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1. 一种鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的人肿瘤的方法，该方法包

含：

(a) 获得该人肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及

(c) 根据所述生物标记物的表达量，鉴别该肿瘤为可能对治疗有反应或无反应。

2. —种鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的人肿瘤的方法，该方法包

含：

(a) 获得该人肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据该标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂有反应，且阴性判定值显 

示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂无反应。

3. —种分类人肿瘤为可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的方法，该方法包 

含：

(a) 获得该人肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据所述生物标记物的表达，分类该肿瘤为可能对治疗有反应或无反应。

4. 一种分类人肿瘤为可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的方法，该方法包

含：

(a) 获得该人肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据该标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对Wnt途径抑制剂有反应，且阴性判定值显示 

该肿瘤系经预测为对Wnt途径抑制剂无反应。

5. —种测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的反应性的方法，该方法包含：

(a) 获得该人肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据所述生物标记物的表达，判定该肿瘤对治疗的反应性。

6. —种测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的反应性的方法，该方法包含：

(a) 获得该人肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据该标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂有反应。
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7. —种鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的癌症病患的方法，该方法包含：

(a) 获得该病患肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及

(c) 根据所述生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患。

8. —种鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的癌症病患的方法，该方法包含：

(a) 获得该病患肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据该标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示该病患系经预测为对Wnt途径抑制剂的治疗有反应。

9. 一种选择癌症病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的方法，该方法包含：

(a) 获得该病患肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标 

签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据所述生物标记物的表达量，选择该将接受治疗的病患。

10. —种选择癌症病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的方法，该方法包含：

(a) 获得该病患肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标 

签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；

(c) 根据该生物标记物标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；以及

(d) 当该病患的肿瘤样本具有阳性判定值，选择该病患以接受治疗。

11. 一种治疗病患的癌症的方法，其包含：

(a) 鉴别该病患是否可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应，其中该鉴别包含：

(i) 获得该病患肿瘤的样本；

(ii) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(iii) 根据所述生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患；以及

(b) 对该可能对治疗有反应的病患投予有效量的Wnt途径抑制剂。

12. —种治疗病患的癌症的方法，其包含：

(a) 鉴别该病患是否可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应，其中该鉴别包含：

(i) 获得该病患肿瘤的样本；

(ii) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(i i i)根据该标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示病患系经预测为对Wnt途径抑制剂的治疗有反应；以及

(b) 对该经预测为对治疗有反应的病患投予有效量的Wnt途径抑制剂。

13. —种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的可能性的方法，其包含：

(a)鉴别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的肿瘤，其中该鉴别包含：
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(i) 获得该病患癌症的样本；

(ii) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及

(iii) 根据所述生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患；以及

(b)对该可能对治疗有反应的病患投予有效量的该Wnt途径抑制剂。

14. 一种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的可能性的方法，其包含：

(a) 鉴别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的肿瘤，其中该鉴别包含：

(i) 获得该病患癌症的样本；

(ii) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(i i i)根据该标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示病患系经预测为对Wnt途径抑制剂的治疗有反应；以及

(b) 对肿瘤具有阳性判定值的病患投予有效量的该Wnt途径抑制剂。

15. 如权利要求1至14中任一项的方法，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1、DKK1、EP300、CTBP1、WNT6、WNT3、FZD2、APC、TLE2、DVL2、PITX2、 

WISP1、651(38、俯^9六、？207及1^?1中的一或多种。

16. 如权利要求1至15中任一项的方法，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

CCND2、RH0U、CTBP2、WIFI、DKK 1、EP300及 CTBP1 中的一或多种。

17. 如权利要求1至16中任一项的方法，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

0^)2、冊01]、0^?2、1正1及01«1中的两种或两种以上。

18. 如权利要求1至16中任一项的方法，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

0^)2、冊01]、0^?2、1正1及01«1中的三种或三种以上。

19. 如权利要求1至16中任一项的方法，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的四种或四种以上。

20. 如权利要求1至16中任一项的方法，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

0^)2、冊01]、0^?2、1正1及01«1中的五种或五种以上。

21. 如权利要求1至16中任一项的方法，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1。

22. 如权利要求1至16中任一项的方法，其中该生物标记物标签由生物标记物FBXW2、 

0^)2、冊01]、0^?2、1正1及01«1组成。

23. 如权利要求1至22中任一项的方法，其中各生物标记物的表达系由PCR为基础的测 

试测量。

24. 如权利要求1至23中任一项的方法，其中各生物标记物的表达系由qPCR测试测量。

25. 如权利要求1至22中任一项的方法，其中各生物标记物的表达系由微阵列测量。

26. 如权利要求1至25中任一项的方法，其中各生物标记物的标准化表达系藉由测量各 

生物标记物的表达量且将其乘以对应重量决定，其中各生物标记物的重量系由该表达标签 

决定。

27. 如权利要求1至26中任一项的方法，其中该判定值系根据下述方程式计算：

0.4560427*FBXW2+0.3378467*CCND2-〇.4809354*RH0U+0.409029*CTBP2+0.3291529*WIF1+
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0.2926374*DKKl+0.04662682。

28. 如权利要求1至25中任一项的方法，其中FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKKU9 

表达量系利用选自SEQ ID Ν0:62至79的多核苷酸测量。

29. 如权利要求28的方法，其中？8乂12、0：冊2、1^01]、0^?2、1正1及01(1(1的表达量系利用 

下列测量：

(a) SEQ ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物及包含SEQ ID Ν0:64的探针；

(b) SEQ ID Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物及包含SEQ ID Ν0:67的探针；

(c) SEQ ID Ν0:68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物及包含SEQ ID Ν0:70的探针；

(d) SEQ ID Ν0:71的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物及包含SEQ ID Ν0:73的探针；

(e) SEQ ID Ν0:74的正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物及包含SEQ ID Ν0:76的探针； 

以及

(f) SEQ ID Ν0:77的正向引物、SEQ ID Ν0:78的反向引物及包含SEQ ID Ν0:79的探针。

30. 如权利要求1至29中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂系抗体。

31. 如权利要求第1至30中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂系与至少一种卷曲 

(FZD)蛋白或其的一部分特异性结合的抗体。

32. 如权利要求30或31的方法，其中该抗体与选自下列的至少一种FZD蛋白特异性结 

合：FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9及FZD10。

33. 如权利要求30或31的方法，其中该抗体与选自下列的至少一种FZD蛋白特异性结 

合：FZD 1、FZD2、FZD5、FZD7 及 FZD8。

34. 如权利要求1至33中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂系抗体，其包含：

(a) 重链CDR1、重链CDR2及重链CDR3,该重链CDR1 包含GFTFSHYTLS(SEQ ID NO: 1)，该重 

链CDR2包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQIDN0:2)且该重链CDR3包含NFIKYVFAN(SEQIDN0: 

3)，以及

(b) 轻链CDR1、轻链CDR2及轻链CDR3，该轻链CDR1包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID NO: 4)，该 

轻链CDR2包含DKSNRPSG(SEQ ID Ν0:5)且该轻链CDR3包含QSYANTLSL(SEQ ID N0:6)。

35. 如权利要求1至34中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂是包含重链可变区及轻 

链可变区的抗体，该重链可变区包含SEQ ID N0:7且该轻链可变区包含SEQ ID N0:8。

36. 如权利要求1至34中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂是包含重链可变区及轻 

链可变区的抗体，该抗体系由保藏于美国菌种保存中心(ATCC)编号为PTA-9541的质粒编 

码。

37. 如权利要求30至36中任一项的方法，其中该抗体系单克隆抗体、重组抗体、嵌合抗 

体、双特异性抗体、人化抗体、人抗体或包含抗原结合部位的抗体片段。

38. 如权利要求1至35中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂是抗体0ΜΡ-18R5。

39. 如权利要求1至29中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂是可溶性受体。

40. 如权利要求39的方法，其中该可溶性受体包含人FZD蛋白的Fri结构域。

41. 如权利要求38的方法，其中该人FZD蛋白的Fri结构域系选自下列：FZD1的Fri结构 

域、FZD2的Fri结构域、FZD3的Fri结构域、FZD4的Fri结构域、FZD5的Fri结构域、FZD6的Fri 
结构域、FZD7的Fri结构域、FZD8的Fri结构域、FZD9的Fri结构域、或FZD10的Fri结构域。

42. 如权利要求40的方法，其中该人FZD蛋白的Fri结构域包含FZD8的Fri结构域。
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43. 如权利要求39至42中任一项的方法，其中该可溶性受体另包含非FZD多肽。

44. 如权利要求43的方法，其中该非FZD多肽包含人Fc区。

45. 如权利要求39至44中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂是FZD8-FC可溶性受体 

0MP-54F28。

46. 如权利要求1至45中任一项的方法，其中该肿瘤系选自乳房肿瘤、肺肿瘤、结肠肿 

瘤、结直肠肿瘤、黑色素瘤、胰脏肿瘤、胃肠道肿瘤、肾肿瘤、卵巢肿瘤、神经内分泌肿瘤、肝 

脏肿瘤、子宫内膜肿瘤、肾脏肿瘤、前列腺肿瘤、甲状腺肿瘤、神经胚细胞瘤、神经胶质瘤、多 

形性神经胶质母细胞瘤、子宫颈肿瘤、胃肿瘤、膀胱肿瘤、肝肿瘤以及头颈肿瘤。

47. 如权利要求1至45中任一项的方法，其中该肿瘤是乳房肿瘤。

48. 如权利要求47的方法，其中该乳房肿瘤是HER2阴性乳房肿瘤。

49. 如权利要求47的方法，其中该乳房肿瘤是三阴性乳癌(TNBC)肿瘤。

5 0.如权利要求1至4 9中任一项的方法，其中该Wn t途径抑制剂的治疗系与一或多种额 

外治疗剂组合。

51. 如权利要求50的方法，其中该额外治疗剂是化学治疗剂。

52. 如权利要求50的方法，其中该额外治疗剂是太平洋紫杉醇(pac 1 itaxe 1)。

5 3.如权利要求5 0的方法，其中该额外治疗剂系经η a b结合的太平洋紫杉醇 

(ABRAXANE)〇

54. 如权利要求1至53中任一项的方法，其中该样本系组织样本或肿瘤活体样本。

55. 如权利要求1至53中任一项的方法，其中该样本系经福尔马林固定的石蜡包埋 

(FFPE)样本。

56. —种鉴别可能对抗体治疗有反应或无反应的人乳房肿瘤的方法，该抗体与至少一 

种选自FZD 1、FZD2、FZD5、FZD7及FZD8的人卷曲蛋白（FZD)特异性结合，该方法包含：

(a) 获得该人乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的生物标记物表达量，其中该生 

物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及

(c) 根据该生物标记物标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示该乳房肿瘤系经预测为对该抗体治疗有反应，且阴性判定值显示 

该肿瘤系经预测为对该抗体治疗无反应。

57. —种鉴别可能对抗体治疗有反应的乳癌病患的方法，该抗体与至少一种选自FZD1、 

FZD2、FZD5、FZD7及FZD8的人卷曲蛋白（FZD)特异性结合，该方法包含：

(a) 获得该乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的生物标记物表达量，其中该生 

物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及

(c) 根据该生物标记物标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示该乳癌系经预测为对该抗体治疗有反应。

58. —种选择可能对抗体治疗有反应的乳癌病患的方法，该抗体与至少一种选自FZD1、 

FZD2、FZD5、FZD7及FZD8的人卷曲蛋白（FZD)特异性结合，该方法包含：

(a) 获得该乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的生物标记物表达量，其中该生

6
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物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RHOU、CTBP2、WIFI及DKK1中的一或多种；

(c) 根据该生物标记物标签中的所述生物标记物的标准化表达，计算判定值；

其中阳性判定值显示该乳癌系经预测为对该抗体治疗有反应；以及

(d) 当该病患的肿瘤样本具有阳性判定值，选择该病患以接受治疗。

59. 如权利要求56或57的方法，其另包含：

(d)当该乳癌系经预测为对该抗体治疗有反应，选择该病患以接受治疗。

60. 如权利要求56至59中任一项的方法，其另包含对该病患投予有效治疗量的该抗体。

61. 如权利要求60的方法，其中该抗体是0MP-18R5。

62. 如权利要求56至61的方法，其中该治疗包含该抗体与太平洋紫杉醇的组合。

63. —种治疗病患的癌症的方法，其包含:对该病患投予有效量的Wnt途径抑制剂，其中 

根据病患肿瘤样本中生物标记物标签的表达量，该病患系经预测为对该Wnt途径抑制剂的 

治疗有反应，其中该标签包含生物标记物?8乂12、0：冊2、1^01]、(^8?2、11?1及01(1(1中的一或 

多种。

64. —种用于检测样本中的？8乂12、0：冊2、1^01]、0^?2、1正1及01(1(1的试剂盒，其中该试 

剂盒包含选自SEQ ID N0:62至79的多核苷酸。

65. 如权利要求64的试剂盒，其包含：

(a) SEQ ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物及包含SEQ ID Ν0:64的探针；

(b) SEQ ID Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物及包含SEQ ID Ν0:67的探针；

(c) SEQ ID Ν0:68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物及包含SEQ ID Ν0:70的探针；

(d) SEQ ID Ν0:71的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物及包含SEQ ID Ν0:73的探针；

(e) SEQ ID Ν0:74的正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物及包含SEQ ID Ν0:76的探针； 

以及

(f) SEQ ID Ν0:77的正向引物、SEQ ID Ν0:78的反向引物及包含SEQ ID Ν0:79的探针。
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与Wnt途径抑制剂有关的预测性生物标记物的鉴别

相关申请案的交互参照

[0001 ] 本申请案主张于2013年12月2日提出的美国临时申请案第61/910,663号及2014年

4月4日提出的美国临时申请案第61/975，339号的优先权，各案以参照方式整体纳入此处。

技术领域

[0002]本发明关于癌症治疗的领域。更特别地，本发明提供用于鉴别可能对Wnt途径抑制 

剂的治疗有反应或无反应的肿瘤的方法。此外，本发明提供用于鉴别、选择及/或治疗可能 

对单独使用或与其他治疗剂组合的Wnt途径抑制剂的治疗有反应的癌症病患的方法。

背景技术

[0003]癌症是已开发国家的主要死因之一，光是在美国每年就有大约160万人被诊断出 

癌症而且有超过550,000例死亡。整体来说，预期每3人中超过1人会在有生之年发展出某些 

形式的癌。有超过200种不同的癌症，其中四种:乳癌、肺癌、结直肠癌及前列腺癌，占美国所 

有新病例的几乎一半（Siegel et al.，2012，CA:A Cancer J.for Clin. ,62:10-29)〇 

[0004]信号传导途径通常连接细胞外信号至细胞核，导致直接或间接控制细胞生长、分 

化、存活、及死亡的基因表达。然而，在许多种类的癌症中，信号传导途径失调且可能与肿瘤 

起始及/或进展有关。与人癌症发生有关的信号传导途径包括但不限于Wnt途径、Ras-Raf- 

MEK-ERK或MAPK途径、Ρ13K-AKT途径、CDKN2A/CDK4途径、Be 1-2/TP53途径、及缺口（ NOTCH)途 

径。

[0005] Wnt信号传导途径是胚胎模式形成、后胚胎组织维持及干细胞生物学的重要调节

因子之一。更特别地，Wnt信号传导在细胞极性的产生和细胞命运决定包括干细胞族群自我 

更新中扮演重要角色。未受调节的Wnt途径活化与许多人癌症有关，一般相信该活化可改变 

细胞的发育命运。咸信活化Wnt途径可能使肿瘤细胞维持在未分化状态及/或导致不受控制 

的增生。这可使得癌的发生藉由破坏控制正常发育及组织修复的恒定机转进行（于Reya& 

Clevers，2005，Nature，434:843_50;Beachy et al.，2004，Nature,432:324-31 中回顾）〇 

[0006] Wnt信号传导途径首先在果蝇发育突变无翅(wg)以及小鼠原致癌基因int-1 (现称

Wntl)中阐述（Nusse&Varmus，1982，Cell，31:99_109;Van Ooyen&Nusse，1984，Cel 1，39: 

233-40；Cabrera et al.,1987,Cell,50:659-63；Rijsewijk et al.,1987,Cell,50:649- 

57) Jnt基因编码经脂质修饰的分泌糖蛋白，在哺乳动物中已识别出19种不同的Wnt蛋白。 

这些分泌型配体活化由卷曲（FZD)受体家族成员及低密度脂蛋白（LDL)受体相关蛋白5或6 

(LRP5/6)组成的受体复合体。FZD受体是G蛋白偶合受体(GPCR)超家族的成员，包含七个跨 

膜结构域以及一个大型胞外N端配体结合结构域。N端配体结合结构域包含10个保守性半胱 

氨酸，被称为多半胱氨酸区（CRD)或“Fri结构域”。有十种人FZD受体，FZD1、FZD2、FZD3、 

FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9及FZD 10。不同的FZD CRD对特定Wnt蛋白有不同的结合亲 

和性(111&灿886,2〇〇2，1.8丨〇1.〇16111.，277:41762-9)。此外^2〇受体可被分成活化典型0-连 

环蛋白途径者及活化非典型途径者(Miller et al.，1999,0ncogene，18:7860-72)。
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[0007] Wnt信号传导于癌症的角色，首先是因为识别Wntl(原名inti)为藉由邻近插入小 

鼠病毒而转化的乳房肿瘤的致癌基因而被发现(Nusse&Varmus，1982，Cell ,31:99-109)。从 

这些早期发现以来，Wnt信号传导在乳癌中的角色的其他证据已持续累积。举例来说，β-连 

环蛋白于转基因小鼠乳腺中的过度表达导致增生及腺癌（Imbert et al.，2001，J.Cell 
Biol ·，153:555-68 ;Michaelson&Leder，2001，Oncogene，20: 5093-9)，然而丧失Wnt信号传 

导扰乱正常乳腺发育（Τ印era et al.，2003，J.Cell Sci.，116:1137-49;Hatsell et al.， 

2003，J.Mammary Gland Biol .Neoplasia，8:145-58)。在人乳癌中，β-连环蛋白累积表不超 

过50%的癌中有经活化的Wnt信号传导，虽然特定突变尚未被识别，但已观察到卷曲受体表 

达上调（Brennan&Brown，2004, J.Mammary Gland Biol .Neoplasia,9:119-31 ；Malovanovic 
et al·,2004,Int.J.Oncol·，25:1337-42)。

[0008] Wnt途径的活化亦与大肠直肠癌、肺癌、胰癌及黑色素瘤有关。大约5至10%的所有 

大肠直肠癌为遗传性，其中主要癌症类型之一为家族性腺瘤息肉症(FAPhFAP是一种体染 

色体显性疾病，其中大约80%的受影响个体包含大肠腺瘤息肉(APC)基因的种系突变。另外 

也在其他Wnt途径成分包括Axin及β-连环蛋白发现突变。个别腺瘤为包含第二失活等位基 

因的上皮细胞的种系过度生长，大量FAP腺瘤无可避免地导致腺癌经由致癌基因及/或抑瘤 

基因的额外突变发生。另外，Wnt信号传导途径的活化，包括APC的功能丧失突变及β-连环蛋 

白的稳定突变，可诱导小鼠模型中的增生发育及肿瘤生长(Oshima et al.，1997，Cancer 
Res.,57:1644-9；Harada et al.,1999,ΕΜΒ0 J.,18:5931-42)〇

[0009]因此，Wnt途径已被识别为癌症疗法及癌症治疗的目标。随着药物研究发展的进 

步，特别是在癌症领域中，“以一种药物治疗所有癌症”的方法转变成“个人化医药”策略。个 

人化医药策略可包括根据癌症生物标记物的治疗方案，该等生物标记物包括预后性标记、 

药物药效学标记及预测性标记。一般而言，预测性生物标记物评估肿瘤或癌症将对特定治 

疗剂有反应或敏感性的可能性，且可能能够鉴别及/或选择最可能得益于使用该剂的病患。 

[0〇1〇]本发明提供与使用Wnt途径抑制剂治疗癌症有关的预测性生物标记物的鉴别。本 

发明亦提供使用该预测性生物标记物以鉴别、选择及/或分类可能对Wnt途径抑制剂的治疗 

有反应或无反应的肿瘤及/或癌症病患的方法。本发明亦提供以W η t抑制剂治疗病患的方 

法，该病患系经预测为对治疗有反应。

发明内容

[0011]本发明提供用于鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的病患的生物标记物。 

本发明另提供用于鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的肿瘤及/或病患的 

方法。本发明进一步提供以Wnt途径抑制剂治疗病患癌症的方法，其中该病患系经预测为或 

已经鉴别为可能对该Wnt途径抑制剂有反应。

[0012]在一方面中，本发明提供一种鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应 

的人肿瘤的方法，该方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标 

签(biomarker signature)的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标 

记物FBXW2、CCND2、RH0U、CRBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该等生物标记物的 

表达量，鉴别该肿瘤为可能对治疗有反应或无反应。在一些实施方式中，一种鉴别可能对 

Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的人肿瘤的方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)
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测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生 

物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CRBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物 

标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该肿瘤系经预 

测为对该Wnt途径抑制剂有反应，且阴性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂 

无反应。如本文中所使用，“标准化”及“正常化”可互相交换使用。在一些实施方式中，该方 

法包含鉴别可能对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇组合的治疗有反应或无反应的人肿瘤。 

[0〇13]在另一方面中，本发明提供一种分类人肿瘤为可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反 

应或无反应的方法，该方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物 

标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、 

RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该等生物标记物的表达量，分类该肿 

瘤为可能对治疗有反应或无反应。在一些实施方式中，一种分类人肿瘤为可能对Wnt途径抑 

制剂的治疗有反应或无反应的方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生 

物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物roXW2、 

CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的生物标 

记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制 

剂有反应，且阴性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂无反应。在一些实施方 

式中，该方法包含分类人肿瘤为可能对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇组合的治疗有反应 

或无反应。

[0014]在另一方面中，本发明提供一种测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的反应性(或 

敏感性）的方法，该方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标 

签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含基因FBXW2、CCND2、RHOU、CTBP2、 

WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该等生物标记物的表达量，测定该肿瘤对治疗的反 

应性。在一些实施方式中，一种测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的反应性或敏感性的方 

法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的 

表达量，其中该生物标记物标签包含基因FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或 

多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值;其 

中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂有反应或敏感。在一些实施方式 

中，该方法包含测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合治疗的反应性或敏感 

性。

[0015]在另一方面中，本发明提供一种鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的癌症 

病患的方法，该方法包含：（a)获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签 

的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、 

CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该等生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗 

有反应的病患。在一些实施方式中，一种鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的癌症病 

患的方法包含：（a)获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物 

标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1 

及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达， 

计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对该Wnt途径抑制剂的治疗有反应。在 

一些实施方式中，该方法包含鉴别对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合治疗可能有反

10
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应的癌症病患。

[0016]在另一方面中，本发明提供一种选择癌症病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的方 

法，该方法包含：（a)获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物 

标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1 

及DKK1中的一或多种；（c)根据该等生物标记物的表达量，选择该将接受治疗的病患。在一 

些实施方式中，一种选择癌症病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的方法包含：（a)获得该病 

患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物 

标记物标签包含生物标记物?8乂12、0^)2、冊01]、0^?2、1正1及01(1(1中的一或多种；（(3)根据 

该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值；以及(d)当该病患的肿 

瘤样本具有阳性判定值，选择该病患以接受治疗。在一些实施方式中，该方法包含选择癌症 

病患以接受Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合治疗。

[0017]在另一方面中，本发明提供一种治疗病患的癌症的方法，其包含：（a)鉴别该病患 

是否可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应，其中该鉴别包含：（i)获得该病患癌症的样本; 

(ii)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包 

含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及（i i i)根据该等生 

物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患；以及(b)对该可能对治疗有反应的病患 

投予有效量的Wnt途径抑制剂。在一些实施方式中，一种治疗病患的癌症的方法包含：（a)鉴 

别该病患是否可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应，其中该鉴别包含：（i)获得该病患癌症 

的样本；（ii)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记 

物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF 1及DKK 1中的一或多种；以及（i i i)根 

据该标签中的生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预 

测为对治疗有反应；以及(b)对该经预测为对治疗有反应的病患投予有效量的Wnt途径抑制 

剂。在一些实施方式中，该方法包含鉴别该病患是否可能对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇 

的组合治疗有反应。在一些实施方式中，该方法包含对该病患投予该Wnt途径抑制剂与太平 

洋紫杉醇的组合。

[0018]在另一方面中，本发明提供一种治疗病患的癌症的方法，其包含:对该病患投予有 

效量的Wnt途径抑制剂，其中根据病患肿瘤样本中生物标记物标签的表达量，该病患系经预 

测为对该Wnt抑制剂治疗有反应，其中该标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、 

WIFI及DKK1中的一或多种。在一些实施方式中，一种治疗病患的癌症的方法包含:对该病患 

投予有效量的Wnt途径抑制剂;其中根据由病患肿瘤样本中生物标记物标签的生物标记物 

的标准化表达的加权总和所计算的阳性判定值，该病患系经预测为对治疗有反应，其中该 

生物标记物组包含生物标记物?8乂12、0：冊2、1^01]、(^8?2、1正1及01«1中的一或多种。在一 

些实施方式中，该病患系经预测为对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合治疗有反应。在 

一些实施方式中，该方法包含对该病患投予该Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合。 

[0019]在另一方面中，本发明提供一种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的可能性的方法， 

其包含：（a)鉴别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的肿瘤，其中该鉴别包 

含：（i)获得该病患癌症的样本；（ii)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表 

达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的 

一或多种；以及（iii)根据该等生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患；以及
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(b)对该病患投予有效量的Wnt途径抑制剂。在一些实施方式中，一种增加Wnt途径抑制剂的 

有效治疗的可能性的方法包含：（a)鉴别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应 

的肿瘤，其中该鉴别包含：（i)获得该病患癌症的样本；（ii)测量该样本中的生物标记物标 

签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、 

CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及（iii)根据该生物标记物标签中的生物标记物的标 

准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对治疗有反应；以及(b)对 

肿瘤具有阳性判定值的病患投予有效量的该Wnt途径抑制剂。在一些实施方式中，该方法包 

含鉴别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合治疗有反应的肿瘤。在 

一些实施方式中，该方法包含对该病患投予该Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合。 

[0020]在另一方面中，本发明提供一种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的可能性的方法， 

其包含:对病患投予有效量的Wnt途径抑制剂;其中根据病患肿瘤样本中生物标记物标签的 

表达量，该病患系经鉴别为可能对该Wnt抑制剂治疗有反应，其中该标签包含生物标记物 

卩8父12、0：冊2、冊01]、(^8?2、1正1及01(1(1中的一或多种。在一些实施方式中，一种增加11^途 

径抑制剂的有效治疗的可能性的方法包含:对病患投予有效量的Wnt途径抑制剂;其中根据 

由病患肿瘤样本中生物标记物标签的生物标记物的标准化表达的加权总和所计算的阳性 

判定值，该病患系经鉴别为可能对治疗有反应，其中该生物标记物组包含生物标记物 

卩8父12、0：冊2、1^01]、0^?2、1正1及01«1中的一或多种。在一些实施方式中，该病患系经鉴别 

为可能对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合治疗有反应。在一些实施方式中，该方法包 

含对该病患投予该Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合。

[0021]在前述各个方面的某些实施方式中，以及本文他处所述的其他方面及/或实施方 

式中，生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1、DKK1、EP300& 
CTBP1中的一或多种。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、 

RH0U、CTBP2、WIF1、DKK1、EP300、CTBP1、WNT6、WNT3、FZD2、APC、TLE2、DVL2、PITX2、WISP1、 

GSK3B、WNT9A、FZD7及LEF1中的一或多种。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含生物 

标记物?8乂12、0：冊2、冊01]、0^?2、1正1及01«1中的一或多种，以及来自表2的至少一种额外 

生物标记物。

[〇〇22]在前述各种方面的某些实施方式，以及本文他处所述的其他方面及/或实施方式 

中，该Wnt途径抑制剂系抗体。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系与至少一种卷曲 

(FZD)蛋白或其片段特异性结合的抗体。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系与选自下 

列的至少一种FZD蛋白特异性结合的抗体:FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、 

FZD9及FZD10。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系与选自下列的至少一种FZD蛋白特异 

性结合的抗体:FZD1、FZD2、FZD5、FZD7及FZD8。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系包含 

下列的抗体：（a)包含GFTFSHYTLS(SEQ ID NO: 1)的重链CDR1、包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQ 
ID Ν0:2)的重链 CDR2、及包含 NFIKYVFAN(SEQ ID Ν0:3)的重链 CDR3,及（b)包含 

S⑶NIGSFYVH(SEQ ID Ν0:4)的轻链CDR1、包含DKSNRPSG(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2、及包含 

QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3。

[〇〇23]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系包含下列的抗体:包含SEQ ID NO: 7的重 

链可变区及包含SEQ ID Ν0:8的轻链可变区。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系包含 

重链可变区及轻链可变区的抗体，该抗体系由保藏于美国菌种保存中心(ATCC)编号为PTA-
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9541的质粒编码。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系包含重链及轻链的抗体，该抗体 

系由保藏于美国菌种保存中心(ATCC)编号为PTA-9541的质粒编码。在一些实施方式中，该 

Wnt途径抑制剂系抗体0ΜΡ-18R5。

[〇〇24]在前述各种方面的某些实施方式，以及本文他处所述的其他方面及/或实施方式 

中，该Wnt途径抑制剂系可溶性受体。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂包含FZD受体蛋 

白的胞外结构域。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂包含FZD蛋白的Fri结构域。在一些 

实施方式中，该Wnt途径抑制剂包含FZD8的Fri结构域。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制 

剂包含FZD8的Fri结构域及人Fc结构域。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂是可溶性受 

体0MP-54F28。

[0025]在一些实施方式中，该肿瘤系选自乳房肿瘤、肺肿瘤、结肠肿瘤、神经胶质瘤、胃肠 

道肿瘤、肾肿瘤、卵巢肿瘤、肝脏肿瘤、结直肠肿瘤、子宫内膜肿瘤、肾脏肿瘤、前列腺肿瘤、 

甲状腺肿瘤、神经胚细胞瘤、胰脏肿瘤、多形性神经胶质母细胞瘤、子宫颈肿瘤、胃肿瘤、膀 

胱肿瘤、肝肿瘤、黑色素瘤以及头颈肿瘤。在一些实施方式中，该肿瘤系乳房肿瘤。

[0026]在一些实施方式中，该癌症系选自乳癌、肺癌、结肠癌、神经胶质瘤、胃肠道癌、肾 

癌、卵巢癌、肝脏癌、结直肠癌、子宫内膜癌、肾脏癌、前列腺癌、甲状腺癌、神经胚细胞瘤、胰 

脏癌、多形性神经胶质母细胞瘤、子宫颈癌、胃癌、膀胱癌、肝肿瘤、黑色素瘤以及头颈癌。在 

一些实施方式中，该癌系乳癌。

[0027]在一些实施方式中，本方法另包含对该病患投予第二治疗剂。在一些实施方式中， 

该第二治疗剂系化学治疗剂。在一些实施方式中，该第二治疗剂系太平洋紫杉醇 

(paclitaxel)〇

[0028]在前述各种方面的某些实施方式，以及本文他处所述的其他方面及/或实施方式 

中，该样本包括但不限于任何临床上重要的组织样本，诸如肿瘤活体样本、核心活体组织样 

本、细针抽吸样本、毛囊或体液样本如血液、血浆、血清、淋巴液、腹水、囊液或尿液。在一些 

实施方式中，该样本系取自具有肿瘤或癌的病患。在一些实施方式中，该样本系原发性肿 

瘤。在一些实施方式中，该样本系转移性肿瘤。在一些实施方式中，该样本系组织样本。在一 

些实施方式中，该样本系肿瘤样本。在一些实施方式中，该样本系新鲜冷冻(FF)组织样本。 

在一些实施方式中，该样本系经福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)组织样本。在一些实施方 

式中，该样本系全血、血浆或血清。在一些实施方式中，该样本系细胞。在一些实施方式中， 

该样本系循环肿瘤细胞(CTC)。

[0029]在前述各种方面的某些实施方式，以及本文他处所述的其他方面及/或实施方式 

中，生物标记物的表达量系利用基于PCR的方法测定，诸如但不限于逆转录PCR(RT-PCR)、定 

量RT-PCR(qPCR)、TaqMan™或TaqMan™低密度阵列（TLDA)。在一些实施方式中，该生物标记 

物的表达量系利用微阵列测定。

[0030]在前述各种方面的某些实施方式，以及本文他处所述的其他方面及/或实施方式 

中，各生物标记物的标准化表达系藉由测量各生物标记物的表达量且将其乘以对应重量决 

定，其中各生物标记物的重量系由该生物标记物表达决定。在某些实施方式中，该判定值系 

根据下列方程式计算：0 · 4560427*FBXW2+0 · 3378467*CCND2-0 · 4809354*RH0U+0 • 409029* 

CTBP2+0.3291529*WIFl+0.2926374*DKKl+0.04662682。

[0031]在一些实施方式中，该生物标记物的表达量系利用基于PCR的方法测量或测定。在
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一些实施方式中，FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1的表达量系利用选自SEQIDN0: 

62至79的多核苷酸测量。在一些实施方式中，？8乂12、0：冊2、冊01]、0^?2、1正1及01(1(1的表达 

量系利用下列测量：（a)SEQ ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物、及包含SEQ 
ID Ν0:64的探针；（b)SEQ ID Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物、及包含SEQ ID 
Ν0:67的探针；（c)SEQ ID Ν0:68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物、及包含SEQ ID NO: 

70的探针；（d)SEQ ID Ν0:71的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:73 

的探针；（e)SEQ ID Ν0:74的正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:76的 

探针；以及（f)SEQ ID Ν0:77的正向引物、SEQ ID Ν0:78的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:79 

的探针。

[〇〇32]在一些实施方式中，生物标记物的表达量系藉由下列测量或测定：多分析物特性 

测定、放射性免疫测定(RIA)、西方印迹分析试验、免疫荧光分析、酵素免疫分析、酵素连接 

免疫吸附试验(ELISA)、免疫沉降试验、化学发光试验、免疫组织化学试验、斑点印迹法或狭 

缝印迹法。在一些其中该等分析试验使用抗体的实施方式中，该抗体系经可检测地标记。在 

一些实施方式中，该标记系选自免疫荧光标记、化学发光标记、磷光标记、酵素标记、放射标 

记、抗生物素蛋白/生物素标记、胶体金粒子、彩色粒子及磁性粒子。

[0033]本发明亦提供一种包含容器的试剂盒，其中该容器包含至少一种用于特异性检测 

本发明的至少一种生物标记物的表达的试剂。在某些实施方式中，该试剂系与本发明的生 

物标记物结合的抗体或核酸探针。

[〇〇34] 在一些实施方式中，试剂盒包含选自SEQ ID Ν0:62至79的多核苷酸。在一些实施 

方式中，试剂盒包含：（a)SEQ ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物、及包含SEQ 
ID Ν0:64的探针；（b)SEQ ID Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物、及包含SEQ ID 
Ν0:67的探针；（c)SEQ ID Ν0:68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物、及包含SEQ ID NO: 

70的探针；（d)SEQ ID Ν0:71的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:73 

的探针；（e)SEQ ID Ν0:74的正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:76的 

探针；以及（f)SEQ ID Ν0:77的正向引物、SEQ ID Ν0:78的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:79 

的探针。

[0035]本发明的方式或实施方式系以马库什群组或其他选择性形式的群组描述，本发明 

不仅包含被标示为整体的整个群组，但亦包含该群组的个别成员及该主要群组中所有可能 

的亚群，且亦包含不含其中一或多个群组成员的主要群组。本发明亦设想明确排除该申请 

专利的发明中任何群组成员的一或多种。

附图简要说明

[〇〇36]图1A至1H:反应性或非反应性乳房肿瘤的分类。图1A:乳房肿瘤0MP-B34细胞系经 

皮下注射至N0D/SCID小鼠。图1B:乳房肿瘤0MP-B39细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。图 

1C:乳房肿瘤0MP-B44细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。图1D:乳房肿瘤0MP-B59细胞系经 

皮下注射至N0D/SCID小鼠。图1E:乳房肿瘤0MP-B60细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。图 

1F:乳房肿瘤UM-T01细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。图1G:乳房肿瘤UM-T03细胞系经皮 

下注射至N0D/SCID小鼠。图1H:乳房肿瘤UM-PE13细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。在每 

个实验中，小鼠系经0MP-18R5抗体(-■-)、紫杉醇(taxo 1) (-▲-)、0MP-18R5与taxo 1的组合 

(-▼_)或对照抗体(-•_)治疗。数据以治疗后天数的肿瘤体积(_3)显示。
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[〇〇37]图2:排名前20的基因的表现曲线。

[〇〇38]图3:6种经选择的基因的PCA图。

[〇〇39]图4:6基因生物标记物标签与肿瘤体积比例的相关性。

[0040]图5:根据分类机率分析预测肿瘤反应性。Τ =用于训练组中以建立6基因标签的肿 

瘤。

[0041 ]图6A至6F:预测性生物标记物的活体内验证。图6A:乳房肿瘤0MP-B29细胞系经皮 

下注射至N0D/SCID小鼠。图6B:乳房肿瘤0MP-B71细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。图6C: 

乳房肿瘤0MP-B84细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。图6D:乳房肿瘤0MP-B90细胞系经皮 

下注射至N0D/SCID小鼠。图6E:乳房肿瘤UM-T02细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。图6F: 
乳房肿瘤UM-T06细胞系经皮下注射至N0D/SCID小鼠。在每个实验中，小鼠系经0MP-18R5抗 

体(-■-)、紫杉醇(七&奶1)(-赢-)、01^-181?5与七&1〇1的组合(-'^-)或对照抗体(-#-)治疗。 

数据以治疗后天数的肿瘤体积(_3)显示。

[〇〇42]图7:使用三个公众数据库进行6基因生物标记物标签的族群盛行率预测。

具体实施方式

本发明的详细说明

I.定义

[0043]为了促进对本发明的了解，以下定义一些用语及用词。

[0044]如本文中所使用的用语“生物标记物”可包括但不限于核酸及蛋白以及其变体及 

片段。生物标记物可包括DNA，其包含编码该生物标记物的整个或部分核酸序列或该序列的 

补体序列。可用于本发明的生物标记物核酸被认为是包括DNA及RNA二者，该RNA包含受到关 

注的任何核酸序列的整个或部分序列。生物标记物蛋白被认为是包含该生物标记物蛋白或 

多肽的任一者的整个或部分氨基酸序列。

[0045]本文所使用的用语“抗体”系指免疫球蛋白分子，该免疫球蛋白分子藉由其可变区 

内的至少一个抗原结合部位，识别标靶(例如蛋白、多肽、肽、碳水化合物、多核苷酸、脂质、 

或前述的组合)且与的特异性结合。如本文所使用，该用语包含完整多克隆抗体、完整单克 

隆抗体、单链抗体、抗体片段(诸如?813、？313’、？(313’）2、及?¥片段）、单链?¥(8〇?¥)抗体、多特 

异性抗体诸如双特异性抗体、单特异性抗体、单价抗体、嵌合抗体、人化抗体、人抗体、包含 

抗体的抗原结合部位的融合蛋白，及任何其他包含抗原结合部位的经修饰的免疫球蛋白分 

子，只要该等抗体展现所欲的生物活性。抗体可为下列五种主要免疫球蛋白类型中的任一 

者：IgA、IgD、IgE、IgG及IgM或彼等的亚型（同型）（例如IgGl、IgG2、IgG3、IgG4、IgAl& 
IgA2)，此系根据彼等分别被称为a、S、e、γ、及μ的重链恒定结构域命名。不同类型的免疫球 

蛋白具有不同且广为周知的次单位结构及三维构型。抗体可为未经修饰(naked)或与其他 

分子缀合(conjugated)，该等其他分子包括但不限于毒素及放射性同位素。

[0046]用语“抗体片段”系指完整抗体的部分且系指完整抗体的抗原性决定可变区。抗原 

片段的实例包括但不限于?&13、？&13’、？(&13’）2及?¥片段、线性抗体、单链抗体及自抗体片段 

形成的多特异性抗体。此处所使用的“抗体片段”包含至少一个抗原结合部位或表位结合部 

位。

[0047]抗体的“可变区”用语系指抗体轻链的可变区或抗体重链的可变区（不论单独或组
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合指称）。重链或轻链的可变区通常由四个框架区（FR)及连接该四个框架区的三个互补决 

定区（CDR)组成，该三个CDR又名“超变异区”。各链中的CDR被框架区拉近，导致形成该抗体 

的抗原结合部位。至少有两种技术用于测定CDR:(1)基于跨种序列变异性的方法（S卩Kabat 
et al.,1991,Sequences of Proteins of Immunological Interest,5th Edition, 

National Institutes of Health，Bethesda，MD);及（2)基于抗原-抗体复合物的结晶学研 

究的方法(Al-Lazikani et al. ,1997 J.Mol.Biol. ,273:927-948)。此外，有时该领域组合 

使用这两种技术以测定⑶R。

[0048]此处所使用的用语“单克隆抗体”系指同源性抗体群，其高度特异性识别及结合单 

一抗原性决定簇或表位。此与多克隆抗体相反，多克隆抗体通常包括多种以不同抗原决定 

簇为目标的不同抗体的混合。用语“单克隆抗体”包含完整及全长单克隆抗体，也包含抗体 

片段(例如Fab、Fab’、F(ab’）2、Fv)、单链(scFv)抗体、包含抗体部分的融合蛋白质、及任何 

其他包含抗原结合部位的经修饰的免疫球蛋白分子。另外，“单克隆抗体”系指由许多技术 

制备的该等抗体，该等技术包括但不限于杂交瘤产制、噬菌体选择、重组表达及转基因动 

物。

[0049]此处所使用的用语“人化抗体”系指包含极少化非人序列的系为特定免疫球蛋白 

链、嵌合性免疫球蛋白或其片段的抗体。用于制备人化抗体的方法系该领域所广为周知。 

[0050]如本文所使用的用语“人抗体”系指由人体产制的抗体或具有对应由人体产制的 

抗体的氨基酸序列的抗体。人抗体可利用任何该领域已知的技术制备。

[0051]此处所使用的用语“嵌合抗体”系指其中该免疫球蛋白分子的氨基酸序列系源自 

二或更多个物种的抗体。通常，轻链及重链的可变区皆对应源自一哺乳动物物种（例如小 

鼠、大鼠、兔等）的具有所欲特异性、亲和性及/或结合能力的抗体的可变区，然而该等恒定 

区对应源自另一物种(通常是人)的抗体中的序列。

[〇〇52]此处所使用的用语“亲和性成熟抗体”系指在其一或多个CDR中具有一或多个改变 

的抗体，该改变导致该抗体相较于不具有该等改变的亲代抗体对抗原的亲和性增加。该定 

义亦包括与CDR残基改变一起发生的非CDR残基的改变。较佳的亲和性成熟抗体将具有纳摩 

尔或甚至皮摩尔程度的对标靶抗原的亲和性。亲和性成熟抗体系藉由该领域已知的方法产 

制。例如，包括藉由VH及VL结构域替换、CDR及/或架构残基的随机突变形成、及定点突变形 

成的亲和性成熟技术。

[〇〇53]用语“表位”及“抗原决定簇”在此处可交换使用，系指可被特定抗体辨识且特异性 

结合的抗原部分。当抗原系多肽时，表位可自连续氨基酸或藉由蛋白质的三级折叠并列的 

非连续氨基酸形成。自连续氨基酸形成的表位(又称为线性表位)通常在蛋白质变性时仍被 

保留，然而藉由三级折叠形成的表位(又称为构象表位)通常在蛋白质变性时丧失。表位通 

常包括至少3个及更通常地至少5或8至10个呈独特空间构象的氨基酸。

[〇〇54]用语“选择性结合”或“特异性结合”系指结合剂或抗体以更频繁、更快速、更长时 

间、更高亲和性或上述条件的某些组合与表位、蛋白质或标靶分子反应或结合，相较于可供 

选择的物质包括非相关或相关蛋白。在某些实施方式中，“特异性结合”系指例如抗体以大 

约O.lmM或更低，但通常低于大约1μΜ的KD与蛋白质结合。在某些实施方式中，“特异性结合” 

系指抗体有时以至少约0.1μΜ或更低，有时以至少约0.01μΜ或更低，且有时以至少约1ηΜ或 

更低的KD与标靶结合。由于不同物种的同源性蛋白质之间具有序列一致性，因此特异性结
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合可包括辨识超过一个物种的蛋白质（例如人FZD及小鼠FZD)的抗体。同样地，由于不同蛋 

白的多肽序列的某些区域内具有同源性，因此特异性结合可包括辨识超过一种蛋白（例如 

人FZD1及人FZD7)的抗体(或其他多肽或结合剂）。应了解的是，在某些实施方式中，与第一 

标靶特异性结合的抗体或结合剂可能或可能不与第二标靶特异性结合。因此，“特异性结 

合”不一定需要(虽然可包括)排他性结合（即与单一标靶结合）。因此，在某些实施方式中， 

结合剂与一种以上的标靶特异性结合。在某些实施方式中，多重标靶可能由该剂或抗体上 

的相同的结合部位结合。举例来说，在某些情况下，抗体可能包含二个完全相同的抗原结合 

部位，该二个抗原结合部位各自与二或多个蛋白上的相同表位特异性结合。在某些可供选 

择的实施方式中，抗体可能为双特异性或多特异性，且包含至少二个具有不同特异性的抗 

原结合部位。以非限制性实例而言，双特异性剂可包含一个辨识一个蛋白（例如人FZD)上的 

标靶的结合部位，且另包含第二个辨识第二蛋白（例如人WNT蛋白）上的不同标靶的不同结 

合部位。一般来说(但不必然），所谓的结合系指特异性结合。

[0055]用语“多肽”和“肽”以及“蛋白”在此处可交换使用，这些用语系指任何长度的氨基 

酸的聚合物。该聚合物可为线性或分支，其可能包含经修饰的氨基酸，且其可能被非氨基酸 

中断。该等用语亦包含经天然或人为干预修饰的氨基酸聚合物;例如双硫键形成、糖基化、 

脂化、乙酰化、磷酸化或任何其他操纵或修饰，诸如与标记成份缀合。该定义亦包括例如包 

含一或多个氨基酸类似物(包括例如非天然氨基酸）的多肽，以及包含本领域公知的其他修 

饰的多肽。应了解的是，由于本发明的多肽可能以抗体为主，因此在某些实施方式中，该多 

肽可能为单链或相连的链(例如二聚体）。

[0056]用语“多核苷酸”及“核酸”在此处可交换使用，系指任何长度的核苷酸的聚合物， 

包括DNA及RNA。该核苷酸可为脱氧核糖核苷酸、核糖核苷酸、经修饰的核苷酸或碱基及/或 

彼等的类似物，或任何可藉由DNA或RNA聚合酶被纳入聚合物中的底物。

[〇〇57] “高严谨度的条件”可识别为下列条件：（1)采用低离子张力及高温清洗，例如于50 

°C的15mM氯化钠/1.5mM柠檬酸钠/0.1 %十二基硫酸钠；（2)在杂交期间采用变性剂，诸如甲 

酰胺，例如42 °C的具有0.1 %牛血清白蛋白/0.1 % Ficol 1/0.1 %聚乙烯基吡咯烷酮/50mM磷 

酸钠缓冲液的于pH 6.5的5χ SSC(0.75M NaCl，75mM柠檬酸钠）中的50% (体积/体积）甲酰 

胺；或⑶于杂交期间采用42°C于5χ SSC中的50%甲酰胺、50mM磷酸钠(pH 6.8)、0.1 %焦磷 

酸钠、5χ丹哈德(Denhardt ’ s)溶液、经超声波处理的鲑鱼精子DNA(50yg/ml)、0.1 % SDS及 

10 %硫酸葡聚糖，于42°C以0.2χ SSC及50 %甲酰胺清洗，之后于55°C以含有EDTA的0 . lx 
SSC进行清洗。

[0058]在提及二或多个核酸或多肽时，用语“一致”或百分比“一致性”系指当二或多个序 

列或子序列经比较及比对(需要时导入间格）以达最高对应性且不把任何保守性氨基酸取 

代当作序列一致性的部分时，该二或多个序列或子序列系相同或具有相同的特定百分比的 

核苷酸或氨基酸残基。该百分比一致性可利用序列比较软件或算法测量，或藉由目视检查 

测量。多种可被用于取得氨基酸或核苷酸序列比对的算法及软件系该领域所广为周知。该 

等算法及软件包括但不限于BLAST、ALIGN、Megalign、BestFit、GCG Wisconsin软件包及彼 

等的变化性产品。在一些实施方式中，本发明的二个核酸或多肽系实质上一致，表示当彼等 

经比较或比对以达最高对应性时，利用序列比较算法或目视检查得知彼等具有至少70%、 

至少75%、至少80%、至少85%、至少90%且在一些实施方式中至少95%、96%、97%、98%、
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99%的核苷酸或氨基酸残基一致性。在一些实施方式中，一致性存在于至少约10、至少约 

20、至少约40至60残基、至少约60至80残基长度或介于之间的任何整数长度的序列区域。在 

一些实施方式中，一致性存在于60至80残基以上的更长区域，诸如至少约80至100残基，且 

在一些实施方式中该等序列系与经比较的全长序列诸如核苷酸序列的编码区域实质上一 

致。

[0059] “保守性氨基酸取代”系指其中一个氨基酸残基被另一个具有类似侧链的氨基酸 

残基取代的取代。具有类似侧链的氨基酸残基群系于该领域中定义，包括碱性侧链(例如赖 

氨酸、精氨酸、组氨酸）、酸性侧链(例如天冬氨酸、谷氨酸）、不带电极性侧链(例如甘氨酸、 

天冬酰胺、谷氨酰胺、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸）、非极性侧链(例如丙氨酸、缬氨 

酸、亮氨酸、异亮氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、色氨酸）、P_分支侧链(例如苏氨酸、缬 

氨酸、异亮氨酸)及芳香族侧链(例如酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、组氨酸）。举例来说，以苯丙 

氨酸取代酪氨酸系保守性取代。较佳地，本发明的多肽及抗体的序列中的保守性取代不废 

除含有该氨基酸序列的多肽或抗体与该多肽或抗体原本所结合的抗原的结合。识别不消除 

抗原结合性的核苷酸及氨基酸保守性取代的方法系该领域所广为周知。

[〇〇6〇]此处所使用的用语“载体”系指建构物，该建构物能在宿主细胞中递送及通常表达 

一或多种感兴趣的基因或序列。载体的实例包括但不限于病毒性载体、裸DNA或RNA表达载 

体、质粒载体、粘粒载体、噬菌体载体、与阳离子缩合剂有关的DNA或RNA表达载体，及包封于 

脂质粒中的DNA或RNA表达载体。

[0061]此处使用的用语“可溶性受体”系指受体蛋白在该受体的第一跨膜结构域之前的 

胞外结构域(或其片段），其可以可溶形式自细胞分泌。通常此为该受体蛋白的N端部分。 

[〇〇62]此处使用的用语“FZD可溶性受体”或“可溶性FZD受体”系指FZD受体蛋白在该受体 

的第一跨膜结构域之前的N端胞外片段，其可以可溶形式自细胞分泌。包含整个N端胞外域 

(ECD)的FZD可溶性受体以及较小片段系由该用语涵盖。因此，包含FZD Fri结构域的FZD可 

溶性受体亦包括于此用语中。

[0063]经“分离”的多肽、抗体、多核苷酸、载体、细胞或组成物系呈现未见于天然中的形 

式的多肽、抗体、多核苷酸、载体、细胞或组成物。经分离的多肽、抗体、多核苷酸、载体、细胞 

或组成物包括该些经纯化至一定程度而使彼等不再以见于天然中的形式存在者。在一些实 

施方式中，经纯化的多肽、抗体、多核苷酸、载体、细胞或组成物系实质上纯的。

[〇〇64]此处所使用的用语“实质上纯的”系指其为至少50%纯的（即不含污染物）、至少 

90 %纯的、至少95 %纯的、至少98 %纯的或至少99 %纯的物质。

[〇〇65]此处所使用的用语“癌”及“癌性”系指称或描述哺乳动物的生理状况，其中细胞群 

具有未受调节的细胞生长的特征。癌的实例包括但不限于癌(carcinoma)、胚细胞瘤、肉瘤 

及血液性癌诸如淋巴瘤及白血病。

[0066]此处所使用的用语“肿瘤”及“瘤(neoplasm)”系指任何由过度细胞生长或增生所 

导致的组织团块，不论是良性(非癌性)或包括癌前性病灶的恶性(癌性）。

[0067]此处所使用的用语“转移”系指癌藉以自原发部位扩散或转移至身体其他区域且 

在新位置发展类似癌性病灶的过程。“转移”或“转移性”细胞系指与邻近细胞丧失黏着接触 

且(例如经由血流或淋巴）自疾病的原发部位移动至继发性部位的细胞。

[0068]用语“癌干细胞”、“CSC”、“肿瘤干细胞”及“肿瘤起始细胞”在此处可交换使用，系
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指源自癌或肿瘤且具有下列特性的细胞：（1)具有广泛增生能力，（2)能进行不对称细胞分 

裂以产生一或多种类型的经分化的细胞后代，其中该经分化的细胞具有减少及/或受限的 

增生或发育能力，及(3)能进行对称细胞分裂以自我更新或自我维持。这些特性授予癌干细 

胞在连续移植至免疫不全宿主(例如小鼠）时能形成或建立肿瘤或癌的能力，大部分肿瘤细 

胞无法形成肿瘤。癌干细胞以混乱方式进行自我更新及分化，以形成具有异常细胞类型的 

肿瘤，该细胞类型可在将来突变发生时改变。

[0069]用语“癌细胞”及“肿瘤细胞”系指源自癌或肿瘤或癌前病灶的整体细胞族群，包括 

非肿瘤发生性细胞(其包含大部分的肿瘤细胞族群)及肿瘤发生性干细胞(癌干细胞）。此处 

使用的用语“癌细胞”或“肿瘤细胞”当仅用于指称该些缺乏更新及分化能力的细胞时，将由 

用语“非肿瘤发生性”修饰以区别该些肿瘤细胞与癌干细胞。

[0070]此处所使用的用语“肿瘤发生性”系指癌干细胞的功能特性，包括自我更新（导致 

额外的肿瘤发生性癌干细胞)及增生以产生所有其他肿瘤细胞（导致经分化及因此非肿瘤 

发生性肿瘤细胞)的特性。

[0071]此处所使用的用语“肿瘤发生性”系指源自肿瘤的随机细胞样本在连续移植至免 

疫不全宿主(例如小鼠）时形成明显肿瘤的能力。此定义亦包括当连续移植至免疫不全宿主 

(例如小鼠）时形成明显肿瘤的经富集及/或经分离的癌干细胞族群。

[0072]用语“病患”系指任何动物(例如哺乳动物），包括但不限于人、非人灵长动物、犬、 

猫、嚿齿动物及该类似动物，该动物将成为特定治疗的接受者。通常，关于人病患的用语“病 

患”及“个体”在此处可交换使用。

[〇〇73]用语“医药上可接受”系指经美国联邦政府的管理机关或州政府核准(或可核准) 

或经明列于美国药典或其他普遍公认的药典中以用于动物(包括人)的产品或化合物。 

[〇〇74]用语“医药上可接受的赋形剂、载体或佐剂”或“可接受的医药载体”系指可与本发 

明的至少一种剂(例如抗体)一起投予至个体的赋形剂、载体或佐剂，且该赋形剂、载体或佐 

剂不破坏该剂的活性。该赋形剂、载体或佐剂当与足以达到治疗效应的剂量的剂一起投予 

时应不具毒性。

[〇〇75]用语“有效量”或“治疗有效量”或“治疗效应”系指有效“治疗”个体或哺乳动物的 

疾病或疾患的结合剂、抗体、多肽、多核苷酸、小型有机分子或其他药物的量。以癌为例，药 

物(例如抗体)的治疗有效量具有治疗效应且因此可减少癌细胞的数量;降低肿瘤发生性、 

肿瘤发生频率、或肿瘤发生能力;减少癌干细胞的数量或频率;减少肿瘤大小;减少癌细胞 

群;抑制及/或停止癌细胞浸润至外围器官包括例如癌扩散至软组织及骨；抑制及/或停止 

肿瘤或癌细胞转移;抑制及/或停止肿瘤或癌细胞生长；缓解一或多种与癌相关的症状的严 

重程度；减少发病率及死亡率;促进生活质量;或该等效应的组合。以该剂举例来说抗体预 

防现存癌细胞生长及/或杀死现存癌细胞的方面而言，其可被称为细胞静止性及/或细胞毒 

性。

[0076]用语“治疗”或“缓和”系指1)治疗性措施，该措施治愈、减缓、减轻经诊断的病理状 

况或疾患的症状及/或停止该经诊断的病理状况或疾患的进展及2)预防性或防范性措施， 

该措施预防或减缓标靶病理状况或疾患的发展。因此该些需要治疗者包括该些已经诊断为 

罹患该疾患者、该些易于罹患该疾患者，以及该些欲预防该疾患者。在一些实施方式中，个 

体系经本发明的方法成功“治疗”，若该病患显示下列一或多项:癌细胞的数量减少及/或完
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全消失；肿瘤大小减少；肿瘤生长的抑制;抑制及/或缺乏癌细胞浸润至外围器官包括癌细 

胞扩散至软组织及骨;抑制及/或缺乏肿瘤或癌细胞转移；抑制及/或缺乏癌生长;缓解一或 

多种与该特定癌相关的症状；减少发病率及死亡率;改善生活质量；减少肿瘤发生性；减少 

癌干细胞的数量或频率;或该等效应的一些组合。

[〇〇77]如本揭示内容及权利要求书中所使用者，单数形式的“一”（a，an)及“该”（the)包 

含复数形式除非上下文另外清楚地说明。

[0078]应了解的是，只要此处的实施方式系以用语“包含”描述，其亦提供其他以“由... 

组成”及/或“实质上由...组成”的用语所描述的类似实施方式。也应了解的是，只要此处的 

实施方式系以用语“实质上由...组成”描述，其亦提供其他以“由...组成”的用语所描述的 

类似实施方式。

[0079]当使用于此处诸如“A及/或B”的词组中，用语“及/或”系意图包括A及B两者、A或B、 

Α(单独)及Β(单独）。同样地，使用于词组诸如“A、B及/或C”中的用语“及/或”系意图包含下 

列实施方式中的各者:A、B及C;A、B或C;A或C;A或Β;Β或C;A及C;A及Β;Β及C;A(单独）；Β(单 

独）；及C(单独）。

II.使用预测性生物标记物的方法

[0080]本文中提供用于鉴别、分类及/或选择可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应（“敏感 

性”）或无反应（“抗性”）的肿瘤及/或癌症病患的方法。此外，提供用于治疗可能对治疗有反 

应、经预测为对治疗有反应及/或已经鉴别为对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的癌症病患的 

方法。

[0081 ]本文中提供一种鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的人肿瘤的方 

法，该方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标 

记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CRBP2、WIF1& 

DKK1中的一或多种；以及(c)根据该等生物标记物的表达量，鉴别该肿瘤为可能对治疗有反 

应或无反应。在一些实施方式中，一种鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的 

人肿瘤的方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生 

物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CRBP2、 

WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化 

表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂有反应，且 

阴性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂无反应。

[0082]本文中提供一种分类人肿瘤为可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的方 

法，该方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标 

记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1& 

DKK1中的一或多种；以及(c)根据该等生物标记物的表达量，分类该肿瘤为可能对治疗有反 

应或无反应。在一些实施方式中，一种分类人肿瘤为可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或 

无反应的方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生 

物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、 

WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的生物标记物的标准化表达， 

计算判定值;其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂有反应，且阴性判 

定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂无反应。
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[〇〇83]本文中提供一种测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的反应性(敏感性）的方法， 

该方法包含：（a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记 

物的表达量，其中该生物标记物标签包含基因FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的 

一或多种；以及(c)根据该等生物标记物的表达量，测定该肿瘤对治疗的反应性。在一些实 

施方式中，一种测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的反应性或敏感性的方法包含：（a)获 

得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该 

生物标记物标签包含基因FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根 

据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显 

示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂有反应。

[0084]本文中提供一种鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的癌症病患的方法，该 

方法包含：（a)获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记 

物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1& 

DKK1中的一或多种；以及（c)根据该等生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病 

患。在一些实施方式中，一种鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的癌症病患的方法包 

含：（a)获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表 

达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的 

一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定 

值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对该Wnt途径抑制剂的治疗有反应。在一些实施 

方式中，该方法另包含当该病患的肿瘤样本具有阳性判定值，选择该病患以接受治疗。在一 

些实施方式中，本方法另包含对该病患投予治疗有效量的Wnt途径抑制剂。

[0085]本文中提供一种选择癌症病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的方法，该方法包含:

(a) 获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达 

量，其中该生物标记物标签包含生物标记物?8乂12、0^)2、1^01]、(^8?2、1正1及01(1(1中的一 

或多种；（c)根据该等生物标记物的表达量，选择该将接受治疗的病患。在一些实施方式中， 

一种选择癌症病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的方法包含：（a)获得该病患肿瘤的样本;

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包 

含生物标记物?8乂12、0^)2、1^01]、0^?2、1正1及01«1中的一或多种；（(3)根据该生物标记物 

标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值；以及(d)当该病患的肿瘤样本具有阳 

性判定值，选择该病患以接受治疗。在一些实施方式中，本方法另包含对该病患投予治疗有 

效量的Wnt途径抑制剂。

[0086]本文中提供一种治疗病患的癌症的方法，其包含：（a)鉴别该病患是否可能对Wnt 
途径抑制剂的治疗有反应，其中该鉴别包含：（i)获得该病患癌症的样本；（ii)测量该样本 

中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物 

卩8父12、0：冊2、1^01]、0^?2、1正1及01«1中的一或多种；以及（^1)根据该等生物标记物的表 

达量，鉴别可能对治疗有反应的病患；以及(b)对该可能对治疗有反应的病患投予有效量的 

Wnt途径抑制剂。在一些实施方式中，一种治疗病患的癌症的方法包含：（a)鉴别该病患是否 

可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应，其中该鉴别包含：（i)获得该病患癌症的样本；（ii)测 

量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物 

标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以及（i i i)根据该标签中的生
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物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对治疗有反 

应;以及(b)对该经预测为对治疗有反应的病患投予有效量的Wnt途径抑制剂。

[0087]在另一方面中，本发明提供一种治疗病患的癌症的方法，其包含:对该病患投予有 

效量的Wnt途径抑制剂，其中根据病患肿瘤样本中生物标记物标签的表达量，该病患系经预 

测为对该Wnt抑制剂治疗有反应，其中该标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、 

WIFI及DKK1中的一或多种。在一些实施方式中，一种治疗病患的癌症的方法包含:对该病患 

投予有效量的Wnt途径抑制剂;其中根据由病患肿瘤样本中生物标记物标签的生物标记物 

的标准化表达的加权总和所计算的阳性判定值，该病患系经预测为对治疗有反应，其中该 

生物标记物组包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种。

[〇〇88]本文中提供一种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的可能性的方法，其包含：（a)鉴 

别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的肿瘤，其中该鉴别包含：（i)获得该 

病患癌症的样本；（ii)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该 

生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK 1中的一或多种；以 

及（iii)根据该等生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患；以及(b)对该病患 

投予有效量的Wnt途径抑制剂。在一些实施方式中，一种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的 

可能性的方法包含：（a)鉴别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的肿瘤，其 

中该鉴别包含：（i)获得该病患癌症的样本；（i i)测量该样本中的生物标记物标签的各生物 

标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1 

及DKK1中的一或多种；以及(iii)根据该生物标记物标签中的生物标记物的标准化表达，计 

算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对治疗有反应；以及(b)对肿瘤具有阳性 

判定值的病患投予有效量的该Wnt途径抑制剂。

[〇〇89]在另一方面中，本发明提供一种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的可能性的方法， 

其包含:对病患投予有效量的Wnt途径抑制剂;其中根据病患肿瘤样本中生物标记物标签的 

表达量，该病患系经鉴别为可能对该Wnt抑制剂治疗有反应，其中该标签包含生物标记物 

卩8父12、0：冊2、冊01]、(^8?2、1正1及01(1(1中的一或多种。在一些实施方式中，一种增加11^途 

径抑制剂的有效治疗的可能性的方法包含:对病患投予有效量的Wnt途径抑制剂;其中根据 

由病患肿瘤样本中生物标记物标签的生物标记物的标准化表达的加权总和所计算的阳性 

判定值，该病患系经鉴别为可能对治疗有反应，其中该生物标记物组包含生物标记物 

卩8父12、0：冊2、1^01]、0^?2、1正1及01«1中的一或多种。在一些实施方式中，该病患系经鉴别 

为可能对Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合治疗有反应。在一些实施方式中，该方法包 

含对该病患投予该Wnt途径抑制剂与太平洋紫杉醇的组合。

[0090]本文中提供一种用于鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的人肿瘤 

的用途，其中该用途包含(a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的 

各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、 

CRBP2、WIF 1及DKK 1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的生物标记物的标准 

化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wn t途径抑制剂有反应， 

且阴性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂无反应。

[0091]本文中提供一种用于分类可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的人肿瘤 

的用途，其中该用途包含(a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的
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各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、 

CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的生物标记物的标准 

化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wn t途径抑制剂有反应， 

且阴性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂无反应。

[〇〇92]本文中提供一种用于测定人肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的敏感性的用途，其中 

该用途包含(a)获得该人肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物 

的表达量，其中该生物标记物标签包含基因？8乂12、0^)2、1^01]、(^8?2、1正1及01(1(1中的一 

或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值; 

其中阳性判定值显示该肿瘤系经预测为对该Wnt途径抑制剂有反应。

[〇〇93]本文中提供一种用于鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的癌症病患的用 

途，其中该用途包含(a)获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各 

生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RHOU、CTBP2、 

WIF 1及DKK 1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化 

表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对该Wnt途径抑制剂的治疗有反 

应。在一些实施方式中，该用途另包含当该病患的肿瘤样本具有阳性判定值，选择该病患以 

接受治疗。在一些实施方式中，该用途另包含对该病患投予治疗有效量的Wnt途径抑制剂。 

[〇〇94]本文中提供一种用于选择癌症病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的用途，其中该 

用途包含(a)获得该病患肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物 

的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1 

中的一或多种；（c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定 

值；以及(d)当该病患的肿瘤样本具有阳性判定值，选择该病患以接受治疗。在一些实施方 

式中，该用途另包含对该病患投予治疗有效量的Wnt途径抑制剂。

[0095]本文中提供一种用于治疗病患的癌症的用途中的Wnt途径抑制剂，该用途包含： 

(a)鉴别该病患是否可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应，其中该鉴别包含：（i)获得该病患 

癌症的样本；（ii)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物 

标记物标签包含生物标记物？8乂12、(：0_2、1^01]、(^8?2、11?1及01(1(1中的一或多种；以及 

(ii i)根据该标签中的生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患 

系经预测为对治疗有反应；以及(b)对该经预测为对治疗有反应的病患投予有效量的Wnt途 

径抑制剂。

[0096]本文中提供一种增加Wnt途径抑制剂的有效治疗的可能性的用途，该用途包含： 

(a)鉴别病患是否具有可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应的肿瘤，其中该鉴别包含：（i)获 

得该病患癌症的样本；（ii)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其 

中该生物标记物标签包含生物标记物?8乂12、0：_2、1^01]、(^8?2、11?1及01(1(1中的一或多 

种；以及（iii)根据该生物标记物标签中的生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳 

性判定值显示该病患系经预测为对治疗有反应；以及(b)对肿瘤具有阳性判定值的病患投 

予有效量的该Wnt途径抑制剂。

[0097]本文中提供一种用于治疗经鉴别为对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的病患的 

癌症的用途的Wnt途径抑制剂，其中鉴别该病患包含：（i)测量自该病患获得的癌症样本中 

的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物
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FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及（ii)根据该特征中的该等生物 

标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对该治疗有反 

应。

[〇〇98]本文中提供一种用于治疗病患的癌症的Wnt途径抑制剂，其中该病患系经计算为 

具有阳性判定值者，该判定值系根据该病患的癌症样本中的生物标记物标签的各生物标记 

物的标准化表达计算，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RHOU、CTBP2、 

WIF1及DKK1中的一或多种。

[0099]在本文所述的方法的一些实施方式中，该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、 

0：冊2、冊01]、0^?2、1正1及01«1中的两种或两种以上。在一些实施方式中，该生物标记物标 

签包含生物标记物?8乂12、0：冊2、1^01]、(^8?2、11?1及01(1(1中的三种或三种以上。在一些实 

施方式中，该生物标记物标签包含生物标记物?8乂12、0：冊2、1^01]、0^?2、11?1及01«1中的 

四种或四种以上。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、 

RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的五种或五种以上。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含 

FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签系由FBXW2、 

0^)2、冊01]、0^?2、1正1及01«1组成。

[〇1〇〇] 在一些实施方式中，该生物标记物标签除了生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、 

CTBP2、WIF1及DKK1中的至少一者之外，还包含一或多种额外的生物标记物。在一些实施方 

式中，该生物标记物标签除了生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的至少 

一者之外，还包含一或多种额外的选自表2所列的基因的生物标记物。在一些实施方式中， 

该生物标记物标签除了生物标记物?8乂12、0^)2、1^01]、0^?2、1正1及01(1(1中的至少一者之 

夕卜，还包含生物标记物 EP300、CTBP1、WNT6、WNT9A、SNT3、FZD2、FZD7、APC、TLE2、DVL2、PITX2、 

WISP1、GSK3B及LEF1中的一或多种。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含生物标记物 

卩8父12、0：冊2、冊01]、0^?2、11?1、01«^?300及0^?1中的一或多种。在一些实施方式中，该 

生物标记物标签包含生物标记物 FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1、DKK1、EP300、CTBP1、 

■丁6、顆了3小202、厶卩(：、1'1^2、0¥12、？打父2、¥15?1、651(38、顆了9厶、卩207及1^卩1中的一或多种。 

[0101]在本文所述的方法的一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2。在一些实施 

方式中，该生物标记物标签包含CCND2。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含RH0U。在 

一些实施方式中，该生物标记物标签包含CTBP2。在一些实施方式中，该生物标记物标签包 

含WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含DKK1。

[〇1〇2]在本文所述的方法的一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2及CCND2。在 

一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2及RH0U。在一些实施方式中，该生物标记物 

标签包含FBXW2及CTBP2。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2及WIF1。在一些 

实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签 

包含CCND2及RH0U。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含CCND2及CTBP2。在一些实施 

方式中，该生物标记物标签包含CCND2及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含 

CCND2及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含RH0U及CTBP2。在一些实施方式 

中，该生物标记物标签包含RH0U及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含RH0U及 

DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含CTBP2及WIF1。在一些实施方式中，该生物 

标记物标签包含CTBP2及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含WIF1及DKK1。
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[〇1〇3]在本文所述的方法的一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2及 

RH0U。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2及CTBP2。在一些实施方式 

中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包 

含FBXW2、CCND2及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、RH0U及CTBP2。在 

一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、RH0U及WIF1。在一些实施方式中，该生物标 

记物标签包含FBXW2、RH0U及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CTBP2 

及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CTBP2及DKK1。在一些实施方式 

中，该生物标记物标签包含FBXW2、WIF1及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含 

CCND2、RH0U及CTBP2。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含CCND2、FBXW2、RH0U及 

WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含CCND2、RH0U及DKK1。在一些实施方式中， 

该生物标记物标签包含CCND2、CTBP2及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含 

CCND2、CTBP2及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含CCND2、WIF1及DKK1。在一 

些实施方式中，该生物标记物标签包含RH0U、CTBP2及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记 

物标签包含RH0U、CTBP2及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含RH0U、WIF1及 

DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含CTBP2、WIF1及DKK1。

[〇1〇4] 在本文所述的方法的一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2、RH0U 
及CTBP2。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2、FBXW2、RH0U及WIFI。在 

一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2、RH0U及DKK1。在一些实施方式中，该 

生物标记物标签包含FBXW2、RH0U、CTBP2及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包 

含FBXW2、RH0U、CTBP2及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CTBP2、 

WIF1及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含0^)2、冊01]、0^?2及1正1。在一些 

实施方式中，该生物标记物标签包含CCND2、RH0U、CTBP2及DKK1。在一些实施方式中，该生物 

标记物标签包含CCND2、CTBP2、WIF1及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含 

RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1。在一些实施方式中，该些生物标记物标签中的任一者可包含一或 

多种额外的生物标记物。

[0105]在本文所述的方法的一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2、 

RH0U、CTBP2及WIF1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2 

及DKK1。在一些实施方式中，该生物标记物标签包含卩8112、〇^)2、〇^?2、11卩1及01(1(1。在一 

些实施方式中，该生物标记物标签包含卩8112、(：0冊2、冊01]、11卩1及01(1(1。在一些实施方式 

中，该生物标记物标签包含?8乂12、冊01]、(^8?2、11?1及01(1(1。在一些实施方式中，该生物标 

记物标签包含 CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1 及DKK 1。

[0106]在一些实施方式中，该样本包括但不限于任何临床上重要的组织样本，诸如肿瘤 

活体样本、核心活体组织样本、细针抽吸样本、毛囊或体液样本如血液、血浆、血清、淋巴液、 

腹水、囊液或尿液。在一些实施方式中，该样本系取自具有肿瘤或癌的病患。在一些实施方 

式中，该样本系原发性肿瘤。在一些实施方式中，该样本系转移性肿瘤。该样本可能采集自 

人或非人哺乳动物，诸如小鼠、大鼠、非人灵长动物、犬、猫、反刍动物、猪或绵羊。在一些实 

施方式中，样本系在多重时间点自个体采集，例如治疗前、治疗期间及/或治疗后。在一些实 

施方式中，样本系自个体的不同部位采集，例如来自原发性肿瘤的样本及来自远处位置的 

转移的样本。
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[0107]在一些实施方式中，该样本系经石蜡包埋固定的组织样本。在一些实施方式中，该 

样本系经福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)组织样本。在一些实施方式中，该样本系新鲜组 

织(例如肿瘤)样本。在一些实施方式中，该样本系冷冻组织样本。在一些实施方式中，该样 

本系新鲜冷冻(FF)组织(例如肿瘤)样本。在一些实施方式中，该样本系自流体分离的细胞。 

在一些实施方式中，该样本包含循环肿瘤细胞(CTC)。在一些实施方式中，该样本系档案组 

织样本。在一些实施方式中，该样本系具有已知诊断、治疗及/或结果病史的档案组织样本。 

在一些实施方式中，该样本系组织块(block oftissue)。在一些实施方式中，该样本系分散 

细胞。在一些实施方式中，该样本大小系约1个细胞至约1 X 1〇6个细胞或更多。在一些实施 

方式中，该样本大小系约10个细胞至约1 X 1〇5个细胞。在一些实施方式中，该样本大小系约 

10个细胞至约10，〇〇〇个细胞。在一些实施方式中，该样本大小系约10个细胞至约1，〇〇〇个细 

胞。在一些实施方式中，该样本大小系约10个细胞至约100个细胞。在一些实施方式中，该样 

本大小系约1个细胞至约10个细胞。在一些实施方式中，该样本大小系单一细胞。

[0108] 在一些实施方式中，该样本系处理成DNA或RNA。在一些实施方式中，RNA系自该样 

本分离。在一些实施方式中，mRNA系自该样本分离。在一些实施方式中，RNA系藉由涉及细胞 

溶解及使其中所含的蛋白变性的程序自细胞分离。在一些实施方式中，添加DNA酶以移除 

DNA。在一些实施方式中，添加RNA酶抑制剂至溶解缓冲液。在一些实施方式中，在该程序中 

加入蛋白变性/分解的步骤。用于制备全RNA及mRNA的方法系该领域所广为周知，RNA分离试 

剂盒可自商业途径获得(例如RNeasy迷你试剂盒，Qiagen，USA)。在一些实施方式中，RNA系 

由PCR为基础的技术扩增。

[〇1〇9]生物标记物表达量的测定可由任何适当方法进行，包括但不限于基于分析多核苷 

酸表达、测序多核苷酸及/或分析蛋白表达的方法。举例来说，生物标记物表达量的测定可 

藉由检测由受到关注的基因所表达的mRNA的表达及/或藉由检测由该等基因所编码的多肽 

的表达进行。

[0110]经常用于分析多核苷酸的方法包括南方墨点分析、北方墨点分析及原位杂交、RNA 
酶保护分析、及聚合酶连锁反应（PCR)为基础的方法，诸如逆转录聚合酶连锁反应（RT- 

PCR)、定量PCR(qPCR)(亦称为实时PCR)、TaqMan™、TaqMan™低密度阵列(TLDA)、锚定PCR、竞 

争PCR、cDNA末端快速扩增(RACE)、及微阵列分析。RT-PCR是一种可用来比较不同样本中的 

mRNA量，以检测基因表达特性的定量方法。RT-PCR的变型是实时定量PCR，其透过双标记产 

荧光探针(例如TaqMan™探针)测量PCR产物累积。有许多其他熟悉此项技术者已知的以PCR 
为基础的技术，包括但不限于差异性展示、扩增片段长度多型性、BeadArray™技术、高涵盖 

度表达分析(HiCEP)及数字PCR。用于以测序为基础的基因表达分析的代表性方法包括基因 

表达连续分析(SAGE)、大规模平行标签测序(MPSS)、及NexGen测序分析，包括mRNA测序。 

[0111]在某些实施方式中，生物标记物表达系使用qPCR测试测定。例如，自新鲜冷冻(FF) 

组织样本萃取总RNA或自巨观解剖的经福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)组织样本萃取总 

RNA。总RNA的定量及定性系藉由标准分光亮度法及/或其他适当方法（例如Agilent 
Bioanalyzer)进行。在RNA萃取之后，RNA样本系利用标准方法及/或市售cDNA合成试剂盒 

(例如Roche Transcriptor First Strand cDNA合成试剂盒)进行逆转录。所形成的cDNA利 

用例如ABI预扩增试剂盒进行预扩增。生物标记物(例如FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及/ 

或DKK1)的表达系于例如Roche Lightcycler 480系统（Roche Diagnostics)上使用ABI
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TaqMan Gene Expression Mastermix检测。qPCR反应重复进行三次。每次分析时，在未经逆 

转录下分析样本亚群(RT阴性对照）以及在无模板下分析对照样本。每个板上包括通用人参 

考RNA样本以作为阳性对照。自标准参考基因组识别适当的参考基因。选择具有不同细胞功 

能的候选参考基因以消除共调节的风险。最适当的参考基因系使用特定软件及算法评估及 

选择(例如Genex软件;GeNorm及Normfinder算法）。各生物标记物的表达量利用该经选择的 

最佳参考基因加以正常化。在一些实施方式中，各生物标记物的这些经正常化(或标准化） 

的表达值被用来计算该样本的判定值。在一些实施方式中，各生物标记物的这些经正常化 

(或标准化)的表达值被用来计算表达量。

[0112]在一些实施方式中，生物标记物表达系利用以PCR为基础的分析测定，该分析包含 

各生物标记物（例如FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及/或DKK1)的特定引物及/或探针。如 

本文中所使用，用语“探针”系指能与特定所欲的标靶生物分子选择性结合的任何分子。探 

针可由熟悉此项技术者使用已知技术合成，或可衍生自生物制剂。探针可包括但不限于 

RNA、DNA、蛋白质、肽、适体、抗体及有机分子。用语“引物”或“探针”包含具有特定SEQ ID N0 

序列的寡核苷酸或具有与特定SEQ ID NO互补的序列的寡核苷酸。在一些实施方式中，该探 

针系经修饰。在一些实施方式中，该探针系经淬灭剂修饰。在一些实施方式中，该探针系经 

标记。标记包括但不限于比色标记、荧光标记、化学发光标记或生物发光标记。

[0113]在一些实施方式中，各生物标记物的生物标记物表达系利用特定引物组及探针测 

定。在一些实施方式中，特定引物组系由正向引物及反向引物组成。在一些实施方式中， 

CCND2表达系利用包含序列GCTGTCTCTGATCCGCAAGC(SEQIDN0:62)的多核苷酸、包含序列 

GACGGTGGGTACATGGCAAAC(SEQ ID Ν0:63)的多核苷酸及包含序列 

CCTTCAITGCTCTGTGTGCCACCGAC(SEQIDN0:64)的多核苷酸或彼等的互补物测定。在一些实 

施方式中，CCND2表达系利用序列GCTGTCTCTGATCCGCAAGC(SEQ ID N0:62)的正向引物及序 

列GACGGTGGGTACATGGCAAAC(SEQ ID N0:63)的反向引物测定。在一些实施方式中，CCND2表 

达系利用序列CCTTCATTGCTCTGTGTGCCACCGAC(SEQ ID Ν0:64)的探针测定。

[0114] 在一些实施方式中，CTBP2表达系利用经分离的包含序列ATCCGTGGGGAGACGCTG 
(SEQ ID Ν0:65)的多核苷酸、包含序列CTCGAACTGCAACCGCCTG(SEQ ID Ν0:66)的多核苷酸 

及包含序列CCCGTGCGACCAAAGCCAATGAGG(SEQIDN0:67)的多核苷酸或彼等的互补物测定。 

在一些实施方式中，CTBP2表达系利用序列ATCCGTGGGGAGACGCTG(SEQ ID Ν0:65)的正向引 

物及序列CTCGAACTGCAACCGCCTG(SEQ ID Ν0:66)的反向引物测定。在一些实施方式中， 

CTBP2表达系利用序列CCCGTGCGACCAAAGCCAATGAGG(SEQ ID Ν0:67)的探针测定。

[0115]在一些实施方式中，DKK1表达系利用经分离的包含序列 

GACCATTGACAACTACCAGCCGTA(SEQ ID Ν0:68)的多核苷酸、包含序列 

TGGGACTAGCGCAGTACTCATC(SEQ ID N0:69)的多核苷酸及包含序列TGCCGCACTCCTCGTCCTCTG 
(SEQ ID Ν0:70)的多核苷酸或彼等的互补物测定。在一些实施方式中，DKK1表达系利用序 

列 GACCATTGACAACTACCAGCCGTA(SEQ ID Ν0:68)的正向弓| 物及序列 

TGGGACTAGCGCAGTACTCATC(SEQ ID N0:69)的反向引物测定。在一些实施方式中，DKK1表达 

系利用序列TGCCGCACTCCTCGTCCTCTG(SEQ ID Ν0:70)的探针测定。

[0116] 在一些实施方式中，FBXW2表达系利用包含序列GCCAGITATGATATTCTCAGGGTCA(SEQ 
ID Ν0:71)的多核苷酸、包含序列AGCAGGGCAAAGATATCTCCAAA(SEQ ID Ν0:72)的多核苷酸及
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包含序列AGACTCCTGAGATAGCAAACTTGGCCT(SEQIDN0:73)的多核苷酸或彼等的互补物测 

定。在一些实施方式中，FBXW2表达系利用序列GCCAGTTATGATATTCTCAGGGTCA(SEQ ID NO: 

71)的正向引物及序列AGCAGGGCAAAGATATCTCCAAA(SEQ ID NO:72)的反向引物测定。在一些 

实施方式中，FBXW2表达系利用序列AGACTCCTGAGATAGCAAACTTGGCCT(SEQIDN0:73)的探针 

测定。

[0117] 在一些实施方式中，RH0U1表达系利用包含序列CCCACCGAGTACATCCCTACTG(SEQ ID 
NO: 74)的多核苷酸、包含序列CAGTGTCACAGAGTTGGAGTCTCA(SEQ ID NO: 75)的多核苷酸及包 

含序列CGCCCATCCACAGACACCACCG(SEQIDN0:76)的多核苷酸或彼等的互补物测定。在一些 

实施方式中，RH0U1表达系利用序列CCCACCGAGTACATCCCTACTG (SEQ ID N0:74)的正向引物 

及序列CAGTGTCACAGAGTTGGAGTCTCA(SEQ ID Ν0:75)的反向引物测定。在一些实施方式中， 

RH0U1 表达系利用序列CGCCCATCCACAGACACCACCG(SEQ ID Ν0:76)的探针测定。

[0118] 在一些实施方式中，WIF1表达系利用包含序列GTTCCAAAGGTTACCAGGGAGAC(SEQ ID 
NO: 77)的多核苷酸、包含序列GTTGGGTTCATGGCAGGTTCC(SEQ ID NO: 78)的多核苷酸及包含 

序列CCAGGCTCGCAGACAGGCTTTGAAC(SEQIDN0:79)的多核苷酸或彼等的互补物测定。在一 

些实施方式中，WIF1表达系利用序列GTTCCAAAGGTTACCAGGGAGAC(SEQ ID Ν0:77)的正向引 

物及序列GTTGGGTTCATGGCAGGTTCC(SEQ ID Ν0:78)的反向引物测定。在一些实施方式中， 

WIF1 表达系利用序列CCAGGCTCGCAGACAGGCTTTGAAC(SEQ ID Ν0:79)的探针测定。

[0119] 在本文所述的任何方法的一些实施方式中，FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1& 

DKK1的表达量系利用选自SEQ ID Ν0:62至79的多核苷酸测量。在本文所述的任何方法的一 

些实施方式中，？8乂12、〇：_2、冊01]、(^?2、11?1及01(1(1的表达量系利用下列测量：（3)3已9 

ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:64的探针；（b)SEQ ID 
Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:67的探针；（c)SEQ ID NO: 

68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:70的探针；（d)SEQ ID Ν0:71 

的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:73的探针；（e)SEQ ID Ν0:74的 

正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:76的探针；以及(f)SEQ ID Ν0:77 

的正向引物、SEQ ID NO: 78的反向引物、及包含SEQ ID NO: 79的探针。

[〇12〇] 在一些实施方式中，各生物标记物（例如FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&/S 
DKK1)的表达量系于分开分析(例如6个分析）中测定。在一些实施方式中，所有6个分析中的 

各分析的参考基因及标准化方法系为相同。在一些实施方式中，数种生物标记物（例如 

卩8父12、0^)2、1^01]、0^?2、1正1及/或01«1)的表达量系于单一多重分析中检测。

[0121] 或者，生物标记物表达量可藉由扩增产自mRNA的互补性DNA( cDNA)或互补性RNA 
(cRNA)及使用微阵列分析其加以测定。微阵列技术能够同步分析数千基因的表达。一些不 

同的阵列构造及其产制方法系本领域技术人员所知。此外，微阵列可自商业途径获得(例如 

AfTymetrix基因芯片）或可定制化产制。目前广为使用的微阵列包括cDNA阵列及寡核苷酸 

阵列。通常，受到关注的多核苷酸（例如探针或探针组）系经涂布（plated)或阵列化 

(arrayed)于微芯片基材上。在一些实施方式中，至少10、25、50、100、500、1000、5000、10, 

000、20,000或25,000个或更多基因的探针系经固定于阵列基材上。该基材可为多孔或无孔 

性支撑物，诸如玻璃、塑料或胶体表面。探针可包括DNA、RNA、DNA及RNA的共聚物序列、DNA 
及/或RNA类似物，或彼等的组合。在一些实施方式中，微阵列包括支撑物以及各个别基因的
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结合位点的有序阵列。该等微阵列可为可寻址(addressable)的阵列或位置可寻址的阵列， 

例如阵列的各探针系位于固体支撑物上已知、预先决定的位置，以使各探针的识别可自其 

阵列位置决定。

[0122]在微阵列上的各探针可具有介于10至50,000个核苷酸长度。在一些实施方式中， 

微阵列的探针可由长度小于约1，〇〇〇个核苷酸、小于约750个核苷酸、小于约500个核苷酸、 

小于约250个核苷酸、小于约100个核苷酸、或小于约50个核苷酸的核苷酸序列组成。通常， 

阵列包括阳性对照探针及阴性对照探针。

[0123]在某些实施方式中，生物标记物表达系使用微阵列测定。例如，自新鲜冷冻(FF)组 

织样本萃取总RNA或自巨观解剖的经福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)组织样本萃取总RNA。 

总RNA的定量及定性系藉由标准分光亮度法及/或其他适当技术（例如Agi 1 ent 
Bioanalyzer)进行。在RNA萃取之后，该RNA样本系利用标准方法及/或市售扩增系统(例如 

Ν u G Ε N 0 ν a t i 〇 η R Ν A扩增系统V 2 )扩增。该经扩增的c D Ν A系依照标准程序经切段 

(fragmented)、标记及杂交至微阵列（例如使用NuGEN Encore生物素模块及Affymetrix基 

因芯片阵列）。该阵列系根据微阵列说明经清洗、染色及扫描。微阵列数据系经预先处理，探 

针级强度测量值系经背景校正、正常化及使用Robust多芯片算法(RMA)概述为表达测量值。 

探针量数据系经概述以取得各生物标记物的表达量(例如FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1 

及/或DKK1)。性质参数限值及数据减除技术(例如主成分分析)的组合系应用至数据组以建 

立定性数据及识别可能的异常样本。各生物标记物的这些经正常化(或标准化)的表达值被 

用来计算该样本的判定值。

[0124]在一些实施方式中，生物标记物表达系藉由研究受到关注的基因的蛋白表达加以 

分析。常用的分析蛋白表达的方法包括但不限于以免疫组织化学（IHC)为基础、以抗体为基 

础及以质谱仪为基础的方法。抗体(通常为单克隆抗体)可被用于检测基因产物(例如蛋白 

质）的表达。在一些实施方式中，抗体可藉由直接标示抗体本身加以检测。在其他实施方式 

中，未经标示的一级抗体系与经标示的二级抗体组合使用。免疫组织化学方法及/或试剂盒 

系该领域所广为周知且为市售可得者。

[0125]在一些实施方式中，生物标记物表达系藉由本领域技术人员已知的试验测定，包 

括但不限于多分析物检测试验、酶连接免疫吸附测定(ELISA)、放射性免疫测定、西方印迹 

分析试验、免疫荧光分析、酶免疫分析、免疫沉降试验、化学发光试验、免疫组织化学试验、 

斑点印迹法或狭缝印迹法。在一些实施方式中，当抗体系用于分析中时，该抗体系经可检测 

地标记。该等抗体标记可包括但不限于免疫荧光标记、化学发光标记、磷光标记、酶标记、放 

射标记、抗生物素蛋白/生物素、胶体金粒子、彩色粒子及磁性粒子。

[0126]其他用于分析生物标记物表达的适当方法包括以蛋白质粒为基础的方法。蛋白质 

粒学包括(除其他者外）样本中蛋白表达的整体改变的研究。在一些实施方式中，蛋白质粒 

方法包含下列步骤：（1)藉由2D电泳(2-D PAGE)分离样本中的个别蛋白、（2)识别自胶体回 

收的个别蛋白（例如藉由质谱分析或N端测序）、及(3)利用生物信息学分析数据。在一些实 

施方式中，蛋白质粒方法包含使用组织微阵列(TMA)。组织阵列可根据各种本领域技术人员 

所知的技术建构。在某些实施方式中，手动组织阵列器被用于自由组织样本制备的石蜡块 

移除“核心”。该核心接着被插入另一石蜡块在网格上的指定位置。来自多达约400个样本的 

核心可被插入单一接受块中。所形成的组织阵列可经处理成为薄切片以供分析。在一些实

29



CN 105829547 A 说明书 23/69 页

施方式中，蛋白质粒方法包含抗体微阵列。在一些实施方式中，蛋白质粒方法包含使用质谱 

仪，包括但不限于SELDI、MALDI、电喷洒及表面电浆共振方法。在一些实施方式中，蛋白质粒 

方法包含以珠为基础的技术，包括但不限于呈阵列形式的在珠上的抗体。在一些实施方式 

中，蛋白质粒方法包含反相蛋白微阵列(RPPM)。在一些实施方式中，蛋白质粒方法包含多重 

蛋白分析，包括但不限于全蛋白质粒分析(GPS)方法。

[0127]在一些实施方式中，生物标记物标签系藉由二个样本之间的不同基因表达鉴别。 

在一些实施方式中，生物标记物标签系藉由包含在癌细胞与正常细胞中表达不同的基因的 

二个样本之间的不同基因表达鉴别。在一些实施方式中，生物标记物标签包含在肿瘤发生 

性癌干细胞与非肿瘤发生性癌细胞之间表达不同的基因。在一些实施方式中，生物标记物 

标签包含在对特定治疗有反应的肿瘤细胞与对相同治疗无反应的肿瘤细胞之间表达不同 

的基因。

[0128]在一些实施方式中，表达特性系利用微阵列分析测定。微阵列数据鉴别包含二个 

样本之间类似地及差异地表达的基因的基因特性。在一些实施方式中，表达特性系根据倍 

数表达变化加以改良、过滤及/或细分成生物标记物标签。在一些实施方式中，所有在特定 

倍数表达变化以上的基因皆被包括于生物标记物标签中。倍数表达变化可为增加、减少或 

同时增加及减少。在一些实施方式中，所有具有2倍或以上的表达变化的基因皆被包括于生 

物标记物标签中。在一些实施方式中，所有具有2.5倍或以上的表达变化的基因皆被包括于 

生物标记物标签中。在一些实施方式中，所有具有3倍或以上的表达变化的基因皆被包括于 

生物标记物标签中。在一些实施方式中，所有具有3.5倍或以上的表达变化的基因皆被包括 

于生物标记物标签中。在一些实施方式中，所有具有4倍或以上的表达变化的基因皆被包括 

于生物标记物标签中。

[0129]在一些实施方式中，基因表达特性系根据统计分析加以改良、过滤及/或细分成生 

物标记物标签。统计方法可包括但不限于聚类分析、支持向量机(SVM)分析、支持向量机递 

归特性消除（SVM-RFE)分析、普拉图定标(Platt seal ing)、类神经网络及其他算法。在一些 

实施方式中，基因表达特性系利用t检验分析加以分析。在一些实施方式中，基因表达特性 

系利用成对样本经验贝氏(Baysian)分析加以分析。在一些实施方式中，使用统计分析的组 

合。在一些实施方式中，SVM模型被用于根据训练数据获得判定值。在一些实施方式中，判定 

值系藉由生物标记物组的标准化表达的加权总和加以计算。在一些实施方式中，阳性判定 

值显示肿瘤经预测为有反应者，而阴性判定值显示肿瘤经预测为无反应者。在一些实施方 

式中，有反应者及无反应者的分类机率系利用普拉图定标获得(Platt，1999Advances in 
Large Margin Classifiers，pp.61_74,MIT Press)。普拉图定标可包含使用最大可能性适 

配逻辑分布至藉由例如SVM模型获得的判定值。在一些实施方式中，具有高于0.5的机率的 

肿瘤将被预测为有反应者，而具有低于〇. 5的机率的肿瘤将被预测为无反应者。

[0130]在本文所述的任何方法或用途的一些实施方式中，肿瘤的分类机率(关于有反应 

或无反应的状态)系根据判定值获得。在一些实施方式中，该等机率系藉由适配逻辑回归至 

判定值上获得。在一些实施方式中，具有高于0.5的机率的肿瘤系经预测为有反应者，而具 

有低于0.5的机率的肿瘤系经预测为无反应者。

[0131]在一些实施方式中，生物标记物标签系藉由一系列分析步骤获得。举例来说，来自 

训练组样本的表达数据系得自微阵列分析。数据系经前处理以取得具有特定基因的表达矩
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阵。移除具有近零变异的基因，也移除表达值低于预定量的基因。剩余基因利用SVM-RFE分 

析排序。留一交叉验证(L00CV)方法被用于鉴别及选择最佳预测基因且也用于测量阳性预 

测值(PPV)、阴性预测值(NPV)、敏感性及特异性。

[0132]在一些实施方式中，在样本之间P值为0.01或更小的所有增加表达、减少表达或增 

加及减少表达两者的基因被包括于生物标记物标签中。在一些实施方式中，在样本之间P值 

为0.005或更小的所有增加表达、减少表达或增加及减少表达两者的基因被包括于生物标 

记物标签中。在一些实施方式中，在样本之间P值为0.001或更小的所有增加表达、减少表达 

或增加及减少表达两者的基因被包括于生物标记物标签中。在一些实施方式中，错误拒绝 

率(FDR)为0.25或更小的所有增加表达、减少表达或增加及减少表达两者的基因被包括于 

生物标记物标签中。在一些实施方式中，FDR为0.1或更小、0.01或更小或0.001或更小的所 

有增加表达、减少表达或增加及减少表达两者的基因被包括于生物标记物标签中。

[0133]在一些实施方式中，基因表达特性及/或生物标记物标签系根据统计模型加以改 

良、过滤及/或细分。在一些实施方式中，基因表达特性及/或生物标记物标签系根据存活分 

析模型加以改良、过滤及/或细分。这些模型可包括但不限于卡普兰-迈尔(Kaplan-Meier) 
存活模型、Cox比例模型、Cox比例风险模型、卡方分析、单变量逻辑式回归模型、多变量竞争 

风险模型、线性区别分析模型、参数回归模型及相关分析模型。

[0134]在一些实施方式中，基因表达特性及/或生物标记物标签系利用具有相关临床结 

果的基因表达阵列数据组加以改良、过滤、细分及/或测试。有数个数据库例如Gene 
Express ion Omnibus (GEO)及ArrayExpress包含公众可用的数据组。

[0135]在一些实施方式中，基因表达特性及/或生物标记物标签系利用生物功能参数及/ 

或基因组加以改良。例如，在一些实施方式中，基因表达特性及/或生物标记物标签系利用 

基因组富集分析(GSEA)加以改良（Subramanian et al. ,2005，PNAS, 102:15545-15550)。在 

一些实施方式中，基因表达特性系根据它们预测临床结果的能力加以改良。

[0136]在本文所述的方法的一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系如本文所述的抗FZD抗 

体。在本文所述的方法的一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系与至少一种卷曲（FZD)蛋白 

或其的一部分特异性结合的抗体。在一些实施方式中，该抗FZD抗体与选自下列的至少一种 

FZD蛋白特异性结合:FZD1、FZD2、FZD5、FZD7及FZD8。在其他实施方式中，该抗FZD抗体包含： 

(a)包含GFTFSHYTLS(SEQ ID Ν0:1)的重链CDR1、包含VIS⑶GSYTYYADSVKG(SEQ ID Ν0:2)的 

重链CDR2、及包含NFIKYVFAN(SEQ ID Ν0:3)的重链CDR3,及（b)包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID 
Ν0:4)的轻链CDR1、包含DKSNRPSG(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2、及包含QSYANTLSL(SEQ ID 
NO: 6)的轻链⑶R3。在一些实施方式中，该抗FZD抗体包含重链可变区，该重链可变区含有 

SEQ ID N0:7的氨基酸。在一些实施方式中，该抗FZD抗体包含轻链可变区，该轻链可变区含 

有SEQ ID Ν0:8的氨基酸。在一些实施方式中，该抗FZD抗体包含重链可变区及轻链可变区， 

该重链可变区含有SEQ ID N0:7的氨基酸，该轻链可变区含有SEQ ID N0:8的氨基酸。在一 

些实施方式中，该抗FZD抗体系抗体0MP-18R5。在一些实施方式中，该抗FZD抗体系藉由具有 

美国菌种保存中心(ATCC)保藏编号PTA-9541的质粒编码。在其他实施方式中，该抗FZD抗体 

与保藏于ATCC编号为PTA-9541的质粒所编码的抗体竞争与至少一种人FZD蛋白的特异性结 

合。

[0137]在本文所述的方法的一些实施方式中，该肿瘤系选自乳房肿瘤、肺肿瘤、结肠肿
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瘤、神经胶质瘤、胃肠道肿瘤、肾肿瘤、卵巢肿瘤、肝脏肿瘤、结直肠肿瘤、子宫内膜肿瘤、肾 

脏肿瘤、前列腺肿瘤、甲状腺肿瘤、神经胚细胞瘤、胰脏肿瘤、多形性神经胶质母细胞瘤、子 

宫颈肿瘤、胃肿瘤、膀胱肿瘤、肝肿瘤、黑色素瘤以及头颈肿瘤。在一些实施方式中，该肿瘤 

系乳房肿瘤。在一些实施方式中，该肿瘤系HER2阴性乳房肿瘤。在一些实施方式中，该肿瘤 

系三阴性乳癌(TNBC)肿瘤。

[0138]在本文所述的方法的一些实施方式中，该癌症系选自乳癌、肺癌、结肠癌、神经胶 

质瘤、胃肠道癌、肾癌、卵巢癌、肝脏癌、结直肠癌、子宫内膜癌、肾脏癌、前列腺癌、甲状腺 

癌、神经胚细胞瘤、胰脏癌、多形性神经胶质母细胞瘤、子宫颈癌、胃癌、膀胱癌、肝肿瘤、黑 

色素瘤以及头颈癌。在一些实施方式中，该癌系乳癌。在一些实施方式中，该癌系J1ER2阴性 

乳癌。在一些实施方式中，该癌系三阴性乳癌(TNBC)。

[0139]在本文所述的方法的一些实施方式中，该方法包含以本文所述的Wnt途径抑制剂 

(例如抗FZD抗体）治疗病患，特别是在病患已被鉴别为对Wnt途径抑制剂的治疗有反应之 

后。在一些实施方式中，该治疗包含投予至少一种额外治疗剂与Wnt途径抑制剂的组合。额 

外的治疗剂可于投予该Wnt途径抑制剂之前、的同时及/或之后投予。在一些实施方式中，该 

至少一种额外治疗剂包含1、2、3或更多种额外的治疗剂。

[〇14〇]有用类别的治疗剂包括例如抗微管蛋白剂、耳抑素、DNA次要凹槽结合剂、DNA复制 

抑制剂、烷化剂(例如铂复合物诸如顺铂(cisplatin)、单(铂）、二(铂)及三核铂复合物及卡 

钼(carboplatin))、蒽环类(anthracycline)、抗生素、抗叶酸剂、抗代谢物、化学疗法致敏 

剂、双联霉素（(1110〇31'1117〇；[11)、依托泊苷（61：(^0 8；[(16)、氟化啼啶、离子载体、莱克西托素 

(lexitropsin)、亚硝基尿素、普拉汀诺(platinol)、噪呤抗代谢物、噪呤霉素(puromycin)、 

放射线致敏剂、类固醇、紫杉烷、拓扑异构酶抑制剂、长春花生物碱或该类似物。在某些实施 

方式中，第二治疗剂系烷化剂、抗代谢物、抗有丝分裂剂、拓扑异构酶抑制剂或血管生成抑 

制剂。

[0141] 可与该Wnt途径抑制剂组合投予的治疗剂包括化学治疗剂。因此，在一些实施方式 

中，该方法或治疗牵涉投予本发明的Wnt途径抑制剂与化学治疗剂或多种不同化学治疗剂 

的鸡尾酒组合的组合。Wnt途径抑制剂（例如抗FZD抗体）的治疗可发生于投予化学治疗之 

前、的同时或之后。组合投予可包括于单一医药制剂中共投或利用分开的制剂共投，或以任 

何顺序连续投予但通常在一段期间内以使所有活性剂可同步展现彼等的生物活性。该等化 

学治疗剂的准备及投予计划可根据制造商的说明使用或由经验丰富的医生凭经验决定。该 

等化学治疗的准备及投予计划亦描述于The Chemotherapy Source Book,4th Edition, 
2008,M.C.Perry,Editor,Lippincott,Williams&ffilkinsPhiladelphia,PA〇 

[0142] 可用于本发明的化学治疗剂包括但不限于:烷化剂诸如噻替派(thiotepa)及环磷 

酰胺（cyclophosphamide) (CYTOXAN);焼基磺酸盐诸如白消安（busulfan)、英丙舒凡 

(；[11^1'0 8111€311)及哌泊舒凡（口4〇8111€311);氮丙啶诸如苯多巴(>61120(1(^3)、卡波醌 

(carboquone)、甲基优瑞多巴（meturedopa)及优瑞多巴（uredopa);伸乙亚胺 

(6七1171611；[111；[1168)及甲基三聚氛胺(1116丨1171111613111；[1168)包括阿草特胺(31奸6丨3111；[116)、三亚 

乙基三聚氛胺（triethylenemelamine)、三乙稀磷酰胺（trietylenephosphoramide)、三乙 

稀硫磷酰胺（triethylenethiophosphoramide)及三轻甲基三聚氰胺 

(trimethylolmelamime);氮芥子气诸如氯芥苯丁酸（chlorambucil )、萘氮芥
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(chlornaphazine)、氯磷酰胺(cholophosphamide)、雌二醇氮芥(estramustine)、异环磷酸 

胺（；1：[>08€&111；[(16)、双氯乙基甲胺(1116(3111〇代七11&111；[116)、盐酸氧氮芥(11^(3111〇代七11&111；[116 01；[(16 

hydrochloride)、霉法兰（melphalan)、新氮芥（novembichin)、胆留醇苯乙酸氮芥 

(phenesterine)、松龙苯芥（prednimustine)、氯乙环磷酰胺（trofosfamide)、尿喃啶芥 

(uracil mustard);亚硝基脲（nitrosourea)诸如卡氮芥（carmustine)、卩比葡亚硝脲 

(chi orozo toe in )、福莫司汀（fotemus tine)、罗氮芥（lomus tine)、尼氮芥(nimustine)、雷 

诺氮芥（ranimustine);抗生素诸如阿克拉霉素（aclacinomycin)、放线菌素 

(actinomycin)、安曲霉素（anthramycin)、氮丝氨酉爱（azaserine)、博来霉素（bleomycin)、 

放线菌素以03(^；[1101117(3；[11)、卡利奇霉素(031；[(3]163111；[(3；[11)、卡拉比辛（03『313；[(3；[11)、洋红霉 

素（carminomy c in)、嗜癌素（carzinophilin)、色霉素（chromomy c in)、达克霉素 

(dactinomycin)、正定霉素（daunorubicin)、地托比星(detorubicin)、6_重氮_5_幾基-L- 

正亮氨酸、多柔比星(doxorubicin)、表阿霉素(epirubicin)、依索比星(esorubicin)、伊达 

比星（idarubicin)、麻西罗霉素(marcellomycin)、丝裂霉素(mitomycins)、霉酷酸、诺加霉 

素（11〇83131117(3；[11)、橄榄霉素（〇1；[¥01117(3；[11)、培洛霉素化6。1〇1117(3；[11)、波弗霉素 

(porfiromycin)、卩票呤霉素（puromycin)、三铁阿霉素（quelamycin)、罗多比星 

(1'0(1〇1'1113；[(3；[11)、链霉黑素（8七代口七011；[81'；[11)、链脲佐菌素（8以6口七02〇(3；[11)、杀结核菌素 

(tubercidin)、鸟苯美司（ubenimex)、新制癌菌素(zinostatin)、佐柔比星（zorubicin);抗 

代谢剂诸如甲胺噪呤(methotrexate)及5-氟尿喃啶（5-FU);叶酸类似物诸如二甲叶酸 

(denopterin)、甲胺噪呤、蝶罗呤(pteropterin)、三甲蝶呤（trimetrexate);卩票呤类似物诸 

如氟达拉滨（f ludarabine)、6_疏基卩票呤（6-mercaptopurine)、硫咪卩票呤（thiamiprine)、硫 

鸟口票呤;喃啶类似物诸如安西他滨(&]1(3；^&1：)；[]10)、阿扎胞苷(^2^(3；^；[(1；[116)、6-硫挫脲喃啶 

(6-azauridine)、卡莫氟（carmofur)、胞喃啶阿拉伯糖苷、二脱氧尿苷、脱氧氟尿苷 

(doxif luridine)、依诺他滨(enocitabine)、氟尿苷(f loxuridine)、5_FU;雄性素诸如卡鲁 

睪酮（calusterone)、丙酸屈他雄酮（dromostanolone propionate)、硫雄留醇 

(epitiostanol)、美雄焼(mepitiostane)、睪内酮(testolactone);抗肾上腺剂诸如胺鲁米 

特(3111；[11〇811^6也；[111；[(16)、米托坦(111；^(^3116)、曲洛司坦(^1'；[1〇8七3116);叶酸补充剂诸如亚 

叶酸;醋葡醛内酯(aceglatone);醛磷酰胺糖苷(aldophosphamide glycoside);胺基酮戊 

酸（aminolevulinic acid);安B丫啶（amsacrine);贝斯特氮芥（bestrabucil);比生群 

(bisantrene);依达曲沙（edatrexate);地弗胺（defofamine);秋水仙胺（demecolcine);地 

口丫醌（diaziquone);艾弗米素（elformithine);依利醋鞍（elliptinium acetate);依托格 

鲁（etoglucid);硝酸镓（gallium nitrate);轻基脲；香燕糖（lent inan);氯尼达明 

(lonidamine);米托胍腙（mitoguazone);米托蒽醌（mitoxantrone);莫哌达醇 

(mopidamol);二胺硝卩丫啶（nitracrine);喷司他丁（pentostatin);蛋胺氮芥（phenamet); 

啦柔比星（pirarubicin);鬼臼酸（podophyllinic acid) ;2_ 乙基酰肼（2- 

ethylhydrazide);丙卡巴餅（procarbazine) ;PSK;雷佐生（razox an ℮);西佐喃 

(8；[20：[>1^311);锗螺胺（8。；[1'〇861'11^11；[11111);细交链抱菌酮酸（丨6111132011；[。3。；[(1);三亚胺醌 

(triaziquone); 2，2 ’，2” -三氯三乙胺（2，2 ’，2” - trichlorotriethylamine);乌拉坦 

(urethan);长春地辛（vindesine);达卡巴嗪（dacarbazine);甘露莫司汀(mannomustine); 

二溴甘露醇(mitobronitol);二溴卫矛醇(mitolactol);哌泊溴焼(pipobroman);加塞拖素
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(gacytosine);阿拉伯糖苷(Ara-C);类紫杉醇(taxoids)例如太平洋紫杉醇(TAX0L)及多西 

紫杉醇(TAX0TERE);苯丁酸氮芥(chlorambucil);吉西他滨(gemcitabine);6-硫鸟噪呤；疏 

噪呤(11161'〇3口1：(^111'；[116);钼类似物诸如顺钼（〇；[8口131：；[11)及卡钼（〇31'13(^131：；[11);长春碱 

(vinblastine);钼（platinum);依托泊苷（etoposide)(VP_16);异环磷酰胺（ifosfamide); 
丝裂霉素C;米托蒽醌(mitoxantrone);长春新碱(vincristine);长春瑞滨(vinorelbine); 
温诺平（仙¥6113；[116);米托蒽醌（110¥3111：1'0116);替尼泊苷（丨611；!^08；[(16);道诺霉素 

(daunomycin);胺噪呤(aminopterin);伊班勝酸盐（ibandronate) ;CPT11;拓扑异构酶抑制 

剂1^3 2000;二氟甲基鸟氨酸（0|/〇：70);视黄酸；埃斯培拉霉素（6 8?613111；[〇;[11);卡培他滨 

(capecitabine) (XEL0DA)及上述任一剂的医药上可接受的盐、酸或衍生物。化学治疗剂亦 

包括用来调节或抑制荷尔蒙对肿瘤的作用的抗荷尔蒙剂，诸如抗雌激素剂包括例如它莫西 

芬(tamoxif℮η)、雷洛昔芬(raloxifene)、芳香酶抑制剂4(5)-咪卩坐、4-轻基它莫西芬、曲沃 

昔芬（trioxifene)、雷洛昔芬(keoxifene)、LY117018、奥那司酮(onapristone)及托瑞米芬 

(toremifene) (FAREST0N);及抗雄性素剂诸如氟他胺（flutamide)、尼鲁米特 

(nilutamide)、比卡鲁胺（bicalutamide)、柳普林（leuprolide)及戈舍瑞林（goserelin); 
及上述任一剂的医药上可接受的盐、酸或衍生物。在某些实施方式中，该额外治疗剂系太平 

洋紫杉醇(紫杉醇(taxol))。

[0143]在某些实施方式中，该化学治疗剂系拓扑异构酶抑制剂。拓扑异构酶抑制剂系干 

扰拓扑异构酶(例如拓扑异构酶I或II)的活性的化学治疗剂。拓扑异构酶抑制剂包括但不 

限于盐酸多柔比星(doxorubicin HC1)、朽1檬酸正定霉素(daunorubicin citrate)、盐酸米 

托蒽醌(mitoxantrone HC1)、放线菌素D、依托泊苷（etoposide)、盐酸拓扑替康（topotecan 
HC1)、替尼泊苷(teniposide) (VM-26)及伊立替康（irinotecan)，以及这些任一剂的医药上 

可接受的盐、酸或衍生物。

[0144]在某些实施方式中，该化学治疗剂系抗代谢剂。抗代谢剂系一化学物质，其结构类 

似正常生化反应所需的代谢物，但仍有足够的不同处以干扰一或多种细胞正常功能，诸如 

细胞分裂。抗代谢剂包括但不限于吉西他滨(86111(3；^313；[116)、氟尿啼啶(；^1101'01^^(3；[1)、卡 

培他滨(capecitabine)、甲胺噪呤钠、雷替曲塞(ralitrexed)、培美曲塞(pemetrexed)、替 

加氟(tegafur)、胞啼啶阿拉伯糖苷(cytosine arabinoside)、硫鸟噪呤、5-氮杂胞苷、6-疏 

基噪呤、硫挫噪呤、6-硫鸟噪呤、喷司他丁（pentostatin)、磷酸氟达拉滨（fludarabine 
phosphate)及克拉屈滨(cladribine)，以及这些任一剂的医药上可接受的盐、酸或衍生物。 

[0145]在某些实施方式中，该化学治疗剂系抗有丝分裂剂，包括但不限于与微管蛋白结 

合的剂。在一些实施方式中，该剂系紫杉烷。在某些实施方式中，该剂系太平洋紫杉醇 

(paclitaxel)或多西紫杉醇(docetaxel)，或太平洋紫杉醇或多西紫杉醇的医药上可接受 

的盐、酸或衍生物。在某些实施方式中，该剂系太平洋紫杉醇（TAX0L)、多西紫杉醇 

(TAX0TERE)、白蛋白结合型太平洋紫杉醇(nab-paclitaxel ;ABRAXANE)、DHA-太平洋紫杉醇 

或PG-太平洋紫杉醇。在某些替代性实施方式中，该抗有丝分裂剂包含长春花生物碱，诸如 

长春新碱(vincristine )、长春碱(vinblastine )、长春瑞滨（vinorelbine)或长春地辛 

(vindesine)或彼等的医药上可接受的盐、酸或衍生物。在一些实施方式中，该抗有丝分裂 

剂系驱动蛋白（kinesin)Eg5的抑制剂或有丝分裂激酶诸如Aurora A或Plkl的抑制剂。在某 

些实施方式中，当该与Wnt途径抑制剂组合投予的化学治疗剂系抗有丝分裂剂时，该经治疗
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的癌或肿瘤系乳癌或乳房肿瘤。在某些实施方式中，该额外治疗剂系太平洋紫杉醇(taxol) 

或与白蛋白结合的太平洋紫杉醇。

[0146]在一些实施方式中，额外治疗剂包含诸如小分子的剂。举例来说，治疗可涉及组合 

投予本发明的Wnt途径抑制剂与作为其他肿瘤相关抗原的抑制剂的小分子，其他肿瘤相关 

性蛋白质包括但不限于EGFR、ErbB2、HER2及/或VEGF。在某些实施方式中，该额外治疗剂系 

抑制癌干细胞途径的小分子。在一些实施方式中，该额外治疗剂系缺口途径的抑制剂。在一 

些实施方式中，该额外治疗剂系Wnt途径的抑制剂。在一些实施方式中，该额外治疗剂系BMP 
途径的抑制剂。

[0147]本发明的某些实施方式包含一种鉴别可能对抗体的治疗有反应或无反应的人乳 

房肿瘤的方法，该抗体与至少一种选自FZD1、FZD2、FZD5、FZD7及FZD8的人卷曲蛋白（FZD)特 

异性结合，其中该方法包含(a)获得该人乳房肿瘤的样本；（b)测量该样本中的生物标记物 

标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、 

RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物标签中的生物标记物的 

标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该乳房肿瘤系经预测为对该抗体的治疗有 

反应，且阴性判定值显示该肿瘤系经预测为对该抗体的治疗无反应。某些实施方式包含一 

种鉴别可能对抗体治疗有反应的乳癌病患的方法，该抗体与至少一种选自FZD1、FZD2、 

FZD5、FZD7及FZD8的人卷曲蛋白（FZD)特异性结合，该方法包含：（a)获得该乳癌的样本；（b) 

测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生 

物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1中的一或多种；以及(c)根据该生物标记物 

标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该乳癌系经预 

测为对该抗体的治疗有反应。某些实施方式包含一种选择乳癌病患以接受抗体治疗的方 

法，该抗体与至少一种选自FZD1、FZD2、FZD5、FZD7及FZD8的人卷曲蛋白（FZD)特异性结合， 

该方法包含：（a)获得该乳癌的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物 

的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1 

中的一或多种；（c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定 

值，其中阳性判定值显示该乳癌系经预测为对该抗体的治疗有反应，以及；当病患的肿瘤样 

本具有阳性判定值时，选择该病患以接受治疗。

[0148]本发明的某些实施方式包含一种治疗病患的乳癌的方法，其包含：（a)鉴别可能对 

抗体治疗有反应的病患，该抗体与至少一种选自？201』202、？205、？207及？208的人卷曲蛋 

白（FZD)特异性结合，其中该鉴别包含：（i)获得该病患的乳癌样本；（ii)测量该样本中的生 

物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物roXW2、 

CCND2、RH0U、CTBP2、WIF 1及DKK 1中的一或多种；以及（i i i)根据该标签中的生物标记物的标 

准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经预测为对治疗有反应；以及(b)对 

该经预测为对治疗有反应的病患投予有效量的抗体。

[0149]本发明的某些实施方式包含一种鉴别可能对抗FZD抗体0MP-18R5与太平洋紫杉醇 

的组合治疗有反应或无反应的人乳房肿瘤的方法，该方法包含(a)获得该人乳房肿瘤的样 

本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签 

包含生物标记物?8乂12、0^)2、1^01]、0^?2、11?1及01(1(1;以及((3)根据该生物标记物标签中 

的生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该乳房肿瘤系经预测为对
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该治疗有反应，且阴性判定值显示该肿瘤系经预测为对该治疗无反应。某些实施方式包含 

一种鉴别可能对抗FZD抗体0MP-18R5与太平洋紫杉醇的组合治疗有反应的乳癌病患的方 

法，该方包含：（a)获得该乳癌的样本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物 

的表达量，其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1; 

以及(c)根据该生物标记物标签中的该等生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性 

判定值显示该乳癌系经预测为对该治疗有反应。某些实施方式包含一种选择乳癌病患以接 

受抗FZD抗体0MP-18R5与太平洋紫杉醇的组合治疗的方法，该方包含：（a)获得该乳癌的样 

本；（b)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标签 

包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1 ; (c)根据该生物标记物标签中的该 

等生物标记物的标准化表达，计算判定值，其中阳性判定值显示该乳癌系经预测为对该治 

疗有反应，以及;当病患的肿瘤样本具有阳性判定值时，选择该病患以接受治疗。

[0150]本发明的某些实施方式包含一种治疗病患的乳癌的方法，其包含：（a)鉴别该病患 

是否可能对抗FZD抗体0MP-18R5与太平洋紫杉醇的组合治疗有反应，其中该鉴别包含：（i) 

获得该病患的乳癌样本；（ii)测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量， 

其中该生物标记物标签包含生物标记物FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIFl&DKKl;&&(iii) 

根据该标签中的生物标记物的标准化表达，计算判定值;其中阳性判定值显示该病患系经 

预测为对治疗有反应；以及(b)对该经预测为对治疗有反应的病患投予有效量的抗体与太 

平洋紫杉醇。

Ill.Wnt途径抑制剂

[0151]本发明提供用于鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或敏感的肿瘤及/或癌 

症病患的方法。如本文中所使用，“Wnt途径抑制剂”包括但不限于卷曲（FZD)结合剂及Wnt结 

合剂。FZD结合剂可包括与FZD蛋白特异性结合的抗体。Wnt结合剂可包括与Wnt蛋白特异性 

结合的抗体以及与Wnt蛋白结合的可溶性FZD受体。

[0152]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系与一或多种人FZD蛋白结合的剂。在一些 

实施方式中，该FZD结合剂与一、二、三、四、五、六、七、八、九、或十种FZD蛋白特异性结合。在 

一些实施方式中，该FZD结合剂与一或多种选自下列的FZD蛋白结合:FZD1、FZD2、FZD3、 

FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9、及FZD 10。在一些实施方式中，FZD结合剂与一或多种FZD 
蛋白结合，该一或多种FZD蛋白包含？201』202、？205、？207、及/或？208。在某些实施方式中， 

FZD结合剂与FZD7结合。在某些实施方式中，FZD结合剂与FZD5及/或FZD8结合。在某些实施 

方式中，该FZD结合剂与FZD1、FZD2、FZD5、FZD7、及FZD8特异性结合。FZD结合剂的非限制性 

实例可见于美国专利第7,982,013号。

[0153]在某些实施方式中，该FZD结合剂系FZD拮抗剂。在某些实施方式中，该FZD结合剂 

系Wnt途径拮抗剂。在某些实施方式中，该FZD结合剂抑制Wnt信号传导。在一些实施方式中， 

该FZD结合剂抑制典型Wnt信号传导。

[0154] 在一些实施方式中，该FZD结合剂系抗体。在一些实施方式中，该FZD结合剂系多 

肽。在某些实施方式中，该FZD结合剂系包含抗原结合部位的抗体或多肽。在某些实施方式 

中，本文所述的FZD结合抗体或多肽的抗原结合部位能与一、二、三、四、五、或更多种人FZD 
蛋白结合。在某些实施方式中，该FZD结合抗体或多肽的抗原结合部位能与选自FZD1、FZD2、 

?203、？204小205、？206小207、？208、？209及？2010的一、二、三、四、或五种人？20蛋白特异性
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结合。在一些实施方式中，当该FZD结合剂系与超过一种FZD蛋白结合的抗体时，其可能被称 

为“泛FZD抗体”。

[0155]在某些实施方式中，该FZD结合剂(例如抗体)与其所结合的一或多种人FZD蛋白的 

胞外域(ECD)特异性结合。在某些实施方式中，该FZD结合剂在其所结合的人FZD蛋白的Fri 
结构域（亦称为多半胱氨酸区（CRD))内特异性结合。各种人FZD蛋白的Fri结构域的序列系 

该领域已知，且提供于此处为SEQ ID N0:13(FZD1)、SEQ ID N0:14(FZD2)、SEQ ID Ν0:15 

(FZD3)、SEQ ID N0:16(FZD4)、SEQ ID N0:17(FZD5)、SEQ ID N0:18(FZD6)、SEQ ID Ν0:19 

(FZD7)、SEQ ID N0:20(FZD)、SEQ ID N0:21(FZD9)、及SEQ ID N0:22(FZD10)。

[0156] 在某些实施方式中，该FZD结合剂与一、二、三、四、五、或多种FZD蛋白结合。在一些 

实施方式中，该FZD结合剂与选自FZD 1、FZD2、FZD5、FZD7、及FZD8中的一、二、三、四、或五种 

FZD蛋白特异性结合。在一些实施方式中，该FZD结合剂与至少FZD5及FZD8特异性结合。 

[0157] 在一些实施方式中，该FZD结合剂以大约1μΜ或更低、大约100ηΜ或更低、大约40ηΜ 
或更低、大约20ηΜ或更低、大约10ηΜ或更低、大约1ηΜ或更低、或大约0.1ηΜ或更低的解离常 

数(KD)与至少一种人FZD蛋白结合。在一些实施方式中，FZD结合剂以大约10ηΜ或更低的KD与 

至少一种FZD蛋白结合。在一些实施方式中，FZD结合剂以大约1ηΜ或更低的KD与至少一种 

FZD蛋白结合。在一些实施方式中，FZD结合剂以大约0.1ηΜ或更低的KD与至少一种FZD蛋白 

结合。在某些实施方式中，FZD结合剂以约40ηΜ或更低的KD与一或多种（例如1、2、3、4、或5 

种)？201、？202、？205、？207、及？208的各者结合。在某些实施方式中，该？20结合剂以约101^ 

或更低的KD与一或多种？201』202、？205、？207、及？208的各者结合。在某些实施方式中，该 

FZD结合剂以约10ηΜ的KD与？201{202、？205、？207、及？208的各者结合。在一些实施方式中， 

该结合剂（例如抗体）与FZD蛋白的KD系利用固定于Biacore芯片上的FZD-Fc融合蛋白测得 

的KD，该FZD-Fc融合蛋白包含至少部分的FZD胞外域或FZD-Fri结构域。

[0158] 在某些实施方式中，该FZD结合剂以约1μΜ或更低、约100ηΜ或更低、约40ηΜ或更低、 

约20ηΜ或更低、约10ηΜ或更低、或约1ηΜ或更低的EC5q与一或多种(例如二或多种、三或多种、 

或四或多种)人FZD蛋白结合。在某些实施方式中，FZD结合剂以约40ηΜ或更低、约20ηΜ或更 

低、或约10ηΜ或更低的EC5Q与超过一种FZD蛋白结合。在某些实施方式中，该FZD结合剂对下 

列一或多种（例如1、2、3、4、或5种)FZD蛋白具有约20ηΜ或更低的EC5q:FZD1、FZD2、FZD5、FZD7 

及FZD8。在某些实施方式中，该FZD结合剂对下列一或多种(例如1、2、3、4、或5种)FZD蛋白具 

有约10ηΜ或更低的EC5Q:FZD1、FZD2、FZD5、FZD7及FZD8。在某些实施方式中，该FZD结合剂在 

与FZD5及/或FZD8结合方面具有约40ηΜ或更低或20ηΜ或更低的EC50。

[0159]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系FZD结合剂，且该FZD结合剂系抗体。在一 

些实施方式中，该抗体系重组抗体。在一些实施方式中，该抗体系单克隆抗体。在一些实施 

方式中，该抗体系嵌合抗体。在一些实施方式中，该抗体系人化抗体。在一些实施方式中，该 

抗体系人抗体。在某些实施方式中，该抗体系IgGl抗体。在某些实施方式中，该抗体系IgG2 
抗体。在某些实施方式中，该抗体系包含抗原结合部位的抗体片段。在一些实施方式中，该 

抗体系单价、单特异性、或双价。在一些实施方式中，该抗体系双特异性抗体或多特异性抗 

体。在一些实施方式中，该抗体系与细胞毒性部分缀合。在一些实施方式中，该抗体系经分 

离。在一些实施方式中，该抗体系实质上纯的。

[〇16〇]本发明的FZD结合剂（例如抗体）的特异性结合可使用该领域已知的任何方法检
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测。可使用的免疫检测包括但不限于竞争性及非竞争性检测系统，该等系统利用诸如 

Biacore分析、FACS分析、免疫荧光、免疫细胞化学、西方墨点分析、放射性免疫测定、ELISA、 

“三明治式”免疫测定、免疫沉淀分析、沉淀反应、胶体扩散沉淀反应、免疫扩散分析、凝集测 

定、补体固定测定、免疫放射分析、荧光免疫分析及蛋白质A免疫分析的技术。该等检测系例 

行性检测且为该领域中广为周知（见例如Ausubel et al ·，Editors, 1994-present, 

Current Protocols in Molecular Biology,John Wiley&Sons,Inc·,New York,NY)〇 

[0161]在某些实施方式中，本发明提供Wnt途径抑制剂，其系包含重链⑶R1、重链⑶R2、及 

重链CDR3的FZD结合剂（例如抗体），该重链CDR1包含GFTFSHYTLS(SEQ ID N0:1)，该重链 

CDR2包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQIDN0:2)，且该重链CDR3包含NFIKYVFAN(SEQIDN0: 

3)。在一些实施方式中，该FZD结合剂另包含轻链⑶R1、轻链⑶R2、及轻链⑶R3,该轻链⑶R1 

包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID N0:4)，该轻链CDR2包含DKSNRPSG(SEQ ID N0:5)，且该轻链CDR3 

包含QSYANTLSL(SEQ ID N0:6)。在一些实施方式中，该FZD结合剂包含：包含SGDNIGSFYVH 
(SEQIDN0:4)的轻链CDR1、包含DKSNRPSG(SEQIDN0:5)的轻链CDR2、及包含QSYANTLSL 
(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3。在某些实施方式中，该FZD结合剂包含：（a)包含GFTFSHYTLS 
(SEQ ID Ν0:1)的重链CDR1、包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQ ID 如：2)的重链0)1?2、及包含 

NFIKYVFAN(SEQ ID Ν0:3)的重链CDR3,及(b)包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID Ν0:4)的轻链CDR1、 

包含DKSNRPSG(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2、及包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3。 

[0162]在某些实施方式中，本发明提供包含下列的FZD结合剂（例如抗体）：（a)包含 

GFTFSHYTLS(SEQ ID NO: 1)的重链CDR1，或其的包含1、2、3、或4个氨基酸取代的变异体；（b) 

包含VISGDGSYTYYADSVKG( SEQ ID NO: 2)的重链CDR2，或其的包含1、2、3、或4个氨基酸取代 

的变异体；（c)包含NFIKYVFAN(SEQ ID Ν0:3)的重链CDR3,或其的包含1、2、3、或4个氨基酸 

取代的变异体；（d)包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID Ν0:4)的轻链CDR1，或其的包含1、2、3、或4个 

氨基酸取代的变异体；（℮)包含DKSNRPSG(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2,或其的包含1、2、3、或4 

个氨基酸取代的变异体;及(f)包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3,或其的包含1、2、 

3、或4个氨基酸取代的变异体。在某些实施方式中，该氨基酸取代系保守性取代。

[0163]在某些实施方式中，本发明提供包含重链可变区及/或轻链可变区的FZD结合剂 

(例如抗体），该重链可变区与SEQ ID Ν0:7具有至少约80%序列一致性，该轻链可变区与 

SEQ ID N0: 8具有至少80%序列一致性。在某些实施方式中，该FZD结合剂包含与SEQ ID 
NO:7具有至少约85%、至少约90%、至少约95%、至少约97%、或至少约99%序列一致性的 

重链可变区。在某些实施方式中，该FZD结合剂包含与SEQ ID Ν0:8具有至少约85%、至少约 

90%、至少约95%、至少约97%、或至少约99%序列一致性的轻链可变区。在某些实施方式 

中，该FZD结合剂包含与SEQ ID N0: 7具有至少约95 %序列一致性的重链可变区，及/或与 

SEQ ID Ν0:8具有至少约95%序列一致性的轻链可变区。在某些实施方式中，该FZD结合剂 

包含:包含SEQ ID N0: 7的重链可变区，及/或包含SEQ ID N0:8的轻链可变区。在某些实施 

方式中，该FZD结合剂包含:包含SEQ ID Ν0:7的重链可变区及包含SEQ ID Ν0:8的轻链可变 

区。在某些实施方式中，该FZD结合剂包含:实质上由SEQ ID Ν0:7组成的重链可变区及实质 

上由SEQ ID N0:8组成的轻链可变区。

[0164]在某些实施方式中，本发明提供包含下列的FZD结合剂（例如抗体）：（a)与SEQ ID 
Ν0:9(有或无信号序列）或SEQ ID NO: 11具有至少90%序列一致性的重链;及/或（b)与SEQ
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ID NO: 10(有或无信号序列）或SEQ ID NO: 12具有至少90%序列一致性的轻链。在一些实施 

方式中，该?20结合剂包含：（&)与3日〇10勵:9(有或无信号序列）或3日〇10勵：11具有至少 

95%序列一致性的重链;及/或(b)与SEQ ID N0:10(有或无信号序列）或SEQ ID N0:12具有 

至少95%序列一致性的轻链。在一些实施方式中，该FZD结合剂包含:包含SEQ ID Ν0:9(有 

或无信号序列）或3日〇10^):11的重链，及/或包含3日〇10勵：10(有或无信号序列）或5已9 

ID N0:12的轻链。在一些实施方式中，该FZD结合剂包含:包含SEQ ID N0:11的重链及包含 

SEQIDN0:12的轻链。在一些实施方式中，该FZD结合剂包含:实质上由SEQIDN0:9的氨基 

酸20至463所组成的重链及实质上由SEQ ID N0:10的氨基酸20至232所组成的轻链。在一些 

实施方式中，该FZD结合剂包含:实质上由SEQ ID N0:11组成的重链及实质上由SEQ ID N0: 

12组成的轻链。

[0165] 在某些实施方式中，本发明提供Wnt途径抑制剂，其系与FZD1、FZD2、FZD5、FZD7&/ 

或FZD8中的至少一者特异性结合的FZD结合剂(例如抗体），其中该FZD结合剂(例如抗体)包 

含抗体0MP-18R5的一、二、三、四、五、及/或六个⑶R。抗体0MP-18R5 (亦称为18R5及凡地吐单 

抗(vantictumab))，以及其他FZD结合剂，已于美国专利第7,982,013号中先行描述。编码该 

0MP-18R5IgG2抗体的重链及轻链的DNA，依照布达佩斯条约的规定，于2008年9月29日以 

ATCC编号PTA-9541保藏于美国菌种保存中心。在一些实施方式中，该FZD结合剂包含0MP- 

18R5的1或多个CDR、0MP-18R5的2或多个CDR、0MP-18R5的3或多个CDR、0MP-18R5的4或多个 

CDR、0ΜΡ-18R5 的 5或多个CDR、或0ΜΡ-18R5 的所有6个CDR。

[0166]本发明提供其系Wnt途径抑制剂的多肽。该等多肽包括但不限于与人FZD蛋白特异 

性结合的抗体。在一些实施方式中，多肽与一或多种选自下列的FZD蛋白结合:FZD1、FZD2、 

卩203、？204、？205小206、？207小208、？209、及？2010。在一些实施方式中，多肽与？201小202、 

FZD5、FZD7、及/或FZD8结合。在一些实施方式中，多肽与FZD1、FZD2、FZD5、FZD7、及FZD8结 

合。

[0167] 在某些实施方式中，多肽包含抗体0MP-18R5的一、二、三、四、五、及/或六个⑶R。在 

一些实施方式中，多肽包含其中每个CDR有最多有四个（S卩0、1、2、3、或4个)氨基酸取代的 

⑶R。在某些实施方式中，该重链⑶R被包含于重链可变区之内。在某些实施方式中，该轻链 

CDR被包含于轻链可变区之内。

[0168]在一些实施方式中，本发明提供与一或多种人FZD蛋白特异性结合的多肽，其中该 

多肽包含与SEQ ID N0: 7具有至少约80 %序列一致性的氨基酸序列，及/或与SEQ ID N0:8 

具有至少约80%序列一致性的氨基酸序列。在某些实施方式中，该多肽包含与SEQ ID Ν0:7 

具有至少约85%、至少约90%、至少约95%、至少约97%、或至少约99 %序列一致性的氨基 

酸序列。在某些实施方式中，该多肽包含与SEQ ID Ν0:8具有至少约85%、至少约90%、至少 

约95%、至少约97%、或至少约99%序列一致性的氨基酸序列。在某些实施方式中，该多肽 

包含与SEQ ID N0:7具有至少约95 %序列一致性的氨基酸序列，及/或与SEQ ID N0:8具有 

至少约95%序列一致性的氨基酸序列。在某些实施方式中，该多肽包含:包含SEQ ID NO: 7 

的氨基酸序列，及/或包含SEQ ID NO:8的氨基酸序列。

[0169]在一些实施方式中，FZD结合剂包含多肽，该多肽包含选自下列的序列：SEQ ID 
N0:7、SEQIDN0:8、SEQIDN0:9、SEQIDN0:10、SEQIDN0:11、&SEQIDN0:12。

[0170] 在某些实施方式中，FZD结合剂包含0MP-18R5抗体的重链可变区及轻链可变区。在
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某些实施方式中，FZD结合剂包含(有或无前导序列的)0MP-18R5抗体的重链及轻链。

[0171] 在某些实施方式中，FZD结合剂包含抗体0MP-18R5、实质上由抗体0MP-18R5组成、 

或由抗体0MP-18R5组成。

[〇172]在某些实施方式中，FZD结合剂(例如抗体)与包含下列的抗体竞争与一或多种人 

FZD蛋白的特异性结合:包含SEQ ID Ν0:7的重链可变区及包含SEQ ID Ν0:8的轻链可变区。 

在某些实施方式中，FZD结合剂(例如抗体)与包含下列的抗体竞争与一或多种人FZD蛋白的 

特异性结合:包含SEQ ID Ν0:9(有或无信号序列）的重链及包含SEQ ID Ν0:10(有或无信号 

序列）的轻链。在某些实施方式中，FZD结合剂(例如抗体)与包含下列的抗体竞争与一或多 

种人FZD蛋白的特异性结合:包含SEQ ID N0:11的重链及包含SEQ ID N0:12的轻链。在某些 

实施方式中，FZD结合剂与抗体0MP-18R5竞争与一或多种人FZD蛋白的特异性结合。在一些 

实施方式中，FZD结合剂或抗体于试管内竞争性结合测定中竞争与一或多种人FZD蛋白的特 

异性结合。

[〇173]在某些实施方式中，FZD结合剂(例如抗体)与一或多种人FZD蛋白上由本发明的抗 

体所结合的相同表位或实质上相同的表位结合。在另一实施方式中，FZD结合剂系与一或多 

种人FZD蛋白上的表位结合的抗体，该表位与由本发明的抗体所结合的FZD蛋白上的表位重 

叠。在某些实施方式中，FZD结合剂(例如抗体)与一或多种FZD蛋白上由抗体0MP-18R5所结 

合的相同表位或实质上相同的表位结合。在另一实施方式中，该FZD结合剂系与一或多种人 

FZD蛋白上的表位结合的抗体，该表位与由抗体0MP-18R5所结合的FZD蛋白上的表位重叠。 

[〇174]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系与一或多种人Wnt蛋白结合的剂。在某些 

实施方式中，该等剂与一、二、三、四、五、六、七、八、九、十、或更多种Wnt蛋白特异性结合。在 

一些实施方式中，该Wnt结合剂与一或多种选自下列的人Wnt蛋白结合:Wnt 1、Wnt2、Wnt2b、 

Wnt3、Wnt3a、Wnt4、Wnt5a、Wnt5b、Wnt6、Wnt7a、Wnt7b、Wnt8a、Wnt8b、Wnt9a、Wnt9b、Wntl0a、 

¥拉1013、1拉11、及11^16。在某些实施方式中，1拉结合剂与一或多种(或二或更多种、三或更 

多种、四或更多种、五或更多种、等）选自下列的Wnt蛋白结合:Wntl、Wnt2、Wnt2b、Wnt3、 

评]1七3&、¥1^7&、¥1^713、¥1^8&、¥1^813、¥111:10&、及¥111:1013。在某些实施方式中，该一或多种（或 

二或更多种、三或更多种、四或更多种、五或更多种、等)Wnt蛋白系选自下列：Wntl、Wnt2、 

Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt8a、Wnt8b、Wntl0a、&Wntl0b。

[0175]在某些实施方式中，该Wnt结合剂系Wnt拮抗剂。在某些实施方式中，该Wnt结合剂 

系Wnt途径拮抗剂。在某些实施方式中，该Wnt结合剂抑制Wnt信号传导。在一些实施方式中， 

该Wnt结合剂抑制典型Wnt信号传导。

[0176] 在一些实施方式中，该Wnt结合剂系抗体。在一些实施方式中，该Wnt结合剂系多 

肽。在某些实施方式中，该Wnt结合剂系包含抗原结合部位的抗体或多肽。在某些实施方式 

中，本文所述的Wnt结合抗体或多肽的抗原结合部位能与一、二、三、四、五、或更多种人Wnt 
蛋白结合。在某些实施方式中，该Wnt结合抗体或多肽的抗原结合部位能与选自Wntl、Wnt2、 

Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt7a、Wnt7b、Wnt8a、Wnt8b、Wntl0a&Wntl0t^ —、二、三、四或五种人 

Wnt蛋白特异性结合。Wnt结合剂的非限制性实例可见于国际专利公开案W0 2011/088127。 

[0177]在某些实施方式中，Wnt结合剂与一或多种人Wnt蛋白的C端多半胱氨酸区结合。在 

某些实施方式中，该Wnt结合剂系与选自下列的一或多种Wnt蛋白内的结构域结合:SEQ ID 
N0:46(Wntl)、SEQ ID N0:47(Wnt2)、SEQ ID N0:48(Wnt2b)、SEQ ID N0:49(Wnt3)、SEQ ID
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N0:50(Wnt3a)、SEQ ID N0:51(Wnt7a)、SEQ ID N0:52(Wnt7b)、SEQ ID N0:53(Wnt8a)、SEQ 
ID N0:54(Wnt8b)、SEQ ID N0:55(Wntl0a)、及SEQ ID N0:56(Wntl0b)。

[0178] 在某些实施方式中，该Wnt结合剂以约1μΜ或更低、约100ηΜ或更低、约40ηΜ或更低、 

约20ηΜ或更低、或约10ηΜ或更低的KD与一或多种（例如二或多种、三或多种、或四或多种） 

Wnt蛋白结合。举例来说，在某些实施方式中，本文所述的与超过一种Wnt蛋白结合的Wnt结 

合剂，以约100ηΜ或更低、约20ηΜ或更低、或约10ηΜ或更低的KD与该些Wnt蛋白结合。在某些 

实施方式中，该Wnt结合剂以约40ηΜ或更低的KD与一或多种（例如1、2、3、4、或5种)Wnt蛋白 

中的各者结合，其中该等Wnt蛋白系选自下列：Wntl、Wnt2、Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt7a、 

评]1七713、¥1^83、¥1^813、¥111:1〇3及¥111:1013。在一些实施方式中，该结合剂（例如抗体)与Wnt蛋白 

的Kd系利用固定于Biacore芯片上的包含至少部分的Wnt C端多半胱氨酸区的Wnt融合蛋白 

测得的Kd。

[0179] 在某些实施方式中，该Wnt结合剂以约1μΜ或更低、约100ηΜ或更低、约40ηΜ或更低、 

约20ηΜ或更低、约10ηΜ或更低、或约1ηΜ或更低的EC5q与一或多种(例如二或多种、三或多种、 

或四或多种)人Wnt蛋白结合。在某些实施方式中，Wnt结合剂以约40ηΜ或更低、约20ηΜ或更 

低、或约10ηΜ或更低的EC5Q与超过一种Wnt结合。在某些实施方式中，该Wnt结合剂相对于一 

或多种（例如1、2、3、4、或5种）Wnt蛋白 Wntl、Wnt2、Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt4、Wnt5a、Wnt5b、 

评]1七6、？1^7&、？1^713、？1^8&、？1^813、？1^9&、？1^%、？111:10&、？111:1013、？111:11、及/或¥111:16具有约 

20ηΜ或更低的EC5Q。在某些实施方式中，该Wnt结合剂相对于一或多种(例如1、2、3、4、或5种） 

下列Wnt 蛋白具有约 10ηΜ 或更低的EC5Q: Wnt 1、Wnt2、Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt8a、Wnt8b、 

Wnt10a、及/或Wnt10b。

[〇18〇]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系Wnt结合剂，且该Wnt结合剂系抗体。在一 

些实施方式中，该抗体系重组抗体。在一些实施方式中，该抗体系单克隆抗体。在一些实施 

方式中，该抗体系嵌合抗体。在一些实施方式中，该抗体系人化抗体。在一些实施方式中，该 

抗体系人抗体。在某些实施方式中，该抗体系IgGl抗体。在某些实施方式中，该抗体系IgG2 

抗体。在某些实施方式中，该抗体系包含抗原结合部位的抗体片段。在一些实施方式中，该 

抗体系单价、单特异性、或双价。在一些实施方式中，该抗体系双特异性抗体或多特异性抗 

体。在一些实施方式中，该抗体系与细胞毒性部分缀合。在一些实施方式中，该抗体系经分 

离。在一些实施方式中，该抗体系实质上纯的。

[0181]本发明的Wnt结合剂（例如抗体）的特异性结合可使用如本文所述的用于FZD结合 

剂的该领域已知的任何方法检测。

[0182]在某些实施方式中，该Wnt结合剂系可溶性受体。在某些实施方式中，该Wnt结合剂 

包含FZD受体蛋白的胞外结构域。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含FZD蛋白的Fri结构 

域。在一些实施方式中，包含FZDFri结构域的可溶性受体相较于包含该完整FZD E⑶的可溶 

性受体可显示改变的生物活性(例如增加蛋白半衰期）。蛋白半衰期可进一步藉由聚乙二醇 

(PEG)或聚氧乙烯(PE0)的共价修饰加以修饰(例如延长）。在某些实施方式中，该FZD蛋白系 

人FZD蛋白。在某些实施方式中，该人FZD蛋白系FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、 

FZD8、FZD9或FZD10。可溶性FZD受体的非限制性实例可见于美国专利第7，723，477及7，947， 

277号及美国专利公开号2013/0034551中。

[0183] 人FZD1至10蛋白中各者的预测Fri结构域系提供为SEQ ID N0:13至22。人FZD1至
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10蛋白中各者的预测最小Fri结构域系提供为SEQ ID NO: 23至32。本领域技术人员对于对 

应各种Fri结构域的确切氨基酸的了解可能互异。因此，上述及本文所述的结构域的N端及/ 

或C端可延长或缩短1、2、3、4、5、6、7、8、9、或甚至10个氨基酸。

[0184]在某些实施方式中，该Wnt结合剂包含与一或多种人Wnt蛋白结合的人FZD蛋白的 

Fri结构域，或该Fri结构域的片段或变异体。在某些实施方式中，该人FZD蛋白系FZD1、 

卩202、？203、？204、？205、？206小207、？208小209、或？2010。在某些实施方式中，该人？20蛋白 

系FZD4。在某些实施方式中，该人FZD蛋白系FZD5。在某些实施方式中，该人FZD蛋白系FZD8。 

在某些实施方式中，该人FZD蛋白系FZD10。在某些实施方式中，该FZD蛋白系FZD4且该Wnt结 

合剂包含SEQIDN0:16。在某些实施方式中，该FZD蛋白系FZD5且该Wnt结合剂包含SEQID 
N0:17。在某些实施方式中，该FZD蛋白系FZD7且该Wnt结合剂包含SEQ ID N0:19。在某些实 

施方式中，该FZD蛋白系FZD8且该Wnt结合剂包含SEQ ID勵:20。在某些实施方式中，该卩20 

蛋白系FZD10且该Wnt结合剂包含SEQ ID N0:22。在某些实施方式中，该FZD蛋白系FZD8且该 

Wnt结合剂包含SEQ ID N0:33。

[0185] 在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含Fri结构域，该Fri结构域包含FZD1(SEQ ID 
Ν0:23)的最小Fri结构域、FZD2(SEQ ID Ν0:24)的最小Fri结构域、FZD3(SEQ ID Ν0:25)的 

最小Fri结构域、FZD4(SEQ ID Ν0:26)的最小Fri结构域、FZD5(SEQ ID Ν0:27)的最小Fri结 

构域、FZD6(SEQ ID Ν0:28)的最小Fri结构域、FZD7(SEQ ID Ν0:29)的最小Fri结构域、FZD8 

(SEQ ID Ν0:30)的最小Fri结构域、FZD9(SEQ ID Ν0:31)的最小Fri结构域、或FZD10(SEQ 
ID NO: 32)的最小Fri结构域。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含Fri结构域，该Fri结构 

域包含FZD8(SEQ ID Ν0:30)的最小Fri结构域。

[0186] 在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含Fri结构域，该Fri结构域实质上由FZD1的 

Fr i结构域、FZD 2的Fr i结构域、FZD3的Fr i结构域、FZD4的Fr i结构域、FZD 5的Fr i结构域、 

FZD6的Fri结构域、FZD7的Fri结构域、FZD8的Fri结构域、FZD9的Fri结构域、或FZD10的Fri 
结构域组成。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含实质上由FZD8的Fri结构域组成的Fri结 

构域。

[0187] 在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含选自下列的序列：SEQ ID NO: 13、SEQ ID 
N0:14、SEQ ID N0:15、SEQ ID N0:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID N0:19、SEQ ID
N0:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID N0:22、SEQ ID N0:23、SEQ ID N0:24、SEQ ID N0:25、SEQ ID
N0:26、SEQ ID N0:27、SEQ ID N0:28、SEQ ID N0:29、SEQ ID N0:30、SEQ ID N0:31、SEQ ID 
NO: 32及SEQ ID NO: 33。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含实质上由SEQ ID NO: 20组成 

的Fri结构域。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含实质上由SEQ ID NO:33组成的Fri结构 

域。

[0188]在某些实施方式中，该Wnt结合剂包含前述FZD Fri结构域序列的任一者的变异 

体，其包含一或多个(例如一、二、三、四、五、六、七、八、九、十个、等)保守性取代且能与Wnt 
蛋白结合。

[0189]在某些实施方式中，Wnt结合剂（例如包含人FZD受体的Fri结构域的剂）另包含非 

FZD多肽。在一些实施方式中，FZD可溶性受体可包括与其他非FZD功能性及结构性多肽连接 

的FZD ECD或Fri结构域，该等非FZD功能性及结构性多肽包括但不限于人Fc区、蛋白标签 

(例如myc、FLAG、GST)、其他内源性蛋白或蛋白片段，或任何其他可用的蛋白序列包括在FZD
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ECD或Fri结构域与第二多肽之间的任何接头区。在某些实施方式中，该非FZD多肽包含人Fc 
区。该Fc区可自任一类型的免疫球蛋白如IgG、IgA、IgM、IgD及IgE获得。在一些实施方式中， 

该Fc区系人IgGl Fc区。在一些实施方式中，该Fc区系人IgG2Fc区。在一些实施方式中，该Fc 
区系野生型Fc区。在一些实施方式中，该Fc区系成熟型Fc区。在一些实施方式中，该Fc区的N 
端系经截短1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个氨基酸(例如在铰链结构域）。在一些实施方式中，在 

铰链结构域的氨基酸系经改变以阻止非所欲的双硫键形成。在一些实施方式中，半胱氨酸 

系经丝氨酸取代以阻碍或阻止非所欲的双硫键形成。在一些实施方式中，该Fc区的C端系经 

截短1、2、3、或更多个氨基酸。在一些实施方式中，该Fc区的C端系经截短1个氨基酸。在某些 

实施方式中，该非FZD多肽包含SEQ ID N0:34、SEQ ID N0:35、SEQ ID N0:36、SEQ ID Ν0:37 

或SEQ ID NO:38。在某些实施方式中，该非FZD多肽实质上由SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35、 

SEQ ID N0:36、SEQ ID Ν0:37或SEQ ID Ν0:38组成。在某些实施方式中，该非FZD多肽实质 

上由 SEQ ID N0:36或SEQ ID N0:37组成。

[0190]在某些实施方式中，Wnt结合剂系包含FZD受体的至少一最小Fri结构域与一 Fc区 

的融合蛋白。此处所使用的“融合蛋白”系由包含至少二种基因的核苷酸序列的核酸分子表 

达的杂合蛋白。在一些实施方式中，该第一多肽的C端系与该免疫球蛋白Fc区的N端连接。在 

一些实施方式中，该第一多肽(例如FZD Fri结构域)系与该Fc区直接相连（即不含中介肽接 

头）。在一些实施方式中，该第一多肽系与该Fc区经由接头相连。

[0191]此处使用的用语“接头”系指插入第一多肽(例如FZD成分)与第二多肽(例如Fc区） 

之间的接头。在一些实施方式中，该接头系肽接头。接头不应不良影响该多肽的表达、分泌 

或生物活性。接头应不具抗原性且不应诱发免疫反应。适当的接头系本领域技术人员所知， 

通常包括甘氨酸及丝氨酸残基的混合物，且通常包括无空间位阻的氨基酸。其他可被纳入 

于可用接头的氨基酸包括苏氨酸及丙氨酸残基。接头的长度范围广泛，例如1至50个氨基酸 

长度、1至22个氨基酸长度、1至10个氨基酸长度、1至5个氨基酸长度或1至3个氨基酸长度。 

接头可能包括但不限于SerGly、GGSG、GSGS、GGGS、S(GGS)n其中η系1至7、GRA、聚(Gly)、聚 

(Ala)、ESGGGGVT(SEQ ID N0:57)、LESGGGGVT(SEQ ID N0:58)、GRAQVT(SEQ ID N0:59)、 

WRAQVT(SEQ ID Ν0:60)及ARGRAQVT(SEQ ID N0:61)。本文所使用的接头系不包括来自该第 

一多肽(例如FZD Fri结构域)的C端或该第二多肽(例如Fc区）的N端的氨基酸残基的中介肽 

序列。

[0192] 在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含FZD Fri结构域、Fc区及连接该FZD Fri结构 

域与该Fc区的接头。在一些实施方式中，该FZD Fri结构域包含SEQ ID N0:20、SEQ ID N0: 

30、或SEQ ID N0:33。在一些实施方式中，该接头包含ESGGGGVT(SEQ ID Ν0:57)或 

LESGGGGVT(SEQ ID N0:58)。

[0193]在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含第一多肽及第二多肽，该第一多肽包含SEQ 
ID N0:13、SEQ ID N0:14、SEQ ID N0:15、SEQ ID N0:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ
ID N0:19、SEQ ID N0:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID N0:22、SEQ ID N0:23、SEQ ID N0:24、SEQ
ID N0:25、SEQ ID N0:26、SEQ ID N0:27、SEQ ID N0:28、SEQ ID N0:29、SEQ ID N0:30、SEQ 
ID NO:31、SEQ ID NO:32、或SEQ ID NO:33,该第二多肽包含SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35、 

SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID N0:38,其中该第一多肽系与该第二多肽直接连 

接。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：包含SEQ ID Ν0:20的第一多肽及包含SEQ ID
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N0:34、SEQ ID N0:35、SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些 

实施方式中，该Wnt结合剂包含:包含SEQ ID Ν0:20的第一多肽及包含SEQ ID Ν0:36或SEQ 
ID Ν0:37的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：实质上由SEQ ID Ν0:20组成 

的第一多肽及实质上由SEQ ID NO: 36或SEQ ID NO: 37组成的第二多肽。在一些实施方式 

中，该Wnt结合剂包含：包含SEQ ID Ν0:30的第一多肽及包含SEQ ID N0:34、SEQ ID N0:35、 

SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合 

剂包含：包含SEQ ID Ν0:30的第一多肽及包含SEQ ID Ν0:36或SEQ ID Ν0:37的第二多肽。 

在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含:包含SEQ ID N0: 33的第一多肽及包含SEQ ID N0: 

34、SEQIDN0:35、SEQIDN0:36、SEQIDN0:37、或SEQIDN0:38的第二多肽。在一些实施 

方式中，该Wnt结合剂包含：包含SEQ ID Ν0:33的第一多肽及包含SEQ ID N0:36、SEQ ID 
Ν0:37、或SEQ ID Ν0:35的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：实质上由SEQ 
ID Ν0:33组成的第一多肽及实质上由SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID Ν0:35组成 

的第二多肽。

[0194]在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含第一多肽及第二多肽，该第一多肽包含SEQ 
ID N0:13、SEQ ID N0:14、SEQ ID N0:15、SEQ ID N0:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ
ID N0:19、SEQ ID N0:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID N0:22、SEQ ID N0:23、SEQ ID N0:24、SEQ
ID N0:25、SEQ ID N0:26、SEQ ID N0:27、SEQ ID N0:28、SEQ ID N0:29、SEQ ID N0:30、SEQ 
ID NO:31、SEQ ID NO:32、或SEQ ID NO:33,该第二多肽包含SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35、 

SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID N0:38,其中该第一多肽系藉由接头与该第二多肽 

连接。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含:包含SEQ ID Ν0:20的第一多肽及包含SEQ ID 
N0:34、SEQ ID N0:35、SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些 

实施方式中，该Wnt结合剂包含:包含SEQ ID Ν0:20的第一多肽及包含SEQ ID Ν0:36或SEQ 
ID Ν0:37的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：实质上由SEQ ID Ν0:20组成 

的第一多肽及实质上由SEQ ID NO: 36或SEQ ID NO: 37组成的第二多肽。在一些实施方式 

中，该Wnt结合剂包含：包含SEQ ID Ν0:30的第一多肽及包含SEQ ID N0:34、SEQ ID N0:35、 

SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合 

剂包含：包含SEQ ID N0: 33的第一多肽及包含SEQ ID N0:34、SEQ ID N0: 35、SEQ ID N0: 

36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：包 

含SEQIDN0:33的第一多肽及包含SEQIDN0:36、SEQIDN0:37、或SEQIDN0:35的第二 

多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含:实质上由SEQ ID Ν0:33组成的第一多肽及实 

质上由SEQIDN0:36、SEQIDN0:37、或SEQIDN0:35组成的第二多肽。

[0195]在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含第一多肽及第二多肽，该第一多肽与SEQ ID 
N0:13、SEQ ID N0:14、SEQ ID N0:15、SEQ ID N0:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID
N0:19、SEQ ID N0:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID N0:22、SEQ ID N0:23、SEQ ID N0:24、SEQ ID
N0:25、SEQ ID N0:26、SEQ ID N0:27、SEQ ID N0:28、SEQ ID N0:29、SEQ ID N0:30、SEQ ID 
N0:31、SEQ ID N0:32、或SEQ ID Ν0:33具有至少95%—致性，该第二多肽包含SEQ ID NO: 

34、SEQ ID N0:35、SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID N0:38,其中该第一多肽系与该 

第二多肽直接连接。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：与SEQ ID Ν0:20具有至少95% 

一致性的第一多肽及包含SEQIDN0:34、SEQIDN0:35、SEQIDN0:36、SEQIDN0:37、或

44



CN 105829547 A 说明书 38/69 页

SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：与SEQ ID Ν0:30具有至 

少95%—致性的第一多肽及包含SEQ ID N0:34、SEQ ID N0:35、SEQ ID N0:36、SEQ ID NO: 
37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含:与SEQ ID Ν0:33具 

有至少95%—致性的第一多肽及包含SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35、SEQ ID NO:36、SEQ ID 
NO:37、或SEQ ID NO:38的第二多肽。

[0196]在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含第一多肽及第二多肽，该第一多肽与SEQ ID 
N0:13、SEQ ID N0:14、SEQ ID N0:15、SEQ ID N0:16、SEQ ID N0:17、SEQ ID N0:18、SEQ ID
N0:19、SEQ ID N0:20、SEQ ID N0:21、SEQ ID N0:22、SEQ ID N0:23、SEQ ID N0:24、SEQ ID
N0:25、SEQ ID N0:26、SEQ ID N0:27、SEQ ID N0:28、SEQ ID N0:29、SEQ ID N0:30、SEQ ID 
N0:31、SEQ ID N0:32、或SEQ ID Ν0:33具有至少95%—致性，该第二多肽包含SEQ ID NO: 
34、SEQ ID N0:35、SEQ ID N0:36、SEQ ID N0:37、或SEQ ID N0:38,其中该第一多肽系经由 

接头与该第二多肽连接。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：与SEQ ID Ν0:20具有至少 

95%—致性的第一多肽及包含SEQ ID N0:34、SEQ ID N0:35、SEQ ID N0:36、SEQ ID N0: 
37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含:与SEQ ID Ν0:30具 

有至少95%—致性的第一多肽及包含SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35、SEQ ID NO:36、SEQ ID 
Ν0:37、或SEQ ID Ν0:38的第二多肽。在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含：与SEQ ID NO: 
33具有至少95%—致性的第一多肽及包含SEQ ID NO: 34、SEQ ID NO: 35、SEQ ID NO: 36、 

SEQ ID NO:37、或SEQ ID NO:38的第二多肽。

[0197] FZD蛋白包含引导该蛋白运输的信号序列。信号序列（又称信号肽或前导序列）位 

于新生多肽的N端。它们引导该多肽至内质网且该等蛋白被分类至彼等应该去的地方，例如 

胞器的内部空间、细胞内部的膜、细胞的外膜或经分泌至细胞外部。大部分信号序列在蛋白 

被运送至内质网后，藉由信号肽酶与该蛋白切割。自该多肽切割该信号序列通常发生于氨 

基酸序列的特定位点，且取决于该信号序列内的氨基酸残基。虽然通常有一个特定的切割 

位点，但信号肽酶可能识别及/或使用一个以上的切割位点，导致该多肽不相同的N端。举例 

来说，使用信号序列内的不同的切割位点可导致具有不同N端氨基酸的多肽的表达。因此， 

在一些实施方式中，本文所述的多肽可能包含具有不同N端的多肽的混合物。在一些实施方 

式中，该N端的长度相差1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多个氨基酸。在一些实施方式中，该~端 

的长度相差1、2、3、4或5个氨基酸。在一些实施方式中，该多肽为实质上相同，即该多肽具有 

相同的N端。在一些实施方式中，该多肽的信号序列包含一或多个(例如一、二、三、四、五、 

六、七、八、九、十、等等)氨基酸取代及/或删除。在一些实施方式中，该多肽的信号序列包含 

让一个切割位点变成主要切割位点的氨基酸取代及/或删除，藉此导致具有一种N端的实质 

上相同的多肽。

[0198] 在一些实施方式中，该Wnt结合剂包含选自下列的氨基酸序列：SEQ ID N0:39、SEQ 
ID N0:40、SEQ ID N0:41、SEQ ID N0:42、SEQ ID N0:43、SEQ ID N0:44、及SEQ ID N0:45。 

[0199]在某些实施方式中，该Wnt结合剂包含SEQ ID Ν0:39的序列。在某些实施方式中， 

该剂包含SEQ ID N0:39的序列，该序列包含一或多个(例如一、二、三、四、五、六、七、八、九、 

十、等等)保守性取代。在某些实施方式中，该剂包含与SEQ ID Ν0:39具有至少约90%、约 

95%、或约98%序列一致性的序列。在某些实施方式中，SEQ ID Ν0:39的变异体维持其与一 

或多种人Wnt蛋白结合的能力。
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[0200] 在某些实施方式中，该Wnt结合剂包含SEQ ID NO:40的序列。在一些实施方式中， 

该Wnt结合剂系SEQ ID N0:40。在某些替代性实施方式中，该剂包含SEQ ID Ν0:40的序列， 

该序列包含一或多个(例如一、二、三、四、五、六、七、八、九、十、等等)保守性取代。在某些实 

施方式中，该剂包含与SEQ ID Ν0:40具有至少约90%、约95%、或约98%序列一致性的序 

列。在某些实施方式中，SEQ ID Ν0:40的变异体维持其与一或多种人Wnt蛋白结合的能力。 

[〇2〇1] 在某些实施方式中，该Wnt结合剂包含SEQ ID Ν0:41的序列。在一些实施方式中， 

该Wnt结合剂系SEQ ID N0:41。在某些替代性实施方式中，该剂包含SEQ ID Ν0:41的序列， 

该序列包含一或多个(例如一、二、三、四、五、六、七、八、九、十、等等)保守性取代。在某些实 

施方式中，该剂包含与SEQ ID Ν0:41具有至少约90%、约95%、或约98%序列一致性的序 

列。在某些实施方式中，SEQ ID Ν0:41的变异体维持其与一或多种人Wnt蛋白结合的能力。 

[0202] 在一些实施方式中，Wnt结合剂系0MP-54F28。

[〇2〇3]在某些实施方式中，Wnt结合剂系包含选自下列的氨基酸序列的多肽:SEQ ID N0: 
39、SEQ ID N0:40、SEQ ID N0:41、SEQ ID N0:42、SEQ ID N0:43、SEQ ID N0:44、及SEQ ID 
N0:45。在某些实施方式中，该多肽包含选自SEQ ID N0:39、SEQ ID N0:40、及SEQ ID Ν0:41 
的氨基酸序列。在一些实施方式中，多肽实质上由选自下列的氨基酸序列组成:SEQ ID NO: 
39、SEQ ID Ν0:40及SEQ ID N0:41。在某些实施方式中，该多肽包含SEQ ID Ν0:39的氨基酸 

序列。在一些实施方式中，该多肽包含SEQ ID Ν0:40的氨基酸序列。在某些实施方式中，该 

多肽包含SEQ ID Ν0:41的氨基酸序列。在某些实施方式中，该多肽包含SEQ ID Ν0:42的氨 

基酸序列。在某些实施方式中，该多肽包含SEQ ID Ν0:43的氨基酸序列。在某些实施方式 

中，该多肽包含SEQ ID N0:44的氨基酸序列。在某些实施方式中，该多肽包含SEQ ID N0:45 
的氨基酸序列。

[〇2〇4] 在一些实施方式中，该多肽系实质上经纯化的包含选自SEQ ID NO: 39、SEQ ID 
Ν0:40、及SEQ ID Ν0:41的氨基酸序列的多肽。在一些实施方式中，该多肽系实质上经纯化 

的包含SEQ ID Ν0:41的多肽。在某些实施方式中，该实质上经纯化的多肽系由至少90%的 

具有ASA的N端序列的多肽所组成。在一些实施方式中，该新生多肽包含导致实质上具有一N 
端序列的均质多肽产物的信号序列。

[0205]在某些实施方式中，Wnt结合剂包含免疫球蛋白的Fc区。本领域技术人员将了解， 

本发明的某些结合剂将包含融合蛋白，相较于具有大约相同免疫原性的包含天然或未经改 

变的恒定区的融合蛋白，其中至少部分的Fc区系经删除或以其他方式改变，以提供所欲的 

生化特征，例如增加癌细胞定位、增加肿瘤穿透、减少血清半衰期、或增加血清半衰期。对Fc 
区的修饰可能包括添加、删除或取代一或多个结构域中的一或多个氨基酸。此处所揭示的 

经修饰的融合蛋白可能包含对二个重链恒定结构域的一或多种(CH2或CH3)或对铰链区的 

改变或修饰。在其他实施方式中，整个CH2结构域可被移除（△ CH2建构体）。在一些实施方式 

中，该遗漏的恒定区结构域系由短氨基酸间隔子(例如10个aa残基)取代，以提供通常由该 

遗漏恒定区结构域所授予的一些分子柔韧性。

[0206]在一些实施方式中，该经修饰的融合蛋白系经建构以直接连接CH3结构域与该铰 

链区。在其他实施方式中，肽间隔子被插入铰链区与经修饰的CH2及/或CH3结构域之间。举 

例来说，其中CH2结构域被删除且剩余的CH3结构域(经修饰或未经修饰)系以5至20个氨基 

酸间隔子与铰链区连接的建构体可被表达。该间隔子可被添加以确保恒定区的调节组件维
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持自由及可接近，或该铰链区维持可弯折。然而，应注意氨基酸间隔子在一些情况中可能证 

实具有免疫原性，且诱发拮抗该建构体的非所欲免疫反应。因此，在某些实施方式中，任何 

添加至建构体的间隔子将为相对非免疫原性，以维持该融合蛋白的所欲生物性质。

[0207]在一些实施方式中，该经修饰的融合蛋白可能仅具有恒定结构域的部分删除或取 

代少数或甚至单一个氨基酸。举例来说，在CH2结构域的选择区域中的单一氨基酸突变可能 

足以实质上减少Fc结合，因此增加癌细胞定位及/或肿瘤穿透。类似地，所欲的是单纯删除 

该一或多个恒定区结构域中控制特定效应功能(例如补体Cl q结合）的部分。该恒定区的部 

分删除可增进该结合剂的选择特性(例如血清半衰期），同时保留其他与该主题恒定区结构 

域完整有关的所欲功能。另外，如上所述，该揭示融合蛋白的恒定区可经由一或多个氨基酸 

的突变或取代改质以增进该形成建构物的特性。在这方面可能扰乱由保守性结合位点所提 

供的活性(例如Fc结合），同时实质上维持该经修饰的融合蛋白的构造及免疫原性特性。在 

某些实施方式中，该经修饰的融合蛋白包含添加一或多个氨基酸至恒定区以增进所欲特征 

诸如减少或增加效应功能或提供更多细胞毒素或碳水化合物连接位点。

[〇2〇8]该领域已知的是恒定区媒介数种效应功能。举例来说，补体的C1成分与(结合至抗 

原的）IgG或IgM抗体的Fc区结合活化该补体系统。补体活化于细胞病原体的调理作用及溶 

解中至为重要。补体活化亦刺激发炎反应，且亦与自体免疫超敏性有关。此外，免疫球蛋白 

的Fc区可与表达Fc受体(FcR)的细胞结合。有一些Fc受体对不同类型的抗体具有特异性，包 

括IgG( γ受体）、IgE(e受体）、IgA(a受体)及IgM(y受体）。抗体与细胞表面上的Fc受体结合 

引发多种重要且多变的生物反应，包括吞噬及破坏抗体包覆颗粒、清空免疫复合物、藉由杀 

手细胞溶解经抗体包覆的标靶细胞、释放发炎介质、胚胎转移及控制免疫球蛋白的产制。 

[0209]在一些实施方式中，该经修饰的融合蛋白提供经改变的效应功能，因而影响该投 

予剂的生物特性。举例来说，在一些实施方式中，删除或不活化(经由点突变或其他方法)恒 

定区结构域可能减少循环中经修饰的剂与Fc受体结合，因此增加癌细胞定位及/或肿瘤穿 

透。在其他实施方式中，恒定区修饰增加或减少剂的血清半衰期。在一些实施方式中，恒定 

区系经修饰以消除双硫键或寡糖基团。

[0210]在某些实施方式中，经修饰的融合蛋白不具有一或多种通常与Fc区有关的效应功 

能。在一些实施方式中，该剂不具抗体依赖性细胞媒介性细胞毒性(ADCC)活性及/或不具补 

体依赖性细胞毒性(CDC)活性。在某些实施方式中，该剂不与该Fc受体及/或补体因子结合。 

在某些实施方式中，该剂不具效应功能。

[0211]在一些实施方式中，本文所述的Wnt结合剂(例如可溶性受体)系经修饰以减少免 

疫原性。通常，当这些蛋白用来作为治疗剂时，拮抗完全正常人蛋白的免疫反应很少发生。 

然而，虽然许多融合蛋白包含与天然中发现的序列相同的多肽序列，数种治疗性融合蛋白 

已显示在哺乳动物中具有免疫原性。在一些试验中，包含接头的融合蛋白已被发现比不包 

含接头的融合蛋白更具免疫原性。因此，在一些实施方式中，本发明的多肽系藉由运算方法 

分析以预测免疫原性。在一些实施方式中，分析该等多肽中T细胞及/或B细胞表位的存在。 

若任何T细胞或B细胞表位系经辨识及/或预测，可对这些区域进行修饰(例如氨基酸取代) 

以扰乱或破坏该等表位。各种可用于预测T细胞及/或B细胞表位的算法及软件系为该领域 

所知。例如，软件程序SYFPEITHI、HLA Bind、PEPVAC、RANKPEP、DiscoTope、ElliPro、及抗体 

表位预测(Antibody Epitope Prediction)皆为公众可取得。
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[0212]在一些实施方式中，本发明提供一种产生如本文中所述的任何Wnt结合剂(例如可 

溶性受体)或多肽的细胞。在一些实施方式中，本发明提供包含如本文中所述的任何Wnt结 

合剂(例如可溶性受体)或多肽的组成物。在一些实施方式中，该组成物包含多肽，其中至少 

80%、90%、95%、97%、98%、或99%的该多肽具有434的~端序列。在一些实施方式中，该组 

成物包含多肽，其中100 %的该多肽具有ASA的N端序列。在一些实施方式中，该组成物包含 

多肽，其中至少80%的该多肽具有ASA的N端序列。在一些实施方式中，该组成物包含多肽， 

其中至少90%的该多肽具有ASA的N端序列。在一些实施方式中，该组成物包含多肽，其中至 

少95 %的该多肽具有ASA的N端序列。

[0213]本文中所述的多肽可为重组多肽、天然多肽、或合成多肽。在本领域中咸信本发明 

的一些氨基酸序列可变化而不会对该蛋白的结构或功能造成显著影响。若考虑该等序列上 

的差异，应记住在蛋白质上将有决定活性的重要区域。因此，本发明另包括多肽的变异体， 

该变异体显示实质活性或包括FZD蛋白的区域，例如如本文所讨论的蛋白部分。该等突变包 

括删除、插入、倒位、重复、及类型取代。

[0214]当然，技艺人士会采用的氨基酸取代的数量取决于许多因素，包括该些于上述者。 

在某些实施方式中，用于任何给定的可溶性受体多肽中的取代的数量不会超过50、40、30、 

25、20、15、10、5或3个。

[0215]本发明的多肽的片段或部分可被采用来藉由肽合成用于产制该对应的全长多肽; 

因此，该等片段可被采用为用于产制全长多肽的中间物。该等多肽的片段或部分亦可被称 

为“蛋白片段”或“多肽片段”。

[〇216]本发明的“蛋白片段”系能与一或多种人Wnt蛋白或一或多种人FZD蛋白结合的蛋 

白的一部分或整体。在一些实施方式中，该片段对一或多种人Wnt蛋白具有高亲和性。在一 

些实施方式中，该片段对一或多种人FZD蛋白具有高亲和性。此处所描述的Wnt结合剂的一 

些片段系包含与免疫球蛋白的恒定区（例如Fc区）的至少部分连接的FZD蛋白的胞外部分的 

至少部分的蛋白片段。该蛋白片段的结合亲和性可为约l〇_n至l〇_12M的范围，虽然亲和性可 

因片段的不同大小而具有从1〇_7至l〇_13M的大幅差异。在一些实施方式中，该片段系约100至 

约200个氨基酸长度，且包含与免疫球蛋白的恒定区的至少部分连接的结合结构域。

[0217]在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系多克隆抗体。多克隆抗体可利用任何已知 

的方法制备。在一些实施方式中，多克隆抗体系藉由以感兴趣的抗原（例如经纯化的肽片 

段、全长重组蛋白或融合蛋白）利用多重皮下或腹腔内注射的方式免疫动物(例如兔、大鼠、 

小鼠、山羊、驴)产制。该抗原可任意选择地与载体缀合，诸如钥孔状帽贝血蓝素(KLH)或血 

清白蛋白。该抗原(不论有无载体蛋白质)系经无菌盐水稀释，且通常与佐剂(例如完全或不 

完全弗氏(Freund’s)佐剂)组合以形成稳定乳液。在经过足够时间后，自该经免疫的动物的 

血液及/或腹水回收多克隆抗体。该多克隆抗体可根据该领域的标准方法自血清或腹水纯 

化，该等方法包括但不限于亲和性层析、离子交换层析、胶体电泳及透析。

[0218]在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系单克隆抗体。单克隆抗体可利用本领域技 

术人员已知的杂交瘤方法制备（见例如Kohler and Mi lstein, 1975，Nature，256 : 495- 

497)。在一些实施方式中，使用杂交瘤方法系将小鼠、仓鼠或其他适当的宿主动物经上述方 

法免疫，以诱发产制将与该免疫抗原特异性结合的抗体的淋巴细胞。在一些实施方式中，淋 

巴细胞可于试管内免疫。在一些实施方式中，该免疫抗原可为人蛋白质或其一部分。在一些
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实施方式中，该免疫抗原可为小鼠蛋白质或其一部分。

[〇219]在免疫后，淋巴细胞系经分离并利用例如聚乙二醇与适当的骨髓瘤细胞系融合， 

以形成接着可与未融合的淋巴细胞及骨髓瘤细胞分离的杂交瘤细胞。产制特异性拮抗选定 

抗原的单克隆抗体的杂交瘤可利用多种方法识别，该等方法包括但不限于免疫沉淀、免疫 

转渍及试管内结合试验(例如流式细胞分析、FACS、ELISA及放射性免疫测定）。该杂交瘤可 

利用标准方法于试管内增殖(J.W.Goding，1996，Monoclonal Antibodies:Principles and 
Practice，3rd Edition，Academic Press，San Diego，CA)，或于动物活体内（in vivo)以腹 

水肿瘤方式增殖。该单克隆抗体可根据该领域的标准方法自培养基或腹水液体纯化，该等 

方法包括但不限于亲和性层析、离子交换层析、胶体电泳及透析。

[〇22〇]在某些实施方式中，单克隆抗体可利用本领域技术人员已知的重组DNA技术制备。 

编码单克隆抗体的多核苷酸系自成熟B细胞或杂交瘤细胞分离，像是藉由使用寡核苷酸引 

物的RT-PCR以特异性扩增编码该抗体的重链及轻链的基因，该等多核苷酸的序列系利用公 

知技术测定。该经分离的编码重链及轻链的多核苷酸接着被选殖至适当表达载体，该载体 

在转染至原本不产制免疫球蛋白的宿主细胞诸如大肠杆菌(Ε. coli )、类人猿C0S细胞、中国 

仓鼠卵巢(CH0)细胞或骨髓瘤细胞后产制单克隆抗体。在其他实施方式中，重组单克隆抗体 

或其片段可自噬菌体展示库分离。

[0221]编码单克隆抗体的多核苷酸可进一步以多种不同方式使用重组DNA技术修饰，以 

产制可供选择的抗体。在一些实施方式中，例如小鼠单克隆抗体的轻链及重链的恒定结构 

域可被例如人抗体的该些区域取代以产制嵌合抗体，或以非免疫球蛋白多肽取代以产制融 

合抗体。在一些实施方式中，该等恒定区系经截短或移除以产制所欲的单克隆抗体的抗体 

片段。可变区的定点或高密度突变形成可被用于优化单克隆抗体的特异性、亲和性等。 

[0222]在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系人化抗体。通常，人化抗体系其中CDR的氨 

基酸残基经源自具有所欲特异性、亲和性及/或结合能力的非人物种(例如小鼠、大鼠、兔、 

仓鼠等）的免疫球蛋白的CDR的氨基酸残基取代的人免疫球蛋白，该取代系利用本领域技术 

人员已知的方法进行。在一些实施方式中，人免疫球蛋白的Fv框架区氨基酸残基系由具有 

所欲特异性、亲和性及/或结合能力的非人物种的抗体的对应氨基酸残基取代。在一些实施 

方式中，该人化抗体可进一步藉由取代Fv框架区及/或该经取代的非人氨基酸残基内的额 

外氨基酸残基加以修饰，以精进优化抗体特异性、亲和性及/或能力。通常，该人化抗体将包 

含实质上所有的至少一个且通常两个可变结构域，该可变结构域包含所有或实质上所有的 

对应该非人免疫球蛋白的CDR，然而所有或实质上所有的框架区系具有人免疫球蛋白序列 

的框架区。在一些实施方式中，该人化抗体亦可包含至少部分的免疫球蛋白恒定区或恒定 

结构域(Fc)，通常为人免疫球蛋白的该部分。在某些实施方式中，该等人化抗体系用于治疗 

用途，因为当投予至人个体时它们可能减少抗原性及HAMA(人抗小鼠抗体)反应。用于制备 

人化抗体的方法系该领域所广为周知。

[0223]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系人抗体。人抗体可利用该领域已知的多种 

技术直接制备。在一些实施方式中，可制备在试管内经免疫的永生化人B淋巴细胞或自经免 

疫而产制以标靶抗原为目标的抗体的个体分离。在一些实施方式中，该人抗体可选自噬菌 

体库，其中该噬菌体库表达人抗体。或者，噬菌体展示技术可被用来自未经免疫的捐赠者的 

免疫球蛋白可变区结构域基因贮库以试管内产制人抗体及抗体片段。用于产制及使用抗体
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噬菌体库的技术系该领域所广为周知。该领域已知的亲和性成熟策略包括但不限于链改组 

(chain shuffling)(Marks et al.，1992，Bio/Technology, 10:779-783)及定点突变形成 

可被用于产制高亲和性人抗体。

[0224]在一些实施方式中，人抗体可于包含人免疫球蛋白基因座的转基因小鼠中制备。 

经免疫后，这些小鼠可产制整套人抗体而不产制内源性免疫球蛋白。此方法系于美国专利 

第5,545,807、5,545,806、5,569,825、5,625，126、5,633,425及5,661，016号中描述。

[0225]本发明亦包含特异性识别至少一种人FZD蛋白或至少一种Wnt蛋白的双特异性抗 

体。双特异性抗体可特异性辨识及结合至少二种不同表位。该等不同的表位可位于相同分 

子内（例如二个不同表位位于人FZD5上）或位于不同分子上（例如一表位位于FZD5上，一不 

同表位位于第二蛋白上）。在一些实施方式中，该双特异性抗体系单克隆人或人化抗体。在 

一些实施方式中，该抗体可特异性识别及结合第一抗原标靶(例如FZD蛋白）及第二抗原标 

靶像是在淋巴细胞上的效应分子(例如⑶2、⑶3、⑶28、CD80、或⑶86)或Fc受体(例如⑶64、 

CD32或CD16)以使细胞性防御机制集中于表达该第一抗原标靶的细胞。在一些实施方式中， 

该等抗体可被用于引导细胞毒性剂至表达特定标靶抗原的细胞。这些抗体具有抗原结合臂 

及与细胞毒性剂或放射性核种螯合剂诸如E0TUBE、DPTA、D0TA或TETA结合的臂。

[0226]双特异性抗体可为完整抗体或抗体片段。本发明亦考虑超过两价的抗体。例如，可 

制备三特异性抗体(Tutt et al. ,1991，J.Immunol. ,147:60)。因此，在某些实施方式中，该 

等抗体系多特异性。用于制造双特异性及多特异性抗体的技术系本领域技术人员所知。 

[0227]在某些实施方式中，此处描述的抗体(或其他多肽)可为单特异性。例如，在某些实 

施方式中，抗体所包含的一或多个抗原结合部位的各者系能结合不同蛋白质上的同源性表 

位。在某些实施方式中，此处所述的单特异性抗体的抗原结合部位能结合例如FZD5及FZD7 

(即在FZD5及FZD7蛋白上皆能发现的相同表位）。

[〇228]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系包含抗原结合部位的抗体片段。抗体片段 

可具有与完整抗体不同的功能或能力，例如抗体片段可具有增加的肿瘤穿透。已知用于产 

制抗体片段的各种技术包括但不限于完整抗体的蛋白水解消化。在一些实施方式中，抗体 

片段包括由胃蛋白酶消化抗体分子所产制的F(ab’）2片段。在一些实施方式中，抗体片段包 

括藉由减少F(ab’）2片段的双硫键所产制的Fab片段。在其他实施方式中，抗体片段包括藉 

由以木瓜酶及还原剂处理抗体分子所产制的Fab片段。在某些实施方式中，抗体片段系经重 

组产制。在一些实施方式中，抗体片段包括Fv或单链Fv(scFv)片段。Fab、Fv及scFv抗体片段 

可在大肠杆菌或其他宿主细胞中表达及分泌，允许大量产制这些片段。在一些实施方式中， 

抗体片段系自如此处讨论的抗体■菌体分子库分离。举例来说，可利用方法建构Fab表达库 

以允许快速有效地识别对FZD或Wnt蛋白或其衍生物、片段、类似物或同源物具有所欲特异 

性的单克隆Fab片段。在一些实施方式中，抗体片段系线性抗体片段。在某些实施方式中，抗 

体片段系单特异性或双特异性。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系scFv。各种技术可 

被用于产制对一或多种人FZD蛋白或一或多种人Wnt蛋白具有特异性的单链抗体。

[0229]另外尤其以抗体片段来说所欲的是，修饰抗体以增加其血清半衰期。此可藉由例 

如使抗体片段中的适当区域发生突变以纳入救援受体结合表位至抗体片段中达成，或藉由 

将该表位纳入肽标签中然后使该肽标签与抗体片段的末端或中间融合(例如藉由DNA或肽 

合成)达成。在一些实施方式中，抗体系经修饰以减少其血清半衰期。
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[0230]异源缀合抗体亦属于本发明的范围内。异源缀合抗体系由二个共价连接的抗体组 

成。该等抗体被计划用于例如使免疫细胞以非所欲的细胞为标靶。亦考虑到该等异源缀合 

抗体可利用已知的合成蛋白质化学方法于试管内制备，包括该些涉及交联剂的方法。举例 

来说，免疫毒素可利用双硫交换反应或藉由形成硫醚键加以建构。为达此目的的适当试剂 

实例包括亚胺基硫醇盐及甲基-4-巯基丁亚氨酸酯。

[0231]就本发明的目的而言，应了解的是经修饰的抗体可包含任何类型的提供该抗体与 

标靶（即人FZD蛋白或人Wnt蛋白）连接的可变区。在这方面，该可变区可包含或衍生自任何 

种类的可被诱导以启动体液性反应及产制拮抗该所欲的肿瘤相关抗原的免疫球蛋白的哺 

乳动物。因此，该经修饰的抗体的可变区可为例如人、小鼠、非人灵长动物（例如长尾猕猴 

(cynomolgus monkey)、猕猴等)或兔来源。在一些实施方式中，该经修饰的免疫球蛋白的可 

变区及恒定区皆为人来源。在其他实施方式中，兼容性抗体的可变区（通常源自非人来源） 

可经工程化或特别改质以促进该分子的结合特性或减少免疫原性。在这方面，可用于本发 

明的可变区可经人化或藉由纳入输入氨基酸序列以另行改变。

[0232]在某些实施方式中，重链及轻链的可变结构域系藉由至少部分取代一或多个CDR 
及(若需要的话)部分取代框架区及序列修饰及/或改变加以改变。虽然CDR可能源自与框架 

区来源的抗体相同类型或甚至相同亚型的抗体，一般设想CDR将较佳地源自不同物种的抗 

体。要转移一可变结构域的抗原结合能力至另一可变结构域不一定需要将所有CDR取代成 

捐赠者可变区的所有CDR。相反地，可能只需要转移该些维持抗原结合部位的活性所需的残 

基即可。

[0233]尽管对可变区进行改变，本领域技术人员将了解，本发明的经修饰的抗体将包含 

其中至少部分的一或多个恒定结构域已被删除或以其他方式改变的抗体(例如全长抗体或 

其免疫反应性片段）以提供所欲的生化特征，像是相较于包含原始或未经改变的恒定区的 

大约相同免疫原性的抗体具有增加的肿瘤定位及/或增加的血清半衰期。在一些实施方式 

中，该经修饰的抗体的恒定区将包含人恒定区。与本发明兼容的恒定区修饰包含添加、删除 

或取代一或多个结构域中的一或多个氨基酸。此处所揭示的经修饰的抗体可能包含对三个 

重链恒定结构域的一或多种(CHI、CH2或CH3)及/或对轻链恒定结构域(CL)的改变或修饰。 

在一些实施方式中，一或多个结构域系自该经修饰的抗体的恒定区部分或全部删除。在一 

些实施方式中，该经修饰的抗体将包含其中整个CH2结构域被移除的结构域删除建构体或 

变异体（△ CH2建构体）。在一些实施方式中，该缺少的恒定区结构域系由短氨基酸间隔子 

(例如10个氨基酸残基)取代，以提供通常由该缺少恒定区授予的一些分子柔韧性。

[0234]在一些实施方式中，该经修饰的抗体系经工程化以直接融合CH3结构域与该抗体 

的铰链区。在其他实施方式中，肽间隔子被插入铰链区与经修饰的CH2及/或CH3结构域之 

间。举例来说，其中CH2结构域被删除且剩余的CH3结构域(经修饰或未经修饰)系以5至20个 

氨基酸间隔子与铰链区连接的建构体可被表达。该间隔子可被添加以确保恒定区的调节组 

件维持自由及可接近，或该铰链区维持可弯折。然而，应注意氨基酸间隔子在一些情况中可 

能证实具有免疫原性，且诱发拮抗该建构体的非所欲免疫反应。因此，在某些实施方式中， 

任何添加至建构体的间隔子将为相对非免疫原性，以维持该经修饰的抗体的所欲生物性 

质。

[0235]在一些实施方式中，该经修饰的抗体可能仅具有恒定结构域的部分删除或取代少
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数或甚至单一个氨基酸。举例来说，在CH2结构域的选择区域中的单一氨基酸突变可能足以 

实质上减少Fc结合，因此增加癌细胞定位及/或肿瘤穿透。类似地，所欲的是单纯删除该一 

或多个恒定区结构域中控制特定效应功能(例如补体Clq结合)的部分。该恒定区的部分删 

除可增进该抗体的选择特性(血清半衰期），同时保留其他与该主题恒定区结构域完整有关 

的所欲功能。另外，如上所述，该揭示抗体的恒定区可经由一或多个氨基酸的突变或取代修 

饰以增进该形成建构物的特性。在这方面可能扰乱由保守性结合位点所提供的活性(例如 

Fc结合），然而实质上维持该经修饰的抗体的构造及免疫原性特性。在某些实施方式中，该 

经修饰的抗体包含添加一或多个氨基酸至恒定区以增进所欲特征诸如减少或增加效应功 

能或提供更多细胞毒素或碳水化合物连接位点。

[0236]该领域已知的是恒定区媒介数种效应功能。举例来说，补体的C1成分与(结合至抗 

原的）IgG或IgM抗体的Fc区结合活化该补体系统。补体活化于细胞病原体的调理作用及溶 

解中至为重要。补体活化亦刺激发炎反应，且亦与自体免疫超敏性有关。此外，抗体的Fc区 

可与表达Fc受体(FcR)的细胞结合。有一些Fc受体对不同类型的抗体具有特异性，包括IgG 
(γ受体）、IgE(e受体）、IgA(a受体)及IgM(y受体）。抗体与细胞表面上的Fc受体结合引发多 

种重要且多变的生物反应，包括吞噬及破坏抗体包覆颗粒、清空免疫复合物、藉由杀手细胞 

溶解经抗体包覆的标靶细胞、释放发炎介质、胚胎转移及控制免疫球蛋白的产制。

[0237]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系提供经改变的效应功能的抗体。这些经改 

变的效应功能可能影响该经投予的抗体的生物特性。举例来说，在一些实施方式中，删除或 

不活化(经由点突变或其他方法)恒定区结构域可能减少循环中经修饰的抗体(例如抗FZD 
抗体)与Fc受体结合，因此增加癌细胞定位及/或肿瘤穿透。在其他实施方式中，恒定区修饰 

增加或减少抗体的血清半衰期。在一些实施方式中，恒定区系经修饰以消除双硫键或寡糖 

基团。根据本发明对恒定区的修饰可轻易利用本领域技术人员广为周知的生化或分子工程 

技术进行。

[0238]在某些实施方式中，Wnt途径抑制剂系不具有一或多种效应功能的抗体。例如在一 

些实施方式中，该抗体不具ADCC活性及/或CDC活性。在某些实施方式中，该抗体不与Fc受体 

及/或补体因子结合。在某些实施方式中，该抗体不具效应功能。

[0239]本发明另包含实质上与此处前述的嵌合抗体、人化抗体、人抗体或彼等的抗体片 

段同源的变异体及相等物。这些可包含例如保守性取代突变，即以类似氨基酸取代一或多 

个氨基酸。例如，保守性取代系指以同类型的氨基酸取代另一者，像是例如以一酸性氨基酸 

取代另一酸性氨基酸、以一碱性氨基酸取代另一碱性氨基酸或以一中性氨基酸取代另一中 

性氨基酸。保守性氨基酸取代的目的系该领域广为周知并于此处描述。

[0240]在某些实施方式中，此处所述的抗体系经分离。在某些实施方式中，此处所述的抗 

体系实质上纯的。

[0241]在本发明的一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系多肽。该多肽可为包含与至少一 

种人FZD蛋白或至少一种Wnt蛋白结合的抗体或其片段的重组多肽、天然多肽或合成多肽。 

在本领域中咸信本发明的一些氨基酸序列可变化而不会对该蛋白的结构或功能造成显著 

影响。因此，本发明另包括多肽的变异体，该变异体显示实质活性或包括拮抗人FZD蛋白或 

Wnt蛋白的抗体的区域或彼等的片段。在一些实施方式中，FZD结合多肽或Wnt结合多肽的氨 

基酸序列变异体包括删除、插入、倒位、重复及/或其他类型的取代。
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[〇242]该多肽、类似物及彼等的变异体可另经修饰以包含正常非该多肽的部分的额外化 

学基团。该等衍生化基团可增进该多肽的溶解性、生物半衰期及/或吸收。该等基团亦可减 

少或消除该多肽及变异体的任何非所欲的不良反应。有关化学基团的介绍可见Remington: 

The Science and Practice of Pharmacy,22st Edition,2012pharmaceutical Press, 

London。

[〇243]可用于本文所述的方法的经分离的多肽可藉由该领域已知的任何适当方法产制。 

该等方法从直接蛋白质合成方法至建构编码多肽序列的DNA序列及在适当宿主中表达该等 

序列皆可。在一些实施方式中，DNA序列系利用重组技术建构，其藉由分离或合成编码感兴 

趣的野生型蛋白质的DNA序列。可任意选择地，该序列可藉由定点突变形成突变以提供其功 

能性类似物。

[0244]在一些实施方式中，编码感兴趣的多肽的DNA序列可藉由化学合成利用寡核苷酸 

合成器建构。寡核苷酸可根据该所欲多肽的氨基酸序列设计，并选择该些将产制感兴趣重 

组多肽的宿主细胞所偏好的密码子。标准方法可被用于合成编码经分离的感兴趣多肽的多 

核苷酸序列。举例来说，完全氨基酸序列可被用于建构反翻译基因。另外，可合成包含编码 

经分离的特定多肽的核苷酸序列的DNA寡聚体。例如，多个编码该所欲多肽的部分的小型寡 

核苷酸可被合成然后连接。个别寡核苷酸通常包含5 ’或3 ’悬端以用于互补组装。

[0245] —经组装(藉由合成、定点突变形成或其他方法），该编码感兴趣的特定多肽的多

核苷酸序列可被插入表达载体并可操作性连接适合该蛋白质于所欲宿主内表达的表达控 

制序列。适当组装可藉由核苷酸测序、限制酶定位及/或于适当宿主内表达生物活性多肽证 

实。如该领域所广为周知，为了在宿主内获得高表达量的经转染的基因，该基因必须与在选 

定的表达宿主内具功能性的转录及翻译表达控制序列可操作性连接。

[〇246]在某些实施方式中，重组表达载体被用于扩增及表达拮抗人FZD蛋白或Wnt蛋白的 

DNA编码结合剂(例如抗体或可溶性受体)或其片段。举例来说，重组表达载体可为可复制的 

DNA建构体，其具有与适当转录及/或翻译调节组件可操作性连接的编码FZD结合剂、Wnt结 

合剂、抗FZD抗体或其片段、抗Wnt抗体或其片段、或FZD-Fc可溶性受体的多肽链的合成性或 

cDNA衍生性DNA片段，该调节组件系源自哺乳动物、微生物、病毒或昆虫基因。转录单位通常 

包含下列的组合：（1)于基因表达中具有调节作用的基因组件，例如转录启动子或增强子， 

(2)经转录成mRNA然后翻译成蛋白质的结构或编码序列，及(3)适当的转录及翻译启动及终 

止序列。调节组件可包括操作子序列以控制转录。通常由复制起点授予的于宿主内复制的 

能力及有利转化物辨识的选择基因可被额外纳入。DNA区系“可操作性连接”当它们彼此之 

间系功能性相关。举例来说，信号肽的DNA(分泌前导序列)系可操作性连接多肽的DNA，若其 

被表达为参与该多肽分泌的前体；启动子系可操作性连接编码序列，若其控制该序列的转 

录;或核糖体结合位点系可操作性连接编码序列，若其位置系为了允许翻译。在一些实施方 

式中，适用于酵母菌表达系统的结构组件包括使宿主细胞得以胞外分泌经翻译的蛋白质的 

前导序列。在其他实施方式中，当重组蛋白质系于无前导或转运序列存在时表达，其可包括 

N端甲硫氨酸残基。此残基之后可任意选择地与该经表达的重组蛋白质切开以提供最终产 

物。

[0247]表达控制序列及表达载体的选择取决于宿主选择。多样化的表达宿主/载体组合 

可被采用。可用于真核宿主的表达载体包括例如包含源自SV40、牛乳头状瘤病毒、腺病毒及
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巨细胞病毒的表达控制序列的载体。可用于细菌宿主的表达载体包括已知的细菌质粒，像 

是源自大肠杆菌的质粒(包括pCRl、pBR322、pMB9及彼等的衍生物），及广泛宿主范围质粒像 

是Ml 3及其他丝状单股DNA噬菌体。

[〇248]用于表达FZD结合或Wnt结合剂（或用来作为抗原的蛋白）的适当宿主细胞包括原 

核生物、酵母菌细胞、昆虫细胞或在适当启动子控制下的高级真核细胞。原核生物包括革兰 

氏阴性或革兰氏阳性有机体，例如大肠杆菌(E.coli)或杆菌(Bacillus)。高级真核细胞包 

括如下所述的哺乳动物来源的株化细胞系。不含细胞的翻译系统亦可被采用。用于细菌性、 

真菌性、酵母菌性及哺乳动物细胞性宿主的适当选殖及表达载体系该领域所广为周知。有 

关蛋白质产制(包括抗体产制)方法的额外信息可见于例如美国专利公开号2008/0187954; 

美国专利第6，413，746及6，660，501号；及国际专利公开号W0 2004/009823。

[0249]多种哺乳动物细胞培养系统被用于表达重组多肽。于哺乳动物细胞中表达重组蛋 

白可为较佳，因为这些蛋白通常经过正确折叠折叠、适当改质且具生物功能性。适当哺乳动 

物宿主细胞系的实例包括C0S-7 (猴肾来源）、L-929(小鼠纤维母细胞来源）、C127 (小鼠乳房 

肿瘤来源）、3T3(小鼠纤维母细胞来源）、CH0(中国仓鼠卵巢来源）、HeLa(人子宫颈癌来源）、 

ΒΗΚ(仓鼠肾纤维母细胞来源）、HEK-293(人胚胎肾来源)细胞系及彼等的变异株。哺乳动物 

表达载体可包含非转录组件(诸如复制起点、与所欲表达的基因相连的适当启动子及增强 

子，及其他5’或3’侧翼非转录序列）及5’或3’非翻译序列（诸如必要的核糖体结合位点、聚 

腺苷酸化位点、剪接供点及受点，及转录终止序列）。

[0250]于昆虫细胞培养系统(例如杆状病毒）中表达重组蛋白质亦提供产制正确折叠及 

具生物功能的蛋白质的有效方法。用于在昆虫细胞中产制异源性蛋白质的杆状病毒系统系 

本领域技术人员所广为周知（见例如Luckow and Summers，1988，Bio/Technology，6:47)。 

[〇251]因此，本发明提供包含此处所述的FZD结合剂或Wnt结合剂的细胞。在一些实施方 

式中，该等细胞产制此处所述的结合剂(例如抗体或可溶性受体）。在某些实施方式中，该等 

细胞产制抗体。在某些实施方式中，该等细胞产制抗体0MP-18R5。在一些实施方式中，该等 

细胞产制可溶性受体。在一些实施方式中，该等细胞产制FZD-Fc可溶性受体。在一些实施方 

式中，该等细胞产制FZD8-FC可溶性受体。在一些实施方式中，该等细胞产制FZD8-FC可溶性 

受体54F28。

[0252]由经转化的宿主产制的蛋白质可根据任何适当方法纯化。标准方法包括层析(例 

如离子交换、亲和性及尺寸柱层析）、离心、差别溶解或藉由任何其他用于蛋白质纯化的标 

准技术。亲和性标签诸如六组氨酸、麦芽糖结合结构域、流感外套序列及麸胱甘肽-s-转移 

酶可被连接至该蛋白质以允许藉由通过适当亲和性管柱的轻易纯化。经分离的蛋白亦可经 

物理特征化，使用像是蛋白水解、质谱分析(MS)、核磁共振(NMR)、高效液相层析(HPLC)及χ 
光结晶的技术。

[0253]在一些实施方式中，源自分泌重组蛋白质至培养基的表达系统的上清液可利用商 

用蛋白质浓缩过滤器先行浓缩，例如使用阿密康(Amicon)或密里博(Millipore)Pellicon 
超过滤单位浓缩。在浓缩步骤之后，该浓缩液可被加至适当纯化基材。在一些实施方式中， 

可采用阴离子交换树脂，例如具有二乙基胺基乙基(DEAE)悬挂基团的基材或基质。该基材 

可为丙烯酰胺、洋菜糖、葡聚糖、纤维素或其他常用于蛋白质纯化的基材。在一些实施方式 

中，可采用阳离子交换步骤。适当的阳离子交换基材包括包含磺丙基或羧甲基的各种不可
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溶基材。在一些实施方式中，可采用羟磷灰石基质，包括但不限于陶瓷羟磷灰石(CHT)。在某 

些实施方式中，一或多种应用疏水性反相HPLC基质（例如具有悬挂甲基或其他脂肪族基团 

的硅胶）的反相HPLC步骤可被采用以进一步纯化结合剂。上述的一些或所有纯化步骤的各 

种组合亦可被应用以提供均质性重组蛋白。

[0254]在一些实施方式中，于细菌培养中生产的重组蛋白质可被分离，例如藉由自细胞 

团块初步萃取，接着进行一或多次浓缩、盐析、水性离子交换或大小排除层析步骤。HPLC可 

被使用于最终纯化步骤。用于表达重组蛋白的微生物细胞可藉由任何方便方法破碎，包括 

冷冻解冻循环、超声波震荡、机械破碎或使用细胞溶解剂。

[0255]该领域已知的用于纯化抗体及其他蛋白质的方法亦包括例如该些于美国专利公 

开号 2008/0312425、2008/0177048及 2009/0187005所述者。

[〇256]在某些实施方式中，该Wnt结合剂或该FZD结合剂系非抗体的多肽。用于识别及产 

制以高亲和性与蛋白质标靶结合的非抗体多肽的各种方法系该领域所知。见例如Skerra， 

2007,Curr.Opin.Biotechnol.,18:295-304；Hosse et al.,2006,Protein Science,15: 
14-27；Gill et al.,2006,Curr.Opin.Biotechnol.,17:653-658；Nygren,2008,FEBS J., 
275:2668-76 ;及Skerra, 2008,FEBS J. , 275:2677-83。在某些实施方式中，噬菌体展示技术 

可被用于生产及/或识别FZD结合或Wnt结合多肽。在某些实施方式中，该多肽包含选自蛋白 

A、蛋白G、脂质运载蛋白（lipocalin)、纤维粘连蛋白结构域、锚蛋白（ankyrin)共同重复结 

构域或硫氧还蛋白类型的蛋白质支架。

[0257]在某些实施方式中，该结合剂可以数种缀合（即免疫缀合物或放射缀合物)或非缀 

合形式的任一者被使用。在某些实施方式中，抗体可以非缀合形式被使用以驾驭个体的天 

然防御机制，包括补体依赖性细胞毒性及抗体依赖性细胞毒性，以消灭该恶性或癌细胞。 

[0258]在一些实施方式中，该结合剂系与细胞毒性剂缀合。在一些实施方式中，该细胞毒 

性剂系化学治疗剂，包括但不限于甲胺噪呤(methotrexate)、甲稀土霉素(adriamicin)、多 

柔比星（doxorubicin)、霉法兰（melphalan)、丝裂霉素C(mitomycin C)、氯芥苯丁酸 

(chlorambucil)、正定霉素(daunorubicin)或其他插入剂。在一些实施方式中，该细胞毒性 

剂系细菌、真菌、植物或动物来源的酶活性毒素及彼等的片段，包括但不限于白喉毒素A链、 

白喉毒素的非结合活性片段、外毒素A链、蓖麻毒素A链、相思豆毒素（abrin)A链、莫迪素 

(modeccin)A链、α-次黄噪呤（sarcin)、油桐(Aleurites fordii)蛋白、石竹素(dianthin) 

蛋白、美洲商陆（Phytolaca americana)蛋白（PAPI、PAPII及PAP-S)、苦瓜（momordica 
charantia)抑制剂、泻果素（curcin)、巴豆素（crotin)、肥阜草（saponaria officinalis) 

抑制剂、白树毒素(861〇11；[11)、丝裂胶素(111；[1：(^611；[11)、局限曲菌素(>681：1'；[(31：0(3；[11)、酸霉素 

(phenomycin)、伊诺霉素(enomycin)及新月毒素(trichothecene)。在一些实施方式中，该 

细胞毒性剂系放射性同位素以产制放射缀合物或经放射缀合的抗体。多种放射性核种可用 

于产制经放射缀合的抗体，包括但不限于9°Y、125I、131I、123I、mIn、131In、1()5Rh、153Sm、67Cu、 

61、16611〇、1771^、186此、188此及21也。在一些实施方式中，本发明可产制抗体与一或多种小分 

子毒素的缀合物，该等毒素诸如卡利奇霉素(。31；[〇1163111；[〇；[11)、类美坦素(1]^5^3118；[110；[(18)、 

新月毒素（triCh〇thene)、CC1065及具有毒素活性的该些毒素的衍生物。在某些实施方式 

中，抗体与细胞毒性剂的缀合物可利用各种双官能性蛋白偶合剂制备，例如N-琥珀酰亚胺 

基-3-(2-吡啶二硫代）丙酸酯（SPDP)、二亚胺环硫丁烷（IT)、亚氨酸酯的双官能基衍生物
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(诸如己二亚胺二甲酯HCL)、活性酯的双官能基衍生物(诸如辛二酸二琥珀酰亚胺）、醛的双 

官能基衍生物(诸如戊二醛）、双迭氮化合物(诸如双(对-迭氮苯甲酰基)己二胺）、双重氮衍 

生物(诸如双_(对-重氮苯甲酰基)_乙二胺）、二异氰酸酯(诸如2,6_二异氰酸甲苯酯)及双 

活性氟化合物(诸如1，5-二氟-2，4-二硝苯）。

[〇259]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂(例如抗体或可溶性受体)系至少一种Wnt蛋 

白（S卩1、2、3、4、5、6、7、8、9或10种¥的蛋白）的拮抗剂。在某些实施方式中，该¥的途径抑制剂 

抑制其所结合的Wnt蛋白的活性。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少约10%、至 

少约20 %、至少约30%、至少约50 %、至少约75 %、至少约90 %或约100 %的其所结合的人 

Wnt蛋白的活性。

[0260]在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂(例如抗体或可溶性受体)抑制至少一种人 

Wnt与适当受体的结合。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少一种人Wnt蛋白与一 

或多种人FZD蛋白的结合。在一些实施方式中，该至少一种Wnt蛋白系选自下列:Wntl、Wnt2、 

Wnt2b/13、Wnt3、Wnt3a、Wnt4、Wnt5a、Wnt5b、Wnt6、Wnt7a、Wnt7b、Wnt8a、Wnt8b、Wnt9a、 

¥的％、1的1(^、11^1013、11^11、及11^16。在一些实施方式中，该一或多种人？20蛋白系选自 

下列：FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9及FZD10。在某些实施方式中，该 

Wnt途径抑制剂抑制一或多种Wnt蛋白与？201、？202小204、？205小207、及/或？208的结合。在 

某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制一或多种Wnt蛋白与FZD8的结合。在某些实施方式 

中，由该Wnt途径抑制剂对特定Wnt与FZD蛋白的结合的抑制系至少约10%、至少约25%、至 

少约50%、至少约75%、至少约90 %或至少约95%。在某些实施方式中，抑制Wnt与FZD蛋白 

结合的剂亦抑制Wnt途径信号传导。在某些实施方式中，抑制人Wnt途径信号传导的Wnt途径 

抑制剂系抗体。在某些实施方式中，抑制人Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂系FZD-Fc可 

溶性受体。在某些实施方式中，抑制人Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂系FZD8-FC可溶性 

受体。在某些实施方式中，抑制人Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂系可溶性受体54F28。 

[0261]在某些实施方式中，本文中所述的该Wnt途径抑制剂(例如抗体或可溶性受体)为 

至少一种人Wnt蛋白的抑制剂且抑制Wnt活性。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至 

少约10 %、至少约20 %、至少约30 %、至少约50 %、至少约75 %、至少约90 %或约100 %的Wnt 
活性。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制一、二、三、四、五或更多种Wnt蛋白的活性。 

在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制选自下列的至少一种人Wnt蛋白的活性:Wnt 1、 

Wnt2、Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt4、Wnt5a、Wnt5b、Wnt6、Wnt7a、Wnt7b、Wnt8a、Wnt8b、Wnt9a、 

评]1七％、¥111:10&、¥111:1013、¥111:11、及¥111:16。在一些实施方式中，该Wnt结合剂与至少一种选自 

Wntl、¥拉2、¥1^213、¥1^3、¥1^3&、¥1^7&、¥1^713、¥1^8&、¥1^813、¥111:10&、及¥111:1013的¥111:蛋白结 

合。在某些实施方式中，该至少一种Wnt蛋白系选自Wntl、Wnt2、Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt8a、 

Wnt8b、Wntl0a、及WntlOb。在某些实施方式中，抑制人Wnt活性的Wnt途径抑制剂系抗体。在 

某些实施方式中，抑制人Wnt活性的Wnt途径抑制剂系FZD-Fc可溶性受体。在某些实施方式 

中，抑制人Wnt活性的Wnt途径抑制剂系FZD8-FC可溶性受体。在某些实施方式中，抑制人Wnt 
活性的Wnt途径抑制剂系可溶性受体54F28。

[〇262]在某些实施方式中，本文所述的该Wnt途径抑制剂系至少一种人FZD蛋白的拮抗剂 

且抑制FZD活性。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少约10 %、至少约20 %、至少 

约30%、至少约50%、至少约75%、至少约90%或约100%的FZD活性。在一些实施方式中，该
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Wnt途径抑制剂抑制一、二、三、四、五或更多种FZD蛋白的活性。在一些实施方式中，该Wnt途 

径抑制剂抑制选自下列的至少一种人FZD蛋白的活性:FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、 

FZD7、FZD8、FZD9及FZD10。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制FZD1、FZD2、FZD4、 

FZD5、FZD7、及/或FZD8的活性。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制FZD8的活性。在一 

些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系抗FZD抗体。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系抗 

FZD 抗体 0MP-18R5。

[〇263]在某些实施方式中，本文所述的该Wnt途径抑制剂系至少一种人Wnt蛋白的诘抗剂 

且抑制Wnt信号传导。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少约10%、至少约20%、 

至少约30 %、至少约50 %、至少约75 %、至少约90 %或约100 %的Wnt信号传导。在一些实施 

方式中，该Wnt途径抑制剂抑制一、二、三、四、五或更多种Wnt蛋白的信号传导。在一些实施 

方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少一种选自Wntl、Wnt2、Wnt2b、Wnt3、Wnt3a、Wnt7a、Wnt7b、 

¥拉83、1的813、11^1(^、及11^1013的11^蛋白的信号传导。在某些实施方式中，抑制11^信号传 

导的Wnt途径抑制剂系抗体。在某些实施方式中，抑制Wnt信号传导的Wnt途径抑制剂系可溶 

性受体。在某些实施方式中，抑制Wnt信号传导的Wnt途径抑制剂系FZD-Fc可溶性受体。在某 

些实施方式中，抑制Wnt信号传导的Wnt途径抑制剂系FZD8-FC可溶性受体。在某些实施方式 

中，抑制Wnt信号传导的Wnt途径抑制剂系可溶性受体54F28。

[〇264]在某些实施方式中，本文中所述的Wnt途径抑制剂系β-连环蛋白信号传导的拮抗 

剂。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少约10 %、至少约20 %、至少约30 %、至少 

约50%、至少约75%、至少约90%或约100%的β-连环蛋白信号传导。在某些实施方式中，抑 

制β-连环蛋白信号传导的Wnt途径抑制剂系抗体。在某些实施方式中，抑制β-连环蛋白信号 

传导的Wnt途径抑制剂系抗FZD抗体。在某些实施方式中，抑制β-连环蛋白信号传导的Wnt途 

径抑制剂系抗体0MP-18R5。在某些实施方式中，抑制β-连环蛋白信号传导的Wnt途径抑制剂 

系可溶性受体。在某些实施方式中，抑制β-连环蛋白信号传导的Wnt途径抑制剂系FZD-Fc可 

溶性受体。在某些实施方式中，抑制β-连环蛋白信号传导的Wnt途径抑制剂系FZDS-Fc可溶 

性受体。

[〇265]在某些实施方式中，本文中所述的Wnt途径抑制剂抑制至少一种Wnt蛋白与受体的 

结合。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少一种人Wnt蛋白与一或多种其受体的 

结合。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少一种Wnt蛋白与至少一种FZD蛋白的结 

合。在一些实施方式中，该Wnt结合剂抑制至少一种Wnt蛋白与FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FDZ5、 

n)Z6、FDZ7、FDZ8、FDZ9、及/或FZD10的结合。在某些实施方式中，至少一种Wnt与至少一种 

FZD蛋白的结合系经抑制至少约10%、至少约25%、至少约50%、至少约75%、至少约90 %或 

至少约95%。在某些实施方式中，抑制至少一种Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制 

剂另抑制Wnt途径信号传导及/或β-连环蛋白信号传导。在某些实施方式中，抑制至少一种 

人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系抗体。在某些实施方式中，抑制至少一种 

人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系抗FZD抗体。在某些实施方式中，抑制至 

少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系抗体0MP-18R5。在某些实施方式 

中，抑制至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系可溶性受体。在某些实 

施方式中，抑制至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系FZD-Fc可溶性 

受体。在某些实施方式中，抑制至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系
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FZD8-Fc可溶性受体。在某些实施方式中，抑制至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的 

Wnt途径抑制剂系FZD8-FC可溶性受体54F28。

[0266]在某些实施方式中，本文中所述的Wnt途径抑制剂阻断至少一种Wnt与受体的结 

合。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂阻断至少一种人Wnt蛋白与一或多种其受体的结 

合。在一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂抑制至少一种Wnt与至少一种FZD蛋白的结合。在 

一些实施方式中，该Wnt途径抑制剂阻断至少一种Wnt蛋白与FZDl、FZD2、FZD3、FZD4、n)Z5、 

n)Z6、FDZ7、FDZ8、FDZ9、及/或FZD10的结合。在某些实施方式中，至少一种Wnt与至少一种 

FZD蛋白的结合系经阻断至少约10%、至少约25%、至少约50%、至少约75%、至少约90 %或 

至少约95 %。在某些实施方式中，阻断至少一种Wnt蛋白与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径 

抑制剂另抑制Wnt途径信号传导及/或β-连环蛋白信号传导。在某些实施方式中，阻断至少 

一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系抗体。在某些实施方式中，阻断至少 

一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系抗FZD抗体。在某些实施方式中，阻 

断至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系抗体0MP-18R5。在某些实施 

方式中，阻断至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系可溶性受体。在某 

些实施方式中，阻断至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制剂系FZD-Fc可 

溶性受体。在某些实施方式中，阻断至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合的Wnt途径抑制 

剂系FZD8-FC可溶性受体。在某些实施方式中，阻断至少一种人Wnt与至少一种FZD蛋白结合 

的Wnt途径抑制剂系可溶性受体54F28。

[0267]在某些实施方式中，本文所述的Wnt途径抑制剂抑制Wnt途径信号传导。应了解的 

是，抑制Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂在某些实施方式中可能抑制Wnt信号传导途径 

中藉由一或多种受体的信号传导，但不一定抑制藉由所有受体的信号传导。在某些选择性 

实施方式中，所有人受体的Wnt途径信号传导可能皆被抑制。在某些实施方式中，选自FZD1、 

卩202、？203、？204、？025、^)26小027、^)28小029、及？2010的一或多种受体的1的途径信号传 

导系经抑制。在某些实施方式中，Wnt途径抑制剂对Wnt途径信号传导的抑制系指减少Wnt途 

径信号传导的量至少约10 %、至少约25 %、至少约50 %、至少约75 %、至少约90 %或至少约 

95%。在一些实施方式中，抑制Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂系抗体。在一些实施方式 

中，抑制Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂系抗FZD抗体。在一些实施方式中，抑制Wnt途径 

信号传导的Wnt途径抑制剂系抗体0MP-18R5。在一些实施方式中，抑制Wnt途径信号传导的 

Wnt途径抑制剂系可溶性受体。在一些实施方式中，抑制Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂 

系FZD-Fc可溶性受体。在一些实施方式中，抑制Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂系FZD8- 

Fc可溶性受体。在一些实施方式中，抑制Wnt途径信号传导的Wnt途径抑制剂系可溶性受体 

54F28〇

[0268]在某些实施方式中，本文所述的Wnt途径抑制剂抑制β-连环蛋白的活化。应了解的 

是，抑制β-连环蛋白的活化的Wnt途径抑制剂在某些实施方式中可能抑制藉由一或多种受 

体的β-连环蛋白的活化，但不一定抑制藉由所有受体的β-连环蛋白的活化。在某些选择性 

实施方式中，藉由所有人受体的β-连环蛋白活化可能皆被抑制。在某些实施方式中，藉由选 

自 FZD1、FZD2、FZD3、FZD4 JDZ5、FDZ6 JDZ7、FDZ8 JDZ9、及 FZD10 的一或多种受体的 β-连环 

蛋白活化系经抑制。在某些实施方式中，该Wnt结合剂对β-连环蛋白活化的抑制系指减少β- 

连环蛋白活化量至少约10 %、至少约25 %、至少约50 %、至少约75 %、至少约90 %或至少约
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95%。在一些实施方式中，抑制β-连环蛋白的活化的Wnt途径抑制剂系抗体。在一些实施方 

式中，抑制β-连环蛋白的活化的Wnt途径抑制剂系抗FZD抗体。在一些实施方式中，抑制β-连 

环蛋白的活化的Wnt途径抑制剂系抗体0MP-18R5。在一些实施方式中，抑制β-连环蛋白的活 

化的Wnt途径抑制剂系可溶性受体。在一些实施方式中，抑制β-连环蛋白的活化的Wnt途径 

抑制剂系FZD-Fc可溶性受体。在一些实施方式中，抑制β-连环蛋白的活化的Wnt途径抑制剂 

系FZD8-FC可溶性受体。在一些实施方式中，抑制β-连环蛋白的活化的Wnt途径抑制剂系可 

溶性受体54F28。

[〇269]用于测定Wnt途径抑制剂是否抑制β-连环蛋白信号传导的活体内及试管内测定系 

该领域所知。举例来说，可使用以细胞为基底的荧光素酶报告试验测量试管内的β-连环蛋 

白信号传导量，其利用含有多份TCF结合结构域与下游萤火虫荧光素酶报告基因的TCF/Luc 
报告载体（Gazit et al.，1999,0ncogene，18;5959-66;T0Pflash，Millipore，Billerica 
MA)。在一或多种Wnt蛋白（例如由转染细胞表达或由Wnt条件培养基提供的Wnt)存在下，结 

合剂存在时的β-连环蛋白信号传导量系与无结合剂存在时的信号传导量比较。除了 TCF/ 

Luc报告子测定之外，结合剂(或候选剂)对β-连环蛋白信号传导的影响可于试管内或活体 

内藉由测量该剂对β-连环蛋白调节基因表达量的影响加以测定，如c_myc(He et al.， 

1998，Science，281:1509-12)、细胞周期素D1 (Tetsu et al ·，1999，Nature，398:422-6)及/ 

或纤维粘连蛋白（Gradl et al. 1999 ,Μο1· Cell Biol. ,19:5576-87)。在某些实施方式中， 

结合剂对β -连环蛋白信号传导的影响亦可能藉由测量该剂对D i s h ℮ ν ℮ 11 ℮ d - 1、 

Dishevelled_2、Dishevelled_3、LRP5、LRP6及/或β-连环蛋白的磷酸化状态的影响检测。 

[〇27〇]在某些实施方式中，Wnt途径抑制剂具有一或多种下列影响：抑制肿瘤细胞增生、 

抑制肿瘤生长、减少癌干细胞于肿瘤中的频率、减少肿瘤的肿瘤发生性、藉由减少癌干细胞 

于肿瘤中的频率以减少肿瘤的肿瘤发生性、刺激肿瘤细胞的细胞死亡、诱导肿瘤中的细胞 

分化、使致癌细胞分化成非致癌状态、诱导肿瘤细胞分化标志的表达、防止肿瘤细胞转移、 

或减少肿瘤细胞的存活。

[0271] 在某些实施方式中，Wnt途径抑制剂可抑制肿瘤生长。在某些实施方式中，Wnt途径 

抑制剂可抑制活体内（例如异种移植小鼠模型及/或于罹患癌的人）的肿瘤生长。在一些实 

施方式中，该肿瘤系选自结直肠肿瘤、结肠肿瘤、胰肿瘤、肺肿瘤、卵巢肿瘤、肝肿瘤、乳房肿 

瘤、肾肿瘤、前列腺肿瘤、胃肠道肿瘤、黑色素瘤、子宫颈肿瘤、膀胱肿瘤、神经胶母细胞瘤或 

头颈肿瘤的肿瘤。在某些实施方式中，该肿瘤系黑色素瘤。在某些实施方式中，该肿瘤系结 

直肠肿瘤。在某些实施方式中，该肿瘤系胰肿瘤。在某些实施方式中，该肿瘤系乳房肿瘤。在 

某些实施方式中，该肿瘤系Wnt依赖性肿瘤。

[0272]在某些实施方式中，Wnt途径抑制剂可减少肿瘤的肿瘤发生性。在某些实施方式 

中，Wnt途径抑制剂可于动物模型诸如小鼠异种移植模型中减少包含癌干细胞的肿瘤的肿 

瘤发生性。在某些实施方式中，肿瘤中癌干细胞的数量或频率系减少至少约二倍、约三倍、 

约五倍、约十倍、约50倍、约100倍、或约1000倍。在某些实施方式中，癌干细胞的数量或频率 

减少系藉由使用动物模型的限制稀释试验测定。有关使用限制稀释试验以测定肿瘤中癌干 

细胞的数量或频率减少的其他实例及指南可见例如国际公开号W0 2008/042236、及美国专 

利公开号 2008/0064049及 2008/0178305。

[0273]在某些实施方式中，本文描述的Wnt途径抑制剂于活体内具有至少1小时、至少约2
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小时、至少约5小时、至少约10小时、至少约24小时、至少约2天、至少约3天、至少约1周、或至 

少约2周的活性。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系IgG(例如IgG 1或IgG2)抗体，其于 

活体内具有至少1小时、至少约2小时、至少约5小时、至少约10小时、至少约24小时、至少约2 

天、至少约3天、至少约1周、或至少约2周的活性。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系融 

合蛋白，其于活体内具有至少1小时、至少约2小时、至少约5小时、至少约10小时、至少约24 

小时、至少约2天、至少约3天、至少约1周、或至少约2周的活性。

[〇274]在某些实施方式中，本文描述的Wnt途径抑制剂于小鼠、长尾猕猴（cynomolgus 
monkey)或人体内具有至少约5小时、至少约10小时、至少约24小时、至少约2天、至少约3天、 

至少约1周、或至少约2周的循环半衰期。在某些实施方式中，该Wnt途径抑制剂系于小鼠、长 

尾猕猴或人体内具有至少约5小时、至少约10小时、至少约24小时、至少约2天、至少约3天、 

至少约1周、或至少约2周的循环半衰期的IgG(例如IgGl或IgG2)抗体。在某些实施方式中， 

该Wnt途径抑制剂系融合蛋白，其于小鼠、长尾猕猴(cynomolgus monkey)或人体内具有至 

少约5小时、至少约10小时、至少约24小时、至少约2天、至少约3天、至少约1周、或至少约2周 

的循环半衰期。增加(或减少)剂诸如多肽及抗体的半衰期的方法系该领域所知。举例来说， 

增加IgG抗体循环半衰期的已知方法包括导入突变至Fc区，此增加pH 6.0时抗体对新生儿 

Fc受体(FcRn)的pH依赖性结合（见例如美国专利公开号2005/0276799、2007/0148164及 

2007/0122403)。增加缺乏Fc区的抗体片段的循环半衰期的已知方法包括像是PEG化的技 

术。

IV.试剂盒

[0275]另外提供用于实施本发明的方法的试剂盒。所谓“试剂盒”系意图指任何包含至少 

一种用于特异性检测本发明的至少一种生物标记物的表达的试剂例如抗体、核酸探针等的 

制品（例如包装或容器）。该试剂盒可被促销、经销及/或贩卖为一种用于实施本发明的方法 

的单位。此外，该等试剂盒可包含描述该试剂盒及包括其使用的说明性材料的包装仿单。 

[0276]在一些实施方式中，试剂盒包含用于使用微阵列技术实施本发明的方法的试剂。 

在一些实施方式中，试剂盒包含用于使用qPCR测试实施本发明的方法的试剂。阳性及/或阴 

性对照可被包括于试剂盒中以验证根据本发明采用的试剂的活性及正确使用。对照可包括 

已知有受到关注的生物标记物存在或不存在的样本，或其他包含受到关注的生物标记物的 

样本。对照的设计及使用系为标准且为本领域技术人员的例行能力。

[0277] 在一些实施方式中，试剂盒包含选自SEQ ID Ν0:62至79的多核苷酸。在一些实施 

方式中，试剂盒包含：（a)SEQ ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物、及包含SEQ 
ID Ν0:64的探针；（b)SEQ ID Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物、及包含SEQ ID 
Ν0:67的探针；（c)SEQ ID Ν0:68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物、及包含SEQ ID NO: 

70的探针；（d)SEQ ID Ν0:71的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:73 

的探针；（e)SEQ ID Ν0:74的正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:76的 

探针；以及（f)SEQ ID Ν0:77的正向引物、SEQ ID Ν0:78的反向引物、及包含SEQ ID Ν0:79 

的探针。

[〇278]应进一步理解的是，在本发明的方法中的任何或所有步骤可由人员实施或以自动 

化方式进行。因此，样本制备、生物标记物表达的检测等的步骤可经自动化。

[0279]本发明的实施方式可藉由参考下列非限制性实施例进一步定义，以下实施例描述
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本发明的某些抗体的详细制备及使用本发明的抗体的方法。本领域技术人员将显而易见的 

是，许多在材料及方法上的调整可加以实施而不背离本发明的范围。

实施例1

鉴别对0MP-18R5与紫杉醇(taxo 1)的组合治疗有反应的肿瘤 

[0280]乳房肿瘤异种移植模型 0MP-B34、0MP-B39、0MP-B44、0MP-B59、0MP-B60、UM-T01、 

UM-T03及UM-PE13系自最小继代、衍生自病患的肿瘤样品于OncoMed Pharmaceuticals或密 

西根大学建立。六至八周龄的N0D/SCID小鼠系经皮下注射2-4X104个0MP-B34、0MP-B39、 

0MP-B44、0MP-B59、0MP-B60、UM-T01、UM-T03或UM-PE13肿瘤细胞。让肿瘤生长直到肿瘤达到 

平均体积100至150mm3。肿瘤小鼠系经随机分组成四组（每组η = 10)并经对照抗体1B711 
(15mg/kg)、抗FZD抗体0MP-18R5 (15mg/kg)、紫杉醇（1 Omg/kg)或0MP-18R5(15mg/kg)与紫杉 

醇（10mg/kg)的组合治疗。抗体及/或紫杉醇的治疗系经每周投予。监测肿瘤生长，于所示时 

间点以电子卡尺测量肿瘤体积。数据以平均值± SEM表示。

[0281]为了决定肿瘤是否对抗FZD抗体0MP-18R5有反应，单剂肿瘤体积数据系与对照比 

较，而0MP-18R5与紫杉醇的组合治疗系与紫杉醇单剂比较。在本试验中，“有反应者”肿瘤系 

定义为相较于紫杉醇作为单剂时的肿瘤生长抑制，0MP-18R5与紫杉醇的组合显示显著较高 

肿瘤生长抑制的肿瘤。

[〇282]各异种移植模型的结果系显示于图1A至ILT检定系于各时间点进行。多重比较使 

用双向重复测量变异数分析，接着进行邦弗朗尼校正。T检定及双向重复测量变异数分析系 

利用GraphPad Prism5(GraphPad Software Inc.)进行。肿瘤0MP-B59、0MP-B60、UM_T03及 

UM-PE13系经显示为有反应者，然而肿瘤0MP-B34、0MP-B39、0MP-B44及UM-T01系经显示为无 

反应者。结果示于表1。

表1

肿瘤 肿瘤亚型 分类

0MP-B34 TNBC 无反应者

0MP-B39 TNBC 无反应者

0MP-B44 TNBC 无反应者

0MP-B59 TNBC 有反应者

0MP-B60 TNBC 有反应者

UM-T01 TNBC 无反应者

UM-T03 ER+PR+HER2+ 有反应者

UM-PE13 TNBC 有反应者

实施例2

鉴别预测性生物标记物

[0283]微阵列分析系于对0MP-18R5与紫杉醇的组合治疗无反应（“无反应者”）的未经处 

理的乳房肿瘤<^?-834、(1〇3-839、(1〇3-844，及1]]\1-1'01以及对(1〇3-181?5与紫杉醇的组合治疗 

有反应（“有反应者”）的未经处理的肿瘤0MP-B59、0MP-B60、UM-T03及UM-PE13上进行。依照 

制造商说明使用RNeasy纤维组织迷你试剂盒(Qiagen，Valencia CA)及DNA酶处理，自各肿 

瘤分离RNA。样本系储存于-80°C ANA系于Agilent 2100生物分析仪上检视，藉由存在完整 

28S及18S核糖体波峰可证实完整性。所有RNA样本具有260/280比>1.8。自各肿瘤分离的总
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RNA系利用Ovation RNA扩增系统V2(NuGEN, San Carlos，CA)加以扩增。经扩增的反义单股 

cDNA系利用FL-Ovation cDNA生物素模块V2(NuGEN)加以分段及生物素基化。在与阵列杂交 

前，cDNA及经分段的cDNA的质量系藉由分光亮度计及生物分析器评估。使该经处理的RNA与 

Affymetrix HG-U133 plus 2.0微阵列（Affymetrix,Santa Clara,CA)杂交，如厂商技术手 

册所述。在杂交后，该微阵列系经清洗、扫描及分析。微阵列数据系经处理成探针组级的数 

据，其系使用661^〇1让-冊4(数16七31.，2004，夂411161.5七3148811.，99:909-917)。可能与鼠 

标记交叉杂交的探针组系经移除。要将数据摘要成基因等级并且确保选择具有最强信号的 

探针组，在所有定位于一个基因的探针组使用最大表达。移除具有低表达（以l〇g2尺度而言 

〈5)或几乎零变异(〈0.01)的基因。基因系经标准化至N(0，1)，此系藉由将平均值减去log2 

尺度表达并除以各基因的标准偏差。

[0284]分析系利用来自数种信号传导途径的基因进行，该等信号传导途径包括典型、平 

面细胞极性、Wnt/Ca+2、Wnt信号传导负调节、细胞命运、组织极性、细胞生长及增生、细胞移 

动、细胞周期及细胞恒定(见表2)。

表2

基因代号 蛋白名称

AES 氨基端分裂增强子

APC 大肠腺瘤息肉蛋白

AXIN1 Axin-l
BCL9 B细胞CLL/淋巴瘤9蛋白

BTRC F-box/含WD重复蛋白IA
CCND1 G1/S特定周期蛋白D1

CCND2. G1/S特定周期蛋白D2

CCND3 G1/S特定周期蛋白D3

CSNK1A1 酸蛋白激酶I弃构体α

CSNK1D 酪蛋白激酶I异构体δ

CSNK1G1 酿蛋白激I弈构体丫-1

CSNK2A1 酪蛋白激酶II次单位(X

CTBP1 C端结合蛋白1

CTBP2 C端结合蛋白2

CTNNB1 连环蛋白β-1

CTNNBIP1 β-连环蛋白交互反应蛋白1

CXXC4 CXXC型锌措蛋白4

DAAM1 蓬乱蛋白相关形态发生活化子1
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DIXDC1 Dixin
DKK1 Dickkopf相关蛋白1

DVLI 区段板性蓬釓蛋自同源物DVL4

,DVL2 区段极性蓬乱蛋白同源物DVL-2

I2P300 组蛋白乙酰基转移酶p_3 0:0

FBXW11 F-box/含WD重复蛋白11

FBXW2 F-box/含WD重复蛋白2

FBXW4 F-box/含WD重复蛋白4

FGF4 纤维母鈿胞生长因子4

FOSL1 Fos相关抗原1

FOXN1 叉头盒蛋白N1

FRATl 原致癌基因ERAT1

FRZB 分)必型卷曲相关蛋白3

FSHB 促滤泡素次单位β

FZD1 卷曲蛋白1

FZD2 卷曲蛋白2

FZD3 卷曲.蛋白3:

FZD4 卷曲蛋:白4

FZD5 卷曲蛋白5

FZD6 卷曲蛋白6

FZD7 卷曲蛋由7

FZD8 卷曲蛋白g

GSK3A 肝糖合成酶激酶3α

GSK3B 肝糖合成酶激酶4α

JUN 转录因子AP-1

KREMEN1 Krcmcn 蛋白 1

I.F.F1 淋巴样增强子结合固子1

LRP5 低密度脂蛋#受体相关蛋白5
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I.RP6 低密度腐蛋白受体相关蛋白6

MYC Myc原致癌基因蛋白

NKD1 蛋白裸、角皮同源物

NLK 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶NLK

PITX2 脑下垂体同源匣2

PORCN 蛋白半胱氣酸N椋榈酰基转移酶porcupine

PPP2CA 丝-氣酸/苏氨酸蛋白磷酸酵2A酶催化次单位α异构体

PPP2R1A 丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶2Α 65kDa调节次单位A α异构体

PYGOl Pygopus同源物1

RHOU Rho相关GTP结合蛋白RlioU
SENP2 Seiitrin特定蛋白酶2

SFRP1 分;¾、型卷曲相关蛋白1

SFRP4 分.)必型.卷曲相关蛋白4

SLC9A3R1 Na(+)/H(+)交换调节猶因子NHE-RF1

SOX 17 转录因子SGX-17

τ Brachyury 蛋白

TCF7 转录因子7

TCF7I.. 1 转录因子7样1

TLE1 转导蛋白样增强子蛋白1

TLE2 转导蛋白样增强子蛋白2

WIFI Wnt抑制因子1

WISP1 WNT1诱导性信号传导途径蛋白1

WNT1 原致癌基因Wm-1

WNT2 蛋白Wm-2

WNT2B 蛋白Wm-_2B
WNT3 蛋白Wm-3.

WNT3A 發白Wm-3a
WNT4 蛋白Wnt-4
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WNT5A 金白\Vm-5a
WNT5B 蛋白Wm-5b
WNT6 蛋白Wnt-6

WNT7A 蛋白Wm-7a
WNT7B 蛋白Wnt-7b
WNT8A 蛋白Wnt-8a
WNT9A 蛋白Wnt-9a
WNT10A 蛋白Wm-10a
WNT11 蛋白Wm-11

WNT16 蛋白Wm-16

[0285] 支持向量机递归特征删除（SVM-RFE)方法（Guyon et al，2002，Machine 
Learning ,46:389-422)系用于鉴别可区别有反应与无反应肿瘤的基因，且支持向量机 

(SVM)方法（Cortes and Vapnik，1995,Machine Learning,20:273-297)系用于分类。留一 

交叉验证(L00CV)方法被用于选择基因的数量且也用于测量模型的阳性预测值(PPV)、阴性 

预测值(NPV)、敏感性及特异性。使用8个乳房肿瘤的包含FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1& 

DKK1的生物标记物标签达到最佳表达，其中PPV = NPV =敏感性=特异性=100 % (见表2)。 

如图3所示，主组分分析(PCA)显示6基因生物标记物标签导致近乎完美的分开8个乳房肿 

瘤。此外，在6基因生物标记物标签与实施例1所述的活体内实验的肿瘤体积比(RTV)之间观 

察到强烈相关性(相关性= 〇.95，p值=0.0003;交叉验证相关性=0.89，？值=0.00027;图 

4)〇

[0286]判定值系根据训练数据由SVM模型决定。以6基因生物标记物标签而言，判定值可 

由6基因标准化表达的加权总合计算：0.4560427*FBXW2+0.3378467*CCND2-0.4809354* 

RH0U+0 · 409029*CTBP2+0 · 3291529*WIFl+02926374*DKKl+0 · 04662682。阳性判定值显示肿 

瘤经预测为有反应者，而阴性判定值显示肿瘤经预测为无反应者。此外，分类机率可藉由适 

配逻辑回归至判定值上获得。具有高于0.5的机率的肿瘤将被预测为有反应者，而具有低于 

0.5的机率的肿瘤将被预测为无反应者。

实施例3

活体内验证预测性生物标记物

[0287]六个额外的乳癌肿瘤系选自OncoMed肿瘤库，并如实施例1所述进行微阵列分析。 

该六个乳癌肿瘤系0MP-B29、0MP-B71、0MP-B84、0MP-B90、UM-T02及 UM-T06。如本文所述，使 

用6基因生物标记物标签的分类机率分析以预测这些肿瘤各者对抗FZD抗体0MP-18R5与紫 

杉醇的组合治疗的反应(见图5)。同时，在如实施例1所述的活体内异种移植模型中评估该 

六个肿瘤(见图6A至F)。如实施例la所述，在活体内模型中的“有反应者”系显示相较于紫杉 

醇作为单剂时的肿瘤生长抑制，0MP-18R5与紫杉醇的组合显示显著较高肿瘤生长抑制的肿 

瘤。根据分类机率的预测系与活体内异种移植模型的结果比较。结果示于表3。

表3
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肿瘤 肿瘤亚型 分类机率 判定值 预测 体内反应

0MP-B29 ER+PR+HER2- 0.3344 -0.5928 无反应者 无反应者

0MP-B71 ER+PR+HER2- 0.9897 1.6789 有反应者 有反应者

0MP-B84 ER+PR+HER2- 0.4324 -0.4002 无反应者 无反应者

0MP-B90 TNBC 0.8152 0.492 有反应者 有反应者

UM-T02 TNBC 0.4387 -0.3972 无反应者 无反应者

UM-T06 ER+PR+HER2- 0.1385 -1.0778 无反应者 无反应者

[0288]如表3所示，六个乳癌肿瘤各者的反应系由6基因生物标记物标签使用判定值及分 

类机率正确预测。

实施例4

6基因生物标记物标签的盛行率预估

[0289]生物标记物标签的盛行率可被定义为根据生物标记物标签经预测为有反应者的 

族群比例。6基因生物标记物标签在HER2阴性(HER2-)及三阴性乳癌(TNBC)族群中的盛行率 

系藉由将6基因生物标记物标签应用于三个公众可用的乳癌微阵列数据组预估。 

Cremoux2001数据组系汇总自有226名病患的Affymetrix U133plus2微阵列，包括145名 

HER2-及81名HER2+病患，其中51名TNBC病患被包括于HER2-组中。Wang2011数据组系汇总自 

有115名病患的Affymetrix U133plus2微阵列，包括79名HER2-及36名HER2+病患，其中28名 

TNBC病患被包括于HER2-组中。Prat2010数据组系汇总自有333名病患的Agilent人1A微阵 

列，包括215名HER2-及118名HER2+病患，其中57名TNBC病患被包括于HER2-组中。公众数据 

的前处理包括下载数据、抽取定位至六个基因的探针组及瓦解(collapsing)探针组至六个 

基因。基因等级的表达数据系藉由减去平均值并除以公众数据中各基因的标准偏差经进一 

步标准化。利用训练数据建立的SVM模型被用于分类公众数据。获得分类机率且经预测为有 

反应者(机率>0.5)的比例系根据6基因生物标记物标签计算。

[0290]如图7所示，在3个数据组中的6基因生物标记物标签的预测盛行率非常类似（约 

60% )。此预测建议大量乳癌病患族群将对抗FZD抗体0MP-18R5与紫杉醇的组合治疗有反 

应。

实施例5

6基因生物标记物标签的qPCR测试

[0291] qPCR测试系经发展以测定肿瘤样本中？8乂12、0：冊2、1^01]、0^?2、1正1及01(1(1的表

达量。引物及探针系利用公众可得的mRNA序列设计。产制引物及探针并在利用人新鲜冷冻 

(FF)及经福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)人组织样本进行的理想化及验证测试中使用该 

等引物及探针。特定引物及探针系列于表4(所有序列皆为5’至3’方向）。四个参考基因被用 

于标准化，包括T0P1 (拓扑异构酶1)、GUSB(0-葡萄糖苷酸酶）、SDHA(琥珀酸去氢酶)及PUM1 

(pumilio同源物1) 〇 

表4
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基因

引.物

针

探
序列 SEQIDNO

正向引

物
GCTGTCTCTGATCCGCAAGC

SE〇

NO: 62

ID

CCND2
反向f 1

物
GACGGTGGGTACATGGCAAAC

SCQ

NO: 63

ID

探针 CCTTCATTGCTCTGTGTGCCACCGAC
SEQ

NO: 64

ID

正向引

物
ATCCGTGGGGAGACGCTG

SEQ

NO: 65

ID

CTBP2
反向

物

引

CTCGAACTGCAAGCGCCTG
SEQ

NO: 66

ID

探针 CCCGTGCGACCAAAGCCAATGAGG
SRQ

ΝΟ:67

ID

.正向

物

引

GACCATTGACAACTACCAGCCGTA
SEQ

NO: 68

ID

DKK1
反向II
物

TGGGACTAGCGCAGTACTCATC
SEQ

NO: 69

ID

探针 TGCCGGACTGCTCOTCCTCTG
SEQ

NO： 70

ID

FBXW2

正向f丨

物
GCCAGTTATGATATTCTCAGGGTCA

SE〇

NO: 71

ID

反向引

物
AGCAGGGCAAAGATATCTCCAAA

SEQ

NO: 72

ID
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探针 AGACTCCTGAGATAGCAAACTTGGCCT
SEQ

NO: 73

ID

正向引

物
CCCACCGAGTACATCCCTACTG

SE〇

ΝΟ:74

ID

RIIOUI
反向引

物
CAGTGTCACAGAGTTGGAGTCTCA

SEQ

ΝΟ;75

ID

探针 CGCCCATCCACAGACACCACCG
sr.Q

ΝΟ:76

ID

.正向引

物
GTTCCAAAGGTTACCAGGGACiAC

SEQ

ΝΟ:77

ID

WIF1
反向引

物
GTTGGGTTCATGGCAGGTTCC

SEQ

ΝΟ:78

ID

探针 CCAGGCTCGCAGACAGGCTTTGAAC
SEQ

ΝΟ:79

ID

[〇292] qPCR系于自18个异种移植乳房肿瘤获得的总RNA上进行。肿瘤样品系经收集并立 

即快速冷冻并储存于_80°C直到分离RNA。总RNA系根据制造商程序利用RNeasy纤维迷你试 

剂盒(Qiagen，Valencia CA，PN#74704)萃取，其间使用TissueLyzer均质及DNase I处理。在 

Bioanalyzer 2100(Agilent,Santa Clara，CA)上检视RNA，确认RNA完整（RIN值>6.0)。所有 

RNA 具有 A260/A280 比 >1.8。

[0293] qPCR系以二步骤方式进行。首先，cDNA系自总RNA合成，使用如Applied 
Biosystems User Bulletin 2中所述的随机六聚体。TaqMan通用PCR预混试剂(Applied 
Biosystems，Foster City，CA.Cat#4304437及4326708)系根据制造商程序用于后续qPCR反 

应。基因表达的量系利用循环临界(Ct)方法自三重（triplicate)反应测定。循环临界通常 

被认为是信号超过检测临界所需的循环次数。Ct值与样本中的标靶核酸的量成反比。六个 

基因的Ct系利用四个参考基因的Ct值加以标准化。18个异种移植样本的6基因标签的经标 

准化Ct系显示于表5。

表5
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FBXW2 CCND2 RHOU CTBP2 WiFi DKKi

ΟΜΡ-Β84 0.8425 12,5125 4,6775 L0775 16.4025 5,2575

ΟΜΡ-Β71 0.98375 14.52375 6.46875 0.08875 4.56875 L14375

ΟΜΡ-Β59 0,83875 2.67375 6.43875 0.6012 4.90375 1G.7888

QMP-B86 2.4725 11.5125 2.5425 1.3275 -0.8825 ℓ.Π25

ΟΜΡ-Β39 1.03 12.54 1.44 2.223 2.045 6365

ΟΜΡ-Β90
≠

1.175 6,955 6.87 1.535 17.535 10,87

ΟΜΡ-Β94 1.67375 L52875 5.95375 L56S75 9.34875 4.37875

ΟΜΡ-Β40 1.03 16.455 6.775 0.73 16.455 i.4,985

OJV1P-B29 1.445 13.63 6.425 0.695 13.03 4.185

GMP-B60 1.6725 1.4.7775 6.9825 0.4775 -0.S025 8.6775

GMP-B90
0.75875 54.18375 5.78875 0.13875 15.54375 10.738Β

OM-T06 1J9S73 11.51875 4.27875 \ .34375 S.87375 6.26375

ΟΜΡ-Β44 1.61 11.765 4.755 0.505 1225 9-61

UM-T02 2.255 13.215 4.195 1.075 16.125 4,225

UM-T 3 3,67625 12.58625 5.83625 0.20125 .16.21625 4,17125

ΟΜΡ-Β34 0.08625 0,5δ625 6.21125 0.53125 9.02125 0.06125

UM-PE13 0.925 15.185 4.055 -0,7 15.185 6.62

LIM-TOi 2,20375 15.11375 6.44375 -0.1062 15.11375 | 15.1138

[0294]判定值可藉由6基因自qPCR测试产生的数据的经标准化表达的加权总合计算。这 

些判定值与自微阵列数据分析产生的判定值不同，然而二个模型的预测能力非常类似。 

[0295]应了解此处所描述的实施例及实施方式仅供说明示范的目的，各种对于彼等的修 

饰或改变将由本领域技术人员建议且将被纳入本申请案的精神与范围内。

[0296]本文所引述的所有公开文献、专利及专利申请案皆以参照方式完整纳入此处，犹 

如个别公开文献、专利或专利申请案系特别且个别明示以参照方式纳入。

[0297]本说明书中揭示的序列如下：

0MP-18R5重链CDR1(SEQ ID Ν0:1)
GFTFSHYTLS
0MP-18R5重链CDR2(SEQ ID Ν0:2)
VIS⑶GSYTYYADSVKG 
0MP-18R5重链CDR3(SEQ ID Ν0:3)
NFIKYVFAN
0MP-1SR5轻链CDR1(SEQ ID Ν0:4)
S⑶NIGSFYVH
0MP-1SR5轻链CDR2(SEQ ID NO:5)
DKSNRPSG
0MP-18R5轻链CDR3(SEQ ID Ν0:6)
QSYANTLSL
0MP-18R5重链可变区氨基酸序列（SEQ ID Ν0:7)
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSHYTLSWVRQAPGKGLEWVSVIS⑶GSYTYYADSVKGRFTISSD 
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARNFIKYVFANWGQGTLVTVSS 

0MP-18R5轻链可变区氨基酸序列（SEQ ID Ν0:8)
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCS⑶NIGSFYVHWYQQKPGQAPVLVIYDKSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLT 

ISGTQAEDEADYYCQSYANTLSLVFGGGTKLTVLG
含画底线的预测信号序列的0MP-18R5重链氨基酸序列(SEQ ID NO:9) 
MKHLffFFLLLVAAPRffVLSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSHYTLSffVRQAPGKGLEffVSVISGD 

GSYTYYADSVKGRFTISSDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARNFIKYVFANWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP 
CSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPS 
NTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK 
TKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL 
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS 
LSPGK

含画底线的预测信号序列的0MP-18R5轻链氨基酸序列(SEQ ID NO: 10) 
MAffALLLLTLLTQGTGSffADIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSFYVHffYQQKPGQAPVLVIYDKSNRP 

SGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSYANTLSLVFGGGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS 
HYTLSWVRQAPGKGLEWVSVISGDGSYTYYADSVKGRFTISSDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARNFIKYVFAN 
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS 
SVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV 
DVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG 
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ 
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

不含预测信号序列的0MP-18R5轻链氨基酸序列(SEQ ID NO: 12) 
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCS⑶NIGSFYVHWYQQKPGQAPVLVIYDKSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLT 

ISGTQAEDEADYYCQSYANTLSLVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWK 
ADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS 

不含预测信号序列的人FZDIFri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO: 13) 
QQPPPPPQQQQSGQQYNGERGISVPDHGYCQPISIPLCTDIAYNQTIMPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKV 

QCSAELKFFLCSMYAPVCTVLEQALPPCRSLCERARQGCEALMNKFGFQWPDTLKCEKFPVHGAGELCVGQNTSDKG 
Τ

不含预测信号序列的人FZD2Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO: 14)
QFHGEKGISIPDHGFCQPISIPLCTDIAYNQTIMPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKVQCSPELRFFLCSMY 

APVCTVLEQAIPPCRSICERARQGCEALMNKFGFQWPERLRCEHFPRHGAEQICVGQNHSEDG 
不含预测信号序列的人FZD3Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO: 15) 
HSLFSCEPITLRMCQDLPYNTTFMPNLLNHYDQQTAALAMEPFHPMVNLDCSRDFRPFLCALYAPICMEYGRV 

TLPCRRLCQRAYSECSKLMEMFGVPWPEDMECSRFPDCDEPYPRLVDL
不含预测信号序列的人FZD4Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO: 16) 
FGDEEERRCDPIRISMCQNLGYNVTKMPNLVGHELQTDAELQLTTFTPLIQYGCSSQLQFFLCSVYVPMCTEK 

INIPIGPCGGMCLSVKRRCEPVLKEFGFAWPESLNCSKFPPQNDHNHMCMEGPGDEEV
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不含预测信号序列的人FZD5Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID Ν0:17)
ASKAPVCQEITVPMCRGIGYNLTHMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLRFFLCSMYTPICLPDYH 

KPLPPCRSVCERAKAGCSPLMRQYGFAWPERMSCDRLPVLGRDAEVLCMDYNRSEATT
不含预测信号序列的人FZD6 Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO: 18) 
HSLFTCEPITVPRCMKMAYNMTFFPNLMGHYDQSIAAVEMEHFLPLANLECSPNTETFLCKAFVPTCIEQIHV 

VPPCRKLCEKVYSDCKKLIDTFGIRWPEELECDRLQYCDETVPVTFDPHTEFLG
不含预测信号序列的人FZD7 Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO: 19)
QPYHGEKGISVPDHGFCQPISIPLCTDIAYNQTILPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKVQCSPELRFFLCSM 

YAPVCTVLDQAIPPCRSLCERARQGCEALMNKFGFQWPERLRCENFPVHGAGEICVGQNTSDGSG 
不含预测信号序列的人FZD8 Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO:20)
ASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDY 

KKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMDYNRTDLTT
不含预测信号序列的人FZD9 Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO:21) 
LEIGRFDPERGRGAAPCQAVEIPMCRGIGYNLTRMPNLLGHTSQGEAAAELAEFAPLVQYGCHSHLRFFLCSL 

YAPMCTDQVSTPIPACRPMCEQARLRCAPIMEQFNFGWPDSLDCARLPTRNDPHALCMEAPENA 
不含预测信号序列的人FZD10 Fri结构域氨基酸序列(SEQ ID NO:22) 
ISSMDMERPGDGKCQPIEIPMCKDIGYNMTRMPNLMGHENQREAAIQLHEFAPLVEYGCHGHLRFFLCSLYAP 

MCTEQVSTPIPACRVMCEQARLKCSPIMEQFNFKWPDSLDCRKLPNKNDPNYLCMEAPNNG 
人FZD1 氨基酸 116至227(SEQ ID Ν0:23)
CQPISIPLCTDIAYNQTIMPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKVQCSAELKFFLCSMYAPVCTVLEQALPPCR 

SLCERARQGCEALMNKFGFQWPDTLKCEKFPVHGAGELC 
人FZD2氨基酸39至 150(SEQ ID Ν0:24)
CQPISIPLCTDIAYNQTIMPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKVQCSPELRFFLCSMYAPVCTVLEQAIPPCR 

SICERARQGCEALMNKFGFQWPERLRCEHFPRHGAEQIC 
人FZD3氨基酸28至 133(SEQ ID Ν0:25)
CEPITLRMCQDLPYNTTFMPNLLNHYDQQTAALAMEPFHPMVNLDCSRDFRPFLCALYAPICMEYGRVTLPCR

RLCQRAYSECSKLMEMFGVPWPEDMECSRFPDC
人FZD4氨基酸48至 161 (SEQ ID NO:26)
CDPIRISMCQNLGYNVTKMPNLVGHELQTDAELQLTTFTPLIQYGCSSQLQFFLCSVYVPMCTEKINIPIGPC 

GGMCLSVKRRCEPVLKEFGFAWPESLNCSKFPPQNDHNHMC 
人FZD5氨基酸33至 147(SEQ ID NO:27)
CQEITVPMCRGIGYNLTHMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFffPLVEIQCSPDLRFFLCSMYTPICLPDYHKPLPPC 

RSVCERAKAGCSPLMRQYGFAWPERMSCDRLPVLGRDAEVLC 
人FZD6氨基酸24至 129(SEQ ID Ν0:28)
CEPITVPRCMKMAYNMTFFPNLMGHYDQSIAAVEMEHFLPLANLECSPNIETFLCKAFVPTCIEQIHVVPPCR

KLCEKVYSDCKKLIDTFGIRWPEELECDRLQYC
人FZD7氨基酸49至 160(SEQ ID NO:28)
CQPISIPLCTDIAYNQTILPNLLGHTNQEDAGLEVHQFYPLVKVQCSPELRFFLCSMYAPVCTVLDQAIPPCR 

SLCERARQGCEALMNKFGFQWPERLRCENFPVHGAGEIC
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人FZD8氨基酸35至 148(SEQ ID Ν0:30)
CQEIΤVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFffPLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDYKKPLPPC 

RSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLC 
人FZD9氨基酸39至 152(SEQ ID Ν0:31)
CQAVEIPMCRGIGYNLTRMPNLLGHTSQGEAAAELAEFAPLVQYGCHSHLRFFLCSLYAPMCTDQVSTPIPAC 

RPMCEQARLRCAPIMEQFNFGWPDSLDCARLPTRNDPHALC 
人FZD10氨基酸34至 147(SEQ ID ΝΟ:32)
CQPIEIPMCKDIGYNMTRMPNLMGHENQREAAIQLHEFAPLVEYGCHGHLRFFLCSLYAPMCTEQVSTPIPAC

RVMCEQARLKCSPIMEQFNFKWPDSLDCRKLPNKNDPNYLC
不含预测信号序列的人FZD8Fri结构域氨基酸序列(变异体）（SEQ IDNO:33) 
ASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDY 

KKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMDYNRTDL 
人IgGi Fc区（SEQ ID Ν0:34)
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE 

EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK 
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 

人IgGi Fc区（变异体）（SEQ ID NO:35)
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE 

EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK 
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN- 
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 

人IgGi Fc区（SEQ ID Ν0:36)
KSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK

PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

人IgGi Fc区（SEQ ID NO:37)
EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK

TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

人IgG2 Fc区（SEQ ID ΝΟ:38)
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF 

NSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY 
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 

FZD8-Fc变异体54F03氨基酸序列(无预测信号序列）（SEQ ID ΝΟ:39)
ASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDY 

KKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMDYNRTDLTTGRADKTHTCPPCPAPELLG 
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDff
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LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

FZD8-Fc 变异体 54F16、54F17、54F18、54F23、54F25、54F27、54F29、54F31 及 54F34 氨基酸 

序列（无预测信号序列）（SEQ ID NO:40)
ASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDY 

KKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMDYNRTDLTTKSSDKTHTCPPCPAPELLG 
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDff 
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN 
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

FZD8-Fc 变异体 54F19、54F20、54F24、54F26、54F28、54F30、54F32、54F34 及 54F35 氨基酸 

序列（无预测信号序列）（SEQ ID Ν0:41)
ASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFWPLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDY 

KKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMDYNRTDLTTEPKSSDKTHTCPPCPAPEL 
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVKNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ 
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE 
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

含信号序列的FZD8-Fc变异体54F03氨基酸序列（SEQ ID Ν0:42)
MEWGYLLEVTSLLAALALLQRSSGAAAASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFff 

PLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDYKKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMD 
YNRTDLTTGRADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN 
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV 
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS 
LSLSPGK

含信号序列的FZD8-Fc变异体54F16氨基酸序列（SEQ ID Ν0:43)
MEWGYLLEVTSLLAALALLQRSSGAAAASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFff 

PLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDYKKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMD 
YNRTDLTTKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN 
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV 
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS 
LSLSPGK

含信号序列的FZD8-Fc变异体54F26(SEQ ID Ν0:44)
MEWGYLLEVTSLLAALFLLQRSPIVHAASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFff 

PLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDYKKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMD 
YNRTDLTTEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV 
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN 
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ 
KSLSLSPGK

含信号序列的FZD8-Fc变异体54F28(SEQ ID Ν0:45)
MEWGYLLEVTSLLAALLLLQRSPFVHAASAKELACQEITVPLCKGIGYNYTYMPNQFNHDTQDEAGLEVHQFff
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PLVEIQCSPDLKFFLCSMYTPICLEDYKKPLPPCRSVCERAKAGCAPLMRQYGFAWPDRMRCDRLPEQGNPDTLCMD 
YNRTDLTTEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV 
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN 
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ 
KSLSLSPGK

人Wntl C端多半胱氨酸区（aa 288-370)(SEQ ID Ν0:46)
DLVYFEKSPNFCTYSGRLGTAGTAGRACNSSSPALDGCELLCCGRGHRTRTQRVTERCNCTFHWCCHVSCRNC

THTRVLHECL
人Wnt2 C端多半胱氨酸区（aa 267-360)(SEQ ID Ν0:47)
DLVYFENSPDYCIRDREAGSLGTAGRVCNLTSRGMDSCEVMCCGRGYDTSHVTRMTKCGCKFHWCCAVRCQDC

LEALDVHTCKAPKNADWTTAT
人Wnt2b C端多半胱氨酸区（aa 298-391)(SEQ ID Ν0:48)
DLVYFDNSPDYCVLDKAAGSLGTAGRVCSKTSKGTDGCEIMCCGRGYDTTRVTRVTQCECKFHWCCAVRCKEC

RNTVDVHTCKAPKKAEWLDQT
人Wnt3C端多半胱氨酸区（aa 273-355)(SEQ ID Ν0:49)
DLVYYENSPNFCEPNPETGSFGTRDRTCNVTSHGIDGCDLLCCGRGHNTRTEKRKEKCHCIFHWCCYVSCQEC

IRIYDVHTCK
人Wnt3a C端多半胱氨酸区（aa 270-352)(SEQ ID Ν0:50)
DLVYYEASPNFCEPNPETGSFGTRDRTCNVSSHGIDGCDLLCCGRGHNARAERRREKCRCVFHWCCYVSCQEC

TRVYDVHTCK
人Wnt7a C端多半胱氨酸区（aa 267-359)(SEQ ID Ν0:51)
DLVYIEKSPNYCEEDPVTGSVGTQGRACNKTAPQASGCDLMCCGRGYNTHQYARVWQCNCKFHWCCYVKCNTC

SERTEMYTCK
人Wnt7b C端多半胱氨酸区（aa 267-349)(SEQ ID Ν0:52)
DLVYIEKSPNYCEEDAATGSVGTQGRLCNRTSPGADGCDTMCCGRGYNTHQYTKVWQCNCKFHWCCFVKCNTC

SERTEVFTCK
人Wnt8a C端多半胱氨酸区（aa 248-355)(SEQ ID Ν0:53)
ELIFLEESPDYCTCNSSLGIYGTEGRECLQNSHNTSRWERRSCGRLCTECGLQVEERKTEVISSCNCKFQWCC

TVKCDQCRHWSKYYCARSPGSAQSLGRVWFGVYI
人Wnt8b C端多半胱氨酸区（aa 245-351)(SEQ ID Ν0:54)
ELVHLEDSPDYCLENKTLGLLGTEGRECLRRGRALGRWELRSCRRLCGDCGLAVEERRAETVSSCNCKFHWCC

AVRCEQCRRRVTKYFCSRAERPRGGAAHKPGRKP
人WntlOa C端多半胱氨酸区（aa 335-417)(SEQ ID Ν0:55)
DLVYFEKSPDFCEREPRLDSAGTVGRLCNKSSAGSDGCGSMCCGRGHNILRQTRSERCHCRFHWCCFVVCEEC

RITEWVSVCK
人WntlOb C端多半胱氨酸区（aa 307-389)(SEQ ID Ν0:56)
ELVYFEKSPDFCERDPTMGSPGTRGRACNKTSRLLDGCGSLCCGRGHNVLRQTRVERCHCRFHWCCYVLCDEC

KVTEWVNVCK
接头（SEQ ID Ν0:57)
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ESGGGGVT
接头（SEQ ID Ν0:58)
LESGGGGVT 
接头（SEQ ID NO:59)
GRAQVT
接头（SEQ ID NO:60)
WRAQVT
接头（SEQ ID NO:61)
ARGRAQVT
CCND2正向引物（SEQ ID ΝΟ:62)
GCTGTCTCTGATCCGCAAGC
CCND2反向引物（SEQ ID ΝΟ:63)
GACGGTGGGTACATGGCAAAC
CCND2探针（SEQ ID Ν0:64)
CCTTCATTGCTCTGTGTGCCACCGAC
CTBP2正向引物（SEQ ID ΝΟ:65)
ATCCGTGGGGAGACGCTG
CTBP2反向引物（SEQ ID ΝΟ:66)
CTCGAACTGCAACCGCCTG
CTBP2探针（SEQ ID ΝΟ:67)
CCCGTGCGACCAAAGCCAATGAGG
DKK1 正向引物（SEQ ID ΝΟ:68)
GACCATTGACAACTACCAGCCGTA
DKK1 反向引物（SEQ ID ΝΟ:69)
TGGGACTAGCGCAGTACTCATC
DKK1 探针（SEQ ID Ν0:70)
TGCCGCACTCCTCGTCCTCTG
FBXW2正向引物（SEQ ID ΝΟ:71)
GCCAGTTATGATATTCTCAGGGTCA
FBXW2反向引物（SEQ ID ΝΟ:72)
AGCAGGGCAAAGATATCTCCAAA
FBXW2探针（SEQ ID ΝΟ:73)
AGACTCCTGAGATAGCAAACTTGGCCT
RHOU1 正向引物（SEQ ID ΝΟ:74)
CCCACCGAGTACATCCCTACTG
RHOU1 反向引物（SEQ ID ΝΟ:75)
CAGTGTCACAGAGTTGGAGTCTCA
RHOU1 探针（SEQ ID ΝΟ:76)
CGCCCATCCACAGACACCACCG
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WIFI正向引物（SEQ ID Ν0:77) 
GTTCCAAAGGTTACCAGGGAGAC 
WIFI反向引物（SEQ ID ΝΟ:78) 
GTTGGGTTCATGGCAGGTTCC 
WIFI探针（SEQ ID NO:79) 
CCAGGCTCGCAGACAGGCTTTGAAC

76



CN 105829547 A 序列表 1/43 页

αΐϋ 昂科梅德制药有限公司

11K)与Wnt途径抑制剂有关的预测性生物标记物的鉴别

m 2293. 116PC02

'140 To Be Assigned 
Herewith'

Cm 61/975,339 
<151' 2014-04-04

<150 61/910,邸3 
<1B1 2013-12-02

<160 79

(170 Patentΐη version 3·.5

^210 1 
<211 10 
；2i2 m 
<213 人工序列

<220
〈223 1Μ5 .¾¾ OT1

(400 1

GLy Phe Thr Phe .Ser His Tyr thr Leii Ser
I ' .5 10.

[0001]

<210
<211
C2t2
(213

2
17
PRT
\工序列

,220
(22?^ 着链.:℮Μ2

(4Πϋ 2

Val I] ο ：gcr Gl \ 4sp fily Sgy Tyr T.hr Tyr Tyr Al：a Asp Scr Val Lys： 
1, ：5 10 15'

：〇'iy

<210 .3
(211 9
(212 PRT

人工序列

^220
<223 重链G冊3

C400 3

Asn Phe He ,Lys- Tyt Val ,Phe： Ala .Asn
I ‘ 5

(210 4
<211 li

PRT
^13 人工序列

<二0
223 辍链0Μ

<4〇{) 4

77



CN 105829547 A 序列表 2/43 页

9FRT
尺：！序列

.220
<223 轻:链 C:DRS 

<400 6

G]n Ser Tyr Ala Asn Thr L.0U+

<210 7
<*J11 118
<212-' FRT 
℮13 人工序列

[0002] <220
-.223 重链：R]_:突区氨基_序__

、4。0 7

■G.lu ¥al Gin Leu Val Glu. .Ser Gl v Glv-' 01γ· Leu Val Gl.n Ργο· Gly Cxlvΐ 5 - ' m w '

Ser' Leu' Arg Leu Sei- €vs Ala： Ala Ser Glv Phe Thr Phe Sei' His' 
'20' :25 30

Thr: Leu Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Glv Lys G]y Leu filu Irp. VaL. 
35 40 ' ' ^ 45：

Ser Vril lie Sei Glv A&y Glv Sei Τνΐ Thi T't Tvn 41 a Asp St?i Val 
50 ' ‘ ' ' 60

Lys Glv Arg Phe Thr lie Ser Ser Asp Asn Ser Lvs Asn Thr Leu Tvr 
m 70 1%

Leu Uin Wet Asn Ser Leu Arg /\丄3 GLu 丁hr A丄a \’nl Tvr Tvr Cvs
8& 90 ^ 95. '

Ala Arg Asn Phe lie Lys Tyr Val Phe Ala ksn Trp Glv Gin Giy Thr
' 100 ' ' 105 ' 11.0

Leu Va丄 Thr Val Ser Soi 
115

又」1ϋ 8

：Ser tfl.y Asp Asn He Uiy ber Phe Tyr val His

<210 δ
C211 8
<2\2 PRT
<,2V0 人」:序列

<220
^22ο 轻链切取

Αΰυ

Asp Lys- Ser Asn： Arg Pro- Ser Gly 
1 5 '

21
c
 ；}

 

2
21
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463
PRT
人工序列

重链氨基酸序列

<220
<221 MISC FEATURE
<222 (1).. (19)
<^223 预测信号序列

<400 9

Met Lys His Leu Trp Phe ^Phe Leu Leu Leu Val Ala. Ala Pro A：rg Ττρ 
1 5 1.0 15

Val Leu Se.r Gin. Val Ττ1π· Leu. Val. Gin S.er Cly G1 y Glv 1,℮α· Val. fil.n' 
20 25 ^ ^ ' 30

Pro： Gly Qly. Set Leu Arg Leu Ser Cvs Ala Ala Ser Glv Phe Thr Phe 
.35 40 45.

:S:er Η]½ Tyr Thr Leu Ser. Trp. Val Arg Gin Ala Pro G-lv Lvs Glv Leu 
50' 55' 60

Glu Trp Val Ser Val lie Ser Gly Asp Gly. Ser Tyr Thr T'yr Tyr Ala
.65 70 75 80

Asp- Ser Val Lvs Gly Arg Phe. Thr lie ber Ser Asp Asn Ser Lys Asn 
85 90 95：

<211 108
<212. PRT 
<2J3 人丁序列

/2^ο
<223 轻链可变区氨基酸序列

<400 8

Asp. lie. Glu 丄e.u Thr Oln. Pro. Pro Ser Va：l Ser ¥al Ala Glv G'lti
1 5 10： 15·

Thr A丄fi Arp lie Ser Cvs Ser Glv Asp Asri lie G丄ν Ser Phe Tvr Val 
20 2:5 ：30

His Trp Tvr Gin Gin Lvs Pro Glv Gin Ala Pro Val Leu Val Tie Tyr 
35 40' 45 '

Asp- Lvs Ser Asn Arg Pro Ser Glv lie Pro Glu Arg Phe S.er Glv Ser 
50 55: ' 60 '

.Asn Ser 01y Asrt Thr Ala T,hr Leu Thr. lie. Ser CRv T:hlt Gin Ala (Uu
65 70 75 ·80

Asp Glu ALa Asp Tvr Tvr Cvs Gin Ser Tyr Ala Asn Thr Leu Ser Leu 
85: 90 95

Val Phe Glv Glv Glv Thr Lvs： Leu Thr Val Leu. Gly 
' 100 ' ' 105

0003] ο
 

.
1
 

2
 
3

.

 O

 

3

l
i
t
.

 
2
 

2

V
J
 

2
 

2
0

〕 
2
2
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[0004]

Thr Leu Tvt Leu. Gin :Met A:s.n S:er Leti Arg Ala G.]u Asp Thr Ala. Val
100 105 110

Tyr Tyr Gys Ala Arg Asn. Phe ] ie Lvs. Tyr Val Phe A La Asn T.rp Gly
11δ 120 125

Gin tUv Tlu LeU Val Thr Val Ser Ser' Ala; Set Thr Lvs Gly Ργο· Ser
m 135 140

Val Phe- Pro -LeU Al.a Ρΐο C\s. Set Ar:g S-er Thr -Ser Glu Sex' Thr Ala 
145" 150 155 160

Ala Leu Glv Cys Leu Val L.ys Asp Tvr Phe Pro Glu Pto Val Thr Val
' ' 165 ' 170 175

Ser Trp Asn Ser Glv Ala Leu Thr ^er Glv Val Hi：s Thr Phe Pro Ala 
1.80 185 190

Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 
195 200 205

Pro ^er Ser Asn Phe Glv Thr Gin Thr Tvr Thr Gvs Asn Val Asp. His 
210 '215 "

Lvs Pro Sei Asn Thr Lvs Vai Asp Lvs Chr VaL Glu Arg Lys Cvs Cvs 
225 -230 235 240

Val (Uu Cys Pro Pro Os Pro Ala Pro Pro Val Ala Glv TPro Set Val 
245' m 255

.Ρ1ΐ℮· Leu Phe Pro. Pro- Lvs Pro Lvs Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr 
26ϋ: 265 270

Pro Glu Val Thr Gvs Val Val Val .Asp Val Ser His： Glu Asp Pro Glu 
.275 ' 280 285

Val Gin Phe Asn Trp Tvr Val Asp -Glv Val Glu Val His Asn Ala Lvs 
2^0 ' 295 ' 300： '

Thr Lvs Pro Arg Glu Glu Gin Phe. Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser 
305： ' 310 315 320

Vai 1;℮ύ Thr Val V^l. Hi's Ττ1η· Asp Trp 1,℮π As.n Cflv I,vs rtln Tvr I.,ys 
325 3:30 ' ' 335 '

Cvs Lvs Val Scl- Asn Lys GIy Leu Pr:〇- ALa Pro 11℮· Glu Lys Thr' He 
.3输 MS' .350

：Ser Lys Thr Lvs Glv (Un Pro Arg .Glu Pro: Gin Val .Tyr Thr Leu Pro 
355 3:60 Μ5

Pro Sei- Ar-g Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser' L&u Thr C.ys Leu 
37.0 3Τ5· 380：

Val Lvs Glv Ρ1ΐ℮ Τνΐ Ρΐ() Sei Asp lie. Ala. Val Glu Τΐρ G1.U Se：£ Asn 
385 ' ' ' 390 395 400
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U)
230
PRT:
人工序列

<220
<223 轻链氨基酸序列:

<220、
<221 MISC—FEATURE
<222 (1).. (19)
<223 预测信号序列

<400 10.

Met Ala Trp Ala L.eu Lea Leu. Leu Thr Leu Leu. Thr G丄n Giv Thr G丄y
1 5 10 15

「mr^l Ser Trp Ala Asp lie Glu Leu. Thr Gin Pro： Pro Ser Val Ser Val Ala 
L_0J 20 25 30

Pro (Jlv Gin Thr Ala Arg lie Sei Cvs S；er Ghr Asp Asn lie Glv Ser 
.35 40 45

Phe Tvr ¥al .His Trp Tvr Gin. Gin .Lys Pro Glv Gin Ala Pro Val Leu 
50 ' 55 ' 60

Val lie Tvt Asp Lvs. Ser Asn Arg Pro- Ser Glv lie Pro Glu Arg Phe 
65. ‘ ' 70 75;' 80:

Ser Gly Ser Asn Ser Glv Asn Thr Al：a Thr Leu Thr lie. Ser Gly Thr 
^ 85 ' 90 95

Gin Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tvr Tvr Cys G.ln Ser Jvr Α1β. Asn Thr 
100 ' ΐΐ)5 ' 110

Leu Ser Leu Val Phe G]γ G] ν Glv thf L.ys. Lea Thr Val. Leu Glv Gin115 nb 125

Pro Lvs Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro. Pro 
130 135 140

Glu Ghi

Leu Gin Ala.W5
.^la Thr Leu Val Cys Leu ILe 
150 .155

Phe Tyr
1℮0

Pro Glv Ala. Val Thr V'Ktl Ala Trp .Lys Ala Asp Sei' Set Pro Val
165 170 175 '

Gly Gin Pro Glu. Asn Asn Ty.r Lys Thr Lhr Pro Pro Met Leu Asp Ser 
405 410 415_

Asp Gly Ser Phe Phe Leu T-yr' Ser Lvs Leu Thr Val. Asp Lvs Ser Arg 
420 425 430

Trp' Gin Gin Glv Asn Val The Ser Cvs- Ser V：al Met Bis Glu. Ala Len 
435 440 445

Hi.S' Asn. His Tyr Thr i?T]n Lvs Ser .LeU Set Leu Ser Pro L父s
450 455 460
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Ala. Gly Val Glu Thr Thr Ibr Pro Ser Lvs Gin Ser Asrr Asn Lvs Tyr m〇' 18.^ 19U
Ala /Ua Ser Ser t.y-i" Leu S：er Leu Thr Pro Giu Ciin^ Trp Lys Ser His 

19S 200 205

Αγ^ Ser fyr Ser Cys 01η· VaL Thr His Glu Olv Ser Thr Val Glu Lys 
2ΐα 21 & ' 220

Tin- Vul Ala Pf；t> Thr Glu €:ys： S：er 
225 :230·

<210 11
<211/ 444
<212 PRT 
<213 人工序列

<223 不含预测信号序列的重键:氨基酸序列

<400 11

GLu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly G]v G]v Leu Yal. Gin Pro GIv Glv 
1. 5 1:0. IS

Ser Leu Arg Leu Bei' Cys ALa： Ala Ser GLf Phe Thr Phe Ser .His： Tyr 
20 25 ' '30.

Thr Lea Ser Trp Val kr.p: Gl.n Ala Ργο· Gly Ljs Glv Lea Olu Trp. ¥a：l 
35 40 '猫

[0006]
Sct VaJ lie Ser Gly Asp GLy Ser Tyr Thr Tvr Tvr Ala Asp Ser fal 

50 55 60

Lvs Glv Arg Phe Thr lie Ser Ser Asp Asn Ser L：vs Asn Thr Leu T.yr 
.65 ν 70 75 ' 80:

1όα Gin Met A-sn Ser Leu Arg- Ala Glu As：p Thv. Al：a： Val Tvr Tvi Cvs
85： 90 ' 95 '

A丄a Arg Asn Phe 丄 ie Ly：g Tyr_ Vai _Phe A丄a Asn Trp (ilv (Un (Uy Thr
100 105 110

Leu Val. Thr Val. Ser Ser ALa Sei: Thr Ly：s Pro. Ser Val Phe： Pro 
115 120 1:25

Leu Ala F^ro Cvs Ser Arg Ser Thr Ser Glu ：Ser Thr Ala Ala，Leu Gly 
130 ' 13δ 140

Cvs Lea Val 1λβ· Asp Tvr Phe Pro Glu. Pio Yal Thi TaL Ser. Trp. As'ri
145 150 1δδ 1.60

S.er Glv Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu 01ή
' im J no ΐ75

Ser Ser Glv Leu Tyr .Ser' Lea Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser 
' 180 ' 185 190

Asn Phe Gly Thr Girt Thr Tyv Thr Cys Asn Val Asp Hi.s Lys Pro Ser
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m 200 2〇a
Asn Thr_ Lvs Val Asp Lys Thr Val .Gl:u Arg L.vs .€v.s. Cvs Val Glu. Cys. 

210 ' ' 2m ' ：22G '

Pro Pro Cvs Pro Aia Pro Pi^o VaJ Ala Giv Pro Ser VaL Fhe Leu Phe 
22∂· ' 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Tnr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val 
■245 250 " 2 弱

Thr Cvs. Val VaL Val. Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu ¥al Gin Phe 
' 2W: 2.65 2.70

Asn Trp Tvr Val Asp (iJv Val (iiu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Fro 
m 2·80 2：85

Arg Glu Glu. Gin. Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val. Val Ber Val Leu Thr 
'290 2.95 300

Val Val His Gin Aso Trp Lea Asn Glv Lvs： Glu Tvr Lvs Cvs Lv^ Val 
305 ^ 310 ' ' .315 · ' · - 32f)

Ser Asn Lvs Leu Pro Ala Pro lie 〇]u Lvs Thr lie Ser Lv-s Thr 
- ' 325 330 ' 3:沾

L\rs Glv Gin I'ro Ai'g Glu Pro Gin Val Tvr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
' ' 3:40. 345 ~ 3·50

[0007]
ril.ii (Vhi Met Thr I,:vs Αλπ Glrr V.a.1 :Ser. Tlrr Os Len Val Lvs:

356 ' 360 ' 365 '

Ph@. Tyr Pro Se^r Asp lie Ala Val Glu Tip Glu Ser Asa Glv Gin Pro 
370 375： 380

Glu Asn Asn Tvr Lvs Thr Thr Fro Pr.o Mat Leu Asp Ser Asp Glv Ser 
385 ' ' 390 W5 '4:00

Fhe Phe Leu T'jl Set Leu Thr Val Asp Lvs Ser Ar2 Τχ·ρ Gin Gin 
4ϋδ 4.10. 415

GLv Asn Val Pho Soi Cvb Ser Val Met His G]u Ala Leu His Asn His 
420 425 4.30::

Tyr Thr Gin Lvs Ser Leu Ser* Leu Ser Pro Gly Lvs 
^ 435 ' 440

^210 12
<211 213
■ 212 PRT 
<213 人工序列

<‘>)〇
不含预测信号序列的轻涟氨基酸序列

<400 ΐ·2·

Asp. He Glti Leu Thr Gin Pro： Pro Ser- ¥al Ser Val A.la ΡΐΟ Gly Girt 
1 5 1:0. 1.5:
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[0008]

Thr Ala Arp [1℮ Ser Cys S：er Glv Asp Asn .lie Gly Ser Phe- Tyr :Val 
2O- 25 30

His' Trp. Tyr Gin Gin Ly.s ：P：r〇 G'ly Gin Ala Pro Val Leu Val Π℮ Tyr 
35 40 45:

Asp L.Y& Se：r Asa Afg Pro Ser Gly lie Pro Glu Arg： Phe Ser 'Giy Ser
5ΰ· 55 60

Asri' Ser Gly Asn Thr Ala Thr' Leii Thr lie Ser Glv' Thr Gin Ala Glu 
'66 70 :T5 ' SO

Asp Glu Ala Asp Tjfr Tvr Gys Gin Ser Tvr Ala Asn Thr Leu. S：er Leri 
85 90 95：

Val Phe Gly Gl\r Gly Thr L:ys： Leu Thr Yal Leu Gly Gin Pro Lvs Ala
10() 105 ΠΤ)

Ala Ρ)-ο vSei Val, Thr Leu. Phe Fro Pro Ser Ser ύ1ϋ. Glu I」eu ό1ή A.i.a 
11δ 120 12π

Asn Lys Ala Thr Lau Val Cvs Leu lie Sef Asp Phe Tvr Pro Gly Ala 
130 135 .140： ^

Val Thr Val Ala Trp Lvs Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Glv Val 
145 150 1^5 1.60

Thr Thr Thr Pro Ser Lys. (Un Set Α,νΐ Asn L:ys T:yr A]a Α1η Ser 
165 17.0 ' m

Ser' Tyr Leu. S：er Leu Thr .Pi>'0- Glu Gin Trp Lys Sfe'r His Arg Ser ;Tyt
180 1.8,5 190

Ser Cys Gin Val Thr Hi.s Glu Glv Ser Thr' Val Glu Lvs Thr Val. Ala.
195 200 20η

Pro Thr GLu 〇5 Str 
210

dO 13 
<211 151
<212 PRT 
<213 人工序列

<220
不含预测信号序列的_Fr_i结构域氨基酸序列 

<400 13

Gin Gin Pro Pro Pro Pm Pro. Gin (iin Gin (iln Ser Glv (iJn (iJn Tyr 
1 5 10 ' 15

Asn Glv Glu Αΐ¾ Glv lit； St；r Val Pro Α^ρ His Glv Tvr Cvs Gin Pro 
' 20 ' 25 ^ ' 30

lie' Ser lie Pro' Leu Cys Thr Asp lie Ala Tvr' Asn Gin Thr lie Met 
.35 40 45：

Pro Asn Leu Leu Gly Hi.s Thr Asn (tin Glu- Asp Ala Glv Leu Glu Val
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50 5:5. 6ϋ
His (i•丄η+ Phe Tv'r Pm Le'u Val +Lys Va丄[:j丄η Cvs S:er /Ua G丄u Leu Lvs
邸 ' TO 75 80：

Phe： Phe Leu C.y.s 8℮γ Met Tvr Ala Pro. V'al .Cvs Thr ¥al Leu. Glu Gin 
85： 90 95

Ala Leu Pr'o Pro Cvs ‘4rg Ser Leu Os Glu Arg /Ua Arg Gin Gly Ivs 
100 105 110

Glu. Ala Leu Met Asu Lys Phe GIv Phe Qln Trp Ργο· Asp Thr' Leu Lys
Π5 .120 .125

Ob Glu Lys Phe Ρΐ·ο Va丄 His (Uv Aia (Uv G丄u Leu Os Val G丄ν Ghi. 
130 1:35: 14Q.

Asn Thr Ser Asp Lvs Glv Thr 
145: ' 150

[0009]

<210 14
<211 13β
<212.. P.RT 
<213 尺工序列

(220
<22.3 不含预测信号序列的FVi结构域氨基酸序列

<400 14：

ftln Phe His 01τ Glu I,vs Ci]\r Π℮ Ser Tie- Pro Asp. His Ττ1 y Ph：e tA^S' 
1 " 5 ' 10 ' 15- '

Gin Pro lie Ser lie Pro Leu Cvy Thr Asp He Ala Tvr Asn Gin Thr 
20 '25 30

I.Lc Met Pr.o ksn Leu Lea G.Ly Hi.s Thr Asn^ .Gin ：Glu Asp Ala. Glv Loii 
35 '4:0 45 '

Glu Val His (5in Phe. Tvr Pro Leu Val Lvs Vai GLn C^s Ser Pro Ghi 
50 ' 55' 60

Leu Ar：g Phe Phe Leu Cvs Ser Met T\r Ma Pro Yal Cys Thr Val Leu 
6S 70 7;5 80

Glu Gin A In [le Pjo Vro Cvs Arg Ser ]le Cys Glu Arg Ala Arg Gin 
85 90： 95：

Gly' Cys. Glu Ala Leu Met ^sn Lvs. Phe Giv Phe Gin. r.rp 卩γβ. Glu Arg
100 105 110

L.eu Ai4 (rlu Hit. Phe Pro Arg His Gly ：Ala. Glu Gin He Cys ?ai 
115 120. 125

Glv Gin Asn His Ser Glu Asp Glv 
"130 13:5 '

2
21

2
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[0010]

<21_3>人:t.序列

/99()\
^223 不含预测信号序列的Fri结构域氨基酸序列

<400 15

His Ser Leu Phe Ser Cvs Glu Pro lie Thr Leu. Arg Met Gys Gin. Asp 
1 5 ' 10 ^ 15

Lea Pro Tyr Asn Thr Tfir Phe Met Pro Asn Leu Leu Asn His Tvr Asp 
^ 20 .25 3:0 '

：Gln Gin Thr Ala^ Ala Leu Ala Met Glu Pro Phe Hi's： Pro Met Val Asn 
3:5 40 45

L.eu Asp Gvs S.er Arg Asp Phe Arg Prn Fhe Leu Cvs Ala Leu. Tyr Ala
50 ' 55 60 '

Pro 11℮ Gvs Met Glu Tyr Gly Arg Val Thr Leu Pr.o Cvs Arg Arg Leu 
6.5 ' 70 ^ 75' _ '80

Cvs Gin Ar^ Ala Tvr Ser Glu Cvs Ser Lvs Leu Met Giu Met Phe <tbr 
m 90 95

Val Pro Trp Pro Glu Asp Met Glu Cvs Ser Arg Phe Pro Asp Cvs. Aspΐοο ΐο^ no '

Glu Pro Tvr Pro Arg Leu Val Asp Leu 
ΐΐ,5 .120

cno ΐβ
<-2\] 131

PRT
<213 人工序列

<220
<223 不含预测信号序列的FH结构域氨基酸序列

<400 16

Phe Gly Asp Glu Glu Glu Ars Arg Os Asp Fro Il:e. Atg lie Met 
1 5 10 15

Gvs Gin. Asn Leu G.lv Tyr Asn Val Thr Lys Met Pro Asn Leu Val 61 y 
20 :25 30

His' Glu Leu Gl.n'. Thr Asp .Ala Ghl I.en Ττ1π 1,℮ℓΐ Thr Thr Phe Thr- 
35 40 45

Leu lie Gin Tvr Glv Cvs Sei Set Gin Leu Qln .Phe Phe LeU Cys Ser
5.0 55· 60

Val Tyr Val Pro- Met Cvs Thr Glu Lv.s- Il.e Asn lie Pro He Civ Pro 
65 ' TO * 75: ' '80.

Cys (Hy G.ly Met Cys Leu Ser Val Lys Arg Arg Cys Glu Pro Val L&u 
8:5 90 95

L.vs Glu Phe Gly Phe Ala ΐχρ. Pro Glu Ser. Leu Asn Gv.S Lys Pheΐοο im no
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18
127
PRT
人工序列

〈〇‘)〇

<223 不含预测信号序列的人FZD6 Fri结构域氨基酸序列

<400 1S

His Ser L:eu. Phe. T:hr .G.y:s Glu Pro He' T'hr Val Pro Ai'g Cxs Met L.ys
1 5' 10 15

Met Ala Tyr Asn Me:t Thr Phe. Phe Pro -4-sn. Leti Met Glv His Tvr Asp 
20 25 3:0.

Gin Sei. lie Ala Al.a VStl Glu Met Glu. His. Phe LeU Prd -LeU. .Ala 
3.5 40 45：

Pro Pro Gin Asn. Asp Hi：s A:s.n His Met G.ys Met G.lu Glv Pro Gly Asp 
115 12G 125

Glu Glu ¥：al 
130

<210 17
<211 131
<212 PRT 
<213 \工序列

<220
<223 不含.预测信号序列的人FZD5 FH结枸域氨基酸序列

<400 17

A La Ser Lvs Ala Pro Val. Cy& ό.1η Ci.lu. I.le. Thr Val Pro Met Cvs Arg'
1 5 10 15

:Gly lie Glv Τγχ· Asn Leu Thr IUs Met Pro. Asn Gin. Phe Asn His Asp 
20 .25 30

Thr Gin Asp Glu Ala Glv Leu Glu Yal His Gin Phe Trp Pro Leu Val 
35 40 45

.Glu lie Gin Cys Ser Pro Asp Leu Arg： Phe Phe Leu Gvs ^℮τ Met Tvr 
50. 55 60 ^ “

Thr Pro lie ：Gvs Leu Pm Asp Tvr His Lvs Pto Leu F'ro Pro Cvs Arg 
.65 70 % 75 ' 80

[0011]
$er Val Cys Glu Arg Ala Lvs Ala Glv Cvs Set- Pr.o Leu Met Arg Gin 

85 ' ' 90 95

Tyr Gly Phe Ala Trp Pro Glu Arg Met Ser Cvs Asp Arg Leu Pro： Val
' ^ 100 105 ' 11G

Leu Glv Afg Ayp Ala Giu Val Leu Cvs Me：t Asp. Tvr Asn Arg Ser Glu 
' 115 120 ' ' 125

Ala Thr Thr 
130

ο
 

1
 

υ
-

 

3

2
2,
2,

2
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leu Glu Cys Pro Asn He Glu Thr Phe Leu €ys： Lys Ala Phe Val 
5:0 55 60

Pro Thr Cy.s lie Glu Gin lie His Vai Val Pro Pro Cys Arg' Lys. Lou 
65 ' 70 75 SO:

Cys Glu Lys Tyr Ser Asp^ Cys Lys' Lys Lfeii lie Asp Thr' Phe Gly-
85： 90 95·

He Arg Trp Pro Glu Glu Leu Glu -€y：s Asp Arg Leu Gin Tvr Cvs Asp
100. 105 11ϋ

：Glu Thr \(al Pro. Val Tht Phe Asp Pro Hi.s Th.t Glu Phe Leu, Gly 
115 120 125

<210 19
<■'211 138
<212 PRT 
Cl 3 人工序列

<223 不含预测信号序到的A_FZD7 :Fd结构域氨基酸序列

<400 19

-Gin- Pro： Tyr His Gl'r Glu Lvs- Gly I.le Ser Val Pro. Asp His Glv Phei 5 ' 10 15'

Cys Glh Pro lie Ser lie- Pro Leu Cvs Thr Asp 11.℮- Ala Tvr Asn Gin 
m 25 '30

[0012]
Thr lie- Leu Pra Asn Leu Leu. Gi^ Hi：s, Thr ：As.n Gin Glu Asp Ala Gly 

35 40 45：

Leu Glu Val His Gin Phe Tvr Pro Leu Val. Lvs Val G.ln Cvs Ser Pro 
50 55 ' 60 ·

Glu Leu Arg Phe Phe Leu Gys Ser .Met lyr Ala Ργο· Val. Cys Thr Val
6:5 70 75 80

.Leu Asp Gin Ala Tie Pro Pro Cvs Arp Ser Leu .Gys Glu Arg Ala Arp, 
.85 90 95

Gin. Glv .Cys Olu Ala Leu M：eL Asn Lva Phe; Glv Phe Gin Trp Pro Gl.u
' ^ ΐοο m ' no

Arg Leu Arg Cvs Glu Asn Phe Pro Val His Gly Ala Glv G]u lie Cys 
115 120 125

Val 03ν Gin Asn： Thr .Ser Asp Glv Ser Gly 
130 135· '

<210 20
<211 1:31
<212 PRT 
GJ3 人工序列

〈220
<223 不含预测信弓，字列的人FZD8 Fri结构域氨基酸序列

<400 20'

88



CN 105829547 A 序列表 13/43 页

[0013]

.Ma Ser A'la 'L释 Gl.u Leu Ala C.ys G'Ln G]_u lie Thr Va'l Pm Leii C-ys: 
1 5 10 1&

：Lys' Gly lie Gly Tyr； Asn Tyr Thr Tyr Met Pro Asn Gin Phe Asn H.ia 
2Q :25 3：0

Asp Thr Gin Asp GIu Ala Gly LeU GlU- Val His Gin Phe Trp Pro .Leu 
35 4:0 4：5

Val Glii lie 61η Cys Ser Pro- Asp Leu Lys: Phe Phe Leu :Cys Ser Met 
50: 5-5' 60

Tyr Thr Pro lie： Cys LeU. Glu Asp Tyr Lys Lys Pro Leu Pto Pro Cys- 
65 TO 75 ；8Q'

Arg Ser V^al Cvb Glu Arg Ala L.ys Ala Gly Gys Ala Pro Leu Met Arg
85 90 95

Gin Tyr GLv Phe Ala Tfcp-,Pro： Asp Arg Met Arg Cy-s Asp Arg Leu Pro
1.00 10fD 110

Cihl Gin： Glv Asn Pro Asp Thr Leu Gvs Met Asp Tvr Asn Arg. Thr Asp 
115 120 ' ^ 125

Leu Thr Thr 
130

<210 21 
<211 137
<212 PRT 
<213 人丁序列

<220
<223 不含预测信弓序列的AJZD9 Fu结构域氨基酸序列 

<400 21

Leu Glu lie G-ty Ar.g Phe Asp' Pro- Glu Arg Glv A：rg. Gly Ala Ala Pro 
1. '5 10; IE

'Cys Gin Ain Val Glu He Pro Met Cvs Arg Gly lie Glv Tyr Asn Leu 
20 .2.5 " 30

Thr Ai'g Met .Pro Asn Leu Leu Glv His Thr .Ser Gin. Gly Glu Ala Ala 
35 40' 4·5^

Ala Glu Leu Ala Glu Phe Ala Pro Leu V：al. Gin Tyr Gly Cys His Ser 
50 55. 60

lii.S' Lett Arg- Phe. Phe Leu Cys Ser Leu Tvr Ala Pro Met Cys Thr Asp 
.65 70 - ' 75 80'

■Gin Val Ser Thr Pro lie Fir, Ala Cvs Arg Piο Met Cvs Glu Gin Ala 
船 ' 90 ' 95

.Arg Leu Ai'^ Cvs Ala Pr.o Il:e Met Glu Gin Phe Asn Phe G.丄γ Trp Pro 
100 10S 110

Asp' Ser Leu Asp Uys Ala. Arg Leu Pm Thr Arg Asn Asp Ρΐο Ηΐ=^ Ala

89
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115 .120 12Β

Leu Gv.s Met G.lu Ala Pro Glu Asn Ala
im 1Μ

21U 22.cm m
'2V2 PRT
<213 人工序列

(220
不含预测信号字列的& FZD10 Fri结构域氨墓酸序列 

(400 21!

lie. Ser Met Asp Met Glu Arg Pro. G1.y. Asp Glv Lvs C.vs Gin Pro
1 5 ' 10· ' ' 1.5

lie Glu 11© Pro Met Os Lvs： Asp lie G1y T-v.r A-sn Met Thr Arg Met 
20 ' ' 25 ' ' 30

Pro Asn Leu Met Gly- His Glu Asn Gin Arg Glu. Ala ALa lie G.ln Leu 
■35- 40' 4:5

His Glu Phe ALa Pro Leu Val Glu Tvr GLt Cys His. G1y Ilxs Leu Arg 
50 55 60

Phe Phe Leu €ys Ser Leu. T.vr Ala Pro Viet Cvs Thr Glu Gin Val Sei- 
65 TO 75 80

[0014] Thr Pro lie Pro Ala Cvs 今rg ¥al Met Cvs Glu Gin Ala hvg Leu Lvs 
S5: 90 9δ

C：vs Ser Pro lie Met Olu Gin Phe Asn Phe Lvs Tip Pro Asp; Ser Leu 
100 105 · 110

Asp Cvs Arg- Lv.s Leu Pro Asn Lvs ,A：sn Asp Pro Asn Tvr Leu C vs Met 
' 115 ' 120 1.25 '

Glu Ala Pr.o A：sn Asn Glv 
1.3:0

s21U 23 
<211 U2 
y2V2 PRT 
<213 人工序列

(22G
'2^ 人 FZD1 氨基酸 116-227

C400 2.3

Cvb Gin Pi〇 lie Ser lie Pro Leu Cvs Thr Asp Lie Ala Tvr Asn Gin 
1’ 5 ' 10 'IS

Thr lie ：Met Pro Asn Leu. Leu Glv His Tht A.sn Gin Glu Asp Ala Ghv 
20 _ 25 30 '

Leu. Glu Val His Gin Phe T.-vr Pro Leu Val Lvs Val Gin Cvs S.^r Ala 
.35 40 45

Glu Leu Lys Phe Phe Leu Cys Ser Met Tyr Ala Pro ¥al Gys Thr Vai

90
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25
106
PRT
人工序列

^220
223 人 FZD3 氨基酸28--133

，卿 2:5·
Cyt. Gla Pro He Thr Leu Arg Met Cvs Πη Asp Leu Pro Τνν Asn Thr i 5 10' 15

Thr Phe Met Pro Asn Leii Leu Asrt His Τυγ· Asp Gin Girt Thr^ Al.a A.la
2.0 25 ' 30

Leii. Al-a Met Glu. Pro Phe His' Pro Met V.al Asn Leu Asp Cv.s Ser Arg 
35 40： 45

Asp' ph:§ Ar.g Pro Ph.e Cys Ala l：eu. T.yr Ala, Pro lie Cys Met' Gl.u

50 5:5. 6ϋ
Leu (i•丄u Ghi ALa L;eu Pro Pro Os Arg Ser Leu (Jys Glu Arg Ala. Arg 
邸 TO ' 75 80：

Gin G.lv C：vs Glu Ala Leu Met Asn Lvs Phe Glv Phe Gin Trp Pro Asp 
85 90 95

Thr Leu Lvs C.vs G.l.u Ly.s .Phe Pro Val His Glv /Ua Glv Glu Leu Cvs
105 110

.21(1

100

2.4.
<211 m
;2TJ. PRT
<212 人工序列

<220
人？202氨基酸39-15〇

<400 24

tys Gin Pro lie Ser lie Pm Leu Cvs Thr Asp lie： Al.a Tvr As：n Gin 
l' 5 10 15

Thr lie .Met Pro Asn Leu. Leu Gly His Thr Asn Gin G.l.u Asp Ala Gl.v 
.20 ' -25 30 '

Leu Glu Va丄 His Gin Phe T.vr Pro Leu Val Lvs Va]. G.Ln Gvs Ser Pro 
3S 40 ' 4h: '

[0015] ftlu 1,℮ΐΐ Arg Vhe. Phe Leu Ser Met Tvr Ma Pro. Os Thr \ra\ 
50: 55 · 60 ·

Leu Glu :Gln Ma lie Pu> ?vo Cvs Arg： Ser lie C>y Glu Aig Ala Aig 
65 TO 75 80

Gin Glv Cys Gl.u Ala Leu Met Asn Lvs Phe. .Glv Phe Gin Tip Pro Glu 
'' 85 ' m . 95

Ar.g Leu Arg -Cys (iiu His Phe： Pro Arg His G丄y .Ala Ghi G丄η 丄丄:e Lvs 
100 105 110 .

2
 

.
2
 

2
 

2
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[0016]

50 5§_ 60

Tv.r (rl.v Arg Val. Thr Le.u Pro Cvs Arg Arg Leu C'ys Gin Arg Ala. Tvr 
65 ' TO ' 75 80：

S.er G.lu C：vs Ser Lvs. Leu Met Glu Met Phe Gly Val Pro Trp Pro Glu 
85： 90 95

Asp Met Glu Cvs Ser Arg Phe Pro Asp Cys 
100 105

、21(丨 26 
<211 114
=γλ put
<212 人工序列 

<220
<^3 人.FZD4 氨基酸48-161 

<400 2.6

■tYS' Asd Pro lie Arg lie $℮ΐ Met Cvs Gin Asn Leu. G.lv Tvr As:n Va.丄
1. ' 5 10 15

Thr Lvs .Met Pro Asn Leu. Val Gly His G.lu Leu. Gin Thr Asp Ala Gl.u 
' '20 ' -25 30

Leu Gin Leu. Thr Thr Phe Thr Pro Leu Π,,℮ Gin Tv:r G-.ly C.vs Ser Ser. 
3S 40 4h:

f,eu Gin Phft Ph〇 了 eu (’vs Ser YaT 下yr Val Pro. Met. (:vs Tlrr Glu 
50: 55 60 '

Lvs lie Abn lie Ρΐ·) lie Glv Ρΐ·-· Glv Glv Mel Ob Leu Ser Val 
65 TO 75 80

L.v.s Arg Arg Cvs Gl.u Pro ^al. Leu Lvs Glu Phe :Glv Php Ala. Trp Pro 
85 ' m ' 95

Glu Ser Leu Asn Cvs： Ser Lys Phe Pro Fro (iln .Asn. Asp His Asn His
100 ' * 1U5 110

Met Cys

^210 27
<2U 115
■212 PRT 
<213 人工序列

C220
<223 人.FZD_5 氨基酸33 147 

<400 21

Cys' Gin Glu lie Thr Val Pro' Met Cvs Arg Gly lie. (ilv: Tv:r. Asn Leu
i 5 ' IQ _ ' ' 15

Thr His Met Pro Asn Gin Phe Asn His A.sp Thr Gin Asp Glu Ala Gl.v 
20 .25 30

Leu Glu Val His Gin Phe Trp Pro l：eu. Val. Glu lie Gin Cys Ser Pro
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[0017]

40 45

,\sp- Leu Arg Ph.e Pile Le.u Cy：s Ser. Met Χγτ Thr Pro lie Cvs Leu Fro 
50 55 60

Asp Tvr His Ly.s Pro Leu Pro Pro C\s Arg Ser Val C \'s GJu Arg Ala 
65+ 70 75 80

Lys Ala Gly Os Ber Pro Leu Met Arg Gin Tyr G丄ν Phe Ala Trp Pro 
' ' ' Β5 90 ' ' 95

Glli. Arg- Met 5℮τ· Cys Asp Arg Leu Pro Val Leu Glv Arg Asp. Ala G.lu
100. 1.Q5 110

Val Leu Cvs
115

<210 28 
(211 106 
(212, PRT 
<2V0 \工序列

χ220
<223 人.FZD6 氨基酸‘24-13

(400 28:

Cvs Glu Pro lie Thr Val Pro Ar^ C\s \Iet Lvs Met ^Vla Tvr Asn Met 
\ h ' 10 ' ' lh
Tiir Phe Phe FJrno Αν^τΐ Leu Me：t Glv His Tvr Asp Gin Ser Tie Ala Ala. 

20 25 30

Val Glu Mel Glu His Phe Leu Pro Leu Ma Asa Leu Gla Cvs S.er Pro 
35 40 45

Asn lie Olu Thr Phc Leu €vs Lvs Ala Phc. Val Pro. Thr Cys Ilo Glu 
50 δδ ' 60 '

Gin 丄l.e His V;al. Vai Pro Pro Cys Arg Lys Leu. tvs (ilu Lvs Vai. Tvr 
&5 TO ' '75 ' ' 80'

Ser Aso Cys Lvs Lvs Leu lie： Asp Thr Phe Glv He Arg Trp Pro Glu 
85 90： 95

：G:lu- Le.u Glu Cy：S' Asp Arg Le.u Gin T^r Cys-
100 105

(210 29cm Π2
<212 PRT 
(213 \工序列

<220
<223 人FZD7氨基酸收-160 

<400 29

£ys Gin .Pro 11:℮:: Ser He Pro Leu Cys Thr Asp Lie- ALa Τνΐ: Asn Gin
1 5 10 1,5

Thr 11θ Leu Pro Asn Leu. Leu Gly His Thr Asn ：Gln： Glu Asp Ala Glv
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2G 30

Leu G：lu Val His (iln Phe Tvr Pro .Leu Val Lys Val filn Cvs Ser Pro 
:3:5 ' 4〇. ^ 45

Glu Leu Arg Phe Phe Leu Cvs Ser .Met Tyr Ala Pro V'aL Cvs Thr Val
50 5:5 60

Leu Aso Gin Mpl He Pro I)ro Cvs Arg Ser Leu Cys Cilu Arg Ala Arg
6:5+ 7G 75 80

Gin Glv s Glu Ala .Leu Met Asn Lv：s Phe GIv Phe Gin Trp Pro Glu
85： ' 90： ' 95：

Arg Leu Arg Cys Glu Asri Phe Pro Val His Glv Al：a Glv Glu lie Cvs 
' '10Θ 105 110

<210 30
1.14

<2.12, PRX 
"213 /ν工序列

、'22G
<223 人 FZD8 氨基酸35 148 

<400 30

Cvs Gin Glu lie. Thr Ya丄 Pro Leu t-ys Lvs. G.ly lie Glv T'rr Asn Τνζ
1 5 1.5: 15

[0018] Thr Tvr Met Pro Asn Gin Phe Asn His Asp Thr Gin Asp Glu /Via Glv
20 25 30

Leu Crl.u Val His-： Glu Phe Trp Pro Lea Val Glu lie Gin Cvs Sei Ρΐο 
：3§ 40 15. '

Asp L.eu L.vs Phe Phe Leu Cvs Ser Met. Tvr Thr .Pro. lie Gvs Leu Glu
50 ' 5.5 ' 60 '

Asp Tvr Lvs Lvs Pro Leu Pro F*ro Cvs Arg Ser Val C v7s (ilu Arg Ala
65 ' ' ' TO ' 75 80:

L\rs Ala Glv Cys Ala Pro Leu Met Arg GLn Tyr Glv Phe Ala. Trp Pro
.85: 90 96

Asp Arg Met Arg Os Asp Arg Leu Pro Glu (;1η GlvPro Asp Thr 
im i〇5 no

Leu Cys

<210 31
<211 114
<212 PRT
<213 &工序列

C2C 人FZD9氨基酸39-152

(400 .31

Cvs G]n Ala Val Glu lie Pro Met Cys Αΐ-¾ Glv Π℮ Glr Tyr Asn Leu
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32
114
PRT
λ工序列

[0019]

kZ2[)
<223 人 FZD10 氨基酸34-147 

<400 32：

Cvs Gin Pro lie Glu lie Pro Met tvs Lvs Asp lie G]y Tyr Asn Met
1 5 10 15

Thr Arg Hex Pro Asn Leu Met Gly His Glu Asa Gin Arg 〇]u Ala Ala 
20 25 :3:0

lie Gin Leu. His： Glu Phe Ala Pro LtjU Val G]u Tvi' G]v C'ys His Glr 
.3+5 4.0. 45：

His Leu Arg Phe Phe Leu Cvs Ser Leu 丁Ala Pro Met Os Thr Glu
5.0 55. 60

Gin Val Ser Thr Pro lie Pro Ala Os Arg Va丄 Met (Xs G]u (Un Ala 
65 TO 15 80:

Aig Leu L\s Cv> Sei Pio 1 丄e Met Glu Gla Phe Abn Phe Fip Pu> 
85 90 m

Asp Ser Leu Asp Cvs Arg Lvs Leu Pro Asn Lvs Asn Α^ρ Pro Λ^η Tvr 
100 105 110

Leu Cvs

<210 33
<211 129
<212 PRT

i 5 JO 1.5

Thr Arg Met Pio Asn Leu. Leu His Thnr Ser Gl.n Glv Glu. .Ala Ala- 
20 .25 .30

A i β. (rlu l.Rii Aia: (τ1νΐ Phe Aia Pro j.eu Val (Jin Tvi <ilv <'vs Ills Spi 
35 40 4S'

His Leu Arg Phe Phe Leu Gys Scr Leu Tvr Ala Pro Met Cvs Thr Asp 
m 55- 60

Gin Val Ser Thr Pro lie Piο Cvs Arg Ρη Met Cvs Glu Gin Aia 
65 TO 75. 80

Αΐ·ρ Leu Cvs Aia Ργ∩ lie Met (iiu. (iin Phe Asn Fhe Glv Trp Pro 
' 85 90 '95:

Asp. Ser Leu Asd Cys Ala Arg Leu Pro Thr Arg Asn Asp Pro His Ala 
100 ' 105 ' 1:1()

Leu Cvs

10
11
12
13

2
'>
1

 
0
 J

 

2
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[0020]

<21_3>人:t序列 

/220^
<223 不含预测信号序列的人FZD8 Fri结构域氨基酸序列（变异体）

<40-0> 33

■Ala Ser Ala Lv.s G；lu Leu A.la Cys -Gin Glu lie Thr Yal Pro Leu Cvs 
1 ' 5 ' 10 15 '

Lvs Glv lie Glv T-'rr Asn Tvr Thr Tvr Met Pro Asn. Gin Phe Asn His 
' ' 20' ' ' 25 3:0

Asd thr .Gin Asp Glii Ala 01ν· Leu Glu Val His Gin Phe Trp Pro Leu 
3:5 40 45

V:al 丄ie (Un Os Ser Pro Asp Le.u L文S. Plie Phe. LeU Cvs Ser Met
：50 ' 5.5 60 '

Ty.r Thr Pro lie C'v& Leu Glu Asp Tvr Lvs Lys Pro Leu Pro Pro Cys
6.5 70 75 80

Arg Ser Val Cvs Glu Are Ala Lvs Ala Glv Cvs Ala Pro Leu Met Arg 
85 90 95

Gin Tyr Glv Phe Ala Trp Pio Asp Arg. Met Arg Cvs Asp Arg- Leu Pro
“ ' ΐοο 105 ' no

Glu Gin G1y As.ii' F'ro Asp Thr Leu Cvs- Met' Asp T^r Asn Arg Thr Asp
115 120 ' ' .125

Leu

^.210 34
<211 227
<212 PRT 
<213 人工序列

<220
<.223 人 Ig(U Fc 区 

<400 Μ.

Asp Lys Thr His' Thr Cys ^'Pro. Pro Cys Pro Ala Pro Glu .Leu Leu Gly
1 5 1.0 i.5

Gl v Pro vSe.r Val Phe Lrii Phe Pro Pro Pro Lvs Asp 丁hr Met 
20 25 ' 30

Π℮. Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cvs Val Val Val Asd Yal Ser His 
35' 40 45：

Gl-ii Asp Pro G]u Va丄 Lv‘s Ph，？ Asm Trp Tyr Val Asp Glv Val Glu Val 
50' 55 60

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro. Arg Glu Giu Gin Tyr Asn S.er Thr Tyr 
.65 70 75 80

.Ai?:g Val V.al Set' Val .Leu Thr Val Leu His G:ln Asp Trp Leu Asrr (xly
85 90 95：

96
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0021]
3:5

PRT
人丁序列

<220
<223 λ ,IgGl .Fg 区（变异体 

<400 35

Asp Lys Thr His： Thr Cys Pro Pro- Cvs Pro Ala Ργο· Glu Leu Leu Glv 
1. '5 10; 15.

:G-Iy Pro Ser Val Phe Leu, Ρΐΐ℮· Pro Pro Lvs Ρΐ:ο Lys Asp Thr- Leu Met 
20· .25 ' 30

lie- Ser Arg Thr' Pro Glu Val Thi Cv& Val Val Val Asp Val Sor His 
35 40 ' 45

Glu Asp F^ro Glu Val Lvs Phe Asn Trp T.yr Val Asu Glv Val Glu Y.al 
50 55. 60

His' Asrs Α1a Lvs l:h.r Lvs .Pro. Arg G丄u Glu (Un Τ.ν:τ Asn Ser Thr Tv.r
.65 ' 70 75 ' 80

Αγα Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gl.n Asp Trp Leu Asn Gly 
' 邪 90 95

.Lys- Gl'ii Tvr Lvs C'vy Lys VaL Ser Asn Lvs. Ala .Leu Pro A丄a Pro He
100 10δ 110

G;lu Lys Thr He Ser Lys Ala Lys (tLv Gin Pro Are Gla Pro (iln Vnl

Lys Glu Tyr Lvs Cvs Lys Yal Ser Asn Lvs Ala Leu. Pro Ala Pro He 
ΐΐ)ϋ 1ϋ5 111)

Glu Lvs' Thr lie Ser； Ly.s .Ala Lys Gly Ctln Pro Arg： Glu Pro' Gin Val
115 12b 125

Tyr' Thr Leu Pro Pf：o :Ser Ai 2 Asp GlU- Leu Thr Lvs Asn Gin. Val Ser 
1：30 135 .14ΰ

Leu Thr Cvs Leu. Val Lvs Gly Phe tyr Pro Ser Asp lie Ala. Val Glu 
J45 im 155 i：6Q

Τττρ· β1α Ser Asn Gly Glti Pto Glu Asn Asn Tvr Lys^ Thr Thr Pro Pro 
im. 170 ^ 175

Va：l Leii Asp Ser Asp .Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lvs Leu Thr Va:l. 
1.80 1 阳 190

Asp. Lvs vSer Arg Trp Gin Glri Glv Asn Val Phe Ser Cys Ser Val, Me.t 
.195 20() 205

.His Glu Ala Leu His Asn His .Tvr Thr Ctln Lvs Ser Leu Ser Leu Ser 
210 215 ' ' 22Q

Pro Glv Lys 
225

ο
-

.
]
 

2
.

 

3

/
Λ
 
y
\
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11.0 120 Τ2δ

Tvr Thr Leu. Pro. Pro Ser Arg. Glu GLu Met Thr Lvs A：sn Gin Val Se-r 
' 130： 1Μ 14G

Leu Thr Cvs Leu Val Lvs (U\r Phe Tvr Pro Ser Asp i Le A丄a Vai (Uu 
145 150 15δ .160

Trp- Glu Ser Asn Glv G.ln Pro Glu Asn Asn T't Lvs Thr Thr Pro Pro
170 ' ' 1.75

Val Leii Asp Ser Asp Gly Ser Phe ΡΗ℮· Leu Tyr Ser Lvs Leu Thr Val 
180: 18S ' ' 1.90

Asp Lrs Ser Ar^ Trp Gin GLn (iiv Asn Val Pht1 Ser Cys Ser Va] Met' 
195 200 2:55

His Glu Ala Leu Ills Asn .His： Tyr Thr GLn L：ys Ser Leu Ser Leu Ser 
210 21·5 ^ ' .220

[0022]

Pro Gly Lys
225

<210 36
<211 230
<212 PRT
<213 人工序列

<220
<223 人 IgGi Fc

，4f)0

ℓν^ Ser Ser Asp Lvs Thr His Thr Cvs Pro Pro Cvs Pro Ala Pro Glu 
1. 5 1:Q IS

Leu Τ·;℮ΐΐ Ci] y Cxlv Pro Ser Val. Phe Lftn Ph^ Pro Pr-n l.ys Pro I.vs :Asp 
'20 :25 ' 30 '

Thr Leu Met lie. ：Ser Arg Thr Pro Glu Val. Thr Cvs: Val Val Val Asp 
35 40 '45

Vai Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
5.0 55 60

Val Glu Val His Asn Ala Lvs Thr Lvs Pro Arg Olu. Glu Gin Tvr Asn 
65 70 7.5 SO

Ser Thr Tvr Arg Val Val Ser V；al Leu T.hr Val Leu His Gin. .Asp Trp 
' 85: 90 95

L:eu Asn Glv lys. Glu Τνΐ: Lvs Cvs Lvs Val Ser Asri Lys Ala Leu Pro
!00■ ibs-' 110

Ala Pro lie Glu Lvs Thr I丄℮: Ser .Lvs Ala Lv.s Glv £ln Pro Arg Glu
11,5 120 12ο

Pro Gin Val Tyr Thf Leu Pro： Pro Ser- Arg Asp Glu Leil Τΐ№ Lys^ Asn
1:30 135 X4G
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Gin. VTal Ser Leu Thr Cys L：eu V.al Lys G.ly. Phe Tyr Pro Ser Asp He 
145' 150 155 ' 160

Ala V:al Glu Tr.p Glu S.er .Asn G'ly Gin -Pro .Glu Asn Asn Tyr' Lys. Thr
im 17.0 175·

Thr. Pro. Pto Val LeU Asp Set isp Gly Ser Fhe P-he Leu Tyr' Ser .Lys' 
18:0 185· im

Leu Thr ¥al Α≤ρ· Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Ya] Phe Ser' Cys 
m 200 2:05

Ser Val Met His Glu Ala Leu. His Asn Hi.s Tvr Thr Gin Lys S：er Leri 
21Q 215 ^ 220

Sei Leu Ser Pro Gly Lys 
225 2m

<210 37
<211 232
<212 PRT 
<213 人工序列

<220 _
<223 IgOl Fc [x

<400 37

(Uu Pro Lys S奋f Sef Asp. L夂s Tht. I4is Tbf Cy.s. .Pro Pro Cys Pto Ala
1 5 10 IB'

[0023]
Pro Glu Leu Leu. Gly Gly Pro Ser Va.1 Phe Leu. Phe Pro Pro Lvs Pro

20 ^ 25 30 '

Lvs Asp Thr Leu Met- lie Sei Arg +Thr Pro Glu. Val Thr (Jvs Val Val 
^ 35 40 45: '

Val Asp Val Ser' His: Glu Asp' Pro- 61υ· Val Lvs Phe Asn Trp Tyr Val
50 5.5 60

Asp G:ly Va丄：Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lvs Pro Αγ¾. Glu Glu Gki 
■65 70 75 80

Τυγ Asn. Ser Thr Tvr. Ar肖 Val Val Ser Val Leu Thr \%1 Leu .His Gin 
' 85· 90 95

Asp. Trp Leu Asn Glv Lvs Glu Tvr Lvs Os Lys Val Ser Asn Lv^ Alaΐοο m no
Leu Pro Ala Pra ,J,Ie Ciiu Lys' Thr Π℮ Ser Lys Ala Lvs GJv GJn Pro 

115 ^ 120 125 '

Αγ,ζ Glu Ρΐο Oln Val Tvr Thr Leu Ργο· Pro Ser ,Ar.g^ Asp Glu Leu Thr 
1:30 ' 135 14Q.

Lvs- Asn Gin Val. Ser L.eu Thr Cys Leu. Val Lvs Glv Phe T\t Pro Ser 
145： 150 15：o 160

Asp lie Ala Val Glu Trp Glu Ser ：Asn Gly Gin Pm Glu' Asn Asn Tyr
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^220
<2^3 人 Ig(;2 Fe 区 

'400 3Β
C-YS' Val Glu. Gys Pr.o Pro Cvs Ρΐο Ala Pro Pro Val Ala Glv Pro Ser
1 5 10 15

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lvs： Pro Lvs Asp Thr Leu Met lie Ser Arg 
20 ' 25 30

[0024] Thr Pro Glu Val Thi' Cvs Vai Val Val As：p Val ber His (tlu Ayp Pre^ 
35 40 45

Glu Val Gin Phe Asn Trp Tyr Va.1 Asp： Gl.v Val Glu Val ILis Asn Ala 
50 βα· 60

Lys Thr Lvs Pro Arg .Glu. Glu. Gin Ph.e Asn Ser Thr Phe Arg Val Val
6.5 ' 70 75 SO

Ser Val Leu Thr Val Val His Gin Asp Trp Leu. Asn Gly Lys Glu Tyr 
.85 90 ' 95

Lys Cys Lys Va'l Ser A：sn Lvs： Glv Leu Pro Ala Pro lie Cflu Ly.s： Thi'
100 105 U0

T.le： Ser Lv；s Thr Lvs 01.ν Gl.n Pro Arg： CtIu Pro Gin Val 丁yi•' 丁hr Leu 
l:i._5 ' ' 120 125'

Pro Pro Ser Ai'g Glu Glu Met Thr Lys. Asn G:ln Val- S；er LeU Thr Cys 
m 135· 140

Leu Yal Lvs Gly- Phe Tv：r' Pro Ser Asp Il:e Ala Val Glu Trp Clu Ser 
145 150 im. 160

Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp 
165 170 175

Ser Asp Gly Set- Phe Phe Leu tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp. Lys Ser 
180: 18:5. 190

16·5 1Τ0 175

Lys' thr Thr Ρΐ-ο Pro Val Lou Asp Ser Asp Glv 5℮γ· Phe Phe- Leu Tyr 
180 185： 190

Ser Lys. Leu Thr ：Val. A-s：p Lvs Ser Arg T.rp Gin Girt. Glv- Asn Val Phe 
^ 1-95 " 200 2.05

Ser Cys. Ser Val Met Hig Glu Ala Leu His Asn. His Tvr Thr G'ln Lys 
210 215 220 '

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Glv Lys 
2^5 230
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Arg Trp Gin Gl.y Asn Yal P'he Ser'
195 200

Val Ηΐ.ς G：L.u Ala 
205

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lvs Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
210 215 ' .220

<210 39
〈211, 361
<212 PRT 
<213 人工序列

<220
<23 F_ZD8-Fc :变异体:54F.03氨基酸序列（无预测信号.序列）

<400 39

Ala Ser Ala Lys Glu Leu Ala Cys .Gin G:lu lie Thr ¥al Pro Leu Cys 
i 5 10 15.

.Ly& Gly lie G丄y Τ)τ Aan Tyt Thr Tyr Met Pto Asn G.I.n _Ph&.As，n Hia 
20. + 25 30

.Asp Thr Gin Asp Glu Ala Glv Leu GIu fel His Gin Phe Trp Pro Leu 
邰 40 4：5

Vfcil Glu lie Gin Cyy ：Ster .Pro A&p L^U Lya Phe Phe Lyu 
50： 55 60

[0025]

T^r T.hr Pro Il.e Os Leu Giu Α≤ρ Tgr L穿s. Ly.s. .Pro Leu Peo Pro Os
65 70 ' 75： 80

Val Cvs Glu Are Ala. Lys Ain Glv Cvs ALa Ρΐ¾ Leu. Met Arg 
' 85. ' 90 ' 郞

：Gln Tvr Gly Phe Ala Tip Pin Asp Arg Met Arg Asp Arg. Leu Pro 
' ' 10ϋ 105 ' 110

Glu Gin Gly Asn. Pro Asp Thr- Leu Cvs Met Asp Tvr Asn Arg Thr Asp
115 120 125

Leu Thr Thr Glv Arg Ala A..sp Lvs Thr His Thr Cvs Pro Pro- Gy.s Pro 
130 " 135- " 140'

Aid Pin Glu leu Leu Crlv Glv Ρΐο Sei Val Phe Leu Phe Pro Pro Lvs 
145 150 ' im 160

Lys Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Giu Val Thr Cvs Val 
16δ 170 175'

Val \%1 Asp Val Ser His (ilu Asp Pro- (；iu Vai Lvs Phe Asn Trp Tvr
18.0 1.86 ' 190 '

Val Asp Glv VaL Cilu Val Hi^ Asn Ala Lvs Thr Lvs Pro Arg Glu Glu 
195 200 ' ' 2:05

Gin Tvr Asn Ser Thr Tyr Ar^ Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His. 
210 215 220

:G；ln A：sp' Trp Leu Asn (ily Lys (ilu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Ly:s'
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洩5 230 235 240

Ala Leu Pro ,Al.a Pro 丄le G丄u Lvs Thr 丄丄e Ser .Lvs Aia Lvs (iJ.v 'GJ.n 
245 ' 250 ' ' 255

Pro： Arg Giu Pro Gin Val Tvr Thr Leu Pro Pro Ser Ar^ Asp filu Leu 
260 265 :270

Thr Lvs Asn Gin Val Ser Leu Thr Os' Leu V'al Lv.s. Gly Phe T：yr Pro 
' ·275 280 ' 285 '

S'er Aso lie Ai-a Val Glu Trp (Uu Ser A.sn. G_Lv G.i.rt. Pro G.l:u ,\sn ,4sn 
290 295 300

Tirr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu hsp 5℮γ· Asp G1t Ser Phe Phe Leu 
3m 3.1.0 3.15 320

Τγτ Ser Lys Leu. Thr Val Asp Lvs Ser Arg- Trp Gin Gin Glv Asn Val.
' ' 325 ' 330： ' 335

Phe Ser Os Ser Va] Met His Glu Ala Leu： His Asn His Tvr Thr Gin 
'Μ0. :345： ήθ

[0026]

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Glv Lvs 
355 36G

<210 40
(211 361
C2t2 PRT 
<2VS 人工序列

<223 FZD8-Fl 变异体：UF16, 5-1F17，54F18，·54Ρη 54F25, 154Ρ27, f34F3, 
54F31，和54F3!氨基酸字列（无预测信号序列）

<400> 40

Ala Sef Ala Lys: <jiu Leu Ala Cys Oln G丄.ύ 1 丄€ T.hr Va丄 Pro L:eu Cys.
1 5 10 15

.Lys Gly lie ：Glv Tyr Asn Tyr Thr Tvr Μ℮ΐ· Pro A.sit Gin Phe Asn His
' · 2ϋ ' ih so

Asp. Th:r €ln Asp' Glu Ala Gly Leii Glu feL ：Hig €ΐή· Phe Ti'p-.Ptc) Leu 
3 .6 ' 40 45；

fal G-Lu'' lie ：Gln Cys ：Ser Pro： Asp Leu Lvs Phe Phe： Leu Cys S.er Met
5.0 55 60

Tyr Thr Pro lie Cys Leu Glu Asp Tyr Lys I..ys Pro Leu Pro Pro Cys: 
'65 TO 75 80

.Arg: Ser Val Cy；s Giu Arg Ala L:ys Ala Gly Cys ALa； Pro Leu Met Arg 
85 90 95

Gl.n Tyr Gilv Phe, Ala Trp Pro Asp Arg Met Aig tvs Asb Arg Leu Pro
' wo i的 · * no

Glu Gin Gl.v Asn Pro Asp： Thr Leu .(jvs Met Asp Tvr Asn Arg' Thr Asp 
.115 120 ’ .125
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Leu Thr Thr Ly：& Ser Ser Asp Lvs Thr His Thr Cvs Pro Pro Cys Pro 
130 135 U0

Ala Pro Gl.u. LeU Leu Glv Glv. Pro Set Val. Phe Le;u Phe :Ργο Pro L\Ts
145 150 — 155 16.0

Pro Lys Asp 'Thr Leu Met Lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr C\rs Val 
165 170 175：

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val I；vs: Phe Asn Trp Tvr 
1Β0 185 ' 190 '

Val Asp： GIv Val Glu Val His Asn Ala Lvs Thr Lys： Pro Arg Glu Glu 
195 200 ' 205

G3n Tvr Asn Ser Thi Tvr Arg Val Val Ser V.al Leu Thr Val Leu His
210 21:5 220

Gin Asp Trp Leu Asn GJv Lvs Glu Tvr Lvs Cvs Lvs Val Ser Asn Lvs 
225 230 235 240

Ala Leu Pro Ala Pro lie Glu Lvs Thr lie Ser Lvs Ala Lvs Glv Gin
245 ' 250 ' ' 255.

Pro Arg： Glu Pro Gin: Val Tyr Thr Leu Pro .Pro Ser Arg Asp Glu Leu 
260 265 270

[0027] Thr Lvs Asn Gin Val Ser Leu Thr Cvs Leu Va] Lvs Glv Phe Tvr Pro 
'275 2:80 ’ ' 285 '

Ser As.p ΐΐ℮ .Ala. Val Glu Trp Glu Ser Asa Glv Gin Ρΐ^∩ G]u Asn Asn 
29Q: 29δ- 300

Tyr Lys Thr Thr Pro: Pro. ¥al Leu Asp S:er Asp Glv Ser Phe Phe Leu 
80S 310 .315 320

Tyr. S:er. Lys Leu. Thr Val Asp Lvs Ser Arg Trp ：Gln Gin Gly- Asn Val 
325 ' 330 ' 335

Phe. S：er Cys .Ser Val Met His G.lU Ala Leil His Asn： Hxs Tvr Thr G.Ln 
340 3^5 350

Lys. Ser Leu Ser Leu Ser Pro 01,ν L.vs 
.35-5 360 '

<210 η
<211 363
<212 PRT 
<213 人工序列

<220
^223 FZD8-Fc 受异体 54F19. 54F20，54F24，54F26, .54:辟8，. 54K3G,

54F34和54F35氨基酸序列（无预测信号序列）

UO0 41

Ala Ser Ala Lvs- Glu Leu Ala Cvs GLn Glu lie Thr Val Pro Leu Cvs 
1 '5 ' 10 15 '

103



CN 105829547 A 序列表 28/43 页

[0028]

Lv-s； Gly lie Glv Tvr Asn Tfr Thr Tyr Met: Pro Ssn Gin Phe Asn His 
20 25 30

Asp Thr Gin Asp G:lu kla Gly Leu Glu. ¥：al His Gin' Phe Trp Pro LeU
•35 4.0 45

Val Glu He -Gin' Cys S：er Pro. Asp .Leu^ Lys- Phe Phe. Le.ii Cys Ser' Met
5:0- 55 ^ 60

Tyr Thr Pro Π℮ Cys' Leu Glu Asp Tyr Lvs Lvs Pro Leu Pro Pro Cvs
65 70 ' 75 80

Atg Ser Val Cvs Glu Arg Ala Lys Ala Glv Cvs Ala Pre Leu Met Arg
' 8 朽 ^ m ' 9Β

Gin Tvr Glv Phe. Ala Trp Pro Asp Arg Met Arg- Cys： Asp Arg Leu Pro
100 105 110

：Glu (i]n Glv Asn Pro Asp Thr Leu Cvs \let Asp Tyr Asn Ai'g Thr Asp 
nh 120 .125

Leu Thr Thr Glu Pro Lvs Ser Ser Asp' Lvs: Thr His Thi C\s Pro. Pro
130 135 140

Cys F^ro Ala Pro Glu Leu Leu Glv Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
145 150 155 160

Pro Lvs Pro .LvS' Asp Thr Leu： Met 11℮· $-.er Arg Thr Pro Cilu Val Thr 
• ' 165 170 175

Cvs Val Val Val Asp Val Ser His Olu 4sp Ργ∩ Glu Val Lvs Phe Asn 
. 180 185 190

Trp Tvr Val Asp GLv Val Glu. Val His ‘4sn Ala. Lvs Thr Lv.s Pro Arg
' Τ95 ' 200' ^ 205 '

Giu Glu Gin Tvr Asn Ser Thr Tvr: Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
210 " 215 ' :2:20

Leu His Gin Asp Tip Leu Asn (Πν Lvs Glu Tvi' Lvs Cvs Lvs Vai Ser
225 230 235 '24：0

Asn Lys Ala Leu Pro A La Pio Π℮ G]u Lvs Thr []e Ser Lvs A‘丄a L'ts
245 250 25ϋ·

Glv Gin Pro Axg Glu Pro Gin Val Tvr Thr Leu Pro Pio Ser Arg Asp 
260 '2m- 27Q.

Glu Leu Thr Lvs Asn Gin. Val. &er Leu "Thr L'vs Leu Val Lvs Glv Phe 
■275 ' 280 ' 285 ' '

Tyr Pro Ser Asp lie A-la Val Glu Trp Glti Ser Asn CAy- .Gin Fro. Glu
'290 295 300： '

Asn. Asn Tvr Lvs Thr Thr Pro Pro ¥al Leu Asp Set Asp G：lv Sef Phe 
：3：05 * ' 310 3·15 ' :320
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Phe Leu Tyr Leu Ibr Val Asp Lvs Ser Arg Trp Gin Gin 
S30 335

Asn V-al Phe Ser Cys Ser V'al \'[et His (Uu Ala Leu His Asn His. Tyr 
.340· ' 345 3.50

Thr Gin： L^s Ser Leu Ser：- Leu S^r Pi^d： CAf .L'5f5 
35i5 3:60

<210 42
<211 388
<2J2 PRT 
<213 人工序列

<220
<223 款信号序列.的柯D8-F.c变异体5祕0；1氨基酸序刻

<400 42.

Met Glu Trp Gly Tyr .Leu Lea Glu Val Thr Ser Leu Leu Ala. Ala 
1 … 10 15.

Ala.. Leu Leu :GIn Arg 3℮τ· Ser Glv Ala Ala Ala Aia.: Ser Ala Lys: Glu 
.2:0 25 3.0

Leu Ala 〇s 6ΐη· Gl.U 11℮- Thr' Pro Leu Cys Lvs- G-l：v lie Gly 
35 40 ' 4.5：

[0029]

Asrt Tvr Thr Tyr" Met Pr.- Asn Gin Phe Asn His Asp Thr G'ln Asp. 〇lu
50 55 60

Ala G:J.y Leu. G丄ii Vai His G丄η. Phe Trp Prr> Leu VaJ. G丄n :ℓ:1℮ (Un Os
65 70 75 BO

Ser Pro Asp Leu Lvs Phe Phe- Leu Cys- Ser Met T：vr Thr Pro lie 
8.5 ^ 90 * 95

Leu Glu Asp Tvr Lvs Pro. Leu Pro Prn 
100- ' 105

Ser Val Cvs Glu 
110 '

Arg Aia Lvs Ala Gly Cys Ala Pro Leu Met Arg Gin Tyr (Ην .Phe Ala
m 120 125'

Trp Prn Asp Arg Met Arg Cvs Asp Ar^ Lea Pro Glu. Gin Glv Asn. Pro 
130 135 14:0: -

Asp Thr Leu Cvs Mei Asp Τνΐ Asn Atq Thr As^j Leu Thr Tlir Glv Arg
143. ' 150 ' — im 160

Ala Asp Lvs Thr' His Thr Cvs： Pro Pro Cvs Pro Ala Pro Glu Leu Leu
' 16δ < 170 175.

Glv Glv Pro Ser Val Phe Leu F!he Pro. Pr：o Lys Pro Lvs Asp Thr Leu
' ' 180 1.85' ' ' 190

Met> lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr' €ys Val Val Val Asp Val Ser
195 200 205

Us GLu Asp Pro- GlU Yal Lys： Phe Asn Trp Tyr ¥al. Asp Gl^ Val. Glu
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210 2.15' 22.0：

Val His Asn .Ala Lys Thi- Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tvr Asn. Ser Thr 
225 23G 2:35 240

Tvr Arg Vai Val Ser Va] Leu T.hr Val Leu His Gin. Asp Trp Leu Asn 
' 245 250 255

Glv Lys Glu Tvr L-ys Cvs Lvs Val Ser Asn Aid Leu Pit> Aid F'ro 
" .260 ' ' ' .265 ' 270

He Glu Lvs Thr Π℮ Ser Lvs Aia Lvs (U'r Gin Ρΐο Αγ¾ Glu Pro Gin 
cm 2 80 285

Val Fvr thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Val
290 m 300

Ser Leu Thr C'vs Leu Val Lys. Glv Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Val 
305 ' 310 ' ' ' 31.5 320

Glu Trp Giu Ser Asti Glv Gin Prc» Glu Asn Asn Tvr Lvs Thr Thr Pro 
.325 330 33℮

Pro Val Leu Asp Ser Asp Glv Ser Phe Phe Leu Tvr Ser Lys Leu Thr 
340 ' 345 ' 3：5G

Yal Asp Lvs -Ser' Arg Tr：p Gin Gin- Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val 
355 36() ' 365 ^

[0030]

Met His Glu. Ala Leu His .Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser leu 
370' 375' 380

Ser Pro Glv Lys 
.385： '

<210 43
dl 388 
<.212 PRT

人工序列

/220
<22.S 含信号序列的FZDFFc变异ft、54F16氨基酸序列 

<400 43

.Met Glu Trp Glv T\r.r Leu. Ghi Val Thr ：Ser Leu. Lea Ala. Ala L-eu'
1 ' 5' 10： 15

Ala L:eu LeU. Gin Arg Ser Sei (Uv /Ua Ala Ala Ala Ser A]a. Lys &Lu 
20 2:5 ：30

Leu Cys Gin. Glu ]le Thr Val Pro Lea Cys Lvs Glv Π℮ Civ Tyr 
35 40 45

■Asn Tyr Thr Tyr^ Met Pro. Asn Gin Phe Asn :His As，p- Thr Gin Asp; Glu
50 55 60

.Ala Glv Leu Glu Val His Gin. Phe Trp Pr.o Leu Val Glu lie Glir Cy& 
65 70 75 ·80
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[0031]

S-sr Pro Asp J-eu. Lys Phe Phe Leu ；Cys S.er Met Tyr T.hr Pro lie Cys 
85 90 9'5

Leu Glu Asp Tyr- Lys Lvs Ργο· Leu .Pro Pro. Cys Arg Sei Val Cvs： G'lu
100 105 110

.A-rg' Ala Lys Ala Gly Cys Ala Pro Leu Met Ar:g Glrr 1νν Gly Phe Ala
115 120 125

Trp Pro Asp Mg Met Arg Cvs Asp Ar:g Leu ?vo Glu Gin Gly Asn Pro 
130 135 140

Asp Thr Leu Cvs Met Asp Tvr Asn. Ai::g Thr Asp Leu Thr. Thr Lvs Ser 
' 150 ' 15δ ' 160

Ser Asp Lys Thr His Thr Cvs Pro Pro- Gvs Pro Ala Pro Glu Leu Leu 
165 170 175

Glv Ct]v Fro Ser Val Phe Leu Phe ?vo Fi-〇 Lvs Pro Lys： -Asp Thr Leu
' ' 180 185 ' ^ 190

Met lie Ser Arg Thr Pro GLu Val Thr Gvs Val Val Val Asp- Vb.1. Ser. 
Τ95 200 ^ 2:05.

His Glu Asp Pro Glu Val Lvs Phe Asn Trp Tvr Val Asp Glv Val Glu 
2:10 2:15 :220·

Val His Asn Ala Lvs Thr Lys Pro Arg: Glu G丄u Gin Tvr Asn Set Thr 
2:25· 2：30 235 .240

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gl：n' Asp Trp Leu Asn 
245 ^5ϋ 255+

Glv Lvs Glu. Tvr Lvs Cvs Lvs Val Ser Asn Lvs Ala Leu Pro Ala Pro
' ' .260. ^ ' :265. ' 270-

lie Glu Lvs Thr lie Ser Lvs Ala Lvs. Glv Gin Pro Arg Glu Pro Gin 
275 ' 280. ' ' 2+85

Val Tvr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp GLu Leu Thr Lvs Asn Gin Val 
290 295 300 '

Spt L户ΐΐ Thr (’vs I.pu Val lvs Glv Phe Tyr Pro Ser Asp Tip Α1 ∩ Vnl 
:3 册 ' 310 ' ' ^ 315 320

Glu Trp Glu Ser Asn G]v G]n Pro Glu A.sn Asn Τυγ Lvs: Thr Thr Pro 
325 330 335

Pro- Val Leu Asp： Ser ；Asp G'ly Ser Phe Phe Leu Tyr Sei L\s Leu Thr 
340 345 m

Val Asp Lys Ser Arg Ττρ· Gin' Gin Gly h-sn Val P:he' Ser Cys Ser Val 
3.55 360 365 ：

Μ℮ΐ· His ：G-iu Ala Leu His Asn. His Tvr Thr Gin Lvs： Set -Leu Set .Leii 
370 375 ' 380·
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:Ser Pra Gly Ly:s： 
'385'

<210 44
<211 390
<212 PRT 
<213 人丄序列

<220
<223 含信号序到的FZDS-Fc变异体MF26

<400 44

Met Gilt Ttp Gly Ty：r Leu Leu Glu Val Thr Ser .L^u. Leu .Ala Ala： Leu
1 5 10 15

Phe Leu Leu. Gin Arg :S^r Pro He ¥al His A.l.a，Ala Ser Ala LyS' Glu 
20 25 30

.Leu Ala Cy.s G丄η. Glu I.le Thr Val Pro. Leu Gys hy.s G.I.y lie Gly Tyr 
.35 m 4:5:

.Asn Tyr Thr Tyr- Met Pro Asn Gin Phe Asii His Asp： Thr :Gln Asp Gl.uB〇. 5Β. BO
Alti Gly Le.u GLu Val .H:Is Gliv Phe Tip Piu Ltu Veil Glu lie Glri- Cys 
.6:5 70 75 8:0

S:er: Pro. Asp Leu L\ s Phe- Phe Leu ：0ys Ser Met 'Tyr Thr Pro lie Os 
8.5: ' 90 9δ

[0032]
Leu Glu Asp Tvr Lvs Lys Pro Leu Pro Pro C：ys Arg Ser Va] tvs Glu 

10.0 ' 105 110

Arg Ala Lvs Ala Glv Cys Ala Pro Leu Met： Arg Gin Tvr Glv ΡΗ¾ Ala 
11¾ 1.20 125 '

Trp Pro: Asp Arg Met Ai'g Cys 4sp Arg Leii Pro Glu Gin Gly Asn： Pro 
130 135 140.

Asp Thr Leii .Cys. Met Asp Tvr Asn A&g Thr Asp Leu Thr Thr--Glu Pro
145 150 ' 155 160

Lys. S:er i">er Asp' Lvs Thr His- Thr ϋν·3- Pro Pro Cvy Pro Aid Pro Glu
165 170 ' 175·

Leu Leu Glv Glv Pro Ser Vai Phe Leu Phe Pro Pro Lys Prc* Lvs Asp 
18Θ 186 190

T.hr L,：eu Met 1 丄:e. Ser ./\rg- 1’hr Pro. G丄u Vai. Thr Cvs VaJ VaJ Va_L Asp
195 " 200 ' 205

Val Ser His Cilu. Asp Pro Glu Val Lvs Phe A.s：n Trp- Tvr Val Asp Gly 
2.1+0 215 ' 2m.'

Val Giu Val His Asn Ala Lys Thr Lys. Pio Arg Glu Glu Gin Tvr Asn 
225 230 235 24U

S；er Thr Ar；g Val ¥al Ser ¥a.l Leu Thr Val Leu His .(ΐ1η Asp Trp
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245 250 255

Leu Asn Gh- Lvs Glu Tyr Lys Cvs Lvs Val Ser Asn Lvs Ala Leu Fro
.260 266： .n〇

Ala Pro. lie Glu Lvs Thr I.l.e S-er Lvs Α1a Lvs Gly G-ln Pro Arg. Glu 
275 ' 280 ' ' <2+85

Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leti Thr Lvs. Asn 
290 295 300 '

Girt Val Ser Leu Thr Cvs Leu Val Lvs (U'r Phe Tyr Pi'o S.er Asp lie. 
3.05 3.10 315 320

Ala VaJ (ilu IYd (ilu Ser Asn (xiv (Un Pro Gl：u Asn： Asn Trr Lvs Thr 
* 32-5 ' 3:30 ' 335'

Thr P.ro Pro ¥al Leu Asp Ser Asp G1y Ser Phe Phe- Leu Τυγ Ser Lvs 
340 8¾ 350 '

Leu Thr Va丄 Asp Lvs Ser Arg T.rp Gin Gin Glv Asn Vai Phe Ser Cys 
.35召 360 365

Ser Val Met His Glu Ala Leu- His Asn- His Tvr Thr Gl-n Lys Ser Leu 
370 375. 380

Ser Leu Ser Pro Gl.v. Lys
.385 ^ mo

[0033]

Η0 4fi 
<'2\] 300

PRT
<213 人工序列

<220^
<223 含信号序列的FZDS-Fc变异体「4F2R

<400 45

Met： Giu Trp Qiv Tyr Leu. Leu Glu Val Thr Ser Leu. Leu Ala Ala Leu
1 5' 10 15

Leu Leu Leu Gin Arg Ser ^'Pro. Phe Val His Ala Ala. Ser Ala. Ly.s： Glu 
20 :25 30

-l.eu Ala (；y；s Gl.n'. Gl.u II ℮· Thr Val. Prn I.eu .('ys T.VS' Glv .Tie G1 γ· Tyr
35 40 ' ' 45' ·

Asu Thr Tvr Μ℮ΐ 卩ro Asn Gin Phe Asn His Asp Thr G]n Asp Glu 
50 55 60

A：la Gly Leu Olu Val His Gin Phe Trp Pro. Leu Val Glu Π℮ Cln Cvs 
65 TO 75: '80.

：Ser Pro Asp Leu. Lys Phe Phe Leu Cys Ser Met Tyr Thr Pro lie： Cys.
8:5 90 95

L.eu Glu Asp Tyt' Lys Lys Pro Leu Pro Pro Cys Arg S-er Val Cys 61ϋΐοο im no
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Arg Ala Lys Al:a Gl.y Cys Ala Pro Leu. Met Arg Gin lyr Glv Phe Ala
115 120 125

Trp Pro Asp A：rg. Met Arg Cys Asp Arg Leu Pro Glu Gin Gl：y Asn Pro
1,3ο. 140

Α¾) Th:i' Leu :Cvt's Μέΐ Asp tvt isn Ar^ Tht Asp LeU Tht Thr. Gl.u 
145· 150 m 160

Lys Ser S:er Α≤ρ· Lys Thr His: Thr Cvs Pro Pro Cys. Pro Ala. Pro Glu 
m 170' 175·

Leu Leu Glv Glv Pyq Sex VaL Phe. Leu Phe Pro Pro Lvs Pro Lvs Asn 
'180 185 ' 19Q ' *

Thr' Leii Met Il：e： Ser Arg' Thr Pro Glu ¥al Thr Cvs Val Val Val Asp
19β 200 205

Val Ser .His Gl-ti. A：sp Pio Glu Val Lys- Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 
2\B 215' .220:

Val Glii Val H.i：s A.s：n Ala Lvs Thr Lys Pro Arg .Glu Glu Gin. Tyr Asn
:225· 230· " 23δ 24〇

：S.er Thr Tyr Ar^ Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp. Trp
245 250 255

Leu Asn G] ν Glu Tyr Lys. C.va Lvy Val Se.r A：s:n Lvs A]a Leu Ργό 
[0034] "2.60' .265· 270

A:la Pt：o lie Glu. Lys Thr lie Ser L}rs Ala Lys Glv Gin Pr.o Arg Glu
275 2：80 ^ ' +2+85

Pi-〇 Gin Val Tyr Thr LeU Pro Pro Ser Ar^ Asp Glu Leu Thr Ly.s Asn 
290 295 ?M

GLn Val Sei Leu Thr Cvs Leu Val Lvs Glv Phe Tvr Pro :Ser Asp lie
3.05 310 ' 315 320

Ala Val Glu Tr.p Glu Ser Asn G'ly Gin Pro .Glu Asn Asn Tvr Lys. Thr
:325 330 ' 335

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp (Ηυ Ser Phe .Phe Leu Tvr Ser Lvs
.34.0 345 35Q

Leu Thr Val Asp Lrs Ser Αγ¾ Tip Gin Gin Glv Asn Va] Phe Ser' Cys
355 360 365

Ser Val Met His Glu Ala Leu. His Asn Hi.s Τυ·γ Thr Gin- Lys S：er Leri
370 375 * .380

Sei Leu Ser Pio Gly Lvf
385 390

6
 

3
 

R
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8
 

ρ
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47'
94
PRT
人工序列

[0035] 人Wnt2 (―，-端多半胱氨竣区（aa, 2fi7-:讯⑴

<100 1T

A.>p Leu Val Tvr Ptie Glu hbu Ser Ρΐο Asp Tvr Cyy He Ail> Α^ρ Arg 
1 5 10 1;5

Glu Ala Glv Ser Leu Glv Thr Ala Glv 4rg Val Cvy 4sn Leu Thr Ser 
^，2：Q ' 15' ' 30

Arg (ilv Met Asp Ser tys ItLu VaL Met Cvs C'vs Glv \ig GJv l\r Asp 
' 35. ^ 40 ' ' ' 45： ' '

Thr Ser His Val Thr Arg Met Thr Lvs C'vs Glv Cvs Lvs Phe His Trp 
50 55 60

Cys Cvs Ala VbI Arg Cvs (Un Asp Cys Leu Glu Ala, Leu Asp Val His 
:65 70 75 80

Thr Cvs Lvs Ala Pro Lvs Asn Ala Α≤ρ Trp Thr Thr Ala Thr
85' m

<210 48
<211 94.
^212 PRT 
<213 \工序列

<220
<223 人C-瑞多半咣氨酸区（aa 298-391)

<400 48"

Asy Leu Val Τυγ Phe Asp Asn Ser Pro ,Asp Tyi; Gys： Val. Leu. Asp Ljs

C213 A〇J 予列

(220
<2^3 \ Wntl (:-端多半胱氨酸区（aa 288-370)

<400 46

Asp Leu Val T?r F'ho ℓΐℓυ Lvs Ser Pro \sn Phe Cvs Thr Tvr Ser filv
1 5 10 15

Ar^; Leu 01ν Thr /Ua Glv Thr Ala Glv A] a Ksn Ser Ser Ser 
20 ：25 30

Pro Ala Leu Asp Glv Cvs Glu Leu Leu Cvs Cvs Glv Arg Glv His Arg 
35 40 45

Thr Arg Thr Gin Αΐ¾ Val Thi Giu Arg Cvs Asn Cvs Thr Phe His I'rp 
50 .55: 60

Cvs Cv-s Ills Val Be-r Cvs Arg Asn ：C-vs- Thr His Thr Arg Val Leu His
65 ' 7G ' ' 75 80

Gdu Cvs Leu
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5 10 1:5

Ala Α1 a (Η ν Sot. 1,ρΐΐ Glv Thr AI ] Ulv Arg Val ('vs S^r Lvs Thr Ser 
' 20 ' :烈- ' 30

Lvb Gly Thr Ayp Giy Cvb Glu lie Met Cvy Cvs Glv Arg Glv Τνΐ Asp 
3Ε 40 45:

Thr Thr Arg Val Thr Arg Val Thr Gin Cvs Glu Cvs L.vs Phe H：is Trp 
50 55 ' 60 '

Cirs Cvs ^\a VaL Αΐ,ΐ, Cvs Lfs (iiu Cvs Arg Asn Thr Va丄 Asp Val Ηΐ^
Θ5 ' TO ' 75 80

Thr Cvs Lvs \]a Pro Lvs Lvs Ala Glu Trp Leu Asp uln Thr
:85: 90-

<210 4.9:
<211 83
(212 PRT
21；^ 人工序列

<223 人Wnt3 C_端容半胧氨酸区 (aa 273-355)

(400 19

Asp Lea V^l Tyr Tvr Glu Ksn Ser Pro Asti Phe Cs s Glu Pro 4sn Pro
1 ■5' 10

[0036]
Glu Thr G.ly Ser

20
Phe Gly Thr Arg Asp

25
Arg Tht Cys Asn Val

30
Thr Ser

His Gly He Asp ■ Glv Cys Asp Leu Leu Cvs Cys ■Gly Arg Gly Hi s Asn
35 40 45

Thr ■Al'g Thr (Uu Lys Arg Lvs Glu Lys' Cys His Cvs He Phe .His Trp
m ,S5 m

Cys Cys T)，r Va.T Ser Cvs :G1 η. G1 π (:ys Tip Ar^ Tip Tvr Asp Val Hi s
65 70 75 80

Thr Cy^ Lys

<210 50
cm 8:3
<212 PRT 
<213 \工序列

<220
<223 人Wnt3a C:-端多半咣氨酸区（ωπ 270-352)

<400 50'

Asp' Leu Val. Tvr Tvr Olu Ala Ser Pm Asn Phe €v.s. Glu Pro Asn- Pro
1 ' 5' 10 ' 15

G]ii Thr G]v Ser Phe Glv Thr Αγ^ Asp Arg Thr Cvs Asa Val Ser Ser 
20 25 30

His Glv lie Glv Cys ^5p Leu Leu Cy.s Gys Gl.y Arg Gly His- Asn
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40 45

Ala Ar-g Ala ..OLu Ai'g Arg —Arg G'Lu Lvs- Dvs Arq y V：ai Phe His Irp 
50 55 ' ' 60

Cys Cvs Tvi' Val Ser Cvs Gin Glu C\s Th?' Ar^ Val T\fr Asp Val His 
65+ 70 75 80

Thr Cys Lys

、21(丨
<211 83

PUT
<212 人工序_

<220
C3 人Wnl7a C-端多芏脫氨酸区（aa 267-359) 

<4〇f) 51

Asp Lya Val Tyr lie Glu Lys. Ser Pro Asn Tyr Cys Glu Glu Asp Pro
1 5 10 1.5

Val Thr .Crly Ser Val Gly Thr Gin ■Glv Arg Ala Cys Asn Lv.s Thr Ala
2ϋ 25' 30

Pro Gin A] a Ser G]y Cys Asp Leu Met Cys Cys Gly Arg Gly Tyr Asn
40 45

[0037] Thr Hi s 
50

Gin Tvr Α1 a Arg Val
55

Trp :G1 η i'vs Asn (:5 s
60

I.ys Phe His Trp

Cvs Cvs Tyi \ra! Ly〇 Cvs ^sn Ttir C>y Ser Glu Arg Thr Glu MeL Tvr
65 TO 75 8()

Thr Cys Lys

C210 52
<211 8?,
<212 F'RT
<213 人工序叫

(220
人Wnt7h C-端多半胱氨酸区ΐ即267ϋ49)

^00. 5.2

As.p^ Leu Vn] Tvr lie Olu Lvs Ser Pro Asn Tyr Cys Glu Glu Asp Ala
15 10 15

Ala Thr Gly Ser Val Gly Thr Gin Glv Ax~g Leu C\s Asn Arg Thr Ser 
20 25 30

Pi〇 Crl^ Μλ 4sp Gl^ Cvs Asp Thr Met Cvs Cvs Glv 4rg Glv Tvr Asn
:35 ' 40. ' ' ~ 4+5: '

Thr His Gin Tvr Thr Lvs Val T.rp ：Gln Gvs Asn Cvs- Lvs Phe- His Trp 
50 55 60

Cys Cjs Phe Val. Lys Gys A.sn Thr Cys Set Glu Arg； Thr. Glu Val Phe
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[0038]

65 fG W 80

Thr Gy.s Lys

21U 53cm m
-2V2 PR'i 
<213 人工序列

(220C2^3 人Wnl8a O端多f咣氨酸区Ma 2扑-355)

(400 53

Glu Leu He Phe-. Leu Glu Glu Ser Ρ-ΐ:ο· Asp- Tvr Cys: Thr C.vs A.s：n Ser. 
1 5 10 ' ' ' 1.5

：Ser Leu Glv He. Tvr Glv Thr Glu Glv Arg Glu Cv,s Leu Gin Asn Ser 
20 ' ' .2.5、 ' 30

His Asn Thi' Ser Arg Trp Glu Arg Arg Ser Cvs Glv Arg Leu Cvs Thr 
■35- 4:0 4:5

Glu Cvs Glv Leu Gin Va] Glu Glu Arg Lys Thr Glu Val Tie Ser Sei- 
50 55 60

Cvs Asn Cvs Lvs Phe Gin Trp Cvs Cys Thr Val Lsrs Cys Asp Gin Cvs 
65 TO 75 8 ft

Arg His \'al Val Ser Lys Tvr Tvr Cys Ala Arg Ser Pro Glv Ser Ala 
S5: 90 9δ

GLn Ser Leu Glv Arg Val Trp Phe .Glv V:al Tvr lie 
100 105 '

<210 51
(2Π 107
(212 PRT
<^13 人工序列

<220
223 4. Wnt8b, O端多半胱氨酸区（,πα 245-351)

s40U 54.

Giu Leu Va丄 His Leu Glu ^sp Ser Ργ∩ Asp Tvr Cvs Leu G丄u Asn L\rs 
1 5 10 15

Thr Leu Glv Leu Leu Glv Thi' Giu (rlv Αγ^ Glu Cvs Leu ArR Ai'R Glv 
20 ：25 30

Arg. Ala Leu. GIy Arg Τΐμ Glu Leu Arg Ser Os Arg Arg Leu Os CUv 
35 ' 40 ' 45 ' ‘

.Asp. Gvs Glv Leu Ala Val Glu Glu Arg Arg Ala Glu Thr Val Se:f Ser 
50 ^ 55 60

Cvs Asn (Jvs Lys Phe His Trp Cvs Cvs /11 a Va] Ai*g Cvs Glu Gin Cvs 
6δ 70 75 80

Ar.g Arg Arg Va丄 Thr Lys Tyr Phe Ser Arg A]a Glu Arg Pro Arg
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85 m

GIv (rl.v Ala ,AL.a His Lvs Pro (iiv Arg. Lvs Pro 
' 100 * " 105' '

(210 55
(211 83
(2)^2 PRT 
(213 人工序列

(220
C223 人WntlOa C-端多半胱氨酸区（aa W-417)

C400 55

Asp Leu Val Tvr Phe Glu L.y:s Ser Ρχό Asp Phe Cvs Glu Arg Glu Pro
1 5 10 15

Arg- Lea Asp Ser Ala Gly Thr Val Gl\ Arg Leu Cvs Asn Lvs Ser Ser 
20 ' ：25' · 30

Ala Glv Ser ^sp G1>T Cvs Cflv Set Met Cvs Cvs Glv Arg Glv His Asn 
调 ^ '40' 45.

lie. Leu Arg ..Gin. Thr Arg Ser filu Arg Cys Hi's Gys. Arg Phe. Hi.s Trp
50 55 60

Cvs Phe Val Val Cvs Glu Glu Cvs Arg lie Thr Glu Trp Val Ser 
TO 75 80.

[0039] Val Cys l.ys

<210 56
(211 83
C2V2 PRT 
<213 人工序列

<223 \ Wnt 10b C-端多半胱氨酸区（aa 307-389)

C40O 56'

Gl'U LeU Vrl Tvr Phe Glu Lys Ser Pro Asp Phe Cys Glu Arg Asp Pro
j ' 5 - 10 15

Thr Met Glv Ser Pro G丄ν Thr krg Glv Arg All (、s Α-η Lvs Thr Ser 
'20. ' 25' ' 30

Arg Leu Leu Asp (Uv Os Glv Ser Leu Cys Cys G丄ν Arg Gly His Asn 
■35' 40 45

Val Lea Arg Gin. Thr Arg Val Giu Arg Cys His Cvs' Arg Phe His Trp
50 55 60

C'vs Cys Tyr Val Leu Cvs Asp Glu Cvs Lvs Val Thr Glu Tr.p ¥al Asn 
■65 ' ' TO ' ' 75 8D:

Val Cys Lys

<1M0 57
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61
8
P'R:C
人工序列

(2'20
123 接头 

^400 61

i\lm Αγ¾ uj_)r Vg A丄a Gin Val. Thr

<210 62
<211 20
<212 ΜΑ
C*J13 &工序列

\220
(223 CCMK正向引物

211 8
<21.2,. PRT
(213 人工序列

<220
<223 接头

<400 5.ΐ

Glu- Ser (ilv GLy
1

■'210 5Β.
(211 9
(212, PRT
<213 人工序列

<220
—3, 接头

ym 5.8.

Leu. Glu Ser Gly Glv Gly Gly Val Thi

[0040]

<210 59
\2il 6
(212 PRT
；2J3 人工序列

C22U
<23 接头

(400 5：9:

Glv Ar^ Ala Gin Val Thr

<210. 60
<211 6
<2VZ PRT
<213 人工序列

(22ϋ
<223 接头

C400 m

Trp Arg Ala Gin Vnl Thr

2

 
)

 
-

>
-
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63.

D'NA
尺工序列

<^20
<223 CCND2反向引输

<100 63
gacggtgggt acatggcaaa ℮

<210
<211
<212
<213

《220
<223

64
2β
D:m
\工序列

GCND2探针

<400 64
ccttcattgc tct^tglgcc

[0041]

<210
<,2U

<213

65
19
DNA
&工序列

<220
<223 CTBP2反冋引物 

<400 6&
ctcgaactgc aaccgcctg

^210
<211
<212
<213

6694
DNA
人工序列

<220
<223 CTBP2 探计 

<400 66
cccgtgcgac caaagGGaat：

<2i0

<212'

<213

<220
<223

67
24
DNA
人工序列

D.KK1正向引物

<400 67
gaccattgac aaet.accagc. cgta.

<210
^2Π
<212
<213

<220
/223

6B:
22
DNA
人工序列

DKO反向引物

<400 G8
tgggactagc gxagtactca tc

<400 62
gcfgtctctg atccgcaagc 20

21

26

19

.24

:24

.22

21
21
21
21
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[0042]

<210 69
diL 21
<212 DM
<；21H - 人工序列

<220
<223 DKK1探讣

<400 69
tgrrgrarlr rlrglrrrrt g 21

<210 70
<211 25
<；2] 2 DM
<213 人工序列

<220
<223 FBXW2:正苘引物

<400 TO
gccagttatg ataitclca^ ggtca ■25

<210 71
<211 2.3.
<212 DNA
<213 人Τ序列

/220
<223 FBXW2反.向引物：

<400 71
agcagftgca^ agatatctcc aaa '23

<210 72
<211 27

2 DNA
<213 人工序列

<220
FBXW2探針

^4ϋϋ 12
agdctcclga gatagcaaac ttagccl :2:7

<210 73
</211 22
<212 DNA
<；213 人工序列

<220
<223 RHOCTi正苘引物

<400 7.3-
cccaccgagt acatccctac tg η

<210 74
<211 24
<212 DM
<213 人工序列

<220
RII0U1反向引物

^4ου 74
ca^tetcaca ctca ■24

G
 

1
 

2
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79 
18 
腿A
人IL字列

77
ΟΛ
DNA
人工序列

<220
<223 CTBP2正向引物 

<400 79
atcxgtgggg agacgGtg

〈220:、.
[0043] <^23 W[ P1 反向引物

<400 77
gttgggttca tggcaggttc c

<210 78
V211 25
<212 DNA 
^213 人工序列

\220
^223 WIFI 探计 

\400 78
ccaggctcgc agacaggctl tgaac

<220
<223 WIFI正向引物 

<400 76
gt tccaaagg ttaccagg.ga gac

<213 人工序列

<220
<223 RHOU]探计 

<400 75
cgcxcatcca cagac'acc'ac eg. 22:

23

21

2:5

1.8.

^
21
2
21

o
i

 

2
 

3

21
21
21
21

列序
 

\
丨

76
23

服
人

21
21
2l
2
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主成分分析图
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图3

參无反应者 

〇有反应者
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1. 一种治疗病患的乳癌的方法，其包含：

(a) 鉴别该病患是否可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应，其中该Wnt途径抑制剂是特 

异性结合人FZD1、FZD2、FZD5、FZD7和FZD8的抗体，其包括包含GFTFSHYTLS(SEQIDN0:1)的 

重链CDR1，包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQ ID Ν0:2)的重链CDR2,包含NFIKYVFAN(SEQ ID 
Ν0:3)的重链CDR3,包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID Ν0:4)的轻链CDR1，包含DKSNRPSG(SEQ ID 
Ν0:5)的轻链CDR2,及包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3;

其中该鉴别包含：

(i) 获得该病患乳癌的样本；

(ii) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物 FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1;&&

(iii) 根据所述生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患；以及

(b) 对该可能对治疗有反应的病患投予有效量的Wnt途径抑制剂。

2. —种鉴别可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的人乳房肿瘤的方法，其中 

该Wnt途径抑制剂是特异性结合人？2014202 4205 4207和？208的抗体，其包括包含 

GFTFSHYTLS(SEQ ID Ν0:1)的重链CDR1，包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQ ID Ν0:2)的重链 

CDR2，包含NFIKYVFAN(SEQIDN0:3)的重链CDR3，包含SGDNIGSFYVH(SEQIDN0:4)的轻链 

CDR1，包含DKSNRPSG(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2,及包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链 

CDR3;

其中该方法包含：

(a) 获得该乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物 FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1;&&

(c) 根据所述生物标记物的表达量，鉴别该肿瘤为可能对治疗有反应或无反应。。

3. —种分类人乳房肿瘤为可能对Wnt途径抑制剂的治疗有反应或无反应的方法，其中 

该Wnt途径抑制剂是特异性结合人？2014202 4205 4207和？208的抗体，其包括包含 

GFTFSHYTLS(SEQ ID Ν0:1)的重链CDR1，包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQ ID Ν0:2)的重链 

CDR2，包含NFIKYVFAN(SEQIDN0:3)的重链CDR3，包含SGDNIGSFYVH(SEQIDN0:4)的轻链 

CDR1，包含DKSNRPSG(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2,及包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链 

CDR3;

其中该方法包含：

(a) 获得该乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物 FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1;&&

(c) 根据所述生物标记物的表达，分类该肿瘤为可能对治疗有反应或无反应。

4. 一种测定人乳房肿瘤对Wnt途径抑制剂的治疗的反应性的方法，其中该Wnt途径抑制 

剂是特异性结合人FZD1、FZD2、FZD5、FZD7和FZD8的抗体，其包括包含GFTFSHYTLS(SEQID 
NO: 1)的重链CDR1，包含VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID N0: 2)的重链CDR2，包含NFIKYVFAN 
(SEQ ID Ν0:3)的重链CDR3,包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID Ν0:4)的轻链CDR1，包含DKSNRPSG 
(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2,及包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3;
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其中该方法包含：

(a) 获得该乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物 FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1;&&

(c) 根据所述生物标记物的表达，判定该肿瘤对治疗的反应性。

5. —种鉴别对Wnt途径抑制剂的治疗可能有反应的乳癌病患的方法，其中该Wnt途径抑 

制剂是特异性结合人FZD1、FZD2、FZD5、FZD7和FZD8的抗体，其包括包含GFTFSHYTLS(SEQ ID 
NO: 1)的重链CDR1，包含VISGDGSYTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2)的重链CDR2，包含NFIKYVFAN 
(SEQ ID Ν0:3)的重链CDR3,包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID Ν0:4)的轻链CDR1，包含DKSNRPSG 
(SEQ ID Ν0:5)的轻链CDR2,及包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3;

其中该方法包含：

(a) 获得该病患乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该标签包含生物 

标记物 FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1;&&

(c) 根据所述生物标记物的表达量，鉴别可能对治疗有反应的病患。

6. —种选择乳癌病患以接受Wnt途径抑制剂的治疗的方法，其中该Wnt途径抑制剂是特 

异性结合人FZD1、FZD2、FZD5、FZD7和FZD8的抗体，其包括包含GFTFSHYTLS(SEQIDN0:1)的 

重链CDR1，包含VISGDGSYTYYADSVKG(SEQ ID Ν0:2)的重链CDR2,包含NFIKYVFAN(SEQ ID 
Ν0:3)的重链CDR3,包含SGDNIGSFYVH(SEQ ID Ν0:4)的轻链CDR1，包含DKSNRPSG(SEQ ID 
Ν0:5)的轻链CDR2,及包含QSYANTLSL(SEQ ID Ν0:6)的轻链CDR3;

其中该方法包含：

(a) 获得该病患乳房肿瘤的样本；

(b) 测量该样本中的生物标记物标签的各生物标记物的表达量，其中该生物标记物标 

签包含生物标记物 FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKK1;&&

(c) 根据所述生物标记物的表达量，选择该将接受治疗的病患。

7. 如权利要求1至6中任一项所述的方法，其中各生物标记物的表达是通过PCR为基础 

的测试、qPCR测试、微阵列或RNA测序来测量。

8. 如权利要求1至6中任一项所述的方法，其中FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1、DKKU9 

表达量是通过使用选自SEQ ID NO:62-79的多核苷酸来测量。

9. 如权利要求8所述的方法，其中FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1及DKK1的表达量是利 

用下列测量：

(a) SEQ ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物及包含SEQ ID Ν0:64的探针；

(b) SEQ ID Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物及包含SEQ ID Ν0:67的探针；

(c) SEQ ID Ν0:68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物及包含SEQ ID Ν0:70的探针；

(d) SEQ ID Ν0:71的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物及包含SEQ ID Ν0:73的探针；

(e) SEQ ID Ν0:74的正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物及包含SEQ ID Ν0:76的探针； 

以及

(f) SEQ ID Ν0:77的正向引物、SEQ ID Ν0:78的反向引物及包含SEQ ID Ν0:79的探针。

10. 如权利要求1至9中任一项所述的方法，其中该Wnt途径抑制剂是包括包含SEQ ID
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Ν0:7的重链可变区和包含SEQ ID Ν0:8的轻链可变区的抗体。

11. 如权利要求第1至9中任一项所述的方法，其中该Wnt途径抑制剂是包含重链可变区 

及轻链可变区的抗体，该抗体是由保藏于美国菌种保存中心编号为PTA-9541的质粒编码。

12. 如权利要求1至11中任一项所述的方法，其中该抗体是单克隆抗体、重组抗体、嵌合 

抗体、双特异性抗体、人化抗体、人抗体或包含抗原结合部位的抗体片段。

13. 如权利要求1至9中任一项的方法，其中该Wnt途径抑制剂是抗体0ΜΡ-18R5。

14. 如权利要求1-13中任一项所述的方法，其中该乳房肿瘤或乳癌是HER2阴性乳房肿 

瘤。

15. 如权利要求1-13中任一项所述的方法，其中该乳房肿瘤或乳癌是三阴性乳癌 

(TNBC)肿瘤。

16. 如权利要求1至15中任一项所述的方法，其中该Wn t途径抑制剂的治疗是与一或多 

种额外治疗剂组合。

17. 如权利要求16所述的方法，其中该额外治疗剂是化学治疗剂。

18. 如权利要求16所述的方法，其中该额外治疗剂是太平洋紫杉醇(paclitaxel)。

19. 如权利要求16所述的方法，其中该额外治疗剂是经nab结合的太平洋紫杉醇 

(ABRAXANE)〇

20. 如权利要求1至19中任一项所述的方法，其中该样本是组织样本或肿瘤活体样本。

21. 如权利要求1至20中任一项所述的方法，其中该样本是经福尔马林固定的石蜡包埋 

(FFPE)样本。

22. —种用于检测乳房肿瘤或乳癌样本中的FBXW2、CCND2、RH0U、CTBP2、WIF1&DKKU9 

试剂盒，其中该试剂盒包含选自SEQ ID NO:62至79的多核苷酸。

23. 如权利要求22的试剂盒，其包含：

(a) SEQ ID Ν0:62的正向引物、SEQ ID Ν0:63的反向引物及包含SEQ ID Ν0:64的探针；

(b) SEQ ID Ν0:65的正向引物、SEQ ID Ν0:66的反向引物及包含SEQ ID Ν0:67的探针；

(c) SEQ ID Ν0:68的正向引物、SEQ ID Ν0:69的反向引物及包含SEQ ID Ν0:70的探针；

(d) SEQ ID Ν0:71的正向引物、SEQ ID Ν0:72的反向引物及包含SEQ ID Ν0:73的探针；

(e) SEQ ID Ν0:74的正向引物、SEQ ID Ν0:75的反向引物及包含SEQ ID Ν0:76的探针； 

以及

(f) SEQ ID Ν0:77的正向引物、SEQ ID Ν0:78的反向引物及包含SEQ ID Ν0:79的探针。
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