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预测食管癌对抗ERBB3抗体治疗的应答的方

法和试剂盒

(57)摘要

本发明公开一种用于预测食管癌对使用

ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)的治疗是敏感

或抗性的方法。具体地，该方法通过测量至少一

种选自SDC、PTGES、NCF2、NOXA1、CARD6、GNAZ的标

志物在肿瘤样品中的RNA水平或蛋白质水平的表

达进行预测。
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1.测量生物标志物在食管癌样品中的表达水平的试剂在制备用于预测食管癌对抗

ERBB3抗体处理是敏感或抗性的试剂盒中的用途，其中所述生物标志物包括NOXA1。

2.权利要求1所述的用途，其中所述试剂盒通过以下方法来预测食管癌对抗ERBB3抗体

处理是敏感或抗性的：

(a)使用所述试剂测量食管癌样品中所述NOXA1的表达水平；以及

(b)将所述表达水平与所述NOXA1的阈值表达水平进行比较，

其中所述NOXA1的表达水平等于或高于所述阈值表达水平表明所述食管癌对抗ERBB3

抗体处理是敏感的。

3.权利要求1所述的用途，其中所述生物标志物还包括NRG1，并且NRG1的表达水平等于

或高于所述阈值表达水平，则预测所述食管癌对抗ERBB3抗体处理是敏感的。

4.权利要求1‑3任一项所述的用途，其中所述抗ERBB3抗体是选自包含以下免疫球蛋白

重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区的抗体：

(a)(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ 

ID  NO:2的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列所示的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID 

NO:5的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列所示的CDRL3；

(b)(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ 

ID  NO:12的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列所示的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID 

NO:15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列所示的CDRL3；

(c)(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ 

ID  NO:22的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列所示的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID 

NO:25的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:26的氨基酸序列所示的CDRL3；

(d)(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ 

ID  NO:32的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列所示的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID 

NO:15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列所示的CDRL3；

(e)(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:40的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ 

ID  NO:41的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:42的氨基酸序列所示的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID 

NO:15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列所示的CDRL3；

(f)(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:47的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ 

ID  NO:48的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:49的氨基酸序列所示的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:50的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID 

NO:51的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:52的氨基酸序列所示的CDRL3；或

(g)(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ 

ID  NO:58的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:42的氨基酸序列所示的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID 
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NO:15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列所示的CDRL3。

5.权利要求1‑3任一项所述的用途，其中所述抗ERBB3抗体是选自包含以下免疫球蛋白

重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区的抗体：

(a)SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:8的氨

基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变区；

(b)SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:18的

氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变区；

(c)SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:28的

氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变区；

(d)SEQ  ID  NO:36的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:37的

氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变区；

(e)SEQ  ID  NO:43的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:44的

氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变区；

(f)SEQ  ID  NO:53的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:54的

氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变区；或

(g)SEQ  ID  NO:59的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:60的

氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变区。

6.权利要求1‑3任一项所述的用途，其中所述抗ERBB3抗体是选自包含以下免疫球蛋白

重链和免疫球蛋白轻链的抗体：

(a)SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:10的氨基酸序

列所示的免疫球蛋白轻链；

(b)SEQ  ID  NO:19的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:20的氨基酸

序列所示的免疫球蛋白轻链；

(c)SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:30的氨基酸

序列所示的免疫球蛋白轻链；

(d)SEQ  ID  NO:38的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:39的氨基酸

序列所示的免疫球蛋白轻链；

(e)SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:46的氨基酸

序列所示的免疫球蛋白轻链；

(f)SEQ  ID  NO:55的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:56的氨基酸

序列所示的免疫球蛋白轻链；或

(g)SEQ  ID  NO:61的氨基酸序列所示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:62的氨基酸

序列所示的免疫球蛋白轻链。

7.权利要求2所述的用途，其中所述抗ERBB3抗体包括：

(i)免疫球蛋白重链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的CDRH1，SEQ  ID  NO:2

的氨基酸序列的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的CDRH3；以及

(ii)免疫球蛋白轻链可变区，其包括：SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列的CDRL1，SEQ  ID  NO:5

的氨基酸序列的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDRL3。

8.权利要求2所述的用途，其中所述的抗ERBB3抗体包括：SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列所
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示的免疫球蛋白重链可变区，以及SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链可变

区。

9.权利要求2所述的用途，其中所述的抗ERBB3抗体包括：SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列所

示的免疫球蛋白重链，以及SEQ  ID  NO:10的氨基酸序列所示的免疫球蛋白轻链。

10.权利要求2所述的用途，其中所述NOXA1的表达水平是NOXA1的蛋白质表达水平。

11.权利要求2所述的用途，其中所述NOXA1的表达水平是NOXA1的mRNA表达水平。
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预测食管癌对抗ERBB3抗体治疗的应答的方法和试剂盒

[0001] 本申请是申请日为2017年6月22日、申请号为201710485107.3、发明名称为“预测

食管癌对抗ERBB3抗体治疗的应答的方法和试剂盒”的发明专利申请的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明的领域涉及肿瘤的临床分子诊断。

背景技术

[0003] 大多数抗肿瘤药物对一些肿瘤患者有效的，但是在其他患者中则是无效的。这是

因为肿瘤之间存在基因变化，甚至在同一患者的不同肿瘤中也能观察到。就靶向治疗而言，

患者的应答更是各不相同。因此，当没有合适的方法来预测哪些患者将受益于哪种药品时，

不能实现靶向治疗的全部潜力。根据the  National  Institutes  of  Health(NIH)，术语“生

物标志物”定义为“可客观测量的特征，并且该特征被评价为正常的生物对致病过程、或者

对治疗干预的药理学应答的指示剂”(Biomarkers  Definitions  Working  Group,2001 ,

Clin.Pharmacol.Ther.69:89‑95)。

[0004] 事先鉴定哪些患者最可能对给定药品显示临床应答能够加速新药品的研发。同

时，这也会显著减小临床试验的规模、持续时间和成本。目前，诸如基因组学、蛋白质组学和

分子影像学之类的技术能够快速、敏感且可信赖地检测特定的基因突变、具体基因的表达

水平以及其他分子生物标志物。尽管有多种技术可以用来表征肿瘤的分子，但由于已知的

癌症生物标志物很少，所以很大程度上癌症生物标志物的临床应用仍未实现。例如，近来的

综述文章表明：非常需要加速研发生物标志物及它们的用途，以改善癌症的诊断和治疗

(Cho,2007,Molecular  Cancer6:25)。

[0005] 另一篇近来关于癌症生物标志物的综述文章则指出：目前的挑战是发现癌症生物

标志物。尽管在临床上已经成功在多种类型肿瘤(例如慢性粒细胞白血病、胃肠道间质瘤、

肺癌和多形性胶质母细胞瘤)中使用分子靶向试剂，但由于缺乏有效的策略来评价患者对

靶向试剂的应答，这些分子靶向试剂的广泛应用受到限制。问题主要在于不能使用分子定

义的癌症来选择进行临床试验的患者以评估新药品。因此需要生物标志物，其可信赖地鉴

定最可能受益于特定试剂的那些患者(Sawyers,2008,Nature452:548‑552,at548)。

[0006] 诸如上述的文献表明，需要发现临床用途的生物标志物和基于此类生物标志物的

诊断方法。

[0007] 已知三种不同类型的癌症生物标志物：(1)预后性生物标志物；(2)预测性生物标

志物；以及(3)药效动力学(PD)生物标志物。预后性生物标志物用于根据侵袭性(即，生长

和/或转移的速率、以及对治疗的不反应)将癌症分类，例如实体肿瘤。这有时被称为“好效

果”肿瘤，以区别“坏效果”肿瘤。预测性生物标志物用于评估特定患者将受益于使用特定药

品治疗的可能性。例如，患有乳癌的患者，其ERBB2(HER2)基因被扩增，可能受益于使用曲妥

单抗的治疗，然而不具有ERBB2基因扩增的患者可能不受益于使用曲妥单抗的治疗。在患者

服用药品时，PD生物标志物表明药品对其分子靶标的作用。因此，PD生物标志物通常在新药
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品临床研发的早期阶段用于指导剂量水平和给药频率。就癌症生物标志物的讨论而言，可

以参见Sawyers,2008,Nature452:548‑552。

[0008] 由EGFR或HER2驱动的肿瘤通常响应于使用EGFR或HER2的抑制剂的处理，但是这些

肿瘤总是产生对这些抑制剂的抗性。产生对抗EGFR或抗HER2治疗的抗性的机制之一是

ERBB3(也称为HER3)信号传递的活化。例如参见Engelman等,2006,Clin.Cancer  Res.12:

4372；Ritter等,2007,Clin.Cancer  Res.13:4909；Sergina等,2007,Nature445:437。此外，

NRG1诱导的HER2‑ERBB3异源二聚体的活化还与对EGFR抑制剂的抗性有关(Zhou等,2006,

Cancer  Cell10:39)。因此，ERBB3在药品抗性的研发中起到重要作用，并通过与EGFR和HER2

形成的异源二聚体而涉及肿瘤的抑制和保持。由于ERBB3缺乏激酶活性，所以ERBB3抑制剂

的研发已经受到关注，特别是抗ERBB3抗体。

[0009] 与其他类型的靶向治疗相同，一些但不是全部的肿瘤都响应于抗ERBB3的治疗。因

此，需要基于预测性生物标志物的方法，其中所述生物标志物可以用于鉴定其中肿瘤可能

(或可能不)对使用ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)的治疗产生应答的患者。

[0010] 近来，已经发现神经调节蛋白‑1(NRG1)的表达与肿瘤对使用ERBB3抑制剂(例如抗

ERBB3抗体)治疗的敏感性相关。作为ERBB3的一个主要配体，NRG1能够促进ERBB3与其他

ERBB家族成员的异二聚体化，从而激活多种细胞内信号通路。Meetze等报道，抗ERBB3抗体

引起的肿瘤生长抑制(TGI)与ERBB3的表达水平并不相关，而是与NRG1的表达水平显著相

关，即当肿瘤样品中的NRG1表达水平等于或高于某一阈值时，所述肿瘤可能对使用抗ERBB3

抗体的处理产生应答。因此NRG1有望作为预测肿瘤对使用ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)

治疗是否产生应答的有效生物标志物(参见CN103959065A和Sergina等,2015,Clin  Cancer 

Res；21(5) ,1106‑1113)。

[0011] 然而，本发明人发现，在食管癌异种移植模型中，尽管NRG1表达水平低的模型总是

对抗ERBB3抗体不敏感，但NRG1表达水平高的模型却可能对抗ERBB3抗体处理产生应答或不

产生应答(参见实施例2)，表明单独使用NRG1作为生物标志物来预测食管癌是否对使用

ERBB3抗体的处理产生应答不是非常有效。

[0012] 因此，需要提供其他生物标志物，当单独使用或与NRG1一起使用时，其能够准确预

测食管癌是否对使用ERBB3抗体的处理产生应答。

[0013] 发明简述

[0014] 本发明部分基于这样的发现：在由食管癌得到的组织样品中，SDC2、PTGES、NCF2、

NOXA1、CARD6、GNAZ的表达水平与食管癌对使用ERBB3抗体处理的敏感性相关。令人惊讶地，

本发明人发现，这种相关性非常强，使得上述六个生物标志物SDC2、PTGES、NCF2、NOXA1、

CARD6和GNAZ中的每一个单独的表达水平均足以用于预测食管癌对使用ERBB3抗体的处理

是敏感的或是抗性的。本发明人进一步发现，上述生物标志物的组合使用(即，使用两个或

更多个生物标志物)将进一步提高预测食管癌对使用ERBB3抗体的处理的敏感性的有效性。

因此，本发明提供了用于预测食管癌对ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)处理是敏感或抗性

的方法。所述方法包括：(a)测量食管癌样品中选自SDC2、PTGES、NCF2、NOXA1、CARD6和GNAZ

的一个或多个生物标志物的表达水平；以及(b)将所述表达水平与对应生物标志物的阈值

表达水平进行比较，其中所述SDC2和/或GNAZ的表达水平等于或低于所述阈值表达水平，

和/或一个或多个选自PTGES、NCF2、NOXA1或CARD6的生物标志物的表达水平等于或高于所
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述阈值表达水平表明所述食管癌对ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)处理是敏感的。相反

地，所述SDC2和/或GNAZ的表达水平高于所述阈值表达水平，和/或一个或多个选自PTGES、

NCF2、NOXA1或CARD6的生物标志物的表达水平低于所述阈值表达水平表明所述食管癌对

ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)处理具有抗性。

[0015] 在一个实施方案中，本发明的方法还包括测量NRG1基因的表达水平，其中NRG1表

达水平等于或高于其阈值表达水平表明该食管癌对ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)处理

是敏感的。

[0016] 在一个实施方案中，本发明的方法包括：(a)测量食管癌样品中选自SDC2、PTGES、

NCF2、NOXA1、CARD6和GNAZ的一个或多个生物标志物的表达水平；以及(b)将所述表达水平

与对应生物标志物的阈值表达水平进行比较，其中所述SDC2和/或GNAZ的表达水平等于或

低于所述阈值表达水平，且一个或多个选自PTGES、NCF2、NOXA1或CARD6的生物标志物的表

达水平等于或高于所述阈值表达水平表明所述食管癌对ERBB3抑制剂(例如抗ERBB3抗体)

处理是敏感的。

[0017] 本发明的生物标志物(即SDC2、PTGES、NCF2、NOXA1、CARD6和GNAZ以及NRG1)的表达

水平是指蛋白质的表达水平或mRNA的表达水平。蛋白质的表达可以通过本领域技术人员熟

知的各种方法来测量，例如免疫组织化学(IHC)分析、酶联免疫吸附测试(ELISA)、蛋白质免

疫印迹法、免疫荧光法等。mRNA的表达水平也可以通过本领域技术人员熟知的各种方法来

测量，例如荧光定量PCR、微阵列、数字PCR、转录组测序技术(RNAseq)等。

[0018] 本发明的另一个方面提供测量一个或多个选自SDC2、PTGES、NCF2、NOXA1、CARD6和

GNAZ的生物标志物在食管癌样品中的表达水平的试剂在制备用于鉴别食管癌对抗ERBB3抗

体处理是敏感或抗性的诊断测试试剂盒中的用途。在一个实施方案中，上述生物标志物还

包括NRG1。

[0019] 本发明的另一个方面提供用于预测食管癌对抗ERBB3抗体处理是敏感的或抗性的

诊断测试试剂盒，所述试剂盒包括用于测量一个或多个选自SDC2、PTGES、NCF2、NOXA1、

CARD6和GNAZ的生物标志物在食管癌样品中的表达水平的试剂。在一个实施方案中，本发明

的试剂盒还包括用于测量NRG1表达水平的试剂。所述试剂是本领域技术人员已知的用于测

量基因的mRNA或蛋白表达水平的试剂。例如，当用荧光实时定量PCR测量mRNA表达水平时，

所述试剂包括用于特异性扩增本发明生物标志物的引物、DNA聚合酶和用于测量其表达水

平的缓冲剂、反应物等。当用IHC分析测量蛋白表达水平时，所述试剂包括针对本发明生物

标志物的抗体(一级抗体)和与一级抗体结合的检测抗体(二级抗体)等。在一个实施方案

中，本发明的试剂盒还包括用于测量一种或多种用作对照的其他基因的表达水平的试剂。

附图说明

[0020] 图1为显示抗ERBB3抗体的免疫球蛋白重链可变区序列的CDRH1、CDRH2和CDRH3序列

(Kabat定义)的示意图，所述抗体表示为CAN017、04D01、09D03、11G01、12A07、18H02和22A02

(其对应于图2中方框所示的区域)。

[0021] 图2为显示抗ERBB3抗体的完整免疫球蛋白重链可变区的氨基酸序列的示意图，所

述抗体表示为CAN017、04D01、09D03、11G01、12A07、18H02和22A02。比对各抗体的氨基酸序

列，互补决定序列(CDR)(Kabat定义)、CDRH1、CDRH2和CDRH3用方框标示。方框之外的序列表示
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构架(FR)序列。

[0022] 图3为显示抗ERBB3抗体的免疫球蛋白轻链可变区序列的CDRL1、CDRL2和CDRL3序列

(Kabat定义)的示意图，所述抗体表示为CAN017、04D01、09D03、11G01、12A07、18H02和22A02

(其对应于图4中方框所示的区域)。

[0023] 图4为显示抗ERBB3抗体的完整的免疫球蛋白轻链可变区的氨基酸序列的示意图，

所述抗体表示为CAN017、04D01、09D03、11G01、12A07、18H02和22A02。比对各抗体的氨基酸

序列彼此，互补决定序列(CDR)(Kabat定义)、CDRL1、CDRL2和CDRL3用方框标示。方框之外的序

列表示构架(FR)序列。

[0024] 图5提供了定义(A)全长CAN017免疫球蛋白重链和(B)全长CAN017免疫球蛋白轻链

的氨基酸序列。

[0025] 图6提供了定义(A)全长04D01免疫球蛋白重链和(B)全长04D01免疫球蛋白轻链的

氨基酸序列。

[0026] 图7提供了定义(A)全长09D03免疫球蛋白重链和(B)全长09D03免疫球蛋白轻链的

氨基酸序列。

[0027] 图8提供了定义(A)全长11G01免疫球蛋白重链和(B)全长11G01免疫球蛋白轻链的

氨基酸序列。

[0028] 图9提供了定义(A)全长12A07免疫球蛋白重链和(B)全长12A07免疫球蛋白轻链的

氨基酸序列。

[0029] 图10提供了定义(A)全长18H02免疫球蛋白重链和(B)全长18H02免疫球蛋白轻链

的氨基酸序列。

[0030] 图11提供了定义(A)全长22A02免疫球蛋白重链和(B)全长22A02免疫球蛋白轻链

的氨基酸序列。

[0031] 图12总结了在食管癌异种移植模型中，测量hIgG(20mg/kg)和抗ERBB3抗体CAN017

(20mg/kg)的肿瘤抑制活性的实验结果。

[0032] 图13的上图是散点图，其显示出CAN017在20个异种移植物模型中的体内效力(其

表示为肿瘤生长抑制的百分率(TGI))与SDC2的mRNA表达水平之间的关系。20个数据点以

(●)表示，其中实线表示SDC2的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性。图13的下图是

SDC2的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性的显著性分析。

[0033] 图14的上图是散点图，其显示出CAN017在20个异种移植物模型中的体内效力(其

表示为肿瘤生长抑制的百分率(TGI))与GNAZ的mRNA表达水平之间的关系。20个数据点以

(●)表示，其中实线表示GNAZ的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性。图14的下图是

GNAZ的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性的显著性分析。

[0034] 图15的上图是散点图，其显示出CAN017在20个异种移植物模型中的体内效力(其

表示为肿瘤生长抑制的百分率(TGI))与NCF2的mRNA表达水平之间的关系。20个数据点以

(●)表示，其中实线表示NCF2的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性。图15的下图是

NCF2的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性的显著性分析。

[0035] 图16的上图是散点图，其显示出CAN017在20个异种移植物模型中的体内效力(其

表示为肿瘤生长抑制的百分率(TGI))与NOXA1的mRNA表达水平之间的关系。20个数据点以

(●)表示，其中实线表示NOXA1的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性。图16的下图是
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NOXA1的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性的显著性分析。

[0036] 图17的上图是散点图，其显示出CAN017在20个异种移植物模型中的体内效力(其

表示为肿瘤生长抑制的百分率(TGI))与PTGES的mRNA表达水平之间的关系。20个数据点以

(●)表示，其中实线表示PTGES的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性。图17的下图是

PTGES的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性的显著性分析。

[0037] 图18的上图是散点图，其显示出CAN017在20个异种移植物模型中的体内效力(其

表示为肿瘤生长抑制的百分率(TGI))与CARD6的mRNA表达水平之间的关系。20个数据点以

(●)表示，其中实线表示CARD6的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性。图18的下图是

CARD6的mRNA表达水平与肿瘤生长抑制的相关性的显著性分析。

[0038] 图19显示GNAZ和NRG1的表达水平与肿瘤生长抑制(TGI)百分比的关系的示意图。

其中与Y轴平行的实线表示NRG1的阈值表达水平2.05，与X轴平行的实线表示GNAZ的阈值表

达水平1.1。◆表示TGI<70％；Δ表示TGI>70％。

[0039] 发明详述

[0040] 定义

[0041] 如本文所用，“CAN017”是指人源化的抗人类ERBB3单克隆抗体，其全长重链氨基酸

序列为SEQ  ID  NO:9，而其全长轻链氨基酸序列为SEQ  ID  NO:10。

[0042] 如本文所用，“ERBB3”(也称为HER3)是指通过如下基因及其等位基因变体编码的

人类蛋白质，其中所述的基因鉴别为Entrez  Gene  ID  No.2065。

[0043] 如本文所用，“ERBB3抑制剂”是指与ERBB3结合，并抑制、中和、防止或消除ERBB3在

肿瘤细胞中的生物学活性的分子(小分子或高分子，例如抗体或其抗原结合片段)。

[0044] 如本文所用，“NRG1”(也称为神经调节蛋白‑1、heregulin、HRG或HRG1)是指由

Entrez  Gene  ID  No.3084及其等位基因变体编码的人类蛋白质。

[0045] 如本文所用，“SDC2”(也称为多配体蛋白聚糖2)是指由Entrez  Gene  ID  No.6383

及其等位基因变体编码的人类蛋白质。

[0046] 如本文所用，“NCF2”(也称为中性粒细胞胞质因子2)是指由Entrez  Gene  ID 

No.4688及其等位基因变体编码的人类蛋白质。

[0047] 如本文所用，“NOXA1”(也称为NADPH氧化酶活化剂1)是指由Entrez  Gene  ID 

No.10811及其等位基因变体编码的人类蛋白质。

[0048] 如本文所用，“GNAZ”(也称为G蛋白亚单元αZ)是指由Entrez  Gene  ID  No.2781及

其等位基因变体编码的人类蛋白质。

[0049] 如本文所用，“PTGES”(也称为前列腺素E合酶)是指由Entrez  Gene  ID  No.9536及

其等位基因变体编码的人类蛋白质。

[0050] 如本文所用，“CARD6”(也称为半胱天冬酶募集结构域家族成员6)是指由Entrez 

Gene  ID  No.84674及其等位基因变体编码的人类蛋白质。

[0051] 如本文所用，对处理产生的“反应”或“应答”是指就所处理的肿瘤而言，肿瘤显示

出：(a)生长减慢，(b)生长停止，或(C)衰退。

[0052] 如本文所用，“表达水平”是指本发明的生物标志物在食管癌样品中的表达水平。

例如，表达水平可以表示为(1)由RNAseq测量得到的mRNA表达水平(用FPKM进行标准化)，或

(2)在IHC测试中的染色强度。可以用阈值表达水平来解释本发明的生物标志物的表达水
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平，其可以在阈值测定分析中凭经验测定，例如使用ROC曲线分析。

[0053] 如本文所用，“阈值测定分析”是指对食管癌的数据组进行分析，从而测定该生物

标志物在食管癌样品中的阈值表达水平。

[0054] 如本文所用，“阈值表达水平”指这样的表达水平：等于或高于该表达水平(对于

NRG1、NCF2、NOXA1、PTGES和CARD6)，或等于或低于该表达水平(对于SDC2和GNAZ)，食管癌肿

瘤将被分类为对使用的ERBB3抑制剂处理是敏感的。

[0055] ERBB3抗体

[0056] 本文所公开的方法可以用于预测食管癌对使用ERBB3抑制剂的处理的应答，其中

所述的抑制剂例如为抗ERBB3抗体或抗ERBB3抗体的抗原结合片段。在一些实施方案中，将

食管癌分为对ERBB3抗体(或其抗原结合片段)敏感的或抗性的，其中所述的抗体抑制或防

止NRG1(例如NRG1‑β1)与ERBB3结合，由此间接抑制或防止ERBB3的配体诱导的二聚化(例如

抗ERBB3抗体CAN017、04D01、12A07、18H02和22A02)。在其他实施方案中，肿瘤被分类为对抗

体(或其抗原结合片段)敏感的或抗性的，其中所述的抗体在不防止NRG1与ERBB3结合(例如

抗ERBB3抗体09D03和11G01)的条件下抑制或防止ERBB3的二聚化。

[0057] 在示例性的实施方案中，ERBB3抑制剂为以下抗体之一：CAN017、04D01、12A07、

18H02、22A02、11G01和09D03。

[0058] 抗ERBB3抗体CAN017包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其中

所述的免疫球蛋白重链可变区包括：SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ  ID  NO:2

的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列所示的CDRH3，如图1所示；其中

所述的免疫球蛋白轻链可变区包括：SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID  NO:5

的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列所示的CDRL3，如图3所示。在示

例性的实施方案中，抗体CAN017包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其

中所述的免疫球蛋白重链可变区包括SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列，如图2所示；其中所述的

免疫球蛋白轻链可变区包括SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列，如图4所示。在另一个示例性的实

施方案中，抗体CAN017包括SEQ  ID  NO:9的免疫球蛋白重链氨基酸序列，以及SEQ  ID  NO:10

的免疫球蛋白轻链氨基酸序列，如图5所示。

[0059] 抗ERBB3抗体04D01包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其中所

述的免疫球蛋白重链可变区包括：SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ  ID  NO:12

的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列所示的CDRH3，如图1所示；其中

所述的免疫球蛋白轻链可变区包括：SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID  NO:

15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列所示的CDRL3，如图3所示。在

示例性的实施方案中，抗体04D01包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其

中所述的免疫球蛋白重链可变区包括SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列，如图2所示；其中所述的

免疫球蛋白轻链可变区包括SEQ  ID  NO:18的氨基酸序列，如图4所示。在另一个示例性的实

施方案中，抗体04D01包括SEQ  ID  NO:19的免疫球蛋白重链氨基酸序列，以及SEQ  ID  NO:20

的免疫球蛋白轻链氨基酸序列，如图6所示。

[0060] 抗ERBB3抗体09D03包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其中所

述的免疫球蛋白重链可变区包括：SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ  ID  NO:22

的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列所示的CDRH3，如图1所示；其中
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所述的免疫球蛋白轻链可变区包括：SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID  NO:

25的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:26的氨基酸序列所示的CDRL3，如图3所示。在

示例性的实施方案中，抗体09D03包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其

中所述的免疫球蛋白重链可变区包括SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列，如图2所示；其中所述的

免疫球蛋白轻链可变区包括SEQ  ID  NO:28的氨基酸序列，如图4所示。在另一个示例性的实

施方案中，抗体09D03包括SEQ  ID  NO:29的免疫球蛋白重链氨基酸序列，以及SEQ  ID  NO:30

的免疫球蛋白轻链氨基酸序列，如图7所示。

[0061] 抗ERBB3抗体11G01包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其中所

述的免疫球蛋白重链可变区包括：SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ  ID  NO:32

的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列所示的CDRH3，如图1所示；其中

所述的免疫球蛋白轻链可变区包括：SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID  NO:

15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列所示的CDRL3，如图3所示。在

示例性的实施方案中，抗体11G01包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其

中所述的免疫球蛋白重链可变区包括SEQ  ID  NO:36的氨基酸序列，如图2所示；其中所述的

免疫球蛋白轻链可变区包括SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列，如图4所示。在另一个示例性的实

施方案中，抗体11G01包括SEQ  ID  NO:38的免疫球蛋白重链氨基酸序列，以及SEQ  ID  NO:39

的免疫球蛋白轻链氨基酸序列，如图8所示。

[0062] 抗ERBB3抗体12A07包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其中所

述的免疫球蛋白重链可变区包括：SEQ  ID  NO:40的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ  ID  NO:41

的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:42的氨基酸序列所示的CDRH3，如图1所示；其中

所述的免疫球蛋白轻链可变区包括：SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID  NO:

15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列所示的CDRL3，如图3所示。在

示例性的实施方案中，抗体12A07包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其

中所述的免疫球蛋白重链可变区包括SEQ  ID  NO:43的氨基酸序列，如图2所示；其中所述的

免疫球蛋白轻链可变区包括SEQ  ID  NO:44的氨基酸序列，如图4所示。在另一个示例性的实

施方案中，抗体12A07包括SEQ  ID  NO:45的免疫球蛋白重链氨基酸序列，以及SEQ  ID  NO:46

的免疫球蛋白轻链氨基酸序列，如图9所示。

[0063] 抗ERBB3抗体18H02包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其中所

述的免疫球蛋白重链可变区包括：SEQ  ID  NO:47的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ  ID  NO:48

的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:49的氨基酸序列所示的CDRH3，如图1所示；其中

所述的免疫球蛋白轻链可变区包括：SEQ  ID  NO:50的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID  NO:

51的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:52的氨基酸序列所示的CDRL3，如图3所示。在

示例性的实施方案中，抗体18H02包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其

中所述的免疫球蛋白重链可变区包括SEQ  ID  NO:53的氨基酸序列，如图2所示；其中所述的

免疫球蛋白轻链可变区包括SEQ  ID  NO:54的氨基酸序列，如图4所示。在另一个示例性的实

施方案中，抗体18H02包括SEQ  ID  NO:55的免疫球蛋白重链氨基酸序列，以及SEQ  ID  NO:56

的免疫球蛋白轻链氨基酸序列，如图10所示。

[0064] 抗ERBB3抗体22A02包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其中所

述的免疫球蛋白重链可变区包括：SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列所示的CDRH1，SEQ  ID  NO:58
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的氨基酸序列所示的CDRH2，以及SEQ  ID  NO:42的氨基酸序列所示的CDRH3，如图1所示；其中

所述的免疫球蛋白轻链可变区包括：SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列所示的CDRL1，SEQ  ID  NO:

15的氨基酸序列所示的CDRL2，以及SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列所示的CDRL3，如图3所示。在

示例性的实施方案中，抗体22A02包括免疫球蛋白重链可变区和免疫球蛋白轻链可变区，其

中所述的免疫球蛋白重链可变区包括SEQ  ID  NO:59的氨基酸序列，如图2所示；其中所述的

免疫球蛋白轻链可变区包括SEQ  ID  NO:60的氨基酸序列，如图4所示。在另一个示例性的实

施方案中，抗体22A02包括SEQ  ID  NO:61的免疫球蛋白重链氨基酸序列，以及SEQ  ID  NO:62

的免疫球蛋白轻链氨基酸序列，如图11所示。

[0065] 可以考虑到技术人员能够理解的是，可以通过将上述可变区与各恒定区序列连接

来创建完整的重链或kappa轻链抗体序列，从而形成活性的全长免疫球蛋白重链和轻链。例

如，完整的重链包括重链可变区，及其后面的鼠或人IgG1或IgG2b重链恒定序列(在本领域

是已知的)，并且完整的kappa链包括kappa可变序列，及其后面的鼠或人kappa轻链恒定序

列(在本领域是已知的)。进一步考虑到可以将由免疫球蛋白重链和轻链得到的CDR1、CDR2

和CDR3序列置于人或人源化的免疫球蛋白构架区中。

[0066] 样品

[0067] 由食管癌得到的组织样品(例如由人类患者获得的人食管癌组织样品，其中所述

的人类患者例如为考虑使用ERBB3抑制剂处理的人类患者)可以用作RNA来源、蛋白质来源

或用于免疫组织化学(IHC)的薄切片来源，这样可以在实施所公开的方法中测定样品中的

本发明的生物标志物的水平。可以通过使用传统的肿瘤组织活检仪器和过程来获得组织样

品。内镜组织活检、切除组织活检、切取组织活检、细针穿刺活检、咬切组织活检、刮取组织

活检和皮肤组织活检为本领域任一技术人员为了获得肿瘤样品可以使用的公认的医学过

程的实例。肿瘤组织样品应该足够大，从而提供足够的RNA、蛋白质或薄切片，以用于测量生

物标志物的基因表达。

[0068] 肿瘤组织样品可以为允许测量生物标志物的表达或含量的任何形式。总之，组织

样品必须足够用于RNA提取、蛋白质提取或薄切片的制备。因此，组织样品可以是新鲜的、通

过合适的低温学技术保藏的或通过非低温学技术保藏的。用于处理临床组织活检样本的标

准方法是将组织样品固定于福尔马林中，然后将其包埋在石蜡中。这种形式的样品通常称

为福尔马林固定‑石蜡包埋(FFPE)的组织。用于随后分析的组织制备的合适技术是本领域

的技术人员所公知的。

[0069] 生物标志物的表达

[0070] 如本文所述，可以通过任何合适的方法来测定或测量由肿瘤得到的组织样品中生

物标志物的表达水平。多种此类方法是本领域已知的。例如，可以通过测量样品中生物标志

物的蛋白质的水平或量，或者测量样品中生物标志物的RNA的水平或量来测定生物标志物

的表达水平。

[0071] 在一些实施方案中，将食管癌对使用ERBB3抑制剂的处理分类为敏感的或抗性的，

完全基于生物标志物在由食管癌得到的组织样品中的表达情况。在另一个实施方案中，除

了本发明的生物标志物的表达以外，还测量一种或多种其他基因的表达，从而将肿瘤分类

为对使用ERBB3抑制剂的处理是敏感的或抗性的。在本发明中考虑了在一些实施方案中，当

除了本发明的生物标志物以外还测量了一种或多种其他基因的表达时，一种或多种其他基
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因不包括ErbB1、ErbB2和ErbB3(例如ErbB1、ErbB2和ErbB3的任何的单体、异源二聚体和/或

同源二聚体，和/或单体或二聚体形式的磷酸化的ErbB1、ErbB2和ErbB3)。本发明中进一步

考虑了除了本发明生物标志物以外，测量一种或多种其他基因的表达可以包括起到对照或

标准品作用的基因，例如用于数据的标准化。

[0072] RNA分析

[0073] 用于测定本发明生物标志物的mRNA表达水平的方法包括但不限于传统的微阵列

分析、数字PCR、RNAseq和定量聚合酶链式反应(PCR)。在一些实施方案中，使用标准方案由

目标细胞、肿瘤或组织提取RNA。在其他的实施方案中，使用不需要分离RNA的技术进行RNA

分析。

[0074] 由组织样品快速且有效地提取真核生物mRNA的方法是本领域的那些技术人员所

公知的。例如参见Ausubel  et  al .,1997 ,Current  Protocols  of  Molecular  Biology ,

John  Wiley&Sons。组织样品可以是新鲜的、冷冻的或固定的石蜡包埋(FFPE)的样品，例如

临床研究的食管癌患者样本。通常，由新鲜或冷冻的组织样品分离得到的RNA往往比由FFPE

样品得到的RNA形成的碎片少。但是，肿瘤材料的FFPE样品更容易获得，并且FFPE样品是在

本发明的方法中使用的合适的RNA来源。就对FFPE样品作为RNA来源以便通过RT‑PCR进行基

因表达谱的讨论而言，例如参见Clark‑Langone等,2007,BMC  Genomics8:279。此外，参见De 

Andrés等,1995,Biotechniques18:42044；和Baker等,美国专利申请公开号2005/0095634。

可使用商购的试剂盒(具有供应商提供的用于RNA提取和制备的说明书)。多种RNA分离产物

和完整试剂盒的销售供应商包括Qiagen(Valencia ,CA)、Invitrogen(Carlsbad ,CA)、

Ambion(Austin,TX)和Exiqon(Woburn,MA)。

[0075] 通常，RNA的分离以组织/细胞破碎开始。在组织/细胞破碎过程中，理想的是减少

Rnase对RNA的降解。在RNA分离过程中限制Rnase活性的一种方法是确保一旦细胞被破碎，

便将变性剂与细胞内容物接触。另一种惯例是在RNA分离过程中包括一种或多种蛋白酶。可

任选地，一旦收集到新鲜的组织样品，便将其在室温下浸渍在RNA稳定溶液中。稳定溶液快

速地渗透细胞，从而稳定RNA以便在4℃下储存，以备随后的分离。一种此类的稳定溶液为市

售可得的 (Ambion,Austin,TX)。

[0076] 在一些方案中，总RNA通过氯化铯密度梯度离心由破碎的肿瘤材料分离得到。通

常，mRNA占细胞总RNA的大约1％至5％。固定化的Oligo(dT)(例如Oligo(dT)纤维素)通常用

于将mRNA与核糖体RNA和转移RNA分离。如果在分离后储存，则必须将RNA储存在不含RNase

的条件下。用于稳定储存所分离的RNA的方法是本领域已知的。用于稳定储存RNA的多种市

售产品是可得的。

[0077] 微阵列

[0078] 可以使用传统的DNA微阵列表达谱技术来测量生物标志物的mRNA表达水平。DNA微

阵列是特定的DNA节段或探针的集合，其固定在固体表面或基底上，例如玻璃、塑料或硅；并

且各特定的DNA节段占据阵列中已知的位置。与标记的RNA样品的杂交通常在严谨的杂交条

件下进行，其允许对相应于阵列中各探针的RNA分子进行检测和定量。在严谨洗涤以除去非

特异性结合的样品材料之后，通过共聚焦激光显微镜或其他合适的检测方法扫描微阵列。

当今市售的DNA微阵列(也称为DNA芯片)通常包括数以万计的探针，并由此可以同时测量数

以万计的基因的表达。此类为阵列可以用于实施本发明。备选地，包括测量NRG1所必须的少
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数几种探针、加上必须的对照或标准品(例如用于数据的标准化)的定制芯片可以用于实施

所公开的方法。

[0079] 为了有利于数据的标准化，可以使用双色微阵列读取器。在双色(双通道)系统中，

使用发射第一波长的第一荧光团来标记样品，同时使用发射不同波长的第二荧光团标记

RNA或cDNA标准品。例如，Cy3(570nm)和Cy5(670nm)通常在双色微阵列系统中一起使用。

[0080] DNA微阵列技术是良好发展的、市售可得的且广泛使用的。因此，在实施所公开的

方法时，本领域的普通技术人员可以使用微阵列技术测量编码生物标志物蛋白质的基因的

表达水平，而无需过度的实验。DNA微阵列芯片、试剂(例如用于RNA或cDNA制备、RNA或cDNA

标记、杂交和洗涤溶液的那些)、仪器(例如微阵列读取器)以及方案是本领域公知的，并可

得自多种市售来源。微阵列系统的市售供应商包括Agilent  Technologies(Santa  Clara ,

CA)和Affymetrix(Santa  Clara,CA)，但是可以使用其他的PCR系统。

[0081] 定量PCR

[0082] 可以使用传统的定量逆转录酶聚合物链式反应(qRT‑PCR)技术来测量本发明生物

标志物的mRNA水平。qRT‑PCR的优点包括敏感性、灵活性、定量精确性以及能够分辨密切相

关的mRNA的能力。关于处理用于定量PCR的组织样品的指导可得自多种来源，包括用于qRT‑

PCR的市售的仪器和试剂的制造商和供应商(例如Qiagen(Valencia,CA)和Ambion(Austin,

TX))。用于自动化实施qRT‑PCR的仪器和系统是市售可得的，并且在许多实验室中是常规使

用的。公知的市售系统的实例为the  Applied  Biosystems7900HT  Fast  Real‑Time  PCR 

System(Applied  Biosystems,Foster  City,CA)。

[0083] 一旦分离出mRNA，通过RT‑PCR进行基因表达测量中的第一步是将mRNA模板逆转录

为cDNA，其接着在PCR反应中呈指数扩增。两种常用的逆转录酶为禽成髓细胞性白血病病毒逆转

录酶(AMV‑RT)和莫罗尼氏鼠白血病病毒逆转录酶(MMLV‑RT)。逆转录反应通常使用特定的引物、

随机的六聚体或oligo(dT)引物来作为引物。合适的引入是市售可得的，例如

RNA  PCR  kit(Perkin  Elmer,Waltham,MA)。所得的cDNA产物在随后的聚合酶链式反应中用

作模板。

[0084] 使用热稳定的DNA依赖的DNA聚合酶实施PCR步骤。大部分在PCR系统中常用的聚合

酶为水生栖热菌(Thermus  aquaticus，Taq)聚合酶。PCR的选择性源自引物的使用，所述的

引物与扩增所靶向的DNA区域互补，即，由编码目标蛋白质的基因所逆转录的cDNA的区域。

因此，当本发明使用qRT‑PCR时，对各标记物基因特异性的引物是基于该基因的cDNA序列。

可以根据供应商提供的说明书来使用诸如 green或 (Applied 

Biosystems,Foster  City,CA)之类的市售的技术。可以通过比较管家基因(例如β肌动蛋白

或GAPDH)的水平，针对加载样品中的差异将信使RNA的水平标准化。可以将mRNA的表达水平

表示为相对于任何单一对照样品，例如得自正常的非肿瘤组织或细胞的mRNA。备选地，其可

以表示为相对于由一套肿瘤样品或肿瘤细胞系得到的mRNA、或由市售可得的一组对照mRNA

得到的mRNA。

[0085] 可以设计用于PCR分析NRG1和/或本发明生物标志物的表达情况的多组合适的引

物组，并且由本领域的任一技术人员合成，而无需过度的实验。备选地，用于实施本发明的

多组PCR引物组可以购自多个市售的来源，例如Applied  Biosystems。PCR引物优选地长度
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为大约17至25个核苷酸。可以使用用于估计解链温度(Tm)的常规算法将引物设计为具有特

定的Tm。用于设计引物和估计Tm的软件是市售可得的，例如Primer  ExpressTM(Applied 

Biosystems)，并且还可以在互联网上获得，例如Primer3(Massachusetts  Institute  of 

Technology)。通过应用所建立的PCR引物设计的原理，可以使用大量不同的引物来测量任

何给定基因的表达水平，包括NRG1和本发明的生物标志物。

[0086] RNAseq

[0087] 还可以使用RNAseq技术来测量本发明生物标志物的mRNA表达水平。RNAseq可进行

全基因组水平的基因表达差异研究，具有以下优势：(1)直接测定每个转录本片段序列，单

核苷酸分辨率的精确度，同时不存在传统微阵列杂交的荧光模拟信号带来的交叉反应和背

景噪音问题(即，具有数字化信号)；(2)能够检测到细胞中少至几个拷贝的稀有转录本(即，

灵敏度非常高)；(3)能够进行全基因组分析；(4)高于6个数量级的动态检测范围，能够同时

鉴定和定量稀有转录本和正常转录本(即，检测范围广泛)。基于以上优势，RNAseq已经成为

精确测量RNA表达水平的强有力的工具。

[0088] RNAseq的原理是：提取RNA后纯化，逆转录成cDNA，然后测序得到短读段(short 

reads)；将短读段比对到基因组相应的位置，然后对比对结果进行基因水平、外显子水平以

及转录水平的拼接，最后对拼接结果进行数据统计，标准化之后得到基因在mRNA水平上的

表达水平。其中，比对步骤、拼接和统计步骤以及标准化步骤均可以使用本领域技术人员已

知的各种软件来进行。例如比对步骤可以通过BFAST、BOWTIE、GNUmap、CloudBurst、GMAP/

GSNAP、RzaerS、SpliceMap、TopHat、MIRA、Soap等软件来进行；拼接和统计步骤可以通过

Cufflinks、ALEXA‑seq等软件来进行；标准化步骤可以通过ERANGE、Myrna等软件来进行。比

较常用的对RNAseq数据进行标准化的方法包括：RPKM(reads  per  kilobase  of  exon 

model  per  million  mapped  reads)、FPKM(fragments  per  kilobase  of  exon  model  per 

million  mapped  reads)和TPM(tag  per  million)。

[0089] 常用的RNAseq平台包括Illumina  GA/HiSeq,SOLiD和Roche454。

[0090] qNPATM

[0091] 在一些实施方案中，使用不涉及RNA提取或分离的技术来进行RNA分析。一种此类

技术为定量核酸酶保护测定，其是市售可得的，商品名为qNPATM(High  Throughput 

Genomics,Inc.,Tucson,AZ)。当待分析的肿瘤组织样品为FFPE材料的形式时，所述的技术

是有利的。例如参见Roberts  et  al.,2007,Laboratory  Investigation87:979‑997。

[0092] 蛋白质分析

[0093] 在其他的实施方案中，可以以蛋白质水平检测本发明生物标志物的表达。用来测

量本发明生物标志物的蛋白质表达水平的方法包括酶联免疫吸附测试(ELISA)、IHC分析、

蛋白质免疫印迹、免疫荧光等。

[0094] ELISA

[0095] 实施ELISA需要至少一种针对本发明生物标志物的抗体，即，检测抗体。以下以

NRG1为例进行说明。将从待分析样品得到的NRG1蛋白质固定于固体支持物上，例如聚苯乙

烯微量滴定板。这种固定是非特异性的结合，即，通过吸附在表面上。或者，可以通过特异性

的结合来固定，即，在“夹心”ELISA中，由样品得到的NRG1与捕获抗体(不同于检测抗体的抗

NRG1抗体)结合。在NRG1固定后，加入检测抗体，并且检测抗体与结合的NRG1形成络合物。检
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测抗体以直接或间接的方式(例如通过特异性识别检测抗体的第二抗体)与酶连接。通常，

在各步骤之间，使用温和的洗涤剂溶液洗涤具有结合的NRG1的微量滴定板。典型的ELISA方

案还包括一个或多个封闭步骤，其涉及使用诸如牛血清白蛋白之类的非特异性结合蛋白质

来封闭所不需要的与所述的滴定板非特异性结合的蛋白质试剂。在最终的洗涤步骤之后，

通过加入合适的酶底物使滴定板显色，从而产生可视信号，其指示了样品中的NRG1的数量。

所述的底物可以为例如发色底物或荧光底物。ELISA方法、试剂和设备是本领域公知的并且

是市售可得的。

[0096] 免疫组织化学(IHC)

[0097] 可以通过免疫组织化学(IHC)或免疫荧光检验法(IF)测定(例如可视化)肿瘤组织

样品或临床样本中的NRG1的存在和水平。由于临床样本通常以福尔马林固定的石蜡包埋

(FFPE)块的形式保存，所以IHC和IF特别用于测量临床样本中的NRG1蛋白质。通过IHC或IF

测定NRG1需要至少一种针对NRG1的抗体。适用于IHC和IF的抗NRG1抗体是市售可得的。例

如，合适的抗体可以购自R&DSystems(Minneapolis ,MN)、abcam(Cambridge ,MA)、Santa 

Cruz  Biotechnology,Inc.(Santa  Cruz,CA)或Novus  Biologicals(Littleton,CO)。使用

标准的技术，抗NRG1抗体可以用于检测由肿瘤得到的薄切片(例如5微米切片，包括FFPE切

片和冷冻肿瘤切片)中NRG1蛋白质的存在情况。通常以这样的方式对肿瘤切片进行最初的

处理，所述的方式能够恢复在收集和保存肿瘤材料的初始过程中所固定的蛋白质的抗原结

构。然后封闭玻片，以防止抗NRG1检测抗体的非特异性结合。接着，通过抗NRG1抗体(一级抗

体)与NRG1蛋白质的结合来检测NRG1蛋白质的存在情况。识别一级抗体并与一级抗体结合

的检测抗体(二级抗体)与可检测的酶或荧光团连接。通常，在步骤之间使用非特异性的蛋

白质(例如牛血清白蛋白)洗涤和封闭肿瘤切片。如果检测抗体与可检测的酶连接，则使用

合适的酶底物使玻片显色，从而产生可视的信号。如果检测抗体与荧光团连接，则通过使用

荧光显微镜来观看玻片。样品可以使用苏木精复染。

[0098] 数据解释

[0099] 阈值表达水平可以用于解释本发明的生物标志物的表达水平。例如，在食管癌样

品中，SDC2和/或GNAZ的表达水平等于或低于其相应的阈值表达水平，则该食管癌对使用

ERBB3抑制剂(例如ERBB3抗体)的处理是敏感的(响应的)。或者，当SDC2和/或GNAZ的表达水

平高于其相应的阈值表达水平时，则表明该食管癌对使用ERBB3抑制剂(例如ERBB3抗体)的

处理是抗性的(不响应的)。对于NRG1、NCF2、NOXA1、PTGES和CARD6而言，如果它们中一个或

多个的表达水平等于或高于其相应的阈值表达水平，则该食管癌对使用ERBB3抑制剂(例如

ERBB3抗体)的处理是敏感的(响应的)；相反，当它们中一个或多个的表达水平低于其相应

的阈值表达水平时，则表明该食管癌对使用ERBB3抑制剂(例如ERBB3抗体)的处理是抗性的

(不响应的)。

[0100] 阈值测定分析

[0101] 各个生物标志物的阈值表达水平可以通过阈值测定分析来确定。优选地，阈值测

定分析包括受试者工作特征(ROC)曲线分析。ROC曲线分析是已经建立的统计学技术，该技

术的应用在本领域的普通技术人员的知识范围内。对于ROC曲线分析的讨论，通常参见

Zweig等,1993 ,“Receiver  operating  characteristic(ROC)plots:a  fundamental 

evaluation  tool  in  clinical  medicine ,”Clin.Chem .39:561‑577；和Pepe,2003,The 
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statistical  evaluation  of  medical  tests  for  classification  and  prediction ,

Oxford  Press,New  York。

[0102] 用于阈值测定分析的数据组包括：(a)急性应答数据(应答的或非应答的)，和(b)

由一组肿瘤得到的各肿瘤样品的本发明生物标志物的表达水平。在某些实施方案中，通过

测量肿瘤的组织样品中生物标志物的表达水平来测定阈值表达水平，其中所述肿瘤得自以

下人类患者：之前使用抗ERBB3抑制剂处理过并且显示出对抗ERBB3抑制剂是敏感的食管癌

患者；以及之前使用抗ERBB3抑制剂处理过并且显示出对抗ERBB3抑制剂是抗性的食管癌患

者。

[0103] 可以按照以下方式进行ROC曲线分析(以NRG1为例)。NRG1表达水平大于或等于阈

值的任何样品都被分类为应答者(敏感的)，NRG1表达水平低于阈值的任何样品都被分类为

非应答者(抗性的)。就由测试组样品得到的每一个NRG1表达水平而言，使用该表达水平作

为阈值而将样品分类为“应答者”和“非应答者”(假设调用)。该方法通过将假设调用与用于

数据组的实际应答数据相比较而能够计算各潜在阈值的TPR(y值)和FPR(x值)。然后通过使

用TPR和FPR制作圆点图来构建ROC曲线。如果ROC曲线高于由(0,0)点至(1.0,0.5)点的斜

线，则其显示NRG1测试结果与随机相比，是较好的测试结果。

[0104] ROC曲线可以用于鉴别最佳的阈值点。最佳的阈值点为这样的点：其在假阳性成本

权衡假阴性成本之间产生最佳平衡。这些成本不必是相等的。在ROC空间中，在点x,y处的分

类的平均预期成本(C)通过下式测定：

[0105] C＝(1‑p)α*x+p*β(1‑y)

[0106] 其中：α＝假阳性成本，β＝错过阳性(假阴性)成本，以及p＝阳性情况的比率。

[0107] 可以通过对α和β指定不同的值来不同地权衡假阳性和假阴性。例如，如果决定在

应答组中包括更多的患者(代价是治疗更多非应答者的患者)，则可以赋予α更高的权重。在

这种情况下，假设假阳性成本和假阴性成本是相同的(α等于β)。因此，在ROC空间中，在点x,

y处的分类的平均预期成本为：

[0108] C’＝(1‑p)*x+p*(1‑y)。

[0109] 在使用所有成对的假阳性和假阴性(x,y)后可以计算最小的C’。最佳阈值计算为

在C’下(x,y)的值。

[0110] 通常，NRG1表达水平越高，则肿瘤越可能对ERBB3抑制剂是敏感的；而NRG1表达水

平越低，则肿瘤越可能对ERBB3抑制剂是抗性的。上述阈值测定分析也可用于测定本发明的

其他生物标志物的阈值表达水平。

[0111] 测试试剂盒

[0112] 此外，本发明还提供包括特定组分的诊断测试试剂盒，其用于实施本发明的方法。

在实施诊断测定中，诊断测试试剂盒增加了方便、速度和可重复性。例如，在示例性基于

qRT‑PCR的实施方案中，基本的诊断测试试剂盒包括用于分析本发明生物标志物的表达的

PCR引物。在其他的实施方案中，更复杂的测试试剂盒不仅包括PCR引物，而且还包括用于使

用PCR技术来测量生物标志物表达水平的缓冲剂、反应物和详细的说明书。在一些实施方案

中，所述的试剂盒除了RNA样品以外，还包括测试方案和测试所必须的所有消耗组分。

[0113] 在示例性的基于DNA微阵列的实施方案中，测试试剂盒包括被设计与特定的仪器

一起使用的微流卡(阵列)。任选地，微流卡为定制装置，其特定设计用于测量本发明的生物
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标志物。此类定制微流卡是市售可得的。例如，TaqMan为384孔微流卡(阵列)，其被设计与

the  Applied  Biosystems7900HT  Fast  Real  Time  PCR  System(Applied  Biosystems ,

Foster  City,CA)一起使用。应该理解的是微流卡上可以可任选地包括其他的探针，以测量

一种或多种其他基因的表达。可以包括此类其他的基因以起到对照或标准品的作用(例如

用于数据的标准化)，或者除了上述以外，还可以是提供信息的。

[0114] 在一些实施方案中，测试试剂盒包括通过IHC测定本发明生物标志物含量的材料。

例如，IHC试剂盒可以包括针对本发明生物标志物的一级抗体、以及与报告酶(例如辣根过

氧化物酶)缀合的二级抗体。在一些实施方案中，使用缀合的聚合物替代二级抗体，其中所

述的聚合物特异性地识别一级抗体。

具体实施方式

[0115] 通过以下实例进一步说明本发明。提供以下实例仅为了说明，不应该被解释为以

任何方式限定了本发明的范围或内容。

[0116] 实施例1：食管癌异种移植生长对CAN017的应答

[0117] 按照以下方式评估食管癌对CAN017的应答。

[0118] 将从食管癌患者手术后取得的新鲜肿瘤组织分成小的肿瘤块，接种于免疫缺陷小

鼠(BALB/c裸鼠)皮下，定期观察肿瘤生长状态。待肿瘤达到一定体积后，以人道主义方式处

死小鼠，并将肿瘤接种至新的BALB/c裸鼠皮下。根据肿瘤生长状态绘制生长曲线，同时收集

肿瘤样品、冻存并观察肿瘤组织、然后在需要用于下一代接种时将其复苏。经过数代优化

后，成功建立食管癌异种移植模型。将该模型通过皮下接种至9‑11周龄的雌性BALB/c裸鼠

的右侧，接种模型的直径为2‑3mm。

[0119] 每周两次使用游标卡尺对肿瘤进行测量。用下式对肿瘤体积进行计算：宽x宽x长/

2。当肿瘤达到大约158mm3时，将这些小鼠随机分为3组，每组10只小鼠。一组接受生理盐水，

一组接受hIgG对照(20mg/kg体重)，另一组接受CAN017(20mg/kg体重)。每三天给药一次，通

过腹膜内注射3周。记录肿瘤体积以及小鼠体重，每周两次。肿瘤生长表示为与生理盐水对

照相比的抑制百分比。

[0120] 总之，使用CAN017处理20个食管癌异种移植模型(每个模型10只小鼠)，其统计结

果如图12所示。CAN017对全部20个异种移植模型的平均抑制百分比为43.6％左右，而对照

hIgG对全部20个异种移植模型的平均抑制百分比为‑5.5％。统计学分析结果表示，与hIgG

相比，CAN017对食管癌异种移植模型的抑制百分比达到显著水平(P<0.01)。这些结果表明，

CAN017能有效抑制食管癌肿瘤的生长。

[0121] 进一步分析单个食管癌异种移植模型对CAN017的应答，发现所述应答是变化的，

其范围为‑40％的肿瘤生长抑制(TGI)至肿瘤消退。“肿瘤消退”是指与在处理前、在评价期

开始时肿瘤的尺寸相比，在评价期结束时，肿瘤更小。基于所达到的肿瘤生长抑制，鉴别应

答者(定义为TGI>70％的那些)和非应答者(定义为TGI<70％的那些)。在所评价的20个模型

中，发现9个为应答者，11个是非应答者(表1)。这些组能够鉴别CAN017应答的分子标志物。

[0122] 表1.CAN017对20个食管癌异种移植模型的肿瘤生长抑制的结果及其中NRG1的平

均mRNA表达水平
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[0123]

[0124]

[0125] 实施例2：生物标志物NRG1的表达水平和阈值测定

[0126] 根据以下方案通过RNAseq来测定NRG1的表达水平：将肿瘤组织速冻后，用RNeasy 

Mini  Kit(Qiagen，编号74106)提取并纯化RNA，然后根据TruSeq TM
  RNA  Sample 

Preparation  Guide(Illumina，编号RS‑930‑2001)对纯化后的RNA进行预处理，之后根据制

造商的说明在HiSeq  X  System(Illumina)上进行测序，所得数据用FPKM进行标准化(以

log2(FPKM+1)值表示)，获得NRG1的表达水平。

[0127] 在用CAN017处理之前测定20个食管癌异种移植模型(平均每个模型10只小鼠)中

的NRG1表达水平值，每个模型的平均NRG1表达水平如表1所示。根据所得的NRG1表达水平值

生成受试者工作特征(ROC)曲线，并测定用于预测CAN017肿瘤应答的NRG1的阈值表达水平。

ROC分析结果表明，NRG1的阈值表达水平为2.05。即，高于该阈值表达水平则预测CAN017的

肿瘤应答。实际上，NRG1的表达水平在测试的大多数异种移植模型中与CAN017的应答结果

一致(即，等于或高于阈值表达水平2.05表示对CAN017产生应答；低于阈值表达水平2.05表

示对CAN017不产生应答)。但在食管癌异种移植模型ES0026、ES2356和ES0215中，虽然NRG1

的表达水平均高于阈值表达水平，但这三个异种移植模型实际上对CAN017不应答。由此可

见，尽管NRG1作为生物标志物可以在一定程度上预测食管癌是否对使用ERBB3抗体的处理

产生应答，但单独使用NRG1进行预测的有效性是有限的。

[0128] 实施例3：本发明的生物标志物的表达水平与CAN017应答之间的关系

[0129] 根据实施例2所述的RNAseq方法，分别测定20个食管癌异种移植模型(平均每个模

型10只小鼠)中SDC2、GNAZ、PTGES、NCF2、NOX1和CARD6的表达水平，并通过ROC曲线测定各生

物标志物的阈值表达水平。各生物标志物的阈值表达水平结果如下：SDC2的阈值表达水平

为4.9，GNAZ的阈值表达水平为1.1，PTGES的阈值表达水平为2.75，NCF2的阈值表达水平为

2.6，NOX1的阈值表达水平为2.7，CARD6的阈值表达水平为1.0。

[0130] 根据各模型中各生物标志物的平均表达水平来绘制在这些模型中的CAN017肿瘤

生长抑制，并通过回归分析检测各生物标志物的表达水平与肿瘤生长抑制之间的相关性的

显著性。结果如图13‑18所示。
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[0131] 具体地，如图13所示，在肿瘤生长抑制和SDC2表达之间观察到负相关。更具体而

言，在使用CAN017处理后肿瘤生长抑制的增加与SDC2表达的降低相关。回归分析发现这种

相关具有高度的统计学意义(显著性F<0.05)。图14表明，肿瘤生长抑制和GNAZ表达之间呈

现负相关，即肿瘤生长抑制随GNAZ表达水平的增高而降低，并且这种相关性在统计学上也

是显著的(显著性F<0.05)。

[0132] 图15‑18则分别表明，肿瘤生长抑制和NCF2、NOXA1、PTGES、CARD6表达之间均呈现

正相关，即肿瘤生长抑制随这些生物标志物表达水平的增高而增高，并且这种相关性在统

计学上也是显著的(显著性F<0.05)。

[0133] 以上结果表明，本发明的生物标志物SDC2、GNAZ、PTGES、NCF2、NOX1和CARD6中每一

个的表达水平与肿瘤生长抑制均显著相关。因此，这些生物标志物均可以用于预测肿瘤对

CAN017处理是否应答。

[0134] 实施例4：食管癌异种移植模型对抗ERBB3的抗体CAN017的应答

[0135] 根据实施例3中所得的各生物标志物的阈值表达水平，选择预测会对CAN017产生

应答的异种移植模型，同时选择预测对CAN017不产生应答的异种移植模型。具体地，对于阈

值表达水平为4.9的SDC2，选择高表达的异种移植模型ES0195和ES0204(SDC2表达水平分别

为5.8和5 .2)，并预测所述模型对CAN017不产生应答；同时选择低表达的异种移植模型

ES0042和ES0190(SDC2表达水平分别为0.6和4.3)，并预测所述模型对CAN017产生应答。类

似地，对于阈值表达水平为1.1的GNAZ，选择高表达的异种移植模型ES0201和ES2411(GNAZ

表达水平分别为1.3和1.9)，并预测所述模型对CAN017不产生应答；同时选择低表达的异种

移植模型ES0184和ES0199(GNAZ表达水平分别为0.2和0.5)，并预测所述模型对CAN017产生

应答。对于阈值表达水平为2.6的NCF2，选择高表达的异种移植模型ES0191和ES0176(NCF2

表达水平分别为5.1和3.2)，并预测所述模型对CAN017产生应答；同时选择低表达的异种移

植模型ES0204和ES0026(NCF2表达水平分别为0.1和0.9)，并预测所述模型对CAN017不产生

应答。对于阈值表达水平为2.7的NOXA1，选择高表达的异种移植模型ES2311和ES0214

(NOXA1表达水平分别为2.98和3.9)，并预测所述模型对CAN017产生应答；同时选择低表达

的异种移植模型ES11087和ES0148(NOXA1表达水平分别为2.14和1.6)，并预测所述模型对

CAN017不产生应答。对于阈值表达水平为2.75的PTGES，选择高表达的异种移植模型ES0159

和ES0141(PTGES表达水平分别为5.69和3.9)，并预测所述模型对CAN017产生应答；同时选

择低表达的异种移植模型ES10084和ES0172(PTGES表达水平分别为0.55和1.7)，并预测所

述模型对CAN017不产生应答。对于阈值表达水平为1.0的CARD6，选择高表达的异种移植模

型ES11069和ES0147(CARD6表达水平分别为4.01和1.1)，并预测所述模型对CAN017产生应

答；同时选择低表达的异种移植模型ES0212和ES0136(CARD6表达水平分别为0.09和0.1)，

并预测所述模型对CAN017不产生应答。

[0136] 按照实施例1所述的方法，用20mg/kg抗体CAN017处理上述选择的异种移植模型

(每个模型5只小鼠)，在3周后统计各模型的肿瘤生长抑制情况，结果如表3所示。

[0137] 表3.使用抗体CAN017处理的异种移植模型的结果统计。
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[0138]

[0139]

[0140] 以上数据表明，可以通过测量SDC2、GNAZ、PTGES、NCF2、NOX1和CARD6的表达水平来

有效预测肿瘤对使用CAN017的处理的应答。

[0141] 实施例5：本发明的生物标志物与NRG1的组合使用

[0142] 本发明人还发现，将本发明的生物标志物和NRG1组合使用将能够进一步提高预测
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肿瘤对CAN017处理是否应答的准确性。如上所述，单独的NRG1作为标志物不能准确预测食

管癌异种移植模型ES0026、ES2356和ES0215的应答(即，虽然NRG1的表达水平高于阈值，但

用CAN017处理后却不应答(TGI<70％))。本发明人测定了这三个模型中本发明的生物标志

物的表达水平，结果如下表4所示。

[0143] 表4.异种移植模型ES0026、ES2356和ES0215中生物标志物的表达水平。

[0144] 模型编号 SDC2 GNAZ NCF2 NOXA1 PTGES CARD6

ES0026 6.1 1.7 0.9 1.9 2.3 0.8

ES2356 7.7 1.4 2.4 1.8 3.1 3.3

ES0215 8.1 2.4 2.5 0.4 1.8 2.1

[0145] 以上数据显示，这三个模型中，SDC2和GNAZ的表达水平均高于其相应的阈值表达

水平，NCF2和NOXA1的表达水平均低于其相应的阈值表达水平，表明当用这些生物标志物来

预测时，异种移植模型ES0026、ES2356和ES0215将被预测为对CAN017处理不产生应答。换言

之，当NRG1高于其阈值表达水平时，测量本发明的生物标志物的表达水平可以进一步提高

预测肿瘤对CAN017处理是否应答的准确性(例如，在异种移植模型ES0026、ES2356和ES0215

的情况下，考虑本发明的生物标志物可以准确地预测其对CAN017处理不产生应答)。

[0146] 本发明人还发现，当同时使用至少一个与TGI正相关的生物标志物和一个与TGI负

相关的生物标志物时，预测准确率将进一步提高。在20个食管癌异种移植模型中，单独用

NRG1作为标志物预测的准确率为85％，单独用GNAZ作为标志物预测的准确率为90％。但同

时使用NRG1和GNAZ作为标志物进行预测，准确率达到95％(图19)。

[0147] 实施例6：食管癌异种移植模型对抗ERBB3的抗体11G01的应答

[0148] 为了证实对其他抗ERBB3抗体的应答的预测方法，使用作用机制不同于CAN017的

抗ERBB3抗体(抗体11G01)处理实施例4中所选择的12个食管癌异种移植模型。具体地，使用

20mg/kg抗体11G01按照实施例1所述的方式处理选择的12个食管癌异种移植模型，并在3周

后统计各模型的肿瘤生长抑制百分比，结果与实施例4类似(即根据各生物标志物预测的肿

瘤对抗体的应答情况与实际观察到的肿瘤对抗体的应答情况一致，数据未显示)。这表明本

发明的生物标志物可以有效预测食管癌对使用作用机制不同于CAN017的其他抗ERBB3抗体

的处理的应答。

[0149] 通过引用进行结合

[0150] 出于所有的目的，在此所提到的专利文件和科学论文中的每一篇的完整披露内容

均通过引用结合在此。

[0151] 等效物

[0152] 可以用其他的具体形式实施本发明而不背离本发明的精神或本质特征。因此，上

述的实施方案必须被认为在所有方面是用作说明的而不是对在此所说明的本发明进行限

制。因此，本发明的范围是由所附的权利要求书而不是通过上述的说明来指明的，并且在该

权利要求书的等效性的含义和范围之内的所有变化均旨在涵盖于其中。
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