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用于确定特定癌症的癌症疗法的功效的血

液样品的数字分析

(57)摘要

本公开内容涉及用于分析受试者血液样品

中的RNA以确定血液样品中一种或多种谱系标志

物的表达水平的新测定方法，所述RNA来自例如

循环肿瘤细胞(CTC)、肿瘤特异性外泌体或肿瘤

特异性无细胞RNA，其中一种或多种特异性谱系

标志物的表达水平可预测该受试者中特定抗癌

治疗方案的无进展生存期和总生存期。
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1.探针和引物在制备用于在受试者中确定激素受体阳性（“HR  +”）的乳腺癌的抗癌治

疗方案的潜在功效的试剂盒中的用途，其中所述探针和引物对应于PIP、SERPINA3、AGR2、

SCGB2A1、EFHD1和WFDC2基因，和其中确定所述潜在功效包括：

从在用抗癌治疗方案开始治疗受试者后3‑4周收集的所述受试者的血液样品中分离循

环肿瘤细胞（CTC），其中抗癌治疗方案包括靶向雌激素信号传导途径的药物；将源自CTC的

RNA转化为cDNA；

将所述cDNA包封在单独的小滴中；

使用对每个小滴内对应于PIP、SERPINA3、AGR2、SCGB2A1、EFHD1和WFDC2基因中的每个

的cDNA分子特异的探针和引物在报告基团的存在下扩增每个小滴中的cDNA，所述报告基团

被配置成特异性结合cDNA分子，所述cDNA分子对应于来自CTC的PIP、SERPINA3、AGR2、

SCGB2A1、EFHD1和WFDC2基因中的每个而不是来自血液中其他细胞的cDNA；并且

测定血液样品中CTC中PIP、SERPINA3、AGR2、SCGB2A1、EFHD1和WFDC2基因中的每个的存

在和表达水平，

其中PIP、SERPINA3、AGR2、SCGB2A1、EFHD1和WFDC2基因的表达水平预测所述抗癌治疗

方案的受试者的无进展生存期和总生存期；和

其中如果在用靶向雌激素信号传导途径的药物治疗开始后3‑4周PIP、SERPINA3、AGR2、

SCGB2A1、EFHD1和WFDC2基因的表达水平升高到高于通过评估没有癌症的健康供体确定的

背景噪声水平，则预测如果仅用靶向雌激素信号传导途径的药物治疗受试者将不会改善。

2.根据权利要求1所述的用途，其中通过将所述PIP、SERPINA3、AGR2、SCGB2A1、EFHD1和

WFDC2基因中的所有的表达水平与针对特定癌症的特定抗癌治疗方案建立的参考标准进行

比较，确定受试者的特定抗癌治疗方案的潜在功效，以确定在所述特定抗癌治疗方案下所

述受试者是否会改善。

3.根据权利要求1所述的用途，其中所述药物包含ER抑制剂、选择性ER降解剂和芳香酶

抑制剂，其阻断雌激素的产生。

4.根据权利要求2或3所述的用途，其中所述受试者被进一步开具靶向雌激素‑信号传

导途径的药物和其他抗乳腺癌疗法的组合疗法。

5.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，还包括在将源自CTC的RNA转化为cDNA之前

减少产物的体积。

6.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，还包括在包封所述cDNA分子之前从含有所

述cDNA的溶液中除去污染物。

7.根据权利要求5所述的用途，其中将源自CTC的RNA转化为cDNA包括对来自CTC的分离

的RNA分子进行逆转录聚合酶链反应。

8.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中扩增每个小滴内的cDNA包括在每个小

滴中进行PCR。

9.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中包封单个cDNA分子还包括将PCR试剂

与所述cDNA分子包封在单个小滴中并形成至少1000个非水性液体小滴。

10.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述报告基团包含荧光标记。

11.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中探针和引物是：

(i)由SEQ  ID  NO:163和164的序列组成的PIP引物，以及由SEQ  ID  NO:165的序列组成
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的PIP探针；或由SEQ  ID  NO:  404和405的序列组成的PIP引物，以及由SEQ  ID  NO:  368的序

列组成的PIP探针；

(ii)由SEQ  ID  NO:190和191的序列组成的SERPINA3引物，以及由SEQ  ID  NO:192的序

列组成的SERPINA3探针；

(iii)由SEQ  ID  NO:1和2的序列组成的AGR2引物，以及由SEQ  ID  NO:3的序列组成的

AGR2探针；或由SEQ  ID  NO:  380和381的序列组成的AGR2引物，以及由SEQ  ID  NO:  356的序

列组成的AGR2探针；

(iv)由SEQ  ID  NO:82和83的序列组成的SCGB2A1引物，以及由SEQ  ID  NO:84的序列组

成的SCGB2A1探针；或由SEQ  ID  NO:  412和413的序列组成的SCGB2A1引物，以及由SEQ  ID 

NO:  372的序列组成的SCGB2A1探针；

(v)由SEQ  ID  NO:386和387的序列组成的EFHD1引物，以及由SEQ  ID  NO:359的序列组

成的EFHD1探针；和

(vi)由SEQ  ID  NO:422和423的序列组成的WFDC2引物，以及由SEQ  ID  NO:  377的序列

组成的WFDC2探针。

12.根据权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述CTC源自转移性或原发性/局限

性癌症。

13.根据权利要求3所述的用途，其中所述药物包括一种或多种包括他莫昔芬的ER抑制

剂、包括氟维司群的选择性ER降解剂，和包括阿那曲唑、来曲唑和依西美坦中的一种或多种

的芳香酶抑制剂。

14.根据权利要求4所述的用途，进一步包括对所述受试者施用靶向所述雌激素信号传

导途径的药物和另一种抗乳腺癌疗法的组合疗法。

15.根据权利要求14所述的用途，其中所述组合疗法选自下组：内分泌疗法和CDK  4/6

抑制剂；内分泌疗法和PI3K抑制剂；内分泌疗法和mTOR抑制剂；化疗和PARP抑制剂；以及化

疗和HER2抑制剂。
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用于确定特定癌症的癌症疗法的功效的血液样品的数字分析

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2016年10月27日提交的美国临时申请序列号62/413,952的优先权，

其在此通过引用整体并入本文。

技术领域

[0003] 本发明涉及样品分析技术，更具体地涉及用于检测和分析来自癌细胞(例如血液

样品)的核酸以确定在特定患者中哪种疗法最有效的方法和系统。

背景技术

[0004] 使用简单的血液检测或“液体活检”检测罕见循环肿瘤细胞(CTC)、外泌体和无细

胞核酸(例如无细胞脱氧核糖核酸(DNA)或核糖核酸(RNA))存在的能力具有大大增强检测

癌症的潜力，从而提供肿瘤细胞数量、遗传组成和药物反应参数的即时取样，而无需侵袭性

肿瘤活检。因此，用于早期癌症检测的CTC、外泌体和无细胞DNA或RNA的检测具有彻底改变

癌症治疗的潜力，使得能够在转移之前的阶段诊断侵袭性癌症，当期望治愈性治疗时。

[0005] 然而，CTC、外泌体和无细胞核酸非常罕见和/或很小和/或容易降解，因此识别、可

视化、测量和评分这些与正常血液成分混合的罕见成分，甚至在采用已知的微流体装置或

类似技术进行部分纯化后，仍然是一个重大挑战。例如，每毫升全血，在超过50亿个红细胞

(RBC)和超过500万个白细胞(WBC)中仅有1至10个CTC(Plaks等 ,“Cancer  Circulating 

Tumor  Cells,”Science,341:1186；2013)。

[0006] 虽然外泌体不是那么罕见，但它们的直径仅为约30至100nm，使得它们难以在血液

样品中分离和检测。由于体液(例如血液)的复杂性，外泌体与细胞和类似大小的颗粒的物

理分离是具有挑战性的。使用差异超速离心和微过滤或梯度分离外泌体可以提高纯度。通

过尺寸排阻色谱法单步分离细胞外囊泡已被证明提供了通过离心回收完整囊泡的效率更

高，但是单独的基于尺寸的技术通常不能将外泌体与其他囊泡类型区分开。为了分离纯的

外泌体群，需要基于物理(例如大小、密度)和生物化学参数(例如参与其生物发生的某些蛋

白质的存在/不存在)的组合技术。分离源自肿瘤的外泌体的关键挑战是将它们与正常组织

产生的外泌体分开。

[0007] 当使用无细胞RNA时，使抽血后释放细胞RNA最小化是重要的，因为无细胞RNA在血

液中存在量少。因此，血液样品需要特殊操作和/或系统以避免细胞中核酸的降解或污染，

并稳定无细胞RNA。

[0008] 此外，由于癌细胞之间甚至在患者个体中的高度异质性，以及在血流中循环的许

多肿瘤细胞的不良生理状况，肿瘤细胞的抗体染色是高度可变的，其中许多肿瘤细胞已经

开始经历程序性细胞死亡或失巢凋亡。此外，经抗体染色的肿瘤细胞的准确评分需要区分

大量污染的白细胞，其中一些非特异性地与抗体试剂结合。因此，通过抗体染色仅可以稳健

地鉴定候选肿瘤细胞的子集，并且尽管患有广泛转移性癌症，但多达一半的测试患者没有

可检测出的细胞。
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发明内容

[0009] 本公开内容涉及用于在标准血液样品中获得与肿瘤特异性RNA(例如来自罕见

CTC、外泌体和/或无细胞RNA，)相关的数据的最高可能灵敏度以预测哪些癌症疗法在给定

患者中治疗特定检测癌症最有效的方法和用途。特别地，新方法不需要将CTC和/或外泌体

与污染的WBC完全分离，而是可以在含有例如多达10,000个WBC或更多个的产物中可靠地检

测少至一个CTC或外泌体。新的测定方法结合了(1)可以始终如一地获得完整CTC和来自血

液的具有高质量RNA的外泌体的分离系统，以及(2)基于小滴的聚焦于健康患者血液中不存

在的每种肿瘤类型的特定癌症谱系的RNA标志物的数字聚合酶链式反应(PCR)测定。该新方

法可以用于确定哪种治疗剂具有最高的有效治疗每位患者中发现的特定癌症类型的潜力。

[0010] 一般地，本公开内容涉及用于预测特定治疗方案(例如治疗剂)以超高灵敏度和特

异性治疗给定受试者或患者中的特定癌症的功效的方法。新方法包括或由以下组成：从血

液样品中获得肿瘤特异性RNA，以及确定哪一系列谱系标志物在血液样品的RNA中表达，其

中表达水平或更具体的谱系标志物可预测特定抗癌治疗方案的无进展生存期和总生存期。

例如，在一些实施方案中，所述方法可以包括或由以下组成：从患者的血液样品中分离循环

肿瘤细胞(CTC)；将来源于CTC的RNA转化为cDNA；将cDNA包封成单个小滴；在报告基团存在

下在每个小滴中扩增cDNA，该报告基团被配置成特异性结合来自CTC的cDNA而不是来自血

液中其他细胞的cDNA；以及确定哪一系列谱系标志物在血液样品的RNA中表达，其中一种或

多种特异性谱系标志物的表达水平可预测特定抗癌治疗方案的无进展生存期、进展时间、

总生存期或其他临床相关性终点。

[0011] 在一些实施方案中，通过将患者的一种或多种特异性谱系标志物的表达水平与针

对特定抗癌的特定抗癌治疗方案建立的参考标准比较，确定特定抗癌治疗方案对患者特定

癌症的潜在功效，以确定在特定抗癌治疗方案下是否会有效地治疗患者。例如，在一些实施

方案中，患者可能患有前列腺癌，如果在治疗开始之前测定的患者的特异性谱系标志物包

括高于背景噪声水平(如通过评估没有癌症的健康供体确定的)的升高水平的FOLH1(PSMA)

和HOXB13，则本文所述方法预测如果仅用阿比特龙(例如，ZYTIGA)治疗，则患者不会改善。

在一些实施方案中，向该患者进一步开具阿比特龙和其他抗前列腺癌疗法的组合疗法。

[0012] 在另一些实施方案中，患者患有激素受体阳性(“HR+”)乳腺癌，如果在用靶向雌激

素‑信号传导途径的药物治疗后三至四周测定的患者特异性谱系标志物包括高于背景噪声

水平(如通过评估没有癌症的健康供体所确定的)的升高水平的PIP、SERPINA3、AGR2、

SCGB2A1、EFHD1和WFDC2基因中的一种或多种，例如一种、两种、三种、四种、五种或所有六种

基因，则本文所述方法预测如果仅用靶向雌激素‑信号传导途径的药物治疗，则患者将不会

改善。例如，药物可以为例如ER抑制剂(例如他莫昔芬)、选择性ER降解剂(例如氟维司群)和

芳香酶抑制剂(AI)，其阻断雌激素的产生(例如，阿那曲唑、来曲唑和依西美坦)。该方法的

结果可以帮助医疗保健提供者进一步向患者开具靶向雌激素‑信号传导途径的药物和其他

抗乳腺癌疗法的组合疗法。

[0013] 在多个实施方案中，所述方法可以包括使用循环肿瘤细胞(CTC)或外泌体或无细

胞RNA的微流体分离，以及源自这些组分的RNA的数字检测。在一些实施方案中，RNA可以转

化成cDNA并包封成单个小滴，用于在报告基团存在下扩增，该报告基团被配置成特异性结

合来自CTC(或其他肿瘤RNA)的cDNA而不是来自其他非癌细胞的cDNA。
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[0014] 本文所述的方法还可以包括在包封cDNA分子之前，在从含cDNA溶液中分离RNA和/

或除去污染物之前减少产物的体积。

[0015] 在这种新方法的多个实施方案中，从经分离的RNA产生cDNA分子可以包括对经分

离的RNA分子进行逆转录(RT)聚合酶链式反应(PCR)，和/或在每个小滴内扩增cDNA分子可

以包括在每个小滴中进行PCR。在这种新方法中，将单个cDNA分子和PCR试剂包封在单个小

滴中可以包括形成至少1000滴非水性液体小滴，例如一种或多种碳氟化合物、氢氟烃、矿物

油、硅油和烃油和/或一种或多种表面活性剂。每个小滴可以平均含有从CTC获得的一种靶

cDNA分子。在一些实施方案中，报告基团可以为或包含荧光标记。

[0016] 在多个实施方案中，本文所述的方法包括使用探针和引物在每个小滴内扩增cDNA

分子，所述探针和引物对应于选自本文表1中的癌症选择性基因列表的一种或多种基因。例

如，所选基因可以包括前列腺癌选择性基因，例如AGR2、FOLH1、HOXB13、KLK2、KLK3、

SCHLAP1、AMACR、AR变体(包括AR‑V7、UGT2B15、STEAP2和TMPRSS2:ERG)中的任何一种或多种

(如可以从表1中容易确定的)。在另一个实例中，ALDH1A3、CDH11、EGFR、FAT1、MET、PKP3、

RND3、S100A2和STEAP2中的任何一种或多种对胰腺癌具有选择性。可以为表3中列出的其他

类型的癌症生成类似的列表。

[0017] 在另一些实例中，所选基因包括表3中列出的乳腺癌选择性基因中的任何一种或

多种。在另一些实例中，所选基因包括对肺癌、肝癌、前列腺癌、胰腺癌和黑素瘤癌中的一种

或多种具有选择性的基因。例如，多重测定可以包括表3中列出的对特定类型癌症(例如乳

腺癌、肺癌、前列腺癌、胰腺癌、肝癌和黑素瘤)具有选择性的所选基因中的2、3、4、5、6、7、8、

9、10、11、12或甚至所有。通常，表1的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12种或多种癌症选择性

基因的引物和探针用于特定类型的癌症。所选基因的其他特定组合(这些基因的标志物)在

以下实施例中被描述。

[0018] 在本文所述的方法中，CTC可以来自转移性或原发性/局限性癌症。

[0019] 本公开内容还提供了与表3中列出的一种或多种所选癌症基因相关的探针和引物

用于扩增和检测从血液样品的循环肿瘤细胞(CTC)获得的cDNA分子，以及用于确定一系列

谱系标志物中的哪一种在血液样品的CTC中表达的用途，其中一种或多种特异性谱系标志

物的表达水平可预测特定抗癌治疗方案的无进展生存期和总生存期。

[0020] 如本文所用，术语“循环肿瘤细胞”(CTC)是指源自实体瘤(非血源性癌症)的癌细

胞，其在患者血流中以非常罕见的数量存在(例如，在全血中约10 ,000 ,000个WBC中约1个

CTC)。CTC可以来自转移性癌症和原发性/局限性癌症。

[0021] 如本文所用，“产物”是指例如在某种液体(例如缓冲液，如pluronic缓冲液)中的

经分离的罕见细胞和其他污染的血细胞，例如红细胞、白细胞(例如白细胞)，其例如采用本

文所述的系统通过本文所述的方法加工得到的。一般产物可以仅含有约1至10个与500至2,

500或更多个WBC混合的CTC，例如1000至2000个WBC的混合物中1至10个CTC。然而，本方法的

检测限可以为10,000WBC中的约1个CTC。因此，尽管本方法可以达到500个WBC中约1个CTC的

纯度水平，但是本方法不需要经高度纯化的CTC，这在一些已知的CTC分析方法中是必需的。

[0022] 聚合酶链式反应(PCR)是通过对小寡核苷酸引物进行连续退火和再退火来扩增已

知DNA片段的方法，从而产生可检测的分子信号。

[0023] 逆转录(RT)‑PCR是指使用逆转录从RNA模板产生互补c‑DNA分子，从而使DNA聚合
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酶链反应能够对RNA进行操作。本文公开的新方法的一个重要方面是来自全细胞CTC或者来

自外泌体或无细胞RNA的高质量RNA的可用性，其不以可能破坏或降解RNA的方式裂解或处

理。

[0024] 如本文所用，“阳性小滴”是经脂质包封的分子，其中用经标记的引物进行的PCR反

应允许经经PCR扩增的产物可视化。因此，使用荧光显微镜可以看到包含特定靶基因的单个

模板cDNA分子的小滴，而“空白”或“阴性”小滴是不含靶cDNA的小滴。

[0025] 新的方法和系统提供了许多优点和益处。例如，当单独使用时，当前的方法和系统

提供的结果比任何现有的已知系统更加准确和稳健。通过将来自单个CTC或外泌体的信号

分解成数百或数千个明亮荧光小滴，每个来自单个cDNA分子，新的数字CTC测定能够实现显

著的信号放大。鉴于选择和优化本文所述的生物标志物基因的严格标准，来自正常血细胞

的背景信号在d‑CTC中可忽略不计。因此，d‑CTC能够使患有晚期癌症的患者获得极大的放

大信号(接近100％的患有前列腺癌、肺癌、乳腺癌和肝癌的患者)。不仅具有阳性评分的患

者的比例显著增加，而且高水平的信号使得能够在癌症治疗后肿瘤负荷下降时进行动态测

量，并且甚至在治疗开始之前就能够准确预测特定疗法的临床结果。

[0026] 总之，这种新的微流体平台提供了流水化、超高通量、快速(例如，每次运行3小时)

且极高灵敏度的用于富集、检测和分析患者血液样品中CTC的方法。该平台提供丰富的临床

可操作的信息，包括预测特定癌症疗法的临床结果。

[0027] 除非另外定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域的普

通技术人员通常理解的含义相同的含义。尽管与本文所述的那些类似或等同的方法和材料

可以用于本发明的实践或测试，但下文描述了合适的方法和材料。本文提及的所有出版物、

专利申请、专利和其他参考文献都通过引用整体并入本文。如果发生冲突，以本说明书(包

括定义)为准。此外，材料、方法和实施例仅是说明性的而不是限制性的。

[0028] 通过以下详细描述和权利要求书，本发明的其他特征和优点将显而易见。

附图说明

[0029] 图1为微流体CTC分离模块(CTC‑iChip)的示意图。

[0030] 图2为示出了从患者血液样品中获得完整CTC的一系列步骤的示意图，然后以信号

强度图结束，该信号强度图示出了针对四种不同谱系特异性转录物多重化的d‑CTC测定以

检测掺入血液的前列腺癌细胞系(显示为FAM标记强度相对于HEX标记强度)。

[0031] 图3为单细胞RNA‑seq数据，示出了从患有转移性前列腺癌的患者分离的白细胞

(WBC)和单个前列腺CTC中的最终选择基因的表达。

[0032] 图4为示出了多重前列腺CTC测定结果的图，其提供了4种谱系特异性基因

(TMPRSS2、KLK3、KLK2和FOLH1)和4种癌症特异性基因(FAT1、HOXB13、AGR2和STEAP2)，并且

示出了每个多重前列腺CTC测定中包含的基因列表以及每个基因的FAM/HEX比。

[0033] 图5为自动对阳性小滴信号进行分类的多类支持向量机(SVM)分类器模型。来自转

移性前列腺癌患者、局限性前列腺癌患者和健康供体的CTC中的代表性多重ddPCR表达信

号。

[0034] 图6为用于微量操作至健康供体全血中和使用CTC‑iChip处理的不同数量的LNCaP

细胞的d‑CTC测定信号的图。
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[0035] 图7A至7D为示出了转移性患者和健康供体的基因的ddPCR表达信号的一系列图。

[0036] 图7A为示出了从健康供体对照、局限性前列腺癌患者和转移性去势抗性前列腺癌

(mCRPC)患者获得的血液中每个基因的d‑CTC测定信号的热图。

[0037] 图7B为示出了基于转移性患者中相对于健康供体的每个基因的ddPCR表达信号的

相对信噪比而得出的加权前列腺CTC评分的图。

[0038] 图7C、7D和7E分别为CTC  ddPCR信号与CTC染色信号、ddPCR  CTC信号与血清PSA，以

及ddPCR  CTC  KLK3信号与血清PSA之间的关系图。

[0039] 图8A至8F为前列腺CTC中AR‑V7和TMPRSS2:ERG表达的ddPCR表达测定的分析测试

和验证的一系列图和其他结果。

[0040] 图8A为微量操作至健康供体全血中和使用CTC‑iChip处理的不同数量的22Rv1细

胞的AV‑7的ddPCR信号的条形图。

[0041] 图8B为微量操作至健康供体全血中和使用CTC‑iChip处理的不同数量的VCaP细胞

的TMPRSS2:ERG的ddPCR信号的条形图。

[0042] 图8C为示出了具有AR‑V7和/或TMPRSS2‑ERG  ddPCR信号的转移性前列腺癌患者的

ddPCR信号的结果的图。

[0043] 图8D为示出了具有AR‑V7和/或TMPRSS2‑ERG  ddPCR信号的健康供体的ddPCR信号

的结果的图。

[0044] 图8E为来自前列腺癌患者的前列腺癌活检或前列腺切除术组织的前列腺CTC与匹

配档案FFPE样品中的TMPRSS2:ERG的ddPCR信号一致性。

[0045] 图8F为来自前列腺癌患者的前列腺癌活检或前列腺切除术组织的前列腺CTC与匹

配档案FFPE样品中的AR‑V7的ddPCR信号一致性。

[0046] 图9A至9B示出了对前列腺癌患者的一线阿比特龙疗法的前瞻性研究的结果。

[0047] 图9A为患有mCRPC患者的一线治疗方案的阿比特龙前瞻性研究中CTC提取时间点

的示意图。

[0048] 图9B为在阿比特龙治疗的不同时间点下患者的数字CTC测定信号的热图。

[0049] 图10A至10F为示出了数字CTC标志物的前瞻性评估结果的一系列Kaplan‑Meier曲

线。

[0050] 图10A为在预处理(C1D1)和治疗12周(C4D1)时CTC中通过AR‑V7状态的放射照相无

进展生存期(R‑PFS)的一组Kaplan‑Meier曲线。

[0051] 图10B为在预处理(C1D1)和治疗12周(C4D1)时CTC中通过AR‑V7状态的总生存期

(OS)的一组Kaplan‑Meier曲线。

[0052] 图10C为在预处理(C1D1)和治疗12周(C4D1)时CTC中HOXB13的放射学无进展生存

期(R‑PFS)的一对Kaplan‑Meier曲线。

[0053] 图10D为在预处理(C1D1)和处理12周(C4D1)时CTC中HOXb13的OS的一对Kaplan‑

Meier曲线。

[0054] 图10E为在预处理(C1D1)和处理12周(C4D1)时CTC中FOLH1的R‑PFS的一组Kaplan‑

Meier曲线。

[0055] 图10F为在预处理(C1D1)和处理12周(C4D1)时CTC中FOLH1的OS的一系列Kaplan‑

Meier曲线。
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[0056] 图11A至11D为示出了与内分泌抗性(“ER”)信号传导相关的抗性信号(RS)标志物

的一系列图，该标志物识别接受内分泌治疗的高风险HR+患者并且是该类人群的OS和进展

时间(“TTP”)的预后。

[0057] 图11A为在接受内分泌治疗的HR+患者中治疗3至4周时无标记的标志物表达聚类

的示意图。一组标志物(红色)信号鉴定一组患者(蓝色)在120天内显著富集进展和差的生

存期(p值信号示出了基于Fisher精确检验的显著性)。还指出了通过基因分型或ddPCR建立

的每个患者的ESR1突变状态。

[0058] 图11B‑1和B‑2为示出了基于6种高风险基因的表达的元评分与多种的雌激素信号

传导(11B‑1)和内分泌抗性(11B‑2)相关的GSEA信号之间的相关性的一对图。公开可用的数

据集以红色十字表示。右边的虚线0.54表示多重比较中的中值相关性。基于100个随机组的

6个基因的与元评分的相关性以蓝色圆圈信号。

[0059] 图11C‑1和11C‑2为在治疗3‑4周时基于RS评分的接受内分泌疗法的HR+患者的OS

(11C‑1)和TTP(11C‑2)的一对Kaplan‑Meier曲线。各组以为275个转录物/ml分组；基于对数

秩检验的p值。

[0060] 图11D‑1和11D‑2为描绘了基于ESR1突变存在的接受内分泌疗法的HR+患者中的OS

(左)和TTP(右)的一对Kaplan‑Meier曲线。基于对数秩检验的p值。

具体实施方案

[0061] 本公开内容涉及从来自血液样品癌细胞(例如，CTC)的RNA、来自血液样品癌细胞

的外泌体或来自癌细胞的无细胞RNA中获得信息的方法和系统，以帮助预测特定抗癌方案

是否有效治疗特定患者的特定类型癌症。这些方法和系统结合了分离技术与分析技术，其

中分离技术为例如超高通量微流体技术(例如，负耗尽技术，如使用负造影细胞的耗尽来分

离血液样品中未标记的CTC的那些技术)，分析技术为例如聚焦于特异性癌症谱系RNA标志

物的基于小滴的数字聚合酶链反应(PCR)测定。在PCT  WO2016154600中进一步详细描述了

具体的测定方法，但不是本文所述的新的预测分析方法，其通过引用整体并入本文。

[0062] 该新方法包括通过以下进行的步骤：比较多种标志物的表达水平与参考标准，以

及比较那些注定对特定癌症疗法有反应或可能具有癌症早期进展的患者的表达水平。这些

测量结果可以在治疗前基线处提供信息，或者一旦开始治疗，它们可以通过连续血液监测

出现。这些测量结果的价值在于提供有关特定治疗选择的信息。由于多种治疗选择适用于

患有多种不同癌症的患者，因此有助于个性化和指导基于分子标志物的理性选择疗法的信

息对于有效的癌症疗法是至关重要的。

[0063] 如下文更详细讨论的具体实例，在开始任何治疗之前具有升高水平的FOLH1

(PSMA)和/或HOXB13的患有前列腺癌的患者(例如，每毫升高于2.5个转录物或其他预定阈

值)，如果仅用阿比特龙治疗(例如， )，将不会变好。此类患者应考虑进行替代

性非激素疗法(例如，紫杉烷化疗或放射性同位素疗法)、PARP抑制剂或目前正在开发的新

型实验疗法，或在高复发风险的患者中进行测试的现有疗法组合。

[0064] 此外，除了本文所述之外的其他CTC分离技术也可以用于该新方法，只要它们提供

细胞的部分纯化(例如，过滤、阳性肿瘤细胞选择)，尽管RNA的质量和测定的灵敏度不如微

流体技术。类似地，用于RNA的其他数字PCR技术能够检测谱系特异性引物，尽管基于小滴的
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测定的灵敏度可能是最高的。

[0065] 测定方法的一般概念

[0066] 使用分离技术用于富集血液样品中的CTC，例如，使用超高通量微流体技术，例如

在国际PCT申请WO  2015/058206和Ozkumur等Inertial  Focusing  for  Tumor  Antigen‑

Dependent  and‑Independent  Sorting  of  Rare  Circulating  Tumor  Cells ,”

Sci.Transl.Med.,5:179ra47(2013)中描述的被称为“CTC‑iChip”。CTC‑iChip使用CTC抗原

非依赖性方法，其中血液样品中的WBC用磁珠标记，然后通过两个富集阶段处理样品。第一

阶段使用确定性横向位移来移除小而柔韧的细胞/颗粒(RBC、血小板、未结合的磁珠和血

浆)，同时保留较大的细胞(CTC和WBC)。第二阶段使用惯性聚焦将所有细胞移动到狭窄的流

体流中，然后使用磁场将经珠标记的WBC从聚焦流中拉出，留下经高度富集的CTC。来自10ml

全血的CTC‑iChip产物通常含有<500,000RBC、<5,000WBC和可变数量的CTC。

[0067] 一些分析技术进一步富集和分析例如从CTC‑iChip获得的经分离的CTC，例如，使

用小滴微流体。关于小滴微流体的一些基本信息一般地在Jeremy等“Ultrahigh‑

Throughput  Screening  in  Drop‑Based  Microfluidics  for  Directed  Evolution ,”

Proc.Natl.Acad.Sci.USA,107:4004(2010)被描述。

[0068] 如本文所用，在某些实施方案中，小滴微流体技术可以包括将单个细胞、RT‑PCR试

剂和裂解缓冲液封装到一般非水性液体小滴中(例如，碳氟化合物、氢氟烃、矿物油、硅油和

烃油；表面活性剂也可以包含在非水液体中，例如Span80、Monolein/油酸、Tween20/80、

SDS、正丁醇、ABIL  EM90和磷脂)，其大小为例如体积约0.5pL至15nL，例如直径10至300μm、
例如20至100μm、例如30至50μm、例如35μm。如在本公开内容中描述的新方法中所用的，这些

技术还包括扩增小滴内的癌症特异性转录物以产生荧光信号，以及扩增阳性滴的分选。该

方法导致纯CTC的分离，其可以被测序和分析以确定特定患者中特定抗癌疗法的潜在功效。

[0069] 由于CTC的高异质性，使用多重扩增来检测尽可能多的CTC是有用的。因此，代替在

PCR混合物中使用一对引物，人们可以使用肿瘤特异性引物的组合来增加检测和分选CTC的

可能性。关于使用PCR分选癌细胞的其他信息，参见，例如，Eastburn等，“Identification 

and  genetic  analysis  of  cancer  cells  with  PCR‑activated  cell  sorting,”Nucleic 

Acids  Research,2014,第42卷,第16期,第128页。

[0070] 在新的测定方法中，裂解CTC以释放RNA分子，其代表在癌细胞中表达的基因。大多

数是“谱系”特异性的，而不是癌症特异性的，例如任何前列腺细胞(无论是否癌症)表达这

些标志物。然而，正常血细胞不会，并且信号来自在血流中循环的细胞的事实将其定义为异

常信号。通过将RNA转化为cDNA，人们可以使用PCR扩增该谱系信号。非常灵敏的微滴式数字

PCR用于允许将来自单个癌细胞的信号(即，成像测定中的一个信号)转换成数千个阳性免

疫荧光小滴。多种高度策划的基因转录物的组合确保了癌症的高灵敏度和特异性，并且还

允许功能性见解(如前列腺癌和乳腺癌中激素响应途径的状态)。

[0071] 如上所述，新的测定方法专注于高质量RNA而不是DNA的检测和分析。虽然在血浆

和CTC中进行DNA突变检测已有相当多的工作，但本方法依赖于RNA标志物，原因如下：

[0072] 1 .DNA突变不是肿瘤特异性的，并且健康个体在血液中具有一些未鉴定的癌细胞

的发现是非常困难的临床情况。相反，通过选择肿瘤特异性RNA(例如，前列腺相对于肺)，该

新方法可以鉴定血液中癌细胞的来源。
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[0073] 2.DNA突变是非常异质性的，并且除了许多癌症共有的一些复发突变之外，大多数

基于血液的突变检测策略需要原发肿瘤中存在的现有突变知识(即，不适合筛选未知癌

症)。相反，来自特定器官的所有肿瘤细胞在RNA水平表达共同的谱系标志物。因此，对于每

种单独类型的癌症，在新方法中使用单一标志物混合物。

[0074] 3.在转移建立之前，低水平的CTC被侵袭性癌症排出(即，基于血液的检测并不太

晚)，但血液中肿瘤细胞的存在意味着血管侵入(即侵袭性而非惰性癌症)。对于血浆DNA或

血浆蛋白标志物不是这种情况，其从原发性肿瘤中的垂死细胞中泄漏，并不一定表示血管

侵入。例如，血液中的血清PSA蛋白由良性前列腺细胞和原发性前列腺癌均排出。另一方面，

表达PSA的CTC仅由侵袭性前列腺癌排出。

[0075] 4.使用本文所述的新的数字评分技术对RNA的分析非常灵敏。然而，游离RNA在血

流中降解，并且使用如本文所述的分离系统，例如微流体负耗尽系统(例如，CTC‑Chip系统)

是独特的，因为未经标记的肿瘤细胞具有可提取的高质量RNA。

[0076] 选择cDNA而不是DNA作为靶分子，不仅可以增强来自每个肿瘤细胞的信号，而且还

可以特异性地靶向肿瘤细胞转录物，以排除白细胞(WBC)转录物。信号的增强是一个显著优

势，因为它避免了将CTC分离到非常高的纯度水平。即，这使得含有一个或更多个“经分离

的”CTC的产物能够获得稳健且可重复的结果，这些CTC仍被同一产物中数百或数千个污染

的WBC(例如白细胞)包围。然而，在新方法中使用靶向由RNA制备的cDNA的策略允许新的测

定方法被精确地定制，以与现有方法相比在最低水平的CTC纯度下获得最大特异性。

[0077] CTC‑iChip技术通过微流体耗尽经抗体标记的白细胞来高效分离非造血细胞。

CTC‑iChip的这一特征提供了完整的来自肿瘤的RNA(水平远高于使用其他技术获得的水

平)，并且它独立于肿瘤细胞表面表位(在癌症中以及在个体癌症中的上皮细胞相对于间充

质细胞亚型之间是高度异质的)。此外，甚至其抗体染色和选择对于成像分析而言不是最理

想的前凋亡癌细胞可以提供可以使用本文所述的方法评分的肿瘤特异性RNA的源。由于所

有这些原因，在将肿瘤特异性数字读取应用于产物之前，提供了来自完整CTC的高质量RNA

的分离技术或系统(其中样品中发现的WBC与罕见CTC(例如微流体负耗尽系统，例如CTC‑

iChip)至少有一些减少)是重要的第一步隔离。

[0078] 基于小滴的异质混合物中极为罕见的分子的数字检测最初是为了在异质混合物

中存在时低于检测水平的单个DNA分子的PCR扩增而开发的，但是当在PCR处理之前被隔离

在脂质小滴中时容易被识别。基于小滴的数字PCR的基础技术(“微滴式数字PCR(ddPCR)”已

经由RainDance和Bio‑Rad商业化，其为靶分子的脂质包封然后进行PCR分析提供设备。使这

成为可能的重要科学进步包括在哈佛大学的David  Weitz和约翰霍普金斯大学的Bert 

Vogelstein实验室工作。例如，参见美国专利号6 ,767 ,512；7074367；8,535 ,889；8,841 ,

071；9,074,242和美国公开申请号2014/0303005。还参见美国专利号9,068,181。

[0079] 然而，微滴式数字PCR本身在生物学上不重要，除非与生物材料源相结合，这对于

本文所述的新方法是关键的。例如，谱系特异性RNA的检测(本文所述的检测策略的中心焦

点)不区分正常前列腺上皮细胞和癌性前列腺细胞。因此，检测血液中前列腺衍生的转录物

是没有意义的：它们存在于来自正常前列腺细胞或外泌体的碎片中。只有当与整个CTC(即

血液中的完整CTC)的分离相结合时，ddPCR测定才能实现非凡的灵敏度和特异性。因此，这

两种技术非常适合彼此，因为分离系统提供高质量的RNA，基于小滴的数字PCR测定专注于
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新方法中的RNA标记。

[0080] 另一方面对于新测定方法的总体成功是重要的。如上所述，本文所述的新测定方

法使用由总RNA制备的cDNA，但该用法的关键是鉴定对于每种类型的癌症具有肿瘤谱系特

异性的适当生物标志物，但是它们是如此独特以至于完全不存在于正常血细胞中(即使具

有ddPCR灵敏度)。对于本文所述的每种类型的癌症，多种靶RNA生物标志物的选择、测试和

验证使得新测定方法成功。

[0081] 分析方法步骤

[0082] 新测定方法开始于使用分离系统(例如微流体负耗尽系统)分离部分纯的CTC，直

至并包括通过微滴式数字PCR仪器的数据分析。有十个主要的测定步骤，其中一些是可选

的，但通常提供更好的结果：

[0083] 1 .从血液样品中分离出包含血液中存在的CTC和其他细胞的产物；例如从患者或

受试者；

[0084] 2.减少含有罕见细胞的产物的体积(可选)；

[0085] 3.从产物中分离核糖核酸(RNA)分子，例如通过细胞裂解，并在溶液中从经分离的

RNA中产生cDNA分子；例如，通过RT‑PCR从产物中含有的细胞释放RNA；

[0086] 4.清除在RT‑PCR步骤中合成的cDNA(可选)；

[0087] 5.使用基因特异性靶向预扩增探针预扩增cDNA，例如使用Fluidigm  BioMark  TM
嵌

套PCR方法，或非特异性全转录组扩增，例如使用Clontech  SMARTer  TM
方法(任选)；

[0088] 6.将cDNA分子包封在单个小滴中，例如与PCR试剂一起；

[0089] 7.在报告基团存在下扩增每个小滴内的cDNA分子，该报告基团被配置成特异性结

合来自CTC的cDNA而不是来自其他细胞的cDNA，例如，使用PCR；

[0090] 8.检测含有报告基团的小滴(例如“阳性”小滴)作为小滴中的CTC中存在cDNA分子

的指示；

[0091] 9.分析检测到的小滴中的CTC，例如，以确定患者或受试者中特定疾病的存在；以

及

[0092] 10.检测癌细胞(例如CTC)中特定癌症特异性或谱系特异性基因的表达高于通过

健康供体对照(设定在2.5的水平)确定的低背景水平，以确定是否特异性抗癌方案预期对

特定患者的特定肿瘤有效。

[0093] 这些癌症特异性或谱系特异性基因的背景水平通过测量它们在许多没有癌症的

患者的血液中的CTC(或外泌体)中的表达来确定(与针对给定类型的癌症的癌症患者年龄

匹配)。然后通过在许多患者的特定癌症疗法的开始和治疗期间监测其表达来评估这些癌

症特异性或谱系特异性基因标志物的预测值，例如，6至12个月、15个月、18月、21个月、24个

月或更长时间，确定每个患者在每个时间段的无进展生存期和总生存期统计数据。然后将

这些数据用于制备每个基因和每种抗癌治疗方案的参考标准，根据这些方案可以比较新的

患者样品，以确定拟议的抗癌治疗方案是否可能对特定患者有效，如果是，与另一种潜在的

治疗方案相比的有效程度。

[0094] 例如，在患有转移性去势抵抗性前列腺癌的患者中，本发明人已经发现，当用抗雄

激素治疗时，与在其CTC中具有高表达水平的这两个基因(例如，高于2.5转录物/mL血液的

水平)的患者相比，通过数字CTC定量测定法测量的那些在其CTC中没有可检测到的基因
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HOXB13和FOLH1(PSMA)表达(例如，低于2.5转录物/mL血液的水平)的患者具有更好的总生

存期和无进展生存期。这些前列腺谱系标志物的表达在前列腺癌患者的血液中的外泌体和

来自其他肿瘤的RNA中也是可检测的。

[0095] 如下文进一步详细描述的，新d‑CTC测定方法的重要特征之一是仔细选择许多靶

基因生物标志物(和相应的引物)，其提供优异的灵敏度，同时保持几乎完美的特异性。使用

公开可用数据集和专有RNA‑Seq  CTC数据的生物信息学分析确定本文所述的靶基因生物标

志物的独特列表(下文，表3)。非常谨慎地选择在白细胞的任何亚群中不表达的标志物，但

是在CTC中以足够高的频率和强度表达，以在相当多的不同患者中提供可靠的信号。针对每

种癌症类型(例如，前列腺癌、乳腺癌、黑素瘤、肺癌、胰腺癌等)选择一组特异性标志物，并

且它们是可预测多种抗癌疗法的潜在功效的一组或更多组这些特异性标志物。

[0096] 来自CTC的mRNA的数字测量不仅提供了这些特定癌症的整体肿瘤负荷水平，其是

癌症活动和对特定疗法的反应或不反应的指标，还提供与测试基因相关的特定信息。例如，

前列腺癌中的HOXB13和FOLH1是异常雄激素信号传导的标志物，这是前列腺癌的一个关键

特征，其对抗雄激素疗法具有抗性。类似地，在乳腺癌中，对激素疗法的反应取决于雌激素

受体途径的活性，其可以使用RNA转录物在CTC或外泌体内测量。在经历癌症免疫疗法(例如

黑素瘤)的患者中，CTC或相关血囊内的分化标志物的存在还可以指示激活免疫系统的独特

基因组的表达，并且因此预测对免疫治疗的反应或不反应。

[0097] 现在将更详细地描述测定方法的单个步骤。

[0098] 1.CTC分离

[0099] 患者血液通过CTC‑iChip(例如1.3M或1.4.5T版本)运行，并将样品收集在冰上的

15mL锥形管中。如前所述设计和制造CTC‑iChips(Ozkumur等 ,“Inertial  Focusing  for 

Tumor  Antigen‑Dependent  and‑Independent  Sorting  of  Rare  Circulating  Tumor 

Cells ,”Science  Translational  Medicine ,5(179):179ra47(DOI:10 .1126/

scitranslmed.3005616)(2013))。

[0100] 使用批准的方案将血液样品(每个癌症患者约20ml)收集在EDTA管中。然后将这些

样品与针对CD45(R&D  Systems)和CD66b(AbD  Serotec，内部生物素化)的生物素化抗体一

起孵育，然后与 链霉抗生物素蛋白T1(Invitrogen)一起孵育以实

现白细胞的磁性标记(Ozkumur等，2013)。

[0101] 然后通过CTC‑iChip处理样品，CTC‑iChip将血液成分(红细胞和白细胞和血小板)

以及未经结合的珠从CTC中分离出来。将CTC收集在溶液中，同时将红细胞、血小板、未经结

合的珠和经标记的白细胞收集在废物室中。该过程是自动化的，并在1小时内处理10ml血

液。

[0102] 2.含罕见细胞的产物的体积减少和储存

[0103] 为了完全裂解产物中分离的所有细胞，优选将产物体积从几毫升的典型起始体积

减少至约100μl的终体积。这可以通过例如离心产物及重悬于pluronic缓冲液中以准备细

胞裂解物和产生cDNA来实现。此时，可以通过添加RNAlater  TM(ThermoFisher)然后在液氮

中快速冷冻并在‑80℃下储存来处理样品以进行长期储存。

[0104] 3.从产物的细胞中分离RNA和产生cDNA

[0105] RNA分离步骤对于从细胞中完全释放所有RNA分子以准备RT‑PCR的过程是重要的。
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可以使用一步试管内反应来最小化在标准转移步骤期间可能发生的细胞和RNA损失的风

险。例如，人们可以使用InvitrogenSuperScript First‑StrandSynthesis

用于qRT‑PCR试剂盒，通过将RT‑PCR  mastermix直接添加到颗粒化产物中，移液以完全裂解

并根据试剂盒方案进行反应靶向1:1RNA:cDNA比例。一旦合成了cDNA，就将RNA酶H应用于反

应以除去任何剩余的RNA。或者，如果人们想要在后面的步骤中对样品进行全转录组预扩

增，可以使用SMARTerTM  Ultra  Low  Input  RNA  Kit方案合成cDNA，该方案使用专有的寡核

苷酸和逆转录酶。

[0106] 4.在RT‑PCR期间合成的cDNA的清除

[0107] 该方法中另一个有用但可选的步骤包括从含cDNA的溶液中除去裂解试剂。一旦含

cDNA的溶液转移到ddPCR仪器中，苛刻的洗涤剂的存在可以导致ddPCR方法中使用的小滴不

稳定。可以例如通过使用固相可逆固定法(SPRI)来完成洗涤剂去除。该技术使用经包被的

磁珠以首先结合特定大小范围的cDNA，然后除去含洗涤剂的上清液，最后洗脱纯cDNA用于

输入ddPCR仪器。除了RT‑PCR的清除之外，SPRI过程还完成了cDNA的大小选择，这减少了进

入该过程的ddPCR阶段的非靶cDNA分子的数量，这反过来降低了背景和噪音。

[0108] 5.预扩增

[0109] cDNA的预扩增是任选的步骤，这增加了可以在小滴PCR步骤中检测到的模板分子

的数量，从而改善了信噪比并增强了阳性读取的置信度。这可以是用于检测在CTC中以低水

平表达的标志物以及用于分析含极少量可能的凋亡CTC的样品的非常有效的方法，例如在

早期检测转移前疾病的背景下。已经修改了这两种方法以应用于d‑CTC测定的工作流程。基

于Fluidigm  BioMark  TM
嵌套PCR方案的特异性靶向扩增(STA)依赖于使用专门设计用于扩

增小滴PCR步骤中所用探针靶向区域的引物(参见表2)。仔细设计这些引物并与其各自的荧

光探针一起进行测试，以确保有效和特异性扩增而不会增加健康对照中的噪音。或者，基于

SMARTer  TM
超低输入RNA试剂盒方案的全转录组扩增依赖于产物中每种转录物的扩增，包括

在WBC中发现的转录物和在CTC中发现的转录物，使用随机引物。

[0110] 6.在小滴中包封cDNA和PCR试剂

[0111] 一旦已合成cDNA并纯化了污染的洗涤剂，溶液中的cDNA分子和qPCR试剂的整个聚

集体被分成许多微小的区室化反应，例如，通过小滴制造仪器，例如小滴发生器，如Biorad

自动化小滴发生器，每个样品产生20,000个小滴。每个反应由极小的非水性液体小滴组成，

例如油(PCR稳定的，例如来自供应商的专有配方)，其包含具有基因特异性引物和寡核苷酸

探针的Taqman型PCR试剂，以及少量样品。一旦完成小滴产生，样品由含有大量单个PCR反应

的乳液组成。

[0112] 对于该步骤，人们可以使用PCR探针和相关引物用于下表1中列出的任何一种或两

种或多种不同靶基因以进行肿瘤负荷的总体测定，例如，以单一或多重反应的方式确定肿

瘤进展或对疗法的响应。因此，尽管在一些情况下，可以在每个小滴中包含来自表1的特定

基因的单组PCR引物和探针，但是也可以使用针对每种引物/探针组的不同荧光探针(鉴于

CTC中基因表达的异质性，以最大化肿瘤细胞的检测)将每个小滴中的两种或多种不同基因

的PCR引物和探针多重化。还可以将针对每个小滴中靶向不同癌症类型的多个基因的PCR引

物和探针多重化，从而能够在单个测定中广泛但特异性地检测多种肿瘤类型。

[0113] 7.小滴包封的cDNA分子的PCR
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[0114] 使用qPCR循环条件对整个乳液样品进行标准PCR循环。反应进行45个循环以确保

绝大多数单个小滴‑PCR体积达到终点。这很重要，因为尽管用Taqman型qPCR试剂进行反应

并在qPCR条件下循环，但在PCR循环期间不会测量样品的荧光强度，而是在下一步骤中测

量。

[0115] 8.阳性小滴的检测

[0116] 由于在进行任何荧光测量之前，每个单独的分区PCR都完全达到终点，因此每个单

独的小滴是完全荧光或根本不含荧光的小滴。这使得能够简单地列举所有阳性(荧光)和阴

性(无荧光)小滴。

[0117] 9.分析

[0118] 因为上游RT‑PCR靶向1:1RNA:cDNA比例，所以每个阳性小滴应代表单个起始RNA转

录物。这种解释取决于远远超过靶cDNA分子数量的单个小滴的数量。在新的方法中，在一个

极端，我们考虑分离和裂解单个CTC的可能性，释放一些RNA转录物，然后将其1:1逆转录成

cDNA，分配，PCR扩增和计数。

[0119] 我们估计，在中度表达的基因(例如前列腺癌细胞中的KLK3基因)的情况下，每个

细胞含有大约80至120个拷贝的KLK3  mRNA。Biorad  QX200  ddPCR系统产生20,000个小滴，

确保对于少量经分离的CTC和中度表达的靶基因，每个小滴永远不会有超过一个靶cDNA分

子。另一方面，在CTC的数量达到数十或数百的情况下，对于中度表达的基因，每个小滴可能

存在多个拷贝的靶cDNA。在这种情况下，可以使用泊松统计来估计起始转录物的近似数量。

[0120] 10.检测和确定抗癌方案的功效

[0121] 最后一步包括检测癌细胞(例如CTC)中特定癌症特异性或谱系特异性基因高于通

过健康供体对照确定的低背景水平的表达(例如，设置每毫升血液2.5个转录物)，以确定特

定抗癌方案是否预期对该患者的特定肿瘤有效。

[0122] 这些癌症特异性或谱系特异性基因的背景水平通过测量它们在许多没有癌症的

患者的血液中的CTC(或外泌体)中的表达来确定(与针对给定类型的癌症的癌症患者年龄

匹配)。然后通过在许多患者的特定癌症疗法的开始和治疗期间监测它们的表达来评估这

些癌症特异性或谱系特异性基因标志物的预测值，例如，6至12个月、15个月、18月、21个月、

24个月或更长时间，确定每个患者在每个时间段的无进展生存期和总生存期统计数据。然

后将这些数据用于制作每个基因和每种抗癌治疗方案的参考标准，根据这些方案可以比较

新的患者样品，以确定拟议的抗癌治疗方案是否可能对特定患者有效，如果是，与另一种潜

在的治疗方案相比的有效程度。

[0123] 例如，在患有转移性去势抵抗性前列腺癌(“CRPC”)的患者中，当用抗雄激素疗法

治疗时，与具有高表达水平的这两种基因的患者(例如，高于2.5个转录物/mL血液)相比，那

些不高度表达基因HOXB13和FOLH1(PSMA)的患者(例如，低于每毫升血液2.5个转录物的水

平)具有更好的总生存期和无进展生存期。

[0124] 特别地，通过将活CTC的微流体富集与来自CTC的RNA的数字定量相结合，本文所述

的新方法提供了对前列腺癌的连续非侵袭性取样的高度灵敏性和特异性的测定。该方法克

服了迄今为止CTC分析的主要限制，即基于显微镜的混合细胞群内多种免疫荧光偶联抗体

染色的定量，其相关的校准和多个荧光参数阈值的要求，然后手动验证单个图像。基于序列

的方法具有非凡的高灵敏度和特异性，易于多路复用以同时询问多个标志物，与传统的细
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胞成像方法相比，提供了极大改善的信号。在针对前列腺癌早期复发的一线疗法的男性试

验组中，我们证明了正常前列腺转录物和异常RNA产物的定量CTC测量在告知治疗选择方面

的潜在效用。

[0125] 从概念上讲，将基于数字RNA的PCR输出应用于微流体CTC富集的细胞群体具有许

多重要的优点。在血流中使用经纯化的完整CTC作为RNA的来源确保测量的信号来源于侵袭

性癌细胞，而不是正常组织，因此它使得能够使用不是癌症独特的基于RNA的标志物。复发

性癌症特异性标志物在前列腺癌中很少见，这限制了基于突变的血浆DNA测序的应用。除了

基于谱系的RNA标志物外，异常雄激素受体(“AR”)剪接形式在获得的激素疗法抗性中的作

用需要基于血液的RNA测量。在这种情况下，来自血液样品的正常造血细胞的微流体消耗在

保持CTC内的RNA完整性方面特别有效，其不经历抗体操作或固定，因此为数字PCR定量提供

了极好的信号。随着微流体CTC分离，前列腺谱系转录物和前列腺癌特异性转录物的CTC信

号的数字评分可以容易地自动化以进行高通量分析，使其成为临床应用的现实工具。

[0126] 最近对转移性前列腺癌的多种有效治疗方式的发展带来了识别可预测反应标志

物的需要。迄今为止，最重要的标志物集中在雄激素受体持续活动的证明，雄激素受体是许

多治疗方式的目标。在一些情况下已经证明了基于分子成像的测量雄激素信号传导的策

略，但是基于血液的采样的可用性将极大地增强这种监测的效用。我们之前曾报道，用于雄

激素驱动的蛋白PSA相对于雄激素抑制的蛋白PSMA表达的CTC评分可以转化为雄激素受体

诱导基因(“AR‑on”)相对于雄激素抑制基因(“AR‑off”)的基于CTC免疫荧光的信号。

[0127] 在未接受过治疗的患者中，几乎所有CTC都有AR‑on信号，在开始雄激素剥夺疗法

(“ADT”)后转换为AR‑off。然而，患有CRPC的患者最常显示AR‑on和AR‑off蛋白质信号的同

时表达，与异常AR信号传导一致。在这种情况下，非AR靶基因HOXB13和FOLH1(PSMA)的CTC衍

生表达的预测值与经改变的AR信号传导一致。HOXB13中的种系突变与前列腺癌的易感性增

加相关，并且该基因编码AR的转录共激活因子，AR是已知的分化较少的前列腺癌的标志物，

其也与ER阳性乳腺癌中的激素疗法抗性相关。FOLH1是前列腺谱系的成熟标志物，通常通过

雄激素信号传导抑制，但在CRPC中与PSA共表达。因此，这些标志物在前列腺CTC中的过表达

识别癌症，其中经改变的AR信号传导途径在恶性增殖中具有显著作用，降低雄激素合成抑

制剂阿比特龙的有效性。

[0128] AR‑V7最近成为获得性雄激素途径独立性的易于测量的替代物，预测对三或四线

阿比特龙或恩杂鲁胺疗法的抗性。关于AR‑V7测量的预测值的不一致结果很可能是由于不

同的CTC或基于外泌体的检测测定，以及它们在不同治疗和疾病进展阶段的患者中的应用。

例如，在大型回顾性临床试验中，在四线治疗前，只有3％的患者可在CTC中检测到AR‑V7。

[0129] 在治疗前和治疗期间应用高灵敏度数字CTC测定和患者的连续取样为AR‑V7阳性

的显著性提供了新视角。首先，我们注意到在第一次疾病复发时未经治疗的患者中检测到

这种剪接变体本身并不表示对阿比特龙的抗性；然而，AR‑V7在药物治疗中的持续存在或出

现是对不良结果的高度预测。在这种情况下，药物灵敏度肿瘤细胞可能被抑制，AR‑V7可能

直接测量抗药性肿瘤群体的出现。

[0130] 第二，观察到经改变的AR信号传导的下游指示(HOXB13和FOLH1)比AR‑V7更常见地

升高，并且在预处理CTC标本中测量时更能预测不良结果，这表明AR‑V7是限制AR靶向疗法

功效的多种机制之一。最近在高风险前列腺癌的初始治疗中应用紫杉醇和亮丙瑞林联合治
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疗显示了如本文所述的风险分层的效用，使得能够在晚期疾病中进行个体化治疗。

[0131] 相同的技术可以用于确定用于其他类型癌症(包括黑素瘤和乳腺癌)的不同疗法

的预期功效。例如，如表1中针对黑素瘤所示，可以使用本文所述的测定和方法测试以下治

疗、治疗类别和药物的实例在特定患者中的预期功效。类似地，表2显示了用于治疗乳腺癌

的药物和药物组合，其可以使用本文所述的测定和方法在特定患者中测试功效。

[0132] 表1

[0133]

[0134] 表2

[0135]

[0136] 实现CTC的谱系特异性鉴定的新的基因组

[0137] 如上所述，在周围正常血细胞的背景下对癌细胞高度特异的基因转录物的鉴定是

该新方法的核心。虽然已知许多基因在癌细胞中表达程度更高，但绝大多数这些基因在正

常组织(包括血液)中通常也具有至少有限的表达。鉴于该测定所需的非凡灵敏度，正常血

细胞中完全缺乏信号对于血流中肿瘤细胞的高可信度鉴定是必不可少的。

[0138] 首先通过分析以下数据来选择用于检测血液中CTC的候选肿瘤特异性转录物：来

自乳腺癌、前列腺癌、肺癌、胰腺癌、肝癌和黑素瘤的公开可用基因表达数据集以及我们实

验室产生的从乳腺癌、前列腺癌和胰腺癌患者以及这些癌症的小鼠模型分离的CTC的单细

胞RNA‑Seq数据。选择其表达限于肿瘤且血液成分中不存在或检测不到的转录物用于进一

步的下游分析。在正常血细胞中证明和验证完全不存在表达(在最高水平的灵敏度下，即数

字PCR测定)是重要的。通常，基于计算模型或RNASeq数据预测的仅约10％的候选基因在人

血液样品中确实是阴性的。

[0139] 特别地，最初通过分析以前来自人乳腺癌、前列腺癌、肺癌、胰腺癌、肝细胞癌和黑

素瘤癌的基因表达数据集(微阵列和RNA‑Seq)来鉴定用于检测CTC的候选肿瘤特异性mRNA

转录物。用于该分析的特定公开可用数据集包括癌症基因组图谱(TCGA)(癌症基因组图谱，

可从tcga‑data.nci.nih.gov/tcga/tcgaHome2.jsp在线获得)和癌细胞系百科全书(CCLE)
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(可在broadinstitute .org/ccle/home在线获得；另见Barretina等 ,The  Cancer  Cell 

Line  Encyclopedia  enables  predictive  modelling  of  anticancer  drug 

sensitivity,Nature  483:603‑607(2012))。此外，分析了从患有乳腺癌、前列腺癌和胰腺

癌的人患者分离的CTC的单细胞RNA‑seq基因表达数据(GEO登录号GSE51827、GSE60407和

GSE67980)(Aceto等,Circulating  tumor  cell  clusters  are  oligoclonal  precursors 

of  breast  cancer  metastasis ,Cell ,158:1110‑1122(2014)；Ting等 ,Single‑Cell 

RNASequencing  Identifies  Extracellular  Matrix  Gene  Expression  by  Pancreatic 

Circulating  Tumor  Cells ,Cell  Rep,8:1905‑1918(2014)和Miyamoto等 ,RNA‑Seq  of 

single  prostate  CTCs  implicates  noncanonical  Wnt  signaling  in  antiandrogen 

resistance,Science  349:1351‑1356(2015))。然后将通过这些数据库鉴定的肿瘤特异性

转录物与人白细胞RNA‑Seq基因表达数据进行比较(GEO登录号GSE30811、GSE24759、

GSE51808、GSE48060、GSE54514和GSE67980)。然后选择显示显著差异表达的转录物用于进

一步的下游分析，即在肿瘤中高表达且在白细胞中表达低或不可检测。此外，进行文献检索

以选择另外的候选肿瘤特异性转录物。针对每种类型的人癌症选择50至100个候选基因。

[0140] 对于每种特定癌症类型的每种候选基因，设计2至4组PCR引物以跨越靶转录物的

区域。引物由IDT(Integrated  DNATechnologies)合成，探针用FAM或HEX、ZEN和IABkFQ标记

以产生靶向扩增子中间的探针。我们的PCR引物设计方法在人CTC中成功应用基于数字PCR

的mRNA转录物检测所必需的独特特征包括以下：1)鉴于细胞mRNA转录物从5′端降解的倾

向，每个mRNA转录物的3′末端的特异性靶向，特别是在未固定的脆弱细胞(如CTC)中；2)设

计引物以产生跨越内含子的扩增子，以排除污染的基因组DNA的无意扩增，例如经富集的

CTC混合物中过量的污染的白细胞；3)鉴于在一些情况下关于特定剪接变体的临床相关性

的不确定性，设计包括放大给定基因的多个剪接变体的引物。

[0141] 首先使用源自癌细胞系(代表乳腺癌、前列腺癌、肺癌、胰腺癌和肝癌和黑素瘤)的

cDNA通过qRT‑PCR测试引物的特异性。对于每种类型的人癌症，培养2至5个已建立的癌细胞

系并用于初始测试以评估PCR引物性能并评估指定癌症中靶转录物的表达。为了提供特异

性的初始测试，使用相同的引物来评估来自未诊断为癌症的健康个体的白细胞中的靶转录

物的表达。在该测试阶段测试来自至少五个不同健康个体的白细胞(男性和女性个体的混

合‑这取决于癌症的类型；即候选前列腺癌和乳腺癌症基因需要分别只使用男性或女性健

康供体)。

[0142] 使用细胞制备管与肝素钠(CPT)(Becton,Dickinson,和Co.,NJ)按照产物插入说

明书从全血中分离出健康个体的白细胞。使用标准方法对癌细胞系和经分离的白细胞进行

RNA提取和第一链cDNA合成。使用qRT‑PCR(细胞系cDNA作为阳性对照，来自健康供体的白细

胞cDNA作为阴性对照，以及水作为另外的阴性对照)测试每个基因的表达特异性(对于每个

基因使用2至4个不同的引物组)。然后基于qRT‑PCR测试选择存在于癌细胞系中但白细胞中

不存在的转录物用于通过微滴式数字PCR进一步验证。通过该测试阶段的选择标准是高度

严格的，并且要求qRT‑PCR信号存在于至少一种癌细胞系中，并且在所有测试的健康供体白

细胞样品中不存在。

[0143] 使用微滴式数字PCR进一步验证通过qRT‑PCR测试阶段的靶转录物和特异性引物

对。对于该测试阶段，使用CTC‑iChip(参见，例如，Ozkumur等 ,"Inertial  focusing  for 
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tumor  antigen‑dependent  and‑independent  sorting  of  rare  circulating  tumor 

cells,"Sci  Transl  Med ,5,179ra147(2013))来处理健康个体捐赠的全血液样品品。CTC‑

iChip从全血中进行红细胞、血小板和白细胞的负耗尽，并产生血液细胞中富含的且不表达

白细胞标志物的样品产物，包括CTC(不应存在于健康个体中)。对于每个血液样品，向来自

CTC‑iChip的产物补充RNA稳定化溶液( Life  Technologies)并使用标准进行

RNA提取和cDNA合成处理。然后根据所测试的特异性引物对，使用微滴式数字PCR(Biorad，

CA)来定量每个样品中存在的转录物数量。在此测试阶段通过微滴式数字PCR评估的样品包

括来自癌细胞系的cDNA、来自通过CTC‑iChip处理的健康供体的白细胞cDNA(每个待测试的

引物对至少4个健康个体)和水(作为阴性对照)。

[0144] 通过微滴式数字PCR测试的标准是严格的，包括：1)癌细胞系中存在转录物信号

(至少一个具有>10个阳性小滴的细胞系)；2)通过阳性和阴性(空)小滴之间的信号分离表

示的优异的信噪比；3)健康供体中的小滴信号极少或不存在(每个健康供体<3个小滴)；4)

水中没有小滴信号(0个阳性小滴)。

[0145] 然后使在上述微滴式数字PCR测试中特异性地在细胞系中而不是在白细胞中扩增

转录物的引物经历信号灵敏度的详细测试。使用单细胞显微操作，将精确数量的癌细胞(1、

5、10、25和50个细胞)掺入健康个体捐赠的全血中，然后通过CTC‑iChip进行处理。然后如上

处理每个样品用于使用微滴式数字PCR进行测试，并评估灵敏度以确保信号足以满足期望

的临床应用。

[0146] 使用qRT‑PCR和微滴式数字PCR评估候选基因和引物的上述严格程序产生了由以

下组成的最终引物列表：每种类型癌症的50至100个候选基因的初始列表的约10％(总共约

400个初始候选基因)。然后使用在IRB批准的临床方案下采集的在MGH癌症中心接受癌症治

疗的癌症患者捐赠的血液样品进一步评估这些引物在患者CTC中的信号。这部分评估的关

键是与从未经诊断出癌症的健康个体采集的血液进行比较。下表3列出了迄今为止使用这

些方法开发的用于使用微滴式数字PCR特异性检测来自患有前列腺癌、乳腺癌、肝细胞癌、

胰腺癌、肺癌和黑素瘤癌症的患者的CTC的引物和探针。

[0147] 虽然可以使用每种癌症类型的单个基因，但每个组内存在多个基因对于灵敏度

(在其表达模式中甚至在个体患者中CTC是异质性的)和特异性都是有用的(多个基因信号

的检测增加了其代表真实癌症细胞特征的信心)。

[0148] 下表3提供的基因列表包括特定类型癌症特有的转录物(例如，前列腺或乳腺癌或

肝癌的高度特异性标志物)，以及几种癌症类型共有的基因(例如所有上皮癌类型)(因此可

以作为泛癌标志物)和在某些条件下诱导的基因(例如，前列腺癌中的活性雄激素信号传导

或乳腺癌中的活性雌激素信号传导)。因此，为每种类型的癌症分配了特定的基因组，其被

设计用于针对给定癌症类型的最佳灵敏度、特异性和临床可操作信息。

[0149] 此外，表4中描述的引物被设计成预扩增表3中列出的一些基因，同时保持其高特

异性。如果STA是一种选择方法，这些嵌套引物成为每个癌症组的附加组分。

[0150] 不同类型癌症的基因列表

[0151] 下表3提供了基因名称列表(具有(Genbank  ID)和序列识别号(SEQ  ID  NO))，以及

它们具有选择性的癌症类型(Br：乳腺，Lu：肺，Li：肝，Pr：前列腺，Panc：胰腺，Mel：黑色素

瘤)。此外，针对每个基因(引物1和2)列出了优化的引物组，以及用于标记探针的荧光引物
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探针(例如，6‑FAMTM(蓝色荧光标记)或HEXTM(绿色荧光标记))的组成，以及用于数字PCR产

物的最佳可视化的ZEN‑31ABkFQ淬灭剂。

[0152] 表3

[0153]
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[0154]
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[0155]
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[0156]

[0157] 注意，PRAME也被称为MAPE(在肿瘤中优先表达的黑素瘤抗原)、OIP4(Opa‑相互作

用蛋白OIP4)和CT130(癌/睾丸抗原130)。

[0158] 下表4列出了设计用于特异性预扩增表3中列出的引物靶向的区域的嵌套引物。
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[0159] 表4

[0160]
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[0161]

[0162] CTC‑芯片产物基因转录物的多重数字化分析

[0163] 为了改善从源自CTC的最小量RNA的肿瘤特异性mRNA的检测，我们建立了能够测试

来自微量CTC‑芯片产物的许多不同基因转录物的多重测定。这结合了使用多个独立基因的

更高灵敏度/特异性与输入模板的量受限的事实(因此不应稀释成多个反应)。我们的测定

包括每个反应4个基因，通过选择不同比例的荧光缀合引物，每个基因在二维空间中独特地

分辨。因此，在单一反应中，我们可以独立测量4种基因转录物而无需稀释模板。对于不同的
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癌症，我们已经进行了多达4种不同反应(即多达20种不同的基因转录物)，并且通过应用嵌

套RT‑PCR数字测定，可以进行的反应数量没有限制。

[0164] 该多重策略在分析多种转录物之间实现理想的平衡(并因此确保抵抗癌细胞表达

模式的异质性变化)，但不通过进行多个独立的PCR反应来稀释输入材料。根据肿瘤类型和

最佳信号所需的基因数量，我们开发了2至4种多重反应(每种多重反应检测4个基因)的测

定。因此，在没有过度稀释输入模板的情况下，我们可以询问单个CTC的产物，以表达8至16

个不同基因的任何地方。重要地，该测定能够添加来自所有这些基因的信号(即累积信号)，

同时还具有单独的基因结果(以优化单个基因水平的信号/噪音，并且还收集来自特定信号

传导途径(每个基因都会询问‑例如前列腺CTC中的雄激素信号传导)的信息)。

[0165] 为了在单个视图中显示多重反应的结果(并因此区分每个基因的扩增是分离的)，

我们改变了两种荧光探针(FAM(蓝色)和HEX(绿色))的浓度。通过这样做，每个单独的基因

扩增反应具有反映基因特异性引物的组成的FAM/HEX信号的独特组合，并因此鉴定基因特

异性PCR产物。在二维空间中，我们可以说明由单一多重反应产生的4种不同基因扩增产物

的信号位置。当应用于使用小滴包封每个PCR反应的数字PCR时，该方法通过修改定量显示

的阳性小滴的二进制信号幅度将靶标分离成单个簇。如所预测的，该方法允许多个基因的

总信号的累积评分(例如，总共4重反应中的16个标志物)，同时还保留量化来自每个单个基

因靶标的信号的能力。

[0166] 实现特定抗癌治疗方案的潜在功效的谱系特异性预测的新基因组

[0167] 实际上，所有患有转移性前列腺癌的患者在雄激素剥夺疗法(ADT)后经历初始临

床反应。随着肿瘤发展去势抵抗，半数患者在用强效雄激素合成抑制剂阿比特龙(例如

)治疗后具有持续的第二缓解，而其他患者仅具有短暂的反应并且因此将受益

于替代或组合疗法。为了测试来自CTC的信号是否提供ADT后抗雄激素疗法反应的预测标志

物，我们前瞻性地评估了25例患有转移性CRPC的患者，这些患者在一线治疗期间开始使用

阿比特龙疗法。

[0168] 值得注意，治疗前基线的CTC评分升高可预测早期进展，这种效果是由CTC中FOLH1

(PSMA)和HOXB13的表达所驱动的。这些标志物都与异常雄激素受体(“AR”)信号传导有关，

并且HOXB13与更具侵袭性的激素难治性前列腺癌有关。HOXB13和FOLH1  CTC的信号之间的

相关性对于放射学无进展生存期期(HOXB13，P＝0.015；FOLH1，P＝0.015)以及总生存期率

(HOXB13，P＝0.017；FOLH1，P＝0.017)是明显的。相反，治疗前血清PSA蛋白水平与总生存期

率降低相关，但它不表示无影像学无进展生存期期或PSA进展，并且不再与治疗开始后的结

果相关。

[0169] d‑CTC检测方法的应用

[0170] 在手术切除或照射时上皮癌症的早期检测提供了最佳的治愈机会，并且在最小化

癌症传播的情况下施用辅助化疗远比治疗既定转移性疾病在实现治愈上更有效。与早期检

测同样重要的是选择适当的抗癌疗法。本文所述的新方法使用d‑CTC测定方法不仅提供特

定类型癌症的早期检测，而且与适当的参考标准组合，根据他或她的肿瘤基因表达谱，可以

用于确定和比较不同治疗方案在特定患者中的预测功效。

[0171] 本文所述的d‑CTC测定可以用于初始筛选和确定最佳治疗方案。使用本文所述的

新d‑CTC测定(其中每个CTC(无论完整或预凋亡程度)可以产生数百个分子信号)显著增强
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了检测和监测患有已知癌症的患者的CTC的能力，并定量监测和分析他们对治疗干预措施

的反应。除了通过分子标志物对细胞数进行评分之外，可以以相当的灵敏度实现突变的特

异性询问或癌症相关的重排(例如，肺癌中的EML4‑ALK)。

[0172] 如下文实施例中所讨论的，本文描述的新方法以前列腺癌做说明，其中分析证明

了在治疗前基线的CTC评分升高可预测早期进展，这效果是由CTC内FOLH1(PSMA)和HOXB13

的表达驱动的。

[0173] 实施例

[0174] 在以下实施例中进一步描述本发明，这些实施例不限制权利要求书中描述的本发

明的范围。

[0175] 实施例1‑材料和方法

[0176] 在下面的实施例组中使用以下材料和方法。

[0177] 数字CTC分析协议

[0178] 该实施例提供了可以用于本文所述方法的一般数字CTC测定方案。在下述实施例2

中使用该一般方案的不同方面。

[0179] 1.患者血液通过I‑Chip(版本1.3M或1.4.5T)运行。将样品收集在冰上的15mL锥形

管中。

[0180] 2.在4℃下旋转样品。将上清液倾析，并将SUPERase  TM
  In(DTT非依赖性RNA酶抑制

剂)+ 稳定化溶液(通过抑制RNA酶阻止RNA降解)添加到沉淀中。将样品快速冷

冻并在‑80℃下放置，直至进一步处理。样品稳定在‑80℃。

[0181] 3.在下述实施例中使用两种不同的用于RNA纯化的处理方案进行cDNA合成。

[0182] 方法1

[0183] a.将样品在冰上解冻。

[0184] b.使用洗涤剂(NP40，Tween20)直接裂解样品。

[0185] c.直接取出经裂解的样品用于cDNA合成(Superscript  III)。

[0186] d .cDNA合成后，通过SPRI(Agencourt XP珠)清除纯化样品以清除洗涤

剂和任何<100bps的核苷酸。

[0187] 方法2

[0188] a.将样品在冰上解冻。

[0189] b.在RNeasy  Qiagen  MicroKit上处理样品。与传统的Qiagen建议相比，方法有一

些细微的变化。使用更高体积的Buffer  RLT(裂解缓冲液)以及更高的ETOH浓度。由于将

添加到样品中，因此进行了这些修改。

[0190] c.cDNA合成后，通过SPRI(Agencourt  AMPure  XP珠子)清除纯化样品以清除洗涤

剂和任何<100bps的核苷酸。

[0191] 4.cDNA(通过方法1或2合成)可以以两种不同的方式处理：

[0192] a.直接使用cDNA用于ddPCR；或

[0193] b.使用Fluidigm  BioMark  TM
嵌套PCR方法扩增cDNA(来自用于嵌套PCR的基因的引

物已经预先验证)。稀释经扩增的cDNA。

[0194] 5.添加cDNA(来自步骤4a或4b的)、用于探针的Biorad  Supermix  TM
和引物(对于目

标基因；可以多路复用多达4种不同的引物(FAM和HEX))，总体积为22μl。
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[0195] 6.产生小滴(每孔约15,000至18,000个小滴)。

[0196] 7.将小滴样品放入PCR仪器中。PCR条件与Biorad建议不同。我们使用步降而不是

慢坡来确保所有小滴达到相同的温度。这与RainDance和Biorad使用的不同。通过步降而不

是慢坡可以获得更好的结果(即，阳性、阴性小滴之间的更多信号和更多分离)。

[0197] 8.PCR后，在ddPCR仪器中计数阳性小滴。

[0198] 9.使用 分析软件收集和分析数据。

[0199] 试剂、试剂浓度和反应体积如下：

[0200] 试剂：

[0201] ·用于探针的Biorad  ddPCRTMSupermix(无dUTP)

[0202] ·IDT引物/探针(20x或40x)

[0203] ·cDNA(细胞系1ng/μl)
[0204] ·无核酸酶水

[0205] ·Eppendorf半裙96孔板(仅这些板与仪器配合使用)

[0206] 测试相关细胞系

[0207] 每个单个反应：

[0208]

[0209] 将含有ddPCR  supermix、cDNA和水的主混合物等分到孔中，并向每个孔中添加1.1

μl每种引物并充分混合。

[0210] 患者样品

[0211] 个体基因的每单个反应

[0212]

[0213] 多个基因的每单个多重反应
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[0214]

[0215] 当针对基因特异性引物测试多个患者或针对多个基因多重化引物时，将包含

ddPCRsupermix和引物的主混合物等分到孔中，然后向每个孔中添加患者cDNA并充分混合。

[0216] 患者和临床标本

[0217] 诊断为前列腺癌的患者提供了两种机构审查委员会批准的方案之一，DF/HCC  05‑

300或DF/HCC  13‑209的知情同意书。患者捐赠20mL血液用于CTC分析，包括患有转移性前列

腺癌的患者和患有局限性前列腺癌的患者。在处理微滴式数字PCR之前，将来自患者的福尔

马林固定的石蜡包埋的原发性肿瘤组织切片，并进行RNA提取(见下文)。

[0218] 循环肿瘤细胞分离

[0219] 如前所述，使用微流体CTC‑iChip在白细胞耗尽后从新鲜全血中分离CTC。为了最

大限度地回收具有高质量RNA的完整CTC，在从患者收集血液样品后4小时内处理血液样品。

在实验室中接收新鲜血液样品后，CTC分离的总时间约为2.5小时。简而言之，将全血样品品

掺入针对CD45(R&D  Systems，克隆2D1)、CD66b(AbD  Serotec，克隆80H3)和CD16(Janssen 

Diagnostics)的生物素化抗体，然后与Dynabeads  MyOne链霉抗生物素蛋白T1

(Invitrogen)一起孵育以实现磁性标记和白细胞的消耗。在用CTC‑iChip处理全血并在冰

上收集经富集的CTC产物后，将细胞以4750rpm离心并在 (Ambion)存在下在液

氮中快速冷冻以保持RNA完整性。

[0220] 微滴式数字PCR

[0221] 使用RNeasy  Plus  Micro  Kit(Qiagen)对CTC样品进行RNA提取，然后使用

SuperScript  III  First‑Strand  Synthesis  System(Life  Technologies)进行逆转录。在

96孔板中将cDNA和引物/探针与用于探针(Bio‑Rad)的ddPCR  Supermix组合，并加载到Bio‑

Rad的自动小滴发生器上。使用改进的45循环PCR扩增小滴，在变性和退火步骤之间降温70

℃。热循环后，使用QX200小滴读数器系统(Bio‑Rad)通过荧光检测经扩增的小滴。

[0222] 使用公众可用的数据库以及单细胞RNA‑seq数据产生潜在基因候选物的列表。开

发了用于验证这些基因的使用RT‑PCR和ddPCR的两步法。在第一步中，使用ABI  7500和Bio‑

Rad  CFX96实时PCR系统针对引物测试从健康供体白细胞和前列腺细胞系(LNCaP、PC3、

VCaP)制备的cDNA。使用BD CPT  TM
细胞制备管从雄性健康供体分离白细胞。使

用RNeasy  Micro  Kit(Qiagen)从经分离的白细胞和前列腺癌细胞系中提取总RNA，并用

SuperScript  III  First‑Strand  Synthesis  System(Life  Technologies)逆转录500ng。

每个RT‑PCR反应使用1ng总cDNA。在第二步中通过RT‑PCR对健康供体白细胞中缺乏且在细

胞系中表达的基因使用ddPCR进行进一步验证。使用ddPCR平台针对基因测试从健康供体雄
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性和患者的CTC‑iChip产物制备的cDNA。使用通过小滴计数确定的健康供体和患者之间的

差异表达，来选择用于测定的基因(表5)。

[0223] 表5每个基因使用的最后引物和探针的序列

[0224]

[0225] 细胞掺入(cell  spiking)

[0226] 为了测试ddPCR测定的检测限，使用CTC‑iChip进行一系列细胞掺入实验。使用10μ
m  EppendorfTransfer NK2转移尖端将单个LNCaP细胞操作到Kolliphor  P188缓冲液

中，并掺入健康供体雄性血液中。如上所述，准备加标样品用于处理并通过CTC‑iChip运行。

从CTC‑iChip产物制备并分离RNA和cDNA，并使用反应1和2在ddPCR上运行。

[0227] 实施例2‑使用前列腺谱系转录物产生CTC数字信号

[0228] 鉴于基于荧光的成像和与污染的血细胞混合的CTC评分所固有的局限，我们测试

了基于RNA的数字PCR定量是否可以提供更高的通量、更灵敏且更详细的读数。来自血液样

品的造血细胞的微流体(CTC‑iChip)耗尽实现了CTC的104至105倍纯化，每1mL经处理的全血

中剩余约500个WBC。纯化的CTC中的高质量RNA允许应用新的高度稳健的数字小滴PCR技术，

其中罕见的cDNA模板被包封在脂质小滴内，然后进行PCR扩增和阳性小滴的荧光评分。来自

血液的CTC的微流体全细胞分离和来自CTC的转录物的基于RNA的数字PCR的组合(d‑CTC测

定)允许使用前列腺组织谱系特异性mRNA作为监测转移性前列腺癌的高度特异性标志物

(图1)。

[0229] 为了测试该策略在前列腺CTC检测中的应用，我们首先确定了一组前列腺特异性

转录物，其表达在正常造血细胞中几乎不存在，甚至在高灵敏度小滴‑PCR扩增后也是如此。
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我们选择了多种标志物，都可以解决前列腺癌细胞的已知异质性，以及允许询问细胞信号

传导途径，包括雄激素受体活性。我们从单个前列腺CTC的RNA测序(Miyamoto等，Science 

2015；349：1351‑6。)以及公开可用的表达数据库中得到了初始的一组40个候选基因。

[0230] 鉴定出二十九种转录物在前列腺组织和/或前列腺癌中具有高水平的表达，但在

正常血细胞中污染的微流体CTC‑iChip产物没有可检测的RNA读数(图2和3)。针对一组8个

基因优化了多个引物和条件，这些基因一起在与正常血细胞混合的罕见前列腺癌细胞中提

供最强大的信号。这些基因包括雄激素应答转录物KLK3、KLK2和TMPRSS2；雄激素抑制的转

录物FOLH1(PSMA)和HOXB13；和雄激素非依赖性转录物FAT1、AGR2和STEAP2。为了避免稀释

罕见模板同时能够扩增多种标志物，我们设计了多重测定(每个反应有4个基因的2个反

应)，FAM和HEX荧光的不同相对比例，以确定经扩增的产物的特性(图4)。开发了一种多类支

持向量机(SVM)分类器算法，以根据它们在FAM‑HEX坐标系上的位置，自动对小滴进行分类

(图5)。

[0231] 为了验证该测定，我们首先微量操作来自前列腺癌细胞系LNCaP的单个细胞，并将

它们引入来自健康供体的2.5mL全血中，然后通过CTC‑iChip和微滴式数字PCR定量进行处

理。将单个LNCaP细胞引入对照血液样品中，产生150个阳性小滴(SD＝65.3)，随着信号的逐

渐增加，将3个、5个、10个和50个细胞掺入血液样品中(对于50个前列腺细胞输入，5562±

1853个小滴)(图6)。8个前列腺谱系转录物中的信号分布与LNCaP细胞输入数量的增加保持

相当。

[0232] 实施例3‑患有转移性前列腺癌的患者的CTC评分

[0233] 我们在12位患有转移性前列腺癌的患者中测试了d‑CTC检测策略，与8位患有局限

性前列腺癌的患者，34位男性健康血液供体(19>50岁；15<50岁)和5位女性对照进行了比

较。所有8种标志物上观察到的信号示于图7A中。使用19位年龄匹配的男性对照(>50岁)和

12位患有转移性前列腺癌的患者，我们为高于对照中值中值2个标准差的8个基因中的每一

个建立了信号阈值，并给出了每个基因的不同信号强度。我们将这些中的每一个与CRPC患

者和年龄匹配对照之间的中位差异成比例(参见实施例1)，从而得到数字CTC评分。与0/34

健康男性血液供体相比，11/12(92％)患有转移性前列腺癌的患者存在阳性数字CTC评分

(图7B)。在这些严格的标准下，12位局限性前列腺癌患者中没有一人具有可检测的CTC评分

(图7B)。有趣地，虽然我们在监测患有转移性前列腺癌的患者中建立了最高特异性的评分

标准，但在一些患有局限性癌症的患者中存在低水平数字信号。在健康个体中，50岁的男性

比<50岁的男性具有更高的背景信号，并且在女性对照中几乎没有信号存在(图7B)。

[0234] 为了将数字CTC测定与更传统的基于免疫荧光的CTC检测进行比较，从25位患有

mCRPC的患者中获得了治疗前血液样品，这些患者参加了在一线治疗方案的阿比特龙的前

瞻性临床试验。通过CTC‑iChip处理每个血液样品，并且在基于免疫荧光的显微镜评分与d‑

CTC测定之间平均分配输出。如预期的，微观评分和数字读数之间的一致性在具有大量CTC

的样品中是明显的，但是d‑CTC测定在识别低于显微镜检测的情况下更加灵敏，甚至使用复

杂的基于多光谱荧光的成像。(R2＝0.01；P＝0.6；图7C)。对于在一线治疗方案中具有mCRPC

的患者，总数字CTC信号与血清PSA蛋白测量值中度相关(R2＝0.16；P＝0.049)(图7D)。血液

样品中肿瘤来源的PSA蛋白水平也与来自CTC的KLK3(PSA)mRNA的定量适度相关(R2＝0.18；

P＝0.038；图7E)。综合考虑，这些观察结果表明，数字CTC评分测量了患有转移性前列腺癌
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的患者的疾病负担，但通过将多个AR依赖性和独立转录物整合到血液中的侵袭性肿瘤细胞

中，似乎提供了有关疾病状态的信息，这是非重叠的并且可能与血清PSA蛋白测量正交。

[0235] 实施例4‑检测CTC中的AR‑V7和TMPRSS2‑ERG前列腺癌特异性转录物

[0236] 虽然复发性错义突变在前列腺癌中很罕见，但两种特异性RNA融合转录物是这种

肿瘤类型的特征。为了补充CTC中基于前列腺谱系的转录物的定量，我们开发了针对50％病

例中存在的TMPRSS2‑ERG融合转录物和AR‑V7  RNA剪接变体的小滴PCR测定，其构成了对抗

雄激素治疗抗性的标志物。当应用于掺入对照血液样品中的前列腺细胞系然后进行CTC‑

iChip纯化时，两种测试都是高度特异性和灵敏的(图8A和8B)。当应用于患有转移性前列腺

癌的男性的血液样品时，在他们的CTC中，13位(38％)mCRPC患者中的5位具有TMPRSS2‑ERG

易位，11位(85％)具有AR‑V7剪接变异体，3位(23％)具有两种转录物(图8C)。来自12位年龄

匹配的供体的血液样品对于两种转录物都是阴性的(图8D)。如预期的，其CTC为TMPRSS2‑

ERG阳性的男性具有档案原发性肿瘤，其基本上与该标志物一致(图8E)。相反，来自CTC的

AR‑V7信号实际上在匹配的原发性前列腺癌中不存在(图8F)，与其作为在晚期CRPC背景中

出现的标志物的表征一致。

[0237] 实施例5‑对进行一线阿比特龙治疗的患者的前瞻性连续监测

[0238] 实际上，所有患有转移性前列腺癌的患者在雄激素剥夺疗法(ADT)后经历初始临

床反应。随着肿瘤发展去势抵抗，半数患者在用强效雄激素合成抑制剂阿比特龙治疗后持

续第二次缓解，而其他患者仅具有短的反应，因此将受益于替代疗法或联合疗法。为了测试

来自CTC的信号是否提供ADT后抗雄激素治疗反应的预测标志物，我们前瞻性地评估了25例

患有转移性CRPC的患者，这些患者在一线治疗方案期间开始使用阿比特龙治疗。

[0239] 我们首先在基线预处理时间点(C1D1)，2周(C1D15)、4周(C2D1)、12周(C4D1)的治

疗中时间点以及疾病进展和停止治疗时应用前列腺谱系CTC评分(图9A和9B)。值得注意的

是，治疗前基线(C1D1)的CTC评分升高可预测早期进展，这种效果是由CTC中FOLH1(PSMA)和

HOXB13的表达所驱动的。这两种标志物都与异常的雄激素受体信号传导有关，并且HOXB13

与更具侵袭性的激素难治性前列腺癌有关。HOXB13和FOLH1  CTC的信号之间的相关性对于

放射学进展(HOXB13，P＝0.015；FOLH1，P＝0.015)以及总生存期(HOXB13，P＝0.017；FOLH1，

P＝0.017)是明显的。相反，治疗前血清PSA蛋白水平与总生存期率降低相关，但它不表示放

射学进展或PSA进展，并且它不再与治疗开始后的结果相关。

[0240] 已经在二线或更高治疗方案下的患有转移性CRPC的患者中检测到AR‑V7表达，并

且已经显示当施用到患有这种晚期疾病的患者时预测对阿比特龙的获得性抗性。使用数字

CTC测定，在预处理基线时间点测试的4/20患者中可检测到AR‑V7。在该一线治疗方案中，

AR‑V7的定量检测不能预测放射学进展或总生存期。然而，对这些患者的连续监测表明AR‑

V7的预测值在前三个疗程中增加，在使用3个月时间点时对放射学进展(P＝0.026)和的总

生存期率(P<0.001)实现高预测值。该观察结果与开始抑制易感肿瘤细胞增殖的抗雄激素

疗法一致，在早期复发的患者中出现AR‑V7驱动的抗性疾病。与AR‑V7相反，TMPRSS2‑ERG易

位不作为抗雄激素治疗的功能而富集，并且与获得性抗性无关。

[0241] AR‑V7剪接变体测量与抗雄激素抗性相关的几种机制之一，而HOXB13和FOLH1的表

达是异常雄激素信号传导的下游指标。因此，在我们预期的一线阿比特龙组中从患者抽取

的预处理CTC中，我们比较了这些正交标志物的单独或组合的预测值(图10)。HOXB13或
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FOLH1的阳性信号鉴定了8/11(73％)的患者继续进行早期放射学进展和5/6(83％)的患者

具有缩短的总生存期(图10C至10F)。在同一时间点，AR‑V7阳性鉴定了3/11(27％)的患者具

有放射学进展和2/6(33％)的患者具有差的总生存期(图10A至10B)。所有AR‑V7阳性患者也

对HOXB13/FOLH1表达进行评分，因此组合这两种标志物并未单独提高HOXB13/FOLH1评分的

预测值。与AR‑V7阳性的3/8(38％)和3/5(60％)相比，在3个月的治疗时间点(C4D1)，

HOXB13/FOLH1评分鉴定了7/8(88％)的患者具有预定的放射学进展，5/5(100％)具有缩短

的总生存期。总而言之，来自CTC的数字信号分析为首次复发去势抗性疾病的患者提供了一

种新的且潜在有效的预测评估和疾病监测策略。

[0242] 实施例6‑CTC中持久性雌激素受体信号传导鉴定对抗激素疗法具有抗性的转移性

乳腺癌患者

[0243] 在患有激素受体阳性(“HR+”)疾病的患者中，当用靶向雌激素信号传导途径的药

物(例如ER抑制剂(如他莫昔芬)、选择性ER降解剂(“SERD”，如氟维司群)和芳香酶抑制剂

(AI)(其阻断雌激素(例如，阿那曲唑、来曲唑和依西美坦)的产生，例如与CDK4/6抑制剂组

合)治疗时，与雌激素信号传导相关的六基因抗性信号(“RS”)的持续表达与不良结果相关，

包括较短的进展时间(TTP)和较差的总生存期(OS)(p＝0.02(OS)，p＝0.003(TTP))。

[0244] 只一半的RS评分高的患者存在ESR1突变，这表明其他药物难治性雌激素信号传导

机制的参与。因此，CTC的数字RNA评分能够早期监测治疗反应，并提供对细胞内ER信号传导

途径的药物作用的非侵袭性测量的潜力。

[0245] 患者

[0246] 患者通过机构审查委员会批准的CTC收集协议(DFHCC  05‑300)同意。对于该测定

的初始临床基准测试，从总共78个独特患者中收集10至20ml外周血(平均17ml)，代表85个

样品。这些包括来自23个I期、24个II期和8个III期独特患者的预处理样品，以及来自23个

独特IV期患者的30个治疗中样品。从血库获得33个来自女性健康供体(HD)的样品(平均体

积9ml)。

[0247] 为了确定通过乳腺CTC‑ddPCR测定的CTC监测是否可预测治疗结果和总生存期，我

们前瞻性地收集了开始新疗法(TRACK组)的转移性乳腺癌患者的治疗前和治疗3至4周的提

取物。从52名患者中收集至少一份样品；50％的患者接受了某种形式的内分泌疗法，10％的

患者接受了化疗，13％的患者接受了抗HER2疗法，而其余患者接受了不属于这些类别的任

何疗法。为了验证在TRACK组的测定开发的初始阶段建立的测定检测特征，我们还在可疑的

乳房X线照片发现后收集了来自10名具有阴性乳房活检的健康女性的样品。

[0248] 微流体CTC富集

[0249] 上面已经描述了通过负RBC、WBC和血小板的阴性选择来从全血富集CTC的CTC‑

iChip技术。简而言之，将8至20ml全血与针对WBC标志物CD45(R&D  Systems，克隆2D1)、

CD66b(AbD  Serotec，克隆80H3)和CD16(Janssen  Diagnostics)的生物素化抗体一起孵育。

然后添加Dynabeads  MyOne链霉抗生物素蛋白T1(Invitrogen)以标记WBC。随后将血液通过

CTC‑iChip喂养，其中通过基于尺寸的分离除去RBC和血小板，同时磁性耗尽WBC。将富含CTC

的产物离心，在RNA‑later后保存(Ambion)并快速冷冻以长期储存。

[0250] 标志物选择和CTC信号评分

[0251] 关于乳腺癌中表达但全血中不表达的标志物，通过文献检索和内部采选和公开可
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用的数据集(包括 和 )选择17种乳腺CTC标志物(AGR2、CXCL13、

CXCL14、EFHD1、FAT1、FAT2、MGP、MUC16、PGR、PIP、PRAME、SCGB2A1、SERPINA3、SFRP1、SFRP2、

TMPRSS4、WFDC2)。最终乳腺癌测定中使用的特定基因和IDT探针列于表6中。

[0252] 表6

[0253]

说　明　书 31/36 页

34

CN 110050075 B

34



[0254]

[0255] 对于小组的初始体外测试和确定信号的线性，我们将增加数量的BRX‑142细胞微

量操作成4ml  HD血液，并如上所述，使样品通过CTC‑iChip。使用 Micro  Kit

(Qiagen)提取RNA，然后使用SMART‑Seq  v4超低输入RNA试剂盒(Clontech)将其四分之一用

于cDNA合成和扩增。为了确定测定的临床特异性和灵敏度，对来自健康供体和患者的CTC‑

iChip产物进行类似处理。在Biorad  ddPCR系统上，使用预先设计的基于Taqman的qPCR测定

(Invitrogen)和用于探针的ddPCR  Supermix(无dUTP)

[0256] (Biorad)进行ddPCR分析。对于用多个探针检测的标志物，使用平均转录物数量。

[0257] 为了归一化归一化样品中血液体积的差异，对每个ddPCR反应中使用的血液体积

当量校正所有原始数据。为了进一步归一化归一化信号，建立了33个测试健康供体内每个

标志物的表达的中值和双倍标准偏差。然后从每个患者中减去这两个值的乘积，并在该研

究中分析健康供体样品。通过将样品中所有标志物的归一化表达相加而不另外称重来计算

总CTC评分，并报告为使用的血液‑体积当量的转录物/ml。

[0258] ESR1突变检测

[0259] 先前已经发表了针对L536R、Y537C、Y537N、Y537S和D538G  ESR1突变的特异性探

针。在合成序列上测试它们的扩增效率以及它们相应的野生型探针的扩增效率(数据未示

出)。我们建立了Y537S通过微量操纵健康供体血液中增加数量的BRx‑68细胞，然后如上所

述的进行处理来检测来自富含CTC的IFD产物的cDNA中存在的突变能力。按照制造商的方

案，采用SMART‑Seq  v4超低输入RNA试剂盒(Clontech)使用1/3经提取的RNA进行18循环
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WTA；每次反应使用1ul未经稀释的WTA产物。患者样品以相同方式处理；每个探针测试至少5

个健康供体样品后，以100％建立探针特异性。在>3个阳性小滴处建立了出现ESR1突变的截

止值。

[0260] 统计分析

[0261] 进行接受者‑操作者曲线分析以确定每个标志物的特异性和灵敏度以及我们的初

始测试组中不同癌症阶段的总CTC评分。使用ROCR包在R中进行分析。具体脚本可根据要求

提供。进行Wilcoxon检验以确定AUC的显著性。使用一组新的健康供体和来自TRACK组的治

疗前样品验证IV期癌症的特异性和灵敏度。

[0262] 为了确定高/低RS评分的治疗前分割点，使用留一切杰克刀的重新取样应用于

Contal‑O'Quigley的算法以得到使两个所得子组之间的总生存期差异最大化的分割点。结

果组之间临床变量的比较基于对分类特征的Fisher精确检验和连续特征的精确Wilcoxon

秩和检验。

[0263] 使用对数秩检验分析基于治疗期间CTC评分变化和RS评分的存活分析，因为这些

比较中的亚组没有事件，阻止使用cox模型统计。使用Ward最小方差法进行治疗前和治疗3

至4周样品的无监督聚类。

[0264] 结果

[0265] 为了在污染的正常血细胞的背景中开发RNA表达特征以检测乳腺癌细胞，如上所

述，我们首先分析源自正常乳腺组织、乳腺癌和全血的RNA‑Seq和微阵列基因表达数据集。

我们最终选择了17种标志物，其表达在血细胞中几乎不存在，但在乳腺衍生组织中强烈表

达。这些标志物包括乳腺谱系特异性转录物(PGR、SCGB2A1、PIP)和在乳腺癌中高表达的转

录物(MGP、EFHD1)，以及与内分泌信号传导有关的基因(SERPINA3，WFDC2)、内分泌抗药性有

关的基因(AGR2)、癌症生长和转移有关的基因(MUC16、TMPRSS4)、细胞信号传导有关的基因

(FAT1、FAT2、SFRP1、SFRP2)、上皮衍生细胞因子有关的基因(CXCL13、CXCL14)和癌胚抗原有

关的基因(PRAME)。

[0266] 单细胞RNA测序揭示了15个单个CTC中17个标志物的高度但可变的表达，这些CTC

作为单个细胞从乳腺癌患者的血液中分离出来；5个经类似分析的单个WBC具有这些基因的

可忽略表达。与设计用于区分乳腺癌和正常乳腺组织的传统突变信号不同，CTC  RNA信号小

组旨在通知血液样品中非造血细胞来源组织的信息，有可能为乳腺癌诊断和监测提供可行

的临床信息。

[0267] 为了询问与内分泌难治性疾病相关的子集的整个生物标志物小组，我们在患有HR

+疾病的患者的子集中开始内分泌治疗后3至4周进行乳房测定成分的无监督聚类，推断治

疗‑诱导的表达变化可以区分来自无应答患者的反应。实际上，我们在抗性信号(RS)中鉴定

了6个基因(PIP、SERPINA3、AGR2、SCGB2A1、EFHD1和WFDC2)，其表达与快速疾病进展(120天

内)和较差的存活相关(分别地，p＝0.0031和p＝0.0175，Fisher精确检验)(图11A)。

[0268] 值得注意地，与TCGA数据库中的ER‑肿瘤相比，所有6种RS转录物在ER+肿瘤中显著

富集，表明其表达可能与雌激素信号传导有关。实际上，基于RS基因平均表达的元评分显示

与来自分子信号数据库的Hallmark雌激素受体(晚期)基因信号基因信号在多个公开可用

的基因表达数据集中的高度显著相关性(R＝0.70；p＝1.7e‑70)。RS基因元评分还与涉及雌

激素信号传导和内分泌抗性的多个其他MSigDB组相关，导致中值相关系数分别为0 .54和
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0.51(图11B‑1和11B‑2)。在肿瘤难以进行内分泌疗法的女性的CTC中持续富集RS转录物表

明这些药物未能在循环癌细胞内击中其靶标，如测量的。

[0269] 已经报道了在具有获得性激素疗法抗性的乳腺癌中激活编码ER的ESR1基因中的

突变，并且认为其介导持久的与配体无关的ER信号传导。在我们的3至4周HR+患者组中，2/

20名女性在临床护理过程中被诊断为基于肿瘤再活检的ESR1突变。参见下表7，其显示了在

进行内分泌治疗的HR+患者和TNBC患者(阴性对照)中通过CTC‑ddPCR和SNapShot基因分型

检测到的ESR1突变。

[0270] 然而，许多患者(8/20)仅对其原发性肿瘤进行了基因分型，而其他患者未进行基

因分型(5/20)。为了无创地确定所有患者的ESR1突变状态，我们建立了使用来自CTC的RNA

模板以及特异于L536R、Y537C、Y537N、Y537S和D538G的探针的特异性数字PCR突变测定，它

们共同占ESR1突变的大部分(20，22)。通过将携带Y537S突变的单个细胞掺入血液样品中，

然后进行微流体CTC分离并对来自产物的经全转录组扩增的cDNA进行ddPCR，来确认该测定

的灵敏度和准确度。

[0271] 表7
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[0272]

[0273] 使用这种基于CTC的测定，发现我们的HR+组中的另外3位患者具有ESR1突变，导致

总突变频率为5/20(25％)，这种患病率与先前对经重度治疗的转移性HR+乳腺癌的研究一

致(20)(表7)。有趣地，具有ESR1突变的病例与表达RS基因信号的病例重叠但不相同(图

11A)。

[0274] 在具有ESR1突变的5个病例中，3个病例具有反映持续性ER信号传导的RS基因信

号，并且6个具有RS信号的女性中，3个具有ESR1突变。在我们的HR+组中，在内分泌疗法开始

后3至4周的高RS评分是对差生存期和更快进展时间的高度预后(图11C‑1和11C‑2)。相反，

ESR1突变的存在显示出趋势，但没有达到预测不良结果的显著性(图11D‑1和11D‑2)。RS表
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达信号在治疗前基线的表达不能预测不良结果，这表明该信号仅在应答性和抗性患者之间

作为显著变量出现，然后施用抑制易感癌细胞内ER信号传导的激素疗法。

[0275] 选择构成乳腺CTC信号的17个基因以包括来自多个组织的与癌症相关的转录物，

其在污染的经富集的CTC产物的血细胞中不表达。因此，RS亚信号中包括的6个基因不代表

权威ER靶标，但是它们的表达与ER信号传导和对内分泌疗法的抗性高度相关。它们在治疗

开始后在CTC中的持续表达确定了对激素疗法反应大大降低并且治疗时总生存期缩短的女

性。在激素疗法开始后3至4周出现该CTC信号的事实表明它可能反映了药物介导的对肿瘤

细胞的影响。新的ER靶向疗法的开始应该抑制易感肿瘤细胞中的ER信号传导，而持续途径

活性在癌细胞中仍然是明显的，其中药物未能击中其预期靶标。

[0276] 此外，在该研究中，ESR1突变以预期频率被注意到，但是它们对不良临床结果的预

测不如通过CTC表达信号测量的持续性ER信号传导。

[0277] 其他实施方案

[0278] 应理解，虽然已经结合本发明的发明详述描述了本发明，但是前面的描述旨在说

明而不是限制本发明的范围，本发明的范围由所附权利要求书的范围限定。其他方面、优点

和修改在所附权利要求书的范围内。
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