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摘要：目的：探讨BRCA1表达与吉非替尼治疗EGFR突变型晚期非小细胞肺癌患者的疗效关系。方法：纳入我院2013年1月至2014年11月确诊为EGFR突变型晚期非小细胞肺癌的患者50例，口服吉非替尼进行治疗，直至疾病进展或者出现不可耐受的毒副反应，采用免疫组织化学方法、RT-PCR检测EGFR突变型晚期非小细胞肺癌患者中BRCA1的表达情况，并通过收集的临床资料回顾性分析吉非替尼对EGFR突变型晚期非小细胞肺癌病人的治疗效果。结果：不同预后的EGFR突变型晚期非小细胞肺癌患者，BRCA1阳性细胞表达及BRCA1mRNA表达水平随着预后的不良而增加，平均表达水平的组间差异有统计学意义；BRCA1高表达率为36.00%（18/50），BRCA1高表达组吉非替尼有效率为33.33%（6/18），BRCA1低表达组吉非替尼有效率为68.75%（22/32），两者差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：吉非替尼治疗EGFR突变型晚期非小细胞肺癌患者中，BRCA1低表达患者受益比高表达患者明显，BRCA1可以作为吉非替尼治疗EGFR突变型晚期非小细胞肺癌的预测因素。
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The relationship between the BRCA1 expression and the efficacy of gefitinib in advanced non-small cell lung cancer patients with EGFR mutation
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Abstract: Objective: To investigate the relationship between the BRCA1 expression and the efficacy of gefitinib in advanced non-small cell lung cancer(NSCLC) patients with EGFR mutation. Methods: 50 advanced NSCLC patients with EGFR mutation were received oral gefitinib treatment until disease progression or intolerable toxicity occurs in our hospital from January 2013 to November 2014. The expressions of BRCA1 in these patients were detected by immunohistochemistry. And the therapeutic effect of gefitinib for advanced NSCLC patients with EGFR mutation were analyzed by collecting the clinical datas retrospectively. Results: BRCA1 expression rate was 36.00% (18/50).The response rate was 33.33% (6/18) in high BRCA1 expression group and was 68.75% (22/32) in low BRCA1 expression group, and the difference was statistically significant (P <0.05). Conclusion: In the treatment of Gefitinib for advanced NSCLC patients with EGFR mutation, patients with low BRCA1 expression were more significantly benefit than those with high BRCA1 expression. BRCA1 may be a predictive factor for the gefitinib treatment for advanced NSCLC patients with EGFR mutation.
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目前，针对表皮生长因子受体（EGFR）通路的酪氨酸酶抑制剂（EGFR-TKI）已成为EGFR活化突变的晚期非小细胞肺癌(NSCLC)的首选治疗方法[1]。但EGFR-TKI耐药问题制约了其临床应用，寻找EGFE-KRI耐药标志物具有重要的临床意义，可指导更加合理应用EGFR-TKI治疗晚期NSCLC。乳腺癌易感基因1(breast cancer 1, early onset, BRCAl)在DNA损伤修复以及基因组稳定性方面起到重要作用，研究显示其表达水平与晚期NSCLC化疗疗效相关[2]。体外研究显示EGFR信号通路活化状态与BRCA1表达水平相关，阻断BRCA1表达可增强EGFR-TKI的敏感性[3]，提示BRCA1表达与EGFR-TKI耐药相关，但目前关于BRCA1表达与EGFR-TKI治疗晚期NSCLC疗效的关系的临床研究仍然很少。本研究通过检测NSCLC组织中BRCA1表达情况，探讨其与EGFR-TKI治疗EGFR突变的晚期NSCLC疗效的关系。

1一般资料与方法

1.1一般资料

纳入我院2013年1月至2014年11月确诊为EGFR突变型晚期NSCLC的患者50例，女性23例，男性27例，所有的病例均是初治病例，经病理证实的非小细胞癌，有可测量的局部病灶或转移病灶，可以得到能够进行基因分析的肿瘤组织，平均年龄61.2±10.2岁，所有患者都接受过以铂类药物为主的方案化疗，ECOG评分0分3例、1分21例、2分19例、3分7例；IIIB期16例、IV期34例。

1.2纳入标准

①经病理确诊为NSCLC；②按国际AJCC（2009）TNM 分期为IV期患者；③预计生存期超过3个月；④肿瘤标本EGFR基因检测活化突变（19 外显子缺失和21 外显子L858R 点突变）；⑤根据RECIST1.1标准有可评价病灶；⑥吉非替尼治疗前肝肾功能等重要检查无明显异常。

1.3 排除标准

①治疗前有肝肾功能等重要检查明显异常；②有严重其他系统疾病和恶性肿瘤的患者。

1.4 研究方法

1.4.1给药方法

吉非替尼（AstraZeneca UK Limited，国药准字J20100014）每日早上8点口服250mg qd，本研究纳入的受试者中无1例出现疾病进展或者患者耐受等，共有50例患者入组进行观察。

1.4.2 BRCA1检测

1.4.2.1 免疫组化检测

采用免疫组织化学Envision二步法，检测系统试剂盒和BRCA1单克隆抗体均购自Dako公司。具体步骤：取肺癌组织的石蜡包埋标本，切制玻片,切片厚度为3μm；脱蜡，水化组织切片；热修复组织玻片；TBS冲洗5min，共3次；滴加3%的H2O2阻断内源性过氧化物酶，室温孵育10min；TBS冲洗5min，共3次；一抗（Dako公司）室温孵育30 min；TBS冲洗5min，共3次；EnVision TM（Dako公司的K8010）室温孵育30 min；TBS冲洗5min，共3次；色源底物溶液DAB显色；蒸馏水漂洗；复染及封片。

结果判定：BRCA1蛋白表达阳性为细胞浆或（和）细胞核出现棕黄色颗粒为阳性。以试剂公司提供的阳性片作为阳性对照,以PBS缓冲液代替一抗作为阴性对照。

1.4.2.2 RT-PCR 检测

提取总RNA。取2μg总RNA行逆转录cDNA，反应体系为20μl。吸取逆转录产物2μl，分别加入18sRNA、AQP3的引物进行PCR反应。反应条件均为95℃预变性5mins，94℃变性30s，60℃30s，72℃60s，72℃7mins，循环30次。PCR产物溴化乙锭1.5%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分析系统下进行观察并拍摄电泳图像。以18sRNA作为内参照，进行PCR产物的半定量分析，测量各电泳条带之吸光度积分值（A值）。
1.4.3疗效评价标准

每个治疗周期为4周，治疗周一周结束后进行评价，近期疗效按照实体肿瘤的疗效评价标准1.1 版( Response Evaluation Criteria in Solid Tumors RECIST Version 1.1)[4]分为：完全缓解(complete response，CR)、部分缓解(partial response，PR)、疾病稳定(stable disease，SD)和疾病进展(progressivesease，PD)，获得CR或PR的患者4周后再确认疗效。

1.5 统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件对数据做统计分析。百分率的比较采用χ2检验。P值＜0.05为差异有统计学意义。
2结果

2.1 BRCA1表达与年龄、性别、EGFR突变不同类型、肿瘤亚组分型等因素的关系

结果显示BRCA1表达与患者的与年龄、性别、EGFR突变不同类型、肿瘤亚组分型无统计学相关性（P＞0.05），见表1。
表1 BRCA1表达与年龄、性别因素的关系

	临床特征
	BRCA1表达
	χ2值
	P值

	
	低
	高
	
	

	年龄（岁）
	
	
	
	

	＞60
	22
	11
	0.30
	0.58

	≤60
	10
	7
	
	

	性别
	
	
	
	

	男
	17
	10
	0.03
	0.87

	女
	15
	8
	
	

	19外显子突变
	12
	13
	0.02
	0.92

	20外显子突变
	11
	14
	
	

	IIIB期
	13
	12
	0.04
	0.90

	IV期
	10
	15
	
	


2.2 免疫组织化学法检测BRCA1表达对EGFR突变型晚期NSCLC患者疗效的影响
    不同预后的EGFR突变型晚期NSCLC患者，BRCA1阳性细胞表达水平随着预后的不良而升高，每高倍视野下BRCA1表达细胞数的百分比来界定，BRCA1蛋白表达阳性为细胞浆或（和）细胞核出现棕黄色颗粒，平均表达水平的组间差异有统计学意义（P＜0.05），见表2。
表2　免疫组织化学法检测BRCA1表达对EGFR突变型晚期NSCLC患者疗效的影响
	 检测项目
	完全缓解
	部分缓解
	疾病稳定
	疾病进展

	BRCA1阳性细胞表达水平
	10.41%②③
	25.69%①③
	30.49%①②
	68.25%①②③


注：与完全缓解比较①P＜0.05；与部分缓解比较②P＜0.05；与疾病稳定比较③P＜0.05；
2.3 BRCA1mRNA表达对EGFR突变型晚期NSCLC患者疗效的影响
    不同预后的EGFR突变型晚期NSCLC患者，BRCA1mRNA表达随着预后的不良而升高，平均表达水平的组间差异有统计学意义（P＜0.05），见表3。
表3　BRCA1mRNA表达对EGFR突变型晚期NSCLC患者疗效的影响

	 检测项目
	完全缓解
	部分缓解
	疾病稳定
	疾病进展

	BRCA1mRNA表达
	0.72±0.29②③
	0.98±0.26①③
	1.03±0.33①②
	1.45±0.44①②③


注：与完全缓解比较①P＜0.05；与部分缓解比较②P＜0.05；与疾病稳定比较③P＜0.05；
2.4 BRCA1表达与吉非替尼治疗EGFR突变型晚期NSCLC疗效的关系

BRCA1高表达组吉非替尼有效率33.33%（6/18），BRCA1低表达组吉非替尼有效率为68.75%（22/32），两者差异有统计学意义（P＜0.05），见表4。
表4 BRCA1表达与吉非替尼治疗EGFR突变型晚期NSCLC疗效的关系

	
	BRCA1表达
	χ2
	P值

	
	阴性
	阳性
	
	

	有效率
	22/32（68.75%）
	6/18（33.33%）
	5.86
	0.01

	无进展生存期（月）
	15.4±6.3
	10.2±4.8
	3.87
	0.02


3讨论

NSCLC发病率占肺癌的85%，其中70%～80%NSCLC在诊断时已属晚期[5,6]。在既往，晚期NSCLC主要治疗方法为化疗，但以铂类为基础的双药标准化疗方案的有效率仅为30%～40%，中位无疾病进展生存期（progression-free survival，PFS )约为3至4个月，而中位生存期约8至12个月[7-10]。近年来，随着作用于EGFR酪氨酸酶抑制剂（epidermal growth factor receptor-yrosine kinase inhibitor, EGFR-TKI，包括吉非替尼、厄洛替尼)在临床的应用，晚期NSCLC的疗效得到了提高[11,12]。但是由于EGFR酪氨酸激酶抑制剂的原发或继发性耐药，部分患者对EGFR-TKI治疗无效或短期内出现疾病进展。因此，发现EGFR-TKI耐药的相关生物标志物对进一步提高晚期NSCLC疗效具有重要意义[13,14]。

   针对EGFR-TKI耐药机制的研究发现还可以进一步优化EGFR突变型晚期NSCLC的EGFR-TKI治疗策略。研究显示，对于肝细胞生长因子（hepatocyte growth factor, HGF）高表达的EGFR突变型NSCLC，联合HGF抑制剂可显著提高EGFR-TKI的疗效[15]。对于部分患者，EGFR-TKI单药治疗即可取得较好的效果。但对于部分患者，还需要联合EGFR-TKI及其他治疗方法才能进一步提高疗效。电离辐射、缺氧、化疗药物等多种理化因素均可造成细胞DNA损伤。DNA损伤通过信号传递到下游靶蛋白，并通过级联放大反应，启动应激系统，激活细胞周期调控、DNA损伤修复和细胞凋亡。

DNA损伤后，ATM及ATR感知及发送损伤信号，激活γ组蛋白2A变异体(γ histone family 2A variant，γH2AX)自磷酸化。γH2AX磷酸化后，招募许多蛋白质结合到γ-H2AX位点附近，包括BRCA1、 BARD1、RAP80、CCDC98、MERIT40、 BRCC36 、DNA损伤检查点蛋白质1的介导蛋白(mediator of DNA damage checkpoint protein 1， MDC1)等。BRCA1与各修复蛋白形成多种BRCA1复合体，并在RNF8、MERIT40、RAP80的介导及相互作用下聚集DNA损伤位点进行损伤修复。

目前认为，EGFR-TKI通过竞争性结合于EGFR酪氨酸催化区域中Mg-ATP 位点，抑制酪氨酸自身磷酸化，阻断来自EGFR 配体-受体结合后的信号传导，从而诱导细胞周期阻滞、加速细胞凋亡、抑制血管形成、肿瘤细胞的浸润性生长和转移[16]。而最近研究结果发现抑制EGFR通路后，代表DNA双链断裂的标志物－γH2AX水平明显升高。通过阻断EGFR通路可以抑制DNA损伤修复而促进肿瘤细胞对放射治疗的敏感性。予EGFR-TKI处理乳腺癌细胞后，DNA损伤修复的核心分子BRCA1及Rad51水平均明显下降[17]。以上研究均证明EGFR在促进DNA损伤修复方面发挥重要作用，而BRCA1可能在其中占据重要地位。DNA修复作为治疗靶点被认为能提高化疗的疗效[18]。BRCA1作为DNA修复中的重要角色，参与了细胞的有丝分裂[18]。体外研究显示BRCA1高水平与铂类耐药相关[19]。在接受“顺铂+吉西他滨”诱导化疗的NSCLC病人，BRCA1 mRNA低水平提示更长的总生存期[20]，更高的有效率和手术切除率。高BRCA1mRNA水平提示较短的总生存期和较低的有效率[21]。BRCA1-羧基端与磷酸化蛋白的结合是BRCA1肿瘤抑制作用所必需的。另外，细胞试验研究显示BRCA1状态高度影响EGFR突变的肺腺癌细胞对EGFR-TKI的敏感性。BRCA1高表达者，肺癌细胞对EGFR-TKI的敏感性差[22]。

本研究结果显示，BRCA1高表达率为36.00%，BRCA1高表达组吉非替尼有效率明显低于低表达组，提示BRCA1表达可作为吉非替尼治疗EGFR突变型晚期NSCLC疗效的预测因子。
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