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(57)摘要

本公开的方面涉及小细胞肺癌(SCLC)的分

类和治疗的方法。某些方面涉及使用细胞表面蛋

白的靶向剂来治疗患有SCLC的对象，其中靶向剂

是基于SCLC的亚型分类来选择的。公开了用于识

别对象具有SCLC亚型(例如，SCLC‑A、SCLC‑N、

SCLC‑P、SCLC‑I)的方法以及用于施用被配置为

靶向与所识别的SCLC亚型相关联的细胞表面蛋

白的靶向剂的方法。还公开了包含用于治疗SCLC

的靶向剂的组合物。
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1.一种治疗患有小细胞肺癌(SCLC)的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑A的

对象施用能够特异性结合表1、表2或表3的一种或多于一种蛋白质的靶向剂。

2.根据权利要求1所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表1的一种或多于一种蛋

白质。

3.根据权利要求1所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表2的一种或多于一种蛋

白质。

4.根据权利要求1所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表3的一种或多于一种蛋

白质。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与DLL3特异性结合。

6.根据权利要求1至4中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与CEACAM5特异性结合。

7.根据权利要求1至4中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与SCNN1A特异性结合。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的方法，其中通过检测对象癌细胞中ASCL1的表达，

确定对象患有SCLC‑A。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的方法，其中靶向剂包含抗体或其片段。

10.根据权利要求1至8中任一项所述的方法，其中靶向剂为双特异性T细胞衔接器。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的方法，其中向对象施用包含靶向剂的细胞。

12.根据权利要求11所述的方法，其中细胞为免疫细胞。

13.根据权利要求12所述的方法，其中免疫细胞为T细胞。

14.根据权利要求12所述的方法，其中免疫细胞为NK细胞。

15.根据权利要求11至13中任一项所述的方法，其中靶向剂为嵌合抗原受体。

16.根据权利要求11至13中任一项所述的方法，其中靶向剂为T细胞受体。

17.根据权利要求1至16中任一项所述的方法，其中靶向剂与治疗剂可操作地连接。

18.根据权利要求17所述的方法，其中治疗剂为化学治疗剂。

19.根据权利要求17所述的方法，其中治疗剂为毒素。

20.根据权利要求17所述的方法，其中治疗剂为治疗性核酸。

21.根据权利要求1至20中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑药物缀合物。

22.根据权利要求1至20中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑寡核苷酸缀合物。

23.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑N的对象施用能

够特异性结合表4、表5或表6的一种或多于一种蛋白质的靶向剂。

24.根据权利要求23所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表4的一种或多于一种

蛋白质。

25.根据权利要求23所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表5的一种或多于一种

蛋白质。

26.根据权利要求23所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表6的一种或多于一种

蛋白质。

27.根据权利要求23至26中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与SSTR2特异性结合。

28.根据权利要求23至26中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与SEMA6D特异性结合。

29.根据权利要求23至26中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与SGCD特异性结合。

30.根据权利要求23至29中任一项所述的方法，其中通过检测对象癌细胞中NEUROD1的
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表达，确定对象患有SCLC‑N。

31.根据权利要求23至30中任一项所述的方法，其中靶向剂包含抗体或其片段。

32.根据权利要求23至30中任一项所述的方法，其中靶向剂为双特异性T细胞衔接器。

33.根据权利要求23至32中任一项所述的方法，其中向对象施用包含靶向剂的细胞。

34.根据权利要求33所述的方法，其中细胞为免疫细胞。

35.根据权利要求34所述的方法，其中免疫细胞为T细胞。

36.根据权利要求34所述的方法，其中免疫细胞为NK细胞。

37.根据权利要求33至35中任一项所述的方法，其中靶向剂为嵌合抗原受体。

38.根据权利要求33至35中任一项所述的方法，其中靶向剂为T细胞受体。

39.根据权利要求23至38中任一项所述的方法，其中靶向剂与治疗剂可操作地连接。

40.根据权利要求39所述的方法，其中治疗剂为化学治疗剂。

41.根据权利要求39所述的方法，其中治疗剂为毒素。

42.根据权利要求39所述的方法，其中治疗剂为治疗性核酸。

43.根据权利要求23至42中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑药物缀合物。

44.根据权利要求23至42中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑寡核苷酸缀合物。

45.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑P的对象施用能

够特异性结合表7、表8或表9的一种或多于一种蛋白质的靶向剂。

46.根据权利要求45所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表7的一种或多于一种

蛋白质。

47.根据权利要求45所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表8的一种或多于一种

蛋白质。

48.根据权利要求45所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表9的一种或多于一种

蛋白质。

49.根据权利要求45至48中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与MICA特异性结合。

50.根据权利要求45至48中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与TMEM87A特异性结

合。

51.根据权利要求45至48中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与ART3特异性结合。

52.根据权利要求45至51中任一项所述的方法，其中通过检测对象癌细胞中POU2F3的

表达，确定对象患有SCLC‑P。

53.根据权利要求45至52中任一项所述的方法，其中靶向剂包含抗体或其片段。

54.根据权利要求45至52中任一项所述的方法，其中靶向剂为双特异性T细胞衔接器。

55.根据权利要求45至54中任一项所述的方法，其中向对象施用包含靶向剂的细胞。

56.根据权利要求55所述的方法，其中细胞为免疫细胞。

57.根据权利要求56所述的方法，其中免疫细胞为T细胞。

58.根据权利要求56所述的方法，其中免疫细胞为NK细胞。

59.根据权利要求55至57中任一项所述的方法，其中靶向剂为嵌合抗原受体。

60.根据权利要求55至57中任一项所述的方法，其中靶向剂为T细胞受体。

61.根据权利要求45至60中任一项所述的方法，其中靶向剂与治疗剂可操作地连接。

62.根据权利要求61所述的方法，其中治疗剂为化学治疗剂。
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63.根据权利要求61所述的方法，其中治疗剂为毒素。

64.根据权利要求61所述的方法，其中治疗剂为治疗性核酸。

65.根据权利要求45至64中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑药物缀合物。

66.根据权利要求45至64中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑寡核苷酸缀合物。

67.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑I的对象施用能

够特异性结合表10、表11或表12的一种或多于一种蛋白质的靶向剂。

68.根据权利要求67所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表10的一种或多于一

种蛋白质。

69.根据权利要求67所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表11的一种或多于一

种蛋白质。

70.根据权利要求67所述的方法，其中一种或多于一种蛋白质是表12的一种或多于一

种蛋白质。

71.根据权利要求67至70中任一项所述的方法，其中靶向剂能够与SLAMF8特异性结合。

72.根据权利要求67所述的方法，其中靶向剂能够与MRC2特异性结合。

73.根据权利要求67所述的方法，其中靶向剂能够与PIEZO1特异性结合。

74.根据权利要求67至73中任一项所述的方法，其中通过确定对象的癌细胞不表达

ASCL1、NEUROD1或POU2F3中的任何一种来确定对象患有SCLC‑I。

75.根据权利要求67至74中任一项所述的方法，其中靶向剂包含抗体或其片段。

76.根据权利要求67至74中任一项所述的方法，其中靶向剂为双特异性T细胞衔接器。

77.根据权利要求67至76中任一项所述的方法，其中向对象施用包含靶向剂的细胞。

78.根据权利要求77所述的方法，其中细胞为免疫细胞。

79.根据权利要求78所述的方法，其中免疫细胞为T细胞。

80.根据权利要求78所述的方法，其中免疫细胞为NK细胞。

81.根据权利要求77至79中任一项所述的方法，其中靶向剂为嵌合抗原受体。

82.根据权利要求77至79中任一项所述的方法，其中靶向剂为T细胞受体。

83.根据权利要求67至82中任一项所述的方法，其中靶向剂与治疗剂可操作地连接。

84.根据权利要求83所述的方法，其中治疗剂为化学治疗剂。

85.根据权利要求83所述的方法，其中治疗剂为毒素。

86.根据权利要求83所述的方法，其中治疗剂为治疗性核酸。

87.根据权利要求67至86中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑药物缀合物。

88.根据权利要求67至86中任一项所述的方法，其中靶向剂为抗体‑寡核苷酸缀合物。

89.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑A的对象施用

DLL3结合蛋白。

90.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑A的对象施用

CEACAM5结合蛋白。

91.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑A的对象施用

SCNN1A结合蛋白。

92.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑N的对象施用

SSTR2结合蛋白。
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93.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑N的对象施用

SEMA6D结合蛋白。

94.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑N的对象施用

SGCD结合蛋白。

95.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑P的对象施用

MICA结合蛋白。

96.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑P的对象施用

TMEM87A结合蛋白。

97.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑P的对象施用

ART3结合蛋白。

98.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑I的对象施用

SLAMF8结合蛋白。

99.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑I的对象施用

MRC2结合蛋白。

100.一种治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有SCLC‑I的对象施用

PIEZO1结合蛋白。
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小细胞肺癌的分类与治疗的方法和系统

[0001] 背景

[0002] 本申请要求2020年11月6日提交的美国临时专利申请第63/110,664号的优先权权

益，其整体内容通过引用并入本文。

[0003] 本发明是在美国国立卫生研究院授予的拨款编号R01  CA207295的政府支持下完

成的。政府拥有本发明的一定权利。

I.技术领域

[0004] 本发明的各方面至少涉及癌症生物学和医学领域。

II.背景技术

[0005] 小细胞肺癌(SCLC)是高度侵袭性的肺癌，过去30年来对其治疗的方法非常有限，

改善甚微1‑3。因此，SCLC的所有阶段的5年存活率均低于7％2,3。美国国家癌症研究所已经宣

布小细胞肺癌是顽固性恶性肿瘤，迫切需要从机制上更深入地了解其耐药发展、识别和靶

向其独特的脆弱性4,5。

[0006] 以前认为小细胞肺癌是同质性疾病，几乎无处不在的肿瘤蛋白53(TP53)和RB转录

辅阻遏物1(RB1)的表达缺失导致高突变率(肿瘤突变负荷，或TMB)6。遗憾的是，这两种普遍

存在的突变都不是目前可用的治疗方法可以靶向的。患者目前的护理标准(SOC)是以铂类

为基础的化学疗法，通常联合免疫疗法7,8。单独化学疗法通常会带来缓解，但随之而来的是

耐药疾病的迅速复发，而加上免疫疗法只会略微提高存活率9 ,10。二线治疗仅包括拓扑替

康，直到2020年中，卢比替定才被批准用于复发的小细胞肺癌患者11,12。然而，这两种疗法对

复发性疾病只取得了有限的成功13。将小细胞肺癌作为单一疾病进行治疗忽略了治疗发展

的潜在的引人注目的途径。目前的治疗方法没有考虑疾病的异质性，这可以解释在非选定

人群中临床试验和SOC令人失望的结果。与SCLC相比，NSCLC通过靶向特定的肿瘤脆弱性在

患者护理和存活方面取得了显著进展，例如对EGFR突变患者的治疗14,15。类似地，利用SCLC

肿瘤中不同的遗传脆弱性和蛋白质组脆弱性，可以开发基于肿瘤独特特征的新型靶向治疗

试剂。将SCLC的治疗从“一刀切”转变为更具针对性的方法，将允许开发抗肿瘤脆弱性的靶

向治疗试剂，提供更有效的护理并最终提高患者的总体存活率。

[0007] 出人意料地，SCLC对免疫检查点阻断(ICB)无反应，尤其是与其他具有类似高TMB

水平的癌症相比20‑22。例如，与单独化学疗法9,10相比，在化学疗法中加入抗PD‑L1化合物阿

替利珠单抗或度伐利尤单抗，仅有一个月的中位数改善。本领域需要用于治疗SCLC患者的

新的和改进的方法和组合物，包括靶向疗法和基于免疫的疗法。

发明内容

[0008] 本公开通过识别每种SCLC亚型(SCLC‑A、SCLC‑N、SCLC‑P和SCLC‑I)内的新的、可靶

向的、表面表达的靶点来满足癌症药物领域的某些需求。本文确定了许多用于治疗靶向的

SCLC四种亚型之间差异表达的表面蛋白。本公开的实施方案涉及使用靶向剂治疗被确定患
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有SCLC‑A、SCLC‑N、SCLC‑P或SCLC‑I的对象的方法，所述靶向剂被配置为靶向与对象的SCLC

亚型相关联的一种或多于一种表面蛋白。

[0009] 本公开的实施方案包括检测SCLC的方法、治疗SCLC的方法、对患有SCLC的对象进

行分类的方法、识别SCLC亚型的方法、治疗患有SCLC‑A的对象的方法、治疗患有SCLC‑N的对

象的方法、治疗患有SCLC‑P的对象的方法、治疗患有SCLC‑I的对象的方法、靶向与SCLC‑A相

关联的表面标志物的方法、靶向与SCLC‑N相关联的表面标志物的方法、靶向与SCLC‑P相关

联的表面标志物的方法、以及靶向与SCLC‑I相关联的表面标志物的方法。本公开的方法可

以包括以下步骤中的至少1个、2个、3个、4个或多于4个：将对象分类为患有SCLC‑A、将对象

分类为患有SCLC‑N、将对象分类为患有SCLC‑P、将对象分类为患有SCLC‑I、对来自对象的肿

瘤样本进行DNA测序、测量来自对象的生物样本中ASCL1的表达水平、测量来自对象的生物

样本中NEUROD1的表达水平、测量来自对象的生物样本中POU2F3的表达水平、测量来自对象

的核酸样本中的一个或多于一个甲基化位点的甲基化水平、以及向对象施用靶向剂。

[0010] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有小细胞肺癌(SCLC)的对象的方法，方法

包括向被确定为患有SCLC‑A的对象施用能够特异性结合表1、表2或表3的一种或多于一种

蛋白质的靶向剂。在一些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表1的一种或多于一种蛋白

质。在一些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表2的一种或多于一种蛋白质。在一些实

施方案中，一种或多于一种蛋白质是表3的一种或多于一种蛋白质。在一些实施方案中，靶

向剂能够与DLL3特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与CEACAM5特异性结合。在一

些实施方案中，靶向剂能够与SCNN1A特异性结合。在一些实施方案中，通过检测对象癌细胞

中ASCL1的表达，确定对象患有SCLC‑A。

[0011] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有小细胞肺癌(SCLC)的对象的方法，方法

包括向被确定为患有SCLC‑N的对象施用能够特异性结合表4、表5或表6的一种或多于一种

蛋白质的靶向剂。在一些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表4的一种或多于一种蛋白

质。在一些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表5的一种或多于一种蛋白质。在一些实

施方案中，一种或多于一种蛋白质是表6的一种或多于一种蛋白质。在一些实施方案中，靶

向剂能够与SSTR2特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与SEMA6D特异性结合。在一

些实施方案中，靶向剂能够与SGCD特异性结合。在一些实施方案中，通过检测对象癌细胞中

NEUROD1的表达，确定对象患有SCLC‑N。

[0012] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有小细胞肺癌(SCLC)的对象的方法，方法

包括向被确定为患有SCLC‑P的对象施用能够特异性结合表7、表8或表9的一种或多于一种

蛋白质的靶向剂。在一些实施方案中，所述一种或多于一种蛋白质是表7的一种或多于一种

蛋白质。在一些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表8的一种或多于一种蛋白质。在一

些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表9的一种或多于一种蛋白质。在一些实施方案

中，靶向剂能够与MICA特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与TMEM87A特异性结合。

在一些实施方案中，靶向剂能够与ART3特异性结合。在一些实施方案中，通过检测对象癌细

胞中POU2F3的表达，确定对象患有SCLC‑P。

[0013] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有小细胞肺癌(SCLC)的对象的方法，方法

包括向被确定为患有SCLC‑I的对象施用能够特异性结合表10、表11或表12的一种或多于一

种蛋白质的靶向剂。在一些实施方案中，所述一种或多于一种蛋白质是表10的一种或多于
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一种蛋白质。在一些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表11的一种或多于一种蛋白质。

在一些实施方案中，一种或多于一种蛋白质是表12的一种或多于一种蛋白质。在一些实施

方案中，靶向剂能够与SLAMF8特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与MRC2特异性结

合。在一些实施方案中，靶向剂能够与PIEZO1特异性结合。在一些实施方案中，通过确定对

象的癌细胞不表达ASCL1、NEUROD1或POU2F3中的任何一种，确定对象患有SCLC‑I。

[0014] 在一些实施方案中，靶向剂包含抗体或其片段。在一些实施方案中，靶向剂是双特

异性T细胞衔接器。在一些实施方案中，向对象施用包含靶向剂的细胞。在一些实施方案中，

细胞是免疫细胞。在一些实施方案中，免疫细胞是T细胞。在一些实施方案中，靶向剂是嵌合

抗原受体。在一些实施方案中，靶向剂是T细胞受体。在一些实施方案中，靶向剂与治疗剂可

操作地连接。在一些实施方案中，治疗剂是化学治疗剂。在一些实施方案中，治疗剂是毒素。

在一些实施方案中，治疗剂是治疗性核酸。在一些实施方案中，靶向剂是抗体‑药物缀合物。

在一些实施方案中，靶向剂是抗体‑寡核苷酸缀合物。

[0015] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑A的对象施用DLL3结合蛋白。

[0016] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑A的对象施用CEACAM5结合蛋白。

[0017] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑A的对象施用SCNN1A结合蛋白。

[0018] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑N的对象施用SSTR2结合蛋白。

[0019] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑N的对象施用SEMA6D结合蛋白。

[0020] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑N的对象施用SGCD结合蛋白。

[0021] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑P的对象施用MICA结合蛋白。

[0022] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑P的对象施用TMEM87A结合蛋白。

[0023] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑P的对象施用ART3结合蛋白。

[0024] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑I的对象施用SLAMF8结合蛋白。

[0025] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑I的对象施用MRC2结合蛋白。

[0026] 在一些实施方案中，本文公开了治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定

为患有SCLC‑I的对象施用PIEZO1结合蛋白。

[0027] 在本申请全文，术语“约”用于表明数值包含测量或定量方法的误差的固有变化。

[0028] 当与术语“包含”一起使用时，要素前面不使用数量词可以表示“一个”，但是其也

符合“一个或更多个”、“至少一个”和“一个或多于一个”的意思。
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[0029] 短语“和/或”表示“和”或“或”。举例而言，A、B和/或C包含：单独的A、单独的B、单独

的C、A和B的组合、A和C的组合、B和C的组合或A、B和C的组合。换句话说，“和/或”用作包容性

的“或”。

[0030] 词语“包含”、“具有”、“包括”或“含有”是包括性的或开放式的，并且不排除附加

的、未列举的要素或方法步骤。

[0031] 使用的组合物和方法可以“包含”、“基本上组成为”或“组成为”本说明书通篇所公

开的任何成分或步骤。“基本上组成为”所公开的任何成分或步骤的组合物和方法将权利要

求的范围限制在不实质上影响所要求保护的发明的基础和新颖性特征的特定材料或步骤。

如本说明书和权利要求所使用的，单词“包含”、“具有”、“包括”或“含有”是包括性的或开放

式的，并且不排除另外的、未列举的元素或方法步骤。预期在术语“包括”的上下文中描述的

实施方案也可以在术语“组成为”或“基本上组成为”的上下文中实现。

[0032] “个体”、“对象”和“患者”可互换使用，并可指人类或非人类。

[0033] 明确预期的是，关于本发明的一个实施方案所讨论的任何限制可以适用于本发明

的任何其他实施方案。此外，本发明的任何组合物可以在本发明的任何方法中使用，并且本

发明的任何方法可以用于制备或利用本发明的任何组合物。在实施例中阐述的实施方案的

各方面也是可以在不同实施例的别处或本申请的别处讨论的实施方案的上下文中实现的

实施方案，如在发明内容、具体实施方式、权利要求和附图说明中。

[0034] 在治疗、诊断或生理目的或作用的上下文中的任何方法也可以用“用途”权利要求

语言描述，例如本文讨论的用于实现或实施所述治疗、诊断或生理目的或作用的任何化合

物、组合物或制剂的“用途”。

[0035] 本发明的其它目的、特征和优点通过下面的详细描述会变得明显。然而，应当理

解，具体实施方案和具体实施例虽然表明了本发明的具体实施方案，但仅以说明的方式给

出，因为根据本具体实施方案在本发明的精神和范围内的各种变化和修改对于本领域技术

人员将变得明显。

附图说明

[0036] 以下附图形成本说明书的一部分，并被包含以进一步证实本发明的特定方面。通

过参考这些附图中的一个或多于一个结合本文所提供的具体实施方案的详细说明可以更

好地理解本发明。

[0037] 图1示出了来自RNAseq数据(细胞系，George)和微阵列数据(Sato)的所有四种

SCLC亚型表面蛋白的差异基因表达。

[0038] 图2A至2D示出了SCLC‑A(图2A)、SCLC‑N(图2B)、SCLC‑P(图2C)和SCLC‑I(图2D)的

命中实施例。图中所示为George等人的数据集分析；对细胞系和Sato数据集进行了相同的

分析。

[0039] 图3A至3D示出了细胞表面蛋白编码基因SSTR2在多个数据集(图3A至3C)中的平均

表达，以及在亚类型细胞系中表达SSTR2蛋白的被分析细胞比例的流式细胞术分析(图3D)。

[0040] 图4A至4C示出了George等人肿瘤mRNA(图4A)、细胞系mRNA(图4B)和Sato等人肿瘤

mRNA(图4C)编码MICA的基因亚型之间的差异平均表达。

[0041] 图5A至5C示出了George等人肿瘤mRNA(图5A)、细胞系mRNA(图5B)和Sato等人肿瘤
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mRNA(图5C)编码CEACAM5的基因亚型之间的差异平均表达。

[0042] 图6A和6B示出了四种SCLC亚型的每种细胞系的蛋白质印迹分析。(图6A)示出了对

SSTR2表达的分析。膜下面示出了SSTR2和GAPDH的条带强度之比，该比可任意归一化到第一

泳道(H82)。(图6B)示出了对CEACAM5和MICA表达的分析。

具体实施方式

[0043] 根据mRNA基因表达谱，SCLC患者的肿瘤可分类为SCLC的四个主要亚型。其中三个

是通过转录因子ASCL1(SCLC‑A)、NEUROD1(SCLC‑N)和POU2F3(SCLC‑P)的差异表达来定义

的，第四组的特征在于炎症相关基因(SCLC‑I)的高表达。重要的是，这些亚型具有不同的治

疗脆弱性，并对标准的护理和研究试剂表现出不同的反应模式。SCLC的这种分类和治疗的

某些方法在美国专利申请公开号US2021/0062274中有所描述，其全部内容通过引用并入本

文。

[0044] 本公开至少部分基于与四种SCLC亚型中的每种相关联(即，优先表达)的表面标志

物(也称为“细胞表面蛋白”或“表面蛋白”)的识别。这些相关的表面标志物可用于选择靶向

剂(例如，抗体、抗体片段、CAR  T细胞等)以用于各亚型的治疗。例如，被配置为与SCLC‑A相

关联的表面标志物结合的靶向剂可用于治疗已被确定为患有SCLC‑A亚型的对象。类似地，

被配置为与SCLC‑N、SCLC‑P或SCLC‑I相关联的表面标志物结合的靶向剂可用于分别治疗已

被确定为患有SCLC‑N、SCLC‑P或SCLC‑I亚型的对象。

[0045] 本公开的某些方面涉及治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有

SCLC‑A的对象施用被配置为与表1、表2和/或表3的表面蛋白结合的靶向剂。在一些实施方

案中，靶向剂为DLL3结合蛋白。在一些实施方案中，靶向剂是CEACAM5结合蛋白。在一些实施

方案中，靶向剂是SCNN1A结合蛋白。

[0046] 本公开的其他方面涉及治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有

SCLC‑N的对象施用被配置为与表4、表5和/或表6的表面蛋白结合的靶向剂。在一些实施方

案中，靶向剂是SSTR2结合蛋白。在一些实施方案中，靶向剂是SEMA6D结合蛋白。在一些实施

方案中，靶向剂是SGCD结合蛋白。

[0047] 本公开的其他方面涉及治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有

SCLC‑P的对象施用被配置为与表7、表8和/或表9的表面蛋白结合的靶向剂。在一些实施方

案中，靶向剂是MICA结合蛋白。在一些实施方案中，靶向剂是TMEM87结合蛋白。在一些实施

方案中，靶向剂是ART3结合蛋白。

[0048] 本公开的其他方面涉及治疗患有SCLC的对象的方法，方法包括向被确定为患有

SCLC‑I的对象施用被配置为与表10、表11和/或表12的表面蛋白结合的靶向剂。在一些实施

方案中，靶向剂是SLAMF8结合蛋白。在一些实施方案中，靶向剂是MRC2结合蛋白。在一些实

施方案中，靶向剂是PIEZO1结合蛋白。

[0049] I.治疗方法

[0050] 本公开的方面包括治疗患有小细胞肺癌(SCLC)的患者的方法。某些方面涉及治疗

患有SCLC对象的方法，其中基于对象的SCLC亚型来选择治疗。如本文所述，对象可以具患有

SCLC，其中SCLC可以被分类为四个亚型之一：SCLC‑A、SCLC‑N、SCLC‑P或SCLC‑I。在一些实施

方案中，治疗是用本文公开的靶向剂进行的治疗，其中靶向剂被配置为与识别为SCLC亚型
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的表面蛋白结合。

[0051] 在一些实施方案中，根据对象癌组织核酸中ASCL1、NEUROD1和POU2F3的表达或甲

基化状态，将对象识别为患有SCLC亚型。可以根据ASCL1的表达和NEUROD1或POU2F3的表达

缺失来识别SCLC‑A。可以根据NEUROD1的表达和ASCL1或POU2F3的表达缺失来识别SCLC‑N。

可以根据POU2F3的表达和ASCL1或NEUROD1的表达缺失来识别SCLC‑P。可以根据ASCL1、

NEUROD1或POU2F3的表达缺失来识别SCLC‑I。

[0052] 可以基于亚型确定结果来确定对象的治疗。这种治疗也可以联合另一种治疗方案

如化学疗法或免疫疗法。此外，由于对象的癌症落入多于一个亚型，例如，如果一部分癌细

胞落入SCLC‑A亚型(例如，表达ASCL1)，而另一部分癌细胞落入SCLC‑N亚型(例如，表达

NEUROD1)，则治疗可以是联合的。给定癌症的类型和/或亚型可能随时间而改变，在一些实

施方案中，关于识别类型和/或亚型并选择适当治疗方法的执行次数大于一次，如在患者对

所选治疗产生抗性之后或在预定时间段之后重复这些方法，并相应地修改治疗。

[0053] 在一些实施方案中，对象被确定患有SCLC‑A亚型癌症或曾经被确定患有SCLC‑A亚

型癌症。在一些实施方案中，向对象施用B细胞淋巴瘤2(BCL‑2)抑制剂。BCL‑2抑制剂可以描

述能够抑制BCL‑2家族蛋白质活性的任何试剂、分子或化合物。BCL‑2抑制剂的实例包括

ABT‑737、ABT‑263(Navitoclax)、ABT‑199(Ventoclax)、GX15‑070(Obtoclax)、HA14‑1、TW‑

37、AT101和BI‑97C1(Sabutoclax)。在一些实施方案中，BCL‑2抑制剂为ABT‑737或

navitoclax。在一些实施方案中，向对象施用DLL3靶向治疗剂。DLL3靶向治疗剂可以描述任

何能够与DLL3蛋白质结合的试剂、分子或化合物。在一些实施方案中，DLL3靶向治疗剂为抗

DLL3抗体或其片段。在一些实施方案中，DLL3靶向治疗剂为洛伐妥珠单抗。在一些实施方案

中，DLL3靶向治疗剂为抗体‑药物缀合物。在一些实施方案中，DLL3靶向治疗剂为特司林‑洛

伐妥珠单抗(rovalpituzumab  tesirine)。在一些实施方案中，向患有SCLC‑A亚型的癌症的

对象施用被配置为与表1、表2和/或表3的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一

些实施方案中，向对象施用被配置为与表1的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。在

一些实施方案中，向对象施用被配置为与表2的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。

在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表3的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向

剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与DLL3(例如，DLL3结合蛋白)结合的靶向剂。

在一些实施方案中，向对象施用被配置为与CEACAM5结合的靶向剂(例如，CEACAM5结合蛋

白)。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与SCNN1A结合的靶向剂(例如，SCNN1A结合蛋

白)。

[0054] 在一些实施方案中，对象被确定患有SCLC‑N亚型癌症或曾经被确定患有SCLC‑N亚

型癌症。在一些实施方案中，向对象施用极光激酶(AURK)抑制剂、JAK抑制剂、或c‑Met抑制

剂。在一些实施方案中，向对象施用AURK抑制剂。AURK抑制剂的实例包括阿立塞替、

ZM447439、橙皮苷、ilorasertib、VX‑680、CCT  137690、来他替尼、NU  6140、PF  03814735、

SNS  314甲磺酸盐、TC‑A  2317盐酸盐、TAK‑901、AMG‑900、AS‑703569、AT‑9283、CYC‑116、

SCH‑1473759和TC‑S  7010。在一些实施方案中，AURK抑制剂为CYC‑116、阿立塞替、或AS‑

703569。JAK抑制剂的实例包括鲁索利替尼、托法替尼、奥拉替尼、巴瑞替尼、培菲替尼、菲达

替尼、乌帕替尼、菲格替尼、赛度替尼、盐酸巴多昔芬(gandotinib)、来他替尼、莫洛替尼、帕

西替尼和PF‑04975842。C‑Met抑制剂的实例包括BMS‑777607、卡博替尼、MK‑2461、AMG‑458、
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JNJ‑38877605、PF‑04217903和GSK‑1363089。患有SCLC‑N亚型癌症的对象可对其他药物包

括PF‑562271、VS‑507、KW‑2449、匹莫齐特、CB‑64D、AC‑220、高三尖杉酯碱、XL‑888、XL‑880、

异环磷酰胺、SL‑0101、GW‑5074、来曲唑、CYC‑202和BIM‑46187敏感。在一些实施方案中，向

被确定为患有SCLC‑N亚型的癌症的对象施用被配置为与表4、表5和/或表6的蛋白质中的一

种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表4的蛋白质中的

一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表5的蛋白质中

的一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表6的蛋白质

中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与SSTR2结合

的靶向剂(例如，SSTR2结合蛋白)。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与SEMA6D结合

的靶向剂(例如，SEMA6D结合蛋白)。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与SGCD结合的

靶向剂(例如，SGCD结合蛋白)。

[0055] 在一些实施方案中，对象被确定患有SCLC‑P亚型癌症或曾经被确定患有SCLC‑P亚

型癌症。在一些实施方案中，向对象施用PARP抑制剂、AKT抑制剂、Syk抑制剂、JAK抑制剂、

SRC抑制剂、BET抑制剂、ERK抑制剂、mTor抑制剂、HSP90抑制剂、PI3K抑制剂、CDK抑制剂、拓

扑异构酶抑制剂、核苷类似物、抗代谢物或含铂的化学治疗剂。PARP抑制剂的实例包括奥拉

帕尼、卢卡帕尼、尼拉帕尼、他拉唑帕尼、维利帕尼、帕米帕利、CEP  9722、E7016、iniparib、

AZD2461和3‑氨基苯甲酰胺。在一些实施方案中，PARP抑制剂为他拉唑帕尼、奥拉帕尼、尼拉

帕尼、AZD‑2461、或卢卡帕尼。AKT抑制剂的实例包括CCT‑128930、GSK690693、MK  2206、

SC79、capivasertib、ipatasertib、borussertib、uprosertib、哌立福新、AZD‑5363和A‑

443654。Syk抑制剂的实例包括R‑406、R‑788(福他替尼)、BAY  61‑3606和尼伐地平。JAK抑制

剂的实例包括鲁索利替尼、托法替尼、奥拉替尼、巴瑞替尼、巴瑞替尼、培菲替尼、菲达替尼、

乌帕替尼、菲格替尼、赛度替尼、盐酸巴多昔芬、来他替尼、莫洛替尼、帕西替尼、AZD‑1480、

XL‑019、SB‑1578、WL‑1034和PF‑04975842。SRC抑制剂的实例包括达沙替尼、AZD‑0530、KX2‑

391、博舒替尼、塞卡替尼和槲皮素。BET抑制剂的实例包括GSK1210151A、GSK525762、(+)‑

JQ1、OTX‑015、TEN‑010、CPI‑203、CPI‑0610、LY294002、AZD5153、MT‑1和MS645。ERK抑制剂的

实例包括SC‑1(pluripotin)、AX  15836、BIX  02189、ERK5‑IN‑1、FR  180204、TCS  ERK  11e、

TMCB和XMD  8‑92。CDK抑制剂的实例包括R‑547、帕博西尼、LY‑2835219、CYC‑202、瑞博西尼、

阿贝西利和曲拉西利。mTor抑制剂的实例包括PF‑04212384、OSI‑027、雷帕霉素、AZD‑2014、

RG‑7603、BGT‑226、PI‑103、GSK‑2126458、依维莫司、替西罗莫司、地磷莫司、西罗莫司、达克

利司和沙帕色替。抗代谢物和核苷类似物的实例包括特立氟胺、培美曲塞、ONX‑0801、氟脲

嘧啶、克拉屈滨、甲氨蝶呤、硫嘌呤、吉西他滨、卡培他滨、羟基脲、氟达拉滨、2‑氟腺苷、普拉

曲沙、奈拉滨、克拉屈滨、氯法拉滨、地西他滨、阿扎胞苷、阿糖胞苷、氟尿苷和硫鸟嘌呤。在

一些实施方案中，抗代谢物为培美曲塞、甲氨蝶呤、或普拉曲沙。在一些实施方案中，核苷类

似物为氟尿苷、阿糖胞苷、氯法拉滨、或氟达拉滨。含铂的化学治疗剂的实例包括顺铂、卡

铂、奥沙利铂、奈达铂、吡铂和赛特铂。在一些实施方案中，含铂的化学治疗剂为顺铂、卡铂、

奥沙利铂、奈达铂、吡铂或赛特铂。患有SCLC‑P亚型癌症的患者可对其他药物包括ENMD‑

2076、HPI1、CP‑868596、TL‑32711、FGF抑制剂、AS‑703569、凡德他尼、CYC‑116、KW‑2499、

GSK‑2334470、BMS‑582664、AEG‑40730、ICG‑001、CB‑64D、SCH‑1473759、MK‑2461、CH‑

5132799、多韦替尼、AM‑2282、PP‑242、ZSTK‑474、克唑替尼、apitolisib、AT‑9283、MPC‑
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3100、阿立塞替、LOR‑253、INK‑128、AZD‑8055、AZD‑8055、高三尖杉酯碱、依维莫司、XL‑888、

XL‑880、PF‑04929113、PF‑4942847、达克利司、PF‑04691502、TAK901、CUDC‑305、维A酸、GSK‑

461364、BAY‑80‑6946、柔红霉素(danorubicin)、阿霉素、戊柔比星、YK‑4‑279、PF‑4176340、

BKM‑120、APO‑866、EB‑1627、阿西替尼、XR‑5944、XR‑5000、BX‑912、米托蒽醌、LY‑294002、伊

沙匹隆、GDC‑0941、BMS‑536924、3‑AP、噻替哌、贝利司他和ABT‑348敏感。在一些实施方案

中，向被确定为患有SCLC‑P亚型的癌症的对象施用被配置为与表7、表8和/或表9的蛋白质

中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表7的蛋白

质中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表8的蛋

白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表9的

蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与

MICA结合的靶向剂(例如，MICA结合蛋白)。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与

TMEM87A结合的靶向剂(例如，TMEM87A结合蛋白)。在一些实施方案中，向对象施用被配置为

与ART3结合的靶向剂(例如，ART3结合蛋白)。

[0056] 在一些实施方案中，对象被确定患有SCLC‑I亚型癌症或曾经被确定患有SCLC‑I亚

型癌症。这些细胞可以表达免疫检查点蛋白、炎症标志物、STING通路蛋白、CCL5、CXCL10、

MHC蛋白、CD274(PD‑L1)、LAG3、C10orf54(VISTA)、IDO1、CD38和ICOS。在这种情况下，选择使

用免疫检查点抑制剂、BTK抑制剂、Syk抑制剂、多激酶抑制剂、ERK抑制剂、VEGFR抑制剂、MEK

抑制剂、FGFR抑制剂治疗患者。BTK抑制剂的实例包括依鲁替尼、LCB  03‑0110、LFM‑A13、PCI 

29732、PF  06465469和土曲霉酸。Syk抑制剂的实例包括R‑406、R‑788(福他替尼)、BAY  61‑

3606和尼伐地平。多激酶抑制剂的实例包括LY‑2801653、ENMD‑2076、普纳替尼和帕唑帕尼。

ERK抑制剂的实例包括SC‑1(pluripotin)、AX  15836、BIX  02189、ERK5‑IN‑1、FR  180204、

TCS  ERK  11e、TMCB和XMD  8‑92。VEGFR抑制剂的实例包括ASP‑4130(替沃扎尼)、仑伐替尼、

RG‑7167、索拉菲尼、舒尼替尼、贝伐珠单抗、卡博替尼、瑞戈非尼、尼达尼布和阿帕替尼。MEK

抑制剂的实例包括RO‑5126766、AZD‑8330、TAK‑733、XL‑518、PD‑0325901、ARRY‑162、曲美替

尼、匹马赛替尼(pimasertib)、考比替尼、比美替尼和司美替尼。FGFR抑制剂的实例包括PD‑

173074、OTX‑015、LY‑2874455、BGJ‑398、普纳替尼、尼达尼布、多韦替尼、达鲁舍替和布立尼

布。患有SCLC‑I亚型癌症的患者可能对其他药物包括AZD‑1480、AZD‑0530、ASP‑3026、氟维

司群、SCH‑1473759、MK‑2461、LY‑2090314、PP‑242、17‑AAG、BPR1J‑097、INK‑128、AZD‑8055、

高三尖杉酯碱、依维莫司、XL‑888、XL‑880、达克利司、PF‑04691502、OSI‑027、雷帕霉素、

CUDC‑305和博来霉素敏感。在一些实施方案中向被确定为患有SCLC‑I亚型的癌症的对象施

用被配置为与表10、表11和/或表12的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一些实

施方案中，向对象施用被配置为与表10的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。在一

些实施方案中，向对象施用被配置为与表11的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向剂。

在一些实施方案中，向对象施用被配置为与表12的蛋白质中的一种或多于一种结合的靶向

剂。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与SLAMF8结合的靶向剂(例如，SLAMF8结合蛋

白)。在一些实施方案中，向对象施用被配置为与MRC2结合的靶向剂(例如，MRC2结合蛋白)。

在一些实施方案中，向对象施用被配置为与PIEZO1结合的靶向剂(例如，PIEZO1结合蛋白)。

[0057] II.靶向剂

[0058] 本公开的方面包括靶向剂。本公开的“靶向剂”是指能够与细胞表面蛋白特异性结
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合的分子。在一些实施方案中，靶向剂是抗原结合蛋白。抗原结合蛋白是指能够与抗原特异

性结合的蛋白质。抗原结合蛋白的实例包括抗体、抗体片段(例如，ScFv、Fab等)、类抗体分

子(例如，双特异性T细胞衔接器)、嵌合抗原受体、以及配体(例如，天然配体、合成配体)。在

一些实施方案中，靶向剂包含抗体。能够与细胞表面蛋白特异性结合的各种靶向剂在本领

域中是已知的，并且是本文所预期的。

[0059] 本公开的靶向剂包括包含抗原结合蛋白的分子和一个或多于一个其他组分。在一

些实施方案中，抗原结合蛋白与一种或多于一种治疗剂可操作地连接(例如，共价连接、非

共价连接)。在一些实施方案中，治疗剂是化学治疗剂。在一些实施方案中，治疗剂是毒素

(例如，MMAE、DM1、tesirine等)。在一些实施方案中，治疗剂是治疗性核酸(例如，反义寡核

苷酸、小干扰RNA、小发夹RNA等)。在一些实施方案中，本公开的靶向分子是抗体‑药物缀合

物(ADC)。在一些实施方案中，本公开的靶向分子是抗体‑寡核苷酸缀合物(AOC)。

[0060] 本公开的靶向剂可以是能够与表1至表12中的任何一个的一种或多于一种表面标

志物特异性结合的分子。在一些实施方案中，靶向剂能够与表1的表面标志物特异性结合。

在一些实施方案中，靶向剂能够与表2的表面标志物特异性结合。在一些实施方案中，靶向

剂能够与表3的表面标志物特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与表4的表面标志

物特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与表5的表面标志物特异性结合。在一些实

施方案中，靶向剂能够与表6的表面标志物特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与

表7的表面标志物特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与表8的表面标志物特异性

结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与表9的表面标志物特异性结合。在一些实施方案中，

靶向剂能够与表10的表面标志物特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与表11的表

面标志物特异性结合。在一些实施方案中，靶向剂能够与表12的表面标志物特异性结合。

[0061] III.细胞表面蛋白

[0062] 如本文所用，“蛋白质”或“多肽”是指包含至少五个氨基酸残基的分子。如本文所

用，术语“野生型”是指天然存在于生物体中的内源性分子。在一些实施方案中，使用了蛋白

质或多肽的野生型版本，然而，在本公开的许多实施方案中，则使用经修饰的蛋白质或多

肽。以上描述的术语可以互换使用。“经修饰的蛋白质”或“经修饰的多肽”或“变体”指的是

相对于野生型蛋白质或多肽，化学结构、特别是氨基酸序列改变的蛋白质或多肽。在一些实

施方案中，经修饰的/变体蛋白质或多肽具有至少一种经修饰的活性或功能(认识到蛋白质

或多肽可能具有多种活性或功能)。特别地预期了经修饰的/变体蛋白质或多肽在一种活性

或功能方面可以改变，但在其他方面还保持了野生型活性或功能，例如免疫原性。

[0063] 在本文中具体提及蛋白质的情况下，通常参考天然(野生型)或重组蛋白或，任选

地，其中已经移除任何信号序列的蛋白质。蛋白质可以直接从其天然生物体中分离出来，通

过重组DNA/外源表达方法产生，或者通过固相多肽合成(SPPS)或其他体外方法产生。在具

体的实施方案中，有分离的核酸节段和包含核酸序列的重组载体，核酸序列编码多肽(例如

抗体或其片段)。术语“重组的”可以与多肽或特异性多肽的名称一起使用，这通常是指由已

经在体外操作的核酸分子或为这种分子的复制产物的核酸分子所生产的多肽。

[0064] 如本文所用，“细胞表面蛋白”(也称“表面蛋白”或“表面标志物”)是指可以在细胞

表面(例如，细胞膜)上表达的蛋白质。细胞表面蛋白可以附着在细胞的膜上。细胞表面蛋白

可以嵌入细胞的膜中。细胞表面蛋白可以包含一个或多于一个跨膜区域。在一些实施方案
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中，可以预期细胞表面蛋白与SCLC亚型相关联(即在其中优先表达)。还预期了靶向细胞表

面蛋白治疗SCLC的方法。可以靶向细胞表面蛋白，例如通过抗体或抗体片段，用于向SCLC细

胞递送治疗剂。例如，可以使用抗体靶向细胞表面蛋白，以将毒素或其他治疗剂递送至表达

细胞表面蛋白的SCLC细胞。使用本公开的方法或组合物靶向细胞表面蛋白的实例包括δ样

典型Notch配体3(DLL3)、CEA细胞黏附分子5(CEACAM5)、钠通道上皮1亚基α(SCNN1A)、生长

抑素受体2型(SSTR2)、脑信号蛋白6D(SEMAD6)、肌聚糖δ(SGCD)、MHC  I类多肽相关序列A

(MICA)、跨膜蛋白87A(TMEM87A)、ADP‑核糖基转移酶3(ART3)、SLAM家族成员8(SLAMF8)、甘

露糖受体C2型(MRC2)和压电型机械敏感离子通道组件1(PIEZO1)。

[0065] A.DLL3

[0066] δ样典型Notch配体3(DLL3)，也称SCDO1，是在神经内分泌肿瘤中高表达的抑制性

Notch配体。人DLL3的mRNA全序列的Genbank登录号为NM_016941。DLL3表达是由ASCL1驱动

的，因此，如本文所示，DLL3在SCLC‑A中优先表达。新型的DLL3的抗体‑药物缀合物(ADC)、特

司林‑洛伐妥珠单抗(Rova‑T)，在表达DLL3的患者来源的异种移植(PDX)模型中显示出活

性。在临床试验中，在部分患者中观察到Rova‑T的临床活性，但由于ADC有效载荷毒性和复

发SCLC的缓解率低于预期，进一步的临床开发被阻止。尽管Rova‑T的结果令人失望，但其他

DLL3方法似乎很有希望，并正在进行研究，包括DLL3CAR‑T(NCT03392064)，这是SCLC的第一

个CAR‑T治疗试验。此外，DLL3是双特异性T细胞衔接器(BiTE)免疫肿瘤学治疗AMG  757的靶

点，因为Rova‑T的中止表达(cessation)似乎是ADC毒性作用的结果，而不是DLL3特异性作

用的结果。

[0067] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用DLL3结合蛋白，其中

对象被确定为患有SCLC‑A。本公开的DLL3结合蛋白的某些非限制性实例包括抗DLL3抗体、

抗DLL3抗体片段、抗DLL3抗体药物缀合物、抗DLL3双特异性T细胞衔接器(BiTE)和抗DLL3嵌

合抗原受体。在一些实施方案中，DLL3结合蛋白为洛伐妥珠单抗或包含洛伐妥珠单抗。在一

些实施方案中，DLL3结合蛋白为特司林‑洛伐妥珠单抗。在一些实施方案中，DLL3结合蛋白

为AMG  119。在一些实施方案中，DLL3结合蛋白为AMG  757。

[0068] B.CEACAM5

[0069] CEA细胞黏附分子5(CEACAM5)，也称CD66e，是在胃肠道肿瘤、乳腺癌以及NSCLC中

过表达的细胞黏附分子。人CEACAM5的mRNA全序列的Genbank登录号为NM_001291484。

CEACAM是戈沙妥珠单抗和CAR  T细胞的靶标，戈沙妥珠单抗是用于难治性转移性结直肠癌

患者临床研究的ADC。

[0070] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用CEACAM5结合蛋白，其

中对象被确定为患有SCLC‑A。本发明的CEACAM5结合蛋白的某些非限制性实例包括抗

CEACAM5抗体、抗CEACAM5抗体片段、抗CEACAM5抗体药物缀合物、抗CEACAM5双特异性T细胞

衔接器(BiTE)和抗CEACAM5嵌合抗原受体。在一些实施方案中，CEACAM5结合蛋白为拉贝珠

单抗或包含拉贝珠单抗。在一些实施方案中，DLL3结合蛋白为戈维替康‑拉贝珠单抗

(labetuzumab  govitecan)。

[0071] C.SCNN1A

[0072] 钠通道上皮1亚基α(SCNN1A)，也称BESC2，是非电压门控、阿米洛利敏感的钠通道。

人SCNN1A的mRNA全序列的Genbank登录号为NM_001038。
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[0073] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用SCNN1A结合蛋白，其

中对象被确定为患有SCLC‑A。本发明的SCNN1A结合蛋白的某些非限制性实例包括抗SCNN1A

抗体、抗SCNN1A抗体片段、抗SCNN1A抗体药物缀合物、抗SCNN1A双特异性T细胞衔接器

(BiTE)和抗SCNN1A嵌合抗原受体。

[0074] D.SSTR2

[0075] 生长抑素受体2型(SSTR2)为七穿膜受体。SSTR2是在低级和中级神经内分泌肿瘤

(NET)中表达的成熟靶点，其中与SSTR2结合的生长抑素类似物，如常规用于治疗的奥曲肽

和兰瑞肽。SSTR2也是ADC、PEN‑221的靶点。人SSTR2的mRNA全序列的Genbank登录号为NM_

001050。

[0076] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用SSTR2结合蛋白，其中

对象被确定为患有SCLC‑N。本发明的SSTR2结合蛋白的某些非限制性实例包括抗SSTR2抗

体、抗SSTR2抗体片段、抗SSTR2抗体药物缀合物、抗SSTR2双特异性T细胞衔接器(BiTE)和抗

SSTR2嵌合抗原受体。在一些实施方案中，SSTR2结合蛋白为PEN‑221。

[0077] E.SEMAD6

[0078] 脑信号蛋白6D(SEMAD6)为细胞表面蛋白。人SEMAD6的mRNA全序列的Genbank登录

号为NM_020858。

[0079] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用SEMAD6结合蛋白，其

中对象被确定为患有SCLC‑N。本发明的SEMAD6结合蛋白的某些非限制性实例包括抗SEMAD6

抗体、抗SEMAD6抗体片段、抗SEMAD6抗体药物缀合物、抗SEMAD6双特异性T细胞衔接器

(BiTE)和抗SEMAD6嵌合抗原受体。

[0080] F.SGCD

[0081] 肌聚糖δ(SGCD)是肌聚糖复合体的组分。人SGCD的mRNA全序列的Genbank登录号为

NM_000337。

[0082] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用SGCD结合蛋白，其中

对象被确定为患有SCLC‑N。本发明的SGCD结合蛋白的某些非限制性实例包括抗SGCD抗体、

抗SGCD抗体片段、抗SGCD抗体药物缀合物、抗SGCD双特异性T细胞衔接器(BiTE)和抗SGCD嵌

合抗原受体。

[0083] G.MICA

[0084] MHC  I类多肽相关序列A(MICA)为细胞表面蛋白。MICA通常作为自然杀伤细胞组2

(NKG2D)受体激活的配体，但长期激活NKG2D最终会抑制自然杀伤细胞(NK)和CD8+T细胞的

活性，从而实现免疫逃避。人MICA的mRNA全序列的Genbank登录号为NM_000247。

[0085] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用MICA结合蛋白，其中

对象被确定为患有SCLC‑P。本发明的MICA结合蛋白的某些非限制性实例包括抗MICA抗体、

抗MICA抗体片段、抗MICA抗体药物缀合物、抗MICA双特异性T细胞衔接器(BiTE)和抗MICA嵌

合抗原受体。在一些实施方案中，MICA结合蛋白为IPH43。

[0086] H.TMEM87A

[0087] 跨膜蛋白87A(TMEM87A)为细胞表面蛋白。人TMEM87A的mRNA全序列的Genbank登录

号为NM_015497。

[0088] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用TMEM87A结合蛋白，其
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中对象被确定为患有SCLC‑P。本发明的TMEM87A结合蛋白的某些非限制性实例包括抗

TMEM87A抗体、抗TMEM87A抗体片段、抗TMEM87A抗体药物缀合物、抗TMEM87A双特异性T细胞

衔接器(BiTE)和抗TMEM87A嵌合抗原受体。

[0089] I.ART3

[0090] ADP‑核糖基转移酶3(ART3)为细胞表面蛋白。人ART3的mRNA全序列的Genbank登录

号为NM_001130016。

[0091] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用ART3结合蛋白，其中

对象被确定为患有SCLC‑P。本发明的ART3结合蛋白的某些非限制性实例包括抗ART3抗体、

抗ART3抗体片段、抗ART3抗体药物缀合物、抗ART3双特异性T细胞衔接器(BiTE)和抗ART3嵌

合抗原受体。

[0092] J.SLAMF8

[0093] SLAM家族成员8(SLAMF8)，也称CD353，是参与淋巴细胞活化的细胞表面蛋白CD2家

族的成员。人SLAMF8的mRNA全序列的Genbank登录号为NM_020125。

[0094] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用SLAMF8结合蛋白，其

中对象被确定为患有SCLC‑I。本发明的SLAMF8结合蛋白的某些非限制性实例包括抗SLAMF8

抗体、抗SLAMF8抗体片段、抗SLAMF8抗体药物缀合物、抗SLAMF8双特异性T细胞衔接器

(BiTE)和抗SLAMF8嵌合抗原受体。

[0095] K.MRC2

[0096] 甘露糖受体C2型(MRC2)，也称CD280，是蛋白质甘露糖受体家族的成员。人MRC2的

mRNA全序列的Genbank登录号为NM_006039。

[0097] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用MRC2结合蛋白，其中

对象被确定为患有SCLC‑I。本发明的MRC2结合蛋白的某些非限制性实例包括抗MRC2抗体、

抗MRC2抗体片段、抗MRC2抗体药物缀合物、抗MRC2双特异性T细胞衔接器(BiTE)和抗MRC2嵌

合抗原受体。

[0098] L.PIEZO1

[0099] 压电型机械敏感离子通道组件1(PIEZO1)为机械激活的离子通道。人PIEZO1的

mRNA全序列的Genbank登录号为NM_001142864。

[0100] 在一些实施方案中，公开的方法包括对患有SCLC的对象施用PIEZO1结合蛋白，其

中对象被确定为患有SCLC‑I。本发明的PIEZO1结合蛋白的某些非限制性实例包括抗PIEZO1

抗体、抗PIEZO1抗体片段、抗PIEZO1抗体药物缀合物、抗PIEZO1双特异性T细胞衔接器

(BiTE)和抗PIEZO1嵌合抗原受体。

[0101] IV.抗体

[0102] 本公开的各方面涉及抗体或其片段。术语“抗体”是指可与完整抗体竞争与靶标抗

原的特异性结合的任何同种型的完整免疫球蛋白或其片段，并包括嵌合抗体、人源化抗体、

全人抗体和双特异性抗体。如本文所用，术语“抗体”或“免疫球蛋白”可互换使用并且是指

作为动物免疫反应的一部分起作用的几类结构相关蛋白质中的任何一种，包括IgG、IgD、

IgE、IgA、IgM和相关蛋白质，以及包含保留抗原结合活性的抗体CDR结构域的多肽。

[0103] 术语“抗原”是指能够被选择性结合剂如抗体结合的分子或分子的一部分。抗原可

具有一个或多于一个能够与不同抗体相互作用的表位。
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[0104] 术语“表位”包括能够通过与免疫球蛋白或与T‑细胞受体结合而引发免疫反应的

分子的任何区域或部分。表位决定簇可包括化学活性表面基团如氨基酸、糖侧链、磷酰基或

磺酰基，并可具有特定的三维结构特征和/或特定的电荷特征。通常，对特定靶标抗原特异

性的抗体将优先识别复杂混合物内靶标抗原上的表位。

[0105] 可使用本领域熟知的许多不同的表位作图技术来识别给定多肽的表位区域，包

括：X‑射线晶体学、核磁共振波谱法、定点诱变作图、蛋白质展示阵列，参见例如Epitope 

Mapping  Protocols,(Johan  Rockberg  and  Johan  Nilvebrant,Ed.,2018)Humana  Press,

New  York ,N .Y .。这样的技术是本领域已知的并见述于例如美国专利第4,708 ,871号；

Geysen等人Proc .Na tl .Acad .Sci .U SA81 :3 998‑400 2 (1 984) ；Geysen等人

Proc .Natl .Acad .Sci .USA82:178‑182(1985)；Geysen等人Molec .Immunol .23:709‑715

(1986)中。参见例如Epitope  Mapping  Protocols，出处同上。此外，还可使用标准抗原性和

亲水性图来预测和识别蛋白质的抗原区。

[0106] 完整抗体通常由两条全长重链和两条全长轻链组成，但在一些情况下可包括更少

的链，如骆驼科动物中天然存在的抗体，其可仅包含重链。如本文所公开，抗体可仅源自单

一来源或可以是“嵌合的”，即抗体的不同部分可源自两种不同的抗体。例如，可变区或CDR

区可源自大鼠或小鼠源，而恒定区源自不同的动物源，如人类。抗体或结合片段可在杂交瘤

中通过重组DNA技术或通过完整抗体的酶促或化学裂解产生。除非另有说明，否则术语“抗

体”包括其衍生物、变体、片段和突变蛋白，其实例如下所述(Sela‑Culang等人Front 

Immunol.2013；4:302；2013)。

[0107] 术语“轻链”包括具有足够的可变区序列以赋予结合特异性的全长轻链及其片段。

全长轻链具有约25000道尔顿的分子量并包括可变区结构域(本文缩写为VL)和恒定区结构

域(本文缩写为CL)。轻链分为两类，确定为kappa(κ)和lambda(λ)。术语“VL片段”指的是单

克隆抗体的轻链片段，其包括全部或部分轻链可变区，包括CDR。VL片段还可包括轻链恒定

区序列。轻链的可变区结构域在多肽的氨基末端处。

[0108] 术语“重链”包括具有足够的可变区序列以赋予结合特异性的全长重链及其片段。

全长重链具有约50000道尔顿的分子量并包括可变区结构域(本文缩写为VH)和三个恒定区

结构域(本文缩写为CH1、CH2和CH3)。术语“VH片段”指的是单克隆抗体的重链片段，其包括

重链可变区的全部或部分，包括CDR。VH片段还可包括重链恒定区序列。重链恒定区结构域

的数量将取决于同种型。VH结构域在多肽的氨基末端处，CH结构域在羧基末端处，CH3最靠

近‑COOH端。抗体的同种型可为IgM、IgD、IgG、IgA或IgE并由存在的重链定义，其中有五个分

类，分别为：mu(μ)链、delta(δ)链、gamma(γ)链、alpha(α)链或epsilon(ε)链。IgG有若干亚

型，包括但不限于IgG1、IgG2、IgG3和IgG4。IgM亚型包括IgM1和IgM2。IgA亚型包括IgA1和

IgA2。

[0109] 抗体可以是任何同种型或分类的完整免疫球蛋白、嵌合抗体或对两种或更多种抗

原具有特异性的杂交抗体。它们还可以是片段(例如F(ab’)2、Fab’、Fab、Fv等，包括杂交的

片段)。免疫球蛋白还包括天然的、合成的或基因改造的蛋白质，其通过与特异性抗原结合

以形成复合物来表现得像抗体。术语抗体包括基因工程化的或以其他方式修饰的形式的免

疫球蛋白，如以下：

[0110] 术语“单体”是指仅含一个Ig单元的抗体。单体是抗体的基本功能单位。术语“二聚
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体”指的是含有两个经由抗体重链的恒定结构域(Fc或片段可结晶区)彼此连接的Ig单元的

抗体。复合物可通过接合(J)链蛋白来稳定。术语“多聚体”指的是含有不止两个经由抗体重

链的恒定结构域(Fc区)彼此连接的Ig单元的抗体。复合物可通过接合(J)链蛋白来稳定。

[0111] 术语“二价抗体”指的是包含两个抗原结合位点的抗体。两个结合位点可具有相同

的抗原特异性或者它们可以是双特异性的，这意味着两个抗原结合位点具有不同的抗原特

异性。

[0112] 双特异性抗体是一类具有两个互补位的抗体，其具有针对两个或多于两个不同表

位的不同结合位点。在一些实施方案中，双特异性抗体可以是双互补位的，其中双特异性抗

体可特异性地识别来自相同抗原的不同表位。在一些实施方案中，双特异性抗体可由称为

“纳米抗体”的一对不同的单结构域抗体构建。单结构域抗体来源于软骨鱼类和骆驼科动物

并自其修饰而来。可使用对于本领域技术人员典型的技术通过接头将纳米抗体接合于一

起；用于纳米抗体的选择和接合的此类方法见述于PCT公开号WO2015044386A1、

WO2010037838A2和Bever等人,Anal  Chem.86:7875–7882(2014)中，其各自通过其全文引用

明确并入本文。

[0113] 双特异性抗体可构建为：完全IgG、Fab’2、Fab’PEG、双体或者构建为scFv。双体和

scFv可在无Fc区的情况下仅使用可变结构域构建，这可能会降低抗独特型反应的作用。双

特异性抗体可通过多种方法产生，包括但不限于杂交瘤的融合或Fab’片段的连接。参见例

如Songsivilai  and  Lachmann ,Clin.Exp.Immunol .79:315‑321(1990)；Kostelny等人,

J.Immunol.148:1547‑1553(1992)，其各自通过其全文引用明确并入本文。

[0114] 在某些方面，通过与结合不同抗原的VH和VL区对进行多聚化，抗原结合结构域可

以是多特异性或异源特异性的。例如，抗体可与(a)细胞表面抗原、(b)效应细胞表面上的Fc

受体或(c)至少一种其他组分结合或相互作用。相应地，方面可包括但不限于双特异性、三

特异性、四特异性和其他多特异性抗体或其抗原结合片段，其针对表位和其他靶标，如效应

细胞上的Fc受体。

[0115] 在一些实施方案中，可使用多特异性抗体并使用本领域已知的常规方法经由短的

柔性多肽链直接连接。一个这样的实例为双体，其为二价双特异性抗体，其中VH和VL结构域

在单个多肽链上表达并利用太短而无法在同一链上的结构域之间配对的接头，从而迫使结

构域与另一条链的互补结构域配对产生两个抗原结合位点。接头功能适用于三体、四体和

更高阶抗体多聚体的实施方案。(参见例如Hollinger等人,Proc  Natl.Acad .Sci.USA  90:

6444‑6448(1993)；Polijak等人,Structure  2:1121‑1123(1994)；Todorovska等人,

J.Immunol.Methods  248:47‑66(2001))。

[0116] 双特异性双体，与双特异性完全抗体相反，也可能是有利的，因为它们可容易地在

大肠杆菌中构建和表达。可使用噬菌体展示(WO94/13804)从文库中容易地选择具有适宜的

结合特异性的双体(和其他多肽如抗体片段)。如果双体的一条臂保持恒定，例如，具有针对

某蛋白质的特异性，则可制作文库，其中改变另一条臂并选择具有适宜的特异性的抗体。双

特异性完全抗体可通过如Ridgeway等人(Protein  Eng .,9:616‑621 ,1996)和Krah等人(N 

Biotechnol.39:167‑173,2017)中所述的替代工程方法制备，其各自通过其全文引用并入

本文。

[0117] 异源缀合物抗体由具有不同特异性的两种共价连接的单克隆抗体组成。参见例如
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美国专利第6,010,902号，其全部内容通过引用并入本文。

[0118] 以高特异性与抗原的表位结合的抗体分子的Fv片段部分在本文中称为“互补位”。

互补位由与抗原的表位接触以促进抗原识别的氨基酸残基组成。抗体的两个Fv片段中的每

一个都由二聚化构型的两个可变结构域VH和VL组成。每个可变结构域的一级结构包括三个

由框架区(FR)隔开并在其两侧的高变环。高变环为来自任何哺乳动物的抗体分子中一级序

列变异性最高的区域。术语高变环有时与术语“互补决定区(CDR)”可互换地使用。高变环

(或CDR)的长度因抗体分子而异。来自给定哺乳动物的所有抗体分子的框架区具有高度的

一级序列相似性/一致性。本领域技术人员可使用框架区的一致性来识别框架区和散布在

框架区之间的高变环(或CDR)。高变环被赋予标识名，这些标识名区分它们在多肽内的位置

以及它们出现在哪个结构域上。VL结构域中的CDR被标识为L1、L2和L3，L1出现在CL结构域

的最远端，L3出现在最靠近CL结构域处。CDR也可被赋予名称CDR‑1、CDR‑2和CDR‑3。L3(CDR‑

3)通常是给定生物产生的所有抗体分子中变异性最高的区域。CDR为在一级结构中线性排

列并由框架区彼此隔开的多肽链区域。VL链的氨基末端(N‑末端)被命名为FR1。标识为FR2

的区域出现在L1和L2高变环之间。FR3出现在L2和L3高变环之间，FR4区域最靠近CL结构域。

VH链重复了这种结构和命名法，其包括三个CDR，分别标识为H1、H2和H3。可变结构域或Fv片

段(VH和VL)中的大部分氨基酸残基是框架区的一部分(大约85％)。抗体分子的三维或三级

结构使得框架区更位于分子内部并提供大部分结构，而CDR在分子的外表面上。

[0119] 已开发了若干方法并且本领域技术人员可使用这些方法来识别构成这些区域中

的每一个的确切氨基酸。这可使用多种多序列比对方法和算法中的任何一种来实现，这些

方法和算法识别构成框架区的保守氨基酸残基，因此识别长度可能不同但位于框架区之间

的CDR。已开发了三种常用的方法来识别抗体的CDR：Kabat(如T.T.Wu  and  E.A.Kabat,“AN 

ANALYSIS  OF  THE  SEQUENCES  OF  THE  VARIABLE  REGIONS  OF  BENCE  JONES  PROTEINS  AND 

MYELOMA  LIGHT  CHAINS  AND  THEIR  IMPLICATIONS  FOR  ANTIBODY  COMPLEMENTARITY,”J 

Exp  Med ,vol .132 ,no .2 ,pp .211–250 ,Aug .1970中所述)；Chothia(如C.Chothia等人,

“Conformations  of  immunoglobulin  hypervariable  regions ,”Nature ,vol .342 ,

no .6252 ,pp.877–883 ,Dec .1989中所述)；和IMGT(如M.‑P .Lefranc等人,“IMGT  unique 

numbering  for  immunoglobulin  and  T  cell  receptor  variable  domains  and  Ig 

superfamily  V‑like  domains,”Developmental&Comparative  Immunology,vol.27,no.1,

pp.55–77,Jan.2003中所述)。这些方法各包括用于识别构成可变区的氨基酸残基的独特编

号系统。在大多数抗体分子中，实际接触抗原表位的氨基酸残基出现在CDR中，但在一些情

况下，框架区内的残基有助于抗原结合。

[0120] 本领域技术人员可使用若干方法中的任何一种来确定抗体的互补位。这些方法包

括：1)基于抗体可变区的氨基酸序列的化学性质和表位的组成对抗体/表位结合相互作用

的三级结构进行计算预测；2)氢‑氘交换和质谱法；3)多肽片段化和肽图谱方法，其中从多

肽的全长生成多个重叠的肽片段并评价这些肽对表位的结合亲和力；4)抗体噬菌体展示文

库分析，其中编码哺乳动物的基因的抗体Fab片段以引入到噬菌体外壳中的方式被噬菌体

表达。然后让此表达Fab的噬菌体群体与已固定的抗原相互作用或可通过不同的外源表达

系统在其中表达。未结合的Fab片段被洗掉，从而只留下附着于抗原的特异性结合的Fab片

段。结合的Fab片段可容易地分离并确定编码它们的基因。这种方法也可用于Fab片段的较
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小区域，视情况而定包括Fv片段或特定的VH和VL结构域。

[0121] 在某些方面，亲和力成熟的抗体通过其一个或多于一个CDR中的一个或多于一个

修饰来增强，与不具有那些改变的亲本抗体相比，这导致抗体对靶标抗原的亲和力的改善。

某些亲和力成熟的抗体将对靶标抗原具有纳摩尔或皮摩尔的亲和力。亲和力成熟的抗体通

过本领域已知的程序产生，例如，Marks等人,Bio/Technology  10:779(1992)描述了通过VH

和VL结构域洗牌实现亲和力的成熟，Rajpal等人,PNAS.24:8466‑8471(2005)和Thie等人,

Methods  Mol  Biol.525:309‑22(2009)结合如Tiller等人,Front.Immunol.8:986(2017)中

所演示的计算方法描述了噬菌体展示中采用的CDR和/或框架残基的随机诱变。

[0122] 嵌合免疫球蛋白是源自不同物种的融合基因的产物；“人源化”嵌合体通常具有来

自人类免疫球蛋白的框架区(FR)并且一个或多于一个CDR来自非人类来源。

[0123] 在某些方面，重链和/或轻链的部分与来自另一特定物种或属于特定抗体类别或

亚类的相应序列相同或同源，而链的其余部分与源自另一物种或属于另一抗体类别或亚类

的抗体以及这样的抗体的片段中的相应序列相同或同源，只要它们表现出所需的生物活性

即可。美国专利第4,816 ,567号；和Morrison等人,Proc .Natl .Acad .Sci .USA  81:6851

(1984)。对于与嵌合抗体有关的方法，参见例如美国专利第4,816,567号；和Morrison等人,

Proc.Natl.Acad .Sci.USA  81:6851‑6855(1985)，其各自通过其全文引用明确并入本文。

CDR移植见述于例如美国专利第6,180,370、5,693,762、5,693,761、5,585,089和5,530,101

号中，其均出于所有目的通过引用并入本文。

[0124] 在一些实施方案中，最小化来自非人物种的抗体多肽序列将优化嵌合抗体功能并

降低免疫原性。来自非人抗体的非抗原识别区的特定氨基酸残基被修饰为与人抗体或同种

型中的相应残基同源。一个实例是“CDR移植”抗体，其中抗体包含一个或多于一个来自特定

物种或属于特定抗体类别或亚类的CDR，而一个或多于一个抗体链的其余部分与源自另一

物种或属于另一抗体类别或亚类的抗体中的相应序列相同或同源。为了在人类中使用，将

对于来自非人免疫球蛋白的轻链和重链变异区两者来说均由CDR1、CDR2和部分CDR3组成的

V区移植以人抗体框架区，从而用非人CDR替代人抗体的天然存在的抗原受体。在一些情况

下，相应的非人残基替代人免疫球蛋白的框架区残基。此外，人源化抗体可包含在受体抗体

或供体抗体中未发现的残基以进一步改进性能。人源化抗体还可包含免疫球蛋白恒定区

(Fc)，通常为人免疫球蛋白的恒定区的至少一部分。参见例如Jones等人,Nature321:522

(1986)；Riechmann等人,Nature  332:323(1988)；Presta ,Curr.Op.Struct.Biol.2:593

(1992)；Vaswani  and  Hamilton ,Ann .Allergy ,Asthma  and  Immunol .1:105(1998)；

Harris ,Biochem .Soc .Transactions  23；1035 (1995)；Hurle  and  Gross ,

Curr.Op.Biotech.5:428(1994)；Verhoeyen等人,Science  239:1534‑36(1988)。

[0125] 胞内抗体是与细胞内抗原结合的细胞内定位的免疫球蛋白，而不是结合细胞外空

间中的抗原的分泌抗体。

[0126] 多克隆抗体制剂通常包括针对不同决定簇(表位)的不同抗体。为了生产多克隆抗

体，利用一般具有辅助剂和如有必要与载体耦合的抗原或抗原片段免疫宿主，例如兔或山

羊。随后，从宿主的血清收集抗原的抗体。可以针对抗原亲和纯化多克隆抗体，使其单特异

性。

[0127] 单克隆抗体或“mAb”是指从来自排他性亲本细胞的同质抗体群体获得的抗体，例
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如，除了可能以少量存在的天然发生的突变外，群体是相同的。每个单克隆抗体针对单个抗

原决定簇。

[0128] A.功能性抗体片段和抗原结合片段

[0129] 1.抗原结合片段

[0130] 某些方面涉及抗体片段，如结合癌细胞上的细胞表面蛋白的抗体片段。术语功能

性抗体片段包括保留与抗原特异性结合的能力的抗体的抗原结合片段。这些片段由可变区

重链(VH)和/或轻链(VL)的各种排列构成；并且在一些实施方案中，包括恒定区重链1(CHl)

和轻链(CL)。在一些实施方案中，它们不含由重链2(CH2)和3(CH3)结构域构成的Fc区。抗原

结合片段及其修饰的实施方案可包括：(i)由VL、VH、CL和CHl结构域构成的Fab片段类型；

(ii)由VH和CHl结构域构成的Fd片段类型；(iii)由VH和VL结构域构成的Fv片段类型；(iv)

由单个VH或VL结构域构成的单结构域片段类型dAb(Ward ,1989；McCafferty等人,1990；

Holt等人,2003)；(v)分离的互补决定区(CDR)区。例如，Harlow  and  Lane,Antibodies:A 

Laboratory  Manual ,Cold  Spring  Harbor  Laboratory ,NY(1989)；Molec.Biology  and 

Biotechnology:A  Comprehensive  Desk  Reference(Myers ,R .A .(ed .) ,New  York:VCH 

Publisher ,Inc .)；Huston等人,Cell  Biophysics ,22:189‑224(1993)；Pluckthun  and 

Skerra ,Meth .Enzymol .,178:497‑515 (1989) and  in  Day ,E .D .,Advanced 

Immunochemistry,2d  ed .,Wiley‑Liss,Inc.New  York,N.Y.(1990)；Antibodies,4:259‑

277(2015)中描述了这样的术语。该段中的引证通过引用并入。

[0131] 抗原结合片段还包括恰好保留了来自轻链可变区的至少或至多1个、2个或3个互

补决定区(CDR)的抗体片段。含CDR的序列与Fc区(或其CH2或CH3区)的融合包括在该定义的

范围内，包括例如直接或间接与Fc区融合的scFv也包括在本文中。

[0132] 术语Fab片段指的是含VL、VH、CL和CH1结构域的抗体的单价抗原结合片段。术语

Fab’片段指的是比Fab片段大的单克隆抗体的单价抗原结合片段。例如，Fab’片段包括VL、

VH、CL和CH1结构域以及铰链区的全部或部分。术语F(ab’)2片段指的是包含在铰链区通过

二硫键连接的两个Fab’片段的单克隆抗体的二价抗原结合片段。F(ab’)2片段包括例如两

个VH和VL结构域的全部或部分，并还可包括两个CL和CH1结构域的全部或部分。

[0133] 术语Fd片段指的是单克隆抗体的重链片段，其包括VH的全部或部分，包括CDR。Fd

片段还可包括CH1区序列。

[0134] 术语Fv片段指的是单克隆抗体的单价抗原结合片段，包括VL和VH的全部或部分，

而不存在CL和CH1结构域。VL和VH包括例如CDR。单链抗体(sFv或scFv)为其中VL和VH区已通

过柔性接头连接形成单个多肽链的Fv分子，该单个多肽链形成抗原结合片段。单链抗体在

国际专利申请公开号WO  88/01649及美国专利第4,946,778和5,260,203号中有详细讨论，

其公开内容通过引用并入本文。术语(scFv)2指的是二价或双特异性sFv多肽链，其在其C‑

末端处包括通过铰链区与sFv隔开的寡聚化结构域(Pack等人1992)。寡聚化结构域包含自

缔合α‑螺旋，例如亮氨酸拉链，其可通过额外的二硫键进一步稳定。(scFv)2片段也称为“微

型抗体”或“微体”。

[0135] 单结构域抗体为仅含VH或VL结构域的抗原结合片段。在一些情况下，两个或多于

两个VH区与肽接头共价接合产生二价结构域抗体。二价结构域抗体的两个VH区可靶向相同

或不同的抗原。
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[0136] 2.片段可结晶区，Fc

[0137] Fc区含有包含抗体的CH2和CH3结构域的两个重链片段。两个重链片段由两个或多

于两个二硫键以及由CH3结构域的疏水相互作用保持于一起。如本文所用，术语“Fc多肽”包

括源自抗体的Fc区的多肽的天然和突变蛋白形式。含有将促进二聚化的铰链区的此类多肽

的截短形式也包括在内。

[0138] B.具有抗体CDR和展示CDR的支架结构域的多肽

[0139] 根据实施方案，使用抗原结合肽支架如互补决定区(CDR)来生成蛋白质结合分子。

通常，本领域技术人员可确定向其上移植至少一个CDR的蛋白质支架的类型。已知最佳的是

支架必须满足许多标准如：良好的系统发育保守性；已知的三维结构；小的尺寸；很少或没

有转录后修饰；和/或易于产生、表达和纯化。Skerra,J  Mol  Recognit,13:167‑87(2000)。

[0140] 蛋白质支架可来源于但不限于：纤维黏连蛋白II I型F N 3结构域 (称为

“monobodies”)、纤维黏连蛋白III型结构域10、脂质运载蛋白、抗运载蛋白(anticalin)、金

黄色葡萄球菌的蛋白A的Z‑结构域、硫氧还蛋白A或具有重复基序的蛋白质如“锚蛋白重复

序列”、“犰狳重复序列”、“富含亮氨酸的重复序列”和“三角形四肽重复序列”。这样的蛋白

质见述于美国专利公开号2010/0285564、2006/0058510、2006/0088908、2005/0106660及

PCT公开号WO2006/056464中，其各自通过其全文引用明确并入本文。也可使用源自来自蝎

子、昆虫、植物、软体动物等的毒素及神经元NO合成酶的蛋白质抑制剂(PIN)的支架。

[0141] V.制样

[0142] 在某些方面，方法涉及获得来自对象的样本(也称“生物样本”)。本文提供的获得

方法可以包括活体组织检查方法，如细针抽吸活检、针穿活检、真空辅助活检、切取活检、切

除活检、穿刺活检、刮取活检或皮肤活检。在某些实施方案中，通过前面提到的任何活体组

织检查方法从肺组织的活体组织检查获得样本。在其他实施方案中，样本可以从本文提供

的任何组织中获得，组织包括但不限于非癌组织或癌组织和来自血清、胆囊、黏膜、皮肤、心

脏、肺、乳腺、胰腺、血液、肝脏、肌肉、肾脏、平滑肌、膀胱、结肠、肠、脑、前列腺、食管、或甲状

腺组织的非癌组织或癌组织。或者，样本可以从任何其他来源获得，包括但不限于血液、血

浆、血清、汗液、毛囊、颊组织、泪、月经、粪便、或唾液。在目前方法的某些方面，任何医疗专

业人员，如医生、护士或医疗技术员，都可以获取用于检测的生物样本。此外，生物样本可以

在没有医疗专业人员帮助的情况下获得。

[0143] 样本可包括但不限于组织、细胞或来自对象细胞或源自对象细胞的生物材料。生

物样本可以是异质或同质的细胞或组织群体。样本还可以包含不含细胞的样本，如包含无

细胞核酸的无细胞样本，如血清样本。生物样本可以使用本领域已知的可提供适合于本文

所述的分析方法的样本的任何方法获得。样本可以通过无创性方法获得，包括但不限于：刮

皮肤或子宫颈、擦拭脸颊、唾液收集、尿液收集、粪便收集、月经收集、泪收集或精液收集。

[0144] 样本可以通过本领域已知的方法获得。在某些实施方案中，样本通过活体组织检

查获得。在其他实施方案中，样本通过拭子检查、内窥镜检查、刮取、静脉切开术或本领域已

知的任何其他方法获得。在一些情况下，样本可以使用本方法的试剂盒的组分获得、储存或

运输。在一些情况下，多个样本，如多个肺样本或多个血液或血浆样本，可以通过本文描述

的方法获得以用于诊断。在其他情况下，多个样本，如来自一种组织类型(例如肺)的一个或

多于一个样本和来自另一种标本(例如血清)的一个或多于一个样本，可以通过方法获得以
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用于诊断。在一些情况下，多个样本，如来自一种组织类型(例如肺)的一个或多于一个样本

和来自另一种标本(例如血清)的一个或多于一个样本，可以在相同或不同时间获得。

[0145] 在一些实施方案中，本文分析的生物样本是液体样本。在一些实施方案中，样本是

血液样本。在一些实施方案中，样本是血浆样本。在一些实施方案中，样本是血清样本。液体

样本可以包括肿瘤DNA。来自液体样本的肿瘤DNA可以是无细胞DNA(cfDNA)和/或来自循环

肿瘤细胞的DNA。如本文所述，“循环肿瘤DNA”，或“ctDNA”是指从对象的血液或血液成分(例

如，血浆、血清)中获得的肿瘤DNA。肿瘤DNA，包括循环肿瘤DNA(ctDNA)，可以从样本中分离

并如本文所公开的那样进行分析(例如，通过测序如亚硫酸氢盐测序)。

[0146] 在一些实施方案中，生物样本可以通过医师、护士或其他医疗专业人员，如医疗技

术员、内分泌学家、细胞学家、抽血医师、放射科医师或肺科医师获得。医疗专业人员可以指

示对样本进行适当的检测或分析。在某些方面，分子图谱分析公司可以咨询哪种分析或检

测是最适当的指示。在目前方法的其他方面，患者或对象可以在无医疗专业人员帮助的情

况下获得生物样本，如获得全血样本、尿液样本、粪便样本、颊样本、或唾液样本，用于检测。

[0147] 在其他情况下，样本通过侵入性治疗获得，其包括但不限于：活体组织检查、针吸、

内窥镜检查或静脉切开术。针吸方法还可以包括细针抽吸活检、针穿活检、真空辅助活检或

粗针活检。在一些实施方案中，可以通过本文的方法获得多个样本以确保足够量的生物材

料。

[0148] 在本方法的一些实施方案中，分子图谱分析公司可以直接从对象、从医疗专业人

员、从第三方、或者从分子图谱分析公司或第三方提供的试剂盒获得生物样本。在一些情况

下，从对象、医疗专业人员或第三方获得生物样本并将其寄送给分子图谱分析公司后，可以

通过分子图谱分析公司获得生物样本。在一些情况下，分子图谱分析公司可以向分子图谱

分析公司提供用于存储和运输生物样本的合适的容器和赋形剂。

[0149] 在本文所述的方法的一些实施方案中，医疗专业人员无需参与初步诊断或样本采

集。个人也可以通过使用非处方药(OTC)试剂盒获得样本。OTC试剂盒可以包含用于获得本

文所述的所述样本的装置、用于存储所述样本以供检查的装置、以及正确使用试剂盒的说

明书。在一些情况下，分子图谱分析服务包括在购买试剂盒的价格中。在其他情况下，分子

图谱分析服务单独收费。适合于分子图谱分析公司使用的样本可以是任何含有待测个体的

组织、细胞、核酸、基因、基因片段、表达产物、基因表达产物或基因表达产物片段的材料。提

供了用于确定样本适宜性和/或充分性的方法。

[0150] 在一些实施方案中，可将对象转诊给专家，如肿瘤学家、外科医师或内分泌学家。

专家同样可以获得用于检测的生物样本，或将个人转诊到检测中心或实验室以提交该生物

样本。在一些情况下，医疗专业人员可以将对象提交给检测中心或实验室，以提交生物样

本。在其他情况下，对象可以提供样本。在一些情况下，分子图谱分析公司可以获得样本。

[0151] VI.分析方法

[0152] A.甲基化DNA的检测

[0153] 方法的各方面包括分析核酸(例如，肿瘤DNA)以确定核酸的表达水平和/或甲基化

水平。在一些实施方案中，公开了包括确定甲基化DNA的一种或多于一种甲基化位点的甲基

化状态的方法。所公开的方法可以包括确定对象(即，来自对象的DNA如肿瘤DNA)在一个或

多于一个甲基化位点具有差异甲基化。如本文所用，甲基化位点的“差异甲基化”是指与对
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照或参照物(例如，来自健康对象的DNA)相比，样本(例如，包括患有癌症的对象的肿瘤DNA

的样本)中甲基化位点的甲基化状态有显著差异。例如，在一些实施方案中，与来自对照(例

如，健康的、非肿瘤的)DNA的相同甲基化位点相比，来自包含肿瘤DNA的样本的甲基化位点

显著增加了甲基化水平。在一些实施方案中，与来自对照(例如，健康的、非肿瘤的)DNA的相

同甲基化位点相比，来自包含肿瘤DNA的样本的甲基化位点显著降低了甲基化水平。检测甲

基化DNA的检测方法是本领域众所周知的。例如，甲基化的DNA包括甲基化的循环肿瘤DNA。

本文所述了这种方法的某些非限制性实例。

[0154] 1.HPLC‑UV

[0155] Kuo及其同事于1980年开发的HPLC‑UV(高效液相色谱‑紫外)技术(还描述于Kuo 

K.C.等人,Nucleic  Acids  Res.1980；8:4763–4776，其通过引用并入本文)可用于定量水解

DNA样品中存在的脱氧胞苷(dC)和甲基化胞嘧啶(5mC)的量。方法包括将DNA水解成其成分

核苷碱基，用色谱法分离5mC和dC碱基，然后测量其组分。然后，可以计算每个样品的5mC/dC

比，并且可以在实验样品和对照样品之间进行比较。

[0156] 2.LC‑MS/MS

[0157] 高效液相色谱与串联质谱联用(LC‑MS/MS)是高灵敏度的HPLC‑UV检测方法，需要

更少量的水解DNA样品。在哺乳动物DNA中，所有约2％至5％胞嘧啶残基被甲基化，已验证

LC‑MS/MS可检测0.05％至10％的甲基化水平，并且它可以有把握地检测到样品间的差异，

小至总胞嘧啶残基的约0.25％，相当于全局DNA甲基化的约5％差异。该程序通常需要50ng

至100ng的DNA样品，尽管已经成功地分析了更小量的DNA(低至5ng)。这种方法的另一个主

要益处是它不会受到低质量DNA(例如，源自FFPE样品中的DNA)的不利影响。

[0158] 3.基于ELISA的方法

[0159] 有几种可商业获得的试剂盒，都是基于酶联免疫吸附测定(ELISA)的试剂盒，能够

快速评估DNA甲基化状态。这些分析包括全局DNA甲基化ELISA，可从Cell  Biolabs获得；

Imprint甲基化DNA定量试剂盒(夹心法ELISA)，可从Sigma‑Aldric获得；EpiSeeker甲基化

DNA定量试剂盒，可从abcam获得；全局DNA甲基化检测—LINE‑1，可从Active  Motif获得；5‑

mC  DNA  ELISA试剂盒，可从Zymo  Research获得；MethylFlash甲基化DNA5‑mC定量试剂盒和

MethylFlash甲基化DNA5‑mC定量试剂盒，可从Epigentek获得。

[0160] 简而言之，将DNA样品捕获在ELISA板上，并通过以下顺序的孵化步骤检测甲基化

胞嘧啶：(1)抗5Mc的一抗；(2)标记的二抗；以及(3)比色/荧光检测试剂。

[0161] 全局DNA甲基化检测‑LINE‑1特异性地确定LINE‑1(长分布核元素‑1)反转录转座

子的甲基化水平，人类基因组的约17％由反转录转座子组成。这些是公认的全局DNA甲基化

的替代物。简而言之，将片段DNA与生物素化的LINE‑1探针杂交，然后将其固定在链霉亲和

素涂层板上。在洗涤和封闭步骤之后，使用抗5mC抗体、HRP偶联二抗和化学发光检测试剂对

甲基化胞嘧啶进行定量。根据已知LINE‑1甲基化水平的标准生成的标准曲线对样品进行定

量。制造商声称，该检测方法可以检测到低至0.5％的DNA甲基化水平。因此，通过检测基因

组的一部分，有可能实现更好的定量准确性。

[0162] 4.LINE‑1焦磷酸测序

[0163] LINE‑1甲基化水平可以通过另一种方法进行评估，方法包括DNA的亚硫酸氢盐转

化，然后是LINE‑1保守序列的PCR扩增。然后通过焦磷酸测序对扩增片段的甲基化状态进行
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定量，这能够解决DNA样品之间最小约5％的差异。尽管这项技术评估的是LINE‑1元件，因此

CpG位点相对较少，但这已经被证明很好地反映了全局DNA甲基化的变化。方法特别适用于

癌症样品的高通量分析，在癌症样品中，低甲基化往往与预后不良有关。这种方法特别适用

于人DNA，但也有适用于大鼠和小鼠基因组的版本。

[0164] 5.AFLP和RFLP

[0165] 检测差异甲基化的片段可以通过传统的基于PCR的扩增片段长度多态性(AFLP)、

限制性片段长度多态性(RFLP)或采用两者的组合的方案来实现。

[0166] 6.LUMA

[0167] LUMA(荧光甲基化检测)技术利用平行进行的两个DNA限制性消化反应和随后的焦

磷酸测序反应的组合来填充消化的DNA链的突出端。一个消化反应是用CpG甲基化敏感酶

HpaII进行的；而平行反应使用甲基化不敏感酶MspI，其将在CCGG的所有位点切割。在这两

个反应中都包括EcoRI酶作为内部对照。MspI和HpaII都在DNA切割后产生5’‑CG突出端，而

EcoRI产生5’‑AATT突出端，然后用随后基于焦磷酸测序的延伸分析进行填充。基本上，以

HpaII/MspI比计算的测量光信号与样本中存在的未甲基化DNA的数量成正比。由于焦磷酸

测序反应中添加的核苷酸序列是已知的，方法的特异性很高，变异性很低，这对于检测全局

甲基化的微小变化是必不可少的。LUMA只需要相对较少量的DNA(250ng至500ng)，几乎没有

可变性，并且具有内部控制的优势，可以解决DNA输入量的可变性。

[0168] 7.亚硫酸氢盐测序

[0169] DNA的亚硫酸氢盐处理介导胞嘧啶脱氨为尿嘧啶，通过PCR扩增和随后的桑格测序

分析确定，这些转化后的残基将被读作为胸腺嘧啶。然而，5mC残基对这种转化具有抵抗力，

因此仍将被读作胞嘧啶。因此，将未处理的DNA样品的桑格测序读数与亚硫酸氢盐处理后的

相同样品进行比较，可以检测甲基化的胞嘧啶。随着二代测序(NGS)技术的出现，这种方法

可以扩展到整个基因组的DNA甲基化分析。为了确保非甲基化胞嘧啶的完全转化，可以对亚

硫酸氢盐反应进行控制。

[0170] 全基因组亚硫酸氢盐测序(WGBS)类似于全基因组测序，除了亚硫酸氢盐转化的其

他步骤。对基因组中富含5mC的部分进行测序不仅是一种成本较低的方法，而且还可以增加

测序的覆盖范围，从而提高揭示不同甲基化区域的精确度。测序可以使用任何现有的NGS平

台来完成；Illumina和Life  Technologies都提供了用于此类分析的试剂盒。

[0171] 亚硫酸氢盐测序方法包括简化的代表性亚硫酸氢盐测序(RRBS)，即只对基因组的

一部分进行测序。在RRBS中，CpG‑rich区域的富集是通过MspI消化后识别CCGG位点的短片

段分离实现的(它同时切割甲基化和非甲基化位点)。它确保了人类基因组中约85％的CpG

岛的分离。然后，进行与WGBS相同的亚硫酸氢盐转化和文库制备。RRBS程序通常需要约

100ng至1μg的DNA。

[0172] 8.排除亚硫酸氢盐转化的方法

[0173] 在一些方面，可以使用直接检测修饰碱基而不进行亚硫酸氢盐转化来检测甲基

化。例如，太平洋生物科学公司已经开发出通过监测单分子测序期间聚合酶的动力学来直

接检测甲基化碱基的方法，并提供了用于这种测序的商业产品(还描述于Flusberg  B.A.等

人,Nat.Methods.2010；7:461–465，其通过引用并入本文)。其他方法包括基于纳米孔的单

分子实时测序技术(SMRT)，该技术能够直接检测修饰的碱基(描述于Laszlo  A .H .等人,
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Proc.Natl.Acad .Sci.USA.2013and  Schreiber  J.等人,Proc.Natl.Acad .Sci.USA.2013，

其通过引用并入本文)。

[0174] 9.阵列或微珠杂交

[0175] 基因组的甲基化DNA片段通常是通过免疫沉淀获得的，可以用于与微阵列的杂交。

目前可用的这种阵列的实例包括：Human  CpG  Island  Microarray  Kit(Agilent)、

GeneChip  Human  Promoter  1 .0R  Array和GeneChip  Human  Tiling  2 .0R  Array  Set

(Affymetrix)。

[0176] 使用亚硫酸氢盐转化的DNA寻找差异甲基化区域可以通过使用不同的技术来完

成。其中一些比其他的更容易进行和分析，因为只使用了基因组的一部分。DNA甲基化最显

著的功能效应发生在基因启动子区域、增强子调控元件和3’非翻译区域(3′UTR)。可以使用

集中于这些特定区域的分析，如Illumina的Infinium  HumanMethylation450  Bead  Chip阵

列。该阵列可用于检测基因的甲基化状态，包括miRNA启动子、5’UTR、3’UTR、编码区(每个基

因约17个CpG)和岛岸(CpG岛上游约2kb的区域)。

[0177] 简而言之，亚硫酸氢盐处理的基因组DNA与分析寡核苷酸混合，其中一个与尿嘧啶

互补(由最初的未甲基化的胞嘧啶转化而来)，另一个与甲基化位点的胞嘧啶互补(因此避

免了转化)。杂交后，将引物延伸并连接至基因座特异性寡核苷上，以创建通用PCR的模板。

最后，使用标记的PCR引物产生可检测的产物，将其固定在条形码微珠上，并测量信号。每个

基因座(单个CpG)的两种类型的微珠之间的比是其甲基化水平的指标。

[0178] 可以购买利用甲基化特异性引物延伸进行验证研究的试剂盒。在Illumina的

VeraCode甲基化分析中，使用GoldenGate分析对96个或384个用户指定的CpG基因座进行甲

基化分析。与BeadChip检测不同，VeraCode检测需要BeadXpress阅读器进行扫描。

[0179] 10.甲基敏感切割计数：核酸内切酶消化后测序

[0180] 作为对大量甲基化(或未甲基化)DNA测序的替代方案，人们可以从这些区域生成

片段，并在测序后将它们与基因组作图。基因表达序列分析(SAGE)技术已被用于此目的，并

被称为甲基化特异性数字核型分析，以及一种类似的技术，称为甲基敏感切割计数(MSCC)。

[0181] 总之，在所有这些方法中，甲基化敏感的核酸内切酶，例如，HpaII用于基因组DNA

在未甲基化位点的初始消化，然后进行接头连接，该接头连接含有另一种消化酶的位点，该

酶在其识别位点之外被切割，例如EcoP15I或MmeI。通过这些方式，产生位于原始HpaII位点

附近的小片段。然后，进行NGS和基因组作图。每个HpaII位点的读数与其甲基化水平相关。

[0182] 已经发现了许多使用甲基化DNA作为底物的限制酶(甲基化依赖的核酸内切酶)。

大部分都是SibEnzyme发现并出售的：BisI、BlsI、GlaI、GluI、KroI、MteI、PcsI、PkrI。这些

酶仅切割甲基化位点的独特能力已被用于实现甲基化DNA选择性扩增的方法中。来自New 

England  Biolabs的三种甲基化依赖的核酸内切酶(FspEI、MspJI和LpnPI)是IIS型酶，它们

切割在识别位点之外，因此能够在包含CpG的完全甲基化识别位点周围产生32bp的片段。这

些短片段可以是序列，并与参考基因组比对。对于每个特定的32bp片段，获得的读数可以作

为其甲基化水平的指标。类似地，可以用大肠杆菌的甲基特异性核酸内切酶McrBC从甲基化

的CpG岛生成短片段，McrBC在(G/A)mC的两个相距50bp至3000bp的半位点之间切割DNA。这

是分离甲基化CpG岛的非常有用的工具，该甲基化CpG岛可以再次与NGS结合。由于不含亚硫

酸氢盐，这三种方法对于快速全基因组甲基化图谱分析具有巨大的潜力。
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[0183] B.测序

[0184] 在一些实施方案中，本公开的方法包括测序方法。测序方法的实例包括下面描述

的那些。

[0185] 1.大规模平行测序(MPSS)

[0186] 第一个二代测序技术，大规模平行测序(或MPSS)，是在20世纪90年代由Lynx治疗

公司开发的。MPSS是基于微珠的方法，方法使用接头连接，然后接头解码的复杂方法，以4个

核苷酸的增量读取序列。这种方法使其易受序列特异性偏差或特定序列丢失的影响。因为

这项技术非常复杂，MPSS只能由Lynx  Therapeutics在“内部”进行，没有DNA测序仪出售给

独立的实验室。Lynx  Therapeutics于2004年与Solexa(后来被Illumina收购)合并，导致了

合成测序的发展，这是从Manteia  Predictive  Medicine获得的更简单的方法。MPSS输出的

基本属性是后来的“二代”数据类型的典型，包括数十万个短DNA序列。在MPSS的情况下，这

些通常用于对cDNA测序，以测量基因表达水平。事实上，功能强大的Illumina  HiSeq2000、

HiSeq2500和MiSeq系统都基于MPSS。

[0187] 2.Polony测序

[0188] Polony测序方法由哈佛大学George  M.Church的实验室开发，是第一个二代测序

系统之一，并于2005年用于全基因组测序。它将体外成对标签文库与乳液PCR、自动化显微

镜和基于连接的测序化学相结合，以>99.9999％的准确度对大肠杆菌基因组进行测序，成

本约为桑格测序的1/9。

[0189] 3.454焦磷酸测序

[0190] 454生命科学公司开发了焦磷酸测序的平行版本，该公司后来被罗氏诊断公司收

购。方法在油溶液(乳液PCR)中扩增水滴内的DNA，每个水滴包含附着于单个引物包被微珠

的单个DNA模板，然后形成克隆集落。测序仪包含许多皮升体积的孔，每个孔包含单个微珠

和测序酶。焦磷酸测序使用荧光素酶生成光来检测加入新生DNA的单个核苷酸，并将组合的

数据用于生成序列读数。与一端的桑格测序和另一端的Solexa和SOLiD相比，该技术提供了

中等的阅读长度和每碱基的价格。

[0191] 4.Illumina(Solexa)测序

[0192] Solexa，现在是Illumina的一部分，它开发了基于可逆染料终止子技术的测序方

法，并设计了其内部开发的聚合酶。终止化学是在Solexa内部开发的，Solexa系统的概念是

由剑桥大学化学系的Balasubramanian和Klennerman发明的。2004年，Solexa收购了

Manteia  Predictive  Medicine公司，以获得基于“DNA簇”的大规模平行测序技术，这涉及

到DNA在表面的克隆扩增。这项集群技术是与加利福尼亚州的Lynx  Therapeutics共同获得

的。Solexa  Ltd.后来与Lynx合并，成立了Solexa  Inc.。

[0193] 在这种方法中，DNA分子和引物首先附着在玻片上，然后用聚合酶扩增，从而形成

局部克隆DNA集落，后来被称为“DNA簇”。为了确定序列，加入四种类型的可逆终止子碱基

(RT‑碱基) ,洗去未合并的核苷酸。摄像机拍摄荧光标记的核苷酸的图像，然后染料和末端

3’阻断剂一起从DNA中化学去除，从而开始下一个循环。不同于焦磷酸测序，DNA链一次延长

一个核苷酸，图像采集可以在延迟的时刻进行，从而允许通过从单个相机拍摄的顺序图像

捕获非常大的DNA集落阵列。

[0194] 酶促反应的解耦和图像捕获允许最佳的吞吐量和理论上无限的测序能力。在最佳
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配置下，最终可达到的仪器吞吐量仅由相机的模数转换速率决定，乘以相机数量，除以最佳

可视化所需的每个DNA集落的像素数(大约10个像素/集落)。2012年，随着摄像机以超过

10MHz的A/D转换速率运行，以及可用的光学、流体和酶学技术，吞吐量可达到100万核苷酸/

秒的倍数，大致相当于每台仪器以每小时覆盖1倍的一个人类基因组当量，每天每台仪器

(配备单个摄像头)对一个人类基因组进行重新测序(大约30倍)。

[0195] 5.SOLiD测序

[0196] Applied  Biosystems'(现为Thermo  Fisher  Scientific品牌)SOLiD技术采用连

接测序。这里，根据测序位置标记了固定长度的所有可能的寡核苷酸的池。寡核苷酸被退火

和连接；DNA连接酶优先连接序列以匹配序列，结果是该位置的核苷酸的信号信息。测序前，

用乳液PCR扩增DNA。产生的微珠，每个都包含同一DNA分子的单一副本，被沉积在玻璃片上。

其结果是序列的数量和长度可与Illumina测序相媲美。据报道，这种连接测序方法在对回

文序列进行测序时存在一些问题。

[0197] 6.离子激流半导体测序

[0198] Ion  Torrent  Systems  Inc.(现由Thermo  Fisher  Scientific所有)开发了基于

使用标准测序化学的系统，但使用了新颖的基于半导体的检测系统。与其他测序系统中使

用的光学方法相反，这种测序方法基于对DNA聚合过程中释放的氢离子的检测。含有待测序

的模板DNA链的微孔充满了单一类型的核苷酸。如果引入的核苷酸与前导模板核苷酸互补，

它就被并入正在生长的互补链中。这导致氢离子的释放，从而触发高灵敏度的离子传感器，

这表明反应已经发生。如果模板序列中存在均聚体重复序列，则多个核苷酸将被合并到单

个循环中。这导致相应数量的氢的释放和成比例的更高的电子信号。

[0199] 7.DNA纳米球测序

[0200] DNA纳米球测序是高通量测序技术，用于确定生物体的整个基因组序列。Complete 

Genomics公司使用这项技术对独立研究人员提交的样本进行测序。方法使用滚环复制将基

因组DNA的小片段扩增成DNA纳米球。然后使用连接的非链测序来确定核苷酸序列。与其他

二代测序平台相比，这种DNA测序方法允许在每次运行时对大量DNA纳米球进行测序，并且

试剂成本较低。然而，从每个DNA纳米球中只确定了DNA的短序列，这使得将短读数与参考基

因组作图变得困难。这项技术已被用于多个基因组测序项目。

[0201] 8.Heliscope单分子测序

[0202] Heliscope测序是Helicos  Biosciences开发的单分子测序方法。它使用DNA片段

和添加的PolyA尾部接头，这些接头附着在流动细胞表面。接下来的步骤包括对带有荧光标

记核苷酸的流动细胞进行循环清洗的基于延伸的测序(一次一种核苷酸类型，就像桑格法

一样)。由Heliscope测序仪进行读数。读数很短，每次最多55个碱基，但最近的改进允许更

准确地读出一种类型的核苷酸的片段。该测序方法和设备用于对M13噬菌体的基因组进行

测序。

[0203] 9.单分子实时测序(SMRT)

[0204] SMRT测序基于合成测序法的测序。DNA是在零模波导(ZMW)中合成的，ZMW是类似井

的小容器，捕获工具位于孔的底部。使用未经修饰的聚合酶(附着在ZMW底部)和荧光标记的

核苷酸在溶液中自由流动进行测序。以这样的方式构建孔，即只检测孔底部出现的荧光。当

并入DNA链时，荧光标记从核苷酸上分离，留下未修饰的DNA链。根据SMRT技术开发商太平洋
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生物科学公司的说法，这种方法可以检测核苷酸修饰(如胞嘧啶甲基化)。这是通过观察聚

合酶动力学来实现的。这种方法允许读取20000个或多于20000个核苷酸，平均读取长度为5

千个碱基。

[0205] VII.癌症治疗

[0206] 在一些实施方案中，方法还包括对患者施用癌症疗法。可以基于表达水平测量，单

独或结合为患者计算的临床风险评分来选择癌症疗法。在一些实施方案中，癌症疗法包括

局部癌症疗法。在一些实施方案中，癌症疗法不包括全身癌症疗法。在一些实施方案中，癌

症疗法不包括局部疗法。在一些实施方案中，癌症疗法包括局部癌症疗法而不施用全身癌

症疗法。在一些实施方案中，癌症疗法包括免疫疗法，其可能是免疫检查点疗法。也可以不

包括这些癌症疗法的任何。也可以施用这些疗法的组合。如本文所用，术语“癌症”可以用于

描述实体瘤、转移癌或非转移癌。在某些实施方案中，癌症可能起源于膀胱、血液、骨、骨髓、

脑、乳房、结肠、食管、胃肠、头、肾、肝、肺、鼻咽、颈部、卵巢、胰腺、前列腺、皮肤、胃、睾丸、舌

头或子宫。在一些实施方案中，癌症是复发性癌症。在一些实施方案中，癌症是I期癌症。在

一些实施方案中，癌症是II期癌症。在一些实施方案中，癌症是III期癌症。在一些实施方案

中，癌症是IV期癌症。

[0207] 癌症可以特定地是下列病理学分型，尽管它不限制于这些：瘤，恶性的；癌；癌，未

分化的；巨型和梭形细胞癌；小细胞癌；乳头状癌；鳞状细胞癌；淋巴上皮癌；基底细胞癌；毛

母质癌；移行细胞癌；乳头状移行细胞癌；腺癌；胃泌素瘤，恶性的；胆管细胞型肝癌；肝细胞

癌；肝细胞和胆管细胞混合性肝癌；小梁腺瘤；腺样囊性癌；腺瘤性息肉内腺癌；腺癌，家族

性结肠息肉；实体癌；类癌瘤，恶性的；细支气管肺泡癌；乳头状腺癌；嫌色细胞癌；嗜酸细胞

癌；亲氧腺癌；嗜碱细胞癌；透明细胞腺癌；颗粒细胞癌；滤泡腺癌；乳头状滤泡腺癌；非包裹

性硬化性癌；肾上腺皮质癌；子宫内膜癌；皮肤附属器癌；大汗腺腺癌；皮脂腺癌；耵聍腺癌；

黏液表皮样癌；囊腺癌；乳头状囊腺癌；乳头状浆液性囊腺癌；黏液性囊腺癌；黏液腺癌；印

戒细胞癌；浸润性导管癌；髓样癌；小叶癌；炎性癌；佩吉特氏病，乳腺的；腺泡细胞癌；腺鳞

状细胞癌；腺癌/鳞状上皮化生；胸腺瘤，恶性的；卵巢间质肿瘤，恶性的；卵泡膜细胞瘤，恶

性的；粒层细胞瘤，恶性的；男性母细胞瘤，恶性的；塞尔托利氏细胞癌；莱迪希细胞瘤，恶性

的；脂细胞瘤，恶性的；副神经节瘤，恶性的；乳腺外副神经节瘤，恶性的；嗜铬细胞瘤；血管

球肉瘤；恶性黑色素瘤；无黑素性黑素瘤；浅表扩散性黑素瘤；恶性黑色素瘤巨大色素痣；上

皮样细胞黑素瘤；蓝痣，恶性的；肉瘤；纤维肉瘤；纤维性组织细胞瘤，恶性的；黏液肉瘤；脂

肪肉瘤；平滑肌肉瘤；横纹肌肉瘤；胚胎性横纹肌肉瘤；腺泡状横纹肌肉瘤；间质肉瘤；混合

肿瘤，恶性的；苗勒氏管混合瘤；肾胚细胞瘤；肝母细胞癌；癌肉瘤；间质瘤，恶性的；布伦纳

瘤，恶性的；叶状柄肿瘤，恶性的；滑膜肉瘤；间皮瘤，恶性的；无性细胞瘤；胚胎性癌；畸胎

瘤，恶性的；卵巢甲状腺瘤，恶性的；绒毛膜癌；中肾瘤，恶性的；血管内皮瘤；血管内皮瘤，恶

性的；卡波济氏肉瘤；血管外皮细胞瘤，恶性的；淋巴管肉瘤；成骨肉瘤；皮质旁成骨肉瘤；软

骨肉瘤；成软骨细胞瘤，恶性的；间叶性软骨肉瘤；骨巨细胞瘤；尤因氏肉瘤；牙源性肿瘤，恶

性的；成釉细胞牙肉瘤；成釉细胞瘤，恶性的；成釉细胞纤维肉瘤；松果体瘤，恶性的；脊索

瘤；胶质瘤，恶性的；室管膜瘤；星形细胞瘤；原浆型星形胶质细胞瘤；纤维型星形胶质细胞

瘤；星形细胞瘤；恶性胶质瘤；少突神经胶质瘤；成少突神经胶质细胞瘤；原始神经外胚层；

小脑肉瘤；成神经节细胞瘤；成神经细胞瘤；成视网膜细胞瘤；嗅觉神经源性肿瘤；脑膜瘤，
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恶性的；神经纤维肉瘤；神经鞘膜瘤，恶性的；颗粒细胞瘤，恶性的；恶性淋巴瘤；霍奇金病；

霍奇金氏；副肉芽肿；恶性淋巴瘤，小淋巴细胞性；恶性淋巴瘤，大细胞，扩散的；恶性淋巴

瘤，卵泡的；阿利贝尔氏病；其他具体的非霍奇金淋巴瘤；恶性组织细胞增生症；多发性骨髓

瘤；浆细胞白血病；红白血病；淋巴肉瘤细胞白血病；骨髓性白血病；嗜碱性粒细胞白血病；

嗜酸性粒细胞白血病；单核细胞性白血病；肥大细胞白血病；巨核细胞白血病；髓样肉瘤和

毛细胞白血病。

[0208] A.化学疗法

[0209] 在一些实施方案中，本公开的方法包括施用化学疗法。合适的化学治疗剂类别包

括：(a)烷基化剂，例如氮芥(例如二氯甲基二乙胺、环磷酰胺、异环磷酰胺、美法仑、苯丁酸

氮芥)、亚乙基亚胺和甲基三聚氰胺(例如六甲基三聚氰胺、塞替派)、烷基磺酸盐(例如白消

安)、亚硝基脲(例如卡莫斯汀、洛莫斯汀、chlorozoticin、链脲菌素)和三嗪(例如二卡巴

嗪)，(b)抗代谢药，例如叶酸类似物(例如甲氨蝶呤)、嘧啶类似物(例如5‑氟尿嘧啶、氟尿嘧

啶、阿糖胞苷、氮杂嘧啶)以及嘌呤类似物和相关物质(例如6‑巯基嘌呤、6‑硫鸟嘌呤、喷司

他丁)，(c)天然产物，例如长春花碱(例如长春碱，长春新碱)、表鬼臼毒素(例如依托泊苷，

替尼泊苷)、抗生素(例如放线菌素、柔红霉素、阿霉素、博来霉素、普卡霉素和米托蒽醌)、酶

(例如L‑天冬酰胺酶)和生物反应调节剂(例如干扰素‑α)和(d)其他试剂，例如铂类配合物

(例如顺铂、卡铂)、经取代的尿素(例如羟基脲)、甲基肼衍生物(例如甲基苄肼)和肾上腺皮

质激素抑制剂(例如紫杉醇和米托坦)。在一些实施方案中，顺铂是特别合适的化学治疗剂。

其他合适的化学治疗剂包括抗微管剂，例如紫杉醇(“Taxol”)和盐酸阿霉素(“阿霉素”)。

[0210] 其他合适的化学治疗剂包括嘧啶类似物，例如阿糖胞苷(胞嘧啶阿拉伯糖苷)、5‑

氟尿嘧啶(氟尿嘧啶；5‑FU)和氟尿苷(氟脱氧尿苷；FudR)。5‑FU可以以约7.5mg/m2至约

1000mg/m2的任何剂量施用于对象。此外，5‑FU剂量时间表可以是各种时间段，例如至多六

个星期，或由本公开所属领域的普通技术人员确定。

[0211] 递送至患者的化学治疗剂的量可以是可变的。在一个合适的实施方案中，化学治

疗剂可以以有效地引起宿主中癌症的阻止或消退的量施用。在其他实施方案中，可以以比

化学治疗剂的化学治疗有效剂量低2到10000倍的量来施用化学治疗剂。例如，可以以比化

学治疗剂的化学治疗有效剂量低约20倍、约500倍或甚至约5000倍的量来给予化学治疗剂。

可以在体内与组合物一起测试本发明的化学治疗剂的所需治疗活性，以及用于确定有效剂

量。例如，这些化合物可以在人体试验之前在合适的动物模型系统中进行试验，包括但不限

于大鼠、小鼠、鸡、牛、猴、兔等。体外试验也可用于确定如实施例中所述的合适的组合和剂

量。

[0212] B.手术

[0213] 在一些实施方案中，公开的方法包括手术。约60％的癌症患者将经历一些类型的

手术，包括预防性手术、诊断性手术或分阶段手术、治愈性手术和姑息性手术。治愈性手术

包括切除术，其中全部或部分癌组织被物理地除去、切除和/或破坏并可与其他疗法如本发

明实施方案的治疗、化学疗法、放射疗法、激素疗法、基因疗法、免疫疗法和/或替代疗法结

合使用。肿瘤切除是指物理地除去肿瘤的至少一部分。除了肿瘤切除外，通过手术的治疗还

包括激光手术、冷冻手术、电外科和显微控制手术(莫氏手术)。

[0214] 在切除部分或全部癌细胞、组织或肿瘤后，可能在体内形成空腔。治疗可通过灌
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注、直接注射或区域局部应用抗癌疗法来完成，如化学疗法。这样的治疗可例如每1天、2天、

3天、4天、5天、6天或7天或者每1周、2周、3周、4周和5周或者每1个月、2个月、3个月、4个月、5

个月、6个月、7个月、8个月、9个月、10个月、11个月或12个月重复一次。这些治疗也可具有不

同的剂量。

[0215] C.免疫疗法

[0216] 在一些实施方案中，公开的方法包括施用癌症免疫疗法。癌症免疫疗法(有时称为

免疫肿瘤学，缩写为IO)是利用免疫系统来治疗癌症。免疫疗法可分为主动型、被动型或混

合型(主动和被动)。这些方法利用了癌细胞在其表面上通常有可被免疫系统检测到的分

子，称为肿瘤相关抗原(TAA)；它们通常是蛋白质或其他大分子(例如，碳水化合物)。主动免

疫疗法通过靶向TAA来引导免疫系统攻击肿瘤细胞。被动免疫疗法增强现有的抗肿瘤反应

并包括使用单克隆抗体、淋巴细胞和细胞因子。免疫疗法是本领域已知的，并且下文描述了

一些。在一些实施方案中，向已被确定患有SCLC‑I亚型癌症的对象施用癌症免疫疗法。在一

些实施方案中，癌症免疫疗法与一种或多于一种其他癌症疗法相结合施用于对象。

[0217] 1.检查点抑制剂和联合治疗

[0218] 本公开的实施方案可以包括免疫检查点抑制剂的施用，其将在下面进一步描述。

[0219] a.PD‑1、PDL1和PDL2抑制剂

[0220] PD‑1可在T细胞遇到感染或肿瘤的肿瘤微环境中起作用。激活的T细胞将上调PD‑1

并继续在外周组织中表达它。细胞因子如IFN‑γ将诱导PDL1在上皮细胞和肿瘤细胞上的表

达。PDL2在巨噬细胞和树突状细胞上表达。PD‑1的主要作用是限制外周中效应T细胞的活性

并防止在免疫反应过程中对组织的过度损伤。本公开的抑制剂可阻断PD‑1和/或PDL1活性

的一种或多于一种功能。

[0221] “PD‑1”的替代名称包括CD279和SLEB2。“PDL1”的替代名称包括B7‑H1、B7‑4、CD274

和B7‑H。“PDL2”的替代名称包括B7‑DC、Btdc和CD273。在一些实施方案中，PD‑1、PDL1和PDL2

为人PD‑1、PDL1和PDL2。

[0222] 在一些实施方案中，PD‑1抑制剂为将抑制PD‑1与其配体结合配偶体的结合的分

子。在一具体的方面，PD‑1配体结合配偶体为PDL1和/或PDL2。在另一个实施方案中，PDL1抑

制剂为将抑制PDL1与其结合配偶体的结合的分子。在一具体的方面，PDL1结合配偶体为PD‑

1和/或B7‑1。在另一个实施方案中，PDL2抑制剂为将抑制PDL2与其结合配偶体的结合的分

子。在一具体的方面，PDL2结合配偶体为PD‑1。抑制剂可以是抗体、其抗原结合片段、免疫黏

附素、融合蛋白或寡肽。示例性抗体在美国专利第8,735,553、8,354,509和8,008,449号中

有所描述，其均通过引用并入本文。用于本文提供的方法和组合物中的其他PD‑1抑制剂是

本领域已知的，如在美国专利申请第US2014/0294898、US2014/022021和US2011/0008369号

中描述的，其均通过引用并入本文。

[0223] 在一些实施方案中，PD‑1抑制剂为抗PD‑1抗体(例如，人抗体、人源化抗体或嵌合

抗体)。在一些实施方案中，抗PD‑1抗体选自纳武单抗、派姆单抗和匹地利珠单抗。在一些实

施方案中，PD‑1抑制剂为免疫黏附素(例如，包含融合到恒定区(例如，免疫球蛋白序列的Fc

区)的PDL1或PDL2的细胞外或PD‑1结合部分的免疫黏附素)。在一些实施方案中，PDL1抑制

剂包含AMP‑224。纳武单抗，也称MDX‑1106‑04、MDX‑1106、ONO‑4538、BMS‑936558和

是WO2006/121168中描述的抗PD‑1抗体。派姆单抗，也称MK‑3475、Merck  3475、
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lambrolizumab、 和SCH‑900475，是WO2009/114335中描述的抗PD‑1抗体。匹

地利珠单抗，也称CT‑011、hBAT或hBAT‑1，是WO2009/101611中描述的抗PD‑1抗体。AMP‑224，

也称B7‑DCIg，是WO2010/027827和WO2011/066342中描述的PDL2‑Fc融合可溶性受体。另外

的PD‑1抑制剂包括MEDI0680，也称AMP‑514和REGN2810。

[0224] 在一些实施方案中，免疫检查点抑制剂为PDL1抑制剂如度伐利尤单抗(也称

MEDI4736)、阿替利珠单抗(也称MPDL3280A)、阿维鲁单抗(也称MSB00010118C、MDX‑1105、

BMS‑936559)或其组合。在某些方面，免疫检查点抑制剂为PDL2抑制剂如rHIgM12B7。

[0225] 在一些实施方案中，抑制剂包含纳武单抗、派姆单抗或匹地利珠单抗的重链和轻

链CDR或VR。因此，在一个实施方案中，抑制剂包含纳武单抗、派姆单抗或匹地利珠单抗的VH

区的CDR1、CDR2和CDR3结构域以及纳武单抗、派姆单抗或匹地利珠单抗的VL区的CDR1、CDR2

和CDR3结构域。在另一个实施方案中，与上述抗体一样，该抗体竞争结合至和/或结合至PD‑

1、PDL1或PDL2上的同一表位。在另一个实施方案中，该抗体与上述抗体具有至少约70％、

75％、80％、85％、90％、95％、97％或99％(或其中任何可衍生的范围)的可变区氨基酸序列

同一性。

[0226] b.CTLA‑4、B7‑1和B7‑2

[0227] 可在本文提供的方法中靶向的另一个免疫检查点为细胞毒性T‑淋巴细胞相关蛋

白4(CTLA‑4)，也称CD152。人CTLA‑4的完整cDNA序列具有Genbank登录号L15006。CTLA‑4存

在于T细胞的表面上并在与抗原呈递细胞的表面上的B7‑1(CD80)或B7‑2(CD86)结合时充当

“关闭”开关。CTLA4是免疫球蛋白超家族的成员，其在辅助性T细胞的表面上表达并向T细胞

传递抑制信号。CTLA4类似于T细胞共刺激蛋白CD28，两种分子都与抗原呈递细胞上的B7‑1

和B7‑2结合。CTLA‑4向T细胞传递抑制信号，而CD28则传递刺激信号。细胞内CTLA‑4也见于

调节性T细胞中并且对其功能可能很重要。通过T细胞受体和CD28激活T细胞会导致CTLA‑4

(B7分子的抑制性受体)的表达增加。本公开的抑制剂可阻断CTLA‑4、B7‑1和/或B7‑2活性的

一种或多于一种功能。在一些实施方案中，抑制剂将阻断CTLA‑4和B7‑1相互作用。在一些实

施方案中，抑制剂将阻断CTLA‑4和B7‑2相互作用。

[0228] 在一些实施方案中，免疫检查点抑制剂为抗CTLA‑4抗体(例如，人抗体、人源化抗

体或嵌合抗体)、其抗原结合片段、免疫黏附素、融合蛋白或寡肽。

[0229] 适合用于本发明方法中的抗人CTLA‑4抗体(或自其衍生的VH和/或VL结构域)可使

用本领域公知的方法生成。或者，可以使用本领域公认的抗CTLA‑4抗体。例如，可在本文公

开的方法中使用以下文献中公开的抗CTLA‑4抗体：US  8 ,119 ,129；WO  01/14424；WO  98/

42752；WO  00/37504(CP675,206，也称曲美木单抗，原先的替西木单抗)；美国专利号6,207,

156；Hurwitz等人,1998。前述出版物中的每一个的教导在此通过引用并入。也可使用与任

何这些本领域公认的抗体竞争与CTLA‑4的结合的抗体。例如，国际专利申请号WO2001/

014424、WO2000/037504和美国专利第8,017,114号中描述了人源化的CTLA‑4抗体；所有内

容均通过引用并入本文。

[0230] 可在本公开的方法和组合物中用作检查点抑制剂的又一种抗CTLA‑4抗体为伊匹

单抗(也称10D1、MDX‑010、MDX‑101和 )或其抗原结合片段和变体(参见例如WO01/

14424)。

[0231] 在一些实施方案中，抑制剂包含曲美木单抗或伊匹单抗的重链和轻链CDR或VR。因
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此，在一个实施方案中，抑制剂包含曲美木单抗或伊匹单抗的VH区的CDR1、CDR2和CDR3结构

域以及曲美木单抗或伊匹单抗的VL区的CDR1、CDR2和CDR3结构域。在另一个实施方案中，与

上述抗体一样，该抗体竞争结合至和/或结合至PD‑1、B7‑1或B7‑2上的同一表位。在另一个

实施方案中，该抗体与上述抗体具有至少约70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％或99％

(或其中任何可衍生的范围)的可变区氨基酸序列同一性。

[0232] c.LAG3

[0233] 可在本文提供的方法中靶向的另一个免疫检查点为淋巴细胞活化基因3(LAG3)，

也称CD223和淋巴细胞激活基因3。人LAG3的完整mRNA序列具有Genbank登录号NM_002286。

LAG3是免疫球蛋白超家族的成员，其存在于活化的T细胞、自然杀伤细胞、B细胞和浆细胞样

树突状细胞表面。LAG3的主配体是MHCⅡ类分子，与CTLA‑4和PD‑1类似，负向调节T细胞的增

殖、激活和稳态，已有报道其在Treg抑制功能中发挥作用。LAG3还有助于维持CD8+T细胞处

于耐受状态，并与PD‑1合作，帮助在慢性病毒感染期间维持CD8的耗竭。LAG3也被认为与树

突状细胞的成熟与激活有关。本公开的抑制物可以阻断LAG3活性的一个或多于一个功能。

[0234] 在一些实施方案中，免疫检查点抑制剂为抗LAG3抗体(例如，人抗体、人源化抗体

或嵌合抗体)、其抗原结合片段、免疫黏附素、融合蛋白或寡肽。

[0235] 适合用于本发明方法中的抗人LAG3抗体(或自其衍生的VH和/或VL结构域)可使用

本领域公知的方法产生。或者，可以使用本领域公认的抗LAG3抗体。例如，抗LAG3抗体可以

包括：GSK2837781、IMP321、FS‑118、Sym022、TSR‑033、MGD013、BI754111、AVA‑017、或

GSK2831781。可在本文公开的方法中使用以下文献中公开的抗LAG3抗体：US  9 ,505 ,839

(BMS‑986016，也称瑞拉利单抗)；US  10 ,711 ,060(IMP‑701，也称LAG525)；US  9,244 ,059

(IMP731，也称H5L7BW)；US  10,344,089(25F7，也称LAG3.1)；WO  2016/028672(MK‑4280，也

称28G‑10)；WO  2017/019894(BAP050)；Burova  E.,等人,J.ImmunoTherapy  Cancer,2016；4

(Supp.1):P195(REGN3767)；Yu,X.,等人,mAbs,2019；11:6(LBL‑007)。这些和其他在所要求

保护的发明中有用的抗LAG‑3抗体可以在以下中发现，例如：WO  2016/028672、WO  2017/

106129、WO  2017062888、WO  2009/044273、WO  2018/069500、WO  2016/126858、WO  2014/

179664、WO  2016/200782、WO  2015/200119、WO  2017/019846、WO  2017/198741、WO  2017/

220555、WO  2017/220569、WO  2018/071500、WO  2017/015560、WO  2017/025498、WO  2017/

087589、WO  2017/087901、WO  2018/083087、WO  2017/149143、WO  2017/219995、US  2017/

0260271、WO  2017/086367、WO  2017/086419、WO  2018/034227和WO  2014/140180。前述出版

物中的每一个的教导在此通过引用并入。也可使用与任何这些本领域公认的抗体竞争与

LAG3的结合的抗体。

[0236] 在一些实施方案中，抑制剂包含抗LAG3抗体的重链和轻链CDR或VR。因此，在一个

实施方案中，抑制剂包含抗LAG3抗体的VH区的CDR1、CDR2和CDR3结构域以及抗LAG3抗体的

VL区的CDR1、CDR2和CDR3结构域。在另一个实施方案中，该抗体与上述抗体具有至少约

70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％或99％(或其中任何可衍生的范围)的可变区氨基

酸序列同一性。

[0237] d.TIM‑3

[0238] 在本文提供的方法中可以作为靶点的另一个免疫检查点是T淋巴细胞免疫球蛋白

黏蛋白3(TIM‑3)，也称为甲型肝炎病毒细胞受体2(HAVCR2)和CD366。人TIM‑3的完整mRNA序
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列具有Genbank登录号NM_032782。TIM‑3发现于IFNγ表面，产生CD4+Th1细胞和CD8+Tc1细

胞。TIM‑3的胞外区域由膜远端单一可变免疫球蛋白结构域(IGV)和靠近膜的糖基化黏蛋白

结构域组成。TIM‑3是免疫检查点，与包括PD‑1和LAG3的其他抑制性受体一起，介导T细胞的

耗竭。TIM‑3也被证明是CD4+Th1特异性细胞表面蛋白，调节巨噬细胞的激活。本公开的抑制

物可以阻断TIM‑3活性的一个或多于一个功能。

[0239] 在一些实施方案中，免疫检查点抑制剂为抗TIM‑3抗体(例如，人抗体、人源化抗体

或嵌合抗体)、其抗原结合片段、免疫黏附素、融合蛋白或寡肽。

[0240] 适合用于本发明方法中的抗人TIM‑3抗体(或自其衍生的VH和/或VL结构域)可使

用本领域公知的方法生成。或者，可以使用本领域公认的抗TIM‑3抗体。例如，可以在本文公

开的方法中使用包括以下的抗TIM‑3抗体：MBG453、TSR‑022(也称考伯利单抗)和

LY3321367。这些和其他在所要求保护的发明中有用的抗TIM‑3抗体可以在以下中发现，例

如：US  9,605,070、US  8,841,418、US2015/0218274和US  2016/0200815。前述出版物中的每

一个的教导在此通过引用并入。也可使用与任何这些本领域公认的抗体竞争与LAG3的结合

的抗体。

[0241] 在一些实施方案中，抑制剂包含抗TIM‑3抗体的重链和轻链CDR或VR。因此，在一个

实施方案中，抑制剂包含抗TIM‑3抗体的VH区的CDR1、CDR2和CDR3结构域以及抗TIM‑3抗体

的VL区的CDR1、CDR2和CDR3结构域。在另一个实施方案中，该抗体与上述抗体具有至少约

70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％或99％(或其中任何可衍生的范围)的可变区氨基

酸序列同一性。

[0242] 2.共刺激分子的激活

[0243] 在一些方面，免疫疗法包括共刺激分子的激活剂(又称“激动剂”)。在一些方面，激

动剂包括B7‑1(CD80)、B7‑2(CD86)、CD28、ICOS、OX40(TNFRSF4)、4‑1BB(CD137；TNFRSF9)、

CD40L(CD40LG)、GITR(TNFRSF18)的激动剂及其组合。激动剂包括激活型抗体、多肽、化合物

和核酸。

[0244] 3.树突状细胞疗法

[0245] 树突状细胞疗法通过使树突状细胞将肿瘤抗原呈递给淋巴细胞来激活淋巴细胞，

引发它们杀伤呈递抗原的其他细胞，从而激发抗肿瘤反应。树突状细胞是哺乳动物免疫系

统中的抗原呈递细胞(APC)。在癌症治疗中，它们有助于癌症抗原靶向。基于树突状细胞的

细胞癌症疗法的一个实例为sipuleucel‑T。

[0246] 诱导树突状细胞呈递肿瘤抗原的一种方法是用自体肿瘤裂解物或短肽(对应于癌

细胞上的蛋白质抗原的小部分蛋白质)接种。这些肽通常与佐剂(高免疫原性物质)联合施

用以增加免疫和抗肿瘤反应。其他佐剂包括吸引和/或激活树突状细胞的蛋白质或其他化

学品，如粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF)。

[0247] 树突状细胞也可通过使肿瘤细胞表达GM‑CSF而在体内被激活。这可通过基因工程

改造肿瘤细胞以产生GM‑CSF或通过用表达GM‑CSF的溶瘤病毒感染肿瘤细胞来实现。

[0248] 另一种策略是从患者的血液中取出树突状细胞并在体外激活它们。在肿瘤抗原的

存在下激活树突状细胞，肿瘤抗原可以是单一肿瘤特异性肽/蛋白质或肿瘤细胞裂解物(裂

解的肿瘤细胞的溶液)。输注这些细胞(与任选的佐剂)并激发免疫反应。

[0249] 树突状细胞疗法包括使用与树突状细胞表面上的受体结合的抗体。可向抗体中加
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入抗原并可诱导树突状细胞成熟和提供对肿瘤的免疫力。树突状细胞受体如TLR3、TLR7、

TLR8或CD40已被用作抗体靶标。

[0250] 4.CAR‑T细胞疗法

[0251] 嵌合抗原受体(CAR，也称嵌合免疫受体、嵌合T细胞受体或人工T细胞受体)为工程

化的受体，其将新的非MHC限制特异性与免疫细胞相结合来靶向癌细胞。通常，这些受体将

单克隆抗体的特异性移植到T细胞、自然杀伤细胞(NK)、或其他免疫细胞上。这些受体被称

为嵌合体，因为它们由来自不同来源的部分融合而成。CAR‑T细胞疗法是指使用这种转化细

胞用于癌症疗法的治疗，其中转化细胞为T细胞。例如，类似的疗法包括使用转化的NK细胞

的CAR‑NK细胞疗法。

[0252] CAR‑T细胞设计的基本原理涉及组合抗原结合和T细胞激活功能的重组受体。CAR‑

T细胞的一般前提是人工生成靶向至癌细胞上发现的标志物的T细胞。科学家可从人身上取

出T细胞，对它们进行基因改造，然后将它们放回到患者体内以便它们攻击癌细胞。一旦T细

胞被工程化为CAR‑T细胞，它便会充当“活药”。CAR‑T细胞将在细胞外配体识别结构域与细

胞内信号传导分子之间建立联系，这继而会激活T细胞。细胞外配体识别结构域通常是衍生

自抗体的单链可变片段(scFv)。CAR‑T细胞疗法的安全性的一个重要方面是如何确保仅癌

性肿瘤细胞被靶向，而正常细胞不被靶向。CAR‑T细胞的特异性由被靶向的分子的选择所决

定。

[0253] 示例性的CAR‑T疗法包括Tisagenlecleucel(Kymriah)和Axicabtagene 

ciloleucel(Yescarta)。在一些实施方案中，CAR‑T疗法靶向CD19。

[0254] 5.细胞因子疗法

[0255] 细胞因子是由存在于肿瘤内的许多类型的细胞产生的蛋白质。它们可调节免疫反

应。肿瘤常采用它们来让其生长并降低免疫反应。这些免疫调节作用使得它们能够用作激

发免疫反应的药物。两种常用的细胞因子是干扰素和白介素。

[0256] 干扰素由免疫系统的细胞产生。它们通常涉及抗病毒反应，但也对癌症有影响。它

们分为三组：I型(IFNα和IFNβ)、II型(IFNγ)和III型(IFNλ)。

[0257] 白介素具有一系列免疫系统作用。IL‑2是示例性的白介素细胞因子疗法。

[0258] 6.过继性T细胞疗法

[0259] 过继性T细胞疗法是通过转输T细胞(过继细胞转移)的被动免疫形式。T细胞存在

于血液和组织中并通常在其发现外来病原体时激活。具体地，当T细胞受体(TCR)遇到在其

表面抗原上显示出部分外来蛋白质的细胞时，它们就会激活。这些细胞可以是被感染的细

胞，也可以是抗原呈递细胞(APC)。它们见于正常组织中和肿瘤组织中，在那里它们被称为

肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)。它们会因APC如呈递肿瘤抗原的树突状细胞的存在而激活。尽管

这些细胞可攻击肿瘤，但肿瘤内的环境是高度免疫抑制性的，从而将防止免疫介导的肿瘤

死亡。

[0260] 已开发了多种产生和获得肿瘤靶向T细胞的方法。可从肿瘤样本(TIL)中取出或从

血液过滤对肿瘤抗原特异性的T细胞。离体进行随后的激活和培养，并重新输注所得结果。

激活可通过基因疗法或将T细胞暴露于肿瘤抗原来进行。

[0261] 预期癌症治疗可以不包括本文所述的任何癌症治疗。此外，本公开的实施方案包

括先前已经接受本文所述的疗法的治疗、当前正在接受本文所述的疗法的治疗、或者没有
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接受本文所述的疗法的治疗的患者。在一些实施方案中，患者是已经被确定对本文所述的

治疗具有抗性的患者。在一些实施方案中，患者是已经被确定对本文所述的治疗敏感的患

者。

[0262] VIII.治疗组合物的施用

[0263] 本文提供的疗法包括施用治疗剂的组合，如第一癌症治疗剂和第二癌症治疗剂。

疗法可以本领域已知的任何合适的方式施用。例如，第一癌症治疗剂和第二癌症治疗剂可

以依次施用(在不同的时间)或同时施用(在相同的时间)施用。在一些实施方案中，第一癌

症治疗剂和第二癌症治疗剂在分开的单独组合物中。在一些实施方案中，第一癌症治疗剂

和第二癌症治疗剂在同一组合物中。

[0264] 本公开的实施方案涉及包含治疗组合物的组合物和方法。不同的治疗剂可以在一

种组合物中或在多于一种组合物如2种组合物、3种组合物或4种组合物中施用。可以采用治

疗剂的各种组合。

[0265] 本公开的治疗剂可以通过相同的施用途径或通过不同的施用途径施用。在一些实

施方案中，癌症疗法静脉内、肌肉内、皮下、局部、经口、经皮、腹膜内、眼眶内、通过植入、通

过吸入、鞘内、心室内或鼻内施用。在一些实施方案中，抗生素静脉内、肌肉内、皮下、局部、

经口、经皮、腹膜内、眼眶内、通过植入、通过吸入、鞘内、心室内或鼻内施用。适宜的剂量可

基于待治疗的疾病的类型、疾病的严重程度和病程、个体的临床状况、个体的临床病史和对

治疗的应答以及主治医师的判断来确定。

[0266] 治疗可以包括各种“单位剂量”。单位剂量定义为含有预定的量的治疗组合物。待

施用的量及具体的途径和剂型的确定在临床领域技术人员的判断能力范围内。单位剂量不

必作为单次注射施用，而是可包括在设定的时间段内连续输注。在一些实施方案中，单位剂

量包含单一可施用剂量。

[0267] 待施用的量，根据处理的次数和单位剂量两者，取决于期望的治疗效果。有效剂量

应理解为是指达到特定效果所需的量。在某些实施方案的实践中，预期在10mg/kg至200mg/

kg的范围内的剂量可影响这些药剂的保护能力。因此，预期剂量包括约0.1、0.5、1、5、10、

15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、100、105、110、115、120、125、130、

135、140、145、150、155、160、165、170、175、180、185、190、195和200、300、400、500、1000μg/

kg、mg/kg、μg/天或mg/天的剂量或其中可衍生的任何范围。此外，这样的剂量可在一天中多

次和/或在数天、数周或数月内施用。

[0268] 在某些实施方案中，药物组合物的有效剂量为可以提供约1μM至150μM的血液水平

的剂量。在另一个实施方案中，有效剂量提供的血液水平为约4μM至100μM；或约1μM至100μ

M；或约1μM至50μM；或约1μM至40μM；或约1μM至30μM；或约1μM至20μM；或约1μM至10μM；或约

10μM至150μM；或约10μM至100μM；或约10μM至50μM；或约25μM至150μM；或约25μM至100μM；或

约25μM至50μM；或约50μM至150μM；或约50μM至100μM(或其中可衍生的任何范围)。在其他实

施方案中，所述剂量可提供由向对象施用治疗剂产生的以下药剂血液水平：约、至少约或至

多约1μM、2μM、3μM、4μM、5μM、6μM、7μM、8μM、9μM、10μM、11μM、12μM、13μM、14μM、15μM、16μM、17

μM、18μM、19μM、20μM、21μM、22μM、23μM、24μM、25μM、26μM、27μM、28μM、29μM、30μM、31μM、32μ

M、33μM、34μM、35μM、36μM、37μM、38μM、39μM、40μM、41μM、42μM、43μM、44μM、45μM、46μM、47μM、

48μM、49μM、50μM、51μM、52μM、53μM、54μM、55μM、56μM、57μM、58μM、59μM、60μM、61μM、62μM、63
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μM、64μM、65μM、66μM、67μM、68μM、69μM、70μM、71μM、72μM、73μM、74μM、75μM、76μM、77μM、78μ

M、79μM、80μM、81μM、82μM、83μM、84μM、85μM、86μM、87μM、88μM、89μM、90μM、91μM、92μM、93μM、

94μM、95μM、96μM、97μM、98μM、99μM或100μM或其中可衍生的任何范围。在某些实施方案中，

施用于对象的治疗剂在体内代谢为经代谢的治疗剂，在这种情况下，血液水平可指该经代

谢的治疗剂的量。或者，就治疗剂未被对象代谢的程度而言，本文讨论的血液水平可指未代

谢的治疗剂。

[0269] 治疗组合物的精确量还取决于医师的判断，并且对每一个体都是独特的。影响剂

量的因素包括患者的身体和临床状态、施用途径、预期的治疗目标(缓解症状还是治愈)以

及对象可能正在接受的特定治疗性物质或其他疗法的效力、稳定性和毒性。

[0270] 本领域技术人员应理解并意识到，剂量单位μg/kg或mg/kg体重可换算并以μg/ml

或mM(血液水平)的相当浓度单位表示，如4μM至100μM。还应理解，吸收是物种和器官/组织

依赖性的。与吸收和浓度量度相关的适用换算因子和生理学假设是众所周知的，并且将允

许本领域技术人员将一种浓度量度换算为另一种并就本文所述的剂量、功效和结果做出合

理的比较和结论。

[0271] IX.药物组合物

[0272] 根据本公开的组合物的施用一般会经由各种常用途径。这包括但不限于肠胃外、

原位、皮内、皮下、经口、经皮、肌肉内、腹膜内、眼眶内、通过植入、通过吸入、心室内、鼻内或

静脉内注射。在一些实施方案中，本公开的组合物(例如，包括靶向剂的组合物)静脉内施用

于对象。

[0273] 施加的方式可广泛地变化。任何用于施用包含细胞组分的药物组合物的常规方法

都是适用的。药物组合物的剂量会取决于施用的途径，并会根据对象的尺寸和健康而改变。

[0274] 在许多情况下，需要至多或至少3次、4次、5次、6次、7次、8次、9次、10次或更多次的

多次施用。施用时间间隔可为2天至12周，更常见的是间隔一周至两周。

[0275] 短语“药学上可接受的”或“药理学上可接受的”是指当施用于动物或人时不会产

生不良反应、过敏反应或其他意外反应的分子实体和组合物。如本文中所使用的，“药物可

接受的载体”包括任何和所有溶剂、分散介质、涂层、抗菌和抗真菌剂、等渗和吸收延迟剂

等。这种介质和用于药物活性物质的使用在本领域中是已知的。除非传统介质或试剂与活

性成分不相容，否则预期其在致免疫和治疗的组合物中的使用。本公开的药物组合物是药

学上可接受的药物组合物。

[0276] 本公开的组合物可以配制用于肠胃外施用，例如配制用于经由静脉内、肌肉内、皮

下或甚至腹膜内途径的注射。通常，这样的组合物可制备为注射剂，或液体溶液剂或混悬

剂，并且制剂也可被乳化。

[0277] 适合于注射用途的药物形式包括无菌水溶液或分散液；包含芝麻油、花生油或丙

二醇水溶液的制剂。其还应是在制造和储存的条件下稳定的，并且必须在防微生物，例如细

菌和真菌的污染作用的条件下保存。

[0278] 无菌的可注射溶液通过以下方法来制备：在适当溶剂中将活性成分(例如本公开

的细胞)以所需量与以上列举的各种其他成分合并，如果需要的话然后进行过滤杀菌。通

常，分散体通过将将各种无菌的活性成分并入到无菌载剂中来制备，所述无菌载剂含有基

本的分散介质和选自以上列举的那些的所需的其他成分。
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[0279] 基于预期的目标来确定组合物的有效量。术语“单位剂量”或“剂量”是指适用于受

试者的物理不连续的单位，各单位含有结合其施用，即适当途径和方案计算以产生本文期

望的响应的预定量的组合物。待施用的量，根据处理的数量和单位剂量两者，取决于期望的

结果和/或保护。组合物的精确量还取决于医师的判断，并且对每一个体都是独特的。影响

剂量的因素包括对象的身体和临床状态、施用的途径、处理的预期目标(症状减轻与治愈)

和效力、稳定性以及特定组合物的毒性。在配制后，溶液会以与剂型相容的方式和在治疗或

预防上有效的量来施用。以各种剂型，例如上述可注射溶液的类型容易地施用制剂。

[0280] 本公开的组合物和相关方法，特别是本公开的组合物的施用，也可以与其它治疗

方法如本文所述的其它治疗方法的施用结合使用，或者与本领域已知的其它传统治疗方法

结合使用。

[0281] 本文公开的治疗性组合物和疗法可以在另一种疗法或药物之前、同时和/或之后

进行，间隔为数分钟至数周。在实施方案中，当分别向细胞、组织或生物体施用治疗剂时，通

常会确保在各次递送的时间之间不经过明显的时段，使得治疗剂会一直能够发挥对细胞、

组织或生物体有利的组合效果。例如，在这种情况下，预期人们可以使细胞、组织或生物体

与两种、三种、四种或多于四种药剂或治疗基本上同时(即少于约一分钟内)接触。在其他方

面，在施用其他治疗剂和/或治疗之前和/或之后，可以在1分钟、5分钟、10分钟、20分钟、30

分钟、45分钟、60分钟、2小时、3小时、4小时、5小时、6小时、7小时、8小时、9小时、10小时、11

小时、12小时、13小时、14小时、15小时、16小时、17小时、18小时、19小时、20小时、21小时、22

小时、22小时、23小时、24小时、25小时、26小时、27小时、28小时、29小时、30小时、31小时、32

小时、33小时、34小时、35小时、36小时、37小时、38小时、39小时、40小时、41小时、42小时、43

小时、44小时、45小时、46小时、47小时、48小时、1天、2天、3天、4天、5天、6天、7天、8天、9天、

10天、11天、12天、13天、14天、15天、16天、17天、18天、19天、20天、21天、1周、2周、3周、4周、5

周、6周、7周或8周或大于8周以及其中可衍生的任何范围内施用或提供一种或多于一种治

疗剂和/或治疗。

[0282] 治疗可以包括各种“单位剂量”。单位剂量定义为含有预定的量的治疗组合物。待

施用的量及具体的途径和剂型的确定在临床领域技术人员的判断能力范围内。单位剂量不

必作为单次注射施用，而是可包括在设定的时间段内连续输注。在一些实施方案中，单位剂

量包含单一可施用剂量。

[0283] 待施用的量，根据处理的治疗和单位剂量两者，取决于期望的治疗效果。有效剂量

应理解为是指达到特定效果所需的量。在某些实施方案的实践中，预期在10mg/kg至200mg/

kg的剂量可影响这些药剂的保护能力。因此，预期剂量包括约0.1、0.5、1、5、10、15、20、25、

30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、100、105、110、115、120、125、130、135、140、

145、150、155、160、165、170、175、180、185、190、195和200、300、400、500、1000μg/kg、mg/kg、

μg/天或mg/天的剂量或其中可衍生的任何范围。此外，这样的剂量可在一天中多次和/或在

数天、数周或数月内施用。

[0284] 在一些实施方案中，无论是通过一次还是多于一次施用，施用于人的免疫检查点

抑制剂如抗体或微生物调节剂的治疗有效或足够量将在约0.01mg/kg至约50mg/kg患者体

重的范围内。在一些实施方案中，使用的治疗剂为例如每天施用约0.01mg/kg至约45mg/kg、

约0.01mg/kg至约40mg/kg、约0.01mg/kg至约35mg/kg、约0.01mg/kg至约30mg/kg、约
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0.01mg/kg至约25mg/kg、约0.01mg/kg至约20mg/kg、约0.01mg/kg至约15mg/kg、约0.01mg/

kg至约10mg/kg、约0.01mg/kg至约5mg/kg或约0.01mg/kg至约1mg/kg。在一个实施方案中，

在21天周期的第1天以约100mg、约200mg、约300mg、约400mg、约500mg、约600mg、约700mg、约

800mg、约900mg、约1000mg、约1100mg、约1200mg、约1300mg或约1400mg的剂量向对象施用本

文所述的治疗剂。该剂量可作为一剂或作为多剂(例如，2剂或3剂)施用，如输注。该疗法的

进展可通过常规技术容易地监测。

[0285] 在某些实施方案中，药物组合物的有效剂量为可提供约1μM至150μM的血液水平的

剂量。在另一个实施方案中，有效剂量提供的血液水平为约4μM至100μM；或约1μM至100μM；

或约1μM至50μM；或约1μM至40μM；或约1μM至30μM；或约1μM至20μM；或约1μM至10μM；或约10μ

M至150μM；或约10μM至100μM；或约10μM至50μM；或约25μM至150μM；或约25μM至100μM；或约

25μM至50μM；或约50μM至150μM；或约50μM至100μM(或其中任何可衍生的范围)。在其他实施

方案中，所述剂量可提供由向对象施用治疗剂产生的以下药剂血液水平：约、至少约或至多

约1μM、2μM、3μM、4μM、5μM、6μM、7μM、8μM、9μM、10μM、11μM、12μM、13μM、14μM、15μM、16μM、17μ

M、18μM、19μM、20μM、21μM、22μM、23μM、24μM、25μM、26μM、27μM、28μM、29μM、30μM、31μM、32μM、

33μM、34μM、35μM、36μM、37μM、38μM、39μM、40μM、41μM、42μM、43μM、44μM、45μM、46μM、47μM、48

μM、49μM、50μM、51μM、52μM、53μM、54μM、55μM、56μM、57μM、58μM、59μM、60μM、61μM、62μM、63μ

M、64μM、65μM、66μM、67μM、68μM、69μM、70μM、71μM、72μM、73μM、74μM、75μM、76μM、77μM、78μM、

79μM、80μM、81μM、82μM、83μM、84μM、85μM、86μM、87μM、88μM、89μM、90μM、91μM、92μM、93μM、94

μM、95μM、96μM、97μM、98μM、99μM或100μM或其中可衍生的任何范围。在某些实施方案中，施

用于对象的治疗剂在体内代谢为经代谢的治疗剂，在这种情况下，血液水平可指该经代谢

的治疗剂的量。或者，就治疗剂未被对象代谢的程度而言，本文讨论的血液水平可指未代谢

的治疗剂。

[0286] 治疗组合物的精确量还取决于医师的判断，并且对每一个体都是独特的。影响剂

量的因素包括患者的身体和临床状态、施用途径、预期的治疗目标(缓解症状还是治愈)以

及对象可能正在接受的特定治疗性物质或其他疗法的效力、稳定性和毒性。

[0287] 本领域技术人员应理解并意识到，剂量单位μg/kg或mg/kg体重可换算并以μg/ml

或mM(血液水平)的相当浓度单位表示，如4μM至100μM。还应理解，吸收是物种和器官/组织

依赖性的。与吸收和浓度量度相关的适用换算因子和生理学假设是众所周知的，并且将允

许本领域技术人员将一种浓度量度换算为另一种并就本文所述的剂量、功效和结果做出合

理的比较和结论。

[0288] X.试剂盒

[0289] 本发明的某些方面还涉及包含本发明的组合物或用于实现本发明的方法的组合

物的试剂盒。在一些实施方案中，试剂盒可用于评估一种或多于一种生物标志物。在某些实

施方案中，试剂盒包含、包含至少或包含至多1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10

个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、21个、22个、23个、24个、25

个、26个、27个、28个、29个、30个、31个、32个、33个、34个、35个、36个、37个、38个、39个、40

个、41个、42个、43个、44个、45个、46个、47个、48个、49个、50个、100个、500个、1000个或多于

1000个探针、引物或引物集、合成分子或抑制剂、或其中可衍生的任何值或范围和组合。在

一些实施方案中，存在用于评估细胞中生物标志物活性的试剂盒。
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[0290] 试剂盒可以包括可单独包装或放置在容器中的组件，如管、瓶、小瓶、注射器或其

他合适的容器装置。

[0291] 单个组分也可以以浓缩量提供在试剂盒中；在一些实施方案中，组分以与其在含

有其它组分的溶液中相同的浓度单独提供。可以提供1x、2x、5x、10x或20x或多于20x的组分

浓度。

[0292] 本公开包括用于使用探针、合成核酸、非合成核酸和/或用于预测或诊断应用的公

开的抑制剂的试剂盒。特别预期的是对应于在本文识别的任何生物标志物的任何此类分

子，其包括与生物标物的全部或部分相同或互补的核酸引物/引物组和探针，其可以包括生

物标志物的非编码序列以及生物标志物的编码序列。

[0293] 在某些方面，一些试剂盒实施方案中包括阴性和/或阳性对照核酸、探针和抑制

剂。

[0294] 本公开的任何实施方案涉及具体生物标志物的名称也可用于涵盖涉及其序列与

特定核酸的成熟序列至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％同一性的生物标志物的实施方案。

[0295] 本公开的实施方案包括用于通过评估样品的生物标志物谱来分析病理样品的试

剂盒，所述试剂盒在合适的容器装置中包含两种或多于两种种生物标志物探针，其中所述

生物标志物探针检测本文中识别的一种或多于一种生物标志物。试剂盒还可以包括用于标

记样品中的核酸的试剂。试剂盒还可以包括标记试剂，包括胺修饰的核苷酸、聚(A)聚合酶

和聚(A)聚合酶缓冲液中的至少一种。标记试剂可以包括胺类活性染料。

[0296] 预期本文所述的任何方法或组合物可以相对于本文所述的任何其他方法或组合

物实施，并且可以组合不同的实施方案。最初提交的权利要求被认为涵盖了从属于任何提

交的权利要求或提交的权利要求的组合的权利要求。

[0297] 实施例

[0298] 列出了以下实施例以说明本发明的优选实施方案。本领域技术人员应理解，以下

实施例中所公开的技术代表本发明人发现的在本发明的实践中发挥良好作用的技术，并因

此可以被认为为其实践建立某些模式。然而，根据本公开，本领域技术人员应理解，在不脱

离本发明的精神和范围的情况下，在所公开的具体实方案中可以做许多改变，并仍获得相

同或相似的结果。

[0299] 实施例1‑SCLC亚型的表面组学分析

[0300] 方法

[0301] 数据集：检查了三个数据集以确定表面靶点：来自81个治疗初期患者肿瘤的已发

表的RNA‑Seq数据(George数据集)18，来自23个癌症和42个正常患者样本的已发表的微阵列

数据(Sato数据集)17，以及来自63个SCLC细胞系(细胞系数据集)的内部收集的RNA‑Seq数

据16,23,24。

[0302] 统计分析：使用1300‑基因标记19将每个肿瘤或细胞系样品分类为其各自的亚型，

然后使用ANOVA  p值比较三个数据集中每个亚型之间的表面组25转录物的表达，基于Sato和

细胞系组的FDR为0.01和George数据集的FDR为0.0001，将命中表征为p值小于0.05(图2)。

对George数据集的FDR进行了调整，因为作为最大的数据集，它使用已建立的0.01的FDR给

出了更多重要的基因。为了确保命中的严谨性，FDR相应地被降低了。同时，发明人检查了每
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个数据集内每个亚型之间转录表达的百分比差异。将每个转录本归入它表现出最高表达的

子集，并计算不同亚型之间的表达差异百分比。任何基因在其最高亚型中的表达高于或超

过其他任何亚型的基因都被认为是成功的。这两种分析方法在所有三个数据集上的命中结

果被合并到一个目标候选列表中，如表1至表12所示。与SCLC‑A亚型相关的目标如表1至表3

所示。与SCLC‑N亚型相关的目标如表4至表6所示。与SCLC‑P亚型相关的目标如表7至表9所

示。与SCLC‑I亚型相关的目标如表10至表12所示。为了被认为是命中(即与特定亚型相关)，

候选转录物必须具有a)小于或等于0.05的ANOVA  p值，或b)在转录物表现出最高表达的亚

型中表达增加至少10％。重要的是，本发明人基于详述计算机模拟人类表面体的报告将蛋

白质分类为表面表达的25。

[0303] 结果

[0304] 命中分析揭示了2373个表面表达转录物的列表，这些转录物在SCLC的四种不同亚

型中有差异表达(表A至表I)。下面列出了候选子集，如图2A至图2D所示。

[0305] SCLC‑A：DLL3以前被证明主要在SCLCA中表达，这项分析将这些发现联系起来。发

明人还发现CEA细胞黏附分子5(CEACAM5)和钠通道上皮1亚基α(SCNN1A)在SCLC‑A中强烈表

达。

[0306] SCLC‑N：生长抑素受体2型(SSTR2)、脑信号蛋白6D(SEMAD6)和肌聚糖δ(SGCD)在

SCLC‑N中强烈表达。

[0307] SCLC‑P：MHC  I类多肽相关序列A(MICA)、跨膜蛋白87A(TMEM87A)和ADP‑核糖基转

移酶3(ART3)在SCLC‑P中强烈表达。

[0308] SCLC‑I：SLAM家族成员8(SLAMF8)、甘露糖受体C2型(MRC2)和压电型机械敏感离子

通道组件1(PIEZO1)在SCLC‑1中高度表达。

[0309] 表1‑来自George等人数据集的与SCLC‑A亚型相关的表面蛋白

[0310]
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[0320]

[0321] 表2‑细胞系数据集中与SCLC‑A亚型相关的表面蛋白

[0322]
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[0330]

[0331] 表3‑Sato数据集中与SCLC‑A亚型相关的表面蛋白
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[0337]

[0338] 表4‑来自George等人数据集的与SCLC‑N亚型相关的表面蛋白
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[0350]

[0351] 表5‑细胞系数据集中与SCLC‑N亚型相关的表面蛋白
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[0361]

[0362] 表6‑Sato数据集的与SCLC‑N亚型相关的表面蛋白
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[0368]

[0369] 表7‑来自George等人数据集的与SCLC‑P亚型相关的表面蛋白
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[0381]

[0382] 表8‑细胞系数据集中与SCLC‑P亚型相关的表面蛋白
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[0392]

[0393] 表9‑Sato数据集中与SCLC‑P亚型相关的表面蛋白
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[0397]

[0398] 表10‑来自George等人数据集的与SCLC‑I亚型相关的表面蛋白
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[0412]

[0413] 表11‑细胞系数据集中与SCLC‑I亚型相关的表面蛋白
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[0423]

[0424] 表12‑Sato数据集的与SCLC‑I亚型相关的表面蛋白
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[0429]

[0430] 实施例2‑治疗表面靶点的分析

[0431] 为了更广泛地研究细胞表面靶点，发明人检查了编码治疗性单抗、CAR或ADC已知

靶点的基因在SCLC肿瘤和细胞系数据集中每一亚型的表达。

[0432] 发明人在我们的三个数据集中发现了几个具有一致相对表达模式的表面蛋白编

码基因，并且治疗方法已经在开发中。例如，生长抑素受体2(SSTR2)是在低级和中级神经内

分泌肿瘤(NET)中表达的成熟靶点，其中与SSTR2结合的生长抑素类似物，如奥曲肽和兰瑞

肽，被常规用于治疗。SSTR2也是ADC、PEN‑221的靶点，已经在开发中，用于攻击性较低的
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NET26,27。虽然SSTR2不是在所有的小细胞肺癌中都广泛表达，但观察到它在小细胞肺癌肿瘤

和细胞系中都高度表达(图3A至图3C)。此外，流式细胞仪分析证实了SSTR2在SCLC‑N细胞系

中的强烈表达，并支持在SCLC‑N中更多相对表达的趋势(图3D)。此外，对细胞系的蛋白质印

迹分析表明，SSTR2在SCLC‑N中优先表达(图6A)。

[0433] 对于SCLC‑P和SCLC‑I，编码MHC  I类多肽相关序列A的基因MICA在这两个亚型中都

被认定为高表达(图4A至图4C)。此外，对细胞系的蛋白质印迹分析表明，在全球范围内，

MICA亚型之间存在差异蛋白表达，表达在SCLC‑I和SCLC‑P中(图6B)。MICA通常作为自然杀

伤细胞组2(NKG2D)受体激活的配体，但长期激活NKG2D最终会抑制自然杀伤细胞(NK)和CD8

+T细胞的活性，从而实现免疫逃避。MICA是目前处于临床前开发中的分子(IPH43)的靶标，

提出了阻止MICA与NKG2D相互作用的双重机制，同时也被设计为靶向MICA表达细胞的ADC28。

至于其余的亚型，SCLC‑A，癌胚抗原相关细胞黏附分子5(CEACAM5)，在胃肠癌、乳腺癌以及

NSCLC中过表达的细胞黏附分子，是戈维替康‑拉贝珠单抗的靶点，戈维替康‑拉贝珠单抗是

用于难治性转移性结直肠癌患者的临床研究的ADC，也是CAR  T细胞的靶点29‑32。虽然这种分

子以前没有被描述为SCLC特异性治疗的靶标，但是发明人在数据集中观察到差异表达，在

SCLC‑A中CEACAM5表达显著更高(图5A至图5C)。此外，细胞系的蛋白质印迹分析示出了，在

全球范围内，在SCLC‑A中表达的CEACAM5亚型之间存在差异蛋白质表达(图6B)。

[0434]                              * * *

[0435] 本文所公开和要求保护的所有方法根据本公开可以不需要过多实验即而做出和

实现。尽管本发明的组合物和方法已经按照优选的实施方案进行了描述，但是对于本领域

技术人员明显的是，可以对所述方法以及在本文所描述方法的步骤或步骤的顺序中实施变

化，而不脱离本发明的概念、精神和范围。更具体地，明显地，化学和生理两方面都相关的特

定试剂可以替代本文所描述的试剂，同时会实现相同或相似的结果。所有对本领域技术人

员明显的这类相似的替代和改变都被视为在如由所附权利要求限定的本发明的精神、范围

和概念内。
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