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1.试剂在制备用于帮助诊断受试者中类风湿关节炎(RA)的富髓样分子亚型或富淋巴

样分子亚型的试剂盒中的用途，其中所述试剂用于测量得自所述受试者的生物样品中蛋白

质组合的表达，其中所述组合包含CXCL13和ICAM1，其中所述生物样品是组织样品或血清样

品，

其中所述ICAM1的升高表达指示富髓样RA分子亚型，CXCL13的升高表达指示富淋巴样

RA分子亚型。

2.权利要求1的用途，其中所述生物样品是血清。

3.权利要求2的用途，其中所述蛋白组合的表达使用免疫测定测量。

4.权利要求3的用途，其中免疫测定法是ELISA。

5.权利要求1的用途，其中所述试剂盒包含与所述蛋白质CXCL3和ICAM1之一或组合结

合的一种或多种抗体。
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用于治疗、诊断和监控类风湿性关节炎的方法

[0001] 本申请是申请日为2010年9月2日的、发明名称为“用于治疗、诊断和监控类风湿性

关节炎的方法”的中国专利申请201080049387.X(PCT/US2010/047734)的分案申请。

[0002] 与相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求于2009年9月3日提交的临时美国申请号61/275,948和2009年10月16

日提交的临时美国申请号61/252,424的优先权，所述两个专利申请在此引入本文作为参

考。

发明领域

[0004] 本发明提供鉴定、诊断和预后类风湿性关节炎的方法，以及治疗类风湿性关节炎

的方法。还提供了用于鉴定有效类风湿性关节炎治疗剂和预测对类风湿性关节炎治疗剂的

应答性的方法。

[0005] 发明背景

[0006] 类风湿性关节炎(RA)是影响美国1.3‑2.1百万人的临床上重要的慢性全身性自身

免疫性炎性疾病(参见例如，Alamanosa和Drosos，Autoimmun.Rev.，4:130‑136(2005))。RA

是病因未知的自身免疫病症。大多数RA患者遭受疾病的慢性过程，即使用目前可用的疗法，

所述疾病也可能导致进行性关节破坏、畸形、残疾和甚至早期死亡。超过9百万次医生就诊

和超过250,000次住院治疗/年起因于RA。

[0007] RA的诊断一般依赖于患者的体征和症状的临床和实验室评估。一般地，RA疑似患

者的实验室评估可以包括测定在血清中称为类风湿因子(RF)的特定抗体和针对环胍氨酸

肽的抗体(抗CCP)的水平。(参见例如，Schellekens等人，Arthritis  Rheum.，43:155‑163

(2000)；DiFranco等人，Rev.Rheum.Engl.Ed.，66(5):251‑255(1999)；Rantapaa‑Dahlqvist

等人，Arthritis  Rheum .，48:2741‑2749(2003)；Li等人，Bioinformatics22(12):1503‑

1507(2006)；Russell等人，J .Rheumatol .，33(7):1240‑1242(2006)；Ota，Rinsho 

byori.Jap.J.Clin.Pathol.，54(8)861‑868(2006)；Avouac等人，Ann.Rheum.Dis.，65(7):

845‑851(2006))。虽然这些抗体常在RA患者的血清中出现，但并非所有RA患者具有它们。还

可以使用称为红细胞沉降率(ESR)的一个另外血液检验。升高的ESR指示炎症过程的一般存

在，尽管不一定是RA。进一步的血液检验可以用于评估已与RA相关的其他因子例如C反应蛋

白(CRP)的水平。此外，可以执行受累关节的射线影像学分析。总之，用于诊断RA的目前可用

实验室检验是不精确和不完善的。

[0008] 在某些情况下，如果患者满足某些美国风湿病学会(American  College  of 

Rheumatology)(ACR)标准，那么做出RA的诊断。某些此类标准包括：在最大限度改善前持续

至少1小时的在关节中和周围的晨僵；3个或更多个关节区域的关节炎：至少3个关节区域已

同时由医生观察到的具有软组织肿胀或液体(并非单独的骨生长过度)；该14个可能的关节

区域(右和左)是近端指间(PIP)、掌指(MCP)、腕、肘、膝、踝和跖趾(MTP)关节；手关节的关节

炎：如上肿胀的至少一个关节区域在腕、MCP或PIP关节中；对称性关节炎：在身体两侧上

(PIP、MCP或MTP关节的双侧牵涉是可接受的，无需绝对对称)的相同关节区域(如在上文3个
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或更多个关节区域的关节炎中)的同时累及；类风湿结节：由医生观察到的在骨隆起部或伸

侧面上方或在近关节区中的皮下结节；血清类风湿因子：通过任何方法证实的异常量的血

清类风湿因子，少于正常对照患者的5％的量是阳性的；射线影像学变化：在后前位手和腕X

射线上的类风湿性关节炎典型的射线影像学变化，这必须包括定位于累及关节或邻近累及

关节最显著的侵蚀或明确的骨质脱钙(单独的骨关节炎变化不合格)。如果患者满足至少4

个上述标准，那么一般做出RA的诊断。

[0009] 许多公开的研究报道用于诊断和预后目的的可靠生物标记的尝试鉴定。(参见例

如，Rioja等人，Arthritis  and  Rheum .58(8):2257‑2267(2008)；Pyrpasopoulou等人，

Mol.Diagn .Ther .14(1):43‑48(2010)；WO  2004/0009479；WO  2007/0105133；WO  2007/

038501；WO  2007/135568；WO  2008/104608；WO  2008/056198；WO  2008/132176；和WO  2008/

154423)。然而，未鉴定出临床上验证的诊断标记，例如生物学标记，使得临床医生或其他人

能够精确地定义类风湿性关节炎的病理生理学方面、临床活性、对治疗的应答、预后、或发

展该疾病的危险。相应地，当RA患者寻求治疗时，在寻找对于特定患者有效的一种或多种治

疗剂中会涉及相当多的试错。为了找到最有效治疗，这些试错常常涉及相当大的危险且使

患者不适。因此，需要更有效的方法用于确定哪些患者响应何种治疗和用于将此确定结果

并入RA患者的更有效治疗方案内。

[0010] 因此，高度有利的是，存在另外的诊断方法，包括基于分子的诊断方法，可以用于

客观地鉴定患者中该疾病的存在和/或分类该疾病，定义类风湿性关节炎的病理生理学方

面、临床活性、对治疗的应答(包括对各种RA治疗剂治疗的应答)、预后、和/或发展类风湿性

关节炎的危险。此外，具有与疾病的各种临床的和/或病理生理学的和/或其他的生物学指

示物相关的基于分子的诊断标记，将是有利的。因此，存在鉴定与类风湿性关节炎以及其他

自身免疫病症相关的新分子生物标记的持续需要。此类相关性将极大地有利于鉴定患者中

类风湿性关节炎的存在或确定发展该疾病的易感性。此类相关性还将有利于鉴定RA的病理

生理学方面、临床活性、对治疗的应答或预后。此外，与此类相关性有关的统计学上和生物

学上的显著和可重现的信息可以在鉴定特定的患者亚集的努力中用作一个组成组分，所述

亚集的患者预期将显著获益于特定治疗剂的治疗，例如其中治疗剂是或已在临床研究中被

证实在此类特定RA患者亚群中具有治疗益处。

[0011] 本文描述的本发明满足上述需要且提供其他益处。

[0012] 本文引用的所有参考文献，包括专利申请和出版物，为了任何目的整体引入作为

参考。

[0013] 发明概述

[0014] 本发明的组合物和方法至少部分基于类风湿性关节炎(RA)的4个新型独特分子表

型(本文也称为分子亚型)的定义。本文描述的这4个RA分子亚型的定义基于：在这些亚型之

间的差异性基因表达、和每个分子亚型与关节病理学的某些组织学指标以及某些生物学途

径的显著相关性。术语“分子表型”和“分子亚型”在本文中可互换使用。

[0015] 相应地，在一个方面，提供了用于治疗RA的特定分子亚型，本文描述为富淋巴样

(L)亚型，的治疗靶。在特定实施方案中，L亚型治疗靶选自表5中列出的基因之一或其组合。

在特定实施方案中，L亚型治疗靶选自表1中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，

L亚型治疗靶选自表10中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，L亚型治疗靶选自
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由表5中列出的基因之一或其组合编码的一个蛋白质或蛋白质组合。在特定实施方案中，L

亚型治疗靶选自由表1中列出的基因之一或其组合编码的一个蛋白质之或蛋白质组合。在

特定实施方案中，L亚型治疗靶选自由表10中列出的基因之一或组合编码的一个蛋白质或

蛋白质组合。在特定实施方案中，RA的L亚型治疗靶选自CD20(与MS4A1同义)、CTLA4、CD3、

CRTAM、IL2Rβ、IL2Rγ、CD19、HLAII、CD79a、CD79b、FcRH5(与IRTA2同义)、CD38、IL21R、IL12R

β1和IL12Rβ2中的一种或多种。

[0016] 在另一个方面，诊断RA的特定亚型，本文描述为L亚型，的方法包括：测量表5中列

出的基因之一或其组合的基因表达，或测量由表5中列出的基因之一或其组合表达的蛋白

质的量。在特定实施方案中，表5中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是

L亚型的生物标记。在特定实施方案中，诊断L亚型RA的方法包括测量表1中列出的基因之一

或其组合的基因表达，或测量由表1中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质的量。在特定

实施方案中，表1中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是L亚型的生物标

记。在特定实施方案中，诊断L亚型RA的方法包括测量表10中列出的基因之一或其组合的基

因表达，或测量由表10中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质的量。在特定实施方案中，

表10中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是L亚型的生物标记。在特定

实施方案中，诊断RA的L亚型的方法包括测量CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与

sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1中的一种或多种的基

因表达或蛋白质表达。在特定实施方案中，诊断RA的L亚型的方法包括测量血清中CXCL13

和/或sFcRH5和/或RF的蛋白质表达。在特定实施方案中，当CXCL13的血清水平大于

116.6pg/ml、或大于150pg/ml、或大于200pg/ml、或大于250pg/ml、或大于300pg/ml时，患者

诊断患有L亚型RA。在特定实施方案中，当sFcRH5的血清水平大于126 .7ng/ml、或大于

150ng/ml、或大于200ng/ml、或大于250ng/ml、或大于300ng/ml时，患者诊断患有L亚型RA。

在特定实施方案中，当血清为RF阳性、且当与对照样品比较sFcRH5的血清水平升高时，患者

诊断患有L亚型RA。在特定此类实施方案中，sFcRH5的血清水平大于126 .7ng/ml、或大于

150ng/ml、或大于200ng/ml、或大于250ng/ml、或大于300ng/ml。在特定实施方案中，当血清

为RF阳性、且当与对照样品比较sFcRH5和CXCL13的血清水平都升高时，患者诊断患有L亚型

RA。在特定此类实施方案中，sFcRH5的血清水平大于126.7ng/ml、或大于150ng/ml、或大于

200ng/ml、或大于250ng/ml、或大于300ng/ml，并且CXCL13的血清水平大于116.6pg/ml、或

大于150pg/ml、或大于200pg/ml、或大于250pg/ml、或大于300pg/ml。

[0017] 在另一个方面，提供了用于治疗RA的特定分子亚型，本文描述为富髓样(M)亚型，

的治疗靶。在特定实施方案中，M亚型治疗靶选自表6中列出的基因之一或其组合。在特定实

施方案中，M亚型治疗靶选自表2中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，M亚型治

疗靶选自表11中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，M亚型治疗靶选自由表6中

列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，M亚型治疗靶选自

由表2中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，M亚型治

疗靶选自由表11中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。在特定实施方案

中，RA的M亚型治疗靶选自CLEC5A、CLEC7A、ALCAM、IL1RAP、IRAK1、NRP2、TREM1和VEGF中的一

种或多种。

[0018] 在另一个方面，诊断RA的特定亚型，本文描述为M亚型，的方法包括测量表6中列出
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的基因之一或其组合的基因表达，或测量由表6中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质

的量。在特定实施方案中，表6中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是M

亚型的生物标记。在特定实施方案中，诊断M亚型RA的方法包括测量表2中列出的基因之一

或其组合的基因表达，或测量由表2中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质。在特定实施

方案中，表2中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是M亚型的生物标记。

在特定实施方案中，诊断M亚型RA的方法包括测量表11中列出的基因之一或其组合的基因

表达，或测量由表11中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质。在特定实施方案中，表11中

鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是M亚型的生物标记。在特定实施方

案中，诊断RA的M亚型的方法包括测量ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、

CCL2、VEGFA和S100A11中的一种或多种的基因表达或蛋白质表达。

[0019] 在另一个方面，提供了用于治疗RA的特定分子亚型，本文描述为富成纤维细胞2型

(F2)亚型，的治疗靶。在特定实施方案中，F2亚型治疗靶选自表7中列出的基因之一或其组

合。在特定实施方案中，F2亚型治疗靶选自表3中列出的基因之一或其组合。在特定实施方

案中，F2亚型治疗靶选自表12中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，F2亚型治疗

靶选自由表7中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，F2

亚型治疗靶选自由表3中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。在特定实施

方案中，F2亚型治疗靶选自由表12中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。

在特定实施方案中，RA的F2亚型治疗靶选自IL17D、IL17RC、TIMP3和TNFRSF11B中的一种或

多种。

[0020] 在另一个方面，诊断RA的特定亚型，本文描述为F2亚型，的方法包括测量表7中列

出的基因之一或其组合的基因表达，或测量由表7中列出的基因之一或其组合表达的蛋白

质。在特定实施方案中，表7中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是F2亚

型的生物标记。在特定实施方案中，诊断F2亚型RA的方法包括测量表3中列出的基因之一或

其组合的基因表达，或测量由表3中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质。在特定实施方

案中，表3中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是F2亚型的生物标记。在

特定实施方案中，诊断F2亚型RA的方法包括测量表12中列出的基因之一或其组合的基因表

达，或测量由表12中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质。在特定实施方案中，表12中鉴

定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是F2亚型的生物标记。在特定实施方案

中，诊断RA的F2亚型的方法包括测量FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、WNT11、BMP6、BTC、

CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D中的一种或多种的基因表达或蛋白质表达。

[0021] 在另一个方面，提供了用于治疗RA的特定分子亚型，本文描述为富成纤维细胞1型

(F1)亚型，的治疗靶。在特定实施方案中，F1亚型治疗靶选自表8中列出的基因之一或其组

合。在特定实施方案中，F1亚型治疗靶选自表4中列出的基因之一或其组合。在特定实施方

案中，F1亚型治疗靶选自表13中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，F1亚型治疗

靶选自由表8中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，F1

亚型治疗靶选自由表4中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。在特定实施

方案中，F1亚型治疗靶选自由表13中列出的基因之一或其组合编码的蛋白质之一或组合。

在特定实施方案中，RA的F1亚型治疗靶选自CDH11、ITGA11和CLEC11A中的一种或多种。

[0022] 在另一个方面，诊断RA的特定亚型，本文描述为F1亚型，的方法包括测量表8中列
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出的基因之一或其组合的基因表达，或测量由表8中列出的基因之一或其组合表达的蛋白

质。在特定实施方案中，表8中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是F1亚

型的生物标记。在特定实施方案中，诊断F1亚型RA的方法包括测量表4中列出的基因之一或

其组合的基因表达，或测量由表4中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质。在特定实施方

案中，表4中鉴定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是F1亚型的生物标记。在

特定实施方案中，诊断F1亚型RA的方法包括测量表13中列出的基因之一或其组合的基因表

达，或测量由表13中列出的基因之一或其组合表达的蛋白质。在特定实施方案中，表13中鉴

定的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质是F1亚型的生物标记。在特定实施方案

中，诊断RA的F1亚型的方法包括测量ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、

CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF中的一种或多种的基因表达或蛋白

质表达。

[0023] 在一个方面，基因表达通过微阵列进行测量。在另一个方面，基因表达通过实时定

量聚合酶链反应(qPCR)进行测量。在另一个方面，基因表达通过多重PCR(multiplex‑PCR)

进行测量。根据另一个实施方案，基因表达通过观察上述基因的蛋白质表达水平进行测量。

根据另一个实施方案，当与健康对照比较时，如果目的基因的相对mRNA水平大于对照基因

mRNA水平的2倍，那么目的基因的表达视为升高的。根据另一个实施方案，与健康对照基因

表达水平比较，目的基因的相对mRNA水平为大于3倍、10倍、15倍、20倍、25倍或30倍。在一个

方面，基因表达水平通过选自PCR法、微阵列法或免疫测定法的方法进行测量。在一个实施

方案中，微阵列法包括使用具有一种或多种核酸分子或具有一种或多种多肽(例如肽或抗

体)的微阵列芯片，其中所述核酸分子可以在严格条件下与编码上述基因的核酸分子杂交，

所述多肽可以与由上述基因编码的一种或多种蛋白质结合。在一个实施方案中，PCR法是

qPCR。在一个实施方案中，PCR法是多重PCR。根据一个实施方案，免疫测定法包括使抗体与

患者样品中由上述基因表达的蛋白质结合，并且测定来自患者样品的蛋白质水平是否升

高。在特定实施方案中，免疫测定法是酶联免疫吸附测定(ELISA)。在特定实施方案中，通过

ELISA测量CXCL13、sFcRH5和/或RF的蛋白质表达。

[0024] 在一个方面，提供了鉴定受试者中的类风湿性关节炎亚型的方法，该方法包括测

量得自受试者的生物样品中与特定亚型相关的一种或多种基因的表达、或由所述基因编码

的一种或多种蛋白质的表达。在一个方面，RA的亚型选自如本文描述的L亚型、M亚型、F2亚

型和F1亚型。在特定实施方案中，RA的亚型是L亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因

编码的一种或多种蛋白质选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合。在特定实施方

案中，RA的亚型是L亚型，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表10中列出的基因之一或

其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中列出的相应探针进行测

量。在特定实施方案中，RA的亚型是L亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一

种或多种蛋白质选自CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、

IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1。在特定实施方案中，生物样品是血清样品，并且

测量的蛋白质表达选自CXCL13和sFcRH5。在特定实施方案中，生物样品是血清样品，血清样

品为RF阳性，并且测量的蛋白质表达选自CXCL13和sFcRH5。在特定实施方案中，生物样品是

血清样品，血清样品为RF阳性，并且测量的蛋白质表达是CXCL13和sFcRH5。在特定实施方案

中，当CXCL13的血清水平大于116 .6pg/ml、或大于150pg/ml、或大于200pg/ml、或大于
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250pg/ml、或大于300pg/ml时，RA的亚型鉴定为L亚型。在特定实施方案中，当FcRH5的血清

水平大于126.7ng/ml、或大于150ng/ml、或大于200ng/ml、或大于250ng/ml、或大于300ng/

ml时，RA的亚型鉴定为L亚型。在特定实施方案中，RA的亚型是M亚型，并且该一种或多种基

因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表2或表6或表11中列出的基因之一或其组

合。在特定实施方案中，RA的亚型是M亚型，并且该一种或多种基因选自表2或表6或表11中

列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表2或表6或表11中列出

的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚型是M亚型，并且该一种或多种基因或由

所述基因编码的一种或多种蛋白质选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、

MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11。在特定实施方案中，RA的亚型是F2亚型，并且该一种或多种

基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表3或表7或表12中列出的基因之一或其

组合。在特定实施方案中，RA的亚型是F2亚型，并且该一种或多种基因选自表3或表7或表12

中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表3或表7或表12中列

出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚型是F2亚型，并且该一种或多种基因或

由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、WNT11、BMP6、

BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D。在特定实施方案中，RA的亚型是F1亚型，

并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表4或表8或表13中列

出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型是F1亚型，并且该一种或多种基因选

自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表

4或表8或表13中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚型是F1亚型，并且该

一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、

MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF。

[0025] 在另一个方面，提供了用于预测RA受试者是否响应RA治疗剂的方法，该方法包括

测量得自受试者的生物样品中与RA的分子亚型相关的基因标签(signature)中的一种或多

种基因的表达、或由所述基因编码的一种或多种蛋白质(蛋白质标签)的表达。在一个方面，

基因标签或蛋白质标签与选自如本文描述的L亚型、M亚型、F2亚型和F1亚型的RA分子亚型

相关。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与L亚型相关，并且一种或多种基因或由

所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合。在特

定实施方案中，基因标签与L亚型相关，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表10中列出

的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中列出的相

应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与L亚型相关，并且一种或多

种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5

(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1。在特定实施方案

中，蛋白质标签与L亚型相关，并且由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自CXCL13、

sFcRH5和RF。在特定实施方案中，生物样品是血清样品。在特定实施方案中，RA治疗剂是B细

胞拮抗剂。在特定实施方案中，B细胞拮抗剂选自CD22抗体、CD20抗体、BR3抗体和BR3‑Fc免

疫粘附素。在特定实施方案中，CD20抗体选自利妥昔单抗(rituximab)、替伊莫单抗

(ibritumomab  tiuxetan)、托西莫单抗(tositumomab)、1F5、2H7和A20。在某些实施方案中，

提供了用于预测RA受试者是否响应利妥昔单抗的方法，其包括测量CXCL13、sFcRH5和/或RF

的血清水平。在一个实施方案中，当CXCL13的血清水平大于116.6pg/ml时，预测RA受试者响
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应利妥昔单抗。在一个实施方案中，当sFcRH5的血清水平大于126.7ng/ml时，预测RA受试者

响应利妥昔单抗。在一个实施方案中，当CXCL13的血清水平大于116.6pg/ml且sFcRH5的血

清水平大于126.7ng/ml时，预测RA受试者响应利妥昔单抗。在一个实施方案中，当血清为RF

阳性、并且CXCL13的血清水平大于116.6pg/ml且sFcRH5的血清水平大于126.7ng/ml时，预

测RA受试者响应利妥昔单抗。

[0026] 在另一个方面，上述基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并且一种或多种基因或

由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合。在

特定实施方案中，基因标签与M亚型相关，并且该一种或多种基因选自表2或表6或表11中列

出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表2或表6或表11中列出的

相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并且一种或

多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、

IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11。

[0027] 在另外一个方面，上述基因标签或蛋白质标签与F2亚型相关，并且一种或多种基

因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表3或表7或表12中列出的基因之一或其组

合。在特定实施方案中，基因标签与F2亚型相关，并且该一种或多种基因选自表3或表7或表

12中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表3或表7或表12中

列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F2亚型相关，并且

一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGF

β2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D。

[0028] 在另外一个方面，上述基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且一种或多种基

因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组

合。在特定实施方案中，基因标签与F1亚型相关，并且该一种或多种基因选自表4或表8或表

13中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表4或表8或表13中

列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且

一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、

MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF。

[0029] 在特定实施方案中，RA治疗剂靶向选自细胞因子/趋化因子、淋巴细胞、树突细胞、

巨噬细胞、成纤维细胞、成骨细胞和破骨细胞的生物学途径。在特定实施方案中，RA治疗剂

选自TNFα抑制剂、B细胞拮抗剂、IL‑17A/F结合剂、IL‑6结合剂、共刺激抑制剂例如CD28/B7

途径抑制剂、CD4结合剂。在特定实施方案中，CD28/B7途径抑制剂是CTLA4‑Ig。

[0030] 在另外一个方面，提供了诊断或预后受试者中的RA的方法，该方法包括测量得自

受试者的生物样品中与特定亚型相关的一种或多种基因、或由所述基因编码的一种或多种

蛋白质的表达。在一个方面，RA的亚型选自如本文描述的L亚型、M亚型、F2亚型和F1亚型。在

特定实施方案中，RA的亚型是L亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多

种蛋白质选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型

是L亚型，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合，并且该

一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中列出的相应探针进行测量。在特定实施

方案中，RA的亚型是L亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质

选自CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、
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TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1。在特定实施方案中，该方法包括测量得自受试者的血清样品

中CXCL13、sFcRH5和/或RF的蛋白质表达。在特定实施方案中，当CXCL13的血清水平大于

116.6pg/ml、或大于150pg/ml、或大于200pg/ml、或大于250pg/ml、或大于300pg/ml时，患者

诊断或预后为L亚型RA。在特定实施方案中，当FcRH5的血清水平大于126.7ng/ml、或大于

150ng/ml、或大于200ng/ml、或大于250ng/ml、或大于300ng/ml时，患者诊断或预后为L亚型

RA。在特定实施方案中，生物样品是血清样品，血清样品为RF阳性，并且测量的蛋白质表达

选自CXCL13和sFcRH5之一。在特定实施方案中，生物样品是血清样品，血清样品是RF阳性，

并且测量的蛋白质表达是CXCL13和sFcRH5两者。在特定实施方案中，RA的亚型是M亚型，并

且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表2或表6或表11中列出

的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型是M亚型，并且该一种或多种基因选自

表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表2

或表6或表11中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚型是M亚型，并且该一

种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、

IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11。在特定实施方案中，RA的亚型是F2亚型，

并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表3或表7或表12中列

出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型是F2亚型，并且该一种或多种基因选

自表3或表7或表12中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表

3或表7或表12中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚型是F2亚型，并且该

一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGF

β2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D。在特定实施方案中，RA

的亚型是F1亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表4

或表8或表13中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型是F1亚型，并且该

一种或多种基因选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因

的表达分别使用表4或表8或表13中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚

型是F1亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自ITGA11、

MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、

TIE1和VWF。

[0031] 在再进一步的方面，提供了帮助诊断或预后受试者中的RA的方法，该方法包括测

量得自受试者的生物样品中与给定亚型相关的一种或多种基因、或由所述基因编码的一种

或多种蛋白质的表达。在一个方面，RA的亚型选自如本文描述的L亚型、M亚型、F2亚型和F1

亚型。在特定实施方案中，RA的亚型是L亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的

一种或多种蛋白质选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，

RA的亚型是L亚型，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其组

合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中列出的相应探针进行测量。

在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与L亚型相关，并且该一种或多种基因或由所述

基因编码的一种或多种蛋白质选自CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、

LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1。在特定实施方案中，该方法包括测

量得自受试者的血清样品中CXCL13、sFcRH5和/或RF的蛋白质表达。在特定实施方案中，当

CXCL13的血清水平大于116.6pg/ml、或大于150pg/ml、或大于200pg/ml、或大于250pg/ml、

说　明　书 8/168 页

10

CN 107385034 B

10



或大于300pg/ml时，帮助L亚型RA的诊断或预后。在特定实施方案中，当FcRH5的血清水平大

于126.7ng/ml、或大于150ng/ml、或大于200ng/ml、或大于250ng/ml、或大于300ng/ml时，帮

助L亚型RA的诊断或预后。在特定实施方案中，生物样品是血清样品，血清样品是RF阳性，并

且测量的蛋白质表达选自CXCL13和sFcRH5之一。在特定实施方案中，生物样品是血清样品，

血清样品是RF阳性，并且测量的蛋白质表达是CXCL13和sFcRH5两者。在特定实施方案中，RA

的亚型是M亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表2或

表6或表11中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型是M亚型，并且该一种

或多种基因选自表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表

达分别使用表2或表6或表11中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚型是M

亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自ADAM8、CTSB、

CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11。在特定实施方案中，RA的亚

型是F2亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自表3或表7

或表12中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型是F2亚型，并且该一种或

多种基因选自表3或表7或表12中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达

分别使用表3或表7或表12中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，RA的亚型是F2

亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白质选自FGF10、FGF18、

FGF2、LRP6、TGFβ2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D。在特定

实施方案中，RA的亚型是F1亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种

蛋白质选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，RA的亚型是

F1亚型，并且该一种或多种基因选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合，并且该

一种或多种基因的表达分别使用表4或表8或表13中列出的相应探针进行测量。在特定实施

方案中，RA的亚型是F1亚型，并且该一种或多种基因或由所述基因编码的一种或多种蛋白

质选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、

ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF。

[0032] 在一个方面，治疗受试者中的RA的方法，在所述受试者中已检测到与RA的分子亚

型相关的基因标签或蛋白质标签。在一个方面，基因标签或蛋白质标签与选自如本文描述

的L亚型、M亚型、F2亚型和F1亚型的RA分子亚型相关。在特定实施方案中，基因标签与L亚型

相关，并且基因标签包含表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，

基因标签与L亚型相关，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表10中列出的基因之一或

其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中列出的相应探针进行测

量。在特定实施方案中，基因标签与L亚型相关，并且基因标签包括选自CXCL13、FcRH5(与

IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和

XBP1的基因之一或其组合。在特定实施方案中，蛋白质标签与L亚型相关，并且蛋白质标签

包括选自CXCL13、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG

和XBP1的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，蛋白质标签包含CXCL13、sFcRH5和/或RF。

在特定实施方案中，基因标签与M亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表2或表6或表

11中列出的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签

与M亚型相关，并且该一种或多种基因选自表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合，并

且该一种或多种基因的表达分别使用表2或表6或表11中列出的相应探针进行测量。在特定
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实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自

ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11的基因之一或

其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F2亚型

相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表3或表7或表12中列出的基因之一或其组合或由所

述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与F2亚型相关，并且该一种或多种基因

选自表3或表7或表12中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用

表3或表7或表12中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签

与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、

WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D的基因之一或其组合或由所

述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且基因

标签或蛋白质标签包含表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合或由所述基因编码的

蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与F1亚型相关，并且该一种或多种基因选自表4或表8

或表13中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表4或表8或表

13中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，

并且基因标签或蛋白质标签包含选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、

CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF的基因之一或其组合或由所述基因

编码的蛋白质。

[0033] 在另一个方面，提供了治疗具有RA的分子亚型的受试者的方法，该方法包括给受

试者施用有效治疗受试者中的亚型的治疗剂，在所述受试者中已检测到与RA的该分子亚型

相关的基因标签或蛋白质标签。在一个方面，基因标签或蛋白质标签与选自如本文描述的L

亚型、M亚型、F2亚型和F1亚型的RA分子亚型相关。在特定实施方案中，基因标签与L亚型相

关，并且基因标签包含表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，基

因标签与L亚型相关，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其

组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中列出的相应探针进行测

量。在特定实施方案中，基因标签与L亚型相关，并且基因标签包含选自CXCL13、FcRH5(与

IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和

XBP1的基因之一或其组合。在特定实施方案中，蛋白质标签与L亚型相关，并且蛋白质标签

包含选自CXCL13、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG

和XBP1的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，蛋白质标签包含CXCL13、sFcRH5和/或RF。

在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含

表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案

中，基因标签与M亚型相关，并且该一种或多种基因选自表2或表6或表11中列出的基因之一

或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表2或表6或表11中列出的相应探针进行

测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并且基因标签或蛋白质标

签包含选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11的

基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标

签与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表3或表7或表12中列出的基因之一或其

组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与F2亚型相关，并且该一种

或多种基因选自表3或表7或表12中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表
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达分别使用表3或表7或表12中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或

蛋白质标签与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、

TGFβ2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D的基因之一或其组合

或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与F1亚型相关，并且基因标签或

蛋白质标签包含表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，基因标

签与F1亚型相关，并且该一种或多种基因选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组

合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表4或表8或表13中列出的相应探针进行测量。

在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包

含选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、

ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。

[0034] 在另一个方面，提供了包括制造RA治疗剂的方法，其包括将治疗剂连同给受试者

施用治疗剂的说明书包装在一起，所述受试者患有或被认为患有RA，并且在所述受试者中

已检测到与RA的分子亚型相关的基因标签或蛋白质标签。在一个方面，基因标签或蛋白质

标签与选自如本文描述的L亚型、M亚型、F2亚型和F1亚型的RA分子亚型相关。在特定实施方

案中，基因标签与L亚型相关，并且基因标签包含表1或表5或表10中列出的基因之一或其组

合。在特定实施方案中，基因标签与L亚型相关，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表

10中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中

列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签与L亚型相关，并且基因标签包含

选自CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、

TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1的基因之一或其组合。在特定实施方案中，蛋白质标签与L亚

型相关，并且蛋白质标签包含选自CXCL13、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、

PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，蛋白质标签

包含CXCL13、sFcRH5和/或RF。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并

且基因标签或蛋白质标签包含表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合或由所述基因

编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与M亚型相关，并且该一种或多种基因选自表2

或表6或表11中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表2或表

6或表11中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型

相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、

MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实

施方案中，基因标签或蛋白质标签与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表3或表

7或表12中列出的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因

标签与F2亚型相关，并且该一种或多种基因选自表3或表7或表12中列出的基因之一或其组

合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表3或表7或表12中列出的相应探针进行测量。

在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包

含选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、

FZD8和IL17D的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标

签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表4或表8或表13中列出的

基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与F1亚型相

关，并且该一种或多种基因选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合，并且该一种
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或多种基因的表达分别使用表4或表8或表13中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案

中，基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自ITGA11、

MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、

TIE1和VWF的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。

[0035] 在另一个方面，提供了用于选择进行RA治疗剂治疗的RA患者的方法，该方法包括

检测与RA的分子亚型相关的基因标签或蛋白质标签的存在。在特定实施方案中，基因标签

与L亚型相关，并且基因标签包含表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合。在特定实施

方案中，基因标签与L亚型相关，并且该一种或多种基因选自表1或表5或表10中列出的基因

之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表1或表5或表10中列出的相应探针

进行测量。在特定实施方案中，基因标签与L亚型相关，并且基因标签包含选自CXCL13、

FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、

IgG和XBP1的基因之一或其组合。在特定实施方案中，蛋白质标签与L亚型相关，并且蛋白质

标签包含选自CXCL13、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、

IgG和XBP1的蛋白质之一或组合。在特定实施方案中，蛋白质标签包含CXCL13、sFcRH5和/或

RF。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签

包含表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施

方案中，基因标签与M亚型相关，并且该一种或多种基因选自表2或表6或表11中列出的基因

之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表2或表6或表11中列出的相应探针

进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与M亚型相关，并且基因标签或蛋白

质标签包含选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和

S100A11的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签或

蛋白质标签与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表3或表7或表12中列出的基因

之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与F2亚型相关，并

且该一种或多种基因选自表3或表7或表12中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种

基因的表达分别使用表3或表7或表12中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基

因标签或蛋白质标签与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自FGF10、FGF18、

FGF2、LRP6、TGFβ2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D的基因之

一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F1

亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合或

由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与F1亚型相关，并且该一种或多种

基因选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别

使用表4或表8或表13中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质

标签与F1亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、

MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF的基因之一

或其组合或由所述基因编码的蛋白质。

[0036] 在另一个方面，提供了评估受试者中或得自受试者的样品中的RA阶段的方法，该

方法包括检测得自受试者的生物样品中与RA的分子亚型相关的基因标签或蛋白质标签的

存在。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与L亚型相关，并且基因标签包含表1或表

5中列出的基因之一或其组合。在特定实施方案中，基因标签与L亚型相关，并且该一种或多
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种基因选自表1或表5或表10中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分

别使用表1或表5或表10中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签与L亚型

相关，并且基因标签包含选自CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、

ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1的基因之一或其组合。在特定实施方案

中，蛋白质标签与L亚型相关，并且蛋白质标签包含选自CXCL13、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LT

β、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1的蛋白质之一或组合。在特定实施方案

中，蛋白质标签包含CXCL13、sFcRH5和/或RF。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与

M亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合

或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基因标签与M亚型相关，并且该一种或多

种基因选自表2或表6或表11中列出的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分

别使用表2或表6或表11中列出的相应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白

质标签与M亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、

IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11的基因之一或其组合或由所述基因编码的

蛋白质。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F2亚型相关，并且基因标签或蛋白质

标签包含表3或表7或表12中列出的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定

实施方案中，基因标签与F2亚型相关，并且该一种或多种基因选自表3或表7或表12中列出

的基因之一或其组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表3或表7或表12中列出的相

应探针进行测量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F2亚型相关，并且基因标签

或蛋白质标签包含选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、

TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定

实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签包含表4或

表8或表13中列出的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。在特定实施方案中，基

因标签与F1亚型相关，并且该一种或多种基因选自表4或表8或表13中列出的基因之一或其

组合，并且该一种或多种基因的表达分别使用表4或表8或表13中列出的相应探针进行测

量。在特定实施方案中，基因标签或蛋白质标签与F1亚型相关，并且基因标签或蛋白质标签

包含选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、

ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF的基因之一或其组合或由所述基因编码的蛋白质。

[0037] 在另外一个方面，提供了用于诊断患者中RA的分子亚型的试剂盒，其包含检测生

物样品中与分子亚型相关的基因标签。在特定实施方案中，提供了用于诊断L亚型的试剂

盒，包含(1)与选自CXCL13、FcRH5(与IRTA2同义)、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、

IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1的基因杂交的一种或多种核酸分子；和(2)用于

测量RA患者样品中的该基因的表达水平的说明书，其中所述基因中的任何一种、组合或所

有的升高表达水平指示L亚型。在特定实施方案中，提供了用于诊断M亚型的试剂盒，包含

(1)与选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11的基

因杂交的一种或多种核酸分子；和(2)用于测量RA患者样品中该基因的表达水平的说明书，

其中所述基因中的任何一种、组合或所有基因的升高表达水平指示M亚型。在特定实施方案

中，提供了用于诊断F2亚型的试剂盒，包含(1)与选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、

WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D的基因杂交的一种或多种核

酸分子；和(2)用于测量RA患者样品中的基因表达水平的说明书，其中所述基因中的任何一
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种、组合或所有基因的升高表达水平指示F2亚型。在特定实施方案中，提供了用于诊断F1亚

型的试剂盒，包含(1)与选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、

CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF的基因杂交的一种或多种核酸分子；和(2)

用于测量RA患者样品中该基因的表达水平的说明书，其中所述基因中的任何一种、组合或

所有基因的升高表达水平指示F1亚型。在特定实施方案中，基因表达水平通过测定mRNA水

平进行测量。在特定实施方案中，测定包含PCR法和/或微阵列芯片的使用。在一个实施方案

中，PCR法是qPCR。在一个实施方案中，PCR法是多重PCR。在特定实施方案中，试剂盒包含选

自核酸酶、连接酶和聚合酶的至少一种酶。

[0038] 在再一方面，提供了用于诊断患者中RA的分子亚型的试剂盒，其包含检测来自患

者的生物样品中与分子亚型相关的一种或多种蛋白质的表达。在特定实施方案中，提供了

用于诊断L亚型的试剂盒，包含(1)一种或多种蛋白质分子，例如包括但不限于，与选自

CXCL13、sFcRH5(与sIRTA2同义)、LTβ、ICAM3、IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1的

蛋白质结合的抗体；和(2)用于测量来自RA患者样品的该蛋白质表达水平的说明书，其中所

述蛋白质中的任何一种、组合或所有蛋白质的升高表达水平指示L亚型。在特定实施方案

中，检测的蛋白质选自CXCL13、sFcRH5、RF及其组合。在特定实施方案中，提供了用于诊断M

亚型的试剂盒，包含(1)一种或多种蛋白质分子，其与选自ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、

IL18BP、IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11的蛋白质结合；和(2)用于测量来自RA患者

样品的该蛋白质表达水平的说明书，其中所述蛋白质中的任何一种、组合或所有蛋白质的

升高表达水平指示M亚型。在特定实施方案中，提供了用于诊断F2亚型的试剂盒，包含(1)一

种或多种蛋白质分子，其与选自FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、WNT11、BMP6、BTC、CLU、

CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D的蛋白质结合；和(2)用于测量来自RA患者样品的

该蛋白质表达水平的说明书，其中所述蛋白质中的任何一种、组合或所有蛋白质的升高表

达水平指示F2亚型。在特定实施方案中，提供了用于诊断F1亚型的试剂盒，包含(1)一种或

多种蛋白质分子，其与选自ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、ADAM12、ADAM22、CTSK、

CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF的蛋白质结合；和(2)用于测量来自RA患者

样品的该蛋白质表达水平的说明书，其中所述蛋白质中的任何一种、组合或所有蛋白质的

升高表达水平指示F1亚型。在特定实施方案中，蛋白质分子是抗体、肽或肽体(peptibody)。

在进一步的实施方案中，试剂盒包含用于检测该蛋白质分子(一种或多种)的微阵列芯片。

[0039] 在一个方面，提供了治疗患者中的类风湿性关节炎的方法，其包括给患者施用有

效量的RA治疗剂，以治疗类风湿性关节炎，条件是来自患者的血清样品含有大于116.6pg/

ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量、或其组合。在一个进一步的实施方案中，血

清样品是RF阳性。在特定实施方案中，RA治疗剂是B细胞拮抗剂。在特定实施方案中，B细胞

拮抗剂选自针对CD22的抗体、针对CD20的抗体、针对BR3的抗体和BR3‑Fc免疫粘附素。在特

定实施方案中，B细胞拮抗剂是针对CD20的抗体，并且针对CD20的抗体选自利妥昔单抗、替

伊莫单抗、托西莫单抗、1F5、2H7和A20。

[0040] 在另一个方面，提供了治疗患者中的类风湿性关节炎的方法，其包括给患者施用

有效量的B细胞拮抗剂，其中在施用前，来自患者的血清样品已经被测定为含有大于

116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或其组合，其中该CXCL13、sFcRH5或

其组合的量指示患者将响应用拮抗剂的治疗。在一个进一步的实施方案中，血清样品是RF
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阳性。在特定实施方案中，RA治疗剂是B细胞拮抗剂。在特定实施方案中，B细胞拮抗剂选自

针对CD22的抗体、针对CD20的抗体、针对BR3的抗体和BR3‑Fc免疫粘附素。在特定实施方案

中，B细胞拮抗剂是针对CD20的抗体，并且针对CD20的抗体选自利妥昔单抗、替伊莫单抗、托

西莫单抗、1F5、2H7和A20。

[0041] 在另外一个方面，提供了治疗患者中的类风湿性关节炎的方法，其包括给患者施

用有效量的B细胞拮抗剂，其中在施用前，来自患者的血清样品已经被测定为含有大于

116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或其组合，其中该CXCL13、sFcRH5或

其组合的量指示患者可能有利地响应用拮抗剂的治疗。在一个进一步的实施方案中，血清

样品是RF阳性。在特定实施方案中，RA治疗剂是B细胞拮抗剂。在特定实施方案中，B细胞拮

抗剂选自针对CD22的抗体、针对CD20的抗体、针对BR3的抗体和BR3‑Fc免疫粘附素。在特定

实施方案中，B细胞拮抗剂是针对CD20的抗体，并且针对CD20的抗体选自利妥昔单抗、替伊

莫单抗、托西莫单抗、1F5、2H7和A20。

[0042] 在另外一个方面，提供了用于宣传B细胞拮抗剂或其药学可接受的组合物的方法，

其包括向靶受众宣传该拮抗剂或其药物组合物在治疗如下类风湿性关节炎患者或患者群

体中的用途，其中从所述患者已获得显示大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml

的sFcRH5量或这些量的组合的血清样品。在一个进一步的实施方案中，血清样品是RF阳性。

[0043] 在一个方面，提供了产品，其包含包装在一起的包含B细胞拮抗剂和药学可接受的

载体的药物组合物和标签，所述标签陈述该拮抗剂或药物组合物适用于治疗如下类风湿性

关节炎患者，其中从所述患者已获得显示大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml

的sFcRH5量或这些量的组合的血清样品。在一个进一步的实施方案中，血清样品是RF阳性。

[0044] 在另一个方面，提供了用于制造B细胞拮抗剂或其药物组合物的方法，其包括在包

装中组合拮抗剂或药物组合物和标签，所述标签陈述该拮抗剂或药物组合物适用于治疗如

下类风湿性关节炎患者，其中从所述患者已获得显示大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于

126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合的血清样品。在一个进一步的实施方案中，血清样

品是RF阳性。

[0045] 在另外一个方面，提供了为类风湿性关节炎患者提供治疗选项的方法，其包括将

在小瓶中的B细胞拮抗剂连同含有治疗类风湿性关节炎患者的说明书的包装说明书包装在

一起，其中从所述患者中已获得了含有大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的

sFcRH5量或这些量的组合的样品。在一个进一步的实施方案中，血清样品是RF阳性。

[0046] 在另外一个方面，提供了规定B细胞拮抗剂用于在类风湿性关节炎患者亚群中使

用的方法，该方法包括提供有关给患者亚群施用B细胞拮抗剂的教导，其中所述患者亚群的

特征在于在来自所述亚群的血清样品中大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的

sFcRH5量或这些量的组合。在一个进一步的实施方案中，血清样品是RF阳性。

[0047] 在一个方面，提供了用于销售在类风湿性关节炎患者亚群中使用的B细胞拮抗剂

的方法，该方法包括向靶受众提供有关该拮抗剂在治疗如下患者亚群中的用途的信息，所

述患者亚群的特征在于在来自此亚群的患者的血清样品中大于116.6pg/ml的CXCL13量、或

大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合。在一个进一步的实施方案中，来自此亚群的

患者的血清样品是RF阳性。

[0048] 在另一个实施方案中，提供了选择用于类风湿性关节炎患者或患者亚群的治疗的
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方法，其包括：(a)测定在来自患者的血清样品中CXCL13或sFcRH5的量或两者的量；(b)测定

血清样品是RF阳性还是RF阴性；和(c)如果患者的样品是RF阳性，且在样品中具有大于

116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合，那么选择B细胞拮

抗剂作为治疗。

[0049] 附图简述

[0050] 图1显示，在如实施例1中所述微阵列分析来自RA患者的滑膜组织后，描述样品聚

类和分枝支持值的树状图。

[0051] 图2显示，如实施例1中所述，揭示RA的4个分子表型(亚型)的热图(heatmap)和自

展树状图(bootstrapped  dendrogram)(垂直线)。F1＝富成纤维细胞1型亚型；F2＝富成纤

维细胞2型亚型；L＝富淋巴样亚型；M＝富髓样亚型。每个分子表型在自展树状图上在图的

顶部指出；在热图内指出了环绕基因表达的相应框，并且突出了共调节的标签基因的特定

区域。表达数据是就可视化进行标化的z得分(图底部的条)。

[0052] 图3显示，如实施例1中所述，L亚型滑膜组织样品的分子、临床、组织学和免疫组织

化学特征。(A)与非L亚型样品(NL)比较，在L亚型样品(L)中XBP1转录因子的表达；(B)与缺

乏淋巴样细胞聚集物(lymphoid  aggregates)的滑膜样品(‑)比较，含有淋巴样细胞聚集物

的滑膜样品(+)中XBP1转录因子的表达；(C)相对于测试的所有RA样品中的XBP1表达水平，

红细胞沉降率(ESR)(“Sed  Rate”)的曲线图；(D)相对于测试的所有RA样品中的XBP1表达水

平，C反应蛋白质的曲线图；(E)L亚型的代表性滑膜样品的苏木精与伊红染色；(F)对L亚型

的代表性滑膜样品的T细胞标记CD3的免疫组织化学染色；(G)对L亚型的代表性滑膜样品的

活化白细胞标记CD68的免疫组织化学染色；(H)对L亚型的代表性样品的B细胞标记CD20的

免疫组织化学染色。

[0053] 图4显示，如实施例1中所述，M亚型滑膜组织样品的分子、组织学和免疫组织化学

特征。(A)与其他亚型(F1、F2、L)中的表达比较，在M亚型样品(M)中ICAM1的表达；(B)相对于

M亚型样品中的TNF基因表达，IL1β基因表达的曲线图；(C)M亚型的代表性滑膜样品的苏木

精与伊红染色；(D)M亚型的代表性滑膜样品的T细胞标记CD3的免疫组织化学染色；(E)M亚

型的代表性滑膜样品的活化白细胞标记CD68的免疫组织化学染色；(F)M亚型的代表性滑膜

样品的B细胞标记CD20的免疫组织化学染色。

[0054] 图5显示，如实施例1中所述，F2亚型滑膜组织样品的分子、组织学和免疫组织化学

特征。(A)与其他亚型(F1、L和M)中的表达比较，在F2亚型样品(F2)中IL17D的表达；(B)F2亚

型的代表性滑膜样品的苏木精与伊红染色；(C)F2亚型的代表性滑膜样品的T细胞标记CD3

的免疫组织化学染色；(D)F2亚型的代表性滑膜样品的活化白细胞标记CD68的免疫组织化

学染色；(E)F2亚型的代表性滑膜样品的B细胞标记CD20的免疫组织化学染色。

[0055] 图6显示，如实施例1中所述，F1亚型滑膜组织样品的分子、组织学和免疫组织化学

特征。(A)与其他亚型(F2、L和M)中的表达比较，在F1亚型样品(F1)中ITGA11的表达；(B)F1

亚型的代表性滑膜样品的苏木精与伊红染色；(C)F1亚型的代表性滑膜样品的T细胞标记

CD3的免疫组织化学染色；(D)F1亚型的代表性滑膜样品的活化白细胞标记CD68的免疫组织

化学染色；(E)F1亚型的代表性滑膜样品的B细胞标记CD20的免疫组织化学染色。

[0056] 图7显示，如实施例1中所述，根据分子亚型具有淋巴样簇的样品的百分率。F1、F2、

L和M分子亚型沿着底部轴指出。
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[0057] 图8显示，如实施例1中所述，在每个指出的分子亚型内，对于RA的某些经典标记，

某些样品的值。(A)以mm/小时表示的红细胞沉降率(ESR)；(B)以mg/dL表示的C反应蛋白质

(CRP)；(C)通过阶段表示的射线影像学进展。F1、F2、L和M分子亚型沿着底部轴在图(A)‑(C)

各自中指出；每个点代表一个单样品的值。

[0058] 图9显示，如实施例1中所述的，通过对特异于每个亚型的基因标签的统计分析鉴

定到的、在每个分子亚型内的生物学途径。热图描述分析的结果。亚型F1、F2、L和M各自在热

图上方列出；生物学途径沿着热图的右侧指出；根据在该图的底部显示的比例，热图内阴影

的灰度对应于每个亚型内统计学上富集的途径的p值。

[0059] 图10显示，如实施例2中所述，对通过微阵列分析发现差异表达的所选基因的验

证。(A)F1特异性转录物；(B)F2特异性转录物；(C)L特异性转录物；(D)M特异性转录物。在

(A)‑(D)之每一个图中，基因转录物的名称在图的顶部指出；沿着每个图的水平轴指出亚型

F1、F2、L和M以及正常(Nrml)和骨关节炎(OA)个体；沿着每个图的垂直轴指出相对于持家基

因HPRT1的转录物丰度。

[0060] 图11显示，如实施例3中所述，与健康对照比较，在用利妥昔单抗给药前在REFLEX

试验中RA患者中(A)血清sFcRH5水平和(B)血清CXCL13水平的曲线图。血清sFcRH5水平在

(A)中以ng/ml在垂直轴上描绘；血清CXCL13水平在(B)中以pg/ml在垂直轴上描绘；健康对

照和RA患者在(A)和(B)在水平轴上指出。

[0061] 图12显示，如实施例3中所述，CXCL13和sFcRH5数据的阈值灵敏度分析结果。条纹

柱：利妥昔单抗治疗的患者；空心柱：安慰剂治疗的患者；柱宽度反映组中的患者数目；该图

的右侧显示在生物标记高的组和生物标记低的组之间经安慰剂校正的最佳亚组功效差异，

具有95％置信区间(CI)。

[0062] 图13显示，如实施例3中所述，在REFLEX试验(A)和SERENE试验(B)中，在由sFcRH5

水平和RF血清阳性定义的患者子集中安慰剂对照的24周ACR50应答率。条纹柱：利妥昔单抗

治疗的患者；空心柱：安慰剂治疗的患者；患者子集沿着水平轴指出(所有患者，FcRH5低或

高、RF阴性或阳性)；在每个柱的上方指出在每个子集中相对于在那个子集中的患者总数目

而言显示ACR50应答的患者数目。对于每个子集，安慰剂对照的ACR50应答率(ΔACR50)也在

图的顶部指出。

[0063] 图14显示，如实施例3中所述，在REFLEX试验中，在由sFcRH5水平、CXCL13水平和RF

血清阳性定义的患者子集中安慰剂对照的24周ACR50应答率。条纹柱：利妥昔单抗治疗的患

者；空心柱：安慰剂治疗的患者；患者子集沿着水平轴指出(所有患者，FcRH5低或高、CXCL13

低或高、RF阴性或阳性)；在每个柱的上方指出在每个子集中相对于在那个子集中的患者总

数目而言显示ACR50应答的患者数目。对于每个子集，安慰剂对照的ACR50应答率(ΔACR50)

也在图的顶部指出。

[0064] 发明详述

[0065] 除非另有定义，本文使用的技术和科学术语具有与本发明所属领域普通技术人员

通常理解的含义。Singleton等人，Dictionary  of  Microbiology  and  Molecular  Biology

第2版，J.Wiley&Sons(New  York，N.Y .1994)，和March，Advanced  Organic  Chemistry 

Reactions，Mechanisms  and  Structure第4版，John  Wiley&Sons(New  York，N.Y.1992)，为

本领域技术人员提供本申请中使用的许多术语的一般指导。
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[0066] 某些定义

[0067] 为了解释本说明书的目的，将应用下述定义，并且每当合适时，以单数使用的术语

还将包括复数，并且反之亦然。在下文所述的任何定义与引入本文作为参考的任何文献冲

突的情况下，以下文所述定义为准。

[0068] “类风湿性关节炎”(RA)指慢性全身性自身免疫炎性疾病，其主要累及多个关节的

滑膜，引起关节软骨损伤，导致关节破坏。RA中的主要呈现症状是一个或多个关节的疼痛、

僵硬、肿胀和/或功能丧失。

[0069] 如本文可互换使用的，术语“多核苷酸”或“核酸”指任何长度的核苷酸聚合物，并

且包括DNA和RNA。核苷酸可以是脱氧核糖核苷酸、核糖核苷酸、修饰的核苷酸或碱基、和/或

其类似物、或可以由DNA或RNA聚合酶掺入聚合物内的任何底物。多核苷酸可以包含修饰的

核苷酸，例如甲基化核苷酸及其类似物。如果存在的话，那么对核苷酸结构的修饰可以在聚

合物装配前和后赋予。核苷酸的序列可以被非核苷酸组分中断。多核苷酸可以，例如通过与

标记组分缀合，在聚合后进一步修饰。其他类型的修饰包括，例如“帽”、一个或多个天然存

在的核苷酸由类似物替代、核苷酸间修饰，例如具有不带电荷的连接(例如甲基膦酸酯、磷

酸三酯、氨基磷酸酯(phosphoamidates)、氨基甲酸酯等)和带电荷的连接(例如硫代磷酸

酯、二硫代磷酸酯等)、含有悬垂部分(pendant  moieties)例如蛋白质(例如核酸酶、毒素、

抗体、信号肽、聚‑L‑赖氨酸等)、具有嵌入剂(例如吖啶、补骨脂素等)、含有螯合剂(例如金

属、放射性金属、硼、氧化性金属等)、含有烷化剂(alkylators)、具有修饰的连接(例如α异

头核酸等)、以及未修饰形式的多核苷酸(一种或多种)。此外，通常存在于糖中的任何羟基

可以例如替换为膦酸酯基团、磷酸酯基团，由标准保护基团保护，或活化以制备与另外核苷

酸的另外连接，或可以与固体载体缀合。5'和3'末端OH可以是磷酸化的，或由胺或1–20个碳

原子的有机加帽基团部分替代。其他羟基也可以衍生化为标准保护基团。多核苷酸还可以

含有本领域一般已知的核糖或脱氧核糖的类似形式，包括例如2'‑O‑甲基‑2'‑O‑烯丙基，

2'‑氟‑或2'‑叠氮基‑核糖，碳环糖类似物，α‑异头糖，表异构体糖例如阿拉伯糖、木糖或来

苏糖，吡喃糖，呋喃糖，景天庚酮糖，无环类似物，和无碱基核苷类似物例如甲基核糖苷。一

个或多个磷酸二酯连接可以由替代性连接基团替换。这些替代性连接基团包括但不限于其

中磷酸由P(O)S("硫代酯(thioate)")、P(S)S("二硫代酯(dithioate)")、"(O)NR2("酰胺化

物")、P(O)R、P(O)OR'、CO或CH2("甲缩醛(formacetal)")替换的实施方案，其中每个R或R'

独立地是H、或取代或未取代的烷基(1‑20C)，任选含有醚(‑‑O‑‑)连接、芳基、链烯基、环烷

基、环烯基或芳烷基(araldyl)。多核苷酸中的所有连接无需是相同的。先前描述适用于在

此提及的所有多核苷酸，包括RNA和DNA。

[0070] 如本文使用的，“寡核苷酸”指短的单链多核苷酸，其为长度至少约7个核苷酸和长

度小于约250个核苷酸。寡核苷酸可以是合成的。术语“寡核苷酸”和“多核苷酸”不是相互排

斥的。关于多核苷酸的上文描述同等地和完全地适用于寡核苷酸。

[0071] 术语“引物”指能够与核酸杂交且，一般通过提供游离3’–OH基团,允许互补核酸聚

合的单链多核苷酸。

[0072] 术语“阵列”或“微阵列”指可杂交阵列元件，优选多核苷酸探针(例如寡核苷酸)，

在基质上的有序排列。基质可以是固体基质例如玻璃载玻片或半固体基质例如硝酸纤维素

膜。
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[0073] 术语“扩增”指产生参考核酸序列或其互补体的一个或多个拷贝的过程。扩增可以

是线性或指数的(例如PCR)。“拷贝”不一定意味相对于模板序列的完全序列互补性或同一

性。例如，拷贝可以包括核苷酸类似物例如脱氧肌苷、有意序列改变(例如通过引物引入的

序列改变，所述引物包括与模板可杂交但并非完全互补的序列)、和/或在扩增过程中出现

的序列错误。

[0074] 术语“检测”包括任何方式的检测，包括直接和间接检测。

[0075] “升高的表达”或“升高的水平”指，相对于对照例如未患有RA的一个或多个个体，

在患者中增加的mRNA或蛋白质表达。

[0076] 术语“分子亚型”与“分子表型”可互换使用，指特征在于一种或多种特定基因或一

种或多种特定蛋白质的表达、或基因组合或蛋白质组合的特定表达模式的RA亚型或表型。

特定基因、蛋白质、或基因或蛋白质的组合的表达可以与RA的特定病理学、组织学和/或临

床特征进一步相关。

[0077] 术语“多重PCR”指使用一组以上的引物对得自单个来源(例如患者)的核酸进行的

单个PCR反应，用于在单个反应中扩增2个或更多个DNA序列的目的。

[0078] 如本文使用的，“类风湿因子”或“RF”指，在患者血清中检测到的与人和动物IgG上

存在的抗原决定簇相关的、单独或任何组合的IgM、IgG或IgA同种型抗体。

[0079] 术语“RF阳性”指用于RF的测定例如ELISA测定的结果，其中该结果超过该测定对

于视为可重现地含有可检测水平的RF的样品给出的阈值或截断值。

[0080] 术语“RF阴性”指用于RF的测定例如ELISA测定的结果，其中该结果等于或低于该

测定对于视为可重现地含有无法检测水平的RF的样品给出的阈值或截断值。

[0081] 杂交反应的“严格性”可容易地由本领域普通技术人员确定，并且一般是取决于探

针长度、洗涤温度和盐浓度的经验计算。一般而言，更长的探针需要更高的温度用于恰当的

退火，而更短的探针需要更低的温度。当互补链存在于低于其解链温度的环境中时，杂交一

般取决于变性DNA再退火的能力。在探针和可杂交序列之间的所需同源性程度越高，可以使

用的相对温度越高。由此，较高的相对温度将趋于使得反应条件更严格，而较低的温度趋于

使得反应条件较不严格。关于杂交反应的严格性的另外细节和说明，参见Ausubel等人，

Current  Protocols  in  Molecular  Biology，Wiley  Interscience  Publishers,(1995)。

[0082] 如本文定义的，“严格条件”或“高严格条件”可以通过下述进行定义：(1)采用低离

子强度和高温用于洗涤，例如0.015M氯化钠/0.0015M柠檬酸钠/0.1％十二烷基硫酸钠在50

℃；(2)在杂交过程中采用变性剂，例如甲酰胺，例如，50％(v/v)甲酰胺与0.1％牛血清白蛋

白/0.1％Ficoll/0.1％聚乙烯吡咯烷酮/50mM磷酸钠缓冲液在pH  6.5与750mM氯化钠、75mM

柠檬酸钠在42℃；或(3)在42℃在采用50％甲酰胺、5x  SSC(0.75M  NaCl、0.075M柠檬酸钠)、

50mM磷酸钠(pH  6.8)、0.1％焦磷酸钠、5x  Denhardt溶液、超声处理的鲑精DNA(50μg/ml)、

0.1％SDS和10％硫酸葡聚糖的溶液中过夜杂交，在42℃在0.2x  SSC(氯化钠/柠檬酸钠)中

10分钟洗涤，随后在55℃由含有EDTA的0.1x  SSC组成的10分钟高严格洗涤。

[0083] “中等严格条件”可以如Sambrook等人，Molecular  Cloning：A  Laboratory 

Manual，New  York：Cold  Spring  Harbor  Press，1989所述进行鉴定，包括使用比上述较不

严格的洗涤溶液和杂交条件(例如温度、离子强度和％SDS)。中等严格条件的例子是在37℃

在包含下述的溶液中过夜温育：20％甲酰胺、5x  SSC(150mM  NaCl、15mM柠檬酸三钠)、50mM
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磷酸钠(pH  7.6)、5x  Denhardt溶液、10％硫酸葡聚糖和20mg/ml变性剪切鲑精DNA，随后在

约37‑50℃在1x  SSC中洗涤滤膜。技术人员明了如何根据需要调节温度、离子强度等，以适

应因子例如探针长度等。

[0084] 如本文使用的，术语“生物标记”指可以在患者的生物样品中检测的指示物，例如

患者的病理学状态的指示物。生物标记包括但不限于DNA、RNA、蛋白质、碳水化合物或基于

糖脂的分子标记。

[0085] 术语“诊断”在本文中用于指分子或病理学状态、疾病或状况的鉴定或分类。例如，

“诊断”可以指RA的特定类型的鉴定。“诊断”还可以指RA的特定亚型的分类，例如通过组织

病理学标准(例如淋巴样浸润或滤泡样淋巴样细胞聚集)或通过分子特征(例如特征在于特

定基因或由所述基因编码的蛋白质之一或其组合的表达的亚型)。

[0086] 术语“帮助诊断”在本文中用于指辅助作出有关RA特定类型的症状或状况的存在

或性质的临床决定的方法。例如，帮助RA诊断的方法可以包括测量来自个体的生物样品中

特定基因的表达。

[0087] 术语“预后”在本文中用于指，预测自身免疫疾病例如RA的可归于自身免疫紊乱的

疾病症状的可能性。术语“预测”在本文中用于指患者将有利地或不利地响应药物或药物组

的可能性。在一个实施方案中，预测涉及所述应答的程度。在一个实施方案中，预测涉及：患

者是否和/或可能将在治疗例如用特定治疗剂进行治疗后存活或改善，和在特定的一段时

间中无疾病复发。本发明的预测法可以临床上使用，通过选择对于任何特定患者最合适的

治疗模式而作出治疗决定。对于预测患者是否可能有利地响应治疗方案例如给定治疗方

案，包括例如给定治疗剂或组合的施用、手术干预、类固醇治疗等，或在治疗方案后患者长

期存活的可能性，本发明的预测方法是一个有价值工具。

[0088] 如本文使用的，“治疗”指试图改变治疗的个体或细胞的天然过程的临床干预，可

以在临床病理学过程前或期间执行。治疗的期望效果可以包括阻止疾病或其病状或症状的

出现或复发，减轻疾病的状况或症状，减少疾病的任何直接或间接病理学后果，降低疾病进

展速率，改善或缓和疾病状态，以及实现康复或改善的预后。在某些实施方案中，本发明的

方法和组合物在延迟疾病或病症发展的尝试中是有用的。

[0089] “有效量”指以所需剂量和时间长度有效达到期望的治疗或预防结果的量。治疗剂

的“治疗有效量”可以根据因素而改变，所述因素例如疾病状态，个体的年龄、性别和重量，

和抗体在个体中引发所需应答的能力。治疗有效量还是其中治疗剂的治疗有利效应胜过其

任何毒性或有害效应的量。“预防有效量”指以所需剂量和时间长度有效达到期望的预防结

果的量。典型地但不是必须的，因为预防剂量在疾病的早期阶段前或时在受试者中使用，所

以预防有效量将小于治疗有效量。

[0090] “个体”、“受试者”或“患者”是脊椎动物。在特定实施方案中，脊椎动物是哺乳动

物。哺乳动物包括但不限于灵长类动物(包括人和非人灵长类动物)和啮齿类动物(例如小

鼠和大鼠)。在特定实施方案中，哺乳动物是人。

[0091] “对照受试者”指未曾被诊断过患有RA且没有与RA有关的任何体征或症状的健康

受试者。

[0092] 如本文使用的，术语“样品”指得自或源自目的受试者的组合物，其包含待表征和/

或鉴定的细胞实体和/或其他分子实体，例如基于物理、生物化学、化学和/或生理学特征表
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征和/或鉴定。例如，短语“疾病样品”及其变体指得自目的受试者的任何样品，其被预期含

有或已知含有待表征的细胞和/或分子实体。

[0093] “组织”或“细胞样品”意指得自受试者或患者的组织的相似细胞集合。组织或细胞

样品的来源可以是实体组织如来自新鲜、冷冻和/或保存的器官或组织样品、或活检组织或

吸引物；血液或任何血液组成成分；体液例如脑脊髓液、羊膜液、腹膜液或间质液；来自受试

者的妊娠或发育中的任何时间的细胞。组织样品还可以是原代或培养的细胞或细胞系。任

选地，组织或细胞样品得自疾病组织/器官。组织样品可以含有在自然界中不与组织天然地

混合的化合物，例如防腐剂、抗凝剂、缓冲剂、固定剂、营养素、抗生素等。如本文使用的，“参

考样品”、“参考细胞”、“参考组织”、“对照样品”、“对照细胞”或“对照组织”，是指该样品、细

胞或组织得自的来源已知或被认为未患有待用本发明的方法或组合物鉴定的疾病或状况。

在一个实施方案中，参考样品、参考细胞、参考组织、对照样品、对照细胞或对照组织得自待

使用本发明的方法或组合物鉴定疾病或状况的相同受试者或患者的身体的健康部分。在一

个实施方案中，参考样品、参考细胞、参考组织、对照样品、对照细胞或对照组织得自如下个

体的身体的健康部分，所述个体并非待使用本发明的方法或组合物鉴定疾病或状况的受试

者或患者。

[0094] 为了本文的目的，组织样品的“切片”意指组织样品的单个部分或小片，例如由组

织样品切出的组织或细胞的薄片。应当理解可以取组织样品的多个切片，对其实施根据本

发明的分析，条件是应当理解本发明包括这样的方法，在该方法中对相同的组织样品切片

在形态和分子水平两者上进行分析，或就蛋白质和核酸两者进行分析。

[0095] “关联”意指以任何方式将第一分析或方案的性能和/或结果与第二分析或方案的

性能和/或结果进行对比。例如，可以将第一分析或方案的结果用于执行第二方案，和/或可

以使用第一分析或方案的结果以确定是否应执行第二分析或方案。就基因表达分析或方案

的实施方案而言，可以使用基因表达分析或方案的结果以确定是否应执行特定的治疗方

案。

[0096] “药物”是治疗疾病、病症和/或病状的活性药物。在一个实施方案中，疾病、病症

和/或病状是RA或其症状或副作用。

[0097] 对于特定治疗剂或治疗选项，当依照本发明使用时，术语“增加的抗性”意指对标

准剂量的药物或标准治疗方案减少的应答。

[0098] 对于特定治疗剂或治疗选项，当依照本发明使用时，术语“减少的敏感性”意指对

标准剂量的药物或标准治疗方案减少的应答，其中减少的应答可以通过增加治疗剂的剂量

或治疗的强度(至少部分地)补偿。

[0099] “患者应答”或“应答”可以使用指示患者受益的任何终点进行评估，包括但不限

于，(1)疾病进展在一定程度上的抑制，包括减慢和完全停止；(2)疾病发作次数和/或症状

的减少；(3)损伤尺寸的缩小；(4)对疾病细胞浸润到邻近周围器官和/或组织内的抑制(即

减少、减慢或完全停止)；(5)疾病传播的抑制(即减少、减慢或完全停止)；(6)自身免疫应答

的降低，这可以但不必导致疾病损伤的消退或消除；(7)与病症相关的一种或多种症状在一

定程度上的缓解；(8)在治疗后无疾病表现的长度增加；和/或(9)在治疗后在给定时间点上

减少的死亡率。

[0100] 术语“基因标签”与“基因表达标签”可互换使用，并且指其表达可以指示特征在于
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特定分子、病理学、组织学和/或临床特征的特定RA亚型的基因之一或其组合。在特定实施

方案中，包含基因标签的一种或多种基因的表达与对照受试者中的表达比较是升高的。

[0101] 术语“蛋白质标签”与“蛋白质表达标签”可互换使用，并且指其表达可以指示特征

在于特定分子、病理学、组织学和/或临床特征的特定RA亚型的蛋白质之一或其组合。在特

定实施方案中，包含蛋白质标签的一种或多种蛋白质的表达与对照受试者中的表达比较是

升高的。

[0102] 如本文使用的，“RA治疗剂”或“有效治疗RA的治疗剂”及其语法变体指这样的治疗

剂，当以有效量提供时，其被已知、临床上证实或被临床医生预期可以在RA受试者中提供治

疗益处。

[0103] “B细胞表面标记”或“B细胞表面抗原”在本文中是在B细胞的表面上表达的抗原，

其可以用与之结合的拮抗剂靶向。示例性B细胞表面标记包括CD10、CD19、CD20(MS4A1)、

CD21、CD22、CD23、CD24、CD37、CD40、CD53、CD72、CD73、CD74、CDw75、CDw76、CD77、CDw78、

CD79a、CD79b、CD80、CD81、CD82、CD83、CDw84、CD85和CD86白细胞表面标记(关于描述，参见

The  Leukocyte  Antigen  Facts  Book，第2版1997，编辑Barclay等人Academic  Press，

Harcourt  Brace&Co.，New  York)。其他B细胞表面标记包括RP105、FcRH2、B‑细胞CR2、CCR6、

P2X5、HLA‑DOB、CXCR5、FCER2、BR3、Btig、NAG14、SLGC16270、FcRH1、IRTA2、ATWD578、FcRH3、

IRTA1、FcRH6、BCMA和239287。与哺乳动物的非B细胞组织比较，特别有意义的B细胞表面标

记在B细胞上优先表达，并且可以在前体B细胞和成熟B细胞两者上表达。

[0104] “与B细胞表面标记结合的抗体”是这样的分子，当其在与B细胞表面标记结合后，

其破坏或耗竭哺乳动物中的B细胞和/或干扰一种或多种B细胞功能，例如通过减少或阻止

由B细胞引发的体液应答。在一些情况下，抗体能够耗竭由其治疗的哺乳动物中的B细胞(即

减少循环B细胞水平)。此类耗竭可以经由多种机制来达到，例如抗体依赖性细胞介导的细

胞毒性(ADCC)和/或补体依赖性细胞毒性(CDC)、B细胞增殖的抑制、和/或B细胞死亡的诱导

(例如经由凋亡)。

[0105] “拮抗剂”指能够中和、阻断、抑制、废除、减少或干扰特定或指定蛋白质的活性的

分子，所述活性包括在配体的情况下其与一种或多种受体的结合或在受体的情况下其与一

种或多种配体的结合。拮抗剂包括抗体及其抗原结合片段、蛋白质、肽、糖蛋白、糖肽、糖脂、

多糖、寡糖、核酸、生物有机分子、拟肽、药理学活性剂及其代谢产物、转录和翻译控制序列

等。拮抗剂还包括蛋白质的小分子抑制剂、和融合蛋白、受体分子和与蛋白质特异性结合从

而隔离其与其靶的结合的衍生物、蛋白质的拮抗剂变体、针对蛋白质的反义分子、RNA适体、

和针对蛋白质的核酶。

[0106] “B细胞拮抗剂”是这样的分子，其在与B细胞表面标记结合后，可以破坏或耗竭哺

乳动物中的B细胞和/或干扰一种或多种B细胞功能，例如通过减少或阻止由B细胞引发的体

液应答。在一些情况下，拮抗剂能够耗竭由其治疗的哺乳动物中的B细胞(即减少循环B细胞

水平)。此类耗竭可以经由多种机制来达到，例如ADCC和/或CDC、B细胞增殖的抑制和/或B细

胞死亡的诱导(例如经由凋亡)。示例性拮抗剂包括与B细胞标记结合的合成或天然序列肽、

融合蛋白和小分子拮抗剂，任选与细胞毒素剂缀合或融合。例子包括但不限于例如CD22抗

体、CD20抗体、BR3抗体(例如WO0224909)和BR3‑Fc免疫粘附素。

[0107] CD20抗体的例子包括：“C2B8”，现称为“利妥昔单抗” (美
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国专利号5,736,137)；从IDEC  Pharmaceuticals，Inc.商购可得的命名为“Y2B8”或“替伊莫

单抗” 的钇‑[90]‑标记的2B8鼠抗体(美国专利号5,736,137；2B8在1993

年6月22日以保藏号HB11388由ATCC保藏)；鼠IgG2a“B1”，也称为“托西莫单抗”，任选由131I

标记以生成抗体“131I‑B1”或“碘I131托西莫单抗”(BEXXARTM)，从Corixa商购可得(还参见，

美国专利号5,595,721)；鼠单克隆抗体“1F5”(Press等人Blood  69(2):584‑591(1987)及其

变体，包括“构架补丁的(framework‑patched)”或人源化的1F5(WO  2003/002607，Leung，

S.；ATCC保藏号HB‑96450)；鼠2H7和嵌合2H7抗体(美国专利号5,677,180)；人源化2H7(参见

例如，WO04/056312；US20060024295)；HUMAX‑CD20TM抗体(Genmab，丹麦)；WO  2004/035607

(Teeling等人)中所示的人单克隆抗体；AME‑133TM抗体(Applied  Molecular  Evolution)；

A20抗体或其变体例如嵌合或人源化A20抗体(分别为cA20、hA20)(US  2003/0219433，

Immunomedics)；和可从International  Leukocyte  Typing  Workshop获得的单克隆抗体

L27、G28‑2、93‑1B3、B‑C1或NU‑B2(Valentine等人，In：Leukocyte  Typing  III(McMichael，

编辑，第440页，Oxford  University  Press(1987))。

[0108] 当在本文中使用时，术语“BAFF”、“BAFF多肽”、“TALL‑1”或“TALL‑1多肽”、“BLyS”

和“THANK”涵盖“天然序列BAFF多肽”和“BAFF变体”。“BAFF”是给予具有在例如美国专利公

开号2006/0110387中所述的人BAFF序列的那些多肽、及其同源物和片段和变体(具有天然

序列BAFF的生物学活性)的名称。BAFF的生物学活性可以选自促进B细胞存活、促进B细胞成

熟和与BR3结合。术语“BAFF”包括在以下文献中描述的那些多肽：Shu等人，J.Leukocyte 

Biol.，65:680(1999)；GenBank  Accession  No.AF136293；WO  1998/18921；EP  869,180；WO 

1998/27114；WO  1999/12964；WO  1999/33980；Moore等人，Science，285:260‑263(1999)；

Schneider等人，J.Exp.Med.，189:1747‑1756(1999)；和Mukhopadhyay等人，J.Biol.Chem.，

274:15978‑15981(1999)。

[0109] 如本文使用的，术语“BAFF拮抗剂”以最广泛含义使用，包括(1)结合天然序列BAFF

多肽或结合天然序列BR3多肽以部分或完全阻断BR3与BAFF多肽的相互作用，和(2)部分或

完全阻断、抑制或中和天然序列BAFF的信号传导的任何分子。天然序列BAFF多肽的信号传

导促进例如B细胞存活和B细胞成熟。BAFF信号的抑制、阻断或中和导致例如B细胞数目的减

少。如本文定义的，BAFF拮抗剂将在体外或体内部分或完全阻断、抑制或中和BAFF多肽的一

种或多种生物学活性。在一个实施方案中，生物学活性的BAFF在体外或体内加强下述事件

中的任何一个或其组合：增加B细胞的存活、增加IgG和/或IgM的水平、增加浆细胞的数目、

和脾脏B细胞中NF‑κb2/100至p52NF‑ 的加工(例如，Batten等人，J.Exp.Med .192:1453‑

1465(2000)；Moore等人，Science  285:260‑263(1999)；和Kayagaki等人，Immunity，10:

515‑524(2002))。

[0110] 在某些实施方案中，如本文定义的，BAFF拮抗剂包括抗BAFF抗体、BAFF结合性多肽

(包括免疫粘附素和肽)、和BAFF结合性小分子。BAFF拮抗剂包括例如WO  2002/02641中所述

的BAFF结合性抗体(例如包含其表1的SEQ  ID  NOS:1‑46、321‑329、834‑872、1563‑1595、

1881‑1905中任何氨基酸序列的抗体)。在一个进一步的实施方案中，免疫粘附素包含BAFF

受体的BAFF结合区(例如BR3、BCMA或TACI的细胞外结构域)。在一个再进一步的实施方案

中，免疫粘附素是BR3‑Fc。BAFF结合性Fc蛋白质的其他例子可以在WO  2002/66516、WO 
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2000/40716、WO  2001/87979、WO  2003/024991、WO  2002/16412、WO  2002/38766、WO  2002/

092620和WO  2001/12812中找到。制备BAFF拮抗剂的方法例如在US  2005/0095243和US 

2005/0163775中描述。

[0111] 当在本文中使用时，术语“BR3”、“BR3多肽”或“BR3受体”涵盖如下文定义的天然序

列BR3多肽和BR3变体。“BR3”是对如下多肽的命名，所述多肽包含例如WO  2003/14294和US 

2005/0070689中所述的人BR3序列。BR3多肽可以从各种来源例如人组织类型或其它来源中

分离，或通过重组和/或合成方法制备。术语BR3包括WO  2002/24909、WO  2003/14294和US 

2005/0070689中所述的BR3多肽。抗BR3抗体可以依照例如WO  2003/14294和US  2005/

0070689中所述的方法进行制备。

[0112] “天然序列”BR3多肽或“天然BR3”包括与源自自然界的相应BR3多肽具有相同的氨

基酸序列的多肽。此类天然序列BR3多肽可以从自然界中分离或可以通过重组和/或合成方

法产生。术语“天然序列BR3多肽”特别地涵盖该多肽的天然截短的、可溶的或分泌的形式

(例如细胞外结构域序列)、天然存在的变体形式(例如可变剪接形式)和天然存在的等位基

因变体。本发明的BR3多肽包括这样的BR3多肽，其包含人BR3的氨基酸残基1–184的连续序

列或由其组成(参见WO  2003/14294和US  2005/0070689)。

[0113] BR3“细胞外结构域”或“ECD”指基本上不含跨膜和细胞质结构域的BR3多肽形式。

BR3的ECD形式包括包含选自人BR3的氨基酸1‑77、2‑62、2‑71、1‑61、7‑71、23‑38和2‑63的氨

基酸序列中任何一个的多肽。在特定实施方案中，BAFF拮抗剂是包含人BR3的上述ECD形式

中的任何一个的多肽及其结合天然BAFF的变体和片段。

[0114] “BR3变体”意指这样的BR3多肽，其与天然序列的全长BR3或BR3ECD的氨基酸序列

具有至少约80％氨基酸序列同一性，并且结合天然序列BAFF多肽。任选地，BR3变体包括单

个富半胱氨酸的结构域。此类BR3变体多肽包括例如这样的BR3多肽，其中在全长氨基酸序

列的N和/或C末端上、以及一个或多个内部结构域中一个或多个氨基酸残基被加入或缺失。

还考虑结合天然序列BAFF多肽的BR3ECD的片段。

[0115] 如本文使用的，术语“APRIL拮抗剂”以最广泛含义使用，包括任何(1)结合天然序

列APRIL多肽或结合APRIL的天然序列配体，以部分或完全阻断配体与APRIL多肽的相互作

用，和(2)部分或完全阻断、抑制或中和天然序列APRIL的信号传导的分子。天然序列APRIL

多肽信号可以例如促进B细胞存活和B细胞成熟。APRIL(增殖诱导配体)是与BAFF具有共享

受体的TNF家族成员。APRIL拮抗剂的例子包括但不限于阿塞西普(atacicept)(与TACI‑Ig

免疫粘附素相同)和BAFF/APRIL拮抗剂(可溶性BCMA‑Fc)。

[0116] 术语“细胞因子”是一个上述术语，用于由一个细胞群体释放而作为细胞间介质作

用于其它细胞的蛋白质。细胞因子的例子是淋巴因子、单核因子；白细胞介素(IL)例如IL‑

1、IL‑1a、IL‑2、IL‑3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑8、IL‑9、IL‑11、IL‑12、IL‑15、IL‑17A、IL‑

17F、IL‑17A/F；肿瘤坏死因子例如TNF‑α或TNF‑β；及其他多肽因子包括LIF和kit配体(KL)。

如本文使用的，术语细胞因子包括来自天然来源或来自重组细胞培养物的蛋白质和天然序

列细胞因子的生物学活性等价物，包括合成产生的小分子实体及其药学可接受的衍生物和

盐。

[0117] 为了本文的目的，“肿瘤坏死因子‑α(TNF‑α)”指包含Pennica等人，Nature，312:

721(1984)或Aggarwal等人，JBC，260:2345(1985)中描述的氨基酸序列的人TNF‑α分子。
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[0118] “TNF‑α抑制剂”在本文中是指，一般通过与TNF‑α结合且中和其活性，在一定程度

上抑制TNF‑α的生物学功能的活性剂。本文尤其考虑的TNF抑制剂的例子是依那西普

(etanercept, )、英夫利昔单抗(infliximab, )、阿达木单

抗(adalimumab , )、戈利木单抗(golimumab ,SIMPONITM)、和赛妥珠单抗

(certolizumab  pegol, )。

[0119] “IL‑17A/F结合剂”是与细胞因子IL‑17A/F结合的活性剂例如抗体，或与IL‑17A和

IL‑17F交叉反应的活性剂。

[0120] “IL‑6结合剂”是与细胞因子IL‑6结合的活性剂，例如抗体。

[0121] “CD4结合剂”是与在T淋巴细胞谱系的细胞上表达的表面糖蛋白CD4结合的活性

剂，例如抗体。

[0122] “缓解疾病的抗风湿药”或“DMARD”的例子包括羟氯喹啉(hydroxycloroquine)、柳

氮磺胺吡啶(sulfasalazine)、氨甲蝶呤((+)口服和皮下氨甲蝶呤)、来氟米特

(leflunomide)、硫唑嘌呤(azathioprine)、D‑青霉胺、金(经口)、金(肌内)、米诺环素

(minocycline)、环孢菌素(cyclosporine)、葡萄球菌蛋白A免疫吸附物，包括其盐和衍生物

等。

[0123] “CTLA4”在活化T淋巴细胞上表达且参与免疫应答的下调。在文献中关于CTLA4的

其他名称包括细胞毒性T淋巴细胞相关抗原4，细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白质4、细胞分化

抗原CD152、和细胞毒性T淋巴细胞相关颗粒丝氨酸蛋白酶4。

[0124] 如本文使用的，具有“上市批准”或已“批准作为治疗剂”的治疗剂或这些短语的其

语法变体，指由有关政府实体(例如联邦、州或当地管理机构、部门、局)批准、许可、登记或

授权由和/或通过和/或代表商业实体(例如盈利性实体)销售以用于治疗特定病症(例如

RA)或患者亚群(例如特定种族、性别、生活方式、疾病危险谱等的患者)的治疗剂(例如以药

物制剂、药物的形式)。有关政府实体包括例如美国食品与药品管理局(FDA)、欧洲药物评审

局(European  Medicines  Evaluation  Agency)(EMEA)及其等价实体。

[0125] “抗体”(Ab)和“免疫球蛋白”(Ig)指具有相似结构特征的糖蛋白。抗体显示出与特

定抗原的结合特异性，而免疫球蛋白包括抗体和一般缺乏抗原特异性的其他抗体样分子。

后一类多肽可以例如由淋巴系统以低水平以及由骨髓瘤以增加的水平产生。

[0126] 术语“抗体”和“免疫球蛋白”在本文中可以互换使用，具有最广泛含义，包括单克

隆抗体(例如全长或完整单克隆抗体)、多克隆抗体、单价抗体、多价抗体、多特异性抗体(例

如双特异性抗体，只要它们显示出所需生物学活性即可)，并且还可以包括一些抗体片段

(如本文更详细地描述的)。抗体可以是嵌合、人、人源化和/或亲和力成熟的。

[0127] 术语“全长抗体”、“完整抗体”和“全抗体”在本文中可互换使用，指基本上完整形

式的抗体，而不是如下定义的抗体片段。该术语特别指具有含Fc区的重链的抗体。

[0128] “抗体片段”包含完整抗体的部分，优选包含其抗原结合区。抗体片段的例子包括

Fab、Fab'、F(ab')2和Fv片段；双体(diabody)；线性抗体；单链抗体分子；和由抗体片段形成

的多特异性抗体。

[0129] 抗体的木瓜蛋白酶消化产生各自具有单个抗原结合位点的2个等同的抗原结合片

段——称为“Fab”片段，和残留“Fc”片段——其名称反映其容易结晶的能力。胃蛋白酶处理

获得F(ab’)2片段，其具有2个抗原结合位点且仍能够交联抗原。
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[0130] “Fv”是最低限度抗体片段，其包含完整抗原结合位点。在一个实施方案中，双链Fv

种类为紧密非共价结合的一个重可变结构域和一个轻链可变结构域的二聚体。共同地，Fv

的6个CDR对抗体赋予抗原结合特异性。然而，即使单个可变结构域(或仅包含对于抗原特异

的3个CDR的Fv的一半)，也具有识别且结合抗原的能力，尽管以低于完整结合位点的亲和

力。

[0131] Fab片段含有重和轻链可变结构域，并且还含有轻链的恒定结构域和重链的第一

恒定结构域(CH1)。Fab’片段与Fab片段的不同在于在重链CH1结构域的羧基末端上少数残

基的添加，包括来自抗体铰链区的一个或多个半胱氨酸。Fab’‑SH是本文用于如下Fab’的名

称，在该Fab’中恒定结构域的一个或多个半胱氨酸残基具有游离巯基。F(ab’)2抗体片段最

初作为Fab’片段对产生，在该对片段之间具有铰链半胱氨酸。抗体片段的其他化学偶联也

是已知的。

[0132] 如本文使用的，术语“单克隆抗体”指得自基本上同质的抗体群体的抗体，即，该群

体包含的抗体，除了可能以微量存在的可能突变例如天然突变外，是相同的。因此，修饰词

“单克隆”指抗体不是不同抗体的混合物的特征。在特定实施方案中，单克隆抗体一般包括

包含结合靶的多肽序列的抗体，其中靶结合多肽序列通过如下过程获得，所述过程包括从

多个多肽序列中选择单个靶结合多肽序列。例如，选择过程可以是从多个克隆，例如杂交瘤

克隆、噬菌体克隆或重组DNA克隆的合并物，中选择独特克隆。应当理解，所选的靶结合序列

可以进一步改变，例如以改善对于靶的亲和力，人源化靶结合序列，改善其在细胞培养物中

的生产，减少其在体内的免疫原性，制备多特异性抗体等，并且包含改变的靶结合序列的抗

体也是本发明的单克隆抗体。与一般包括针对不同决定簇(表位)的不同抗体的多克隆抗体

制剂形成对比，单克隆抗体制剂中的每个单克隆抗体都针对抗原上的一个决定簇。除其特

异性外，单克隆抗体制剂也是有利的，因为它们一般不受其他免疫球蛋白污染。

[0133] 修饰词“单克隆”指抗体得自基本上同质的抗体群体的特征，不应解释为需要通过

任何特定方法生产该抗体。例如，待依照本发明使用的单克隆抗体可以通过多种技术制备，

包括例如杂交瘤法(例如，Kohler等人，Nature，256：495(1975)；Harlow等人，Antibodies：A 

Laboratory  Manual,(Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，第2版1988)；Hammerling

等人，in：Monoclonal  Antibodies  and  T‑Cell  Hybridomas  563‑681(Elsevier，N.Y.，

1981))、重组DNA法(参见例如，美国专利号4 ,816 ,567)、噬菌体展示技术(参见例如，

Clackson等人，Nature，352：624‑628(1991)；Marks等人，J.Mol.Biol.222：581‑597(1992)；

Sidhu等人，J.Mol.Biol.338(2)：299‑310(2004)；Lee等人，J.Mol.Biol.340(5)：1073‑1093

(2004)；Fellouse，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  101(34)：12467‑12472(2004)；和Lee等人，

J.Immunol.Methods  284(1‑2)：119‑132(2004)、和用于在具有部分或全部人免疫球蛋白基

因座或编码人免疫球蛋白序列的基因的动物中产生人或人样抗体的技术(参见例如，WO98/

24893；WO96/34096；WO96/33735；WO91/10741；Jakobovits等人，Proc.Natl.Acad .Sci.USA 

90：2551(1993)；Jakobovits等人，Nature  362：255‑258(1993)；Bruggemann等人，Year  in 

Immunol.7:33(1993)；U.S.Patent  Nos.5,545,807；5,545,806；5,569,825；5,625,126；5,

633 ,425；5,661 ,016；Marks等人，Bio .Technology  10：779‑783(1992)；Lonberg等人，

Nature  368：856‑859(1994)；Morrison，Nature  368：812‑813(1994)；Fishwild等人，

Nature  Biotechnol.14：845‑851(1996)；Neuberger，Nature  Biotechnol.14：826(1996)以
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及Lonberg和Huszar，Intern.Rev.Immunol.13：65‑93(1995)。

[0134] 单克隆抗体在本文中特别包括“嵌合”抗体，其中重和/或轻链的部分与源自特定

物种或属于特定抗体类别或亚类的抗体中的相应序列等同或同源，而该链(一条或多条)的

其余部分与源自另一个物种或属于另一个抗体类别或亚类的抗体中的相应序列等同或同

源，以及此类抗体的片段，只要它们显示出所需生物学活性即可(美国专利号4,816,567；和

Morrison等人，Proc.Natl.Acad.Sci.USA  81:6855‑9855(1984))。

[0135] 非人(例如，鼠)抗体的“人源化”形式是含有源自非人免疫球蛋白的最低限度序列

的嵌合抗体。在一个实施方案中，人源化抗体是人免疫球蛋白(受体抗体)，其中受体的高变

区的残基由具有所需特异性、亲和力和/或能力的来自非人物种(供体抗体)的高变区的残

基替换，所述非人物种例如小鼠、大鼠、兔或非人灵长类动物。在某些情况下，人免疫球蛋白

的构架区(FR)残基由相应非人残基替换。此外，人源化抗体可以包含在受体抗体或供体抗

体中不存在的残基。可以做出这些修饰以进一步精化抗体性能。一般而言，人源化抗体将包

含至少一个和一般2个可变结构域的基本上全部，其中所有或基本上所有高变环都对应于

非人免疫球蛋白的高变环，并且所有或基本上所有FR是人免疫球蛋白序列的。人源化抗体

任选地还将包含至少部分免疫球蛋白恒定区(Fc)，一般是人免疫球蛋白的恒定区。关于进

一步细节，参见Jones等人，Nature  321:522‑525(1986)；Riechmann等人，Nature  332:323‑

329(1988)；和Presta，Curr.Op.Struct.Biol.2:593‑596(1992)。还参见下述综述文章和其

中引用的参考文献：Vaswani和Hamilton，Ann .Allergy，Asthma&Immunol .1:105‑115

(1998)；Harris，Biochem .Soc .Transactions  23:1035‑1038(1995)；Hurle和Gross，

Curr.Op.Biotech.5:428‑433(1994)。

[0136] “人抗体”是包含对应于人产生的抗体的氨基酸序列的抗体，和/或已使用如本文

公开的用于制备人抗体的任何技术制备的抗体。此类技术包括筛选源自人的组合文库，例

如噬菌体展示文库(参见例如，Marks等人，J.Mol.Biol.，222：581‑597(1991)和Hoogenboom

等人，Nucl.Acids  Res.，19：4133‑4137(1991))；使用人骨髓瘤和小鼠‑人杂合骨髓瘤细胞

系产生人单克隆抗体(参见例如，Kozbor  J .Immunol .，133：3001(1984)；Brodeur等人，

Monoclonal  Antibody  Production  Techniques  and  Applications，第55‑93页(Marcel 

Dekker，Inc.，New  York，1987)；和Boerner等人，J.Immunol.，147：86(1991))；和在转基因

动物(例如，小鼠)中生成单克隆抗体，所述转基因动物能够在不存在内源免疫球蛋白产生

的情况下产生完全的人抗体库(参见例如，Jakobovits等人，Proc.Natl.Acad.Sci  USA，90：

2551(1993)；Jakobovits等人，Nature，362：255(1993)；Bruggermann等人，Year  in 

Immunol.，7：33(1993))。人抗体的这个定义特别地排除包含来自非人动物的抗原结合残基

的人源化抗体。

[0137] “亲和力成熟的”抗体是在其一个或多个CDR中具有一个或多个改变的抗体，这导

致与不具有这些改变的亲本抗体比较，抗体对于抗原的亲和力的改善。在一个实施方案中，

亲和力成熟的抗体对于靶抗原具有纳摩尔或甚至皮摩尔亲和力。亲和力成熟的抗体通过本

领域已知的程序产生。Marks等人Bio/Technology  10:779‑783(1992)描述了通过VH和VL结

构域改组的亲和力成熟。下述文献描述了HVR和/或构架残基的随机诱变：Barbas等人Proc 

Nat.Acad.Sci.USA  91:3809‑3813(1994)；Schier等人Gene  169:147‑155(1995)；Yelton等

人J.Immunol.155:1994‑2004(1995)；Jackson等人，J.Immunol.154(7):3310‑9(1995)；和
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Hawkins等人，J.Mol.Biol.226:889‑896(1992)。

[0138] “阻断性抗体”或“拮抗剂抗体”是抑制或减少它结合的抗原的生物学活性的抗体。

一些阻断性抗体或拮抗剂抗体部分或完全抑制抗原的生物学活性。

[0139] 如本文使用的，“生长抑制性”抗体是阻止或减少细胞增殖的抗体，所述细胞表达

与抗体结合的抗原。例如，抗体可以在体外和/或体内阻止或减少B细胞的增殖。

[0140] “诱导凋亡”的抗体指诱导例如B细胞的程序性细胞死亡的抗体，如通过标准凋亡

测定法所确定的，例如膜联蛋白V的结合、DNA的片段化、细胞皱缩、内质网扩张、细胞碎裂

和/或膜泡(称为凋亡小体)的形成。

[0141] 抗体“效应子功能”指可归于抗体的Fc区(天然序列Fc区或氨基酸序列变体Fc区)

的那些生物学活性，随着抗体同种型而改变。抗体效应子功能的例子包括但不限于：C1q结

合和补体依赖性细胞毒性(CDC)；Fc‑受体结合；抗体依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)；吞

噬作用；细胞表面受体(例如B细胞受体)的下调；和B细胞激活。

[0142] 术语“Fc区”在本文中用于定义免疫球蛋白重链的C末端区，包括天然序列Fc区和

变体Fc区。尽管免疫球蛋白重链的Fc区的边界可以改变，但人IgG重链Fc区一般定义为从位

置Cys226的氨基酸残基或从Pro230到其羧基末端的区段。Fc区的C末端赖氨酸(根据EU编号

系统的残基447)可以例如在抗体产生或纯化过程中或通过重组改造编码抗体重链的核酸

而去除。相应地，完整抗体的组合物可以包含其中所有K447残基均被去除的抗体群体，K447

残基未被去除的抗体群体，和具有含和不含K447残基的抗体的混合物的抗体群体。

[0143] 除非本文另有说明，免疫球蛋白重链中残基的编号是Kabat中的EU索引的编号

(Kabat等人，Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest，第5版(Public 

Health  Service，National  Institutes  of  Health，Bethesda，MD，1991))中。“Kabat中的

EU索引”指人IgG1EU抗体的残基编号。

[0144] “功能性Fc区”具有天然序列Fc区的“效应子功能”。示例性“效应子功能”包括但不

限于C1q结合；CDC；Fc‑受体结合；ADCC；吞噬作用；细胞表面受体(例如B细胞受体；BCR)的下

调等。此类效应子功能一般要求Fc区与结合结构域(例如抗体‑可变结构域)组合，并且可以

使用例如如本文公开的多种测定法进行评估。

[0145] “天然序列Fc区”包含与在自然界中发现的Fc区的氨基酸序列等同的氨基酸序列。

天然序列人Fc区包括天然序列人IgG1Fc区(非A和A同种异型)；天然序列人IgG2Fc区；天然

序列人IgG3Fc区；和天然序列人IgG4Fc区，以及其天然存在的变体。

[0146] “变体Fc区”包含由于至少一个氨基酸修饰，一般为一个或多个氨基酸置换，而不

同于天然序列Fc区的氨基酸序列。

[0147] 术语“包含Fc区的抗体”指包含Fc区的抗体。Fc区的C末端赖氨酸(根据EU编号系统

的残基447)可以例如在抗体纯化过程中或通过重组改造编码抗体的核酸而去除。相应地，

包含具有Fc区的抗体的组合物可以包含具有K447的抗体，所有K447被去除的抗体，或含和

不含K447残基的抗体的混合物。

[0148] “Fc受体”或“FcR”描述结合抗体的Fc区的受体。在某些实施方案中，FcR是天然人

FcR。在某些实施方案中，FcR结合IgG抗体(γ受体)，包括FcγRI、FcγRII和FcγRIII亚类

的受体，包括这些受体的等位基因变体和可变剪接形式。FcγRII受体包括FcγRIIA(“活化

性受体”)和FcγRIIB(“抑制性受体”)，其具有主要在其细胞质结构域中不同的相似氨基酸
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序列。活化性受体FcγRIIA在其细胞质结构域中含有免疫受体酪氨酸基活化基序(ITAM)。

抑制性受体FcγRIIB在其细胞质结构域中含有免疫受体酪氨酸基抑制基序(ITIM)。(参见

例如， Annu .Rev .Immunol .15:203‑234(1997))。FcR例如在Ravetch和Kinet，

Annu.Rev.Immunol  9:457‑92(1991)；Capel等人，Immunomethods  4:25‑34(1994)；和de 

Haas等人，J.Lab.Clin.Med .126:330‑41(1995)中综述。本文术语“FcR”涵盖其他FcR，包括

未来鉴定的那些。

[0149] 术语“Fc受体”或“FcR”还包括新生儿受体，FcRn，其负责母源IgG至胎儿的转移

(Guyer等人，J.Immunol.117:587(1976)和Kim等人，J.Immunol.24:249(1994))和免疫球蛋

白的稳态的调节。测量与FcRn的结合的方法是已知的(参见例如，Ghetie和Ward，

Immunology  Today ,18(12):592‑8(1997)；Ghetie等人，Nature  Biotechnology，15(7):

637‑40(1997)；Hinton等人，J.Biol.Chem.,279(8):6213‑6(2004)；WO  2004/92219(Hinton

等人)。

[0150] 人FcRn高亲和力结合多肽在体内与人FcRn的结合和其血清半衰期，可以例如在表

达人FcRn的转基因小鼠或转染的人细胞系中或在灵长类动物中测定，其中施用具有变体Fc

区的该多肽。WO  2000/42072(Presta)描述了对于FcR具有改善或减少的结合的抗体变体。

还参见例如，Shields等人，J.Biol.Chem.，9(2)：6591‑6604(2001)。

[0151] “人效应细胞”是表达一种或多种FcR且执行效应子功能的白细胞。在特定实施方

案中，细胞表达至少FcγRIII且执行一种或多种ADCC效应子功能。介导ADCC的人白细胞的

例子包括外周血单核细胞(PBMC)、天然杀伤(NK)细胞、单核细胞、细胞毒性T细胞和嗜中性

粒细胞。效应细胞可以从天然来源例如从血液中分离。

[0152] “抗体依赖性细胞介导的细胞毒性”或“ADCC”指细胞毒性形式，其中在特定细胞毒

性细胞(例如，NK细胞、嗜中性粒细胞和巨噬细胞)上存在的Fc受体(FcR)上结合的分泌Ig使

得这些细胞毒性效应细胞能够与携带抗原的靶细胞特异性结合，且随后用细胞毒素杀死靶

细胞。介导ADCC的主要细胞，NK细胞，仅表达FcγRIII，而单核细胞表达FcγRI、FcγRII和

FcγRIII。在造血细胞上的FcR表达在Ravetch和Kinet，Annu.Rev.Immunol .，9:457‑492

(1991)的第464页表3中总结。为了评估目的分子的ADCC活性，可以执行体外ADCC测定试验，

例如U.S.5,500,362或5,821,337或U.S.6,737,056(Presta)中所述的那些。用于此类测定

的有用的效应细胞包括PBMC和NK细胞。可替代或另外地，目的分子的ADCC活性可以在体内

例如在动物模型中评估，例如公开于Clynes等人，Proc.Natl.Acad.Sci.(USA)，95:652‑656

(1998)中的。

[0153] “补体依赖性细胞毒性”或“CDC”指在补体的存在下靶细胞的裂解。经典补体途径

的活化通过补体系统的第一组分(C1q)与抗体(合适亚类)的结合起始，其中所述抗体与其

关联抗原结合。为了评估补体活化 ，可以执行例如G a z z a n o ‑ S a n t o r o等人 ，

J.Immunol.Methods，202:163(1996)中描述的CDC测定。具有改变的Fc区氨基酸序列(具有

变体Fc区的多肽)和增加或降低的C1q结合能力的多肽变体例如在U.S .6 ,194 ,551和WO 

1999/51642中描述。还参见例如，Idusogie等人，J.Immunol.164:4178‑4184(2000)。

[0154] “结合亲和力”一般指分子(例如抗体)的单个结合位点与其结合配偶体(例如抗

原)之间的非共价相互作用的总和的强度。除非另有说明，如本文使用的，“结合亲和力”指

反映结合对的成员(例如，抗体和抗原)之间的1:1相互作用的固有结合亲和力。分子X对于
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其配偶体Y的亲和力一般可以通过解离常数(Kd)表示。亲和力可以通过本领域已知的常见

方法进行测量，包括本文描述的那些。低亲和力抗体一般缓慢结合抗原且倾向于容易解离，

而高亲和力抗体一般更快速结合抗原且趋于保持结合更长时间。测量结合亲和力的多种方

法是本领域已知的。

[0155] 如本文使用的，术语“基本上相似的”或“基本上相同的”指2个数值(例如一个与本

发明的抗体相关，而另一个与参考/比较抗体相关)之间足够高程度的相似性，由此本领域

技术人员将认为这2个值之间的差异就由所述值(例如Kd值)量度的生物学特征而言几乎无

或完全无生物学和/或统计学显著性。作为参考/比较值的函数，所述2个值之间的差异例如

小于约50％、小于约40％、小于约30％、小于约20％和/或小于约10％。

[0156] 如本文使用的，短语“实质上减少的”或“实质上不同的”指2个数值(一般地一个与

一种分子相关，而另一个与参考/比较分子相关)之间足够高程度的差异，从而使得本领域

技术人员认为就由所述值(例如Kd值)度量的生物学特征而言这2个值之间的差异具有统计

显著性。作为参考/比较分子的值的函数，所述2个值之间的差异例如大于约10％、大于约

20％、大于约30％、大于约40％和/或大于约50％。

[0157] “小分子”或“有机小分子”在本文中定义为具有低于约500道尔顿的分子量的有机

分子。

[0158] 当在本文中使用时，单词“标记”指可检测化合物或组合物。标记一般与试剂例如

核酸探针或抗体直接或间接缀合或融合，并且促进与之缀合或融合的试剂的检测。标记可

以自身是可检测的(例如，放射性同位素标记或荧光标记)，或在酶促标记的情况下，可以催

化底物化合物或组合物发生化学改变，导致可检测的产物。

[0159] “分离的”生物分子例如核酸、多肽或抗体是已鉴定且与其天然环境中的至少一种

组分分离和/或回收的生物分子。

[0160] 在本文中提及“约”值或参数包括(且描述)涉及该值或参数本身的实施方案。例

如，述及“约X”的描述包括“X”的描述。

[0161] 术语“药物制剂”指无菌的制剂，其形式允许药物的生物学活性是有效的，并且不

含有对于制剂将施用于的受试者而言具有无法接受的毒性的额外组分。

[0162] “无菌”制剂是消毒的或不含所有活微生物及其孢子。

[0163] “包装说明书”用于指通行包括在治疗产品或药物的商业包装中的说明书，其含有

关于适应症、用法、剂量、施用、禁忌、待与包装产品组合的其他治疗产品、和/或与此治疗产

品或药物的使用相关的注意事项，等信息。

[0164] “试剂盒”是包含至少一种试剂，例如用于治疗RA或关节损伤的药物、或用于特异

性检测本发明的生物标记基因或蛋白质的探针，的任何制造品(例如包装或容器)。在特定

实施方案中，该制品作为用于执行本发明方法的单位被推广、分发或销售。

[0165] “靶受众”是，如通过上市或宣传，特别是对于特定用途、治疗或适应症，特定药物

所要推广至或旨在推广至的人群或机构，例如个体患者，患者群体，报纸、医学文献和杂志

的读者，电视或因特网观众，收音机或因特网的听众，医生，药物公司等。

[0166] 术语“血清样品”指得自个体的任何血清样品。用于从哺乳动物获得血清的方法是

本领域众所周知的。

[0167] 当涉及受试者或患者对于先前已经施用于其的药物(一种或多种)的反应时，表述
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“不应答/响应”描述该受试者或患者，在该药物(一种或多种)施用后，未曾显示出对于进行

治疗的病症而言任何的或足够的治疗迹象，或他们显示出了对于该药物(一种或多种)在临

床上无法接受的高度毒性，或他们未维持在第一次施用该药物(一种或多种)后的治疗迹

象，其中单词治疗在此处如本文定义的使用。短语“不应答/响应”包括描述对于先前施用的

药物(一种或多种)具有抵抗性和/或顽固的那些受试者，并且包括下述情况：其中受试者或

患者在接受药物施用时已进展，和其中受试者或患者在完成方案后12个月内(例如6个月

内)已进展，其中所述方案涉及他或她不再响应的药物(一种或多种)。对于一种或多种药物

的不应答性因此包括在先前或当前的治疗后继续具有活动性疾病的受试者。例如，在用患

者不响应的药物(一种或多种)治疗约1–3个月后，患者可以具有活动性疾病活动性。此应答

性可以由在所讨论的病症的治疗领域的临床医生进行评估。

[0168] 对于不响应药物(一种或多种)，在用一种或多种药物进行的先前或目前治疗中经

历“临床上无法接受的高水平的毒性”的受试者经历与之相关的一种或多种不良副作用或

不利事件，所述副作用或不利事件被有经验的临床医生视为严重的、例如严重感染，充血性

心力衰竭，脱髓鞘(导致多发性硬化)，显著超敏反应，神经病理学事件，高度自身免疫性，癌

症例如子宫内膜癌、非何杰金氏淋巴瘤、乳腺癌、前列腺癌、肺癌、卵巢癌或黑素瘤，肺结核

(TB)等。

[0169] “减少不良副作用的危险”意指，与所观察到的由用先前施用的药物治疗相同患者

或其他患者导致的危险相比，由本文拮抗剂治疗导致的副作用的危险被降低至较低程度。

此类副作用包括上文就毒性阐述的那些，并且优选感染、癌症、心力衰竭或脱髓鞘。

[0170] 与对RA患者或关节损伤患者的增加的临床益处相关的生物标记的“量”或“水平”

是在生物样品中可检测的水平。这些可以通过本领域技术人员已知以及本文公开的方法进

行测量。评估的生物标记的表达水平或量可以用于确定对于治疗的应答。

[0171] 术语“表达的水平”或“表达水平”一般而言可互换使用，并且一般指生物样品中多

核苷酸或氨基酸产物或蛋白质的量。“表达”一般指基因编码的信息被转换成细胞中存在和

运作的结构的过程。因此，如本文使用的，基因的“表达”可以指转录成多核苷酸、翻译成蛋

白质、或甚至蛋白质的翻译后修饰。转录的多核苷酸、翻译的蛋白质或翻译后修饰的蛋白质

的片段也应视为表达的，无论它们是源于通过可变剪接生成的转录物或降解的转录物，还

是源于蛋白质的翻译后加工例如蛋白酶水解。“表达的基因”包括转录成多核苷酸mRNA并且

随后翻译成蛋白质的那些，以及转录成RNA但不翻译成蛋白质的那些(例如转移和核糖体

RNA)。

[0172] 类风湿性关节炎

[0173] 自身免疫疾病仍是人类临床上重要的疾病。如名字暗示的，自身免疫疾病通过身

体的自身免疫系统起作用。虽然病理学机制在不同类型的自身免疫疾病中不同，但一个一

般性的机制涉及针对特定内源性蛋白质的抗体的生成(本文称为自身反应性抗体或自身抗

体)。医生和科学家已鉴定超过70种临床上不同的自身免疫疾病，包括RA、多发性硬化(MS)、

脉管炎、免疫介导的糖尿病和狼疮例如全身性红斑狼疮(SLE)。虽然许多自身免疫疾病是罕

见的–影响少于200,000个体–共同地，这些疾病影响数百万美国人，估计5％群体，其中女性

不成比例地受大多数疾病影响。这些疾病的慢性性质导致巨大的社会和财政负担。

[0174] 炎性关节炎是在多种自身免疫病症包括RA、银屑病性关节炎(PsA)、SLE、

说　明　书 31/168 页

33

CN 107385034 B

33



氏综合征和多肌炎中的一个显著临床表现。大多数这些患者在体格检查时发现

关节畸形，但一般仅RA和PsA患者在成像研究上表现骨侵蚀。

[0175] RA是慢性炎性疾病，其影响北欧和北美约0.5‑1％成人群体，以及在全世界其他部

分中略微较低的比例。Alamanos和Drosos，Autoimmun.Rev.，4：130‑136(2005)。它是以受累

关节的滑膜中的慢性炎症为特征的全身性炎性疾病，由于慢性疼痛和疲劳，这最终导致日

常功能的丧失。大多数患者还经历受累关节中软骨和骨的进行性恶化，这可以最终导致永

久性残疾。RA的长期预后不良，其中约50％患者自诊断起10年内出现显著功能性残疾。

Keystone，Rheumatology，44(Suppl .2)：ii8‑ii12(2005)。预期寿命减少平均3‑10年。

Alamanos和Drosos，同上。具有高滴度类风湿因子(RF)的患者(约80％的患者)具有侵略性

更强的疾病(Bukhari等人，Arthritis  Rheum.，46：906‑912(2002))，比RF阴性的患者，更差

的长期后果和增加的死亡率。Heliovaara等人，Ann.Rheum.Dis.，54：811‑814(1995))。

[0176] 慢性炎性骨疾病例如RA的发病机理并未完全阐明。此类疾病伴随在受累关节周围

的骨丢失——由增加的破骨细胞重吸收导致。这个过程在很大程度上由促炎细胞因子增加

的局部产生介导。Teitelbaum，Science，289:1504‑1508(2000)；Goldring和Gravallese，

Arthritis  Res.，2(1):33‑37(2000)。这些细胞因子可以直接地作用于破骨细胞谱系中的

细胞，或间接地通过影响成骨细胞/基质细胞中基本破骨细胞分化因子、NFκB配体的受体激

活物(RANKL)和/或其可溶性诱饵受体，护骨蛋白(OPG)的产生，而作用于破骨细胞谱系中的

细胞。Hossbauer等人，J.Bone  Min.Res.，15(1):2‑12(2000)。肿瘤坏死因子‑α(TNF‑α)是炎

症的主要介质。它在多种形式的骨丢失的发病机理中的重要性得到几列实验和临床证据的

支持。Feldmann等人，Cell，85(3):307‑310(1996)。然而，TNF‑α不是破骨细胞发生(Douni等

人，J.Inflamm .，47:27‑38(1996))、侵蚀性关节炎(Campbell等人，J.Clin .Invest.，107

(12):1519‑1527(2001))、或骨质溶解(Childs等人，J.Bon.Min.Res.，16:338‑347(2001))

必需的，因为这些可以在不存在TNF‑α的情况下发生。

[0177] 特别地在RA中，免疫应答被认为由滑膜区室中存在的一种或数种抗原起始/延续，

其导致急性炎性细胞和淋巴细胞流入关节内。炎症的后续波导致称为血管翳的侵袭性和侵

蚀性组织的形成。这含有增生的成纤维细胞样滑膜细胞和巨噬细胞，其产生促炎细胞因子

例如TNF‑α和白细胞介素‑1(IL‑1)。蛋白水解酶的局部释放、多种炎症介质和破骨细胞活化

促成许多组织损害。存在关节软骨的丧失和骨侵蚀的形成。周围的腱和滑液囊可以受炎症

过程影响。最终，关节结构的完整性被破坏，产生残疾。

[0178] B细胞对于RA的免疫发病机理的精确贡献并未完全表征。然而，存在B细胞参与疾

病过程的几种可能机制。Silverman和Carson，Arthritis  Res .Ther .，5Suppl .4：S1‑6

(2003)。

[0179] 历史上，B细胞被认为主要通过充当自身抗体生产性细胞的前体而在RA的疾病过

程中起作用。已鉴定了许多自身抗体特异性，包括针对II型胶原和蛋白聚糖的抗体以及RF。

大量抗体的生成导致免疫复合物形成和补体级联的活化。这又扩大免疫应答且可以终于局

部细胞裂解。增加的RF合成和补体消耗已与疾病活动性关联。RF自身的存在与更严重形式

的RA和关节外特征的存在相关。

[0180] 有证据表明B细胞是高度有效的抗原呈递细胞(APC) (Ja neway和Katz，

J.Immunol.，138:1051(1998)；Rivera等人，Int.Immunol.，13：1583‑1593(2001))。RF阳性B
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细胞可以是特别有效的APC，因为它们的表面免疫球蛋白可以容易地允许捕获任何免疫复

合物，而不论在其内存在的抗原如何。许多抗原由此可以被加工而呈递给T细胞。此外，近期

已提示这还可以允许RF阳性B细胞自延续。Edwards等人，Immunology，97：188‑196(1999)

[0181] 对于T细胞的活化，需要将2种信号递送给细胞；一种经由T细胞受体(TCR)，其在主

要组织相容性复合物(MHC)抗原的存在下识别加工的肽，而第二种经由共刺激分子。当活化

时，B细胞在其表面上表达共刺激分子，并且因此可以提供第二种信号用于T细胞活化和效

应细胞的生成。

[0182] B细胞可以通过产生细胞因子促进其自身功能以及其他细胞的功能。Harris等人，

Nat.Immunol.，1：475‑482(2000)。TNF‑α、IL‑1、淋巴毒素‑α、IL‑6和IL‑10是在RA滑膜中B细

胞可以产生的一些细胞因子。

[0183] 尽管T细胞活化被视为RA发病机理中的关键组分，但在重症联合免疫缺陷病

(SCID)小鼠中使用人滑膜外植体的近期工作已证实在关节内的T细胞活化和保留关键性地

依赖于B细胞的存在。Takemura等人，J.Immunol.，167：4710‑4718(2001)。B细胞在这点上的

确切作用并不明了，因为其他APC看起来对T细胞不具有相同作用。

[0184] 对于关节的结构损害是慢性滑膜炎症的重要后果。60％‑95％具有RA的患者在疾

病发作3–8年内发展至少一种射线影像学侵蚀。Paulus等人，J.Rheumatol .，23：801‑805

(1996)；Hulsmans等人，Arthritis  Rheum.，43：1927‑1940(2000)。在早期RA中，在射线影像

学损害得分和功能能力之间的关联很弱，但在疾病8年后，关联系数可以达到高至0.68。

Scott等人，Rheumatology，39:122‑132(2000)。在具有至少4年RA的小于60岁的1,007个患

者中，Wolfe等人(Arthritis  Rheum，43Suppl.9:S403(2000))发现在Larsen射线影像学损

害得分的进展速率(Larsen等人，Acta  Radiol.Diagn.18:481‑491(1977))、增加的社会保

障残疾状态和减少的家庭收入之间的显著相关性。

[0185] RA的诊断可以依据目前美国风湿病学会(American  College  of  Rheumatology)

(ACR)标准，并且可以包括在最大限度改善前持续至少1小时的在关节中和周围的晨僵；3个

或更多个关节区域的关节炎：医生观察到至少3个关节区域已同时具有软组织肿胀或液体

(非单独的骨生长过度)；该14个可能的关节区域(右和左)是近端指间(PIP)、掌指(MCP)、

腕、肘、膝、踝和跖趾(MTP)关节；手关节的关节炎：上面肿胀的至少一个关节区域在腕、MCP

或PIP关节中；对称性关节炎：在身体两侧上(PIP、MCP或MTP关节的双侧累及是可接受的，无

需绝对对称)的相同关节区域的同时累及(如在上面的3个或更多个关节区域的关节炎中)；

类风湿结节：医生观察到在骨隆起部或伸侧面上方或在近关节区中的皮下结节；血清类风

湿因子：通过任何方法证实的异常量的血清类风湿因子，少于正常对照患者的5％的量是阳

性的；射线影像学变化：在后前位手和腕X射线上的类风湿性关节炎典型的射线影像学变

化，这必须包括定位于累及关节或邻近累及关节最显著的侵蚀或明确的骨质脱钙(单独的

骨关节炎变化不合格)。如果患者满足至少4个上述标准，那么一般做出RA的诊断。

[0186] 射线影像学损害的防止或延迟是RA治疗的目标之一。Edmonds等人，Arthritis 

Rheum.，36:336‑340(1993)。6或12个月持续时间的对照临床试验已证明射线影像学损害得

分的进展在安慰剂组中比在接受下述药物的组中更快速：氨甲蝶呤(MTX)(Sharp等人，

Arthritis  Rheum.，43：495‑505(2000))、来氟米特(Sharp等人，同上)、柳氮磺胺吡啶(SSZ)

(Sharp等人，同上)、泼尼松龙(Kirwan等人，N .Engl .J .Med .，333:142‑146(1995)；
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Wassenburg等人，Arthritis  Rheum，42：Suppl  9:S243(1999))、白细胞介素‑1受体拮抗剂

(Bresnihan等人，Arthritis  Rheum，41：2196‑2204(1998))、或英夫利昔单抗/MTX组合。

Lipsky等人，N.Eng.J.Med .，343：1594‑1604(2000)。临床试验也已证明在用依那西普治疗

后的射线影像学进展不如用MTX治疗后的快速。Bathon等人，N.Engl .J .Med .，343:1586‑

1593(2000)。其他研究已评估用下述药物治疗的患者中的射线影像学进展：皮质类固醇

(Joint  Committee  of  the  Medical  Research  Council和Nuffield  Foundation，Ann 

Rheum .Dis .，19:331‑337(1960)；Van  Everdingen等人，Ann .Intern .Med .，136:1‑12

(2002))，环孢菌素A(Pasero等人，J.Rheumatol.，24:2113‑2118(1997)；Forre，Arthritis 

Rheum.，37:1506‑1512(1994))，MTX与硫唑嘌呤比较(Jeurissen等人，Ann.Intern.Med .，

114:999‑1004(1991))，MTX与金诺芬(auranofin)比较(Weinblatt等人，Arthritis 

Rheum .，36:613‑619(1993))，MTX(元分析)(Alarcon等人，J.Rheumatol .，19:1868‑1873

(1992))，羟氯喹啉(HCQ)与SSZ比较(Van  der  Heijde等人，Lancet，1:1036‑1038)，SSZ

(Hannonen等人，Arthritis  Rheum.，36:1501‑1509(1993))，泼尼松龙、MTX和SSZ的COBRA

(Combinatietherapei  Bij  Reumatoide  Artritis)组合(Boers等人，Lancet，350:309‑318

(1997)；Landewe等人，Arthritis  Rheum.，46：347‑356(2002))，MTX、SSZ和HCQ的组合(O'

Dell等人，N.Engl.J.Med .，334:1287‑1291(1996)；Mottonen等人，Lancet，353:1568‑1573

(1999))，环磷酰胺、硫唑嘌呤和HCQ的组合(Csuka等人，JAMA，255:2115‑2119(1986))，和阿

达木单抗与MTX的组合。Keystone等人，Arthritis  Rheum.，46Suppl.9:S205(2002)。

[0187] FDA目前已批准标注声明(labeling  claims)：特定药剂例如来氟米特、依那西普

和英夫利昔单抗减慢射线影像学关节损害的进展。这些声明基于在随机分配的治疗组和对

照组之间观察到的进展速率的统计学显著差异。然而，在治疗和对照组内的个体中进展速

率相当大程度地重叠。因此，尽管在治疗组之间的显著差异，但这些数据不能用于评估待开

始治疗的患者将出现就射线影像学损害进展而言的有利后果的可能性。多种方法已被建议

用于将来自个体患者的配对射线照片分类为未进展的，例如在2个时间点上损害得分均为

0，损害得分无增加，无具有侵蚀的新关节，和得分变化不超过最小可检测差异(即，相同射

线照片的重复读数之间的差异的95％置信区间。Lassere等人，J.Rheumatol.，26：731‑739

(1999)。

[0188] 由于几个原因，在临床试验开始和6或12个月临床试验结束时获取的配对射线照

片之间确定在该间隔期中个体患者是否已经存在增加的结构损害，是困难的。射线影像学

损害的速率在RA患者群体内是不均一的；少数患者可以具有快速进展的损害，但许多可以

具有很少的进展或无进展，特别是如果时间间隔相对短时。用于评分射线影像学损害的方

法，例如，Sharp(Sharp等人，Arthritis  Rheum.，14：706‑720(1971)；Sharp等人，Arthritis 

Rheum .，28：1326‑1335(1985))，Larsen(Larsen等人，Acta  Radiol.Diagn.，18：481‑491

(1977))，和这些方法的变型(Van  der  Heijde，J.Rheumatol.，27：261‑263(2000))，取决于

阅读者关于真实的判断和解释。决定的因素是：软骨下皮质骨板的明显不连续是否是真实

的，或关节相对侧上皮质之间的距离减少是否是真实的，或是由于关节位置相对于胶片和

射线束的轻微变化、或射线影像学曝光的变化、或某些其他技术因素引起。

[0189] 因此，记录的得分是真正损害的近似值，并且对于许多受试者，在相同射线影像的

重复评分之间的最小可检测差异大于在基线和最终射线影像之间的间隔期中已发生的实
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际变化。如果阅读者对于胶片的时间顺序不知情，那么这些不能避免的评分错误可以是任

一方向的，当得分减少时导致明显“愈合”，或当阅读错误增加胶片之间的差异时导致明显

快速进展。当研究涉及足够大的患者群体，其中所述患者已随机分配接受有效治疗或安慰

剂，则正和负读数误差可以彼此抵消，可以检测到在处理组之间小但真正的差异。

[0190] 用于定量RA疾病活动性的临床测量的不精确性已造成相似问题。来自临床试验的

某些后果测量值之间的统计学显著差异对于评估开始该治疗的个体的改善可能性是没有

用的。Paulus等人，Arthritis  Rheum.，33:477‑484(1990)。伴随美国风湿病学会(ACR)20％

综合改善标准(ACR20)的建立，个体改善的认定成为实际可行的，在该标准中，如果在触痛

和肿胀关节计数中存在20％改善和在5个另外的量度(疼痛、身体功能、患者的综合健康评

估、医生的综合健康评估和急性期反应物水平)的至少3个中存在20％改善，那么将患者归

为改善的。Felson等人，Arthritis  Rheum.，38:727‑735(1995)。所有这些测量的最小可检

测差异都具有大值，但通过要求相同过程(疾病活动性)的7个方面中的5个的同时改善，7个

测量误差的随机性被约束，由此可以较为容易地将真实改善归于个体。

[0191] 在RA中，关节损害是一个显著特征。在疾病后果的描述中，关节破坏的射线学参数

被看作是一个关键的后果量度。在近期OMERACT(Outcome  Measures  in  Rheumatology 

Clinical  Trials)协商会议中，放射学被选择作为后果测量核心组的部分用于纵向观察性

研究。Wolfe等人，Arthritis  Rheum .，41Supp  9：S204(1998)摘要。放射学也是WHO/ILAR

(World  Health  Organization/International  League  of  Associations  for 

Rheumatology)要求的用于长期临床试验的核心测量组的部分。Tugwell和Boers，

J.Rheumatol.，20:528‑530(1993)。

[0192] 已在短期和长期研究中获得有关RA的放射学损害后果的可用数据。在具有近期发

作的疾病的RA患者的短期研究中，每6个月获得的射线影像显示了，在最初快速进展后，手

和足的放射学损害进展速率在2–3年后降低。Van  der  Heijde等人，Arthritis  Rheum.，35：

26‑34(1992)；Fex等人，Br.J.Rheumatol.，35：1106‑1055(1996)。在较不频繁获取射线影像

的长期研究中，发现了恒定进展速率，其中损害不停的恶化长达25年的疾病持续时间。

Wolfe和Sharp，Arthritis  Rheum .，41:1571‑1582(1998)；Graudal等人，Arthritis 

Rheum.，41:1470‑1480(1998)；Plant等人，J.Rheumatol.，25:417‑426(1998)；Kaarela和

Kautiainen，J.Rheumatol.，24:1285‑1287(1997)。射线影像学进展模式中的这些差异是否

是由于评分技术中的差异引起，仍不明了。

[0193] 使用的这些评分系统在待评分的关节数目上、在侵蚀(ERO)和关节间隙变窄(JSN)

的独立评分的存在上、在每关节的最大得分上、以及在放射学异常的权重上是不同的。迄

今，在优选的评分法上未达成一致。在早期关节炎患者的一个队列研究中前3年随访过程

中，发现了JSN和ERO对测量到的手和足放射学损害进展的贡献是不同。Van  der  Heijde等

人，Arthritis  Rheum.，35:26‑34(1992)。此外，发现独立地评分ERO和JSN的方法例如Sharp

和Kellgren评分法，比使用总体测量的方法例如Larsen评分法，对早期RA中的变化更灵敏。

Plant等人，J.Rheumatol.，21:1808‑1813(1994)；Cuchacovich等人，Arthritis  Rheum.，

35:736‑739(1992)。Sharp评分是非常费力的方法。Van  der  Heijde，Baillieres 

Clin.Rheumatol.，10:435‑533(1996)。在晚期或破坏性RA中，发现Sharp和Larsen法提供相

似信息。然而，这些不同评分法对疾病晚期中的变化的灵敏度仍未进行研究，并且对于独立
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地测量ERO和JSN的评分方法是否可以提供有用信息，是可争议的。Pincus等人，

J.Rheumatol.，24:2106‑2122(1997)。还参见Drossaers‑Bakker等人，Arthritis  Rheum.，

43:1465‑1472(2000)，其比较了这3个放射性评分系统在RA的长期评估中的使用。

[0194] Paulus等人，Arthritis  Rheum.，50：1083‑1096(2004)将参与临床试验的RA个体

中的射线影像学关节损害分类为进展性或非进展性的，并且得出结论：使用如下综合定义，

可以将观测的队列中的RA关节损害分类为进展性或非进展性的，所述定义包括许多不精确

的相关但不同的结构性关节损害测量。看起来，在RA患者的每日临床管理中，在将结构变化

视为真实的并且使用其作为治疗决定的基础前，在一对射线影像之间应存在至少5个Sharp

射线影像学损害得分单位的间隔变化。

[0195] 一些RA治疗剂

[0196] RA的初始治疗一般涉及一种或多种下述药物的施用：非类固醇抗炎药(NSAID)例

如乙酰水杨酸(例如，阿司匹林)、布洛芬(美林)、萘普生(消痛灵)、吲哚美辛(消炎痛)、萘丁

美酮(瑞力芬)、托美丁(痛灭定)；糖皮质激素(经由关节注射)；和低剂量泼尼松龙。参见"

Guidelines  for  the  management  of  rheumatoid  arthritis,"Arthritis&Rheumatism 

46(2)：328‑346(2002年2月)。具有新近诊断的RA的大多数患者在诊断3个月内开始用缓解

病情抗风湿药物(DMARD)治疗。在RA中通常使用的DMARD是羟氯喹啉、柳氮磺胺吡啶、氨甲蝶

呤((+)口服和皮下氨甲蝶呤)、来氟米特、硫唑嘌呤、D‑青霉胺、金(经口)、金(肌内)、米诺环

素、环孢菌素、葡萄球菌蛋白A免疫吸附。在一些情况下，患者用免疫调节剂例如硫唑嘌呤或

环磷酰胺进行治疗。另外的RA治疗剂包括抗细胞因子剂(例如，抗肿瘤坏死因子α、抗白细胞

介素‑1‑受体(例如，阿那白滞素)、抗白细胞介素10、抗白细胞介素6受体、抗白细胞介素6、

抗干扰素α、抗B淋巴细胞刺激物)、共刺激抑制剂(例如，抗CD154、CTLA4‑Ig (例如，

abatacept))。

[0197] 在一些情况下，TNFα抑制剂已用于RA的治疗。示例性TNFα抑制剂包括依那西普(以

商品名 销售)、英夫利昔单抗(以商品名 销售)、阿达木单

抗(以商品名 销售)、戈利木单抗(以商品名SIMPONITM销售)、和赛妥珠单抗

(以商品名 销售)。

[0198] 依那西普(在商品名称 下销售)是在美国批准用于治疗活动性RA的

注射药物。依那西普与TNFα结合且作用于去除来自关节和血液的大多数TNFα，从而阻止TNF

α促进类风湿性关节炎的炎症和其他症状。依那西普是由与人IgG1的Fc部分连接的人75kD

(p75)肿瘤坏死因子受体(TNFR)的细胞外配体结合部分组成的“免疫粘附素”融合蛋白。药

物已与不良副作用相关，包括严重感染和败血症，和神经系统病症例如多发性硬化(MS)。参

见例如，www.remicade‑infliximab.com/pages/enbrel_embrel.html。

[0199] 在商品名称 下销售的英夫利昔单抗是治疗RA和Crohn氏病的

免疫抑制性处方药物。英夫利昔单抗是嵌合单克隆抗体，其与TNFα结合且通过靶向且结合

导致炎症的TNFα而减少身体中的炎症。英夫利昔单抗已与某些致命反应联系，例如心力衰

竭和感染包括结核以及导致MS的脱髓鞘。参见例如，www.remicade‑infliximab.com。

[0200] 在2002年，Abbott  Laboratories得到FDA获准上市阿达木单抗(在商品名称

下销售)，先前称为D2E7。阿达木单抗是与TNFα结合的人单克隆抗体，并且
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批准用于在具有中等到重度活动性RA的成人中减少体征和症状和抑制结构损害的进展，其

中所述患者对于一种或多种常规缓解病情的DMARD已经表现无足够的应答。

[0201] 在2009年4月，Centocor  Ortho  Biotech  Inc.接受FDA批准上市戈利木单抗(在商

品名称SIMPONITM下销售)用于具有中等到重度RA、银屑病性关节炎和强直性脊柱炎的患者。

戈利木单抗是对于人TNFα特异性的人IgG1κ单克隆抗体，由患者每月皮下自施用一次。戈利

木单抗与可溶性和跨膜生物活性形式的TNFα结合。类似于抑制TNFα的其他治疗剂，戈利木

单抗已与特定不利事件例如感染危险，包括严重和威胁生命的真菌感染，相关。

[0202] 在2009年5月，赛妥珠单抗(在商品名称 下销售)由FDA批准用于治疗

具有RA的患者。它由健康护理专业人士通过皮下注射在导入期中每2周一次和随后在维持

期中每4周一次施用。赛妥珠单抗是重组、人源化抗体Fab'片段，对于人TNFα具有特异性，与

约40kDa聚乙二醇(PEG2MAL40K)缀合。赛妥珠单抗也已与特定安全危险例如增加的严重感

染危险相关，类似于其他TNFα抑制剂。

[0203] 在一些情况下，利妥昔单抗(在商品名称 下销售)已用作RA的疗

法。利妥昔单抗是针对CD20抗原的遗传改造的嵌合鼠/人单克隆抗体。利妥昔单抗是在1998

年4月7日(Anderson等人)授权的美国专利号5,736,137中称为“C2B8”的抗体。

[0204] 另一种抗CD20抗体是ocrelizumab。Ocrelizumab是抗CD20抗体2H7的人源化变体。

此人源化2H7变体例如在国际公开号WO  2004/056312(国际申请号PCT/US2003/040426)中

描述。

[0205] 具有B细胞拮抗剂活性的RA治疗剂可以例如通过就特定生物学性质筛选化合物而

进行鉴定。例如，可以采用如Sundberg等人，Cancer  Research  66，1775‑1782(2006)中所述

的筛选方法，其中，就B细胞增殖的抑制，筛选通过靶向c‑myc蛋白质用于快速和特异性降解

的化合物。关于BAFF、APRIL、以及涉及B细胞存活和筛选的教导，还参见Mackay等人，Annual 

Review  of  Immunology，21：231‑264(2003)，关于B细胞增殖和APRIL，还参见Thangarajh等

人，Scandinavian  J .Immunol .，65(1):92(2007)。此外，Sakurai等人，European 

J.Immunol.，37(1):110(2007)公开了TACI减弱由BAFF‑R和CD40共刺激的抗体产生。进一步

地，Acosta‑Rodriguez等人，European  J.Immunol.，37(4):990(2007)公开了BAFF和LPS协

作以诱导B细胞变得对CD95/Fas‑介导的细胞死亡敏感。进一步筛选方法可以在下述文献中

发现：Martin和Chan，"B  Cell  Immunobiology  in  Disease：Evolving  Concepts  from  the 

Clinic  Annual  Review  of  Immunology ,"24:467–496(2006)，Pillai等人，"Marginal 

Zone  B  Cells"Annual  Review  of  Immunology，23:161‑196(2005)，以及Hardy和

Hayakawa，"B  Cell  Development  Pathways,"Annual  Review  of  Immunology，19:595–621

(2001)。根据这些及其他参考文献，技术人员可以筛选合适的拮抗剂。微阵列(Hagmann，

Science，290:82–83(2000))，以及RNA干扰(RNAi)(Ngo等人，Nature，441:106‑110(2006))

可以用于这个目的。

[0206] 在本发明的范围内包括的B细胞拮抗剂包括抗体、合成或天然序列肽、免疫粘附素

和小分子拮抗剂，其与B细胞表面标记或B细胞特异性存活或增殖因子结合，任选与其它分

子缀合或融合。在特定实施方案中，拮抗剂包含抗体或免疫粘附素。它包括BLyS拮抗剂，例

如免疫粘附素，包括但不限于，抗CD23(例如，lumiliximab)、抗CD20、抗CD22或抗BR3抗体、

APRIL拮抗剂和/或BLyS免疫粘附素。在特定实施方案中，BLyS免疫粘附素选自:包含BR3的
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细胞外结构域的BR3免疫粘附素、包含TACI的细胞外结构域的TACI免疫粘附素、和包含BCMA

的细胞外结构域的BCMA免疫粘附素。BR3免疫粘附素的特定实施方案包括如WO  2005/

00351、美国专利公开号2005/0095243、美国专利公开号2005/0163775和WO  2006/068867中

所述的hBR3‑Fc。在特定实施方案中，BLyS拮抗剂是抗BLyS抗体，其中抗BLyS抗体在包含残

基162‑275的BLyS区域内结合BLyS，或抗BR3抗体，其中抗BR3抗体在包含人BR3的残基23‑38

的区域中结合BR3。在特定实施方案中，免疫粘附素选自TACI‑Ig(atacicept)和BR3‑Ig。在

特定实施方案中，B细胞拮抗剂是针对CD20、CD22、BAFF或APRIL的。在特定此类实施方案中，

拮抗剂是抗体或TACI‑Ig。

[0207] CD22抗原或CD22也称为BL‑CAM或Lyb8，是具有约130(还原的)‑140kD(非还原的)

分子量的1型整合膜糖蛋白。它在B淋巴细胞的细胞质和细胞膜中表达。CD22抗原在与CD19

抗原大约相同的阶段在B细胞淋巴细胞分化的早期出现。与一些其他B细胞标记不同，CD22

膜表达局限于在成熟B细胞(CD22+)和浆细胞(CD22‑)之间包含的晚期分化阶段。CD22抗原

例如在Wilson等人，J.Exp.Med .，173:137(1991)和Wilson等人，J.Immunol .，150:5013

(1993)中描述。

[0208] 一些示例性抗CD22抗体包括EP  1 ,476 ,120(Tedder和Tuscano)、EP  1 ,485 ,130

(Tedder)和EP  1 ,504 ,035(Popplewell等人)中描述的那些，以及美国专利公开号2004/

0258682(Leung等人)、美国专利号5,484 ,892(Dana‑Farber)、美国专利号6,183 ,744

(Immunomedics、依帕珠单抗(epratuzumab))和美国专利号7,074 ,403(Goldenberg和

Hansen)中描述的那些。

[0209] BLyS(也称为BAFF、TALL‑1、THANK、TNFSF13B或zTNF4)是TNF1配体超家族成员，其

对于B细胞存活和成熟是必需的。在转基因小鼠中的BAFF超表达导致B细胞过度增生和严重

自身免疫疾病的发生(Mackay等人，J .Exp .Med .，190:1697‑1710(1999)；Gross等人，

Nature，404:995‑999(2000)；Khare等人，Proc .Natl .Acad .Sci .U .S .A，97:3370‑3375

(2000))。BAFF水平在多种自身免疫病症的人患者中是升高的，例如SLE、RA和 氏

综合征(Cheema等人，Arthritis  Rheum .，44:1313‑1319 (2001)；Groom等人，

J.Clin.Invest.,109:59‑68(2002)；Zhang等人，J.Immunol.，166:6‑10(2001))。此外，BAFF

水平与疾病严重性关联，暗示BAFF可以在这些病的发病机理中起直接作用。BAFF通过与TNF

受体超家族的3个成员TACI、BCMA和BR3(也称为BAFF‑R)结合而作用于B细胞(Gross等人，同

上；Thompson等人，Science，293:2108‑2111(2001)；Yan等人，Curr.Biol .11:1547‑1552

(2001)；Yan等人，Nat.Immunol.，1:37‑41(2000)；Schiemann等人，Science，293:2111‑2114

(2001))。

[0210] 在这3个中，仅BR3对于BAFF具有特异性；另外2个也结合相关TNF家族成员，增殖诱

导配体(APRIL)。BAFF和受体敲除或突变小鼠的表型比较表明，通过BR3的信号传导介导

BAFF的B细胞存活功能(Thompson等人，同上；Yan等人，同上，2001；Schiemann等人，同上)。

不同地，TACI看起来充当抑制性受体(Yan，Nat.Immunol.，2:638‑643(2001))，而BCMA的作

用并不明了(Schiemann等人，同上)。US  2007/0071760公开了使用TACI‑Ig融合分子以足以

抑制BlyS和APRIL的增殖诱导功能的量治疗B细胞恶性肿瘤。

[0211] BR3是在B细胞的表面上表达的184残基III型跨膜蛋白质(Thompson等人，同上；

Yan，Nat.Immun.，同上)。细胞内区域与已知结构域或蛋白质‑蛋白质相互作用基序没有序
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列相似性。然而，BAFF诱导的通过BR3的信号传导导致转录因子NF‑B2/p100至p52的加工

(Claudio等人，Nat.Immunol.，3:958‑965(2002)；Kayagaki等人，Immunity，10:515‑524

(2002))。BR3的细胞外结构域(ECD)也是趋异的。TNFR家族成员通常特征在于在其细胞外区

域中多个富含半胱氨酸的结构域(CRD)的存在；每个CRD一般由约40个残基组成，通过6个半

胱氨酸在3个二硫键中稳定。这个家族的常规成员通过2个CRD与配体表面上的2个不同片相

互作用而与配体接触(Bodmer等人，Trends  Biochem.Sci.，27:19‑26(2002))。然而，BR3ECD

仅含有4个半胱氨酸残基，最多能够形成一个部分CRD，从而产生此小受体如何赋予高亲和

力配体结合的问题。

[0212] 已显示BR3的BAFF结合结构域位于26残基核心区内(Kayagaki等人，同上)。当构造

在 ‑发夹肽(bhpBR3)内时，6个BR3残基足以赋予BAFF结合且阻断BR3介导的信号传导。其他

人已报道了旨在与BAFF相互作用的多肽(例如，WO  2002/24909、WO  2003/035846、WO  2002/

16312和WO  2002/02641)。

[0213] 功能丧失和射线影像学变化在疾病过程早期出现。这些变化可以使用一些DMARD

得到延迟或阻止。尽管几个DMARD最初是临床上有效和充分耐受的，但这些药物中的许多随

着时间过去变得较不有效或显示出增加的毒性。基于其功效和可耐受性，MTX已成为测定其

他治疗的标准疗法。Bathon等人，N.Eng .J .Med .，343:1586‑1593(2000)；Albert等人，

J.Rheumatol.，27:644‑652(2000)。

[0214] 近期研究已检查了在如下患者中的射线影像学进展：具有晚期RA且已服用过来氟

米特、MTX或安慰剂的患者(Strand等人，Arch.Intern.Med .，159:2542‑2550(1999))，以及

在部分应答MTX后已服用过英夫利昔单抗加上MTX或安慰剂加上MTX的患者。Lipsky等人，

N.Engl .J .Med .，343:1594‑1602(2000)；Maini等人，Lancet，354:1932‑1939(1999)。在

ENBRELTM  ERA(早期RA)试验的第一年中，依那西普显示在改善疾病的体征和症状以及抑制

射线影像学进展中比MTX显著更有效。Bathon等人，N.Eng.J.Med .，343:1586‑1593(2000)。

Genovese等人，Arthritis  Rheum.46:1443‑1450(2002)报道来自该研究的第二年的结果，

得出结论：在具有早期侵袭性RA的患者中经过2年，作为单一疗法的依那西普是安全的，且

在减少疾病活动性、停止结构损害，和减少残疾方面优于MTX。还研究了在中等至重度RA患

者中与MTX组合的ocrelizumab(靶向C  D20+B细胞的人源化抗体)的安全性和临床活性(Ph 

I/II  ACTION研究)。Genovese等人，Arthritis  Rheum.，54(9):S66‑S67(2006年9月)。

[0215] 进一步地，手和足的射线影像学进展的减少在接受与MTX组合的英夫利昔单抗后

的早期RA患者中观察到。Van  der  Heijde等人，Annals  Rheumatic  Diseases，64:417

(2005)。具有早期RA的患者在用英夫利昔单抗治疗后达到在身体功能上临床上有意义和持

久的改善。Smolen等人，Annals  Rheumatic  Diseases，64:418‑419(2005)。

[0216] Van  der  Heijde等人，Annals  Rheumatic  Diseases，64:319(2005)报道了从命名

为ASSERT的随机化、安慰剂对照试验得到的、在具有强直性脊柱炎(AS)的患者中英夫利昔

单抗治疗对骨矿物质密度的影响。ASSERT试验显示英夫利昔单抗改善具有AS的患者的疲劳

和疼痛。Van  der  Heijde等人，Annals  Rheumatic  Diseases，64:318‑319(2005)。van  der 

Heijde等人，Arthritis  Rheum.，5:582‑591(2005)描述了根据ASSERT在治疗的AS患者中英

夫利昔单抗的功效和安全性。作者得出结论：英夫利昔单抗在24周研究期中在AS患者的大

队列中是充分耐受和有效的。此外，在一个具有AS的279个患者的随机化、安慰剂对照试验
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中，通过磁共振成像评估了英夫利昔单抗治疗对脊柱炎症的作用。Van  der  Heijde等人，

Annals  Rheumatic  Diseases，64:317(2005)。van  der  Heijde等人，Arthritis  Rheum.52:

1979‑1985(2005)解决了在测量治疗对AS患者的脊柱射线影像学进展的影响时应使用的方

式。

[0217] Antoni等人，Annals  Rheumatic  Diseases  64:107(2005)报道了1年后英夫利昔

单抗多国PsA对照试验(IMPACT)的射线影像学分析结果。Smolen等人，Arthritis 

Rheum .52:1020‑1030(2005)报道了，在不具有临床改善的RA患者中用英夫利昔单抗加上

MTX治疗的射线影像学益处的证据，以及对来自该抗TNF试验的数据在有伴随治疗研究的RA

中的详细子分析(subanalysis)。射线影像学进展(通过修饰的Sharp/van  der  Heijde得分

的平均变化来量度)在接受MTX加上安慰剂的患者中比在接受英夫利昔单抗加上MTX的患者

中大得多。作者得出结论：即使在没有临床改善的患者中，用英夫利昔单抗加上MTX的治疗

也提供了就该破坏性过程而言显著的益处，说明在此类患者中，疾病的这2个测量是分开

的。在基线射线影像学损害和用英夫利昔单抗治疗RA患者后身体功能的改善之间的相关性

由Breedveld等人，Annals  Rheumatic  Diseases，64:52‑55(2005)描述。使用Sharp得分的

van  der  Heijde修饰，评估了结构损害。作者得出结论：在基线时更大的关节损害与在基线

时更弱的身体功能相关以及与在治疗后身体功能的更少改善相关，强调早期干预对于减慢

关节破坏的进展的重要性。

[0218] 类风湿性关节炎分子生物标记

[0219] 许多研究者已进行了对分离自RA患者的滑膜组织的微阵列基因表达谱研究。公开

的研究包括van  der  Pouw  Kraan  TC等人，使用cDNA微阵列技术在类风湿性滑膜中发现独

特基因表达谱：多个组织破坏和修复途径的存在证据(Discovery  of  distinctive  gene 

expression  profiles  in  rheumatoid  synovium  using  cDNA  microarray  technology：

evidence  for  the  existence  of  multiple  pathways  of  tissue  destruction  and 

repair)，Genes  Immun  Apr；4(3):187‑96(2003)；van  der  Pouw  Kraan  TC,等人，类风湿性

关节炎是一种异质性疾病：在类风湿性组织间STAT‑1途径活化的差异证据(Rheumatoid 

arthritis  is  a  heterogeneous  disease：evidence  for  differences  in  the 

activation  of  the  STAT‑1pathway  between  rheumatoid  tissues)，Arthritis  Rheum 

Aug；48(8):2132‑45(2003)；Finis  K等人，以基因组宽度的互补DNA微阵列和组织阵列技术

分析色素性绒毛结节性滑膜炎揭示潜在新治疗方法(Analysis  of  pigmented 

villonodular  synovitis  with  genome‑wide  complementary  DNA  microarray  and 

tissue  array  technology  reveals  insight  into  potential  novel  therapeutic 

approaches)，Arthritis  Rheum  Mar；54(3):1009‑19(2006)；Lindberg  J,等人，英夫利昔

单抗对类风湿性关节炎患者滑膜组织中mRNA表达谱的影响(Effect  of  infliximab  on 

mRNA  expression  profiles  in  synovial  tissue  of  rheumatoid  arthritis 

patients)，Arthritis  Res  Ther.8(6):R179(2006)；van  der  Pouw  Kraan  TC等人，类风湿

性关节炎患者对抗肿瘤坏死因子α治疗的应答性与治疗前组织炎性水平相关

(Responsiveness  to  anti‑tumour  necrosis  factor  alpha  therapy  is  related  to 

pre‑treatment  tissue  inflammation  levels  in  rheumatoid  arthritis  patients)，

Ann  Rheum  Dis.Apr；67(4):563‑6(2008)；Huber  R等人，在类风湿性关节炎滑膜中鉴定组

说　明　书 40/168 页

42

CN 107385034 B

42



内、个体间、和基因特异的mRNA表达谱差异(Identification  of  intra‑group，inter‑

individual，and  gene‑specific  variances  in  mRNA  expression  profiles  in  the 

rheumatoid  arthritis  synovial  membrane)，Arthritis  Res  Ther  10(4):R98(2008)；

Badot  V等人，在滑膜中基因表达谱分析鉴定类风湿性关节炎中阿达木单抗治疗应答性缺

乏的预测性标签(Gene  expression  profiling  in  the  synovium  identifies  a 

predictive  signature  of  absence  of  response  to  adalimumab  therapy  in 

rheumatoid  arthritis)，Arthritis  Res  Ther.11(2):R57(2009)，Epub  2009年四月23。

[0220] 一般技术

[0221] 除非另有说明，本发明的实践将采用分子生物学(包括重组技术)、微生物学、细胞

生物学、生物化学和免疫学的常规技术，其在本领域技术人员的能力内。此类技术在文献中

充分解释，例如"Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual"，第二版(Sambrook等人，

1989)；"Oligonucleotide  Synthesis"(M.J.Gait，编辑，1984)；"Animal  Cell  Culture"

(R .I .Freshney，编辑，1987)；"Methods  in  Enzymology"(Academic  Press，Inc .)；"

Current  Protocols  in  Molecular  Biology"(F .M.Ausubel等人，编辑，1987，和定期更

新)；"PCR：The  Polymerase  Chain  Reaction",(Mullis等人，编辑，1994)。

[0222] 在本发明中采用的引物、寡核苷酸和多核苷酸可以使用本领域已知的标准技术生

成。

[0223] 本文提供了与RA和RA的特定亚型相关的基因表达标签。这些标签构成RA和/或RA

亚型的生物标记，和/或对RA的发生、持续和/或进展造成易患性或贡献。相应地，本文公开

的本发明在多种情形中是有用的，例如在与RA诊断和治疗有关的方法和组合物中是有用

的。

[0224] 基因表达水平的检测

[0225] 根据本文描述的任何方法，核酸可以是由基因组DNA转录的RNA或由RNA生成的

cDNA。核酸可以源自脊椎动物例如哺乳动物。核酸被说成“源自”特定来源，如果它直接得自

那个来源或如果它是在那个来源中发现的核酸的拷贝。

[0226] 核酸包括核酸的拷贝，例如由扩增得到的拷贝。扩增在特定情况下可以是期望的，

例如以便获得所需量的材料用于检测变异。随后可以对扩增子实施变异检测方法，例如下

文描述的那些，以测定特定基因的表达。

[0227] 微阵列是一种多重技术，典型地使用排成阵列的数千个核酸探针的系列，在高严

格条件下与例如cDNA或cRNA样品杂交。探针‑靶杂交一般通过检测荧光团、银或化学发光标

记的靶来检测和定量，从而测定靶中核酸序列的相对丰度。在典型的微阵列中，探针通过与

化学基质(经由环氧基‑硅烷、氨基‑硅烷、赖氨酸、聚丙烯酰胺或其他)的共价键与固体表面

附着。固体表面是例如玻璃、硅片或微型珠。多种微阵列是商购可得的，包括例如由

Affymetrix，Inc.和Illumina，Inc制造的那些。

[0228] 生物样品可以使用本领域技术人员已知的一些方法获得。生物样品可以得自脊椎

动物，并且特别是哺乳动物。在一些情况下，生物样品是滑膜组织、血清或外周血单核细胞

(PBMC)。通过筛选此类身体样品，可以对于疾病例如RA实现简单的早期诊断。此外，就靶核

酸(或编码的多肽)的表达水平中的变异，测试此类身体样品，也可以更容易地监控治疗的

进展。

说　明　书 41/168 页

43

CN 107385034 B

43



[0229] 在确定受试者或组织或细胞样品包含本文公开的基因表达标签后，有效量的合适

RA治疗剂可以考虑施用于受试者以治疗受试者中的RA。本文描述的对哺乳动物中多种病理

学状况的临床诊断可以通过熟练从业者实施。临床诊断技术是本领域可获得的，例如允许

诊断或检测哺乳动物中的RA的技术。

[0230] RA治疗剂可以依照已知方法施用，例如以推注或经一段时间的连续输注而静脉内

施用、通过肌内、腹膜内、intracerobrospinal、皮下、关节内、滑膜内、鞘内、经口、局部或吸

入途径。任选地，施用可以使用各种商购可得的装置，通过微型泵输注执行。

[0231] 试剂盒

[0232] 为了在本文描述或提议的应用中的使用，还提供了试剂盒或产品。此类试剂盒可

以包含区室化的载体工具，以在封闭界限中容纳一个或多个容器工具例如小瓶、管等，每一

个容器工具各自包含待在方法中使用的分开元件之一。例如，容器工具之一可以包含探针，

其为或可以是可检测标记的。此类探针可以是对于包含作为基因表达标签的一种或多种基

因的多核苷酸具有特异性的多核苷酸。当试剂盒利用核酸杂交以检测靶核酸时，试剂盒还

可以具有含有用于扩增靶核酸序列的核苷酸(一种或多种)的容器和/或包含与报道分子例

如酶学、荧光或放射性同位素标记结合的报道工具的容器，所述报道工具例如生物素结合

蛋白质，例如抗生物素蛋白或链霉亲和素。

[0233] 试剂盒一般将包含上文描述的容器和包含从商业和用户观点上期望的材料的一

个或多个其他容器，包括缓冲液、稀释剂、滤器、针、注射器，和具有使用说明的包装说明书。

使用标签可以存在于容器上，以指示组合物用于特定治疗或非治疗应用，并且还可以提供

关于体内或体外使用的指导，例如上文描述的那些。试剂盒中的其他任选组分包括一种或

多种缓冲液(例如，封闭缓冲液、洗涤缓冲液、底物缓冲液等)、其他试剂例如以酶学标记物

化学改变的底物(例如，色素原)、表位修复(epitope  retrieval)溶液、对照样品(阳性和/

或阴性对照)、对照载玻片(一个或多个)等。

[0234] 市场营销方法

[0235] 本发明还涵盖用于市场营销RA治疗剂或其药学可接受组合物的方法，其包括对靶

受众推广、提供指导和/或详细说明在如下RA患者或患者群体中治疗剂或其药物组合物用

于治疗的应用，其中从所述患者已获得样品，证实如本文公开的遗传变异的存在。

[0236] 市场营销一般是通过非人媒介的有偿通讯，其中发起人是确定的且信息是受控制

的。用于本文目的的营销包括宣传、公关、产品陈列、赞助、包销和促销。这个术语还包括在

任何印刷通讯介质中出现的资助信息性公告，该公告设计为吸引大量受众以朝购买、支持

或称赞本发明的有利模式方向说服、告知、推动、鼓动或以其他方式影响行为。

[0237] 本文诊断方法的营销可以通过任何方式完成。用于递送这些信息的营销媒介的例

子包括电视、收音机、电影、杂志、报纸、因特网和广告牌，包括广告，其是在播放媒体中出现

的信息。

[0238] 使用的营销类型将取决于许多因素，例如待达到的靶受众的性质，例如医院、保险

公司、诊所、医生、护士和患者，以及成本考虑和控制药物和诊断产品上市的有关司法和条

例。基于由互动服务和/或其他数据例如用户人口统计数据和地理位置定义的用途特征，可

以是个性化的或定制的。
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实施例

[0239] 下述是本发明的方法和组合物的实施例。应当理解，考虑到上文提供的一般描述，

可以实施多种其他实施方案。

[0240] 实施例1

[0241] 方法和受试者

[0242] 受试者和滑膜活检组织

[0243] 涉及从人受试者获得样本的所有程序依据Unive rs i ty  of  Mi chiga n 

Institutional  Review  Board批准的方案执行。人滑膜组织通过在诊断有RA的患者中通过

滑膜切除术自受累关节获得，所述诊断基于美国风湿病学会对RA提出的7个标准中的至少4

个的存在(Arnett，F.C.,等人，Arthritis  Rheum.，31：315–324(1988))。将切出的组织在液

氮中立即速冻且贮存于‑80℃。对于匹配的组织学切片，将样品短暂置于‑20℃，冷冻切片且

立即放回‑80℃。将冷冻样品在Qiagen牌RLT中匀浆，并且根据制造商推荐的方案(Qiagen，

Valencia，CA.)分离RNA。

[0244] 方法

[0245] 微阵列杂交

[0246] 用于制备cRNA和用于阵列杂交的方法由Affymetrix，Inc.(Santa  Clara，CA)提

供。简言之，使用cDNA合成试剂盒，SuperScript  Choice(Invitrogen，Carlsbad，CA)和T7‑

(dT)24寡聚物引物(Biosearch  Technologies，Inc.，Novato，CA)，将3μg总RNA转换成双链

cDNA。使用亲和树脂Sample  Cleanup  Module  Kit(Affymetrix，Inc.)纯化双链cDNA，并且

随后乙醇沉淀。在体外转录试剂(Enzo  Diagnostics，Inc.，Farmingdale，NY)中通过使用

T7RNA聚合酶和生物素标记的核苷酸，由cDNA生成标记的cRNA。使用Affymetrix  Sample 

Cleanup  Module  Kit纯化标记的cRNA。通过测量在260nm的吸光度且使用在260nm的1OD对

应于40μg/ml  RNA的换算，确定标记的cRNA的量。通过在94℃在40mM  Tris‑乙酸盐pH  8.1、

100mM乙酸钾和30mM乙酸镁中温育30分钟，使15微克标记的cRNA片段化。随后使样品与

Human  Genome  U133Plus  2 .0Arrays(Affymetrix，Inc .)在45℃在设为

60rpm的rotisserie炉中杂交19小时。将阵列洗涤且在Affymetrix  Fluidics站中染色，并

且在 扫描仪3000上扫描。使用Affymetrix 操作系统和分析软

件，执行数据分析。

[0247] 组织病理学和免疫组织化学

[0248] 对在丙酮中固定的人滑膜组织的5‑μm厚冰冻切片，进行染色。用苏木精与伊红染

色了一些切片用于组织学评估。其他切片在10％血清中封闭30分钟，并且染色以检测表达

下述谱系标记的细胞(CD20–小鼠抗人克隆L26，5μg/ml，Dako；CD3–兔抗人抗体SP7，1:200稀

释度，NeoMarkers；和CD68–小鼠抗人克隆KP‑1，2.5μg/ml，Dako)。所有免疫组织化学染色用

物种特异性、生物素化的二级抗体和3,3'‑二氨基联苯胺(DAB)进行检测。

[0249] 统计分析

[0250] 用在统计学编程环境中可获得的开源工具，R(在URL：cran(dot)r‑project(dot)

org可获得)和商购可得的Spotfire  Decision  Site(TIBCO  Software  Inc，Palo  Alto，

CA)，执行微阵列数据的统计分析。通过多尺度自展重采样(multiscale  boostrap 
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resampling)进行分子亚型的鉴定，其中使用开源R包，Pvclust(Shimodaira，H和Suzuki，

R.，Bioinformatics，22(12)，2006)。使用由Spotfire提供的方差分析，执行差异表达的基

因的热图显现和鉴定。使用CoPub，根据开发商的推荐方案(Frijters，R .等人，Nucleic 

Acids  Res .36:W406‑W410(网络服务商发布doi:10.1093/nar/gkn215)(2008))；在URL：

services(dot)nbic(dot)nl(slash)cgi‑bin(slash)copub(slash)microarray_analysis

(dot)pl可获得)，鉴定在每个亚型内显著过度出现的途径。简言之，将在每个亚型内特异性

上调的Affymetrix探针组标识符(～1000个顶部排序的探针组)上载到网络服务器。选择

Human  Genome  U133A  Plus  2.0Array(Affymetrix，Inc.)作为背景数据集，

搜索类别局限于生物过程，并且所有计算设置保留其缺省值。将所得到的数据保存至个人

计算机且格式化用于在Spotfire中的比较性热图显现。

[0251] 分类词的鉴定：分子表型训练和测试

[0252] 使用由20,776个探针组成的过滤后表达数据集和类别标签，我们试图构建一系列

两类别和多类别的分类模型，其可以(i)将每个推定患者亚类从另外的3个亚型中区分出

来，或(ii)实现所有4个亚类的彼此互相区分。我们在本文中将这些分类模型称为“分类

词”。在可从相同患者获得多个样品的情况下，随机选择来自该患者的一个样品，进入模型。

使用CMA包(Slawski等人，BMC  Bioinformatics  9:439(2008))，执行变量(探针)选择和模

型训练。在两类别模型的情况下，根据每个探针的两样本t统计量或其robust  Wilcoxon统

计量的绝对值，排序每个探针与给定类别标签的相关性，由此进行变量选择。对于多类别模

型，通过在所有四个推定类别上探针的单向F‑统计量或其robust  Kruskall‑Wallis检验统

计量，对探针进行排序。经过N＝48轮的留一交叉验证(LOOCV)，或当该类别的大小被认为足

够大时，即对于F2、L和M两类别模型，经过100轮重复的5折交叉验证，记录检验统计量的值。

对于每个模型和选择的检验统计量，在每轮交叉验证时，保留具有最大、最显著的检验统计

量值的头20个探针。产生基于探针特异性投票的变量重要性度量，其中计算一个探针在多

少轮(或分数)的交叉验证中出现在头20个最强相关探针的列表中。

[0253] 实施CMA包中的线性判别分析(LDA)，使用这特定的48个患者样品获得的估计类别

标签，可以与聚类结果的原始估计标签比较。作为一个明智的检查，使用序列改变的类别标

签，重复变量选择和LDA步骤，导致增加的错分类率。

[0254] 在双色微阵列平台上可公开获得的独立测试数据(Lindberg等人，PLoS  One  5

(6):e11310(2010))被用于评估由训练数据构建的模型的稳健性。对于每个RA患者二‑二向

模型，和对于多类别模型，使用R中的MASS包(Venables，W.N.&Ripley，B.D.(2002)Modern 

Applied  Statistics  with  S.第4版Springer，New  York.ISBN  0‑387‑95457‑0)，在该训练

数据上，将曾经出现在一个给定的交叉验证轮的头20个探针列表中的独特探针的集合(经

过选择的参量或稳健性检验统计量而聚集)，应用于LDA模型。使用LOOCV，通过将在训练数

据上构建的LDA模型应用于该新的测试集数据，获得了新的预测类别标签。2个数据集之间

的探针通过其独特Entrez基因标识编号联系。在任一数据集中的多个探针被对应到一个给

定Entrez基因编号的情况下，选择独特探针以代表给定基因。在原始Affymetrix训练数据

中，选择了经过LOOCV轮具有最高变量重要性得分的探针。在ties的情况下，随机选择一个

探针。还随机选择了在测试数据中的独特代表性探针。在测试数据集中的漏失数据使用该

探针的中值表达值输入。在执行LDA前，集中(center)并且缩放(scale)训练和测试数据，以
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将其置于更相等的立足点(footing)上。关于4个分子表型各自的分类词在下文提供。

[0255] 分子表型(亚型)的鉴定

[0256] 在从RA患者分离的滑膜组织上，进行了基因表达微阵列实验，例如以评估基因表

达模式，作为基础以促进在RA发病机理和进展中重要的分子途径的理解，以及鉴定潜在治

疗靶和用于诊断和预后目的的生物标记。使用全基因组表达阵列， Human 

Genome  U133Plus  2.0Array(Affymetrix，Inc.)，对从50个RA患者中切出的81个滑膜组织

样品执行基因表达微阵列实验。使用制造商提供的软件MAS5，对表达数据进行归一化、相对

于500标化、转换以及z评分。如果探针具有至少100的最低表达，并且相对于探针在所有样

品中的平均表达水平，在至少5个样品中差异1.5个标准差，那么将该探针包括在分析中。这

个评估获得了20,776个探针，这些探针被10,000次重复地随机重置抽样(sampling  with 

replacement)，并聚类(使用相关性作为距离的度量和平均连接用于凝聚)。图1中显示了所

得到的树状图，该图描述样品聚类和所得到的自展分枝支持值。

[0257] 我们分析了来自微阵列实验的热图(图2)，并且基于在不同RA分子亚型之间差异

表达的基因的相对表达水平，鉴定了RA的4个分子亚型。我们将样品分配到由自展树状图推

出的4个不同组(图2)。通过对数转换的表达数据的方差分析，鉴定了在每个组内差异表达

的基因。对统计上显著的探针(具有p<1.0E‑6的5501个探针)执行分层聚类。表达数据是就

可视化进行标准化的z得分。

[0258] 如图2中所示，最大的样品分组(45％)定义了本文描述为富淋巴样(L)的分子亚型

(图2，在该图顶部的树状图顶部标记为“L”的分支，在热图中显示了相应框，87％自展支

持)。这些样品共有广泛的淋巴样浸润和滤泡样淋巴样细胞聚集(每个p<0.01)。这组样品的

基因表达标签揭示了B细胞、浆细胞、T细胞和巨噬细胞特有的模式，并且牵涉特定途径，包

括B和T细胞活化、同种型转换、Ig分泌和细胞因子产生。表5提供了与L亚型相关的探针组

(和相关基因)列表。这些使用下述标准由微阵列数据鉴定：(1)在L亚型内的倍数变化≥

1.5；(2)t检验p值≤0.0001；和(3)注释为属于至少一个下述蛋白质分子类别：分泌的、质

膜、激酶、G偶联蛋白受体、磷酸酶、核受体、离子通道、E3‑连接酶、脱泛素酶。

[0259] 下表1显示来自表5的这些探针集(和相关基因)中一些的亚集，其已鉴定为L亚型

的治疗靶和生物标记。表1中鉴定的基因编码共有表面表达和分泌性质的蛋白质。在一些情

况下，可以由例如单克隆抗体靶向具有这些性质的蛋白质，并且在此种情况下这些蛋白质

被视为治疗靶。在一些情况下，可以测量分泌蛋白质和自细胞膜断裂的产物，并且在该种情

况下这些蛋白质和产物被视为生物标记。

[0260] 表1.一些L亚型治疗靶和生物标记。
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[0261]
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[0262]
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[0263]

[0264] 使用上述分子表型训练和测试统计方法，鉴定了L表型分类词，如下表10中所示。

[0265] 表10.L表型(亚型)分类词基因和探针

[0266]
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[0267]
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[0268]

[0269] 图2中所示的另一个样品分组(21％)定义了本文描述为富含髓样(M)的分子亚型

(图2，在该图顶部的树状图顶部标记为“M”的分支，热图中显示了相应框，67％分支支持)。

这组样品的基因表达标签揭示了单核细胞、巨噬细胞、嗜中性粒细胞和淋巴细胞特有的模

式，并且牵涉特定途径，包括巨噬细胞活化、吞噬作用、呼吸爆发、T细胞活化和细胞因子产

生。此外，这个亚型与关节血管供应反相关(p<0.05)。表6提供了与M亚型相关的探针组(和

相关基因)列表。这些使用下述标准由微阵列数据鉴定：(1)在M亚型内的倍数变化≥1.5；

(2)t检验p值≤0.0001；和(3)注释为属于至少一个下述的蛋白质分子类别：分泌的、质膜、

激酶、G偶联蛋白受体、磷酸酶、核受体、离子通道、E3‑连接酶、脱泛素酶。

[0270] 下表2显示来自表6的这些探针集(和相关基因)中一些的亚集，其已鉴定为M亚型

的治疗靶和生物标记。表2中鉴定的基因编码共有表面表达和分泌性质的蛋白质。在一些情

况下，可以由例如单克隆抗体靶向具有这些性质的蛋白质，并且在该情况下这些蛋白质被

视为治疗靶。在一些情况下，可以测量分泌蛋白质和自细胞膜断裂的产物，并且在该情况下

将其视为生物标记。

[0271] 表2.一些M亚型治疗靶和生物标记。
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[0272]
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[0273]

[0274] 使用上述分子表型训练和测试统计方法，鉴定了M表型分类词，如下表11中所示。

[0275] 表11.M表型(亚型)分类词基因和探针
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[0276]
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[0277]

[0278] 如图2中所示，鉴定了2个非炎性分子亚型。第一个样品分组(22％)定义了本文描

述为富成纤维细胞2型(F2)的分子亚型(图2，在该图顶部的树状图顶部标记为“F2”的分支，

和在热图内显示的相应框，94％分支支持)。这组样品的基因表达标签揭示了成纤维细胞和

成骨细胞特征性的模式，并且牵涉特定途径，包括骨形成、生长和分化、wnt信号传导和肿瘤
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发生。F2基因表达标签与淋巴细胞和CD15+细胞浸润反相关(每个p<0.01)。第二个非炎性分

组(11％)定义了本文描述为富成纤维细胞1型(F1)的分子亚型(图2，在该图顶部的树状图

顶部标记为“F1”的分支，和在热图内显示的相应框，88％分支支持)。这组样品的基因表达

标签揭示了成纤维细胞、破骨细胞和成骨细胞特征性的模式，并且牵涉特定途径，包括骨破

坏和血管发生。此外，与其他亚型比较，F1亚型与更高程度的滑膜衬里过度增生相关。表7和

8提供了与F2和F1亚型相关的探针组(和相关基因)列表。这些使用下述标准由微阵列数据

鉴定：(1)在L亚型内的倍数变化≥1.5；(2)t检验p值≤0.0001；和(3)注释为属于至少一个

下述的蛋白质分子类别：分泌的、质膜、激酶、G偶联蛋白受体、磷酸酶、核受体、离子通道、

E3‑连接酶、脱泛素酶。

[0279] 下表3显示来自表7的这些探针集(和相关基因)中一些的亚集，其已鉴定为F2亚型

的治疗靶和生物标记。下表4显示来自表8的这些探针集(和相关基因)中一些的亚集，其已

鉴定为F1亚型的治疗靶和生物标记。表3和4中鉴定的基因编码共有表面表达和分泌性质的

蛋白质。在一些情况下，可以由例如单克隆抗体靶向具有这些性质的蛋白质，并且在该情况

下其被视为治疗靶。在一些情况下，可以测量分泌蛋白质和自细胞膜断裂的产物，并且在该

情况下将其视为生物标记。

[0280] 表3.一些F2亚型治疗靶和生物标记。
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[0281]
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[0282]

[0283] 表4.特定F1亚型治疗靶和生物标记。

[0284]
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[0285]
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[0286]

[0287] 使用上述分子表型训练和测试统计方法，鉴定了F2表型分类词，如下表12中所示。

[0288] 表12.F2表型(亚型)分类词基因和探针

[0289]
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[0290]
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[0291]

[0292] 使用上述分子表型训练和测试统计方法，鉴定了F1表型分类词，如下表13中所示。

[0293] 表13.F1表型(亚型)分类词基因和探针

[0294]
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[0295]
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[0296]

[0297] 为了进一步表征分子亚型中的每一个和发现在每个分子亚型的基因表达标签与

RA的临床和组织学特征之间的相关性，对于每个分子亚型的样品，进行了有关该亚型中主

要表达的一种或多种特定基因的表达的分析。一些样品还就与全身性测量的炎症、红细胞

沉降率(ESR)和C反应蛋白(CRP)水平的相关性进行了评价。此外，还评估了与射线影像学进

展的相关性。此外，对样品实施组织学和免疫组织化学分析。

[0298] 图3显示在L亚型样品上的这些研究的结果。图3A显示与其他亚型(NL)的样品比

较，转录因子XBP1在L亚型样品(L)中是上调的。因此，XBP1的表达是L亚型特异性代标记物

(surrogate  marker)。此外，图3B显示与缺乏淋巴样细胞聚集的样品(‑)比较，含有淋巴样

细胞聚集的滑膜样品(+)中XBP1表达是显著上调的。图3A和3B中的箱须图以空心圆圈表示

每个样品。箱代表第25至第75百分位数，并且含有中值(箱中的水平线)。须自箱延伸，代表

不超过四分间距上和下1.5倍的值。图3还显示XBP1表达与ESR(图3C)或CRP水平(图3D)无

关。图3E‑H显示L亚型的代表性样品的组织学和免疫组织化学染色结果。图3E显示用苏木精

与伊红的染色；图3F显示对T细胞标记CD3的免疫组织化学染色；图3G显示对活化白细胞标
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记CD68的免疫组织化学染色；图3H显示对B细胞标记CD20的免疫组织化学染色。

[0299] 图4显示M亚型样品的表征。图4A显示与其他亚型(F1、F2和L)的样品比较，基因

ICAM1在M亚型样品(M)中是上调的。在图4A中，箱须图以空心圆圈代表每个样品。箱代表第

25至第75百分位数，并且含有中值(箱中的水平线)。须自箱延伸，代表不超过四分间距上和

下1.5倍的值。因此，ICAM1的表达是M亚型特异性代标记物。图4B是与M亚型样品中的TNF基

因表达比较，IL1β基因表达的曲线图。该曲线图显示在M亚型的滑膜样品中的IL1β基因表达

和TNF基因表达是关联的。此关联在其他3个分子亚型中未观察到(数据未显示)。图4C‑F显

示M亚型的代表性样品的组织学和免疫组织化学染色结果。图4C显示用苏木精与伊红的染

色；图4D显示对T细胞标记CD3的免疫组织化学染色；图4E显示对活化白细胞标记CD68的免

疫组织化学染色；图4F显示对B细胞标记CD20的免疫组织化学染色。

[0300] 图5显示F2亚型样品的表征。图5A显示与其他亚型(F1、L和M)的样品比较，基因

IL17D在F2亚型样品(F2)中是上调的。在图5A中，箱须图以空心圆圈代表每个样品。箱代表

第25至第75百分位数，并且含有中值(箱中的水平线)。须自箱延伸，代表不超过四分间距上

和下1.5倍的值。相应地，IL17D的表达是F2亚型特异性代标记物。图5B‑E显示F2亚型的代表

性样品的组织学和免疫组织化学染色结果。图5B显示用苏木精与伊红的染色；图5C显示对T

细胞标记CD3的免疫组织化学染色；图5D显示对活化白细胞标记CD68的免疫组织化学染色；

图5E显示对B细胞标记CD20的免疫组织化学染色。

[0301] 图6显示F1亚型样品的表征。图6A显示与其他亚型(F2、L和M)的样品比较，基因

ITGA11在F1亚型样品(F1)中是上调的。在图6A中，箱须图以空心圆圈代表每个样品。箱代表

第25至第75百分位数，并且含有中值(箱中的水平线)。须自箱延伸，代表不超过四分间距上

和下1.5倍的值。因此，ITGA11的表达是F1亚型特异性代标记物。图6B‑E显示F1亚型的代表

性样品的组织学和免疫组织化学染色结果。图6B显示用苏木精与伊红的染色；图6C显示对T

细胞标记CD3的免疫组织化学染色；图6D显示对活化白细胞标记CD68的免疫组织化学染色；

图6E显示对B细胞标记CD20的免疫组织化学染色。

[0302] 对于每个亚型，我们确定了得自特定关节的样品数目。这个数据呈现于下表9中。

[0303] 表9.关节在分子亚型中的分布。

[0304]

[0305] 如上所示，我们观察到L亚型中的滤泡样淋巴样细胞聚集。除L亚型外，我们还分析

了来自其他3个亚型之每一个的样品的组织切片，并且定量了在每个亚型内显示淋巴样细

胞聚集(或聚集物)的样品的百分率。结果显示于图7中。如图7中所示，约60％的L亚型样品
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具有淋巴样细胞聚集，而小得多百分率(<10％)的F2和M亚型样品具有淋巴样细胞聚集。甚

至更小百分率的F1亚型样品(2％‑3％)具有淋巴样细胞聚集。这些结果指出L亚型基因表达

标签与在关节内的有组织的淋巴样结构的存在相关。

[0306] 还评估了每个亚型与全身性炎症测量、红细胞沉降率(ESR)和C反应蛋白(CRP)水

平的相关性，以及每个亚型与射线影像学进展的相关性。根据本领域技术人员众所周知的

标准程序执行ESR、CRP和射线影像学评估。这些相关性在图8A‑C中图示。如图8A‑C中所示，

无一亚型与ESR、CRP和/或射线影像学进展明确相关。如上所讨论的，ESR、CRP水平和射线影

像学进展已用作RA的诊断标记，各自具有一定的局限性。还参见Pinals，R .S .，等人，

Arthritis  Rheum  24:1308(1981)和Felson，D.T.,等人，Arthritis  Rheum  38：727‑35

(1995)。因此，本文描述的基因表达标签提供了例如，但不限于，新的诊断组合物，其可以使

用如本文描述的方法进行应用并且可以补充或规避先前诊断标记或方法的局限。

[0307] 为了鉴定在每个分子亚型中牵涉的生物学途径，执行对于每个亚型特异的基因标

签的统计分析(途径分析)。这个分析的结果在图9中所示的热图中描述。每个分子亚型在热

图的顶部列出，并且生物学途径沿着热图的右侧提供。根据在该图的底部显示的比例，热图

加上阴影以代表每个亚型内统计学富集途径的p值的‑log。使用可公开获得的网络服务器

CoPub，根据开发商推荐的方案(Frijters，R.等人，Nucleic  Acids  Res.36:W406‑W410(网

络服务商发布doi:10 .1093/nar/gkn215)(2008))；在URL：services(dot)nbic(dot)nl

(slash)cgi  bin(slash)copub(slash)microarray_analysis(dot)pl可获得，鉴定了统计

学富集途径。简言之，将在每个亚型内特异性上调的Affymetrix探针组标识符(～1000个顶

部排序的探针组)上载到网络服务器。选择 Human  Genome  U133A  Plus 

2.0Array(Affymetrix，Inc.)作为背景数据集，搜索类别局限于生物过程，并且所有计算设

置留在其缺省值上。将所得到的数据保存至个人计算机且格式化用于比较性可视化。如图9

中所示，在L亚型中显示最高统计富集的生物学途径包括例如B和T细胞活化和细胞因子产

生；在M亚型中显示最高统计富集的生物学途径包括例如巨噬细胞活化、吞噬作用、呼吸爆

发和细胞因子产生；在F2亚型中显示最高统计富集的生物学途径包括例如骨形成、生长和

分化、wnt信号传导和细胞周期；在F2亚型中显示最高统计富集的生物学途径包括例如成骨

细胞分化、骨重建和血管发生。

[0308] 实施例2

[0309] 为了进一步表征实施例1中鉴定的4个分子表型(亚型)，使用实时定量聚合酶链反

应(qPCR)，就特异性，测试代表每个表型的特异性细胞性(cellularity)和生物学过程的选

择基因。作为非RA对照，我们使用了得自骨关节炎患者(OA)的一组滑膜样品和得自患有关

节创伤而不是RA的患者的一组滑膜样品(正常[Nrml])。实时qPCR如下执行。

[0310] 使用iScriptTM  cDNA合成试剂盒和方案(Biorad，Hercules，CA)执行cDNA合成。将

200ng总RNA加入20μl  cDNA反应混合物中，所述反应混合物含有4μl  5x  iScriptTM反应混合

物、1μl  iScriptTM逆转录酶和无核酸酶水。将逆转录反应混合物在25℃温育5分钟、42℃30

分钟和85℃5分钟。

[0311] 使用 PreAmp  Master  Mix(Applied  Biosystems，Foster  City，CA)

执行cDNA样品的基因特异性预扩增。将总共77个20X Gene  Expression测定试
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验(所有测定试验均含有FAMTM染料标记的MGB探针，Applied  Biosystems，Foster  City，CA)

的1μl合并，并且用1X  TE缓冲液稀释，以每测定试验0.2X的终浓度。每个样品，混合1.25μl 

cDNA、1.25μl合并的测定混合物和2.5μl  2X PreAmp  Master  Mix(Applied 

Biosystems)。预扩增反应在 PCR  System  9700(Applied  Biosystems，

Foster  City，CA)中完成，其中使用方案95℃10分钟，以及95℃15秒和60℃4分钟的14个循

环。在热循环后，将预扩增的样品用1X  TE缓冲液稀释5倍。

[0312] 使用BioMarkTM
  48 .48Dynamic  Arrays(Fluidigm  Corporation，South  San 

Francisco，CA)，执行关于45种基因和3种持家基因(HPRT1、GAPDH和B‑肌动蛋白)的微阵列

数据的半定量实时RT‑PCR验证。制备含有2.5μl预扩增cDNA、2.5μl Universal 

PCR  Master  Mix(Applied  Biosystems，Foster  City，CA)和0.25μl  DA  Sample  Loading 

Reagent  (Fluidigm  Corporation，South  San  Francisco，CA)的样品混合物，和含有2.5μl 

20x Gene  Expression  Assay(Applied  Biosystems，Foster  City，CA)和2.5μ

l  DA  Assay  Loading  agent(Fluidigm  Corporation，South  San  Francisco，CA)的测定混

合物。在IFC控制器(Fluidigm  Corporation，South  San  Francisco，CA)中用对照线流体准

备48.48Dynamic  Array后，将5μl样品混合物加载到每个样品入口内，并且将5μl测定混合

物加载到芯片的检测器入口内。将所有样品一式两份地上样。随后将芯片置于IFC控制器内

用于样品和测定混合的加载和混合，并且随后转移至BioMarkTM  Real‑Time  PCR  System。循

环程序由在95℃10分钟随后为95℃15秒和60℃1分钟的40个循环组成。

[0313] 使用Fluidigm基因表达数据分析软件(版本2.1.1，Fluidigm  Corporation，South 

San  Francisco，CA)分析数据，以获得CT值。根据式：2^(平均CT基因A‑平均CT  HPRT1)计算

相对丰度。HPRT1是最稳定的持家基因。结果显示于图10A‑D中。

[0314] 在图10A‑D各自中，每个样品中的每种基因的箱图通过分子亚型F1、F2、L和M分组

显示。包括5个健康对照(Nrml)和41个非发炎的骨关节炎(OA)样品用于参照。在每个图内的

框代表第25至第75百分位数，水平线代表中值，须代表95％置信区间的估计值，并且每个点

各对应于每个观察。

[0315] 关于F1表型的结果显示于图10A中。Periostin(POSTN)作为F1特异性转录物被验

证(图10A)。其他人已证实，POSTN在施加了恒定机械胁迫的富含胶原的纤维结缔组织中占

优势地表达(Oku等人，Int  J  Hematol.88(1):57‑63(2008))。POSTN表达被TGFB诱导且已被

证实是骨髓纤维化的组分。另外验证的F1特异性转录物包括ADAM12、CTHRC1和ENPEP(图

10A)。

[0316] 如图10B中所示，F2特异性转录物BTC、CLU、CRLF1和TIMP3在鉴定为F2的患者样品

中都是上调的，然而，在F2组织中这些转录物的水平与OA组织中发现的水平并无显著差异。

[0317] 如图10C中所示，B细胞转录物CD19、TNFRSF7、IgJ和IRTA2显示出了对L亚型的特异

性。在L组织中这些转录物每一个的表达都显著高于正常和OA组织中的。

[0318] 如图10D中所示，CCL2、CXCL3和VEGFA都对于M亚型特异，而巨噬细胞活化标记CD68

在除了F1之外的所有表型中显示相似水平，F1具有与正常对照相似的低水平。还值得注意

的是VEGFA的水平，其在RA和OA样品中独特于M亚型，但与正常样品并无不同。

[0319] 这些发现提供表型特异性差异基因表达的平台不依赖性验证。重要的是，本文测
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试的所有分析物均编码细胞表面和/或可溶性蛋白质，并且因此可以充当可以全身性或在

滑液中测量的表型特异性生物标记。此外，因为这些分析物可通过qPCR容易地检测，所以可

行的是，可以使用最低限度侵入性活组织检查技术，直接进行滑膜组织评估。

[0320] 实施例3

[0321] 如上所述，L亚型与滑膜组织的组织学切片中的有组织的淋巴样结构的存在相关。

这些淋巴样细胞聚集物也被证实含有大量B细胞(参见例如，图3H)。此外，基于类似生发中

心的聚集物形态，淋巴样聚集物可能含有抗体分泌性浆细胞。此外，如上所述，L亚型与B细

胞、浆细胞和其他细胞特征性的基因表达相关。如表1中所示，这些基因包括IRTA2(FcRH5)

和CXCL13。CXCL13是可以全身性检测的可溶趋化因子，全长FcRH5是B细胞限制性膜结合蛋

白质。然而，由于初级mRNA的可变剪接，它也作为截短的可溶蛋白质表达(Hatzivassiliou，

G.,等人，Immunity  14:277‑289，doi:S1074‑7613(01)00109‑1[pii](2001)；Ise，T.,等人，

Leukemia  21:169‑174，doi:2404445[pii]10.1038/sj.leu.2404445(2007))。因此，我们提

出假说，sFcRH5和CXCL13在RA患者的血清中可以是可测量的，并且如果如此，那么可以证明

作为L亚型的血清生物标记是有用的。此外，因为许多治疗剂靶向B细胞，包括抗CD20治疗抗

体例如利妥昔单抗，我们试图确定血清sFcRH5和/或CXCL13是否可以用作生物标记用于预

测对于此类治疗剂的患者应答性。

[0322] 我们因此进行了下述实验，以确认血清sFcRH5和CXCL13水平是否可以用作RA的L

亚型的生物标记和/或预测对于抗B细胞治疗剂的患者应答性。作为示例性抗B细胞治疗剂，

我们选择了利妥昔单抗。如下文进一步描述的，收集且分析来自称为REFLEX(在RA中利妥昔

单抗的长期功效的随机化评估)的双盲、安慰剂对照的III期随机化对照试验中的339个RA

患者的血清。REFLEX试验由Genentech，Inc.，Biogen‑Idec，Inc.和Roche进行，其头条临床

发现已经由Cohen，S.B.,等人，Arthritis  Rheum  54:2793‑2806(2006)公开。

[0323] 首先，我们测定了在基线(在用利妥昔单抗给药前1天)时在患者血清中的sFcRH5

水平，并且将其与健康对照样品中的水平比较。为了测定sFcRH5，我们使用了抗FcRH5单克

隆抗体，6H1，(ATCC编号PTA‑7211)，其识别FcRH5分子的细胞外结构域。这种抗体还在国际

专利申请号PCT/US2010/029516中描述。ELISA孔(384/板)用在0.05M碳酸盐/碳酸氢盐缓冲

液(pH  9.6)中0.5μg/mL的ms6H1mAb在2‑8℃过夜包被。在包被溶液去除后，通过与封闭溶液

(PBS/0.5％BSA/0.05％Tween20/15ppm  Proclin，50μl/孔)温育至少1小时，封闭非特异性

结合位点。在用100μl洗涤缓冲液(PBS/0.05％Tween)洗涤板后，加入(25μl/孔)在测定缓冲

液(PBS/0.5％BSA/0.05％Tween‑20/15ppm  Proclin  300/0.25％CHAPS/0.35M  NaCl/5mM 

EDTA，pH  7.4，5％胎牛血清)中稀释的标准(20‑0.156ng/ml)或样品，并且在RT温育2小时，

随后移动至2‑8℃用于过夜温育。在过夜温育后，允许板在室温(RT)振荡1小时。随后洗涤板

且加入(25μl/孔)来自R&D  Systems的70ng/mL生物素化pAb，并且温育另外1小时。在洗涤

后，将1:10,000稀释的链霉亲和素‑辣根过氧化物酶(Amdex)加入板中，并且温育30分钟。在

另一次洗涤后，加入(25μl/孔)四甲基联苯胺底物(Moss  TMB)，允许颜色显现15分钟，并且

通过加入1M磷酸(25μl/孔)停止反应。使用微板阅读器(Thermo  Labsystems，芬兰)，板在

450nm的波长读数，其中参考在630nm。由标准曲线的4参数拟合外推在样品中可溶性FcRH5

的浓度。

[0324] 如图11A中所示，与健康对照比较，sFcRH5的血清水平在某些RA患者中明确上升。
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因此，这些结果支持了假说——sFcRH5血清水平可以用作RA，包括RA的L亚型，的血清生物

标记。

[0325] 此外，我们使用来自R&D  Systems(目录号DCX130)的人CXCL13/BLC/BCA‑

1Quantikine  ELISA  Kit，测定了相同患者样品和健康对照中CXCL13的血清水平。数据显示

于图11B中。类似于sFcRH5的结果，图11B显示与健康对照比较，CXCL13的血清水平在某些RA

患者中升高。因此，这些结果支持了CXCL13血清水平可以用作RA，包括RA的L亚型，的血清生

物标记的假设。

[0326] 接下来，我们进行了sFcRH5和CXCL13数据的阈值灵敏度分析，以鉴定在REFLEX试

验内对于利妥昔单抗得到更大临床益处(通过24周时的ACR50应答来定义)的患者亚群。阈

值灵敏度分析如下进行。目的是鉴定候选生物标记亚组，所述亚组占REFLEX试验患者的至

少20％，并就在利妥昔单抗的第一疗程后在第24周时安慰剂校正的ACR50应答(利妥昔单抗

加上氨甲蝶呤组的ACR50减去安慰剂加上氨甲蝶呤组的ACR50)，实现了富集。为了鉴定具有

增加的临床益处的亚组，使用基线临床特征和在血清样品可得的患者中测量的血清学生物

标记，分层来自REFLEX的该研究群体。具有匹配的生物标记血清样品的患者亚组的基线特

征与临床试验中的总体患者组是相当的。为了调查每个连续生物标记(其中一系列离散值

是可以的)和在第24周时结果量度ACR50，制作了呈现亚组功效差异对一系列潜在阈值(以5

百分位数递增的生物标记第20至第80百分位数)的图，以控制偏倚。随后鉴定给出最大功效

差异(Δ高‑Δ低)的阈值。对于这个阈值，排列检验(permutation  test)用于解决统计显著

性。对于每次排列，对生物标记值进行排列，固定治疗分派(treatment  assignment)和结果

量度。对于排列的数据集计算最大功效差异，与由原始数据观察到的最大功效差异比较。排

列的p值基于2000次排列。计算最大功效差异的95％置信区间。

[0327] 图12显示具有大于126.7ng/ml的sFcRH5水平的患者亚组、和具有大于116.6pg/ml

的CXCL13水平的患者亚组，与具有较低水平的这些生物标记的患者比较，显示出了显著更

高的ACR50应答率。图12中的条纹柱是利妥昔单抗治疗的患者。图12还显示这些生物标记定

义的亚组的安慰剂应答率(空心柱)不具有相似方式的行为表现。图12的右侧显示最佳亚组

功效差异(95％CI)；即在生物标记高和生物标记低的亚组之间安慰剂校正的功效差异。因

为CXCL13和sFcRH5的生物标记水平与利妥昔单抗治疗的患者而不是安慰剂治疗的患者中

改善的ACR50率相关，所以这些结果说明CXCL13和sFcRH5血清水平可以预测对利妥昔单抗

增强的应答性，而非例如简单预后疾病严重性和/或进展。

[0328] 我们接下来评估了，在REFLEX试验(上文描述的)或称为SERENE的第二个试验中的

患者血清中，推定的淋巴样标签血清标记类风湿因子(RF)，一种典型的RA自身抗体，的水平

与sFcRH5的组合。SERENE(评估在MTX不足够应答者中利妥昔单抗的功效的研究)也是一项

关键的利妥昔单抗安慰剂对照的临床试验，但在DMARD‑IR  RA患者中，其头条临床发现已经

由Emery等人，Ann  Rheum  Dis.69(9):1629‑35(2010)公开。在这些试验中，sFcRH5如上所述

测定。RF使用商购可得的ELISA试剂盒进行测定，所述试剂盒测量RF的IgM、IgG和IgA同种型

(目录#303‑305，TheraTest  Labs，Lombard，Ill.)。

[0329] 图13显示在REFLEX试验(图13A)和SERENE(图13B)试验中，在淋巴样生物标记定义

的患者子集中安慰剂对照的24周ACR50应答率的评估结果。显示了在每个研究中的所有患

者以及通过sFcRH5水平和/或RF血清阳性定义的患者子集的ACR50应答率。如通过每个研究
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的阈值灵敏度分析确定的，sFcRH5高相对于sFcRH5低子集的浓度截断值是对于REFLEX 

126.7ng/ml和对于SERENE  165ng/ml。阈值灵敏度分析如上所述进行。对于每个子集，用利

妥昔单抗或安慰剂治疗的患者的数目，以及随后满足ACR50应答标准的患者的数目，显示于

图13A‑B中。对于每个子集，指出安慰剂对照的ACR50应答率(ΔACR50)。如图13A和13B中可

以看出的，与未选择的试验群体比较，具有升高sFcRH5以及还有RF血清阳性的患者子集具

有增强的安慰剂对照的ACR50应答率。相比之下，由低sFcRH5水平和/或RF血清阴性状态定

义的患者子集具有减少的安慰剂对照的ACR50应答率。

[0330] 此外，在REFLEX研究中，我们检查了在基线时可溶性FcRH5和RF生物标记与CXCL13

血清水平的组合，其中CXCL13血清水平使用阈值灵敏度方法(参见上文)已确定了最佳截断

点(116.6pg/ml)。RF、sFcRH5和CXCL13如上所述测定。图14显示具有所有3种生物标记的低

基线水平的患者对于利妥昔单抗治疗没有ACR50应答，而具有高水平的所有3种生物标记的

患者对于利妥昔单抗治疗具有富集应答。这些数据说明B细胞途径的活性，淋巴样子集的标

志，影响对于B细胞耗竭治疗的后续临床应答。

[0331] 总之，这些数据支持，具有特征在于其组织中的淋巴样浸润的RA、且具有特异和显

著表达在L亚型基因表达标签中的生物标记(即sFcRH5、CXCL13和RF)的升高血清水平的患

者，具有针对B细胞耗竭治疗剂例如利妥昔单抗的更强临床应答。
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[0425]

[0426] 本发明涉及如下实施方案：

[0427] 1.一种诊断受试者中RA的分子亚型的方法，所述方法包括测量得自所述受试者的

生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合的

表达，其中所述基因之一或组合选自表1、表5、表10、CXCL13、FcRH5、sFcRH5、LTβ、ICAM3、

IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1中的任何基因，其中所述基因之一或组合的升高

表达或所述蛋白质之一或组合的升高表达指示所述RA分子亚型。
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[0428] 2.实施方案1的方法，其中所述生物样品是滑膜组织。

[0429] 3.实施方案2的方法，其中所述基因之一或组合的表达使用PCR法或微阵列芯片进

行测量。

[0430] 4 .实施方案1的方法，其中所述基因的组合包含XBP1、SMPDL3B、LOC255458、

LOC339562、PIM2、SLC2A11、FAM46C、NDP52、CD79A、SLC38A1、IGLL1、LOC91316、PLCG2、

LOC440361、MGC27165、IGKV1D13、ST6GAL1、HERPUD1、DKFZP564G2022、GIMAP5、DERL3、

FLJ22170、PHYH、MTMR4、NDEL1、SSB1、NLK、TMAP1、SLC39A3、CBFA2T3、FAM20B、FKBP11、P2RY8、

KIAA0746、SCAMP5、LRP12、SLC39A6、DKFZp762C2414、E2IG2、SOS1和APG10L。

[0431] 5.实施方案1的方法，其中所述生物样品是血清，并且所述蛋白质之一或组合选自

CXCL13、sFcRH5及其组合。

[0432] 6.实施方案5的方法，其进一步包括测量血清中的RF，并且确定血清是RF阳性还是

RF阴性。

[0433] 7.实施方案5的方法，其中所述测量包含使用免疫测定。

[0434] 8.实施方案7的方法，其中所述免疫测定是ELISA。

[0435] 9.实施方案8的方法，其进一步包括测定CXCL13的量。

[0436] 10.实施方案9的方法，其中测定的所述量大于116.6pg/ml、或大于150pg/ml、或大

于200pg/ml、或大于250pg/ml、或大于300pg/ml。

[0437] 11.实施方案8的方法，其进一步包括测定sFcRH5的量。

[0438] 12.实施方案11的方法，其中测定的所述量大于126.7ng/ml、或大于150ng/ml、或

大于200ng/ml、或大于250ng/ml、或大于300ng/ml。

[0439] 13.实施方案6的方法，其中所述血清被确定为RF阳性，并且所述蛋白质的组合由

CXCL13和sFcRH5组成。

[0440] 14.一种诊断受试者中RA的分子亚型的方法，所述方法包括测量得自所述受试者

的生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合

的表达，其中所述基因之一或组合选自表2、表6、表11、ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、

IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11中的任何基因，其中所述基因之一或组合的升高表

达或所述蛋白质之一或组合的升高表达指示所述RA分子亚型。

[0441] 15.实施方案14的方法，其中所述生物样品是滑膜组织。

[0442] 16.实施方案15的方法，其中所述基因之一或组合的表达使用PCR法或微阵列芯片

进行测量。

[0443] 17 .实施方案14的方法，其中所述基因的组合包含EMILIN2、RHOG、MICAL3、NAGA、

SERPINB1、ICAM1、ZYX、UBE3A、VPS13A、FLJ11259、CCL2、GSTO1、LILRB2、FLNA、LILRB3、P2RX4、

HSMPP8、HCK、CXCL3、TPM4、CAPZB、PGD、CTSB、ATP6V0D1、SLC16A3、CTSZ、C5R1、FLJ20847、

CLK1、VEGF、C9orf88、ARL7、RAPGEF1、TFRC、ATP6V1A、ZYX、NRP2、CCR1、NPC1、TCF7L2、

KIAA0485、TM7SF1、PLAU、CTSL、FZD4、LACTB、KIAA0582、MFHAS1、LILRB3、RABGAP1、FAM50B、

MBD2、VPS37C、ACTN1、MGC2752、PLAUR和EIF4E2。

[0444] 18.一种诊断受试者中RA的分子亚型的方法，所述方法包括测量得自所述受试者

的生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合

的表达，其中所述基因之一或组合选自表3、表7、表12、FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、
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WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D中的任何基因，其中所述基

因之一或组合的升高表达或所述蛋白质之一或组合的升高表达指示所述RA分子亚型。

[0445] 19.实施方案18的方法，其中所述生物样品是滑膜组织。

[0446] 20.实施方案19的方法，其中所述基因之一或组合的表达使用PCR法或微阵列芯片

进行测量。

[0447] 21.实施方案18的方法，其中所述基因的组合包含SLC29A1、FZD8、GULP1、RNASE4、

PTTG1、GPR64、CBX7、CLU、KBTBD9、IPO9、PLEKHA1、NOVA1、ABTB2、MSL3L1、NTN4、GABARAPL1、

IDH2、PCOLCE2、NTRK2、ARGBP2、SCARA3、SLC35A1、HMGB3、POSTN、LTBP3、LOC201895、NDFIP1、

LOC283481、FLJ10970、AUTS2、FANCA、PPP3CA、BBS1、FLJ32803和CHD9。

[0448] 22.一种诊断受试者中RA的分子亚型的方法，所述方法包括测量得自所述受试者

的生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合

的表达，其中所述基因之一或组合选自表4、表8、表13、ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、

ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF中的任何基因，其中

所述基因之一或组合的升高表达或所述蛋白质之一或组合的升高表达指示所述RA分子亚

型。

[0449] 23.实施方案22的方法，其中所述生物样品是滑膜组织。

[0450] 24.实施方案23的方法，其中所述基因之一或组合的表达使用PCR法或微阵列芯片

进行测量。

[0451] 25 .实施方案22的方法，其中所述基因的组合包含CREB3L1、KYNU、CDH11、

C10orf38、FLJ22662、STAT5A、FCGR2C、HEPH、LOC90139、SEPT11、CTSS、PTPNS1、KIAA1374、

TPM1、VSIG4、AP1S2、FLJ44635、MAP4K4、RNASET2、LPIN1、MFAP2、COL4A1、HEYL、COL18A1、

MGC17943、GPR116、KCTD15、GUCY1A3、MARCO、CDH5、NXN、AP1S2、C16orf9、KYNU、MGC48972、

FBP1、ZNF462、MSR1、ADRBK1、SGKL、SLC38A2、QARS、CD68、ABCA1、YIF1、FLJ20364、FPRL2、

MAP1B、CYBB、CASK、FLJ11127、POSTN、HAVCR2、FGL2、TRIM14、LILRA2、ITGB2、FCGR2C、FCGR3A、

FCGR3B、LST1、PNKP和CORO1A。

[0452] 26.一种预测受试者对于RA治疗剂的应答的方法，其包括测量得自所述受试者的

生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合的

表达，其中所述基因之一或组合选自表1、表5、表10、CXCL13、FcRH5、sFcRH5、LTβ、ICAM3、

IL18、PACAP、TNFRSF7、IgJ、IGM、IgG和XBP1中的任何基因，其中所述基因之一或组合的升高

表达或所述蛋白质之一或组合的升高表达预测所述受试者对于所述RA治疗剂的应答。

[0453] 27.实施方案26的方法，其中所述生物样品是血清，并且所述蛋白质之一或组合选

自CXCL13、sFcRH5及其组合。

[0454] 28.实施方案27的方法，其进一步包括测量血清中的RF，并且确定所述血清是RF阳

性或RF阴性的。

[0455] 29.实施方案26的方法，其中所述测量包含使用免疫测定。

[0456] 30.实施方案29的方法，其中所述免疫测定是ELISA。

[0457] 31.实施方案26的方法，其中所述RA治疗剂是B细胞拮抗剂。

[0458] 32.实施方案31的方法，其中所述B细胞拮抗剂选自针对CD22的抗体、针对CD20的

抗体、针对BR3的抗体和BR3‑Fc免疫粘附素。
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[0459] 33.实施方案32的方法，其中所述B细胞拮抗剂是针对CD20的抗体。

[0460] 34.实施方案33的方法，其中所述针对CD20的抗体选自利妥昔单抗、替伊莫单抗、

托西莫单抗、1F5、2H7和A20。

[0461] 35.实施方案30的方法，其进一步包括确定测量的所述蛋白质之一或组合的量。

[0462] 36.实施方案35的方法，其中所述CXCL13的量被确定为大于116.6pg/ml。

[0463] 37.实施方案35的方法，其中所述sFcRH5的量被确定为大于126.7ng/ml。

[0464] 38.实施方案28的方法，其中所述血清确定为RF阳性。

[0465] 39 .实施方案26‑38中任一项的方法，其中所述受试者被预测有效响应利妥昔单

抗。

[0466] 40.一种用于预测具有类风湿性关节炎的受试者是否将响应B细胞拮抗剂的方法，

所述方法包括确定来自所述受试者的血清样品是否含有大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大

于126.7ng/ml的sFcRH5量或其组合，其中所述CXCL13、sFcRH5或其组合的量指示所述患者

将响应所述拮抗剂。

[0467] 41.实施方案40的方法，其进一步包括测量所述血清中的RF，并且确定所述血清是

RF阳性还是RF阴性，并且其中所述血清被确定为RF阳性。

[0468] 42.一种预测具有类风湿性关节炎的受试者是否将有效地响应用B细胞拮抗剂的

治疗的方法，其包括评估来自所述患者的血清样品中作为生物标记的CXCL13、sFcRH5或两

者的量，并且预测所述受试者将有效响应用所述拮抗剂的治疗，其中大于116 .6pg/ml的

CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合指示所述受试者可能有效响应用

所述拮抗剂的治疗。

[0469] 43.实施方案42的方法，其进一步包括测量所述血清中的RF，并且确定所述血清是

RF阳性还是RF阴性，并且其中所述血清被确定为RF阳性。

[0470] 44.一种预测受试者对于RA治疗剂的应答的方法，其包括测量得自所述受试者的

生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合的

表达，其中所述基因之一或组合选自表2、表6、表11、ADAM8、CTSB、CXCL3、ICAM1、IL18BP、

IL1B、IL8、MMP12、CCL2、VEGFA和S100A11中的任何，其中所述基因之一或组合的升高表达或

所述蛋白质之一或组合的升高表达预测所述受试者对所述RA治疗剂的应答。

[0471] 45.一种预测受试者对于RA治疗剂的应答的方法，其包括测量得自所述受试者的

生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合的

表达，其中所述基因之一或组合选自表3、表7、表12、FGF10、FGF18、FGF2、LRP6、TGFβ2、

WNT11、BMP6、BTC、CLU、CRLF1、TIMP3、FZD10、FZD7、FZD8和IL17D中的任何基因，其中所述基

因之一或组合的升高表达或所述蛋白质之一或组合的升高表达预测所述受试者对所述RA

治疗剂的应答。

[0472] 46.一种预测受试者对于RA治疗剂的应答的方法，其包括测量得自所述受试者的

生物样品中基因之一或组合的表达、或由所述基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合的

表达，其中所述基因之一或组合选自表4、表8、表13、ITGA11、MMP11、MMP13、MMP16、MMP28、

ADAM12、ADAM22、CTSK、CTHRC1、ENPEP、POSTN、ANGPT2、SFRP2、TIE1和VWF中的任何基因，其中

所述基因之一或组合的升高表达或所述蛋白质之一或组合的升高表达预测所述受试者对

所述RA治疗剂的应答。
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[0473] 47.一种治疗患者中的类风湿性关节炎的方法，其包括给所述患者施用有效量的

RA治疗剂，以治疗类风湿性关节炎，条件是来自所述患者的血清样品为RF阳性，并且含有大

于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或其组合。

[0474] 48.实施方案47的方法，其中所述RA治疗剂是B细胞拮抗剂。

[0475] 49.实施方案48的方法，其中所述B细胞拮抗剂选自针对CD22的抗体、针对CD20的

抗体、针对BR3的抗体和BR3‑Fc免疫粘附素。

[0476] 50.实施方案49的方法，其中所述B细胞拮抗剂是针对CD20的抗体。

[0477] 51 .实施方案50的方法，其中所述针对CD20的抗体选自利妥昔单抗、替伊莫单抗、

托西莫单抗、1F5、2H7和A20。

[0478] 52.一种治疗患者中的类风湿性关节炎的方法，其包括给所述患者施用有效量的B

细胞拮抗剂，其中在所述施用前，来自所述患者的血清样品已经被确定为RF阳性，并且含有

大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或其组合，其中所述CXCL13、

sFcRH5或其组合的量指示所述患者将响应用所述拮抗剂的治疗。

[0479] 53.实施方案52的方法，其中所述RA治疗剂是B细胞拮抗剂。

[0480] 54.实施方案53的方法，其中所述B细胞拮抗剂选自针对CD22的抗体、针对CD20的

抗体、针对BR3的抗体和BR3‑Fc免疫粘附素。

[0481] 55.实施方案54的方法，其中所述B细胞拮抗剂是针对CD20的抗体。

[0482] 56.实施方案55的方法，其中所述针对CD20的抗体选自利妥昔单抗、替伊莫单抗、

托西莫单抗、1F5、2H7和A20。

[0483] 57.一种治疗患者中的类风湿性关节炎的方法，其包括给所述患者施用有效量的B

细胞拮抗剂，其中在所述施用前，来自所述患者的血清样品已经被确定为RF阳性，并且含有

大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或其组合，其中RF阳性和所述

CXCL13、sFcRH5或其组合的量指示所述患者可能有利地响应用所述拮抗剂的治疗。

[0484] 58.实施方案57的方法，其中所述RA治疗剂是B细胞拮抗剂。

[0485] 59.实施方案58的方法，其中所述B细胞拮抗剂选自针对CD22的抗体、针对CD20的

抗体、针对BR3的抗体和BR3‑Fc免疫粘附素。

[0486] 60.实施方案59的方法，其中所述B细胞拮抗剂是针对CD20的抗体。

[0487] 61 .实施方案60的方法，其中所述针对CD20的抗体选自利妥昔单抗、替伊莫单抗、

托西莫单抗、1F5、2H7和A20。

[0488] 62.一种用于宣传B细胞拮抗剂或其药学可接受组合物的方法，其包括向靶受众推

广该B细胞拮抗剂或其药学组合物在治疗具有类风湿性关节炎的如下患者或患者群体中的

用途，其中从所述患者已获得血清样品，显示其为RF阳性并且含有大于116 .6pg/ml的

CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合。

[0489] 63.一种制造品，其包含包装在一起的包含B细胞拮抗剂和药学可接受的载体的药

物组合物和标签，所述标签陈述该拮抗剂或药物组合物适用于治疗具有类风湿性关节炎的

如下患者，其中从所述患者已获得血清样品，显示其为RF阳性并且含有大于116.6pg/ml的

CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合。

[0490] 64.一种用于制造B细胞拮抗剂或其药物组合物的方法，其包括在包装中组合拮抗

剂或药物组合物和标签，所述标签陈述该拮抗剂或药物组合物适用于治疗具有类风湿性关
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节炎的如下患者，其中从所述患者已获得血清样品，显示其为RF阳性并且含有大于

116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合。

[0491] 65.一种为具有类风湿性关节炎的患者提供治疗选项的方法，其包括将在小瓶中

的B细胞拮抗剂与含有有关治疗如下类风湿性关节炎患者的指导的包装说明书包装在一

起，其中从所述患者已获得样品，该样品为RF阳性并且含有大于116.6pg/ml的CXCL13量、或

大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合。

[0492] 66.一种规定B细胞拮抗剂在类风湿性关节炎患者亚群中使用的方法，该方法包括

提供给患者亚群施用B细胞拮抗剂的说明书，其中所述患者亚群的特征在于在来自所述亚

群的血清样品中RF的存在和大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或

这些量的组合。

[0493] 67.一种用于营销在类风湿性关节炎患者亚群中使用的B细胞拮抗剂的方法，该方

法包括向靶受众提供关于拮抗剂用于治疗患者亚群的用途的信息，所述患者亚群的特征在

于在来自此亚群的患者的血清样品中RF的存在和大于116 .6pg/ml的CXCL13量、或大于

126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合。

[0494] 68.一种用于选择用于类风湿性关节炎的患者或患者亚群的疗法的方法，其包括：

(a)测定在来自患者的血清样品中CXCL13、sFcRH5的量或这两个量；和(b)如果患者的样品

具有大于116.6pg/ml的CXCL13量、或大于126.7ng/ml的sFcRH5量或这些量的组合，那么选

择B细胞拮抗剂作为治疗。

[0495] 69.实施方案68的方法，其进一步包括测量血清中的RF，并且确定所述血清是RF阳

性还是RF阴性，并且其中所述血清为RF阳性。

[0496] 70.一种用于治疗类风湿性关节炎(RA)的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是

选自表1、表5、表10、CD20、CTLA4、CD3、CRTAM、IL2Rβ、IL2Rγ、CD19、HLAII、CD79a、CD79b、

FcRH5、CD38、IL21R、IL12Rβ1和IL12Rβ2中任何的基因之一或组合。

[0497] 71 .一种用于治疗RA的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是由选自表1、表5、表

10、CD20、CTLA4、CD3、CRTAM、IL2Rβ、IL2Rγ、CD19、HLAII、CD79a、CD79b、FcRH5、CD38、IL21R、

IL12Rβ1和IL12Rβ2中任何的基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合。

[0498] 72.一种用于治疗RA的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是选自表2、表6、表11、

CLEC5A、CLEC7A、ALCAM、IL1RAP、IRAK1、NRP2、TREM1和VEGF中任何的基因之一或组合。

[0499] 73.一种用于治疗RA的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是由选自表2、表6、表

11、CLEC5A、CLEC7A、ALCAM、IL1RAP、IRAK1、NRP2、TREM1和VEGF中任何的基因之一或组合编

码的蛋白质之一或组合。

[0500] 74.一种用于治疗RA的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是选自表3、表7、表12、

IL17D、IL17RC、TIMP3和TNFRSF11B中任何的基因之一或组合。

[0501] 75.一种用于治疗RA的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是由选自表3、表7、表

12、IL17D、IL17RC、TIMP3和TNFRSF11B中任何的基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合。

[0502] 76.一种用于治疗RA的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是选自表4、表8、表13、

CDH11、ITGA11和CLEC11A中任何的基因之一或组合。

[0503] 77.一种用于治疗RA的分子亚型的治疗靶，其中所述治疗靶是由选自表4、表8、表

13、CDH11、ITGA11和CLEC11A中任何的基因之一或组合编码的蛋白质之一或组合。
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