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(57)摘要

本发明提供来自对象的细胞样品如生长期

毛发中应答羧胺三唑乳清酸盐(CTO)的方法、应

答羧胺三唑乳清酸盐(CTO)的多个信号转导通路

的药效学生物标志物标签。在临床研究中，已证

明CTO在具有不同基因组突变的数种癌症中的应

答。本发明提供用于监测对CTO应答的诊断和预

后分析，在生长期毛发分析中，与肿瘤抑制相关

的数种转录标签的差异表达范围在‑100倍至+25

倍，所述转录标签包括EGFR、MEK、HDAC、RAS、GFS、

WNT、HSP90或非电压依赖性钙信号转导，同时诱

导肿瘤抑制因子标签如P53或EGR1。
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1.用于非疾病诊断或治疗目的的基于多个信号通路的药效学生物标志物定量对羧胺

三唑乳清酸盐的应答的方法，所述方法包括：

(a)从对象获得细胞样品，并且将所述细胞样品暴露于不同剂量的羧胺三唑乳清酸盐

持续不同的时间段；

(b)从处理的细胞样品分离mRNA，从所述mRNA制备代表性cDNA，并且测量由羧胺三唑乳

清酸盐暴露产生的细胞样品中表达的转录变化；

(c)利用Ingenuity通路分析系统，计算多个信号通路的各个药效学生物标志物的信号

得分，并且定量对不同剂量的羧胺三唑乳清酸盐暴露的应答，从以下列表中选择在暴露于

羧胺三唑乳清酸盐8小时和24小时后过表达的重叠基因的列表
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以及

(d)通过步骤(c)所列的至少3种或更多种基因鉴定多个信号通路的各个药效学生物标

志物，并且使用通过Ingenuity通路分析对每个鉴定的基因编辑的参照数据集确认多个信
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号通路的各个药效学生物标志物。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括至少3种或更

多种基因，对于所述基因，来自以下列表的药效学生物标志物在应答于羧胺三唑乳清酸盐

时由信号得分所反映地被抑制，并且其中所述信号通路包括RAS、GFS、MEKi、HDAC、NOTCH、

WNTβ-连环蛋白、HSP90或EGFR

ABCC5 CYHR1 HIST3H2A POU2F3 CORO1C IFRD1 PFKP

ATP6V1B1 DEPTOR HOXB13 RAMP1 DLEU2 IMPAD1 PNPT1

ATXN3 DNAL4 ING4 SEMA3G DPH3 KLK6 PSMC4

BCAS1 EIF4A2 OVGP1 SEPP1 EIF5 KPNA4 RPS6KA3

BCL2L11 EPHX2 PCMTD1 SIDT2 ENO2 LRP8 S100A2

CALCOCO1 ERBB3 PCMTD2 AREG HN1 MALL SERPINB5

CAPN13 HIST1H2AC PDIA4 BTG3 HSP90AA1 MTHFD1L SERPINB1B8

CRBN HIST1H2BD PLEKHG4 CEBPG HSPA4L PADI1 SLC7A1

      SRXN1

      TIPIN

。

3.如权利要求1所述的方法，其中信号通路P53的药效学生物标志物在应答暴露于羧胺

三唑乳清酸盐时，由信号得分所反映地被诱导。

4.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括至少3种或更

多种基因，对于所述基因，来自以下列表的药效学生物标志物均为如Ingenuity通路分析鉴

定出的羧胺三唑诱导的基因钙信号转导通路，并且其中在应答暴露于羧胺三唑乳清酸盐

时，所述基因钙信号转导通路被抑制

MMP2 ESR1 FOS PCLG2 MAPK6 MAP15 AKT1 MOS3 HSP90B1

JUN CCND1 PPAR1 MAPK1 MAPK7 CASP3 AKT2 HSP90AA1 Hsp84-2

CEBPA MAPK3 PCLG1 MAPK4 MAPK12 HSPA8 AKT3 HSP90AB1 Hsp84-3

        BAG3

。

5.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括至少3种或更

多种基因，对于所述基因，来自以下列表的药效学生物标志物通过CAI离体诱导，并且其中

在应答暴露于羧胺三唑乳清酸盐时，所述信号通路的药效学生物标志物被抑制

AKT2 CASP3 FOS HSP90AB1 JUN CEBPA MAPK3

BAG3 CCND1 HSP90AA1 HSP90B1 AKT1 MAPK1 MAPK7

。

6.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括至少3种或更

多种基因，对于所述基因，来自以下列表的药效学生物标志物是钙信号转导通路，并且在应

答于羧胺三唑乳清酸盐时，所述钙信号通路被抑制

ARG2 CCNA1 CCND2 CCNE2 TNF CA9

BDNF CCNA2 CCNE1 CTF1 BRAF CALR

。
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7.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括至少3种或更

多种基因，对于所述基因，来自以下列表的药效学生物标志物均为基因钙信号转导通路，并

且其中在应答暴露于羧胺三唑乳清酸盐时，所述基因钙信号通路被抑制

ARG2 CCND2 TNF PPP3R1 CALM3 CAMK2A CAMK4 ORAI3 TRPC3 TRPC7

BDNF CCNE1 PPP3CA PPP3R2 CAMK1 CAMK2B NOS2 STIM1 TRPC4 BRAF

CCNA1 CCNE2 PPP3CB CALM1 CAMK1D CAMK2D ORAI1 STIM2 TRPC5 CA9

CCNA2 CTF1 PPP3CC CALM2 CAMK1G CAMK2G ORAI2 TRPC1 TRPC6 CALR

。

8.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括至少3种或更

多种基因，对于所述基因，来自以下列表的药效学生物标志物是非电压依赖性钙信号转导

通路，并且其中在应答暴露于羧胺三唑乳清酸盐时，所述钙信号转导通路被抑制

BDNF CCNE1 PPP3CC ORAI3 TNF CAMK1 ORAI1 BRAF

CCNA1 PPP3CB CAMK2D CCND2 CALM3 CAMK2G STIM2 CALR

。

9.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括至少3种或更

多种基因，对于所述基因，来自以下列表的药效学生物标志物是经典钙信号转导通路，并且

其中在应答暴露于羧胺三唑乳清酸盐时，所述经典钙信号转导通路被抑制

10.如权利要求1所述的方法，其中所述信号通路的药效学生物标志物包括在参照数据

集中列出其药效学生物标志物的至少3种或更多种基因，其中所述信号通路的药效学生物

标志物包括EGR1、CEACAMI、TGFβ和Dystonin，其中EGR1、CEACAMI、TGFβ和Dystonin的信号通

路的药效学生物标志物在应答暴露于羧胺三唑乳清酸盐时被刺激。

11.用于非疾病诊断或治疗目的的基于非电压依赖性钙信号转导通路的药效学生物标

志物定量对羧胺三唑乳清酸盐的应答的方法，所述方法包括：
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a)从用不同剂量的羧胺三唑乳清酸盐处理不同时间段的对象获得无疾病正常细胞样

品；

b)从处理的细胞样品分离mRNA，从所述mRNA制备代表性cDNA，并且测量由羧胺三唑乳

清酸盐暴露产生的细胞样品中表达的转录变化；

c)利用Ingenuity通路分析系统，计算非电压依赖性钙信号转导通路的各个药效学生

物标志物的信号得分，并且定量对不同剂量的羧胺三唑乳清酸盐的体内暴露的应答，选择

在暴露于羧胺三唑乳清酸盐8小时和24小时后过表达的重叠基因的列表；以及

d)通过从以下列表中选择在暴露于羧胺三唑乳清酸盐8小时和24小时后过表达的重叠

基因的列表，鉴定非电压依赖性钙信号转导通路的各个药效学生物标志物，
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其中所述基因在暴露于羧胺三唑乳清酸盐8小时和24小时后过表达，并且定量非电压

依赖性钙信号转导通路的各个药效学生物标志物中对不同剂量的羧胺三唑乳清酸盐体内

暴露的应答。

12.用于非疾病诊断或治疗目的的基于选自以下的转录标签的药效学生物标志物定量

对羧胺三唑乳清酸盐的应答的方法：EGFR、MEK、HDAC、HSP90、WNTβ-连环蛋白、P53、EGR1、

PTEN、TGFβ、RAS、GFS、CEACAMI和Dystonin，所述方法包括：

a)从用不同剂量的羧胺三唑乳清酸盐处理不同时间段的对象获得无疾病正常细胞样

品；

b)从处理的细胞样品分离mRNA，从所述mRNA制备代表性cDNA，并且测量由羧胺三唑乳

清酸盐暴露产生的细胞样品中表达的转录变化；

c)利用Ingenuity通路分析系统，计算多个信号通路的各个药效学生物标志物的信号

得分，并且定量对不同剂量的羧胺三唑乳清酸盐的体内暴露的应答，选择在暴露于羧胺三

唑乳清酸盐8小时和24小时后过表达的重叠基因的列表；以及

d)通过以下列表中所列的至少3种或更多种基因或参照数据集鉴定多个信号通路的各

个药效学生物标志物，并且定量转录标签的各个药效学生物标志物中对不同剂量的羧胺三

唑乳清酸盐体内暴露的应答
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应答羧胺三唑乳清酸盐的方法和多个信号转导通路的分子药

效学生物标志物

发明领域

[0001] 本发明涉及在获自健康对象或具有不同疾病的患者的离体人生长期毛发中应答

羧胺三唑乳清酸盐(CTO)的分子药效学标志物的评价。CTO是具有抗肿瘤活性的口服活性

剂，其抑制非电压操纵式Ca2+通道，阻断Ca2+流入细胞和胞内储存Ca2+的释放，并且导致钙介

导的信号转导的破坏和血管内皮生长因子(VEGF)信号转导、多种酪氨酸激酶信号转导(包

括AKT、MEK-ERK或Bcr-Abl)的抑制。更具体地，本发明涉及通过对给予至患者的或被加入至

离体培养的体外人生长期毛发中的CTO应答的转录组评估来评价总信号转导输出的分子药

效学生物标志物。

[0002] 发明背景

[0003] 目前，新型癌症药物的发展基于对负责引发恶性肿瘤的基因的识别以及对它们所

操纵的信号转导通路的阐明。旨在研发靶向疗法的小分子激酶抑制剂领域已有了极大的进

展，靶向疗法被设计来干扰促使肿瘤生长的关键分子和信号转导通路，例如，

(BCR-ABL)、 (EGFR)、 (EGFR)，以及针对潜伏期和临床发展的许

多其他药剂。重要的是集中在药物代谢动力学和新陈代谢特性以及靶效能和分子选择性方

面，以优化靶向疗法的效果(Collin ,I  and  Workman，Cancer  Signal  Transduction 

Therapy，1：3-23(2006))。在激酶抑制剂的临床发展中，重要的是研发强大且有益的生物标

志物，并且研发用于预测分子依赖性并且由此鉴定将得益于具体药剂的个体化药物治疗的

患者的分析，以及耐药性发展的问题。

[0004] 针对分子疗法发展的另一挑战是，很可能需要抑制数个致瘤靶标以便克服由若干

异常导致的癌症，以及防止或压制耐药性的发展。在某些情况下，对药物的抗性可能与在肿

瘤微环境中干扰所述药物的敏感性和功效的分子(例如，细胞因子、钙通道信号转导或分子

信号转导)的产生增加有关。因此，即使最合理设想的药物分子可能会因下述原因失效：其

靶向的靶标下游的突变性变化，或者绝不允许药物到达其靶标或者引起针对该药物分子的

反馈机制的肿瘤新陈代谢特征。

[0005] 当前存在几种用来克服耐药性的方法。一种方法是使用高度靶向性药剂的混合物

(cocktails)，其根据具体癌症的分子组成来设计。另一方法是使用多靶向性激酶抑制剂

(例如 )。还有一种策略是，使用控制恶性肿瘤的许多致癌物和通路的若干激

酶的抑制剂，例如，组蛋白脱乙酰基酶(HDAC)和HSP90分子伴侣的抑制剂(Garon  E.B等，Mol 

Cancer  Ther.，12：890-900(2013)；和Witt  O等，Cancer  Letters  277：8-21(2009))。

[0006] 针对引发具体癌症的致癌标志物的靶向药物的筛选和基于结构的设计，使得用于

潜伏期和临床研究的靶向药物处于快速发展。然而，需要研究正常细胞中的信号转导通路，

以更好地理解导致重要的肿瘤抑制蛋白(作为正常细胞功能的守门人(gatekeeper))失效

的因素。需要更好地理解这些肿瘤抑制蛋白如何被调控，以防止应答应激信号时其正常信

号转导的损失。
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[0007] 更具体地，重要的是研发能帮助正常细胞整合多个信号转导通路或提高它们作为

守门人控制生长和增殖的作用的药物。例如，P53转录因子是主要的肿瘤抑制蛋白，其作为

多细胞有机体的细胞命运守门人。在应答各种应激信号时P53被激活，并且通过涉及P53靶

基因的反式激活的通路来启动细胞周期停滞、细胞衰老或细胞凋亡(Stambolic  V等，Mol 

Cell：317-325(2001))。然而，在许多人类癌症中，这种遗传完整性的普遍保护作用被损坏。

新范例是研发靶向维持正常细胞周期、生长和增殖的精确分子信号转导的药剂。

[0008] 因此，基于具体癌症中分子异常的知识，连同对应用于阻断指定通路的反馈回路

的理解，以及增强正常细胞和癌细胞中p53转录因子和PTEN的肿瘤抑制因子信号转导通路，

合理选择和发展组合治疗极具挑战性，并且存在研发靶向药物和/或化疗剂的组合的需求。

[0009] 羧胺三唑乳清酸盐(CTO)是羧胺三唑(CAI)的乳清酸盐，其为受体操纵式钙通道介

导的钙流入的抑制剂，并且在包括人恶性胶质瘤细胞的数种人癌细胞系中表现出具有抗增

殖和抗侵入功能(Ge  S等人，Clin  Cancer  Res  6：1248-1254(2000))。通过中断作为第二信

使的钙动员，CAI能抑制钙敏感的信号转导通路，包括花生四烯酸及其代谢物的释放；一氧

化氮的释放；磷酸肌醇的产生；和酪氨酸的磷酸化(Kohn  E  C等人，Cancer  Res  52：3208-

3212(1992)；Kohn  E  C等人，Proc  Natl  Acad  Sci  92：1307-1311(1995)；Felder  CF等人，J 

Pharmacol  Exp  Therap  257：967-971(1990)；Hupe  DJ等人，J  Biol  Chem  266：10136-

10142(1991)；Mignen  O等人，J  Cell  Sc  118：5615-5623(2005)；和Enfissi  E等人，Cell钙

36：459-467(2004))。CAI抑制细胞蛋白STATS和CrkL的磷酸化，并且通过下调BCR-ABL来诱

导耐甲磺酸伊马替尼的慢性髓白血病细胞的细胞凋亡(Alessandro等人，PLOS  7：1-13

(2012))。

[0010] 临床研究(NCT01107522)中，具有不同肿瘤类型以及具有不同基因组突变的癌症

患者在没有确定最大耐受剂量的情况下，单独给予CTO是安全且可耐受的，并且CTO治疗导

致癌症的应答并表现出病情稳定或显示肿瘤收缩的部分应答。因此针对研发CTO的信号转

导输出的分子药效学生物标志物投入了巨大努力，以设计针对不同的癌症类型的分子靶标

的组合方案。当前用于评估肿瘤中通路激活的方法包括测量药物靶标、已知的致癌基因或

已知的肿瘤抑制因子。然而，一个通路可在多个位点被激活，因此通过仅评价已知的癌症相

关基因来评估通路的激活是不可行的。

[0011] 因此，鉴于CTO对多种激酶、酪氨酸激酶和钙信号转导通路信号转导的作用，研发

CTO的完全分子信号是重要的。本发明涉及获自健康对象或患者的人类细胞或组织样品(如

生长期毛发)在体内或体外应答CTO处理的分子药效学标志物应答的评价。

[0012] 在体内模型中，于患者服用CTO之前，以及每日服用指定治疗量CTO后的不同时间

点，获得生长期毛发。在该期间监测患者的临床状态和CAI的血液水平。

[0013] 在体外模型中，从未治疗的对象获得生长期毛发，并且在具有不同剂量CTO的离体

培养基中处理所述毛发，所述不同剂量CTO代表治疗功效所需的剂量范围。

[0014] 在这两种模型中，从生长期毛发末端的球部提取RNA，然后从所述RNA制备cDNA，并

且通过微阵列分析或通过定量PCR(qPCR)测定总体转录水平或基因表达水平。然后进行生

物信息学分析，以鉴定CTO诱导的生长期毛发中的基因表达变化。也可将这样的方案应用于

除获自健康对象或患者的生长期毛发以外的对象(issues)。

[0015] 因此，本发明更详细地描述了使用拔出的毛发的生物标志物分析来研究CTO对体
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外mRNA和蛋白表达水平的影响。拔出的头皮毛发为用于测量直接应答CTO处理的理想替代

物。高度血管化的毛囊可在暴露的数小时内应答。考虑到该血管化、其上皮性质和迅速的增

殖率，拔出的毛发基部的毛球和外毛根鞘中的细胞是针对固体肿瘤的高度相关的替代性标

志物组织。高度血管化的毛囊可在暴露的数小时内应答药物治疗。进行生物信息学分析以

鉴定毛发中药物诱导的变化。

[0016] 发明概述

[0017] 本发明涉及在离体(ex  vivo)培养的人生长期毛发中应答体内或体外给药CTO的

多个信号转导通路的分子药效学生物标志物的评价。使用可商购的拔出的毛发分子平台分

析(Epistem  Ltd，Manchester，UK)，评价对不同剂量CTO(等同于在患者中实现疗效的羧胺

三唑(CAI)的水平)处理的直接应答，以测试肿瘤学和其他治疗领域中靶向的细胞内信号转

导通路。

[0018] 因此，本发明使用来自对象(subject)的拔出的头皮毛发，从生长期毛发末端的球

部提取RNA，从所述RNA制备cDNA，通过微阵列分析或定量PCR(qPCR)测定基因表达水平，并

且进行生物信息学分析，以鉴定因CTO和其他药物(例如， (EGFR抑制剂)或

BEZ235(PI3K抑制剂))带来的药物诱导的基因表达变化。

[0019] 本发明涉及通过在离体培养的来自有或没有癌症或其他疾病的人类对象的人生

长期毛发中对应答CTO进行转录组评估，以开发信号转导输出的分子药效学生物标志物。

CTO暴露的分子药效学生物标志物包括RAS、GFS(PI3K、PI3K/MTOR)、MEK、HDAC、NOTCH、WNT-β

连环蛋白、HSP90、EGFR、P53、CAIIPA、CAI离体钙信号转导非电压依赖性、钙信号转导的所有

基因、离体钙信号转导、经典钙信号转导、经典离体钙、所有基因的钙非电压依赖性、EGR1、

PTEN、TGFβ、CEACAMI或Dystonin。

[0020] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的RAS通路标签(signatures)的方法。

[0021] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的GFS通路标签的方法。

[0022] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的MEK通路标签的方法。

[0023] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的HDAC通路标签的方法。

[0024] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的NOTCH通路标签的方法。

[0025] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的WNT-β连环蛋白通路标签的方法。

[0026] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的HSP90通路标签的方法。

[0027] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的EGFR通路标签的方法。

[0028] 在又一方面，本发明提供诱导应答CTO处理P53通路标签的方法。

[0029] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的与非电压依赖性钙信号转导相关的

基因的方法。具体地，本发明提供作为应答CTO的药效学标志物的CAI  IPA(Ingenuity 

Pathway  Analysis)通路分析、CAI离体通路、钙信号转导通路和经典钙信号转导通路的信

号得分(Signature  Scores)。

[0030] 在又一方面，本发明提供上调应答CTO处理的EGR1通路标签的方法。

[0031] 在又一方面，本发明提供上调应答CTO处理的PTEN通路标签的方法。

[0032] 在又一方面，本发明提供诱导应答CTO处理的TGF-β通路标签的方法。

[0033] 在又一方面，本发明提供下调应答CTO处理的CEACAM1通路的方法。

[0034] 在又一方面，本发明提供下调应答CTO处理的Dystonin通路的方法。
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[0035] 本发明还涉及包含CTO和另外药剂的药物组合物，其被组合以改善敏感性和功效，

并且减少毒性，通过监测离体培养的来自受治疗哺乳动物的生长期毛发中应答CTO的信号

转导输出的分子药效学生物标志物来调节一个或多个基因标签(gene  signatures)，包括

EGFR、MEK、VEGF、HDAC、HSP90、ERK、BCR-ABL、p53、ERG1、CEACAM1、Dystonin或与非电压依赖

性钙信号转导相关的基因。

[0036] 在又一方面，本发明提供治疗或预防哺乳动物的病况的方法，其中对一个或多个

基因标签(包括EGFR、MEK、VEGF、HDAC、HSP90、ERK、BCR-ABL、p53、ERG1、CEACAM1、Dystonin或

与非电压依赖性钙信号转导相关的基因)的调节可预防、抑制或减轻所述病况的病理或症

状，所述方法包括以单一疗法或组合疗法形式施用治疗有效量的CTO，并且监测在离体培养

的来自受治疗哺乳动物的生长期毛发中应答CTO的信号转导输出的分子药效学生物标志

物。

[0037] 在另一方面，本发明提供预防或治疗对象的增殖病况的方法，所述方法包括单独

或联合另外的药剂施用治疗有效量的CTO，并且监测在离体培养的来自受治疗哺乳动物的

生长期毛发中应答CTO的信号转导输出的分子药效学生物标志物。还可确立其他组织中的

基因表达模式，以区别不同疾病状态的组织，或预测疾病如癌症应答一种或多种疗法的预

后。另一范例是研发药效学标志物的平台，以基于基因表达模式设计特异且定制的配方

(formulation)。

[0038] 本发明提供这样的范例：基于具体疾病或癌症中分子异常的知识，连同对CTO可与

构成所述疾病或癌症的分子组成的其他靶向药剂的组合的理解，连同对应用于阻断由靶向

药物中断的指定通路的反馈回路以及如何阻止这些反馈回路的理解，合理选择和发展组合

治疗，以保持持续地抑制引发这些疾病的分子靶标，以及在某些实例中诱导抑制基因以优

化治疗结果。

[0039] 本发明提供研发组合药物方案的方法的改进(shift)，用CTO抑制若干致癌靶标，

以克服由若干异常引发的癌症，以及通过监测应答CTO的信号转导输出的药效学生物标志

物来防止或压制耐药性的发展，并且通过离体培养的生长期毛发的转录组评价，认真地挑

选组合药物。当前，使用几种靶向药物混合物的多向药理学方法还不成功，并且由于混合物

中药物的累积毒性造成新的问题。

[0040] 本发明的一个重要的实施方案是开发来自毛发样品的15-20个基因mRNA表达标

签，并且通过Affymetrix阵列数据将该标签部署(deploy)在从患者产生的cDNA样品上，以

鉴定来自未治疗和治疗患者的头皮毛发样品中差异表达的基因。

[0041] 本文阐述了本发明教导的这些和其他特征。

[0042] 附图简述

[0043] 图1a示出了拔出的毛发的生物标志物平台(Epistem，Ltd，Manchester，UK)的不同

阶段，包括：来自头皮的生长期毛发的收集；针对不同剂量的CTO离体培养毛发8和24小时，

和针对参照剂量的BEZ235(PI3K抑制剂)和 (EGFR抑制剂)培养毛发24小时；RNA

分离和质量控制；Epistem  GentRx  cDNA扩增；针对5HNV，选择经过所有质量控制的cDNA；对

样品进行标记(labeling)和微阵列杂交；以及使用参照数据库进行生物信息学分析。

[0044] 图1b描述应答不同剂量的CTO  8小时和24小时，以及应答一种剂量的BEZ235(PI3K
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抑制剂)和 (EGFR抑制剂)仅24小时，所有对比的转录应答的ANOVA分析结果。

[0045] 图2a示出了不同剂量CTO下11种不同的标签在8小时和24小时的多变量标签的结

果，从抑制最强至抑制最弱—EGFRi、MEKi、HSP90i、非电压依赖性CAI相关的钙信号转导、

HDACi、GF和RAS。在24小时，WNT/β-连环蛋白是抑制的，并且注意到对PI3Ki、PI3K/mTOR、

NOTCH/GSI没有活性。重要的是，P53被诱导，并且特别是在24小时注意到P53的稳定性。

[0046] 图2b列出被研究的13种不同的标签。

[0047] 图3a示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，RAS通路的信号得分。

[0048] 图3b示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，生长因子信号(GFS)通路的信号得分。

[0049] 图3c示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，PI3K通路的信号得分。

[0050] 图3d示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，PI3K/mTOR通路的信号得分。

[0051] 图3e示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，MEK通路的信号得分。

[0052] 图4a示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，HDAC通路的信号得分。

[0053] 图4b示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，NOTCH通路的信号得分。

[0054] 图4c示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，WNTβ-连环蛋白通路的信号得分。

[0055] 图4d示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，HSP90通路的信号得分。

[0056] 图4e示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，EGFR通路的信号得分。

[0057] 图4f示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，P53通路的信号得分。

[0058] 图5a示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，CAI  IPA通路的信号得分。针对受CAI影响的基因，使用Ingenuity通路分析(IPA)

(Ingenuity  Systems，Redwood  City，CA)，观察到应答CTO处理的CAI标签的少许抑制，除在

10μM外。针对FDA<0.05和1.5FC，在CTO数据集中由IPA过滤到29个基因后，选择有益的基因

并且确定变化的方向，得到14个基因的集合。
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[0059] 图5b示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，CAI离体通路的信号得分。随着变化信息的组织特异性方向，观察到IPA  CAI列表的强

剂量依赖性抑制。

[0060] 图5c示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，钙信号转导通路的信号得分。从文献的数据集鉴定非电压依赖性钙信号转导的基因

以揭示调控。

[0061] 图5d示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，所有基因通路的钙信号转导的信号得分。鉴定所有基因的预计调控方向。

[0062] 图5e示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，钙信号转导通路的信号得分。使用ANOVA过滤有益的基因(FDR<0.05和1.5FC)。

[0063] 在文献确定的调控和ANOVA确定的集合中，整个CTO处理均注意到非电压依赖性钙

基因的强抑制。

[0064] 图6a示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，使用KEGG钙信号转导和IPA来预测钙信号转导的调控，经典钙信号转导的信号得分。

[0065] 图6b示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，使用KEGG钙信号转导和IPA来预测调控，离体经典钙信号转导的信号得分。注意到只

有6/78的经典通路基因被抑制。

[0066] 图7a示出了针对CAI信号(图5b)和非电压依赖性(NVD)基因集(图5c)，合并ANOVA

过滤的基因集后，所有信号转导基因的信号得分。

[0067] 图7b示出了通过标签视图(signature  view)和PCA，在能够使不同CTO剂量分开的

31个CAI/钙相关基因的图中的结果。

[0068] 图8示出了EGR1信号转导通路。

[0069] 发明详述

[0070] 本发明涉及羧胺三唑乳清酸盐(CTO)，其是一种具有抗肿瘤活性的口服活性剂，其

抑制非电压操纵式Ca2+通道，阻断Ca2+流入细胞和来自胞内储存Ca2+的释放，并且导致钙介

导的信号转导的破坏，以及血管内皮生长因子(VEGF)信号转导、多种酪氨酸激酶(包括AKT、

MEK-ERK或BCR-ABL)信号转导的抑制。更具体地，本发明涉及通过对离体培养的人生长期毛

发中体内和体外培养物应答CTO的转录组评估，来评价信号转导输出的分子药效学生物标

志物。在不同的时间点，从给予不同剂量的CTO治疗的对象获得生长期毛发。这是CTO用于患

者的临床试验的方法。可选地，从未治疗的对象获得生长期毛发，并且用不同剂量的CTO体

外处理所述毛发—该方法不受制于吸收和递送的生理状况，因此被选用。

[0071] 对癌症生物学和人类基因组的理解导致新型靶向疗法类型的发展，其被设计来干

预促使肿瘤生长的关键分子和信号转导通路，并且有希望改善结果。由于大量获批准的疗

法、针对许多当前治疗的低应答率和抗性，以及最佳且定制的疗法的临床重要性，这对肿瘤

学疗法尤其重要。为了改善细胞毒素化疗剂的局限性，肿瘤学药物设计的当前方法旨在调

整对肿瘤生长和存活重要的特异性细胞信号转导通路。在癌细胞中，这些通路失去控制而

导致异常的信号转导、细胞凋亡的抑制、增加的转移和增加的细胞增殖。
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[0072] 尽管正常细胞整合多个信号转导通路用于受控的生长和增殖，但是肿瘤似乎严重

地依赖一个或两个致癌基因通路的激活。不幸的是，研发新型抗癌疗法的焦点不在于诱导

能保持正常细胞中的受控生长或增殖在控制之下的多个信号转导通路。相反，异常信号转

导通路的组件代表了新型抗癌疗法的有吸引力的选择性靶标。患有由特异性致癌通路引发

的肿瘤的患者将会应答靶向这些通路的疗法，这看起来是合理的。然而，一个通路可在多个

位点被激活，并且通过评价已知的癌症相关基因来评估通路激活并非总是可行的。例如，贯

穿磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)通路的信号转导被贯穿受体酪氨酸激酶的多种生长因子激活，

并且对多个过程具有影响，包括细胞生长和存活、转移性潜能和由于基因扩增和/或因传递

突变或新突变产生的耐药性。许多药物公司正在研发一个或多个信号转导通路的特异性抑

制剂，并且提议将几种特异性抑制剂组合以抑制多个致癌基因通路。然而，靶向疗法整个益

处的主要缺陷是耐药性的发展。耐药性的发生源于使药物靶标对抑制剂不敏感的突变，或

者这时癌细胞改变了其对所靶向的通路的依赖性。在第一实例中，通过开发可有效地抑制

耐药性相关的突变体的新型药物可克服耐药性，如在达沙替尼和尼洛替尼的实例中，它们

对赋予耐-伊马替尼的BCR-ABL突变体是有效的。第二种方法是同时靶向多个信号转导通

路，并且因此防止癌症改变为对另一重要通路的依赖性，例如将丝裂原活化蛋白(MAP)-胞

外信号调节激酶(ERK)的抑制剂与PI3激酶的抑制剂组合。第三种方法是提高靶向疗法的功

效，同时地靶向保护肿瘤细胞免受细胞凋亡的下游蛋白。

[0073] 然而，开发各自可调整多个致癌通路的数种分子的新方法，将成为防止耐药性和

严重毒性的更好方法。设计所述分子将是更难的方法，但是研发能够调整多个致癌通路的

分子的该种方法，被认为是无效且不可接受的策略。然而，抑制数个致癌靶标以便克服由数

种分子异常引发的癌症，以及防止耐药性和毒性的最好的方法可能是，研发能调整多个致

癌通路和/或诱导已知的肿瘤抑制因子的数种分子。

[0074] 通过使用能调整多个基因的表达的分子，以及通过整合来自这些多个基因的表达

数据，定量评估基因表达标签是可能的。用于通路激活和/或失活的这些基因表达标签可被

用作：i)药效学生物标志物，以监测在肿瘤或替代标志物(如生长期毛发)中由药物诱导的

通路抑制，ii)预测性生物标志物，以鉴定具有高水平具体通路的肿瘤；以及早期的功效生

物标志物以得到功效或预防的早期读取(readout)。

[0075] 羧胺三唑乳清酸盐(CTO)，是羧胺三唑(CAI)的乳清酸盐，其为受体操纵式钙通道

介导的钙流入的抑制剂，并且在数种人类癌细胞系(包括人类恶性胶质瘤细胞)中显示出具

有抗增殖和抗侵入的功能(Fiorio  Pla等人，2008；Ge等人，2000)。通过中断作为第二信使

的钙动员，CAI可抑制钙敏感的信号转导通路，包括花生四烯酸及其代谢物的释放；一氧化

氮的释放；磷酸肌醇的产生；和酪氨酸的磷酸化(Ge等人，2000；Kohn等人，1992)。CAI抑制细

胞蛋白STATS和CrkL的磷酸化，并且通过下调bcr-abl诱导抗伊马替尼甲磺酸的慢性髓白血

病细胞中的细胞凋亡(Alessandro等人，2008)。

[0076] 因此大量的努力针对开发CTO的信号转导输出的分子药效学生物标志物，以设计

针对不同癌症类型中的分子靶标的组合方案。当前用于评估肿瘤中通路激活的方法涉及药

物靶标、已知致癌基因或已知肿瘤抑制因子的测量。然而，一个通路可在多个位点被激活，

所以通过仅评价已知癌症相关基因来评估通路激活是不可行的。使用拔出的毛发的生物标

志物分析来研究CTO对mRNA和体外蛋白表达水平的影响。拔出的头皮毛发是用于测量对CTO
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处理的直接应答的理想替代物。高度血管化的毛囊可在暴露的数小时内应答。考虑到该血

管化、它们的上皮性质和迅速的扩增率，拔出的毛发基部的毛球和外毛根鞘中的细胞是针

对固体肿瘤的高度相关的替代性标志物组织。进行生物信息学分析以鉴定毛发中药物诱导

的变化。

[0077] 本发明涉及通过对离体培养的来自有或没有癌症或其他疾病的人类对象的人生

长期毛发中应答CTO的转录组评估，来开发信号转导输出的分子药效学生物标志物。

[0078] 本发明提供来自对象的细胞样品如生长期毛发中应答羧胺三唑乳清酸盐(CTO)的

方法、应答羧胺三唑乳清酸盐(CTO)的多个信号转导通路的药效学生物标志物标签。在临床

研究中，已证明CTO在具有不同的基因组突变的数种癌症中的应答。本发明提供用于监测应

答CTO的诊断和预后分析，在生长期毛发分析中，与肿瘤抑制相关的数个转录标签的差异表

达范围在-100倍至+25倍，所述转录标签包括EGFR、MEK、HDAC、RAS、GFS、WNT、HSP90或非电压

依赖性钙信号转导，同时诱导肿瘤抑制因子标签如P53或EGR1。

[0079] 基于多个信号通路的药效学生物标志物定量对羧胺三唑乳清酸盐(CTO)的应答的

方法，所述方法包括：

[0080] (a)从对象获得细胞样品，并且将所述细胞样品暴露于不同剂量的单独CTO、联合

另外药剂的CTO或其他药剂不同的时间段；

[0081] (b)从处理的细胞样品分离mRNA，并且从所述mRNA制备代表性cDNA，并且测量由

CTO暴露产生的细胞样品中表达的转录变化；

[0082] (c)计算多个信号通路的各个药效学生物标志物的信号得分，并且定量对不同剂

量的CTO暴露的应答，选择如表1所列的在两个时间段下过表达的重叠基因的列表；以及

[0083] (d)通过编辑的列表中至少3种或更多种基因鉴定多个信号通路的各个药效学生

物标志物，并且使用参照数据集确认多个信号通路的各个药效学生物标志物。

[0084] RAS、生长因子、PI3K标签

[0085] RAS基因产物涉及激酶信号转导通路，其控制基因的转录，然后调节细胞生长和分

化。RAS从原癌基因的转换通常通过基因上的点突变发生，并且改变的功能可以以不同的方

式影响细胞，因为RAS涉及控制细胞分裂和细胞死亡的许多信号转导通路。在许多来源的癌

症中已鉴定到突变的ras，包括胰腺、结肠、肺、甲状腺、膀胱、卵巢、乳房、皮肤、肝脏、肾脏和

某些白血病(Song，S等人，PLOS  ONE  7：1-11(2012))。

[0086] GFS响应磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)通路扰动，并且涉及磷酸酶和张力蛋白同源物

(PTEN)降解(Loboda  A等人.Clin  Pharm&Therap  1：92-96(2009))。

[0087] PI3K的100α亚基中的突变(被称为PI3KCA)通常负责PI3K/AKT的激活，并且已在多

种人类癌症中报道(Janku  F等人，J  Clin  Oncol  30：777-782(2012))。

[0088] EGFR通路标签：

[0089] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的EGFR通路标签的方法。靶向EGF受体

(EGFR)的药物—结合胞外结构域的抗体和小分子酪氨酸激酶抑制剂，已扩展了用于数种固

体肿瘤的治疗选择。EFGR基因在乳腺癌、肾癌、卵巢癌、子宫颈癌以及鳞状的细胞癌中通常

被上调。所述上调通常归因于基因扩增或过表达。神经胶质瘤中的EGFR的上调最常与EGFR

基因的重排有关，导致其转录物的改变，使得这样的神经胶质瘤表达野生型内源EGFR以及

游离突变体类型。在>50％恶性胶质瘤中，EGFR基因被扩增。
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[0090] 靶向EGFR的单克隆抗体 和 已在转移性结肠直肠癌

中被广泛地研究。然而，靶向EGFR的抗体的临床功效被获得性继发耐药性的发展限制，其通

常发生在开始治疗的3至12个月内。已报道了针对抗-EGFR抗体的继发耐药性的多种机制，

如EGFR配体的表达、HER2的扩增以及EGFR再循环过程的失调。KRAS突变出现，并且其是最初

应答西妥昔单抗或帕尼单抗的一半患者的获得性耐药性的原因(Wang  J等人，Mol  Carcer 

Ther  12：925-936(2013))。

[0091] 在过去的数年间，已批准四种EGFR抑制剂，包括西妥昔单抗、帕尼单抗、吉非替尼

和埃罗替尼(特罗凯)，并且成为用于癌症患者的治疗标准。然而，在未经选择的患者中报道

的活性十分有限，并且通常发展成耐药性。因此，针对EGFR抑制剂的本身耐药性和获得性耐

药性的程度为进一步的抗癌药物的开发留下了足够的空间(Gou  H-F等人，PLOS  ONE  8：1-6

(2013))。

[0092] MEK通路标签：

[0093] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的MEK通路标签的方法。MAPK通路通常

在人癌症中被激活，并且然后激活RAF-MEK-ERK激酶级联，其导致在细胞扩增、存活、转化、

翻译控制和细胞骨架重排中涉及的底物的下游激活(Tan  N等人，Mol  Cancer  Ther  12：

853-864(2013))。靶向该通路的小分子抑制剂，如MEK的变构抑制剂表现出体外和体内的抗

癌功效。

[0094] HDAC通路标签：

[0095] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的HDAC通路标签的方法。组蛋白的乙酰

化是一种可逆的修饰，脱乙酰作用由组蛋白脱乙酰酶(HDAC)催化。HDAC由人类的18个基因

表示，并且被分成四种不同的类型。几种HDAC的抑制剂正在临床调查中被评估，并且表明某

些HDAC家族成员在数种肿瘤中被异常地表达。非选择性HDAC抑制剂在白血病和固体肿瘤中

表现出期望的结果，例如被批准用于皮肤T细胞淋巴瘤的 (Witt  O等人，

Cancer  Letter  277：8-21(2008))。然而，某些泛-HDAC抑制剂可引起许多副作用，因此需要

选择性靶向癌细胞中具有致癌功能的HDAC。

[0096] WNT通路标签：

[0097] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的WNT通路标签的方法。信号转导分子

的WNT家族调节动物发育的许多过程，并且WNT功能失常涉及多种疾病的形成，包括癌症和

退行性疾病。经典WNT信号转导通路在许多水平上受到调节，并且针对WNT信号转导和在肿

瘤发生中重要的其他通路之间的串扰，有越来越多来自其他系统的证据，集中于β-连环蛋

白。β-连环蛋白是多功能蛋白，对质膜上的细胞粘附和核内的转录有不同的分子作用。越来

越多的研究显示，在恶性胶质瘤(GBM)中升高的WNT信号转导由涉及不同疾病步骤的数种可

选机制引发(De  Robertis  A等人，Mol  Cancer  Ther  12：1180-1189(2013)；和Nusse  R，

Cell  Res  15：28-32(2005))。因此，WNT信号转导的抑制可代表用于GBM治疗的治疗相关方

法。

[0098] HSP90通路标签：

[0099] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的HSP90通路标签的方法。热休克蛋白

作为多种客户(client)蛋白的稳定性、翻译后修饰和功能所需的分子伴侣。在数次生理应
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激下HSP的表达增加，并且据信它们的作用是支持细胞存活。HSP90在许多肿瘤类型中过表

达，指示它可能对癌细胞的存活发挥作用，并且因此使得HSP90成为抗癌剂的有吸引力的靶

标。已经将HSP90的增加与患有非小细胞肺癌患者的更糟预后联系在一起(Garon  E  B等人，

Mol  Cancer  Ther  12：890-900(2013)。NSCLC的发生是数种驱动突变(driver  mutation)的

结果，例如EGF受体的突变见于约10％的NSCLC中。HSP对神经退行性疾病(如帕金森病、阿尔

茨海默病或亨延顿病)发挥重要作用，因此，HSP90的下调对癌症和退行性疾病具有潜在的

有益效果。

[0100] 非电压依赖性钙信号转导：

[0101] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的非电压依赖性钙信号转导相关基因

的方法(Kohn  E  C等,Carcer  Res  52：3208-3212(1992)；Kohn  EC等人，Proc  Natl  Acad 

Sci  92：1307-1311(1995)；Felder  CF等人，J  Phasrmacol  Exp  Therap  257：967-971

(1990)；Hupe  DJ等人，J  Biol  Chem  266：10136-10142(1991)；Mignen  O等人，J  Cell  Sc 

118：5615-5623(2005)；和Enfissi  E等人，Cell  Calcium  36：459-467(2004))。鉴定了非电

压依赖性钙信号转导的基因，并且注意到在整个CTO处理下有强烈抑制。

[0102] 使用KEGG钙信号转导通路和IPA分析经典钙信号转导，以预测经典钙信号转导的

调节。注意到通路无明显的抑制。使用ANOVA过滤有益的基因(FDR<0.05&1.5)，值得注意的

是，在整个CTO处理下发生经典钙基因的抑制，然而这只代表7/68的经典通路基因。

[0103] TGF-β通路标签：

[0104] 在又一方面，本发明提供抑制应答CTO处理的TGF-β信号转导相关基因的方法。

TGF-β是包括骨形态发生蛋白、生长和分化因子、活化素和抑制素的结构相关细胞因子大家

族的一部分。几乎每种细胞类型都具有分泌TGF-β的能力以及经过细胞表面上存在的TGF-β

受体应答TGF-β的能力。因此，TGF-β通路及其元件的功能的获得或损失将导致多种疾病，包

括癌症。在上皮细胞中，TGF-β的功能是作为肿瘤抑制因子，其中其抑制增殖、诱导细胞凋

亡，并且介导分化。相反，在其他环境中，TGF-β通过增加肿瘤细胞的侵入和转移促进肿瘤进

展(Smith  A  L等人，Clin  Cancer  Res  18：4514-4512(2012))。

[0105] CEACAM1通路标签：

[0106] 在又一方面，本发明提供下调应答CTO处理的CEACAM1通路的方法。CEACAM1是Ig样

细胞的癌胚抗原(CEA)基因家族成员—细胞粘附分子。在上皮癌中，例如前列腺癌、膀胱癌

和结肠癌，CEACAM1被下调(Lawson  EL等人，PLOS  ONE  7：1-14(2012))。

[0107] Dystonin/Bpag1蛋白标签：

[0108] 在又一方面，本发明提供下调应答CTO处理的Dystonin通路的方法。Dystonin/

Bpag1蛋白是细胞骨架接头，在小鼠中其功能的丧失导致四肢协调性逐步丧失的遗传性感

觉神经病(Young  K等人，Exp  Cell  Res  314：2750-2761(2008))。

[0109] P53通路标签：

[0110] 在又一方面，本发明提供诱导应答CTO处理的P53通路标签的方法。正常的细胞整

合了多个信号转导通路以控制生长和增殖。例如，p53转录因子是主要的肿瘤抑制蛋白，其

作为多细胞生物体中细胞命运的守门人。P53在应答多种应激信号时被激活，并且经过涉及

p53靶基因反式激活的通路来启动细胞周期停滞、衰老或细胞凋亡(Stambolic  V等人，

Molecular  Cell  8：317-325(2001))。然而在许多人类癌症中，该种遗传完整性的普遍保护
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作用受到损害。

[0111] 在又一方面，本发明提供上调应答CTO处理的P53通路标签的方法。PTEN的突变通

常被发现于多种癌症中，包括脑肿瘤、乳房肿瘤、子宫内膜肿瘤、前列腺肿瘤和肾肿瘤。PTEN

是肿瘤抑制因子和PI3K/PKB/AKT-依赖性细胞存活的负调节因子。

[0112] EGR1通路标签：

[0113] 在又一方面，本发明提供上调应答CTO处理的EGR1通路标签的方法。早期生长反应

因子1(EGR1)的基因产物是具有分化作用和生长作用的转录因子。转录因子EGR1是多种肿

瘤抑制因子(包括TGFβ1、PTEN和纤连蛋白)的直接调节剂(Baron  V等人，Cancer  Gene 

Therapy13：115-124(2006))。在某些人肿瘤细胞和组织中，EGR1显示出突出的肿瘤抑制因

子功能，并且许多人肿瘤细胞系几乎没有表达EGR1，不同于其正常的对应细胞系。在非小细

胞肺癌、乳腺肿瘤和人神经胶质瘤中，EGR1减少或不可检测。人肿瘤细胞系中ERG1的再表达

抑制转化。抑制的机理涉及TGF-β1的直接诱导，其导致增加纤连蛋白，以及纤溶酶原激活物

抑制剂(Liu，C等人，Proc  Natl  Acad  Sci  93：11831-11836(1996))。

[0114] EGR1参与黑色素瘤细胞中P53的调节，导致细胞凋亡，并且促凋亡抑制基因PTEN也

被EGR1直接调节。

[0115] 本发明还涉及包含CTO和另外药剂的药物组合物，其被组合以改善敏感性和功效

并且降低毒性，并通过监测来自受治疗哺乳动物的离体培养的生长期毛发应答CTO的信号

转导输出的分子药效学生物标志物来调节一个或多个基因标签，其包括EGFR、MEK、VEGF、

HDAC、HSP90、ERK、BCR-ABL、p53、ERG1、CEACAM1、dystonin或与非电压依赖性钙信号转导相

关的基因。

[0116] 在又一方面，本发明提供治疗或预防哺乳动物的病况的方法，其中一个或多个基

因标签(包括EGFR、MEK、VEGF、HDAC、HSP90、ERK、BCR-ABL、p53、ERG1、CEACAM1、dystonin或与

非电压依赖性钙信号转导相关的基因)的调节可预防、抑制或减轻所述病况的病理或病状，

所述方法包括以单一疗法或组合疗法的方式施用治疗有效量的CTO，并且监测来自受治疗

哺乳动物的离体培养的生长期毛发应答CTO的信号转导输出的分子药效学生物标志物。

[0117] 在另一方面，本发明提供预防或治疗对象的增殖性病况的方法，所述方法包括：单

独或联合另外药剂施用治疗有效量的CTO，并且监测来自受治疗哺乳动物的离体培养的生

长期毛发中应答CTO的信号转导输出的分子药效学生物标志物。也可确立其他组织中的基

因表达模式，以区分不同疾病状态的组织，或预测疾病如癌症应答一种或多种疗法的预后。

另一范例是研发药效学标志物的平台，以基于基因表达模式设计特异性且定制的配方。

[0118] 本发明提供这样的范例：基于具体疾病或癌症中分子异常的知识、连同对CTO可以

与构成疾病或癌症的分子组成的其他靶向药剂组合的理解、连同对应用于阻断由靶向药物

中断的指定通路的反馈回路以及如何阻止这些反馈回路的理解，来合理选择和研发组合治

疗，以维持对引发疾病的分子靶标的持续抑制，以及在某些情况下诱导抑制基因以优化治

疗结果。

[0119] 本发明提供研发组合药物方案的方法的改进，用CTO抑制数个致癌靶标以便克服

由数种异常引发的癌症，以及通过监测应答CTO的信号转导输出的药效学生物标志物，来预

防或压制耐药性的发展，并且通过离体培养的生长期毛发的转录组评估认真地挑选组合药

物。当前，使用数种靶向药物混合物的多向药物方法还不成功，并且由于混合物中药物的累
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积毒性造成新的问题。本发明提供由于耐药性机理使靶向和非靶向药物组合失效的挽救方

案，在开始耐药性或甚至在注意到耐药性之后，将所述药物组合与CTO结合以维持敏感性和

疗效。

[0120] 本发明的一个重要的实施方案是研发来自毛发样品的一组多至15-20个基因mRNA

表达标签，并且通过Affymetrix阵列数据将该标签部署于从患者产生的cDNA样品上，以鉴

定在来自未治疗和治疗患者的头皮毛发样品中差异表达的基因。

[0121] 本发明的一个目的是评价在从对象获得的离体人生长期毛发中应答羧胺三唑乳

清酸盐(CTO)的分子药效学标志物。CTO是具有抗肿瘤活性的口服活性剂，其抑制非电压操

纵式Ca2+通道，阻断Ca2+流入细胞和胞内储存Ca2+的释放，并且导致钙介导的信号转导的破

坏和血管内皮生长因子(VEGF)信号转导、多种酪氨酸激酶信号转导(包括AKT、MEK-ERK或

BCR-ABL)的抑制。更具体地，本发明涉及通过离体培养的人生长期毛发对CTO应答的转录组

评估，来评价信号转导输出的分子药效学生物标志物。

实施例

[0122] 实施例1

[0123] 由Epistem有限责任公司(Manchester，United  Kingdom)研发的拔出的毛发生物

标志物平台，被用来评估离体培养的人生长期毛发中对CTO的转录组应答。图1a描述了总的

方法步骤。

[0124] 拔出的头皮毛发是用于测量直接应答CTO处理的理想替代物。其为非侵入性的，且

用来自已用CTO治疗的患者的样品也是有效的(used)，在该种情况下，毛发不需要被体外处

理。在头皮上生长处于生长阶段(生长期)且具有高度血管化毛囊的毛发是适合的。

[0125] 供体毛发从5名男性供体志愿者拔出，将其立即转移至维持培养基，并且暴露于相

当于2μM、5μM和10μM羧胺三唑(CAI)的不同剂量CTO。将所述培养物保持8小时或24小时。使

用对照，例如，将1μM的 (EGFR抑制剂)和1μM的BEZ235(PI3K抑制剂)只保持24小

时。一旦处于培养中，在指定的时期收集毛发用于mRNA分离或蛋白分析以确保质量控制。从

生长期毛发末端的球部提取少量RNA(约多至500ng)。从所述RNA制备代表性cDNA，并且通过

微阵列分析测定基因表达水平。进行生物素标记(labeling)、片段化以及与048Affymetrix 

U133plus  2.0阵列的杂交。进行生物信息学分析，以鉴定CTO诱导的基因表达变化。完整的

步骤在图1中给出。

[0126] 获得的结果显示所有对比有强烈的转录应答。观察到高水平的差异表达的转录

物。与该阈值下的CTO或BEZ235相比， 显示更少的差异探针。对于CTO，差异探针

以剂量相关方式增加。与BEZ235或 相比，在所有剂量下的生长期毛发中，CTO表现

出最好的转录效果。结果在图1b中详细地呈现。在临床相关水平的CTO下，观察到毛球转录

组的生物学相关变化的范围为-100倍至+25倍的差异表达。

[0127] 实施例2

[0128] 按照Loboda  A.等人(Clinical  Pharmacology&Therapeutics  86：92-96(2009)—

关于生长因子基因标签的鉴定)和Loboda  A .等人(BMC  Medical  Genomics  3：1-11

(2010)—关于RAS通路和PI3K标签的鉴定)的详细描述来评估信号得分。将这些参考文献并
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入本文。它们描述了IPA通路分析(Ingenuity  Pathway  Analysis)(Ingenuity  Systems，

Redwood  City，CA)；http://www.ingenuity.com软件工具来鉴定因生长因子标签基因被统

计性地富集的信号转导通路。使用公众可得的文献数据集来分析RAS通路，例如，https://

array.nci.nih.gov/carray/project/woost-00041。

[0129] 针对探针，在两个时间段下观察获得的结果为：在8小时为1440个和在24小时为

2961个。观察到两列之间有高度重叠(39％，p<0.0001)。净结果是558个探针(442个特有的

注释基因)，在高剂量的CTO/24小时下(差异表达)范围在-75至+33倍。用图示呈现信号得分

的显著结果。探针列表在表1中呈现。

[0130] 表1

[0131]
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[0151]

[0152] 使用表1中的探针列表，使用可用的参照进行不同标签的多变量分析以建立以下

的标签，分析不同剂量CTO(相当于2μM、5μM和10μM  CAI)在8小时和24小时的结果：

[0153] -RAS标签；生长因子标签；PI3K/mTOR的抑制；PI3K的抑制；MEK的抑制；HSP90的抑

制；HDAC的抑制；EGFR的抑制；P53的稳定；WNT/β-连环蛋白的抑制；钙信号转导；CAI的抑制；

经典钙的抑制；以及非电压的信号转导。

[0154] 图2b中详细地总结了上述分析获得的结果。EGFR、MEK和HDAC通路在应答CTO时被

强烈地抑制。

[0155] 与此相反，与P53有关的通路在应答CTO时稳定。

[0156] 此外，与非电压依赖性钙信号转导相关的基因被强烈地抑制。这些结果在下文有

详细的讨论。

[0157] 实施例3

[0158] 图3a描述RAS和生长因子标签的多变量标签的结果。简言之，观察到RAS和生长因

子(GFS)标签的适度下调，抑制作用在8小时时最明显。表2给出了RAS和GFS标签的列表。

[0159] 表2

[0160] GFS和RAS：基因符号

[0161] ABCC5 CYHR1 HIST3H2A POU2F3 CORO1C IFRD1 PFKP

ATP6V1B1 DEPTOR HOXB13 RAMP1 DLEU2 IMPAD1 PNPT1

ATXN3 DNAL4 ING4 SEMA3G DPH3 KLK6 PSMC4

BCAS1 EIF4A2 OVGP1 SEPP1 EIF5 KPNA4 RPS6KA3

BCL2L11 EPHX2 PCMTD1 SIDT2 ENO2 LRP8 S100A2

CALCOCO1 ERBB3 PCMTD2 AREG HN1 MALL SERPINB5

CAPN13 HIST1H2AC PDIA4 BTG3 HSP90AA1 MTHFD1L SERPINB1B8

CRBN HIST1H2BD PLEKHG4 CEBPG HSPA4L PADI1 SLC7A1

            SRXN1

            TIPIN

[0162] 图3c描述应答CTO时PI3K的结果。用对照BEZ235处理观察到PI3K标签的强烈抑制，

但用CTO处理没有观察到强烈的抑制。

说　明　书 33/38 页

78

CN 105531380 B

78



[0163] 图3d描述PI3K/mTOR标签的结果。用对照BEZ235处理观察到PI3K/mTOR标签的强烈

抑制，但用CTO处理没有观察到强烈的抑制。

[0164] 图3e描述在8小时和24小时下所有CTO处理组中MEKi标签的强烈抑制。

[0165] 实施例4

[0166] 图4a示出应答CTO处理的HDAC标签显示出弱抑制的结果。将应答不同剂量CTO  8小

时和24小时的HDAC通路的信号得分与应答BEZ235和 24小时的信号得分相比。

[0167] 图4b示出应答CTO处理的Notch标签无抑制。将应答不同剂量CTO  8小时和24小时

的NOTCH通路的信号得分与应答BEZ235和 24小时的信号得分相比。

[0168] 图4c示出WNTβ-连环蛋白标签的结果，其在暴露于CTO  24小时时表现出模式抑制。

将应答不同剂量的CTO  8小时和24小时的WNTβ-连环蛋白通路的信号得分与应答BEZ235和

24小时的信号得分相比。

[0169] 图4d示出CTO处理的HSP90标签的强烈抑制，其为剂量依赖性的。将应答不同剂量

CTO  8小时和24小时的HSP90通路的信号得分与应答BEZ235和 24小时的信号得

分相比。

[0170] 图4e示出CTO处理的EGFR标签的十分强的抑制，并且重要的是，所有剂量的CTO在

两个时间点下对EGFR标签的抑制强于用 处理的EGFR标签的抑制。将应答不同剂

量CTO  8小时和24小时的EGFR通路的信号得分与应答BEZ235和 24小时的信号得

分相比。

[0171] 图4f示出用CTO处理在所有剂量下P53标签的诱导，所述诱导在24小时的时间点下

较高。将应答不同剂量CTO  8小时和24小时的P53通路的信号得分与应答BEZ235和

24小时的信号得分相比。

[0172] 实施例5

[0173] 图5a示出了应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时

相比，CAI  IPA通路的信号得分。针对受CAI影响的基因，使用Ingenuity通路分析(IPA)

(Ingenuity  Systems，Redwood  City，CA)，观察到应答CTO处理的CAI标签的少许抑制，除在

10μM外。针对FDA<0.05和1.5FC，在CTO数据集中从IPA过滤到29个基因后，选择有益的基因

并且确定变化的方向，得到14个基因的集合。

[0174] 表3列出CAI  IPA：基因符号

[0175] MMP2 ESR1 FOS PCLG2 MAPK6 MAP15 AKT1 MOS3 HSP90B1

JUN CCND1 PPAR1 MAPK1 MAPK7 CASP3 AKT2 HSP90AA1 Hsp84-2

CEBPA MAPK3 PCLG1 MAPK4 MAPK12 HSPA8 AKT3 HSP90AB1 Hsp84-3

                BAG3

[0176] 图5b示出应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时相

比，CAI体外通路的信号得分。随着组织特异性变化方向信息，观察到IPA  CAI列表的强烈的

剂量依赖性抑制。表4列出14个基因的集合。
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[0177] 表4

[0178] 基因符号：

[0179] AKT2 CASP3 FOS HSP90AB1 JUN CEBPA MAPK3

BAG3 CCND1 HSP90AA1 HSP90B1 AKT1 MAPK1 MAPK7

[0180] 图5c示出应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时相

比，钙信号转导通路的信号得分。从文献的数据集鉴定非电压依赖性钙信号转导基因以告

知调控。在表5中呈现列表。

[0181] 表5

[0182] 基因符号：

[0183] ARG2 CCNA1 CCND2 CCNE2 TNF CA9

BDNF CCNA2 CCNE1 CTF1 BRAF CALR

[0184] 图5d示出应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时相

比，钙信号转导所有基因通路的信号得分。鉴定所有基因的预测调控方向。在表6中提供列

表。

[0185] 表6

[0186] 基因符号：

[0187] ARG2 CCND2 TNF PPP3R1 CALM3 CAMK2A CAMK4 ORAI3 TRPC3 TRPC7

BDNF CCNE1 PPP3CA PPP3R2 CAMK1 CAMK2B NOS2 STIM1 TRPC4 BRAF

CCNA1 CCNE2 PPP3CB CALM1 CAMK1D CAMK2D ORAI1 STIM2 TRPC5 CA9

CCNA2 CTF1 PPP3CC CALM2 CAMK1G CAMK2G ORAI2 TRPC1 TRPC6 CALR

[0188] 图5e示出应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时相

比，钙信号转导通路的信号得分。使用ANOVA过滤有益的基因(FDR<0.05和1.5FC)。

[0189] 在文献确定的调控和ANOVA确定的集合中，均注意到CTO处理下非电压依赖性钙基

因的强烈抑制。表7。

[0190] 表7

[0191] 基因符号：

[0192] BDNF CCNE1 PPP3CC ORAI3 TNF CAMK1 ORAI1 BRAF

CCNA1 PPP3CB CAMK2D CCND2 CALM3 CAMK2G STIM2 CALR

[0193] 图6a示出应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时相

比，使用KEGG钙信号转导和IPA预测钙信号转导调控的经典钙信号转导的信号得分。表8。

[0194] 表8

[0195] 基因符号：
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[0196]

[0197]

[0198] 图6b示出应答不同剂量CTO  8小时和24小时与应答BEZ235和 24小时相

比，使用KEGG钙信号转导和IPA预测调控的体外经典钙信号转导的信号得分。只注意到6/78

的经典通路基因的抑制。表9。

[0199] 表9

[0200] 基因符号：

[0201] HDAC3 HDAC4 PPP3CC GRIA3 CACNB3 HDAC8 PPP3CC

HDAC4 PPP3CB ATP2C1 GRIA3 GRIA3 PPP3CC PPP3CC

[0202] 实施例7

[0203] 图7a示出合并ANOVA过滤的CAI信号的基因集(图5b)和非电压依赖性(NVD)基因集

(图5c)后，所有信号转导基因的信号得分。

[0204] 图7b示出了通过标签视图(signature  view)和PCA能够使不同的CTO剂量分开的

31个CAI/钙相关基因图块的结果。

[0205] 表10提供31个基因的列表。

[0206] 表10
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[0207]

[0208]
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[0209] 应答不同剂量CTO  8小时和24小时所获得数据的生物信息学分析结果显示，早期

生长反应因子1基因产物(EGR1)因CTO处理被上调6倍。与此相反，EGR1被BEZ235和

抑制。EGR1的上调通常调节诱导下游细胞凋亡事件的多个肿瘤抑制通路(Liu,C

等人，Proc  Natl  Acad  Sci  93：11831-11836(1996))。

[0210] 图8示出EGR1信号转导通路。

[0211] 实施例8

[0212] 癌胚抗原相关的细胞粘附分子(CEACAM1) (也被称为CD66a)在应答CTO和

的处理时被下调。Dystonin在应答CTO处理时被下调60倍。

[0213] TGF-β信号转导在应答CTO处理时被抑制。

[0214] 本发明不限于旨在说明本发明一个方面的实施例中所公开的实施方案的范围，并

且任何功能上等同的方法均在本发明的范围内。当然，根据上述描述，除本文示出所描述的

那些之外，本发明的多种修饰对本领域技术人员而言是显而易见的。这样蛋白的修饰意图

落在所附权利要求书的范围内。

[0215] 本领域技术人员将认识到，或仅使用常规实验能够确定，本文所描述的本发明特

定实施方案的任何等同方式。这样的等同方式意图被所述权利要求书涵盖。
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图2
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图3
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图4
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图5
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图6
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图7
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图8
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