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1.一种用于非诊断目的的分析样品的方法，所述方法包括：

(i)提供从患有遗传性血管性水肿、疑似患有遗传性血管性水肿或处在遗传性血管性

水肿的风险中的受试者获得的生物样品，其中所述生物样品是血清样品或血浆样品；和

(ii)测量包括白细胞介素‑36α的生物标记组。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述生物标记组由选自表1中的2至10种蛋白质组成。

3.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中所述遗传性血管性水肿是I型遗传性血

管性水肿或II型遗传性血管性水肿。

4.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中生物标记组进一步包括选自由下述组成

的组中的线粒体蛋白：线粒体ATP合酶亚单位O、亲环蛋白F和线粒体60kDa热休克蛋白。

5.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中生物标记组进一步包括14‑3‑3ζ/δ和/或

14‑3‑3β/α。

6.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中生物标记组进一步包括选自由下述组成

的组中的蛋白激酶：酪氨酸‑蛋白激酶Yes、酪氨酸‑蛋白激酶Lyn和丝裂原活化蛋白激酶14。

7.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中生物标记组进一步包括糖原合酶激酶‑3

α/β；DEAD‑box  ATP依赖性RNA解旋酶DDX19B和/或真核翻译起始因子5A‑1。

8.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中步骤(i)包括将所述生物样品收集至包

括一种或多种蛋白酶抑制剂的真空采血管中。

9.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中步骤(ii)使用酶联免疫吸附试验、免疫

印迹试验或侧流试验进行。

10.如权利要求1或权利要求2所述的方法，其中所述受试者是人患者。

11.第一结合剂和第二结合剂在制备用于分析患有遗传性血管性水肿、疑似患有遗传

性血管性水肿或处在遗传性血管性水肿的风险中的受试者的样品的试剂盒中的用途，其中

(i)第一结合剂对于为下述的第一蛋白生物标记是特异性的：白细胞介素‑36α；和

(ii)第二结合剂对于选自由下述组成的组的第二蛋白生物标记是特异性的：真核翻译

起始因子5A‑1；60kDa热休克蛋白，线粒体60kDa热休克蛋白；14‑3‑3ζ/δ蛋白；14‑3‑3β/α；

DEAD‑box  ATP依赖性RNA解旋酶DDX19B；丝裂原活化蛋白激酶14；酪氨酸‑蛋白激酶Lyn；糖

原合酶激酶‑3α/β；酪氨酸‑蛋白激酶Yes；亲环蛋白F；和线粒体ATP合酶亚单位O；

其中所述样品是血清样品或血浆样品。

12.如权利要求11所述的用途，进一步包括结合所述第一结合剂的第一检测试剂和结

合所述第二结合剂的第二检测试剂。

13.如权利要求11或权利要求12所述的用途，其中所述第一结合剂是对于所述第一蛋

白生物标记特异性的抗体，和/或所述第二结合剂是对于所述第二蛋白生物标记特异性的

抗体。

14.如权利要求11或权利要求12所述的用途，其中所述第一结合剂和所述第二结合剂

固定在支撑元件上。

15.如权利要求13所述的用途，其中所述第一结合剂和所述第二结合剂固定在支撑元

件上。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 109716138 B

3



用于接触活化系统相关的疾病的蛋白生物标记

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请根据35U.S.C.§119(e)要求于2017年6月12日提交的美国临时申请No.62/

518,492和于2016年9月16日提交的美国临时申请No.62/395,712的权益。这些参考申请的

每篇的全部内容通过引用并入本文。

背景技术

[0003] 血浆接触活化系统是涉及一组血浆蛋白酶的促炎症反应的且促凝血的系统。其通

过暴露于外源物质或带负电的表面时被因子XIIa或在内皮细胞表面上被脯氨酰羧肽酶活

化(Sainz  I.M.等，Thromb.Haemost.(2007)98，77‑83)。不适当的或未经调节的接触系统活

化涉及多种疾病，包括遗传性血管性水肿(HAE)。

[0004] HAE是造成肿胀阵发性发作的疾病，其可影响身体的多个部分，比如面部、四肢、生

殖器、胃肠道和上气道。因为HAE症状通常与变态反应或肠绞痛的症状类似，所以通常难以

确诊HAE患者，直到他们显示严重的或威胁生命的症状。早期诊断将使得更好地管理与急性

HAE发作相关的紧急情况，并且也将有助于管理HAE患者来预防或减少急性HAE发作，例如，

允许HAE患者避免暴露于可能触发HAE发作的刺激。

[0005] 因此，非常感兴趣的是鉴定用于HAE的生物标记，并且开发可靠的诊断和预后方

法，用于鉴定患有某些类型的HAE或处在遭受急性HAE发作的风险中的受试者。这种生物标

记也将有益于关于发病机理的研究，这可促进开发用于该疾病的有效的新疗法。

发明内容

[0006] 本公开基于鉴定与从健康个体相比，在从患有与接触活化系统相关的疾病的受试

者获得的生物样品中区别存在的蛋白质，或在从这种疾病的不同阶段(例如，发作对静息)

的受试者获得的生物样品中区别存在的蛋白质。

[0007] 因此，本公开的一个方面提供了分析样品的方法，所述方法包括(i)提供从患有与

接触活化系统相关的疾病、疑似患有与接触活化系统相关的疾病或处在与接触活化系统相

关的疾病的风险中的受试者，比如人受试者获得的生物样品(例如，血清样品或血浆样品)；

和(ii)测量包括选自表1中的至少一种蛋白质的生物标记组的水平，其中如果生物标记组

由一种蛋白质组成，则所述蛋白质不是C4、血浆前激肽释放酶、凝血酶、组织型纤溶酶原激

活剂(tPA)和热休克蛋白90。在一些实施方式中，与接触活化系统相关的疾病是遗传性血管

性水肿(HAE)，比如1型HAE或II型HAE。

[0008] 在一些实施方式中，生物标记组由选自表1中的2‑10种蛋白质组成。在一些实施方

式中，至少一种蛋白质是线粒体蛋白，其可为ATP合酶亚单位O(ATPO)、亲环蛋白F或线粒体

热休克蛋白60(HSP60)。在一些实施方式中，至少一种蛋白质是14‑3‑3ζ/δ或14‑3‑3β/α。在

一些实施方式中，至少一种蛋白质是蛋白激酶，其可为蛋白激酶YES、蛋白激酶LYN或丝裂原

活化蛋白激酶14(MAPK14)。在一些实施方式中，至少一种蛋白质是糖原合酶激酶3α/β。在一

些实施方式中，至少一种蛋白质是ATP依赖性RNA解旋酶DDX19B(DEAD  box  19B)。在一些实
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施方式中，至少一种蛋白质为真核翻译起始因子5A‑1(eIF‑5A‑1)。

[0009] 在一些实施方式中，提供生物样品包括将生物样品收集至包括一种或多种蛋白酶

抑制剂的真空采血管中。在一些实施方式中，使用酶联免疫吸附试验(ELISA)、免疫印迹试

验或侧流测定(lateral  flow  assay)进行测量生物标记组的水平。

[0010] 在一些实施方式中，方法进一步包括如果受试者的生物标记组的水平偏离对照受

试者的相同生物标记组的水平，则将受试者鉴定为患有与接触系统相关的疾病。在一些实

施方式中，方法进一步包括如果受试者被鉴定为患有疾病，则向受试者施用有效量的用于

治疗该疾病的治疗剂，比如血浆激肽释放酶(pKal)抑制剂、缓激肽2受体抑制剂和/或C1酯

酶抑制剂。在一些实施方式中，pKal抑制剂是抗pKal抗体(例如，lanadelumab)或抑制性肽

(例如，艾卡拉肽(ecallantide))。在一些实施例中，缓激肽2受体抑制剂是抑制性肽(例如，

艾替班特(icatibant))。在一些实施例中，C1酯酶抑制剂是人血浆衍生的C1酯酶抑制剂。

[0011] 在一些实施方式中，受试者是正在治疗该疾病的人患者，并且其中方法进一步包

括基于生物标记组的水平评估治疗的功效，受试者的生物标记组的水平与对照受试者的生

物标记组的水平的偏离表示治疗功效。在一些实施方式中，方法进一步包括基于生物标记

组的水平，鉴定用于受试者的适当的治疗。在一些实施方式中，方法进一步包括基于生物标

记组的水平，将受试者鉴定为用于疾病治疗的候选者。

[0012] 本公开提供了能够鉴定具有与接触活化系统相关的疾病(例如，HAE)的患者的生

物标记。测量生物标记组的水平也可用于这种疾病的评估和治疗。

[0013] 在另一方面中，提供了用于分析患有与接触系统相关的疾病、疑似患有与接触系

统相关的疾病或处在与接触系统相关的疾病的风险中的受试者的样品的试剂盒，该试剂盒

包括对于选自表1中的第一蛋白生物标记特异性的第一结合剂；和对于选自表1中的第二蛋

白生物标记特异性的第二结合剂；其中第一蛋白生物标记和第二蛋白生物标记不同。在一

些实例中，第一和/或第二结合剂是对于蛋白标记特异性的抗体。在一些实施方式中，试剂

盒可进一步包括结合第一结合剂的第一检测试剂和结合第二结合剂的第二检测试剂。在一

些实施方式中，第一结合剂和第二结合剂固定在支撑元件上。

[0014] 下面描述中阐释了本公开的一个或多个实施方式的细节。本公开的其他特征或优

势从下述附图和数个实施方式的详细描述中、并且也从所附的权利要求中将是显而易见

的。

附图说明

[0015] 下述附图形成本说明书的一部分并且被包括以进一步表明本公开的某些方面，这

些方面可通过参考这些附图中的一个或多个结合本文呈现的具体实施方式的详细描述而

被更好地理解。

[0016] 图1呈现了显示在来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“基础”，N＝33)和

HAE发作期间(“发作”，N＝33)和健康个体(“正常”，N＝22)的血浆样品中检测的蛋白质水平

的箱线图。A：补体蛋白4(C4)水平。B：从健康个体(N＝22)、基础HAE(I/II)(N＝33)和发作

HAE(I/II)(N＝33)血浆获得的血浆样品中的前激肽释放酶水平。RFU是相对荧光单位。

[0017] 图2呈现了显示在用FXIIa活化之后，来自患有HAE(I型/II型)在基础水平(“HAE基

础”，N＝9)的患者、来自HAE发作期间的HAE患者(“HAE发作”，N＝10)和来自健康个体(“HV”，
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N+28)的血浆样品中血浆激肽释放酶生成速率的图。

[0018] 图3呈现了显示在来自患有HAE(I型/II型)在基础水平(“HAE  B”，N＝18)和HAE发

作期间(“HAE  A”，N＝19)的患者和健康个体(“正常”，N＝22)的血浆样品中检测的C1‑酯酶

抑制剂(C1‑INH)蛋白水平的箱线图。A：显示了来自每个个体的血浆样品中检测的C1‑INH，

包括由箭头指示的异常值。B：显示了来自每个个体的血浆样品中检测的C1‑INH，忽略了异

常值。RFU是相对荧光单位。来自健康的患者的血浆样品中的平均C1‑INH是6522  RFU±1852

(标准偏差，SD)。来自在基础水平的患有HAE的患者的血浆样品中的平均C1‑INH是1231  RFU

±673(SD)，并且来自在发作期间的患有HAE的患者的血浆样品中的平均C1‑INH是1082  RFU

±530(SD)。

[0019] 图4呈现了显示在来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“HAE  B”)和HAE发

作期间(“HAE  A”)和健康个体(“正常”)的血浆样品中检测的参与线粒体功能的数种蛋白质

的水平的箱线图。A：ATP合酶亚单位O水平。B：亲环蛋白F水平。C：线粒体热休克蛋白60

(HSP60)。RFU是相对荧光单位。

[0020] 图5呈现了显示在来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“HAE  B”，N＝33)和

HAE发作期间(“HAE  A”，N＝33)和健康个体(“正常”，N＝22)的血浆样品中检测的蛋白质水

平4‑3‑3蛋白质ζ/δ的箱线图。RFU是相对荧光单位。

[0021] 图6呈现了显示来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“HAE  B”，N＝33)和

HAE发作期间(“HAE  A”，N＝33)和健康个体(“正常”，N＝22)的血浆样品中的IL‑1F6蛋白水

平的箱线图。RFU是相对荧光单位。

[0022] 图7呈现了显示来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“HAE基础”)、来自HAE

患者在HAE发作期间(“HAE发作”)和健康个体(“HV”)的血浆样品中的蛋白激酶水平的图。A：

酪氨酸‑蛋白激酶(YES)。B：酪氨酸‑蛋白激酶Lyn(LYN)。C：丝裂原活化蛋白激酶14

(MAPK14)。RFU是相对荧光单位。

[0023] 图8呈现了显示来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“HAE基础”)、HAE患者

在HAE发作期间(“HAE发作”)和健康个体(“HV”)的血浆样品中的糖原合酶激酶3α/β(GSK‑3

α/β)蛋白水平的图。RFU是相对荧光单位。

[0024] 图9呈现了显示来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“HAE基础”)、HAE患者

在HAE发作期间(“HAE发作”)和健康个体(“HV”)的血浆样品中的ATP依赖性RNA解旋酶

DDX19B(DEAD  box蛋白19B)蛋白水平的图。RFU是相对荧光单位。

[0025] 图10呈现了显示来自患有HAE(I型/II型)的患者在基础水平(“HAE基础”)、HAE患

者在HAE发作期间(“HAE发作”)和健康个体(“HV”)的血浆样品中的真核翻译起始因子5A  1

(elF‑5A‑1)蛋白水平的图。RFU是相对荧光单位。

具体实施方式

[0026] 接触活化系统通过释放促炎症肽缓激肽启动固有的凝血途径且促进炎症。因子

XII(FXII)，也称为哈格曼因子，是在固有的凝血途径以及激肽释放酶‑激肽系统的活化中

起作用的丝氨酸蛋白酶。FXII通过带负电的表面(例如，多阴离子表面、玻璃、多磷酸盐、鞣

花酸)活化，以产生活化形式的FXIIa。活化的FXIIa能够切割前激肽释放酶，产生活化的

pKal。随后，活化的pKal能够将FXII切割成FXIIa，产生其中FXIIa产生甚至更多pKal的正反
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馈回路，pKal进一步将另外的FXII活化成FXIIa。活化的pKal也能够切割高分子量激肽原

(HMWK)以释放缓激肽。在与接触系统活化相关的疾病比如HAE中，增加的缓激肽的水平可诱

导血管舒张和炎症，其导致水肿性HAE发作。期望鉴定新型的生物标记，其可用于例如鉴定

由接触活化系统介导的疾病、鉴定患有这种疾病或处在患有这种疾病的风险中的受试者。

[0027] 本公开至少部分地基于经由蛋白质组学分析鉴定与健康个体相比，在从患有与接

触活化系统相关的疾病(例如，基础(basal)或发作)的受试者获得的生物样品中区别存在

的蛋白质。出人意料地观察到，与健康个体相比，属于特定细胞途径或过程的蛋白质(例如，

参与线粒体功能的蛋白质)和属于蛋白质家族的蛋白质(例如，7成员蛋白质家族)在来自患

有疾病的受试者的样品中具有类似的趋势(例如，升高或降低的水平)。

[0028] 因此，本文提供了通过检测蛋白生物标记组的存在或测量蛋白生物标记组的水

平，分析来自患有与接触活化系统相关的疾病(例如，HAE)、疑似患有与接触活化系统相关

的疾病(例如，HAE)或处在与接触活化系统相关的疾病(例如，HAE)的风险中的受试者的生

物样品的方法。这种方法可用于例如鉴定处在与接触活化系统相关的疾病(例如，HAE)的风

险中的患者、选择用于治疗的候选者、监测疾病进展或疾病状态、评估针对疾病的治疗功

效、确定治疗过程、评估受试者是否处在疾病发作的风险中、鉴定疾病或障碍(disorder)是

否与接触活化系统相关，和/或用于研究目的，包括例如研究疾病的机理和/或涉及疾病的

生物途径/过程，可以依赖其用于开发新的疗法。

[0029] 接触活化系统蛋白生物标记

[0030] 本文所述的方法和试剂盒至少部分地基于鉴定这样的蛋白质：其被发现与来自健

康受试者的样品相比，在来自患有HAE的受试者的样品中区别存在、和/或在来自处于这种

疾病的不同阶段(例如，基础对发作)的受试者的样品中区别存在。如本文所使用，术语“蛋

白生物标记”或“蛋白生物标记组”指在来自不同的受试者组，例如患有与接触系统相关的

疾病的受试者对健康受试者(例如，没有疾病的受试者)、或患有疾病并且在静息阶段的受

试者对疾病发作中的受试者的样品中，以不同水平存在的一种蛋白质或蛋白质组。这种生

物标记/生物标记组可用于诊断/预后应用和非临床应用(例如，用于研究目的)。

[0031] 在一些实施方式中，与来自健康受试者的样品中的相同蛋白生物标记的水平相

比，来自患有与接触活化系统相关的疾病(例如，HAE)的受试者的样品中的蛋白生物标记可

以以升高的水平存在。在一些实施方式中，与来自健康受试者的样品中的生物标记的水平

相比，来自患有与接触活化系统相关的疾病(例如，HAE)的受试者的样品中的蛋白生物标记

可以以降低的水平存在。在其他的情况中，与疾病静息期间的受试者相比，从如本文所描述

的疾病的发作下的受试者获得的样品中的蛋白生物标记可以以升高的水平存在。可替选

地，与疾病静息期间的受试者相比，从如本文所描述的疾病的发作下的受试者获得的样品

中的蛋白生物标记可以以降低的水平存在。

[0032] 在一些实施方式中，包含一种或多种生物标记的蛋白生物标记组可在本文所述的

方法中分析。当蛋白生物标记组包含多于一种的生物标记时，与健康受试者相比，在患有疾

病的受试者中，所有的生物标记可以以升高的水平或降低的水平存在。可替选地，蛋白生物

标记组可包含与健康受试者相比，在患有疾病的受试者中升高的至少一种生物标记和与健

康受试者相比，在患有疾病的受试者中降低的至少一种生物标记。

[0033] 类似地，蛋白生物标记组用于区分在疾病发作下的受试者与疾病静息下的受试
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者，生物标记组可包含与第二疾病阶段(例如，静息)相比，在第一疾病阶段(例如，发作)中

都升高的或都降低的多种生物标记。可替选地，生物标记组可包含与第二疾病阶段相比，在

第一疾病阶段中升高的至少一种生物标记，和与第二疾病阶段相比在第一疾病阶段中降低

的至少一种生物标记。

[0034] 下面表1提供了可通过本文所述的方法评估的标记，以对于与接触活化系统相关

的疾病，评估受试者或来自受试者的生物样品。

[0035] 在一些实施方式中，在本文所述的任何方法中测量和分析的生物标记组包括至少

一种(例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多种)选自表1中的蛋白质。当生物标记组包括单个

蛋白质时，该蛋白质可以不是补体蛋白4(C4)、C1抑制剂、前激肽释放酶、热休克蛋白90、组

织型纤溶酶原激活剂或凝血酶。在一些实例中，待在本文所述的方法中测量和分析的蛋白

生物标记组不包括补体蛋白4(C4)、C1抑制剂、前激肽释放酶、热休克蛋白90、组织型纤溶酶

原激活剂和凝血酶中任何一种的组合。

[0036] 如实施例1中描述，出人意料地发现参与线粒体功能的数种蛋白质与健康受试者

相比，在来自患有HAE的受试者的样品中区别存在。在一些实施方式中，生物标记组包括表1

中列举的一种或多种线粒体蛋白。在一些实施方式中，线粒体蛋白生物标记组包括ATP合酶

亚单位O(ATPO)、线粒体热休克蛋白60(HSP60)、亲环蛋白F(也称为亲环蛋白D或肽基‑脯氨

酰基顺‑反异构酶F；EC：5.2.1.8)，或其组合。

[0037] 也如实施例1中描述，与健康受试者相比，也发现属于相关蛋白质家族的数种蛋白

质在来自患有HAE的受试者的样品中区别存在。在一些实施方式中，生物标记是14‑3‑3ζ/δ

或14‑3‑3β/α。在一些实施方式中，生物标记是蛋白激酶，比如酪氨酸蛋白激酶YES、酪氨酸

蛋白激酶LYN或丝裂原活化蛋白激酶14(MAPK14)，或其组合。在一些实施方式中，生物标记

是糖原合酶激酶3α/β(GSK‑3α/β)。在一些实施方式中，生物标记是ATP依赖性RNA解旋酶

DDX19B(DEAD  box蛋白DDX19B)。在一些实施方式中，生物标记是真核翻译起始因子5A‑1

(eIF‑5A‑1)。这些蛋白生物标记的任何组合也在本公开的范围内。

[0038] 表1：接触系统活化生物标记
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[0039]
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[0044]
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[0045]
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[0046]
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[0047]

[0048] 蛋白生物标记的使用

[0049] 本公开的一个方面涉及通过测量样品中如本文所描述的生物标记组的水平，来分

析从患有与接触活化系统相关的疾病、疑似患有与接触活化系统相关的疾病或处在与接触

活化系统相关的疾病的风险中的受试者(例如，人患者)获得的样品的方法。从这种试验方

法获得的结果将用于诊断和/或预后目的、以及用于其他非临床目的，比如研究目的。

[0050] (i)生物样品的分析

[0051] 本文所述的方法涉及提供从受试者获得的生物样品。如本文所使用，“生物样品”

指包括来自受试者的组织，例如，血液、血浆或蛋白质的组分。样品包括取自受试者的初始

未处理的样品以及随后处理的样品、例如部分纯化的或保存的形式。示例性样品包括血液、

血浆、泪液或粘液。在一些实施方式中，样品是体液样品，比如血清或血浆样品。在一些实施

方式中，多种(例如，至少2、3、4、5或更多种)生物样品可在一段时间内或以具体时间间隔从

受试者收集，例如以评估疾病进展或评估治疗的功效。

[0052] 可使用本领域已知的任何方式从受试者获得生物样品。在一些实施方式中，通过
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将样品(例如，血液样品)收集至真空收集管(例如，真空采血管)中从受试者获得样品。在一

些实施方式中，真空收集管包含一种或多种蛋白酶抑制剂，例如，以减少或防止样品收集期

间，接触系统的离体活化。这种蛋白酶抑制剂可以包含在液体制剂中。在一些实施方式中，

蛋白酶抑制剂包括至少一种丝氨酸蛋白酶抑制剂和至少一种半胱氨酸蛋白酶抑制剂。这种

真空收集管是本领域已知的。参见，例如PCT申请号US2016/046681。任选地，真空采血管可

进一步包括一种或多种抗凝血剂。

[0053] 术语“患者”、“受试者”或“个体”可替换使用并且指需要如本文所描述的分析的受

试者。在一些实施方式中，受试者是人或非人哺乳动物。在一些实施方式中，受试者疑似或

处在与接触活化系统相关的疾病或障碍(例如HAE)的风险中。这种受试者可呈现出与该疾

病相关的一种或多种症状。可替选地或另外，这种受试者可携带疾病的一种或多种风险因

素，例如，与疾病相关的遗传因素(例如，CI‑INH中的遗传缺陷)。

[0054] 可替选地，需要本文所述的分析的受试者可为疾病的患者。这种受试者可能目前

处在疾病发作中，或可能过去遭受过该疾病(例如，目前在疾病静息期间)。在一些实施例

中，受试者是可能正在进行疾病治疗的人患者，例如，涉及C1酯酶抑制剂(C1‑INH)、血浆激

肽释放酶抑制剂或缓激肽抑制剂的治疗。在其他情况下，这种人患者可能没有进行这种治

疗。

[0055] 与接触活化系统相关的疾病的实例包括但不限于激肽释放酶介导的障碍，例如，

缓激肽介导的障碍，比如遗传性血管性水肿(HAE)；非组胺依赖性特发性血管性水肿；风湿

性关节炎；克罗恩病(Crohn’s  disease)；狼疮；阿尔茨海默氏疾病；脓毒性休克；烧伤；脑缺

血性/再灌注损伤；脑水肿；糖尿病视网膜病变；糖尿病型肾病；黄斑性水肿；血管炎；动脉或

静脉血栓形成；与心室辅助装置或支架相关的血栓形成；肝素诱导的血小板减少伴血栓形

成；血栓栓塞病；和冠心病伴不稳定心绞痛；水肿；眼病；痛风；肠道肠疾病；口腔黏膜炎；神

经性疼痛；炎症性疼痛；椎管狭窄‑退行性脊椎病；术后肠梗阻；主动脉瘤；骨关节炎；遗传性

血管性水肿；肺栓塞；中风；头部创伤或瘤周脑水肿；脓毒；急性中脑动脉(MCA)缺血性事件

(中风)；再狭窄(例如，血管成形术之后)；系统性红斑狼疮肾炎；自身免疫性疾病；炎症性疾

病；心血管疾病；神经疾病；与蛋白质错折叠相关的疾病；与血管生成形相关的疾病；高血压

肾病和糖尿病型肾病；过敏和呼吸疾病(例如，过敏、哮喘、慢性阻塞性肺部疾病、急性呼吸

窘迫综合症、囊性纤维化、持续性鼻炎)，以及组织损伤(例如，烧伤或化学损伤)。

[0056] 在一些实施方式中，与接触活化系统相关的疾病或病况是遗传性血管性水肿

(HAE)。遗传性血管性水肿(HAE)也称为“昆克(Quincke)水肿”、C1酯酶抑制剂缺陷、C1抑制

剂缺陷和遗传性血管神经性水肿(HANE)。HAE的特征在于严重肿胀(血管性水肿)的复发性

发作，其可影响例如四肢、面部、生殖器、胃肠道和气道。HAE的症状包括，例如手臂、腿、嘴

唇、眼睛、舌头和/或喉咙的肿胀；可涉及喉咙肿胀和突然嘶哑的气道阻塞；没有明显原因的

腹部绞痛的重复性发作；和/或肠道的肿胀，其可是严重的并且可导致腹部绞痛、呕吐、脱

水、腹泻、疼痛和/或休克。约三分之一的患有HAE的个体在发作期间出现称为边缘性红斑的

不发痒皮疹。

[0057] 气道的肿胀可以是威胁生命的并且造成一些患者的死亡。估计死亡率为15‑33％。

HAE每年导致约15,000‑30,000次急诊科就诊。

[0058] 创伤或紧张(stress)，例如，牙科手术、疾病(例如病毒性疾病，比如感冒和流感)、
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月经和外科手术，可以触发血管性水肿的发作。为了防止HAE的急性发作，患者可尝试避免

先前已经引起发作的特定刺激。但是，在许多情况下，在没有已知触发的情况下出现发作。

典型地，HAE症状首先在儿童时期出现并且在青春期恶化。未治疗的个体平均每1至2周发作

一次，并且大部分发作持续约3天至4天(ghr .nlm .nih .gov/condition/hereditary‑

angioedema)。发作的频率和持续时间在患有遗传性血管性水肿的人当中、甚至在相同家族

的人当中变化非常大。

[0059] 存在三类HAE，称为I型、II型和III型。据估计，每50,000人中有1人患有HAE，I型占

约85％的病例，II型占约15％的病例，并且III型非常罕见。III型是最近描述的形式并且最

初认为仅仅出现在女人中，但是已经鉴定了具有患病男性的家族。

[0060] HAE以常染色显性模式遗传，使得患病的人可从一个患病的父母中遗传该突变。基

因中也可出现新突变，并且HEA也可出现在他们的家族中没有该障碍历史的人中。据估计，

20‑25％的病例源自新的自发突变。

[0061] SERPING1基因中的突变造成I型和II型遗传性血管性水肿。SERPING1基因为制造

对于控制炎症是重要的C1抑制剂蛋白质提供了指导。C1抑制剂阻碍了促进炎症的某些蛋白

质的活性。造成I型遗传性血管性水肿的突变导致血液中降低的C1抑制剂的水平。相反，造

成II型的突变导致产生功能异常的C1抑制剂。在没有适宜水平的功能性C1抑制剂的情况

下，产生过量的缓激肽。通过增加流体通过血管壁渗透进入身体组织，缓激肽促进炎症。流

体在身体组织中的过量积聚造成患有I型和II型遗传性血管性水肿的个体中可见的肿胀的

发作。

[0062] F12基因的突变与III型遗传性血管性水肿的一些病例相关。F12基因为制造凝血

因子XII提供了指导。除了在血液凝结(凝血)中起到关键的作用，因子XII也是炎症的重要

的刺激物并且参与缓激肽的产生。F12基因的某些突变导致产生具有增加活性的因子XII。

结果，产生了更多的缓激肽且血管壁变得更加渗漏，其导致肿胀的发作。III型遗传性血管

性水肿的其他病例的病因仍是未知的。一个或多个迄今未鉴定的基因的突变可能造成这些

病例中的障碍。

[0063] HAE可与由变态反应或其他医学病况引起的其他形式的血管性水肿类似地出现，

但是其病因和治疗明显不同。当HAE被误诊为过敏时，最常见地是用对于HAE通常无效的抗

组胺剂、类固醇类和/或肾上腺素治疗，尽管肾上腺素可用于威胁生命的反应。误诊也已经

导致对于患有腹部肿胀的患者不必要的探查性的外科手术，并且在一些HAE患者中，腹部疼

痛已经被错误地诊断为身心性的。

[0064] 用于HAE的C1抑制剂疗法以及其他疗法描述在Kaplan ,A .P .，J  Allergy  Clin 

Immunol，2010，126(5):918‑925中。

[0065] 提供HAE发作的紧急治疗，以尽可能快速地停止水肿的进展。静脉内施用的来自供

体血液的C1抑制剂浓缩物是一种紧急治疗；但是，该治疗在许多国家中不可用。在C1抑制剂

浓缩物不可用的紧急情况下，新鲜冷冻的血浆(FFP)可用作替代物，因为其也包含C1抑制

剂。

[0066] 自从1979年，欧洲已经开始使用源自人血液的纯化的C1抑制剂。现在美国有数种

C1抑制剂治疗可用并且现在加拿大有两种C1抑制剂产品可用。巴氏消毒的Berinert  P(CSL 

Behring)于2009年被F .D .A .批准用于急性发作。纳米过滤的 于2008年被
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F.D.A.批准用于预防。Rhucin/Ruconest(Pharming)是正在开发中的重组C1抑制剂，其没有

因人血源性病原体导致的传染病传播的风险。

[0067] 急性HAE发作的治疗也可包括用于疼痛缓解的药物和/或IV流体。

[0068] 其他治疗方式可刺激C1抑制剂的合成，或减少C1抑制剂消耗。雄激素药物，比如达

那唑，可通过刺激C1抑制剂的产生而降低发作的频率和严重程度。

[0069] 幽门螺旋杆菌(helicobacter  pylori)可触发腹部发作。治疗幽门螺旋杆菌的抗

生素将减少腹部发作。

[0070] 较新的治疗攻击接触级联反应。艾卡拉肽 抑制血浆激肽释放酶并

且已经在美国被批准。艾替班特( Shire)抑制缓激肽B2受体，并且已经在欧洲

和美国被批准。

[0071] HAE的诊断可依赖于例如，家族史和/或血液检测。与I型、II型和III型HAE相关的

实验室发现描述在例如Kaplan，A.P.，J  Allergy  Clin  Immunol，2010，126(5):918‑925中。

I型HAE中，C1抑制剂的水平如C4的水平一样降低，而C1q水平是正常的。在II型HAE中，C1抑

制剂的水平是正常的或增加的；但是，C1抑制剂功能不正常。C4水平降低并且C1q水平是正

常的。在III型中，C1抑制剂、C4和C1q的水平可都是正常的。本公开至少部分地基于与健康

个体相比，在来自HAE患者的样品中具有不同水平的另外蛋白质(表1)的鉴定。测量这些蛋

白质的生物标记组的水平可用于鉴定受试者是否患有疾病，比如HAE。在一些实施方式中，

该方法可用于确定患者是否已经患有或正患有HAE发作。

[0072] 可例如使用问卷，例如由患者、临床医生或家族成员完成的问卷评估HAE的症状。

这种问卷是本领域已知的并且包括例如视觉模拟量表。参见，例如McMillan，C .V .等

Patient.2012；5(2):113‑26。

[0073] 可通过测量生物样品中如本文所描述的生物标记组的水平而进行分析本文所述

的生物样品。本文公开的生物标记的水平(例如含量)或生物标记的水平的改变，可使用本

文所述的试验和/或本领域已知的试验评估。本文所述的一种或多种生物标记可使用常规

方法分析。在一些实施方式中，通过直接检测生物样品中的蛋白质，评估或测量生物标记的

水平。可替选地或另外地，可例如通过检测蛋白质的活性的水平(例如酶试验)间接评估或

测量生物样品中的蛋白质的水平。

[0074] 在一些实施方式中，使用免疫试验测量生物标记。免疫试验的例子包括但不限于

免疫印迹试验(蛋白质印迹)、酶联免疫吸附试验(ELISA)(例如，夹心ELISA)、放射免疫试

验、基于电化学发光的检测试验、磁性免疫试验、侧流试验和相关的技术。用于检测本文提

供的生物标记的另外适当的免疫试验对于本领域技术人员将是显而易见的。但是，对于本

领域技术人员将是显而易见的是本公开不限于免疫试验，并且不基于抗体或抗原结合抗体

片段的检测试验，比如质谱，也用于检测和/或量化如本文提供的接触系统生物标记。依赖

于显色底物的试验也可用于检测和/或量化如本文提供的接触系统生物标记。

[0075] 用于检测和/或量化接触系统生物标记、比如本文提供的那些的检测试验的类型

将取决于其中使用试验的具体情况(例如临床或研究应用)、待检测的生物标记的种类和数

量、以及待平行进行的患者样品的种类和数量等等。

[0076] ELISA是本领域已知的(参见，例如Crowther，John  R(2009) .“The  ELISA 
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Guidebook.”第二版，Humana  Press  and  Lequin  R(2005) .“Enzyme  immunoassay(EIA)/

enzyme‑linked  immunosorbent  assay(ELISA)”.Clin.Chem.51(12):2415‑8)并且本文描

述了示例性ELISA。用于进行ELISA的试剂盒也是本领域已知的和商业上可得的(参见，例如

来自Life  Technologies和BD  Biosciences的ELISA试剂盒)。

[0077] 在一些实施方式中，免疫试验用于测量蛋白生物标记的水平。本文所述的免疫试

验可为夹心ELISA的形式，其中特异性结合生物标记组的蛋白质的第一结合剂固定在支撑

元件上。然后，在使得结合剂和样品中的蛋白质之间形成复合物的条件下，可以将支撑元件

与如本文所描述的生物样品孵育适当的时间段。然后，可以使用结合蛋白、结合剂‑蛋白质

复合物或结合剂的检测试剂，检测这种复合物。检测试剂可缀合至标签，所述标签可直接或

间接释放信号。信号的强度表示样品中蛋白质的水平。在一些实施方式中，检测试剂被检测

并且其水平表示样品中蛋白质的水平。

[0078] 在本文所述的方法和试剂盒中，可以使用特异性结合期望的蛋白质的任何结合剂

以测量生物样品中蛋白质的水平。在一些实施方式中，结合剂是特异性结合期望的蛋白质

的抗体。在一些实施方式中，结合剂是特异性结合期望的蛋白质的适配体抗体。在一些实施

方式中，样品可同时或顺序接触结合不同蛋白质的多于一种的结合剂(例如多重分析，例如

SOMAScanTM试验(SOMALogic))。生物样品在适当的条件下接触结合剂。一般而言，术语“接

触”指将结合剂暴露于生物样品或试剂足够在结合剂和样品中蛋白质(如果存在的话)之间

形成复合物的适当的时间段。在一些实施方式中，接触通过毛细管作用进行，其中生物样品

或试剂横跨支撑膜的表面移动。

[0079] 在一些实施方式中，免疫试验可在低通量平台上进行，包括以单个免疫试验的形

式。例如，低通量平台可用于测量生物样品(例如，生物组织、组织提取物)中蛋白质的存在

和含量以用于诊断方法、监测疾病和/或治疗进展、和/或预测疾病或障碍是否可从具体的

治疗获益。

[0080] 在一些实施方式中，将结合剂固定至支撑元件可以是必要的。用于固定结合剂的

方法将取决于比如结合剂的性质和支撑元件的材料的因素并且可能需要特定的缓冲液。这

种方法对于本领域普通技术人员将是显而易见的。例如，如本文所描述的生物样品中的生

物标记组可使用也是本文所述的任何试剂盒和/或检测装置测量。

[0081] 如本文所使用，术语“测量(measuring)”或“测量(menasurement)”或可替选地“检

测(detecting)”或“检测(detection)”意思是评估样品中物质的存在、缺乏、数量或含量

(其可为有效量)，包括导出这种物质的定性或定量浓度水平，或以其他方式评估受试者的

值或分类。

[0082] 试验，例如蛋白质印迹试验，可进一步涉及使用定量的成像系统，例如LICOR成像

技术，其是商业上可得的(参见，例如来自LI‑COR  Biosciences的 CLx红外成像

系统)。在一些实施方式中，使用电化学发光检测试验或依赖于电化学发光和图案化阵列技

术的组合的试验(例如来自Meso  Scale  Discovery(MSD)的ECL或多阵列技术试验)。

[0083] 在本文所述的任何方法中，生物标记组的蛋白质的水平可与对照样品或参考样品

中的蛋白质的水平进行比较。

[0084] 涉及也在本文中所述的任何蛋白生物标记组的本文所述的方法和试剂盒可用于

评估与接触活化系统相关的疾病，比如本文所述的那些。
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[0085] (ii)诊断和/或预后应用

[0086] 在来自受试者的样品中检测到的表1中呈现的蛋白质的水平可用作可靠的生物标

记，用于诊断与接触活化系统相关的疾病(例如HAE)、监测这种疾病的进展、评估对于该疾

病的治疗的功效、鉴定适于具体治疗的患者、和/或预测受试者的疾病发作。

[0087] 因此，基于从受试者获得的生物样品中生物标记组的水平，本文描述了用于与接

触活化系统相关的疾病的诊断和预后方法。在一些实施方式中，如使用本文所述的任何方

法测量的生物标记的水平，可以被依赖用于评估从其获得生物样品的受试者(例如人患者)

是否患有与接触活化系统相关的疾病或处在与接触活化系统相关的疾病的风险中，所述疾

病比如与血浆激肽释放酶相关的疾病，例如HAE，或自身免疫性疾病，比如RA、UC和克罗恩

病。

[0088] 在一些实施方式中，可以将生物标记的水平与参考样品或对照样品比较，以确定

指示样品中蛋白质含量的值。在一些实施方式中，通过比较样品中蛋白质的水平与样品中

另一蛋白质(例如，内部对照或内标)的水平，获得生物标记的值。这种生物标记值可为相对

于内部对照或内标的归一化值。可将生物标记的值与参考值比较，以确定受试者是否患有

与接触活化系统相关的疾病或处在与接触活化系统相关的疾病的风险中。参考值可表示没

有靶疾病的受试者(例如，人受试者)中相应的生物标记的水平。在一些实施方式中，如果生

物标记的水平或值高于参考水平或值，则受试者可鉴定为患有与接触活化系统相关的疾病

或处在与接触活化系统相关的疾病的风险中。在一些实施方式中，如果生物标记的水平或

值低于参考水平或值，则受试者可鉴定为患有与接触活化系统相关的疾病或处在与接触活

化系统相关的疾病的风险中。

[0089] 在一些实施方式中，生物标记的水平可与该蛋白质预定的阈值相比较，偏离该预

定的阈值可指示受试者患有与接触系统相关的疾病。预定的阈值可表示将患有靶疾病的患

者中的生物标记的水平与没有靶疾病的患者中的生物标记的水平区分开的生物标记的值。

[0090] 在一些实施方式中，生物标记组包括大于一种的蛋白质，对于其中至少一种，升高

的水平指示受试者患有疾病或处在患有疾病的风险中，并且对于至少一种蛋白质，降低的

水平指示受试者患有疾病或处在患有疾病的风险中。在一些实施方式中，生物标记组包括

大于一种的蛋白质，对于其中任一种，升高的水平指示受试者患有疾病或处在患有疾病的

风险中。在一些实施方式中，生物标记组包括大于一种的蛋白质，对于其中任一种，降低的

水平指示受试者患有疾病或处在患有疾病的风险中。

[0091] 在一些实施方式中，对照样品或参考样品是从健康个体获得的生物样品。在一些

实施方式中，对照样品或参考样品包含已知含量的待评估的蛋白质。在一些实施方式中，对

照样品或参考样品是从对照受试者获得的生物样品。

[0092] 如本文所使用，对照受试者可为健康个体，即在测量蛋白质的水平时明显没有靶

疾病(例如，与接触系统相关的疾病)或没有该疾病的历史的个体。对照受试者也可表示健

康受试者的群体，其优选地具有与通过本文所述的方法分析的受试者匹配的特征(例如，年

龄、性别、种族群体)。

[0093] 对照水平可为预定的水平或阈值。这种预定的水平可表示未患有靶疾病或未处在

靶疾病的风险中的受试者的群体中的蛋白质的水平(例如，健康受试者的群体中的平均水

平)。它也可表示患有靶疾病的受试者的群体中蛋白质的水平。
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[0094] 预定的水平可采用各种形式。例如，其可为单个截止值，比如中值或平均值。在一

些实施方式中，这种预定的水平可基于比较组确立，比如其中一个限定的组已知患有靶疾

病和另一限定的组已知未患有靶疾病。可替选地，预定的水平可为一个范围，例如，表示对

照群体中蛋白质的水平的范围。

[0095] 如本文所描述的对照水平可通过常规技术确定。在一些实施例中，可通过对也如

本文所述的对照样品进行常规方法(例如，用于获得如本文所描述的测试样品中蛋白质的

水平的相同试验)获得对照水平。在其他实例中，可从对照群体的成员获得蛋白质的水平，

并且可通过例如计算程序分析结果，以获得表示对照群体中的蛋白质的水平的对照水平

(预定的水平)。

[0096] 通过比较从候选受试者获得的样品中生物标记的水平与如本文所描述的参考值，

可确定候选受试者是否患有与接触系统相关的疾病(例如，HAE)或处在与接触系统相关的

疾病的风险中。例如，如果候选受试者的样品中生物标记的水平偏离参考值(例如，与参考

值相比增加)，则候选受试者可能被鉴定为患有疾病或处在疾病风险中。当参考值表示患有

靶疾病的受试者的群体中的生物标记的水平的值范围时，则候选者的样品中的生物标记的

值落在所述范围内指示候选受试者患有靶疾病或处在靶疾病的风险中。

[0097] 如本文所使用，“升高的水平”或“高于参考值的水平”意思是生物标记的水平高于

参考值，比如对照样品中生物标记水平的预定的阈值。本文详细地描述了对照水平。升高的

生物标记的水平包括比参考值高例如1％、5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、

80％、90％、100％、150％、200％、300％、400％、500％或更多的生物标记的水平。在一些实

施方式中，测试样品中的生物标记的水平比参考样品中的生物标记的水平高至少1.1、1.2、

1.3、1.4、15、1.6、1.7、1.8、1.9、2、2.5、3、3.5、4、4.5、5、5、6、7、8、9、10、50、100、150、200、

300、400、500、1000、10000倍或更高。

[0098] 如本文所使用，“降低的水平”或“低于参考值的水平”意思是生物标记的水平低于

参考值，比如对照样品中生物标记的预定的阈值。本文详细地描述了对照水平。降低的生物

标记的水平包括比参考值低例如1％、5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、

90％、100％、150％、200％、300％、400％、500％或更多的生物标记的水平。在一些实施方式

中，测试样品中的生物标记的水平比参考样品中生物标记的水平低至少1.1、1.2、1.3、1.4、

15、1.6、1.7、1.8、1.9、2、2.5、3、3.5、4、4.5、5、5、6、7、8、9、10、50、100、150、200、300、400、

500、1000、10000倍或更低。

[0099] 在一些实施方式中，候选受试者是人患者，其具有与接触活化系统相关的疾病的

症状，比如pKal介导的障碍，例如HAE或自身免疫性疾病，比如RA、UC和克罗恩病。例如，受试

者患有水肿、肿胀，其中所述肿胀完全或主要是外周的；荨麻疹；在没有明显感染迹象的情

况下的泛红、疼痛和肿胀；非组胺介导的水肿、复发性的肿胀发作或其组合。在其他实施方

式中，在收集样品时受试者没有pKal介导的障碍的症状、没有pKal介导的障碍的症状的历

史、或没有pKal介导的障碍(比如HAE)的历史。在其他实施方式中，受试者耐受抗组胺疗法、

皮质激素疗法或它们二者。

[0100] 在本文所述的方法中鉴定的受试者可为经受适当的治疗，比如如本文所描述的用

pKal抑制剂的治疗的受试者。

[0101] 考虑生物标记的水平和这种疾病之间的相关性，本文所述的试验方法和试剂盒也
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可用于评估与接触系统相关的疾病比如本文所述的那些的疾病的治疗功效。例如，可从在

治疗之前和之后或治疗过程期间进行治疗的受试者收集多个生物样品(例如，血液或血浆

样品)。可通过如本文所描述的任何试验方法测量生物标记的水平并且相应地可确定生物

标记的值(例如，含量)。例如，如果升高的生物标记的水平指示受试者患有靶疾病并且生物

标记的水平在治疗之后或治疗过程期间降低(稍后收集的样品中生物标记的水平与较早收

集的样品中的生物标记的水平相比)，则其指示治疗是有效的。作为另一实例，如果降低的

生物标记的水平指示受试者患有靶疾病并且在治疗之后或治疗过程期间生物标记的水平

增加(稍后收集的样品中生物标记的水平与较早收集的样品中的生物标记的水平相比)，则

其指示治疗是有效的。在一些实例中，治疗涉及有效量的治疗剂，比如血浆激肽释放酶抑制

剂、缓激肽B2受体拮抗剂或C1酯酶抑制剂(C1‑INH)。治疗剂的实例包括但不限于

lanadelumab、艾卡拉肽、艾替班特和人血浆衍生的C1‑INH。

[0102] 如果受试者被鉴定为对治疗无应答，则将治疗剂的更高剂量和/或更高的给药频

率施用至经鉴定的受试者。在一些实施方式中，在鉴定为对治疗响应或不需要进一步治疗

的受试者中，保持、降低或停止治疗剂的剂量或给药频率。可替选地，不同的治疗可应用于

被发现对第一治疗不响应的受试者。

[0103] 在其他实施方式中，也可依靠生物标记或生物标记组的值，以鉴定障碍与接触系

统相关或障碍可通过例如pKal抑制剂治疗。为了实施该方法，从患有靶疾病的受试者收集

的样品(例如，血液样品或血浆样品)中的生物标记的水平可通过适当的方法测量，例如，本

文所述的那些，比如蛋白质印迹或ELISA试验。如果生物标记的水平偏离参考值(例如，升高

的或降低的)，则其指示pKal抑制剂可有效治疗该疾病。如果该疾病被鉴定为易受pKal抑制

剂的影响(可由pKal抑制剂治疗)，则方法可进一步包括向患有该疾病的受试者施用有效量

的pKal抑制剂，比如抗pKal抗体或抑制性肽(例如，lanadelumab、艾卡拉肽)；缓激肽2受体

抑制剂(例如，艾替班特)；和/或C1‑INH(例如人血浆衍生的C1‑INH)。

[0104] 评估与接触系统相关的疾病严重程度或该疾病状态的方法也在本公开的范围内。

例如，如本文所描述，HAE可处于静息状态(基础状态)，在静息状态期间受试者不经历疾病

的症状。HAE发作通常为复发性的发作，其中受试者可能经历例如手、脚、面部、胃肠道、生殖

器和喉头(喉咙)的可持续两天至五天的疼痛和肿胀。在一些实施方式中，一种或多种生物

标记的水平表征受试者是否将经历、正在经历或将很快经历HAE发作。在一些实施方式中，

方法涉及比较从患有HAE的受试者获得的样品中的生物标记的水平与来自相同受试者的样

品，例如从基础状态下相同受试者获得的样品中或从HAE发作期间相同受试者获得的样品

的生物标记的水平。

[0105] (iii)非临床应用

[0106] 此外，本文所述的任何生物标记组的水平可用于研究目的。尽管已经鉴定了许多

与接触活化系统相关的疾病，但是其他疾病由类似的机理介导或涉及类似的组分是可能

的。在一些实施方式中，本文所述的方法可用于将疾病鉴定为与接触活化系统相关或与接

触活化系统的组分相关。在一些实施方式中，本文所述的方法可用于研究疾病的机理(例

如，发现参与疾病发展的新的生物途径或过程)或疾病的进展。

[0107] 在一些实施方式中，可依赖如本文所描述的生物标记组的水平来开发用于与接触

活化系统相关的疾病的新疗法。例如，可测量从已经施用新疗法(例如，临床测试)的受试者
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获得的样品中的生物标记组的水平。在一些实施方式中，生物标记组的水平可指示新疗法

的功效或在新疗法之前、期间或之后受试者的疾病的进展。

[0108] 用于测量蛋白生物标记组的试剂盒和检测装置

[0109] 本公开也提供了用于测量如本文所描述的生物标记组的水平的试剂盒和检测装

置。这种试剂盒或检测装置可包括特异性结合比如表1中列举的那些的蛋白生物标记的结

合剂。例如，这种试剂盒或检测装置可包括对于选自表1中的两种不同的蛋白生物标记特异

性的至少两种结合剂。在一些情况下，试剂盒或检测装置包括对于本文所述的蛋白生物标

记组的所有成员特异性的结合剂。

[0110] 在一些实施方式中，一种或多种结合剂是特异性结合生物标记组的蛋白质的抗

体。在一些实施方式中，一种或多种结合剂是特异性结合生物标记组的蛋白质的适配体，比

如肽适配体或寡核苷酸适配体。

[0111] 在一些实施方式中，试剂盒进一步包括检测试剂(例如，与结合剂结合的抗体)，用

于检测结合剂与生物标记组的蛋白质的结合。检测试剂可缀合至标签。在一些实施方式中，

检测试剂是特异性结合至少一种结合剂的抗体。在一些实施方式中，结合剂包括可被检测

试剂鉴定和直接或间接结合检测试剂的标志(tag)。

[0112] 在一些实施方式中，支撑元件是膜，比如硝化纤维素膜、聚偏二氟乙烯(PVDF)膜或

乙酸纤维素膜。在一些实例中，免疫试验可为蛋白质印迹试验形式或侧流试验形式。

[0113] 在一些实施方式中，支撑元件是多孔板，比如ELISA板。在一些实施方式中，本文所

述的免疫试验可在高通量平台上进行。在一些实施方式中，多孔板，例如24孔板、48孔板、96

孔板、384孔板或更多孔的孔板可用于高通量免疫试验。个体免疫试验可在每个孔中平行进

行。所以，一般期望使用读板仪以平行测量多个孔，从而增加试验通量。在一些实施方式中，

能够使多孔(例如，4、16、24、48、96、384或更多个孔)平行成像的读板仪可用于该平台。例

如，可使用商业上可获得的读板仪(例如，可获得自Perkin  Elmer，Waltham，MA的板::视野

系统)。该读板仪能够基于动力学荧光分析。该板::视野系统具有高的收集效率光学并且具

有用于平行分析96个孔的专用光学设计。另外适当的平行读板仪包括但不限于SAFIRE

(Tecan，San  Jose，CA)、 (Molecular  Devices，Union  City，CA)、FDSS7000

(Hamamatsu，Bridgewater，NJ)和CellLux(Perkin  Elmer，Waltham，MA)。

[0114] 在试剂盒或检测装置中，一种或多种结合剂可固定在支撑元件，例如膜、珠子、载

玻片或多孔板上。用于免疫试验的适当的支撑元件的选择将取决于各种因素，比如样品的

数量和检测从缀合至第二试剂的标签释放的信号的方法。

[0115] 试剂盒可还包括如本文所描述的一种或多种缓冲液，但不限于包被缓冲液、封闭

缓冲液、冲洗缓冲液和/或停止缓冲液。

[0116] 在一些实施方式中，试剂盒可包括根据本文所述的任何方法使用的说明书。包括

的说明书可包括如何使用试剂盒中包含的组分以用于测量从受试者比如人患者收集的生

物样品中的生物标记组的蛋白质的水平的说明。

[0117] 与试剂盒使用相关的说明书一般包括关于用于进行本文所述的试验方法的各个

组分的用量和适宜的条件的信息。试剂盒中的组分可为单位剂量、散装(例如，多剂量包

装)，或亚单位剂量。本公开的试剂盒中提供的说明书通常为标签或包装插入物(例如，试剂

盒中包括的纸页)上的书面说明书，但是机器可读的说明书(例如，磁盘或光盘存储器上携
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带的说明书)也是可接受的。

[0118] 标签或包装插入物指示试剂盒用于评估生物标记组的蛋白质的水平。可提供用于

实施本文所述的任何方法的说明书。

[0119] 本公开的试剂盒在合适的包装中。合适的包装包括但不限于小瓶(vial)、细口瓶

(bottle)、广口瓶(jar)、柔性包装(例如，密封的聚酯薄膜(Mylar)或塑料袋)等。也考虑与

特定设备，比如吸入器、鼻施用设备(例如，雾化器)或注入设备(比如微型泵)组合使用的包

装。试剂盒可具有无菌进入孔(例如容器可为静脉内溶液袋或小瓶，其具有可被皮下注射针

刺破的塞子)。容器也可具有无菌进入孔(例如容器可为静脉内溶液袋或小瓶，其具有可被

皮下注射针刺破的塞子)。

[0120] 试剂盒可任选地提供另外的组分，比如解释信息，如对照样品和/或标准样品或参

考样品。通常，试剂盒包括容器和在容器上或与容器相关联的标签或包装插入物。在一些实

施方式中，本公开提供了包括上述试剂盒的内容物的制造制品。

[0121] 治疗与接触活化系统相关的疾病

[0122] 如使用本文所述的方法鉴定的处在与接触活化系统相关的疾病的风险中或遭受

与接触活化系统相关的疾病的受试者可用任何适当的治疗剂治疗。在一些实施方式中，提

供的方法包括基于描述的方法例如测量生物标记组的水平的输出，选择用于受试者的治

疗。

[0123] 在一些实施方式中，方法包括基于试验、例如，生物标记检测的输出，选择或施用

治疗剂或者选择且施用所述治疗剂，例如激肽释放酶抑制剂、缓激肽B2受体抑制剂和/或C1

酯酶抑制剂，用于施用至受试者。

[0124] 在一些实施方式中，向受试者施用治疗剂一次或多次。在一些实施方式中，向受试

者施用血浆激肽释放酶抑制剂。在一些实施方式中，激肽释放酶抑制剂是肽、小分子抑制

剂、激肽释放酶抗体、或其片段。在一些实施方式中，向受试者施用缓激肽B2受体的拮抗剂。

在一些实施方式中，向受试者施用C1‑INH。

[0125] 治疗剂，例如激肽释放酶抑制剂、缓激肽B2受体抑制剂和/或C1‑INH，可与另一疗

法一起施用，该另一疗法作为用于治疗涉及接触活化系统的疾病或病况的组合疗法的一部

分。组合疗法，例如用激肽释放酶抑制剂、缓激肽B2受体拮抗剂或C1‑INH替代试剂中的一种

或多种的组合疗法，例如用激肽释放酶抑制剂、缓激肽B2受体拮抗剂或C1‑INH替代试剂中

的一种或多种和另一疗法的组合疗法可以以多种不同的配置提供。第一试剂可在施用其他

疗法之前或之后施用。在一些情况下，第一试剂和另一疗法(例如，治疗剂)同时施用，或在

很短的时间内施用(例如，注射之间的短时间间隔，比如相同治疗段期间)。第一试剂和其他

疗法也可以以更大的时间间隔施用。

[0126] 治疗剂

[0127] 血浆激肽释放酶结合剂(例如，结合蛋白，例如多肽，例如抑制多肽，例如抗体，例

如抑制抗体，或其他结合剂，例如小分子)是用于各种疾病和病况例如涉及血浆激肽释放酶

活性的疾病和病况的有用的治疗剂。例如，在一些实施方式中，涉及血浆激肽释放酶活性的

疾病或病况是遗传性血管性水肿(HAE)。在一些实施方式中，向处在与接触活化系统相关的

疾病的风险中或遭受与接触活化系统相关的疾病的受试者施用血浆激肽释放酶结合剂、比

如血浆激肽释放酶抑制剂。
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[0128] 激肽释放酶，组织和/或血浆激肽释放酶的许多有用的蛋白质抑制剂包括Kunitz

结构域。如本文所使用，“Kunitz结构域”是具有至少51个氨基酸并且包含至少两个、和优选

地三个二硫键的多肽结构域。结构域折叠使得第一和第六半胱氨酸、第二和第四半胱氨酸、

以及第三和第五半胱氨酸形成二硫键(例如，在具有58个氨基酸的Kunitz结构域中，根据下

面提供的BPTI同源物的序列的编号，半胱氨酸可出现在对应于氨基酸5、14、30、38、51和55

的位置处，并且二硫键可在位置5和55、位置14和38以及位置30和51的半胱氨酸之间形成)，

或者，如果存在两个二硫键，则它们可在其半胱氨酸相应的子集之间形成。根据下面提供的

BPTI序列的编号，各个半胱氨酸之间的间隔可为对应于下述位置之间间隔的7、5、4、3、2、1

或0个氨基酸内：5至55、14至38、以及30至51。BPTI序列可用作参考，以指出任何一般Kunitz

结构域中的特定位置。比较感兴趣的Kunitz结构域与BPTI的比较可通过鉴定其中对齐的半

胱氨酸的数量最大化的最佳拟合比对进行。

[0129] BPTI的Kunitz结构域的3D结构(在高分辨率下)是已知的。一个X‑射线结构以

“6PTI”保存在Brookhaven蛋白质数据库中。一些BPTI同源物的3D结构(Eigenbrot等，

Protein  Engineering(1990)3(7):591‑598；Hynes等，Biochemistry(1990)29:10018‑

10022)是已知的。至少81种Kunitz结构域序列是已知的。已知的人同源物包括也称为组织

因子途径抑制剂(TFPI)的LACI的三个Kunitz结构域(Wun等，J.Biol.Chem.(1988)263(13):

6001‑6004；Girard等，Nature(1989)338:518‑20；Novotny等，J.Biol .Chem .(1989)264

(31):18832‑18837)、间α胰蛋白酶抑制物APP‑I的两个Kunitz结构域(Kido等J.Biol.Chem.

(1988)263(34):18104‑18107)、来自胶原的Kunitz结构域、TFPI‑2的三个Kunitz结构域

(Sprecher等，PNAS  USA(1994)91:3353‑3357)、肝细胞生长因子激活剂抑制物1型的Kunitz

结构域、肝细胞生长因子激活剂抑制物2型的Kunitz结构域、在美国专利公开号：2004‑

0152633中描述的Kunitz结构域。LACI是分子量为39  kDa的包含三个Kunitz结构域的人血

清磷糖蛋白(表2中的氨基酸序列)。

[0130] 表2：示例性的天然Kunitz结构域

[0131]
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[0132]

[0133] 上述Kunitz结构域被称为LACI‑K1(残基50至107)、LACI‑K2(残基121至178)和

LACI‑K3(213至270)。Wun等(J.Biol.Chem.(1988)263(13)：6001‑6004)报道了LACI的cDNA

序列。Girard等(Nature(1989)338：518‑20)报道了其中改变了三个Kunitz结构域的各自P1

残基的突变研究。当因子VIIa(F.VIIa)与组织因子复合时，LACI‑K1抑制F.VIIa并且LACI‑

K2抑制因子Xa。

[0134] 包含示例性Kunitz结构域的蛋白质包括下述，括号中为SWISS‑PROT登录号：

[0135] A4_HUMAN(P05067)，A4_MACFA(P53601)，A4_MACMU(P29216)，

[0136] A4_MOUSE(P12023)，A4_RAT(P08592)，A4_SAISC(Q95241)，

[0137] AMBP_PLEPL(P36992)，APP2_HUMAN(Q06481)，APP2_RAT(P15943)，

[0138] AXP1_ANTAF(P81547)，AXP2_ANTAF(P81548)，BPT1_BOVIN(P00974)，

[0139] BPT2_BOVIN(P04815)，CA17_HUMAN(Q02388)，CA36_CHICK(P15989)，

[0140] CA36_HUMAN(P12111)，CRPT_BOOMI(P81162)，ELAC_MACEU(O62845)，

[0141] ELAC_TRIVU(Q29143)，EPPI_HUMAN(O95925)，EPPI_MOUSE(Q9DA01)，

[0142] HTIB_MANSE(P26227)，IBP_CARCR(P00993)，IBPC_BOVIN(P00976)，

[0143] IBPI_TACTR(P16044)，IBPS_BOVIN(P00975)，ICS3_BOMMO(P07481)，

[0144] IMAP_DROFU(P11424)，IP52_ANESU(P10280)，ISC1_BOMMO(P10831)，

[0145] ISC2_BOMMO(P10832)，ISH1_STOHE(P31713)，ISH2_STOHE(P81129)，

[0146] ISIK_HELPO(P00994)，ISP2_GALME(P81906)，IVB1_BUNFA(P25660)，

[0147] IVB1_BUNMU(P00987)，IVB1_VIPAA(P00991)，IVB2_BUNMU(P00989)，

[0148] IVB2_DABRU(P00990)，IVB2_HEMHA(P00985)，IVB2_NAJNI(P00986)，

[0149] IVB3_VIPAA(PO0992)，IVBB_DENPO(P00983)，IVBC_NAJNA(P19859)，

[0150] IVBC_OPHHA(P82966)，IVBE_DENPO(P00984)，IVBI_DENAN(P00980)，

[0151] IVBI_DENPO(P00979)，IVBK_DENAN(P00982)，IVBK_DENPO(P00981)，

[0152] IVBT_ERIMA(P24541)，IVBT_NAJNA(P20229)，MCPI_MELCP(P82968)，

[0153] SBPI_SARBU(P26228)，SPT3_HUMAN(P49223)，TKD1_BOVIN(Q28201)，

[0154] TKD1_SHEEP(Q29428)，TXCA_DENAN(P81658)，UPTI_PIG(Q29100)，

[0155] AMBP_BOVIN(P00978)，AMBP_HUMAN(P02760)，AMBP_MERUN(Q62577)，

[0156] AMBP_MESAU(Q60559)，AMBP_MOUSE(Q07456)，AMBP_PIG(P04366)，

[0157] AMBP_PAT(Q64240)，IATR_HORSE(P04365)，IATR_SHEEP(P13371)，

[0158] SPT1_HUMAN(O43278)，SPT1_MOUSE(Q9R097)，SPT2_HUMAN(O43291)，

[0159] SPT2_MOUSE(Q9WU03)，TFP2_HUMAN(P48307)，TFP2_MOUSE(O35536)，

[0160] TFPI_HUMAN(P10646)，TFPI_MACMU(Q28864)，TFPI_MOUSE(O54819)，

[0161] TFPI_RABIT(P19761)，TFPI_RAT(Q02445)，YN81_CAEEL(Q03610)

[0162] 各种方法可用于鉴定来自序列数据库的Kunitz结构域。例如，Kunitz结构域的已

知的氨基酸序列、共有序列或基序(例如，ProSite基序)可以使用例如BLAST针对GenBank序
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列数据库(National  Center  for  Biotechnology  Information(国家生物技术信息中心)、

National  Institutes  of  Health(国立卫生研究院)、Bethesda  MD)进行检索；针对HMM

(Hidden  Markov  Models，隐马尔可夫模型)的Pfam数据库(例如，使用对于Pfam检索的默认

参数)进行检索；针对SMART数据库进行检索；或针对ProDom数据库进行检索。例如，Pfam版

本9的Pfam登录号PF00014提供了许多Kunitz结构域和用于鉴定Kunitz结构域的HMM。Pfam

数据库的描述可见于Sonhammer等Proteins(1997)28(3):405‑420并且HMM的详细描述可见

于例如G r i b s k o v等 M e t h .E n z y m o l .(1 9 9 0 ) 1 8 3 : 1 4 6 ‑ 1 5 9 ；G r i b s k o v等

Proc.Natl.Acad .Sci.USA(1987)84:4355‑4358；Krogh等J.Mol.Biol.(1994)235:1501‑

1531；和Stultz等Protein  Sci .(1993)2:305‑314。HMM的SMART数据库(Simple  Modular 

Architecture  Research  Tool(简单的分子架构研究工具)，EMBL，Heidelberg，DE)描述于

Schultz等Proc.Natl.Acad .Sci.USA(1998)95:5857和Schultz等Nucl.Acids  Res(2000)

28:231中。SMART数据库包含通过用HMMer2检索程序的隐马尔科夫模型特征分析而鉴定的

结构域(R.Durbin等(1998)Biological  sequence  analysis：probabilistic  models  of 

proteins  and  nucleic  acids .Cambridge  University  Press)。也注释和监测数据库。

ProDom蛋白质结构域数据库由同源的结构域的自动汇编组成(Corpet等Nucl.Acids  Res.

(1999)27:263‑267)。当前版本的ProDom使用SWISS‑PROT38和TREMBL蛋白质数据库的递归

PSI‑BLAST搜索构建(Altschul等Nucleic  Acids  Res .(1997)25:3389‑3402；Gouzy等

Computers  and  Chemistry(1999)23:333‑340.)。数据库自动为各自结构域生成共有序列。

Prosite将Kunitz结构域列举为基序并且鉴定包括Kunitz结构域的蛋白质。参见，例如

Falquet等Nucleic  Acids  Res.(2002)30:235‑238。

[0163] Kunitz结构域主要使用两个环区域(“结合环”)中的氨基酸与靶蛋白酶相互作用。

第一环区域在大约对应BPTI的氨基酸13‑20的残基之间。第二环区域在大约对应BPTI的氨

基酸31‑39的残基之间。Kunitz结构域的示例性文库的第一和/或第二环区域中存在一个或

多个氨基酸位置的不同。当筛选与激肽释放酶相互作用的Kunitz结构域或当选择改善的亲

和性突变体时，尤其有用的待改变的位置包括：相对于BPTI序列的位置13、15、16、17、18、

19、31、32、34和39。预期这些位置中的至少一些与靶蛋白酶紧密联系。改变其他位置，例如

三维结构中靠近上述位置的位置也是有用的。

[0164] Kunitz结构域的“框架区”被定义为这样的残基：其作为Kunitz结构域的一部分，

但是尤其不包括第一和第二结合环区中的残基，即大约对应于BPTI的氨基酸13‑20和BPTI

的氨基酸31‑39的残基。相反地，不在结合环中的残基可耐受更宽范围的氨基酸置换(例如，

保守置换和/或非保守置换)。

[0165] 在一个实施方式中，这些Kunitz结构域为包括人脂蛋白相关凝血抑制剂(LACI)蛋

白的Kunitz结构域1的成环结构的变体形式。LACI包含三个内部、明确限定的为典范Kunitz

结构域的肽环结构(Girard，T.等，Nature(1989)338:518‑520)。已经筛选、分离了本文所述

的LACI的Kunitz结构域1的变体并且以增强的亲和性和特异性结合激肽释放酶(参见，例如

美国专利号5,795,865和6,057,287)。这些方法也可应用于其他Kunitz结构域框架，以获得

与激肽释放酶(例如血浆激肽释放酶)相互作用的其他Kunitz结构域。激肽释放酶功能有用

的调节剂通常结合和/或抑制激肽释放酶，如使用激肽释放酶结合和抑制试验所确定的。

[0166] 在一些方面中，血浆激肽释放酶抑制剂结合活化形式的血浆激肽释放酶。在一些
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实施方式中，血浆激肽释放酶抑制剂结合和抑制血浆激肽释放酶，例如，人血浆激肽释放酶

和/或鼠激肽释放酶。示例性多肽血浆激肽释放酶试剂公开在美国专利号5,795,865、美国

专利号5,994,125、美国专利号6,057,287、美国专利号6,333,402、美国专利号7,628,983，

和美国专利号8,283 ,321、美国专利号7,064 ,107、美国专利号7,276 ,480、美国专利号7,

851,442、美国专利号8,124,586、美国专利号7,811,991和美国公开号20110086801中，其各

自的全部内容通过引用并入本文。在一些实施方式中，血浆激肽释放酶抑制剂是抑制性多

肽或肽。在一些实施方式中，抑制性肽是艾卡拉肽(也称为DX‑88或 SEQ  ID 

NO：3)。在一些实施方式中，激肽释放酶抑制剂包括或由下述组成：SEQ  ID  NO：3的氨基酸3‑

60的约58‑氨基酸序列或具有SEQ  ID  NO：3的60‑氨基酸序列的DX‑88多肽。

[0167] Glu  Ala  Met  His  Ser  Phe  Cys  Ala  Phe  Lys  Ala  Asp  Asp  Gly  Pro  Cys  Arg 

Ala  Ala  His  Pro  Arg  Trp  Phe  Phe  Asn  Ile  Phe  Thr  Arg  Gln  Cys  Glu  Glu  Phe  Ile 

Tyr  Gly  Gly  Cys  Glu  Gly  Asn  Gln  Asn  Arg  Phe  Glu  Ser  Leu  Glu  Glu  Cys  Lys  Lys 

Met  Cys  Thr  Arg  Asp(SEQ  ID  NO：3)。

[0168] 血浆激肽释放酶抑制剂可为全长抗体(例如，IgG(例如，IgG1、IgG2、IgG3、IgG4)、

IgM、IgA(例如，IgA1、IgA2)、IgD和IgE)或可仅仅包括抗原结合片段(例如，Fab、F(ab′)2或

scFv片段)。结合蛋白可包括两个重链免疫球蛋白和两个轻链免疫球蛋白，或可为单链抗

体。血浆激肽释放酶抑制剂可为重组蛋白，比如人源化的、CDR移植的、嵌合的、去免疫化的

或体外产生的抗体，并且和可任选地包括源自人生殖细胞系免疫球蛋白序列的恒定区。在

一个实施方式中，血浆激肽释放酶抑制剂是单克隆抗体。

[0169] 示例性血浆激肽释放酶结合蛋白公开于美国公开号20120201756中，其全部内容

通过引用并入本文。在一些实施方式中，激肽释放酶结合蛋白是具有选自由下述组成的组

中的抗体的轻链和/或重链的抗体(例如，人抗体)：M162‑A04、M160‑G12、M142‑H08、X63‑

G06、X101‑A01(也称为DX‑2922)、X81‑B01、X67‑D03、X67‑G04、X81‑B01、X67‑D03、X67‑G04、

X115‑B07、X115‑D05、X115‑E09、X115‑H06、X115‑A03、X115‑D01、X115‑F02、X124‑G01(也本

文称为DX‑2930或lanadelumab)、X115‑G04、M29‑D09、M145‑D11、M06‑D09和M35‑G04。在一些

实施方式中，血浆激肽释放酶结合蛋白与下述抗体竞争或结合相同表位：M162‑A04、M160‑

G12、M142‑H08、X63‑G06、X101‑A01(也本文称为DX‑2922)、X81‑B01、X67‑D03、X67‑G04、X81‑

B01、X67‑D03、X67‑G04、X115‑B07、X115‑D05、X115‑E09、X115‑H06、X115‑A03、X115‑D01、

X115‑F02、X124‑G01、X115‑G04、M29‑D09、M145‑D11、M06‑D09和M35‑G04。在一些实施方式

中，血浆激肽释放酶结合蛋白是lanadelumab。参见美国公开号20110200611和美国公开号

20120201756，其通过引用并入本文。

[0170] 血浆激肽释放酶抑制抗体的实例是lanadelumab。下面提供了lanadelumab的重链

可变区和轻链可变区的氨基酸序列，其中以黑体和下划线标出CDR区。

[0171] Lanadelumab的重链可变区序列(SEQ  ID  NO：4)

[0172] EVQLLESGGG  LVQPGGSLRL  SCAASGFTFS  HYIMMWVRQA  PGKGLEWVSG  IYSSGGITVY 

ADSVKGRFTI  SRDNSKNTLY  LQMNSLRAED  TAVYYCAYRR  IGVPRRDEFD  IWGQGTMVTV  SS

[0173] Lanadelumab的轻链可变区序列(SEQ  ID  NO：5)

[0174] DIQMTQSPS  TLSASVGDRV  TITCRASQSI  SSWLAWYQQK  PGKAPKLLIY  KASTLESGVP 

SRFSGSGSGT  EFTLTISSLQ  PDDFATYYCQ  QYNTYWTFGQ  GTKVEI
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[0175] 在一些实施方式中，血浆激肽释放酶抑制剂与本文所述的血浆激肽释放酶抑制剂

可具有约85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的序列同

一性。在一些实施方式中，血浆激肽释放酶抑制剂与本文所述的血浆激肽释放酶抑制剂在

HC框架区和/或LC框架区(例如，HC和/或LC  FR  1、2、3和/或4)中可具有约85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的序列同一性。在一些实施方式中，血

浆激肽释放酶抑制剂与本文所述的血浆激肽释放酶抑制剂在HC  CDR和/或LC  CDR(例如，HC

和/或LC  CDR  1、2和/或3)中可具有约85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或更高的序列同一性。在一些实施方式中，血浆激肽释放酶抑制剂与本文所述的

血浆激肽释放酶抑制剂在恒定区(例如，CH1、CH2、CH3和/或CL1)中可具有约85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的序列同一性。

[0176] 在一些方面中，小分子结合和抑制活化形式的血浆激肽释放酶。

[0177] 缓激肽B2受体抑制剂

[0178] 在一些实施方式中，向受试者施用缓激肽B2受体抑制剂(例如，拮抗剂)。示例性的

缓激肽B2受体拮抗剂包括艾替班特 其是包含阻断天然缓激肽与缓激肽B2受体

结合的10个氨基酸的拟肽类药物。

[0179] C1‑INH替代试剂

[0180] 在一些实施方式中，向受试者施用C1酯酶抑制剂(C1‑INH)，比如C1‑INH替代试剂。

示例性C1‑INH替代试剂是公众可得到的并且包括例如人血浆衍生的C1‑INH，例如

和

[0181] 不用进一步阐释，相信本领域技术人员可基于上述描述最大限度地使用本公开。

因此，下述具体的实施方式仅仅视为是说明性的，并且决不以任何方式限制本发明的剩余

部分。通过引用并入本文引用的所有出版物为了本文提到的目的或主题。

[0182] 实施例

[0183] 实施例1：鉴定与健康个体相比在来自HAE患者的样品中区别存在的蛋白质

[0184] 从健康个体(N＝22，称为“正常”样品)和患有HAE(I型/II型)的疾病静息期间(N＝

33，称为“基础”)和发作期间(N＝33，称为“发作”)的患者收集血浆样品。遵循严格的血液收

集方案，其中通过使用蝴蝶针、塑料导管和塑料收集管静脉穿刺收集血液。丢弃为血清管的

第一采血管。包含蛋白酶抑制剂混合物和抗凝剂的第二采血管(P100管)用于蛋白质组学分

析。在P100管中收集的血液在收集的1小时内被处理为血浆，分成数个等分试样，并且在<‑

70℃冷冻。

[0185] 使用能够检测1,310种不同人蛋白质的相对丰度的多重试验(SOMAscanTM试验；

SomaLogic；Boulder,CO)分析血浆样品。对于三种不同的样品类型(健康个体、处于静息状

态的患有HAE的患者和具有HAE发作的患者)，该试验比较1,310种蛋白质各自的信号水平。

[0186] 使用Kruskal‑Wallis方差分析，对数据进行统计分析。这是检验可具有相同或不

同样本尺寸的大于两个组的分布的非参数方法。如果假设是除了中值的任何区别之外，比

例分布(scaled  distribution)对于所有组都相同，则零假设是所有组的中值相同，并且备

选假设是一个组的群体中值与至少一个其他组的群体中值不同。如果统计不显示显著性，

则没有证据表明样本之间的随机占优。但是，如果中值存在显著性，则至少一个样本比另一

样本随机占优。
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[0187] 用假阳性率(q值)<0.01和T检验(p值<0.05，合并方差的平均值)区分与健康个体

相比的HAE患者(基础或发作)之间的蛋白质水平列在表1中。根据来自接受者工作曲线

(ROC)分析的C‑统计值，将蛋白质分级，其中接近1.0的C‑统计值对于HAE(I/II)的阳性检测

具有最高特异性和灵敏性。I型HAE患者鉴定为具有总C1抑制剂蛋白质(C1‑INH)的正常含量

的至少50％(通常小于30％)(David‑Lorton，M.J.Drugs  Dermatol.(2015)14：151‑157)。II

型HAE患者具有SERPING1基因中的突变，其导致失调的C1‑INH蛋白并且鉴定为具有功能C1‑

INH的正常含量的至少50％。在该研究中，HAE患者未确定为他们是否患有I型或II型HAE。

[0188] 如表1中显示，发现152种蛋白质在从HAE患者(发作或基础)获得的血浆样品和从

健康个体获得的血浆样品之间具有统计学上差异的水平(P<0.05)，其表示可被评估以区分

患有HAE的个体与没有该疾病的个体的生物标记。蛋白质组学分析鉴定了与来自健康个体

的样品相比，来自HAE患者的血浆样品中的水平中>2倍(P<0.050)高的58种蛋白质和来自

HAE患者的血浆样品中>2倍(P<0.05)低的12种蛋白质。10种蛋白质被鉴定具有>0.93的C‑统

计值。这些蛋白质，例如，具有高C‑统计值(例如，>0.9)的那些无论单独或组合使用，可用作

用于HAE和其他与接触系统相关的疾病的可靠的生物标记。

[0189] 相比来自健康个体的血浆，来自HAE患者的血浆样品包含显著更低含量的补体蛋

白4(“C4”)(图1，图块A)。低C4水平用于临床HAE(I/II)的诊断(Davis‑Lorton，M.J.Drugs 

Dermatol.(2015)14：151‑157)。另外，相对于来自健康个体的样品，在来自HAE患者的样品

中观察到了前激肽释放酶的含量的稍微降低(图1，图块B)。先前也已显示相对于正常水平，

HAE患者中前激肽释放酶的含量降低。使用本文所述的方法，观察到的HAE患者相对于健康

个体的C4和pKal丰度的改变指示所述方法能够检测与疾病发生相关的蛋白质水平的变化。

[0190] 也评估了来自HAE患者和健康个体的血浆样品的血浆激肽释放酶产生。简言之，柠

檬酸化的血浆样品用FXIIa活化，随后用玉米胰蛋白酶抑制剂进行FXIIa猝灭。在来自HAE患

者的样品中血浆激肽释放酶的速率相对于正常水平稍微降低(图2)。

[0191] 在该研究中，患有HAE的33名受试者中的15名用C1‑INH， 预防性治疗，

其将增加检测的血浆C1‑INH的含量。但是，在未用C1‑INH预防性治疗的HAE患者中，与正常

血浆样品相比，总C1‑INH降低(图3，图A)。如图3的图块A中用箭头所指示的，来自一个受试

者的血浆样品在基础和发作条件下包含升高水平的C1‑INH。当忽略该异常样品时，数据显

示了HAE患者中血浆C1‑INH的清晰降低(图3，图块B)。

[0192] 蛋白质组学数据也提供了有关HAE的病理学的新观点。例如，鉴定为在来自HAE患

者的血浆样品中升高的蛋白质亚组与线粒体功能相关(图4，图块A‑C)。ATP合酶亚单位O

(ATPO)是必要的线粒体膜蛋白(也称为F1F0ATP合酶或复合物V)，其在横跨线粒体膜的质子

梯度存在的情况下，从ADP产生ATP，所述质子梯度通过呼吸链的电子运输复合物而生成。类

似地，亲环蛋白F(也称为亲环蛋白D或肽基‑脯氨酰基顺‑反异构酶F，线粒体，EC：5.2.1.8)

也是线粒体膜蛋白。发现60kD线粒体热休克蛋白(HSP60)的水平在来自HAE患者的血浆样品

中也升高。

[0193] 在蛋白质组学分析中鉴定的可用作HAE的生物标记的另外蛋白质是14‑3‑3ζ/δ

(14‑3‑3ζ)蛋白。如图5中显示，与健康个体相比，14‑3‑3ζ/δ蛋白的水平在来自HAE患者的血

浆中升高。14‑3‑3ζ/δ蛋白是7成员蛋白质家族中的一种，在该家族中其他成员也被发现在

来自HAE患者的血浆中升高，包括14‑3‑3β/α(表1)。14‑3‑3蛋白在植物和哺乳动物中普遍表
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达并且高度保守，并且参与代谢、转录、细胞凋亡、蛋白质运输和细胞周期调节的信号转导

途径的调节(Aghazadeh等Drug  Discov.Today(2015))。这些蛋白质变化的血浆或血清水平

已经与疾病比如风湿性关节炎(Maksymowych等Clin.Exp.Rheumatol.(2014)32：S35‑S39)、

大血管血管炎，包括Takayasu动脉炎和巨细胞性动脉炎(Chakravarti等Arthritis 

Rheumatol .(2015)67：1913‑1921)、癌症(Matta等Exper  Opin.Ther.Targets(2012)16：

515‑523)、帕金森病(Slone等Neurobiol .Dis .(2015)79：1‑13)和阿尔茨海默氏病

(Steinacker等Semin.Cell  Dev.Biol.(2011)22：696‑704)的发生相关。本文描述的结果首

次鉴定了与来自健康志愿者的血浆相比，来自HAE患者的血浆中的14‑3‑3ζ/δ蛋白的水平升

高。

[0194] 鉴定为与健康个体相比，在来自患有HAE的患者的血浆中偏离的另外的蛋白质包

括IL‑1F6(也称为白细胞介素‑36α)；蛋白激酶：酪氨酸蛋白激酶YES、酪氨酸蛋白激酶LYN和

丝裂原活化蛋白激酶14(MAPK14)；糖原合酶激酶3α/β(GSK  3α/β)；ATP依赖性RNA解旋酶

DDX19B(DEAD  box蛋白19B)；和真核翻译起始因子5A1(elF‑5A‑1)(表1)。如图6中显示，IL‑

1F6的水平在来自HAE患者的血浆样品中显著更低；而如图7‑10中显示，酪氨酸蛋白激酶

YES、酪氨酸蛋白激酶LYN、MAPK14、GSK  3α/β、DEAD  box蛋白19B和elF‑5A‑1各自在来自HAE

患者的血浆样品中显著升高。

[0195] 蛋白质组学分析鉴定了在患有HAE的患者和健康个体中以不同的水平存在的超过

150种蛋白质。本文鉴定的任何蛋白质可用作用于与接触活化系统相关的疾病的生物标记

(单独或组合(生物标记组))，例如在用于下述的方法中：鉴定处在与接触活化系统相关的

疾病(例如，HAE)的风险中的患者、选择用于治疗的候选者、监测疾病进展或疾病状态、评估

针对疾病的治疗功效、确定治疗过程、鉴定疾病或障碍是否与接触活化系统相关，和/或用

于研究目的，包括例如研究疾病的机理，其可被依赖用于开发新的疗法。

[0196] 其他实施方式

[0197] 本说明书中公开的所有特征可以以任何组合而结合。本说明书中公开的各个特征

可被用于相同、等同或类似的目的的可替选特征所替换。因此，除非另外明确指出，否则公

开的各个特征仅仅是通用系列的等同或类似特征的例子。

[0198] 从上述描述中，本领域技术人员可容易确认本公开的实质性特征，并且在不背离

其精神和范围的情况下，可对本公开进行各种改变和修饰，以使其适应各种用途和条件。因

此，其他实施方式也在权利要求的范围内。

[0199] 等同方式和范围

[0200] 本领域技术人员仅仅使用常规实验，将认识到或能够确认本文所述的公开的具体

实施方式的许多等同方式。本公开的范围不旨在限于上述描述，而是如所附的权利要求中

阐释。

[0201] 在权利要求中，比如“一个(a)”、“一个(an)”和“所述(the)”的冠词可意指一个或

多于一个，除非相反指出或从上下文中显而易见。如果一个、多于一个或所有的群体成员出

现在产品或过程中、用于产品或过程或以其他方式与给定的产品或过程相关，则认为满足

了在群体的一个或多个成员之间包括“或”的权利要求或说明，除非相反指出或从上下文中

显而易见。本公开包括其中群体中的一个具体成员出现在给定的产品或过程、用于给定的

产品或过程或以其他方式与给定的产品或过程相关的实施方式。本公开包括其中多于一个
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或所有的群体成员出现在给定的产品或过程、用于给定的产品或过程或以其他方式与给定

的产品或过程相关的实施方式。

[0202] 此外，本公开包括其中来自一个或多个列举的权利要求的一个或多个限定、要素、

条款和描述性术语并入另一权利要求的所有变型、组合和排列。例如，引用另一权利要求的

任何权利要求可被修改成包括在引用相同基础权利要求的任何其他权利要求中出现的一

个或多个限定。在要素以列表、例如以马库什群体形式出现的情况下，也公开了要素的各个

子群体，并且任何要素可从群体中去除。应理解，一般而言，在本公开或本公开的方面被认

为包括特定的要素和/或特征的情况下，本公开或本公开的方面的某些实施方式由这种要

素和/或特征组成，或基本上由这种要素和/或特征组成。为了简化的目的，本文未用这些词

语具体阐释那些实施方式。也应注意。术语“包括”和“包含”旨在是开放式的并且允许包括

另外的要素或步骤。在给出范围的情况下，也包括端点。此外，除非另外说明或者根据上下

文以及本领域技术人员的理解显而易见，否则表达为范围的值在本公开的不同实施方式中

可将叙述的范围内的任何具体值或子范围假设为该范围下限的十分之一单位，除非上下文

另外明确说明。

[0203] 本申请引用了各种发行的专利、公开的专利申请、杂志文章和其他出版物，其所有

通过引用并入本文。如果在任何并入的参考文献和本说明书之间存在冲突，以本说明书为

准。另外，落在现有技术范围内的本公开的任何具体实施方式可明确地从任何一个或多个

权利要求中排除。因为这种实施方式对本领域普通技术人员而言是视为已知的，它们可被

排除，即使本文未明确阐释排除。出于任何原因，无论是否与现有技术的存在有关，本公开

的任何具体实施方式可从任何权利要求中排除。

[0204] 仅仅使用常规实验，本领域技术人员将认识到或能够确认本文所述的具体实施方

式的许多等同方式。本文所述的该实施方式的范围不旨在限于上述描述，而是如所附的权

利要求中阐释。本领域技术人员将认识到，在不背离如下述权利要求限定的本公开的精神

和范围的情况下，可对本说明书进行各种改变和修饰。
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[0001]                           序列表

[0002] <110>   Dyax  Corp.

[0003] <120>   用于与接触活化系统相关的疾病的蛋白生物标记

[0004] <130>   D0617.70115WO00

[0005] <140>  未指定

[0006] <141>   2017‑09‑15

[0007] <150>   US  62/395,712

[0008] <151>   2016‑09‑16

[0009] <150>   US  62/518,492

[0010] <151>   2017‑06‑12

[0011] <160>   5

[0012] <170>   PatentIn 版本3.5

[0013] <210>   1

[0014] <211>   304

[0015] <212>   PRT

[0016] <213>   智人(Homo  sapiens)

[0017] <400>   1

[0018] Met  Ile  Tyr  Thr  Met  Lys  Lys  Val  His  Ala  Leu  Trp  Ala  Ser  Val  Cys

[0019] 1                5                    10                   15

[0020] Leu  Leu  Leu  Asn  Leu  Ala  Pro  Ala  Pro  Leu  Asn  Ala  Asp  Ser  Glu  Glu

[0021]              20                   25                   30

[0022] Asp  Glu  Glu  His  Thr  Ile  Ile  Thr  Asp  Thr  Glu  Leu  Pro  Pro  Leu  Lys

[0023]          35                   40                   45

[0024] Leu  Met  His  Ser  Phe  Cys  Ala  Phe  Lys  Ala  Asp  Asp  Gly  Pro  Cys  Lys

[0025]      50                   55                   60

[0026] Ala  Ile  Met  Lys  Arg  Phe  Phe  Phe  Asn  Ile  Phe  Thr  Arg  Gln  Cys  Glu

[0027] 65                   70                   75                   80

[0028] Glu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Gly  Cys  Glu  Gly  Asn  Gln  Asn  Arg  Phe  Glu  Ser

[0029]                  85                   90                   95

[0030] Leu  Glu  Glu  Cys  Lys  Lys  Met  Cys  Thr  Arg  Asp  Asn  Ala  Asn  Arg  Ile

[0031]              100                  105                  110

[0032] Ile  Lys  Thr  Thr  Leu  Gln  Gln  Glu  Lys  Pro  Asp  Phe  Cys  Phe  Leu  Glu

[0033]          115                  120                  125

[0034] Glu  Asp  Pro  Gly  Ile  Cys  Arg  Gly  Tyr  Ile  Thr  Arg  Tyr  Phe  Tyr  Asn

[0035]      130                  135                  140

[0036] Asn  Gln  Thr  Lys  Gln  Cys  Glu  Arg  Phe  Lys  Tyr  Gly  Gly  Cys  Leu  Gly

[0037] 145                  150                  155                  160

[0038] Asn  Met  Asn  Asn  Phe  Glu  Thr  Leu  Glu  Glu  Cys  Lys  Asn  Ile  Cys  Glu
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[0039]                  165                  170                  175

[0040] Asp  Gly  Pro  Asn  Gly  Phe  Gln  Val  Asp  Asn  Tyr  Gly  Thr  Gln  Leu  Asn

[0041]              180                  185                  190

[0042] Ala  Val  Asn  Asn  Ser  Leu  Thr  Pro  Gln  Ser  Thr  Lys  Val  Pro  Ser  Leu

[0043]          195                  200                  205

[0044] Phe  Glu  Phe  His  Gly  Pro  Ser  Trp  Cys  Leu  Thr  Pro  Ala  Asp  Arg  Gly

[0045]      210                  215                  220

[0046] Leu  Cys  Arg  Ala  Asn  Glu  Asn  Arg  Phe  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Val  Ile  Gly

[0047] 225                  230                  235                  240

[0048] Lys  Cys  Arg  Pro  Phe  Lys  Tyr  Ser  Gly  Cys  Gly  Gly  Asn  Glu  Asn  Asn

[0049]                  245                  250                  255

[0050] Phe  Thr  Ser  Lys  Gln  Glu  Cys  Leu  Arg  Ala  Cys  Lys  Lys  Gly  Phe  Ile

[0051]              260                  265                  270

[0052] Gln  Arg  Ile  Ser  Lys  Gly  Gly  Leu  Ile  Lys  Thr  Lys  Arg  Lys  Arg  Lys

[0053]          275                  280                  285

[0054] Lys  Gln  Arg  Val  Lys  Ile  Ala  Tyr  Glu  Glu  Ile  Phe  Val  Lys  Asn  Met

[0055]      290                  295                  300

[0056] <210>   2

[0057] <211>   58

[0058] <212>   PRT

[0059] <213>   智人(Homo  sapiens)

[0060] <400>   2

[0061] Arg  Pro  Asp  Phe  Cys  Leu  Glu  Pro  Pro  Tyr  Thr  Gly  Pro  Cys  Lys  Ala

[0062] 1                5                    10                   15

[0063] Arg  Ile  Ile  Arg  Tyr  Phe  Tyr  Asn  Ala  Lys  Ala  Gly  Leu  Cys  Gln  Thr

[0064]              20                   25                   30

[0065] Phe  Val  Tyr  Gly  Gly  Cys  Arg  Ala  Lys  Arg  Asn  Asn  Phe  Lys  Ser  Ala

[0066]          35                   40                   45

[0067] Glu  Asp  Cys  Met  Arg  Thr  Cys  Gly  Gly  Ala

[0068]      50                   55

[0069] <210>   3

[0070] <211>   60

[0071] <212>   PRT

[0072] <213>  人工序列

[0073] <220>

[0074] <223>  合成多肽

[0075] <400>   3

[0076] Glu  Ala  Met  His  Ser  Phe  Cys  Ala  Phe  Lys  Ala  Asp  Asp  Gly  Pro  Cys

[0077] 1                5                    10                   15
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[0078] Arg  Ala  Ala  His  Pro  Arg  Trp  Phe  Phe  Asn  Ile  Phe  Thr  Arg  Gln  Cys

[0079]              20                   25                   30

[0080] Glu  Glu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Gly  Cys  Glu  Gly  Asn  Gln  Asn  Arg  Phe  Glu

[0081]          35                   40                   45

[0082] Ser  Leu  Glu  Glu  Cys  Lys  Lys  Met  Cys  Thr  Arg  Asp

[0083]      50                   55                   60

[0084] <210>   4

[0085] <211>   122

[0086] <212>   PRT

[0087] <213>  人工序列

[0088] <220>

[0089] <223>  合成多肽

[0090] <400>   4

[0091] Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

[0092] 1                5                    10                   15

[0093] Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  His  Tyr

[0094]              20                   25                   30

[0095] Ile  Met  Met  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

[0096]          35                   40                   45

[0097] Ser  Gly  Ile  Tyr  Ser  Ser  Gly  Gly  Ile  Thr  Val  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

[0098]      50                   55                   60

[0099] Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

[0100] 65                   70                   75                   80

[0101] Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0102]                  85                   90                   95

[0103] Ala  Tyr  Arg  Arg  Ile  Gly  Val  Pro  Arg  Arg  Asp  Glu  Phe  Asp  Ile  Trp

[0104]              100                  105                  110

[0105] Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0106]          115                  120

[0107] <210>   5

[0108] <211>   105

[0109] <212>   PRT

[0110] <213>  人工序列

[0111] <220>

[0112] <223>  合成多肽

[0113] <400>   5

[0114] Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Thr  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

[0115] 1                5                    10                   15

[0116] Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ser  Trp
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[0117]              20                   25                   30

[0118] Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

[0119]          35                   40                   45

[0120] Tyr  Lys  Ala  Ser  Thr  Leu  Glu  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

[0121]      50                   55                   60

[0122] Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Glu  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

[0123] 65                   70                   75                   80

[0124] Asp  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Asn  Thr  Tyr  Trp  Thr

[0125]                  85                   90                   95

[0126] Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

[0127]              100                  105
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图2
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图3
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图4
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图4续

图5
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图6
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图7
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图7续

图8
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图9

图10
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