storch，et al.2000)。巨噬细胞和 T-淋巴细胞的大量侵润是遍布全脑的炎

症的显著表现，尤其是在脊髓 (Raine1994)。侵润并活化的巨噬细胞和 T-淋巴细胞释放的

促炎性细胞因子是 EAE的 CNS病理学的关键介质。实际上，脱髓鞘斑块中存在大量 TNF-α、

IFN-α、和 IL-1β(Brosnan，Cannella，et al.1995)。此外，侵润的免疫活性细胞直接地，

或通过释放毒性细胞因子而间接地，活化被认为是 CNS 中的巨噬细胞的星型胶质细胞和小

胶质细胞，且由此导致继发性炎症应答级联 (Prineas，Kwon，et al.2001)。然后在病情恶

化的过程中，脊髓的炎症愈发突出，并导致运动的明显损害，且在某些情况下导致小鼠个体

死亡。因此，作为预防疾病恶化进程的一种有前途的策略，抗炎干预已经吸引了相当大的注

意力 (Rieckmann & Maurer2002)。

[0365] 本研究所发现的 ApoE模拟肽的有益作用包括延缓 EAE症状的出现、减轻疾病严重

程度并促进恢复。采用标准方案以 MOG肽进行免疫或以 LPS/IFN-γ处理，观察到了一种导

致严重丧失能力的疾病。以这种免疫方案处理且随后尾静脉注射盐水载体或反向肽 ( 即

ApoE149-133)的动物，其疾病的临床症状与注射 COG133的动物相比明显恶化。因此，本研

究说明 COG133 可用于对 MS 进行治疗性干预，同时还提示改进的肽衍生物例如 COG432 和

COG1410( 它们具有更宽的治疗窗和更高的治疗指数 ) 也可用于进行治疗性干预。有趣的

是，我们实验室先前的工作发现 COG133发挥抗炎作用 (Lynch，Tang，et al.2003)。COG133

在原代神经胶质培养物以及 BV2 细胞 ( 鼠小胶质细胞系 ) 中均明显抑制 LPS 诱导的 NO 和

TNF-α的产生 (Laskowitz，Thekdi，et al.2001)。现在，本研究表明 COG133显著改善 EAE

的症状，这为 ApoE肽在体内发挥抗炎作用这一认识提供了新的证据。
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[0366] 实施例 6：ApoE模拟肽在胶原诱导的类风湿性关节炎小鼠模型中的抗炎活性

[0367] 有关自身免疫病模型 EAE 和 EAN 中缺乏 ApoE 的不同体内研究已经指出，ApoE 通

过抑制以下两方面而保护小鼠免于出现更加严重的疾病程度和死亡：1) 炎症应答的程度；

和 2)由慢性、Th1介导的自身免疫应答所加重的组织破坏的量。因此，可以研究 ApoE模拟

肽在胶原诱导的类风湿性关节炎模型中的疗效。

[0368] 按照 Moore(2003)的方案在 DBA/1小鼠中产生胶原诱导的关节炎。这一方案类似

于 Chondrex Inc所推荐的使用 II型胶原在小鼠中产生 CIA的方法。采用该方法可常规达

到 80-100％的发病率。我们将在疾病出现的第 1天开始治疗小鼠病进一步处理 14天，达到

小鼠致敏后大约 40天。

[0369] 通过以下方案使小鼠对 II 型胶原致敏。可将 0.01M 乙酸溶液加入鸡 II 型胶

原使浓度达到 4mg/ml(Chondrex Inc.，Redmond WA)。将胶原溶解过夜并将悬液在滚筒

上混合，4℃。将加入等体积冰冷的弗氏完全佐剂对溶解的胶原进行乳化。弗氏完全佐

剂的组成将是弗氏不完全佐剂加上热灭活的结核分枝杆菌 (H37Ra 株 )，其浓度为 4mg/

ml(DifeoLaboratories，Detroit MI)。各小鼠可在尾根部皮内注射 100μl。将在致敏后 21

天腹腔内注射 100μl加强注射剂，其含有溶于 0.01乙酸的、1mg/ml的牛 II型胶原。采用

这一方案，一般会在致敏后大约 25 天开始出现症状。不过，将直至小鼠出现关节炎症状的

第 1天才开始为期 14天的治疗。我们预期处死动物的平均时间是在致敏后的第 40天。当

其他各组进行致敏和加强时，假关节炎组将不注射抗原。在 3个独立的实验以及 2个验证疾

病模型的预实验中，总共将使用 270只 10-12周龄的雄性 DBA/小鼠 (Jackson Laboratory，

Bar Harbour，Maine)。

[0370] 将小鼠随机分配至各处理组。每组将为 15只小鼠。将测试阴性对照，其仅由载体

(PBS) 组成；反向肽对照 (2.7mg/kg)；阳性对照，由地塞米松 (1.0mg/kg) 组成；以及以下 3

种剂量的 COG133或其他 ApoE肽，稀释于无菌盐水：0.3、0.9和 2.7mg/kg。剂量基于初步结

果部分所给出的体外和体内实验数据。将通过腹腔内注射的方式每日施用 ApoE肽、载体或

地塞米松，方案如下：第 0 天，致敏；第 21 天，加强；大约第 21-25 天，对活动性疾病进行 14

天的治疗；大约第 40天，出现疾病后 14天处死。在整个实验中将每日分析小鼠的疾病严重

程度和爪的肿胀情况直至处死小鼠。在疾病的第 14天，将通过 CO2 窒息处死小鼠，称重，评

价炎症和疾病严重程度。将切取各髌骨，干燥并称重。

[0371] 还将评价 COG133 对炎症和健康小鼠骨质丢失的治疗作用。假处理组的小鼠在对

其他小鼠造成胶原诱导的关节炎的时间点并不进行致敏和加强。这些小鼠将接受高剂量的

COG133治疗 (2.7mg/kg)或 COG1410治疗 (0.6mg/Kg)达 14天。开始研究前，我们将使用一

组未处理的小鼠，通过组织学和生化手段验证CIA模型。10只DBA/1雄性小鼠将按照如上所

述进行致敏和加强，但不治疗，通过测量爪的体积监测炎症参数，疾病 14 天后将小鼠处死，

称重，并将收集血液以测定抗 II型胶原 IgG。5只小鼠将被切取骨关节用于组织学分析，以

确定 CIA的存在及其一致性，另外 5只小鼠将切取各髌骨，干燥并称重以确定骨质丢失的可

测定性和可重复性。另外 5只健康的年龄匹配对照小鼠将被处死以获得组织学和髌骨骨量

的基线值。这一实验将重复一遍以确定我们有关疾病严重程度结果的一致性和可重复性。

在处死动物时，将涉及外周血；分离血浆，然后使用 ELISA 分析其中抗胶原抗体的量。将使

用商品化检测试剂盒，即 小鼠 IgG 抗 II 型胶原 ELISA 试剂盒，以确定 II
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型胶原致敏和加强的一致性 (Chondrex)。

[0372] 通过组织学手段验证 CIA：将切除踝关节和腕关节并固定于 10％的缓冲福尔马林

中，然后在 10％甲酸溶液中脱钙 3天 (Kawabuta et al.2003)。将组织送至 Duke大学医学

中心病理科或合适的商业卖主以便进行石蜡包埋，切成 6 微米切片并在玻璃载片上封片。

以三种不同方式对载片进行染色以便对以下疾病标记物进行评价：骨关节中存在的胶原量

的改变 (Masson 三色法 )，软骨的减少 ( 番红 O)，和形成血管翳组织、关节间隙变窄以及炎

症细胞侵润 (苏木精和曙红 )。将采用半定量方式评价组织切片 (van Meurs et al.1999；

Beehler et al.2003；Kawabata et al.2004)。

[0373] 通过爪体积定量炎症应答：疾病严重程度 / 临床积分将按照 Moore(2003) 所述进

行评价。每一显示出受累迹象的指趾的积分为 1 分，任何后肢或前肢的炎症的积分为 1 分

/ 肢体，足垫、踝或腕的肿胀，每一处均为临床积分增加 1 分。还要记录炎性肢体的总数 /

小鼠。将使用数字式体积测量仪 (plethysmometer)( 爪体积测量仪，Stoelting Co.Wood 

Dale，IL) 来测量爪的肿胀程度随时间的改变，并将其表示为平均值 +/- 标准误 (SEM)/ 实

验组。为确保对爪体积改变进行测量的一致性，在实验开始前 2 周将给小鼠在致敏前的肘

关节和膝关节处纹上一条线，这样便能够对各只小鼠的爪的量进行一致的测量。通过计算

研究过程中各只动物的曲线下面积而确定总的爪肿胀程度。将来自各实验组的数据表示为

总的爪肿胀的平均值±S.E.M。

[0374] 骨质丢失的量化：在处死小鼠时，将切除各个髌骨。将各个髌骨在 70℃干燥过夜

并再次称重。将髌骨的重量表示为相对于类似年龄和体重的健康小鼠的百分数。同样，实

验组的髌骨的干重将表示为平均值±S.E.M。

[0375] 统计学：将通过方差分析 (ANOVA) 来确定实验组之间的差别，而各组对之间的差

别将通过 Mann-WhitneyU-检验而确定。P值≤ 0.05将被认为具有显著性。

[0376] 我们预期正常小鼠对上述推荐的治疗剂量和时间条件下的 COG133、COG1410和其

他 ApoE模拟肽能够良好耐受。使用 COG133在具有 EAE的小鼠中的初步数据已经表明该肽

能够被良好耐受。此外，预期这种治疗能够在疾病后 14天时对 CIA的严重程度以及炎症和

骨质丢失的测量值产生剂量依赖性的抑制。我们预期 COG133 不会专门作用于炎症过程或

骨质丢失，而是以同等的程度减轻疾病的这两个方面。

[0377] 实施例 7：ApoE模拟肽在经刺激的兔滑膜成纤维细胞中的抗炎活性

[0378] 血管翳组织由在患有类风湿性关节炎的患者和患有 CIA 的小鼠的骨关节内发

生过度增殖的滑膜细胞组成。由于其产生细胞因子、MMP 和一氧化氮 (Pillinger et 

al.2000)，因此这种组织是造成软骨和骨破坏的主要因素。利用在生理学上与该疾病过程

相关的细胞来测试 RA 的候选治疗方法将有助于确定该治疗在体内可能产生的潜在的有益

作用。

[0379] 将 HIG-82细胞 (美国典型培养物保藏中心，Manassas，VA)培养于 Ham’s F-12培

养基中，补充了 10％体积的胎牛血清，50 微克 /ml 的青霉素和链霉素，以及 1mM L- 谷氨酰

胺 (InVitrogen)。细胞生长于 150mm 通风培养瓶 (vented-flasks)(Nunc) 中并于湿化环

境中培养，37℃，5％ CO2。首先以 10ml 的无 Ca+2/Mg+2 的 D-PBS 洗涤 2 次，随后加入 5ml 的

1/5000 稀释的 Versene 储存液 (InVitrogen)，将 HIG-82 细胞自培养瓶底部脱离下来。通

过离心 (200xg，7分钟 )并轻柔地重悬于培养基中而洗涤经 Versene处理的细胞。
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[0380] 测定来自 HIG-82细胞培养物的上清液中的 MMP和 NO的实验方案基于 Panagakos 

et al.(2000)以及 Kolomyikin et al.(2002)所公开的方法。简言之，将 2ml培养基内的

2.0x105 细胞加入 12 孔板 (Nunc) 的各孔中并生长至汇合。当细胞汇合后，培养基将被自

孔中吸出并加入 1ml的无血清培养基。24小时后，将以炎症介质在存在或不存在浓度逐渐

增加的 COG133的情况下处理滑膜成纤维细胞。再 24小时后，收集上清液并分析一氧化氮、

TNF-α以及 MMP-1、3-9和 13。

[0381] 为了测试 COG133 或 COG1410 是否抑制滑膜成纤维细胞产生 TNF-α，将以

LPS(0.001、0.01和 0.1微克 /ml)在存在或不存在 COG133或 COG1410(0.1、0.5、1、3、10和

25微摩尔 )的情况下活化 HIG-82细胞。将收集上清液并以商品化的兔 TNF-αELISA试剂

盒 (BD Biosciences)进行分析。如在 MMP和 NO实验中那样，在测试 COG133或 COG1410之

前，将进行时间过程研究来确定 TNF-α产生的峰值时间。

[0382] 我们的目的是在以最适于各种测试法的浓度和孵育时间的条件下，以多种剂量的

各促炎性介质刺激后，测试以载体、反向肽、COG1410或 COG133(或其他 ApoE模拟肽 )处理

的滑膜成纤维细胞的 TNF-α、MMP和 NO的产生情况。初步的实验将建立以 LPS(E.coli055：

B5，Sigma)、IL-1β(R&D Systems)或 TNF-α(R&D Systems)处理培养物以及以 IL-1β和

TNF-α对培养物进行共处理来活化 HIG-82细胞的最佳浓度和孵育时间。

[0383] Pillinger et al.(2000)在分析 MMP(MMP-1和 13)和 NO时使用了 20ng/ml的重

组人 IL-1β或 TNF-α来活化 HIG-82细胞。据报道，HIG-82细胞产生 MMP的最佳时间的范

围在 14-48小时。用于刺激出峰值 MMP产生的人 IL-1β的浓度也是不同的 (0.001-20ng/

ml)(Panagakos et al.2000；Kolomytkinetal.2002；Pillinger et al.2004)。一旦用于

产生 TNF-α、NO和 MMP1、3、9和 13的最佳条件得以建立，将至少进行 3次独立的、一式 4份

的实验，如表 3所示。将测试各介质的次最佳剂量、最佳剂量和高剂量。将使用 ANOVA继以

Dunnetts t-检验来确定统计学的显著性。

[0384] 基质金属蛋白 (MMP) 活性测定：我们建议使用 Cognosci：多酶 / 多试剂测定系统

(MEMRAS；Rasmussen et al.2004)中建立的方法测量 MMP1、3、9和 13。MEMRAS能够在单一

样品中测量多种 MMP的活性。数据将表示为在各实验组中检测到的平均浓度±S.E.M。

[0385] 测定 NO：使用 Greiss试剂系统 (Promega，Madison WI)来测定来自细胞培养实验

中的上清液，以测量一氧化氮、亚硝酸根 (NO2-)的稳定的、非挥发性的降解产物。数据表示

为相对于阳性对照 (细胞加 LPS或细胞因子 )的平均百分数±S.E.M。

[0386] 测定兔的 TNF-α：用于捕获并检测兔 TNF-α 的抗体对以及兔 TNF-α( 标准品 )

是商品化的 (BD Biosciences)，将根据生产商的说明使用以确定由 HIG-82 细胞所产生

的 TNF-α 的量。数据将表示为相对于阳性对照 ( 细胞加 LPS 或细胞因子 ) 的平均百分数

±S.E.M。

[0387] 为了确保我们所观察到的 MMP、NO 或 TNF-α 的量的任何降低都不是由于细胞死

亡导致的，将在所有推荐的实验条件下进行 HIG-82 细胞的活力分析，使用的是 MTT 测定法

(Promega，Madison WI)。

[0388] 实施例 8：穿透蛋白 -COG133缀合物

[0389] ApoE模拟物在 TBI的鼠模型中具有神经保护性

[0390] TBI后 30分钟，以 406μg/kg COG133或盐水载体处理小鼠。损伤后 24小时，以盐
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水处理的动物在旋转棒测试法 ( 图 15A) 测定中出现运动协调性和平衡性的严重缺陷。这

种运动缺陷与体重下降相关 (数据未显示 )。以 COG133处理的小鼠在各天的表现均明显优

于其相应的盐水处理对照，p<0.01(Lynch et al.，2001)。这种功能上的恢复与 COG133处

理的小鼠相对于盐水处理的小鼠而言其海马中的神经元死亡的减少有关联，p<0.05；数据

未显示。这些结果强烈提示静脉施用 COG133 改善了旋转棒上的表现并预防了与头部损伤

相关的神经元死亡。

[0391] 除了以旋转棒对神经系统功能的急性期恢复进行大体测试之外，申请人还在 TBI

后 20 天测试了慢性期恢复情况，这是通过研究动物在 Morris 水迷宫任务 (Morris，1984)

中表现的改变而进行的。这一任务测试的是动物将视觉 - 空间线索整合为有效的参照记

忆的能力。在这一任务中的表现与临床上头部损伤人群中所见的神经精神障碍相关联

(Skelton etal.，2000)。如图 15B所示，头部损伤的小鼠经静脉施用 COG133处理后在第 23

和24天的表现明显优于接受静脉施用盐水载体的对照组受损动物，p<0.01(Lynch et al.，

2001)。这一系列的实验已经在原理求证 (proofof principle) 方面证实在小鼠 TBI 之后

30分钟时静脉施用 COG133是具有神经保护性的。这种保护性作用一直延伸至神经运动、神

经认知以及神经病理学的终点。

[0392] 穿透蛋白 -COG133在 BV-2细胞中的活性

[0393] 在先前的工作中，申请人证实 COG133对 BV2鼠小胶质细胞中的由 LPS刺激引起的

亚硝酸根分泌具有剂量依赖性的抑制作用。如图 16 所示，剂量大约为 3μM 的 COG133 达

到了 50％的抑制。在申请人的初步工作中，使用了两种最为常见的 PTD，即 TAT 和穿透蛋

白。如图 17所示，TAT-COG133缀合物在 25-1000nM范围内无效。高于 1000nM的剂量导致

超过 90％的细胞死亡 (数据未显示 )。图 18显示穿透蛋白 -COG133缀合物明显较 COG133

更为有效。穿透蛋白 -COG133(COG4502) 在大约 30nM 造成了 50％的抑制。而在本实验所

采用的剂量范围内，单独使用 COG133 均未能达到 50％的抑制。图 18 的数据与图 16( 其

中在 3μM 达到了 50％的抑制 ) 的数据之间的对比说明，当缀合于穿透蛋白后 (COG4502)，

COG133的效力提高了大约 100倍。这些初步的结果说明，TAT-COG133具有细胞毒性，而穿

透蛋白 -COG133(COG4502)显著提高了 COG133在 BV2小胶质细胞中的效力。

[0394] 为了进一步确定 PTD 缀合的 COG133 的效力，以不同浓度的 PTD-COG133(PTD 和

COG133的序列见表 7)处理 BV2细胞，测定 NO的产生并且基于细胞活力进行标准化。如图

19所示，COG133与所有测试的 PTD进行缀合均不同程度地增强了 COG133的效力。确定了各

化合物的 IC50，即 PTD-COG133缀合物相对于未处理的对照对 NO产生造成的抑制达到 50％

的浓度。如图 19 所示且更详细地如表 7 所示，COG133 在所测试的最高浓度即 25μM 几乎

不能将 NO的产生降低至未处理对照的 50％，而 antpCOG133在 0.7μM的剂量即可做到，并

在 25μM 时达到 100％的抑制。有趣的是，截短的 antp PTD，即 antp(52-58)，虽然曾有其

他的体外研究 (Fisher et al.2000) 报道其与全长 antp 同样有效，却呈现出明显降低的

效力，IC50为 11μM。SynB3、SynB5、和 8R以类似的程度增强 COG133的活性，IC50分别为

5.9μM、3.2μM、和 4μM。AntpCOG133 是最有效的缀合物，相对于 COG133 而言其效力提高

了 40倍。

[0395]  

表 7.PTDCOG133的特征                              体外                              体内       
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    PTD           序列              IC50NO       IC50TNFα       LD50         治疗窗时间增宽？

Antp          RQIKIWFQNRRMKWKK      0.7           1.1            7.0          是；以 4X测试

antp(52-58)   RRMKWKK               11            未测定         20           未测定

SynB3R        RLSYSRRRF             5.9           5.1            9.5          是；以 4X测试

SynB5         RGGRLAYLRRRWAVLGR     3.2           4.2            7.7          否；以 6X测试

polyArg(8R)   RRRRRRRR              4.0           4.2            5.3          未测定

COG133        LRVLASHLRKLRKRLL      25            15             20

[0396] 为了确定在体内是否会出现相似的结果，申请人在 TBI 之后的不同时间给小鼠施

用了 TAT-COG133和穿透蛋白 -COG133(COG4502)缀合物。

[0397] 穿透蛋白 -COG133(COG4502)在体内的活性

[0398] 在 TBI 之 后 的 不 同 时 间 给 小 鼠 施 用 了 COG133、TAT-COG133、或 穿 透 蛋

白 -COG133(COG4502)，并通过在旋转棒任务中的表现来分析效果。图 20 所示的结果提示

COG133与穿透蛋白相缀合可增加 COG133的治疗窗，而以 TAT-COG133处理则无效且与盐水

相似 (数据未显示 )。这些结果与在 BV2细胞中筛查 COG缀合物的活性所得到的结果相一

致，从而确立了 BV2细胞用作 COG活性的首要筛查手段的正确性。

[0399] 申请人已经在体外和体内证实了 COG133 具有抗炎和神经保护性的特性。尽管转

运的机制有可能是通过一或多种已知的 ApoE受体，但清楚的是 PTD例如穿透蛋白具有将运

载物转运穿过细胞膜的能力，且在某些情况中具有转运穿过 BBB 的能力。基于来自 BV2 细

胞的以及体内的初步结果所形成的可靠基石，申请人提议检验这一假设，即 COG133 与不同

PTD相缀合能够增强 COG133的效力和治疗窗。当前还没有一种确定有效的神经保护性药物

可用于治疗 TBI。这是开发作为平台输送载体的新的 PTD的策略中的第一步。利用新的 PTD

类似物来增强输送通过 BBB将拓展能够以 COG133进行治疗的神经系统疾病的范围，使之囊

括那些缺乏在 TBI中所见的明显 BBB突破口的疾病。此外，COG133穿过细胞 (transcytose)

的能力将增强其全身的活性，有可能使得 COG133作为抗炎治疗药物而获得广泛的用途。

[0400] 实施例 9：鉴定促进 COG133 在 BV2( 鼠小胶质细胞 ) 细胞中的细胞内输送和功能

的 PTD

[0401] 实验设计：采用随机化设计，其中自变量是 PTD 而因变量将是培养基中的一氧化

氮水平。

[0402] 合成 PTD-COG133 缀合物：肽由 New England Peptides 或其他合适的商家合成，

纯度达 95％，以无菌等渗 PBS 重新配制。将各 PTD 连接于 COG133 的 N 端，COG133 序列为

LRVRLASHLRKLRKRLL(SEQID NO.1)。注意 COG133具有 5个精氨酸。有报道认为精氨酸对于

PTD的转胞吞作用是至关重要的，因此精氨酸的存在提示 COG133自身可具有 PTD的特征和

/或可促进 PTD转运。

[0403]  

                     PTD序列                    

TAT(48-60)                           GRKKRRQRRRPPQ

穿透蛋白 (aka Antp43-58)              RQIKIWFQNRRMKWKK

Antp(52-58)                          RRMKWKK

SynB1                                RGGRLSYSRRRFSTSTGR

SynB3                                RRLSYSRRRF

SynB5                                RGGRLAYLRRRWAVLGR

polyArg(8)                           RRRRRRRR

[0404] 细胞培养：BV-2 是一种熟知的鼠小胶质细胞系 (Bochinni，1992)，将其培养于高
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糖含量的 DMEM 中，其中添加了 1％的青霉素 / 链霉素，10％的胎牛血清，1％的非必需氨基

酸，和 1％的丙酮酸钠。细胞生长直至汇合；胰蛋白酶消化；离心；重悬于无血清 OptiMEM，

其含有 1％ N2 补充物，1％的青霉素 / 链霉素，1％的非必需氨基酸氨基酸，和 1％的丙酮酸

钠；并以 20,000个细胞 /孔的浓度接种，以去除任何非粘附的细胞和血清。

[0405] LPS 刺激细胞并以 PTD-COG133 处理：以 OptiMEM 洗涤 BV2 细胞以确保去除血清，

以 200μl的新鲜 OptiMEM覆盖，然后以一定浓度范围的 PTD-COG133(或以适当稀释的碳酸

氢铵载体对照溶液 )以及 100ng/ml来自大肠杆菌的 LPS(Catalog No.L8274，Sigma)进行

处理。LPS刺激后 24和 /或 48小时收集上清液并用于测定亚硝酸根。

[0406] 定量一氧化氮 (NO)：通过比色 Griess 试剂系统 (Promega) 测定培养基中累积的

亚硝酸根 (NO产生的稳定终产物 )；在 540nm确定吸光度。

[0407] 细胞活力测定：使用非放射性细胞活力分析法测定细胞活力 (CellTiter96AQ，

Promega)。该方法检测的是活细胞将 MTS(3-(4，5- 二甲基噻唑 -2-)-5-(3- 羧基甲氧基苯

基)-2-(4-磺苯基)-2H-四唑(3-(4，5-dimethylthiazole-2-)-5-(3-carboxymethoxyphen

yl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium))生物还原为 Formazan的过程。在λ490nm测

定比色法的吸光度。测定细胞活力并以其对亚硝酸根结果进行标准化。

[0408] 数据收集和统计学分析：实验在针对最少 3 个不同培养组的每一实验条件最少分

析 6 个孔的基础上进行。数值可表示为平均值 ±SEM。将采用非配对学生 t 检验或 ANOVA

来确定显著性。

[0409] 实施例 10：评价候选 PTD-COG133缀合物增强 COG133的效力和 /或扩展 COG133的

治疗窗的能力，使用的是已经建立的小鼠创伤性脑损伤的恢复模型

[0410] 实验设计：采用随机化设计，两个自变量为：a) 损伤与治疗之间过去的时间 ( 即

30、60、90、和 180 分钟 )；和 b) 根据在 BV-2 细胞中的表现而确定的前三种 PTD-COG133 缀

合物。因变量将是旋转棒积分和体重。

[0411] 可控气动冲击装置的头部损伤模型：在氧气中加入 4.3％的异氟烷，以 50％的

FiO2在麻醉诱导盒中诱导 90秒，将小鼠麻醉。气管插管，肺部机械通气，并以含 1.4％异氟

烷的 50％ O2 和 50％ N2 进行麻醉。通过体表加热 / 冷却将体温维持于 37℃。将各小鼠放

置于立体定位装置上。暴露颅骨的顶部以确定解剖学标志。给动物进行可控式颅骨撞击，

使用的是气动冲击 (Air-Power，High Point，NC)或者是具有可控速率 (6.0±0.2m/sec)和

垂直位移 (3.0mm)的 2.0mm钢制尖端撞针 (impounder)。将让动物恢复自主通气，然后撤除

插管。恢复后的小鼠将可自由摄取食物和水 (Lynch，et al.，2001a，b)。

[0412] 药物施用：在 TBI 后 30、60、90、或 180 分钟，给小鼠静脉注射 100μl 的无菌磷酸

缓冲盐载体、剂量为 1mg/kg的 COG133、或剂量为 1

[0413] mg/kg的各种 PTD-COG133缀合物。基于以前的经验，每个实验处理组将使用 20只

动物，以获得足以进行统计学显著性比较所需的数据。

[0414] 旋转棒测试：在实验性 TBI之前 2小时进行旋转棒测试。简言之，捉住尾巴提起各

小鼠并将其轻轻放置在旋转棒上，旋转棒以慢而稳定的速度旋转。5至 10秒钟后，将旋转棒

切换至加速模式并启动计时器。当小鼠自旋转棒上坠落时或当小鼠抓住棒并旋转两圈 (旋

转 720度 )时停下计时器。休息 5分钟后，将同一只小鼠再次放置在旋转棒上，开始第二轮

测试，再次测定“等待时间”或在旋转棒上停留的时间。再次休息 5 分钟后，进行第三轮测
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试，并将再次测定各小鼠的等待时间。在 TBI 之后的那天 ( 大约在撞击后 20 至 24 小时 )

以及随后的 5 天内的每天，各小鼠在旋转棒上进行 3 次测试，如下所述，这样可使得各小鼠

能够成为其自身的对照。进行数据分析时，将一组小鼠中的各小鼠的 3 个等待时间平均并

计算标准差。选择这一测试模式的原因在于我们此前对 TBI的研究发现该模式具备检测出

存在创伤后功能障碍以及随后的恢复情况的敏感性 (Lynch et al.，2001a，b)。所有测试

均由对分组情况不知情的研究者进行。

[0415] 数据收集和统计学分析：数值可表示为平均值 ±SEM。将采用非配对学生 t 检验

或 ANOVA来确定显著性。

[0416] SynB3-COG133的结果：图 23所示结果提示，创伤性脑损伤后 2小时尾静脉注射单

剂 SynB3-COG133缀合物即可显著改善小鼠头部创伤的结果 (通过测定旋转棒等待时间 )。

[0417] 实施例 11：COG133的抗炎特性

[0418] 为了测试衍生自 ApoE 全蛋白的肽是否具有与 ApoE 全蛋白相同的抗炎活性，我们

最初发现，加入 COG133(aka.ApoE133-149) 或 ApoE130-149 以剂量依赖性方式抑制经脂多

糖 (LPS) 刺激的 BV2 小胶质细胞系释放 TNFα(Laskowitz et al.2001)。相反，以错义肽

处理的细胞未能抑制 TNFα的释放。类似地，COG133和 Apoe130-149显著降低以 LPS处理

的 BV2细胞释放一氧化氮，而错义肽处理未能抑制一氧化氮的释放。这些结果证实，当存在

COG133时，巨噬细胞经 LPS刺激后所释放的细胞因子 (TNFα)和自由基 (NO)明显减少，这

提示 COG133可起到抗炎剂的作用。见美国专利申请 No.10/252,120，在此通过引用将其全

部内容并入本申请。

[0419] 我们接下来研究 COG133(ApoE133-149)在整体动物水平 (Lynch etal.2003)抑制

炎症应答的方式是否与其在细胞模型中的方式相同 (Laskowitz et al.2001)。当与 LPS共

施用时，COG133ApoE-模拟肽明显降低血清 TNFα和血清 IL-6水平。除了在外周抑制细胞

因子释放，我们还研究了尾静脉注射 LPS 加 COG133 对野生型小鼠脑内细胞因子 mRNA 水平

的影响 (Lynch et al.2003)。相对于 LPS加盐水，给动物注射 LPS加 COG133后 3小时，动

物的 TNFα和 IL6mRNA水平明显降低，这提示施用 COG133(一种 ApoE模拟肽 )可明显抑制

LPS在整体动物模型中所诱导的炎症。

[0420] 实施例 12：内源性 ApoE蛋白的放射防护作用

[0421] 为了证实 ApoE 的抗炎作用可用于保护正经受 TBI 和放疗的对象，我们对 7Gy 和

8Gy的 TBI对表达小鼠 ApoE蛋白的野生型 C57B1/6小鼠的影响与 7Gy和 8Gy的 TBI对 ApoE

敲除小鼠 (Jackson Labs，BarHarbor，ME)的影响进行了比较。在 0时对各组的 10只小鼠

进行照射并在随后的 36天内随诊它们的存活率。如图 22所示，暴露于 7Gy的野生型小鼠在

30天的时间过程中无一死亡，而 10只 ApoE敲除小鼠中有 2只在照射后第 13天死亡 (20％

的死亡率 /80％的存活率 )，其他小鼠在 30天的时间过程中无死亡。当一组 10只野生型小

鼠暴露于 8Gy 的 TBI 时，在照射后第 21 天有 4 只死亡，还有 2 只在第 23 天死亡，其他小鼠

直至第 36未再出现死亡。当一组 10只 ApoE敲除小鼠暴露于 8Gy的 TBI时，在照射后第 10

天有 6只死亡，还有 2只在第 11天死亡，最后 2只在第 12天死亡。

[0422] 有若干种方式来概括上述 8Gy TBI的结果：最高达 100％的 ApoE敲除小鼠在照射

后第 12天死亡相对于最高达 60％的野生型小鼠在照射后第 23天死亡。或者，60％的 ApoE

敲除小鼠在照射后第 10天死亡相对于 60％的野生型小鼠在照射后第 23天死亡。无论是哪
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一种结果表述方式，显然的是，APOE 敲除小鼠缺乏 ApoE 蛋白与早期死亡相关，并与相对于

含有 ApoE的野生型动物而言 APOE敲除的动物中有更高百分比的动物死于给定剂量的 TBI

这一点相关。这一发现提示本发明人，ApoE 蛋白具有保护作用，其提高整体动物在 TBI 后

的存活，并与以前的一些实验相一致，那些实验提示 ApoE 缺陷可加重暴露于高电荷、高能

(HZE)粒子时的行为毒性 (Higuchi et al.2002)。

[0423] 全身照射与全身炎症明显增加有关。我们和其他一些研究者已经发现，暴露于

TBI 的小鼠血液中的细胞因子水平显著升高 (Budagov2004 和待发表结果 )。Budagov 和

Ul’ianova(2004) 最近发现，给接受 7.5Gy 的 TBI 加 10％体表全层烧伤 (full-thickness 

burn)的小鼠施用抗 IL6单克隆抗体，结果使得损伤后第 30天的存活率明显提升至 60％的

水平，而暴露于相同损伤但没有接受抗 IL6单克隆抗体的小鼠的死亡率为 100％。Van der 

Meeren et al.(2002) 的报道显示，小鼠暴露于 8Gy 的 TBI，2 小时之后每天接受 rIL11 共

5天，这些小鼠明显受到保护而免于死亡。具体而言，在 TBI后第 30天，rIL11处理组的存

活率为 74％，而安慰剂处理的对照组的存活率为 11％ (p<0.001)。这些研究强烈支持这一

观点，即调节肌体的免疫应答在提高暴露于全身照射的个体的存活方面具有明显的积极作

用。

[0424] 基于ApoE在炎症中的作用，我们研制了COG133，这是一种具有全ApoE的组织保护

活性的小肽 (图 22)(Laskowitz et al.2001，Lynch et al.2003，Lynch et al.2005)。利

用脂多糖 (LPS) 在野生型小鼠中诱导的炎症，与 LPS 和盐水载体处理的野生型小鼠对照相

比，以 COG133 治疗显著降低了血液和脑内肿瘤坏死因子 α(TNFa) 和白细胞介素 -6(IL6)

的释放。在实验性施加创伤性脑损伤后诱导炎症的另一野生型小鼠模型中，我们报道了当

创伤性脑损伤后30分钟施用COG133时，其能够有效地预防死亡并恢复行为功能(Lynch et 

al.2005)。在更近的研究中，我们发现腹腔途径施用 COG133 同样可有效降低给小鼠注射

LPS 后引起的炎症 ( 数据未显示 )。我们的结果指出，在存在内源性水平的天然 ApoE 蛋白

时 COG133 可有效减轻炎症，且既便 COG133 是在炎症刺激之后才施用的，COG133 也依然具

有上述作用。

[0425] 实施例 13：在存在和不存在 COG133的情况下正经受 TBI的小鼠的存活

[0426] 考虑到 TBI刺激炎症而 cog133(一种 ApoE模拟物 )可在整体动物中调节炎症，我

们测试了 cog133改善暴露于全身照射的野生型小鼠的存活的能力。

[0427] 根据我们已经进行的独立研究，COG133 的最大耐受剂量是 14mg/Kg( 数据未显

示 )。该最大耐受剂量是指以该剂量的 COG133进行尾静脉注射时，注射后 24小时之内无动

物死亡。我们也已经报道，共施用 COG133使得 LPS介导的 TNFa和 IL6水平显著降低 (Lynch 

et al.2003)。因此，我们将给接受 0至 12grey的全身照射 (TBI)的小鼠施用 COG133，施用

的 COG133的量 (剂量 )在 0至半数最大耐受剂量 (0至 0.5x MTD)的范围内。这样便可以

比较单独 TBI的作用、单独 COG133的作用、以及 TBI加 COG133的作用。

[0428] 最初要测试的放射剂量的范围 (0至 12Gy)将覆盖中等剂量和低剂量照射 (Hall，

2000)。在中等剂量放射 (5至 12Gy)的情况下，预期数天内出现死亡，且伴有腹泻和胃肠道

粘膜破坏 (称为胃肠道综合征 )。在低剂量放射 (大约 2.5至 5Gy)的情况下，死亡出现在

暴露后的数周，且原因在于造血器官 (称为骨髓性死亡或造血综合征 )。因此，可以预见到

较高剂量组中会出现早期胃肠道综合征，而在较低剂量组中会出现迟发的造血综合征。
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[0429] 如图23所示，表达ApoE蛋白的野生型小鼠当暴露于10Gy的TBI时出现LD100/12(即

暴露于 TBI 的小鼠 100％在照射后第 12 天死亡 )。相反，TBI(10Gy) 后 1 分钟接受腹腔内

注射单剂 COG133(4mg/Kg 溶于盐水 ) 的小鼠具有更好的存活率 LD100/13，优于以盐水处理的

对照。如果我们给小鼠 10Gy 的 TBI，然后 1 小时后首次施用 COG133(4mg/Kg)，继以在 TBI

后第 1、2、和 3 天施用 COG133，存活率进一步改善为 LD100/16，这明显优于以盐水处理的对照

(p<0.01)。这些初步实验以及有关在 TBI中使用免疫调节剂的文献报道 (见上 )，驱使我们

进一步测试 COG133 的能力，看它是否能够达到在 TBI 后 30 天明显提高存活率这一放射生

物学标准。

[0430] 这些结果表明，在 C57B16 小鼠暴露于 TBI 后施用 COG133 使得其寿命相对于接受

放射和盐水载体但缺乏 COG133 而言得以延长。尽管这些动物均未存活至 30 天，但我们还

是使用了 10Gy这一更高剂量，这使得盐水处理的小鼠在照射后 12天 100％死亡 (LD100/12)。

尽管接受 10Gy 照射继以 COG133 处理的动物也全部死亡，但它们是在第 14 天和第 16 天死

亡的，这些存活时间显然与施用 COG133 的方式有关。接受 4 个剂量的 COG133 的动物在照

射后存活的时间明显长于盐水载体处理组，以 ANOVA进行分析 (p<0.05)。也可以说，暴露于

10Gy的各组的 LD50为：盐水对照，LD50/10；照射后 1分钟施用 COG133，LD50/12；而照射后

1小时加照射后第 1、2、和 3天施用 COG133(共 4个剂量的 COG133，每剂 1mg/Kg)，LD50/14。

尽管我们希望将这一结果作为剂量降低系数 (dose reduction factor) 或 DRF 的方式给

出，但由于这组数据是以单一放射剂量而获得的，因此这是无法做到的。将需要在一个实验

中施用不同剂量的放射以便在存在和不存在 COG133的情况下经验性测定 LD50/30，然后才

可能计算出 DRF。对于一给定的致死率，剂量降低系数等于存在 COG133时的放射剂量除以

不存在 COG133时的放射剂量。利用这一计算方法，Hall(2000)报道，当在照射事件即将发

生之前施用氨磷汀 (amifostene)时，氨磷汀在照射后第 30天的剂量降低系数为 2.7。尽管

计算出的最大剂量降低系数在 2.5至 3之间 (Hall2000)，但我们关注的是当在 TBI事件之

后施用 COG133时，COG133处理延长小鼠存活时间的能力。因此，我们的目标是证实 COG133

能够保护组织，且因此能够延长接受 TBI之后再接受 COG133的动物的存活时间。

[0431] 我们还将在表达小鼠 ApoE 蛋白的野生型 C57B1/6 小鼠上进行这些实验。我们将

测试给这些野生型的、具有 ApoE 的小鼠添加 COG133 是否会改善其存活率。我们认为这一

点十分重要，因为可能会给人施用辐射防护治疗例如 COG133，而人已经具有 ApoE蛋白。我

们考虑过使用 COG133在 APOE敲除小鼠中进行实验，但觉得这是一个比较低的门槛，且可能

无法达到作为可能施用于已经表达其自身内源性 ApoE 蛋白的人类的治疗方法所需的长期

标准。

[0432] 合成肽：通过 Multiple Peptide Systems(San Diego) 合成肽，经质谱确认其纯

度达 95％，并自其三氟乙酸盐重新配制肽。COG133的序列为：LRVRLASHLRKLRKRLL(SEQ ID 

No.1)而反向 -COG133的序列为：LLRKRLKRLHSALRVRL(SEQ ID No.57)。

[0433] 处理条件：一般来说，各处理组将有 12只 12至 16周龄的雄性 C57BL/6小鼠。我们

将施用的COG133的剂量相当于0x MTD(即盐水载体)、0.1x MTD、0.2x MTD、和0.5x MTD(0、

2.6、5.2、和 13mg/Kg，总共 50mg用于本实验 )(表 8)。首次腹腔内施用 COG133将在全身照

射后 1 小时 ( 即 TBI 后 1 小时 ) 进行，且随后每日注射总共 30 天或直至动物死亡。基于

文献和我们关于 TBI 的初步实验结果，我们将使用 0、4、5、6、7、8、9、和 10Gy 的全身电离照
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射以及上述各个不同剂量的 COG133。因此，4个剂量的 COG133乘以 8个不同剂量的放射得

出 32种不同的处理条件。32种不同的条件乘以每种条件 12只小鼠总共需要 384只小鼠。

为进行全身照射 (TBI)，将小鼠放置于校准的辐照器上并暴露一段时间以产生所需剂量的

电离辐射，按照前面初步结果部分所述进行。将在 TBI后 60分钟通过腹腔注射施用溶于无

菌生理盐水载体中的单纯盐水以及所有化合物，然后在随后的 30天内每天进行 (QD剂量的

COG133)。

[0434] 

[0435] 动物评估：将采用多种方式来确定动物的存活率。死亡是丧失存活，我们将其定义

为在 10 分钟或者更长的时间内完全没有呼吸且对外部刺激例如挤压尾巴和 / 或挤压脚趾

完全无反应性。将在暴露于 TBI 之后的 30 天内的每一天逐日评估各动物的存活情况。将

使用电子秤在进行 TBI之前 3天内的每一天以及 TBI之后 30天内的每一天秤量动物体重。

[0436] 临床征象是与动物的 CNS 活性有关的观测结果 ( 运动活性、运动失调、翻正反射、

和抽搐 )，这些征象是毒性或病态的早期指标。这些观测结果可用于评价动物在 TBI之后的

活动表现能力以及 COG133 是否能够改善这些表现。我们将使用 Dr.Laskowitz( 我们的合

作者 )所描述的改良的神经系统严重程度积分系统 (Neuro-Severity Scoring system)来

得出概括性神经系统严重程度积分 (NSS)(Sheng et al.1999)。将在 TBI之前的 3天内的

每一天以及 TBI 之后的 30 天内的每一天对动物进行评估。进行评估的人是受过训练的观

测者，其并不清楚动物的分组情况。积分为 0 分意味着神经系统检查正常，而积分为 10 分

意味着最严重的神经系统缺陷。将数值概括为“概括性 NSS 积分”，具体如下：1 ＝正常 (0

分 )；2 ＝中等缺陷 (1-6 分 )；3 ＝严重缺陷 (7-10 分 )；4 ＝死亡。在评估期间，动物将返

回其笼中并允许自由获得食物和水。将采用 MannWhitney U统计方法比较神经系统严重程

度积分。

[0437] 对那些看起来表现出过度危重的动物将立即按照供人类使用和护理的动物的

说  明  书CN 101084002 B

54



        52/77页

55

IACUC指南实施安乐死。将按照实施例 4所述对非致死性病态进行评估。通过比较处理的

和未经处理的动物的生存曲线来分析死亡率数据，其中采用对数级检验和 /或 Fisher精确

检验 ( 双侧 )。将使用 Prism 计算机程序来比较所有组之间存活数据的统计学分析结果。

将采用非配对学生 t检验或 ANOVA来确定显著性，p<0.05时认为具有统计学显著性。

[0438] 剂量降低系数：Hall(2000) 将 DRF 定义为：取得相同水平的效果时存在药物 ( 例

如 COG133)时的放射剂量与不存在药物 (例如 COG133)时的放射剂量之比 (例如 LD50/30)。

因此，DRF ＝产生 50％的致死率水平 ( ＝ 50％存活率 ) 时存在 COG133 时的放射剂量除

以不存在 COG133 时的放射剂量。利用自上述研究获得的数据，我们将绘制存活 - 暴露曲

线，从中可内推得到造成 TBI 后第 30 天的存活率为 50％的全身照射剂量 (Henschke and 

Morton1957)。利用来自盐水对照动物的 LD50/30，以及 0.1x MTD 的 COG133、0.2x MTD 的

COG133和 0.5x MTD的 COG133的 LD50/30，我们将计算各个量的 COG133的 DRF。如果 DRF大

于 1，则该结果提示在 TBI后以 COG133处理动物对暴露于 TBI之后的动物的存活具有保护

作用。如果 DRF 是 1，则 COG133 处理没有产生保护作用。如果 DRF 小于 1，则 COG133 的作

用可能是使动物对 TBI更敏感。基于我们的初步研究，见图 3，我们预期 COG133将起到辐射

防护剂的作用，其显著提高暴露于 TBI的小鼠的存活率，并将产生大于 1的 DRF。

[0439] 小鼠是用于这一原理求证实验的合适的动物选择，其原因在于小鼠对 TBI 的反应

一致，其足够小因此能够方便地放置在辐照器上，并且由于体积小可节省用于测试方案中

的 COG133。为了精确测定 COG133在随后的任务中的作用，我们必须给每一处理条件产生一

个完整的放射剂量对存活率的曲线。对于小鼠，暴露于 4Gy 以下的 TBI 通常对存活不会产

生可检测到的影响，因此，在我们推荐的方案中，我们没有将宝贵的动物资源扩展用于那些

低剂量的实验中。不过，可以将来自低剂量照射研究的不同结局作为将来研究的课题。另

一方面，高于 10Gy的 TBI暴露通常导致存活率低于 10％ (超过 90％的死亡 )。尽管从军事

和民用两方面考虑，动物对高于 10Gy 的反应情况都很重要，但我们还是选择集中研究与动

物死亡明显相关的暴露范围。如果我们的治疗干预能够显著改善低剂量至中等剂量 TBI处

理的动物的存活，那么将来的研究将集中在更高剂量 TB I( 例如高于 10Gy 的 TBI) 后对动

物存活的潜在保护作用上。

[0440] 实验进度表：将在为期一年的课题中大约每 6 周对一组 48 只动物进行测试。因

此，建议采用如下进度表：

[0441]  

0-6周 7-12周 13-18周 19-24周 25-30周 31-36周 37-42周 43-48周

0Gy

4Gy

5Gy

6Gy

7Gy

8Gy

9Gy

10Gy

[0442] 实施例 14：用或不用 COG133 处理的 TBI 动物在金属丝悬挂 (wirehang)/ 旋转棒

上的行为表现

[0443] 总体而言，将在金属丝悬挂测试中测试小鼠的肢体力量。如果它们有力量，然后
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将在旋转棒上对其进行测试，旋转棒测试是一种对运动力量和协调性的行为表现的整合测

试。那些在未施加任何应激之前便不能通过这些测试的动物将不被用于我们随后的研究

中。如果接受 TBI加 COG133的动物的表现明显优于那些仅接受 TBI的动物，那么这将说明

COG133可能不仅改善死亡率，而且还可能改善病情。

[0444] 金属丝悬挂测试：为了评估抓紧反射和总体运动力量，将采用金属丝悬挂测试。

在我们所进行的这一测试中，捉住小鼠尾巴将它们提起并置于标准鞋盒笼的金属丝盖子上

(其包括覆盖于 20cm x30cm的鞋盒的整个上方的间隔为大约 1cm的平行不锈钢钢丝，钢丝

直径大约 2mm)。小鼠通常抓住盖子上的金属丝，整个盖子由于小鼠保持在上面而倒垂在放

置于工作台上的泡沫橡胶垫上方大约 20至 30cm处。允许小鼠抓住盖子保持 30秒。如果小

鼠不能抓住盖子并在 30 秒前坠落，记录自倒垂至坠落的时间，这便是等待时间。不坠落的

小鼠其等待时间为 30 秒。在 TBI 之前的 3 天内每天给每只小鼠进行 3 次测试。各测试之

间间隔至少 5 分钟，作为休息时间。每天计算各组的等待时间平均值和标准差。在 TBI 之

后仍以同样方式每天进行金属丝悬挂测试。如果在进行 TBI之前的 3天中的每一天的每一

测试中，动物不能成功进行金属丝悬挂测试且不能在整个 30 秒中保持在金属丝盖子上，则

将它们排除在 TBI 和进一步的研究之外。根据我们的经验，所有健康的野生型 C57B1/6 小

鼠均能容易地通过这一测试。

[0445] 旋转棒测试：每日进行旋转棒 (RR)测试来评估全身照射 (Hamm etal.1994)之后

的短期运动和小脑障碍。将在 TBI 之前的 3 天内的每一天以及 TBI 之后的 30 天内的每一

天进行旋转棒测试。简言之，捉住尾巴提起各小鼠并将其轻轻放置在旋转棒上，旋转棒以慢

而稳定的速度旋转。5至 10秒钟后，将旋转棒切换至加速模式并启动计时器。当小鼠自旋

转棒上坠落时或当小鼠抓住棒并旋转两圈 ( 旋转 720 度 ) 时停下计时器。休息 5 分钟后，

将同一只小鼠再次放置在旋转棒上，开始第二轮测试，并再次测定“等待时间”或在旋转棒

上停留的时间。再次休息 5分钟后，进行第三轮测试，并将再次测定各小鼠的等待时间。

[0446] 每天，各小鼠在旋转棒上进行 3 次测试，如上所述，这样可使得各小鼠能够成为其

自身的对照。进行数据分析时，将一组小鼠中的各小鼠的 3个等待时间平均并计算标准差。

这一测试模式是根据我们以前对行为表现的经验而选择的，我们以前的经验证实旋转棒测

试具备检测出存在创伤后功能障碍以及随后的恢复情况的敏感性。所有测试均由对分组情

况不知情的研究者进行。我们将使用 Prism统计学分析程序反复测定 ANOVA来计算接受实

验性化合物的各组小鼠与接受盐水对照的小鼠之间的差异的显著性，p<0.05时认为具有显

著性。如果在进行 TBI 之前的 3 天中的每一天的每一测试中，动物不能成功完成旋转棒测

试 (对于该年龄的健康小鼠而言等待时间通常为大约 200秒 )，它们将被排除于 TBI和进一

步的研究之外。

[0447] 统计学分析：通过反复测定方差分析对行为后果进行统计学分析，采用 Dunnet’s 

post-hoc 方法对相对于对照组的多重比较进行校正。p<0.05 时认为具有显著性。所有数

值表示为平均值±标准差。

[0448] 实施例 15：COG133——一种具有抗炎特性的 ApoE模拟肽

[0449] 基于 ApoE 蛋白的抗炎特性，我们研发了 COG133，其是一种衍生自具有 299 个氨

基酸的 ApoE 全蛋白 (Laskowitz DT et al.，2001) 中位于受体结合区内的氨基酸残基

(133-149) 的肽。利用培养的巨噬细胞 (Laskowitz DT et al.，2001) 和 C57B1/6 小鼠
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(Lynch J.R.et al.，2003)，我们已经证实，COG133保留了 ApoE全蛋白的抗炎特性。通过

LPS注射±COG133在未进行过实验的小鼠  mice)中引发炎症，并在注射后 0、1、3和

24小时收集血清 (图 24A和 B)。使用细胞因子 ELISA试剂盒 (Pierce)发现，相对于对照而

言，COG133处理的动物具有明显更低的血清 TNF-α和明显更低的血清 IL-6(Lynch J.R.et 

al.，2003)。在 Lynchetal.的文章中，我们还报道了通过在蛋白质水平或者 mRNA水平 (定

量 RT-PCR)测定发现，相对于盐水对照而言，COG133处理的动物的脑内的 TNF-α和 IL-6水

平明显更低。以 LPS刺激新鲜人血±COG133也发现，相对于盐水处理的对照，COG133明显

降低了一氧化氮和 TNF-α水平 (数据未显示 )。这些结果说明，COG133在体外、体内以及

离体降低炎症；这支持我们的如下认识，即 COG133可有效地降低人类疾病中的炎症。

[0450] 实施例 16：COG133降低 EAE小鼠的疾病严重程度

[0451] MOG 诱 导 的 小 鼠 实 验 性 过 敏 性 脑 脊 髓 炎 (Experimental 

AllergicEncephalomyelitis，EAE)是最常使用的多发性硬化 (MS)相关性炎症的鼠模型之

一，MS与 EAE在临床特点和组织学特点的许多关键方面上被认为十分相似。这些方面包括

临床表现、遍布 CNS 的多灶性病变、脱髓鞘斑块、血管周围炎、并涉及炎症细胞侵入，这些细

胞释放炎症原 (inflammogens)，例如 TNF-α、IL-6、和 NO(Ransohoff R.M.，1999)。因此，

我们选择使用这一模型来检验我们的假设，即 COG133 能够通过其抗炎特性而改善 MS 的损

害。

[0452] 简言之，以 MOG 肽 (pMOG35-55，MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) 对 C57BL/6 雌性小鼠进行

免疫，并在免疫后第 6天开始至第 24天期间隔日通过尾静脉推注而施用 1mg/kg的 COG133

或反向 COG133、或相同体积的生理盐水，总共给予 10个剂量的肽。我们发现 COG133明显改

善了 EAE的严重程度，表现为 COG133处理组动物的最高临床积分平均值明显低于盐水对照

组动物 (图 10)。COG133处理还将死亡率由盐水对照组的 4/15以及反向肽组的 5/15旋转

降低至 COG133处理组的 0/15(p<0.05)。疾病的进展模式揭示出 COG133处理组的小鼠自免

疫后第 23天开始恢复，而对照组的疾病严重程度仍然处于高水平 (图 2)。反向 COG133在

体外对 BV2细胞系缺乏生物学活性因此其没有改善 EAE的行为综合征 (图 10)。反向肽组

与生理盐水组之间不存在具有统计学显著性的差异 (p>0.05)，但 COG133 组与任何一个对

照组相比均有具有统计学显著性的改善 (p<0.05)。尽管没有公开结果，不过以腹腔内途径

施用 ( 以 i.p. 替代 i.v.) 得到了高度相似的结果，其中 COG133 处理组动物相对于盐水对

照组具有显著的改善 (p<0.05)。这些结果提示 COG133可显著降低与 EAE有关的炎症并有

助于个体自疾病中恢复。

[0453] 为了显示出病理学改变，包括炎症细胞的侵入，将动物在第 30 天处死，取出

COG133 处理组动物和盐水处理组动物的完整脊髓并自脊髓的颈、胸和腰段制备 5μm 厚的

切片。以罗克沙尔固蓝对这些切片进行染色 ( 髓磷脂被染为蓝色 ) 然后以曙红进行复染

( 显示外周的侵润，为紫红色 )。如图 25-A、B、和 C 所示，在对照组动物整个脊髓的白质中

可观察到大片脱髓鞘 ( 缺失蓝色染色 ) 和侵润增加 ( 紫红色颗粒 )。与行为学改变一致，

COG133减轻了经 MOG处理的动物的脱髓鞘病变并减轻其炎性侵润 (图 25-D，E，F，H)。

[0454] 实施例 16：COG133类似物还具有抗炎活性

[0455] 以 COG133作为模板，我们继而产生了具有增强的所需药物活性的新的类似物。如

图 26 所示，COG1410 是一种含有非天然氨基酸的类似物，并能够比 COG133 本体化合物更
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好地抑制由 LPS 刺激的 BV2 小胶质细胞释放 NO。类似地，COG4502 是另一种类似物，其在

COG133序列之前含有额外的氨基酸前缀，并抑制该体系释放NO比COG133本体要好得多。为

了进一步验证 COG4502 在更类似生理学的体系中的用途，我们分离了小鼠腹腔巨噬细胞，

并在存在或不存在 COG4502的条件下以 LPS对其进行刺激。如图 27所示，COG4502以剂量

依赖性的方式抑制 TNFa 释放，并以剂量依赖性的方式抑制 IL6 释放。这些结果强烈提示

COG化合物在细胞系、腹腔巨噬细胞和整体动物中是有效的抗炎分子 (如上所述 )。

[0456] 实施例 17：结肠炎小鼠模型：精氨酸酶和 ODC的保护作用和 iNOS的有害作用

[0457] 炎症是节段性肠炎和溃疡性结肠炎的进展和症状的基础；在一些病例中可引起狭

窄、瘘管、梗阻、和穿孔等并发症。IBD中这种炎症应答的一部分是刺激释放 NO，后者与疾病

活动性的恶化具有广泛的关联。NO由 NO合酶 (NOS)以精氨酸为底物而产生，而该酶的诱导

型形式 (iNOS) 是参与 IBD 的主要成分。而精氨酸也可以被另一种可选择的途径利用来产

生多胺。这样，这两条途径为利用有限的精氨酸底物便形成了一种竞争。

[0458] Wilson Lab 一直在研究 iNOS 途径和精氨酸酶 /ODC 途径在粘膜免疫学中的竞

争活性 (Cross RK et al.，2003；Gobert AP et al.，2004；Chaturvedi R.et al.，2004；

Xu H.et al.，2004，Bussiere FI et al.，2005，Gobert AP et al.，2001，2002，Cheng 

Y.et al.，2005)。已经用结肠炎的小鼠模型发现，该另一种可选择的精氨酸酶 - 鸟氨酸脱

羧酶 (ODC) 途径导致在结肠中产生多胺，该途径在改善结肠炎方面具有重要作用 (Gobert 

etal.2004)。已经发现给iNOS缺陷型小鼠(缺乏产生高水平NO的酶)或野生型小鼠施用补

充的精氨酸(来增加进入该可选择途径的精氨酸)改善了由啮齿柠檬酸杆菌(Citrobacter 

rodentium)或右旋糖苷硫酸钠 (DSS)诱导的结肠。此外，以精氨酸处理 iNOS缺陷型小鼠导

致病情显著改善并逆转了促炎性细胞因子产生。相反，以精氨酸酶抑制剂或 ODC 抑制剂处

理小鼠使得结肠炎明显加重。这些结果提示在疾病部位存在精氨酸竞争，其中精氨酸代谢

产生 NO 使得情况加重，而精氨酸代谢产生多胺使得病情改善。根据这一情况，目的在于减

少 NO产生和 /或增加多胺合成的治疗策略应该能够有效治疗炎症性肠病。

[0459] 啮齿柠檬酸杆菌结肠炎：在已有的两种小鼠模型(Gobert AP et al.，2004；Cheng 

Y.et al.，2003)选择使用啮齿柠檬酸杆菌模型，这是因为其产生 Th1-优势粘膜炎症，后者

的组织学改变类似于人的 IBD(HigginsLM et al.，1999)。在该模型中，通过口饲啮齿柠檬

酸杆菌感染小鼠 (Gobert AP et al.，2004)，该细菌是一种革兰氏阴性致病菌，其在鼠中等

同于导致人类腹泻的肠道致病性大肠杆菌。

[0460] 诱导精氨酸酶 I 和 iNOS：在研究精氨酸酶和 iNOS 酶在结肠炎组织中的表达情况

时，我们发现精氨酸酶 I mRNA 和蛋白质表达显著升高而精氨酸酶 II 没有被诱导 ( 图 28A

和 B)。这些结果得到实时 PCR的证实，其中我们发现精氨酸酶 I升高了 9.7±2.5倍，但精

氨酸酶 II 没有升高。RT-PCR 还发现 iNOS mRNA 也一致性地升高 ( 图 28A)，并得到了实时

PCR的证实。通过免疫组化，我们发现感染小鼠的结肠组织中精氨酸酶 I呈灶性强染色，如

图 29B-C和 29H所示。染色见于上皮细胞 (图 29B和 C)，但在重度结肠炎见于整个粘膜 (图

29H)，其中侵润的炎症细胞被染色。在来自相同组织的连续切片中，iNOS位于上皮、固有层

(laminapropria) 和粘膜下炎症细胞 ( 图 29E-F、和 29I)。使用抗精氨酸酶 I( 图 29A) 或

iNOS(图29D)抗体在未感染的组织中未见染色，或在以同型Ig对照温育的感染组织中未见

染色 (图 29G)。来自 iNOS-/- 小鼠的组织中完全没有 iNOS染色 (数据未显示 )。
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[0461] 我们证实，与对照小鼠相比，感染小鼠的精氨酸酶活性升高了 2.4倍 (图 30A)。相

对于对照小鼠，观察到感染小鼠血清中 NO浓度显著升高 (图 30B)。还观察到这伴随着感染

小鼠血清中 L-Arg浓度的明显降低 (图 30C)。这些结果说明，在存在明显的肠道炎症的情

况下，例如在啮齿柠檬酸杆菌模型中所见，全身的精氨酸几乎完全耗尽。

[0462] 对比 iNOS和精氨酸酶的作用：通过补充 L-Arg和缺失 iNOS而改善临床参数

[0463] 由于精氨酸酶 I 和 iNOS 在结肠炎组织中均有丰富的表达，且 L-Arg 倍完全代谢，

我们于是研究了施用含有 1％ L-Arg的饮用水的作用。在野生型 (WT)小鼠中，啮齿柠檬酸

杆菌结肠炎在感染后第 9天开始造成高水平的死亡率 (图 31A)。相对于仅接受水的小鼠，

在以 L-Arg处理的 WT动物中，感染后第 12和 14天的死亡率分别被抑制了 42％和 62％ (图

31A)。通过 Cox回归分析，以 L-Arg处理的 WT小鼠相对于仅接受水的小鼠仅具有 31％的死

亡风险 (p<0.0009)。在 iNOS-/- 小鼠中，用或不用 L-Arg 均没有观察到死亡 ( 图 31A)。在

WT小鼠中，L-Arg处理减轻了体重的下降，而施用 L-Arg的 iNOS缺陷型小鼠进一步改善，实

际上其在存在感染的情况下体重甚至增加 (图 31B)。要注意 WT小鼠的体重下降是被低估

的，因为只有那些仍然存活的动物才可能被记录体重。感染啮齿柠檬酸杆菌的 WT小鼠的结

肠重量明显增加超过 2倍以上 (图 31C)，而在 WT-L-Arg和 iNOS-/- 小鼠中分别降低了 28％

和 38％。iNOS缺失和施用 L-Arg具有加和效应，结肠重量下降了 68％。iNOS缺失或 L-Arg

处理均不影响未感染的对照小鼠的结肠重量。重要的是，这些改变均与结肠的组织学改变

相平行 (图 32)。

[0464] L-Arg处理或 iNOS缺失减弱结肠炎组织中促炎性细胞因子的产生

[0465] 由于啮齿柠檬酸杆菌结肠炎与 Th1 细胞因子 IFN-γ 以及有关的促炎性细胞因子

TNF-α和 IL-1的活化密切相关 (30，46)，我们想确定通过这些免疫学参数所观察到的临床

与组织学效应之间的关系。实时 PCR分析证实，相对于正常组织，啮齿柠檬酸杆菌结肠炎组

织中 IFN-γ(图 33A)、TNF-α(图 33B)、和 IL-1(图 33C)明显升高，而 iNOS缺失或 L-Arg

处理使得这些升高被明显削弱。

[0466] 感染啮齿柠檬酸杆菌的小鼠结肠内的 ODC活性被诱导

[0467] 由于鸟氨酸，即精氨酸酶的产物，被 ODC 代谢形成多胺，我们研究了 ODC 在感染啮

齿柠檬酸杆菌的 WT 小鼠结肠中的表达。通过实时 PCR 我们发现与对照小鼠 (n ＝ 4；未显

示 )相比，感染小鼠 (n＝ 13)的 mRNA水平升高了 2.5±0.5倍。不过，在感染的 WT小鼠或

以 L-Arg处理的感染的 WT小鼠的结肠中，测定到 ODC活性升高了 40倍 (图 34A)。这种升

高不太可能是由来自啮齿柠檬酸杆菌本身的 ODC 活性引起的，因为我们测定了细菌的 ODC

活性并确定其在组织中的总活性中仅占不超过 1％。感染啮齿柠檬酸杆菌的 WT小鼠的结肠

多胺升高了 1.8±0.1倍，而以 L-Arg处理后进一步明显升高了 2.7±0.2倍 (图 34B)，说明

精氨酸酶活性是多胺合成的重要决定因素。相对于 ODC 活性较大程度的升高，多胺较小的

升高很可能反映了多胺被迅速乙酰化，导致其排出细胞外并被排泄掉 (31)。

[0468] 抑制精氨酸酶或 ODC加重啮齿柠檬酸杆菌结肠炎

[0469] 为了进一步证实精氨酸酶和形成多胺的有益作用，在饮用水中加入 S-(2- 硼乙

基 )-L- 半胱氨酸 (BEC) 或 - 二氟甲基鸟氨酸 (DFMO) 给小鼠施用，它们分别为精氨酸酶和

ODC的抑制剂。在未感染的对照小鼠中，BEC或 DFMO没有作用 (表 1)。但在以 BEC或 DFMO

处理的感染啮齿柠檬酸杆菌的小鼠中存活率明显下降 (表 9)。实际上，由于在感染后第 10
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天的死亡和病情严重程度，实验不得不在该时间点提早终止。啮齿柠檬酸杆菌 -BEC组和啮

齿柠檬酸杆菌 -DFMO 组的结肠的重量和组织学损伤均较啮齿柠檬酸杆菌 - 水组显著增加

(表 9)。

[0470] 

[0471] 与单纯以水处理的感染 WT 小鼠相比，BEC- 和 DFMO- 处理的小鼠的结肠均表现出

明显的透壁性炎症和粘蛋白缺失 (Gobert AP et al.，2004)。BEC-处理的小鼠出现明显的

粘膜下脓肿形成，而 DFMO- 处理的小鼠表现出粘膜和粘膜下出血，均为重度急性炎症的表

现。当给 iNOS-/- 感染啮齿柠檬酸杆菌的小鼠施用 BEC时，结肠炎加重；相对于单纯 iNOS-/-，

BEC导致结肠组织损伤积分的显著恶化 (iNOS-/- ：2.42±0.46，n＝ 12；相对于 iNOS-/-+BEC：

6.44±0.98，n＝ 8，p<0.01)以及结肠重量的显著恶化 (iNOS-/- ：总体重的 0.36±0.01％，

相对于 iNOS-/-+BEC：0.92±0.20％，p<0.05)。这些数据提供了进一步的证据，其显示对

iNOS-/- 小鼠形成保护的不仅是单纯防止 NO的产生，更要将 L-Arg分流至精氨酸酶途径。

[0472] 实施例 18：右旋糖苷硫酸钠 (DSS)结肠炎模型

[0473] 选择这一模型是因为其已经被公认是结肠炎的小鼠模型，且该模型十分实用，因

为其仅需在饮用水中加入 DSS(Moteau O.et al.，2000，Williams KL et al.2001，Andres 

PG et al.，2000，Mahler M.et al.，1998，Tesser TG et al.，1998)。在最初的实验中，我

们测试了文献中已经报道的 2.5％至 5％这一范围中的多种剂量 (Moteau O.et al.，2000，

Williams KL etal.2001，Andres PG et al.，2000，Mahler M.et al.，1998，Tesser TG et 

al.，1998)，并发现以 4％的 DSS得到了最可靠的反应。此外，我们发现在水中加入 DSS6天

然后将其撤除可得到足够的存活的小鼠；如果在更长的连续几天中将 DSS 留在水中，则死

亡率将过高以至于不能获得足够多的存活小鼠来对其进行可靠的分析。

[0474] 在 DSS结肠炎中诱导精氨酸酶 I、iNOS、和 ODC

[0475] 当模型建立之后，我们便在该模型上评估了小鼠在第 10 天的精氨酸酶和 iNOS 表

达。如图 35A所示，与啮齿柠檬酸杆菌模型一样，发现精氨酸酶 I而非精氨酸酶 II的 mRNA

表达上调，且 iNOS 水平升高。我们通过 Western 印迹 ( 图 35B) 和免疫组化 ( 图 36) 证实

了精氨酸酶 I在蛋白水平的表达。

[0476] 与这些结果一致，我们通过实时 PCR检测到结肠炎组织中精氨酸酶 I mRNA的平行

升高，且结肠炎组织中精氨酸酶的酶活性升高 (数据未显示 )。类似地，ODC的 mRNA和酶活
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性也升高 (数据未显示 )。

[0477] 通过补充精氨酸或缺失 iNOS而改善 DSS结肠炎

[0478] 与我们在啮齿柠檬酸杆菌模型中观察到的结果一致，通过 iNOS缺失或施用 L-Arg

同样使得 DSS模型的结肠炎的临床参数降低，且当给 iNOS-/- 小鼠施用 L-Arg时，存活率、体

重和结肠重量均有进一步改善(图37)。这些结果与结肠的组织病理学的改善是一致的(图

38)。

[0479] DSS 结肠炎组织中的促炎性细胞因子 IFN-γ、TNF-α、和 IL-1 的水平也被诱导

( 图 39)，且与我们在啮齿柠檬酸杆菌模型中的发现类似，在结肠炎减轻的小鼠中水平下

降，说明它们是疾病严重程度的有用的标记物。值得注意的是，iNOS-/-小鼠中的水平没有象

以 L-Arg处理的小鼠那样降低，这与第 10天的体重、结肠重量和组织学等情况相一致，见图

37 和图 38。总之，这些发现说明，在 DSS 模型中补充通过精氨酸酶途径而起作用的精氨酸

是有益的。

[0480] 通过 L-Arg和缺失 iNOS而提高多胺水平

[0481] 有趣的是，当评估多胺水平时，在临床上有改善的各组中均匀一致性的升高 ( 图

40)。与啮齿柠檬酸杆菌模型中一样，添加 L-Arg 提高了多胺水平。不过，不同于啮齿柠檬

酸杆菌的是，在未经 L-Arg 处理的 WT 小鼠中多胺没有升高；我们推测其原因在于诱导了多

胺代谢酶，即精胺氧化酶和亚精胺 /精胺 N1-乙酰基转移酶 (SSAT)，我们已经在这些组织中

观察到了这一情况 (数据未显示 )。

[0482] 支持精氨酸酶 -ODC途径在结肠炎中具有重要性的其他数据

[0483] 精氨酸酶在 DSS模型中的保护作用相一致，当施用精氨酸酶抑制剂 BEC时，我们在

WT和 iNOS-/- 小鼠中均观察到结肠炎的临床和组织学参数的加重 (数据未显示 )。最后，在

来自溃疡性结肠炎和节段性肠炎的人类 IBD组织中，我们观察到精氨酸酶 I和 ODC mRNA水

平的升高 (图 41)。不同于小鼠的是，精氨酸酶 II也升高，提示在这些组织中，这种线粒体

酶也被诱导。

[0484] 实施例 19：Apo-E模拟肽在啮齿柠檬酸杆菌刺激的巨噬细胞中抑制 iNOS

[0485] 未进行研究以验证 Apo-E 模拟物 COG 肽与 IBD 模型之间可能存在的相关性，我们

在以啮齿柠檬酸杆菌刺激的鼠 RAW264.7 巨噬细胞中对其进行了测试。我们使用了细菌裂

解物来更近似地模拟细菌产物，细菌产物可能是固有层巨噬细胞暴露于其中的细菌产物。

实际上，我们已经观察到细菌在被感染的小鼠的上皮粘膜下有规律地聚集 ( 见图 32，高倍

视野 )。

[0486] 令人兴奋的是，我们发现，所测试的两种肽，即 COG1410和 COG4502(Antennapedia

连接形式的 COG133)，均使得 NO 的产生被抑制，测定的是巨噬细胞上清液中的亚硝酸根

(NO2
-)水平 (图 42)。对于 COG1410，注意到浓度在 5μM和更高时具有细胞毒性，所以仅显

示了 2μM 的数据；对于 COG4502，通过 XTT 细胞活力分析发现毒性出现于 10μM，所以显示

的是0.1-5μM范围内的数据，这一范围内未出现毒性。此外，当在COG4502处理后测定mRNA

水平时，发现对 iNOSmRNA的表达产生显著的、浓度依赖性的抑制。

[0487] 7. 参考文献
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图 1 COG133肽的螺旋轮视图；自螺旋轴线上方向下看，前景为羧基端。

图 2 示例性模拟物如 tris官能化的三联苯模拟沿α螺旋的一个面展现出的表面官能团。

图 3 作为螺旋模拟物的三环支架
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图 4以 4mg/ml和 1mg/ml的肽 432(AcASHLRKLAibKRLL(SEQ ID NO.6))

以及盐水处理时，创伤性脑损伤 (TBI)之后小鼠的旋转棒表现随时间的改善。

y-轴是旋转棒上的表现的百分数。TBI之前的旋转棒表现基线水平是 100％。    

图 5 使用立体定位导引式气动冲击装置实施闭合性头部损伤。
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图 6 给小鼠插管并置于丙烯酸模具上 (A)。切开头皮，将 3mm

金属圆片放置于自尾部至前囟 (B)，然后气动冲击 (C)。

图 7 以 LPS处理的 BV2小胶质细胞中一氧化氮 (A)和 TNFa(B)的释放被抑制。

COG1410相对于 COG133显示出明显更强的效力。
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图 8 旋转棒测试表明，与盐水相比，在 TBI之后 120分钟施用 COG1410

具有神经保护作用，p<0.05；COG133与盐水相比没有显著差异，p>0.05。

图 9
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图 10
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图 11
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图 11续
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图 11续
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图 12
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图 13续
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图 14
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图 14续

说  明  书  附  图CN 101084002 B

93



        14/24页

94

图 15

图 16 COG133以剂量依赖性方式抑制 LPS刺激的 BV2小胶质

细胞释放亚硝酸根。50％抑制出现于 3微摩尔。
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图 17 TAT-COG133在 nM范围内不抑制 LPS刺激的 BV2小

胶质细胞释放亚硝酸根。更高的浓度产生毒性。

图 18 穿透蛋白 -COG133以剂量依赖性方式抑制 LPS刺激

的 BV2细胞释放亚硝酸根。50％抑制出现于 30nM。
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图 19 PTDCOG133缀合物抑制 LPS介导的一氧化氮产生。

图 20 TBI之后 90分钟以 COG133处理的小鼠与盐水处理的小鼠没有差别。但 TBI之后

90分钟以穿透蛋白 -COG133处理的小鼠与盐水处理的小鼠相比等待时间明显增加。
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图 21 TBI之后 2小时以 synB3-COG133处理的小鼠在旋转棒任务中的表现明显好于盐

水处理的小鼠，p<0.01。TBI之后 2小时以 COG133处理无效 (数据未显示 )。

图 22
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图 23

图 24
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图 25

图 26

图 27
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图 28

图 29

图 30
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图 31
图 32

图 33

图 34

图 35
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图 36

图 37
图 38
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图 39

图 40

图 41
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图 42
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