CYP27A1基因表达与肝癌患者临床表型相关性及其预后作用
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The prognostic relevance of CYP27A1 in patients with hepatocarcinoma 
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摘要 目的：从基因表达水平探讨肝癌患者的独立预后因素，为开发新的治疗肝癌靶向药物奠定基础。方法：本研究通过在GEO数据下载肝癌基因表达数据GSE14520，分析CYP27A1与肝癌患者年龄、性别、 PRMS分类、血清ALT水平、肿瘤大小、结节数目、肝硬化、TNM分期、BCLC分期、CLIP分期以及血清AFP水平等临床表型的相关性，以及CYP27A1与肝癌患者临床预后指标（无进展生存期、总生存期）的关系，明确CYP27A1在对肝癌细胞的作用机制。结果：相较于正常肝脏组织，CYP27A1在肝癌中表达明显下调；CYP27A1高表达组和CYP27A1低表达组患者在年龄和性别分布上及血清ALT水平和肝硬化情况无明显差异，CYP27A1高表达组患者中PRMS分类、肿瘤大小、肿瘤类型、TNM分期、BCLC分期、CLIP分期、血清AFP水平等临床表型均明显优于CYP27A1低表达组肝癌患者，CYP27A1高表达组肝癌患者的无进展生存期和总生存期明显优于CYP27A1低表达肝癌患者。CYP27A1可能在细胞分裂、DNA复制及肿瘤增殖相关信号通路等生物学过程影响肝癌细胞增殖。结论：CYP27A1或可作为肝癌患者独立预后因素，高表达CYP27A1的肝癌患者的临床预后明显优越与CYP27A1低表达肝癌患者。
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Abstract
Background: hepatocarcinoma is one of most common cancers worldwide, and the prognosis of patients with hepatocarcinoma remains poor. Investigating the independent prognostic factors of hepatocarcinoma at gene-expression level might facilitate the development of novel agent for treating hepatocarcina. Methods: In the present study, we analyzed the correlation between the expression of CYP27A1 and the characteristics of hepatocarcina patients including age, gender, PRMS classification, ALT, main tumor size, multinodular, cirrhosis, TNM staging, BCLC staging, CLIP staging and AFP. Meanwhile, the progression free survival and overall survival of hepatocarcina patients were also analyzed.  Gene set enrichment analysis (GSEA) was conducted to characterize the potential mechanisms regarding the impact of CYP27A1 on hepatocarcina cells. Results: Compared with normal liver tissues, the CYP27A1 was downregulated in tumor cells. No significant differences could be found between CYP27A1 high expression group and CYP27A1 low expression group regarding the age, gender and the serum ALT level of hepatocarcina patients.  Patients with higher expression of CYP27A1 turned out to have better PRMS classification, tumor size, tumor type, TNM staging, BCLC staging, CLIP staging and serum AFP level (P<0.0001, P=0.003, P=0.071, P=0.01, P=0.007, P=0.004 and P=0.009, respectively), and patients in CYP27A1 high expression group proved to have better progression free survival and overall survival compared with patients in CYP low expression group. Our GSEA results suggested that CYP27A1 might influence the proliferation of hepatocarcinoma through participating the mitotic spindle, spermatogenesis, G2M checkpoint,  DNA repair, E2F target, MYC target, PI3K-AKT-mTOR signaling and unfolded protein response. Conclusions: CYP27A1 might be an independent prognostic factor for hepatocarcinoma patients, and patients with higher expression of CYP27A1were proved to have better survival than patients with lower expression of CYP27A1, while the exact mechanisms regarding the impact of CYP27A1 on the hepatocarcinoma cells remained to be elucidated.
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原发性肝胞癌（primary liver cancer）是起源于肝细胞或肝内胆管细胞的恶性肿瘤。肝癌是当前最为常见的恶性肿瘤之一 [1-2]，尽管近年来随着治疗策略的改善，肝癌患者的临床治疗效果有所提高，但总体来说肝癌患者的临床预后仍然较差 [3,4]。有研究报道，线粒体胆固醇27-羟化酶（CYP27A1）位于染色体3q33，包括9个外显子，是一种多功能细胞色素P450羟化酶。 CYP27A1蛋白是一类单加氧酶，催化多种涉及药物代谢、类固醇及其他脂类合成，CYP27A1在胆固醇的代谢平衡中起着重要作用，同时CYP27A1也被称为维生素D3羟化酶。CYP27A1表达于肝脏和许多肝外组织，如肾脏、肺、巨噬细胞、脑组织、血管内皮细胞、皮肤以及前列腺等；CYP27A1参与了许多胆固醇代谢平衡的生物过程，如胆汁酸的生物合成、胆固醇前驱物的形成以及胆固醇的转运 [5-9]。有研究报道，由CYP27A1和其他酶催化的维生素D3活性结构对多种肿瘤细胞有明显抗肿瘤和诱导分化作用。因此，有研究认为CYP27A1可能作用抗肿瘤治疗药物靶点。此外有研究报道，多种激素能够调节肝癌HepG2细胞中CYP27A1的表达。然而，目前关于CYP27A1与肝癌患者的临床预后研究尚未见报道，本研究通过在GEO数据库中下载肝癌患者和相应的正常对照人群的肝组织基因表达数据集，分析CYP27A1表达与肝癌患者临床预后的关系。
1材料与方法
1.1材料
        GEO（gene expression omnibus）数据库是由NCBI建立的一个基因表达资源库。截至2016年11月，该数据库共储存了4348个数据集，共1996317个基因表达样本。肝癌基因表达数据集GSE14520，包含GPL571和GPL3921两个平台共488个正常肝组织和肝癌组织基因表达数据，同时该数据集附带有大量相关的肝癌患者临床数据。因此本研究以GSE14520为分析主体，分析CYP27A1基因表达与肝癌患者临床预后的关系。
1.2方法
下载经审编和校对后的GSE14520[10,11]基因表达矩阵，根据该矩阵中CYP27A1基因（203979_at）的表达值的中位数，将该数据集中的肝癌临床样本分为CYP27A1高表达组和CYP27A1低表达组。以该分组为依据，分析CYP27A1与肝癌患者临床表型的相关性。同时使用由博德研究所开发的GSEA 2.2.3软件进行GSEA分析（gene set enrichment analysis），以hallmark基因集为参考基因集，置换次数为1000次，以P<0.05、FDR（false discovery rates）<0.25作为显著性富集基因集筛选依据，通过GSEA，分析CYP27A1对肝癌患者临床预后可能的作用机制。
1.3统计方法
使用两独立样本T检验分析正常肝组织对照组和肝癌组CYP27A1表达差异，CYP27A1表达值以均数±标准差展现，使用卡方检验分析CYP27A1高表达组和CYP27A1低表达组肝癌患者临床表型差异情况，使用log-rank法对CYP27A1高表达组和CYP27A1低表达组肝癌患者进行生存分析。所有统计分析采用IBM SPSS 21.0完成，P<0.05作为差异具有统计学意义的判别依据。采用GraphPad 5.0作为绘图工具。
2结果
2.1 CYP27A1在正常肝组织和肝癌组织中的表达情况。 
GSE14520（GPL3921）共包含220例正常肝组织样本，225例肝癌组织样本，如图1所示，正常肝组织中CYP27A1的表达明显高于肝癌组织（9.557 ± 0.0237 VS 8.619 ± 0.07622, P<0.001）。


图1 正常肝组织和肝癌组织中CYP27A1表达情况

2.2 CYP27A1表达与肝癌患者临床表型相关性分析
为了进一步探讨CYP27A1表达对肝癌的发病、进展的作用机制，我们分析了肝癌患者的性别、年龄、PRMS（predicted risk metastasis signature）分类、血清AKT水平、肿瘤大小、结节数目、肝硬化、TNM分期、BCLC分期、CLIP分期以及血清AFP水平在CYP27A1高表达组和CYP27A1低表达组中的分布差异。如表1所示，CYP27A1高表达组和CYP27A1低表达组患者在年龄和性别分布上无明显差异。两组肝癌患者血清ALT水平及肝硬化情况无明显差异，CYP27A1高表达组患者中PRMS分类低的患者数目明显高于CYP27A1低表达组（P<0.0001），CYP27A1高表达组的中肿瘤组织小于5cm的患者数明显高于CYPA1低表达组（P=0.003），CYP27A1高表达组中患者肿瘤类型为单结节的肝癌患者数目有高于CYP27A1低表达组的趋势（P=0.071），CYP 27A1高表达组肝癌患者的TNM分期、BCLC分期、CLIP分期、均明显优于CYP27A1低表达组肝癌患者（相应的P值分别为0.01、0.007及0.004），CYP27A1高表达组肝癌患者中AFP水平低于200 ng/ml患者数目明显高于CYP27A1低表达组肝癌患者。

表1 CYP27A1基因表达与肝癌患者各临床表型的关系
	临床表型
	样本量(n)
	CYP27A1
	卡方值
	P值

	
	
	高表达组(n=112)
	低表达组(n=113)
	
	

	性别
	
	
	
	

	    女
	30
	17
	13
	0.660
	0.417

	    男
	191
	93
	98
	
	

	年龄(岁)
	
	
	
	

	    ≦ 55
	152
	77
	75
	0.152
	0.696

	   ＞55
	69
	33
	36
	
	

	PRMS分类
	
	
	
	
	

	    低
	114
	83
	31
	49.968
	＜0.0001

	    高
	107
	27
	80
	
	

	ALT(U/L)
	
	
	
	
	

	       ≦50
	130
	65
	65
	0.006
	0.936

	    ＞50
	91
	45
	46
	
	

	肿瘤大小（cm）
	
	
	
	
	

	    ＜5
	140
	80
	60
	8.89
	0.003

	    ≥5
	80
	29
	51
	
	

	结节数目
	
	
	
	
	

	    单结节
	176
	93
	83
	3.253
	0.071

	    多结节
	45
	17
	28
	
	

	肝硬化
	
	
	
	
	

	    是
	203
	103
	100
	0.929
	0.335

	    否
	18
	7
	11
	
	

	TNM分期
	
	
	
	
	

	    Ⅰ
	93
	52
	41
	9.3
	0.01

	    Ⅱ
	77
	42
	35
	
	

	    Ⅲ
	49
	15
	34
	
	

	BCLC分期
	
	
	
	
	

	    0/A期
	20
	92
	76
	7.186
	0.007

	    B/C期
	148
	17
	34
	
	

	CLIP分期
	
	
	
	
	

	    0期
	99
	60
	39
	8.417
	0.004

	    1-5期
	74
	50
	43
	
	

	AFP（ng/ml）
	
	
	
	
	

	    ≦200
	118
	68
	50
	6.728
	0.009

	    ＞200
	100
	40
	60
	
	


注：本文中临床表型指肝癌患者的性别、年龄、PRMS分类、血清ALT水平、肿瘤大小、结节数目、肝硬化情况、TNM分期、BCLC分期、CLIP分期、血清AFP水平
[bookmark: OLE_LINK1]2.3  CYP27A1对肝癌患者预后的影响
为了进一步明确CYP27A1与肝癌患者无进展生存期和总生存期的关系，我们分析了GSE14520数据集中CYP27A1高表达组（n=112）和CYP27A1低表达组（n=113）患者无进展生存期和总生存期，如图2A所示CYP27A1高表达组肝癌患者无进展生存期明显优于CYP27A1低表达组（Log-rank P=0.023）。另一方面，如图2B所示CYP27A1高表达组肝癌患者总生存期明显优于CYP27A1低表达组肝癌患者（P=0.005）。以上结果提示CYP27A1高表达肝癌患者的临床预后明显优于CYP27A1低表达组肝癌患者。
[image: E:\Program Files (x86)\liver cancer bioinformatics\CYP27A1\figure21.tif]
2.4 基于CYP27A1低表达的GSEA分析
为了推测CYP27A1影响肝癌患者临床预后可能的作用机制，我们以hallmark基因集为参考基因集，对CYP27A1进行GSEA分析，结果如表2所示，CYP27A1低表达组主要富集了有丝分裂纺锤体、精子发生、G2M检查点、DNA修复、E2F基因相关分子、MYC基因相关分子、PI3K_AKT_mTOR信号通路以及去折叠蛋白反应，提示CYP27A1可能通过以上生物学过程促进肝癌细胞增殖，影响肝癌患者临床以后。
表2  GSEA分析CYP27A1低表达样本富集基因集
	基因集
	富集分数
	校正富集分数
	P值
	错误发现率

	HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE
	0.615384
	1.723461
	0
	0.170068

	HALLMARK_SPERMATOGENESIS
	0.50582
	1.658896
	0.008097
	0.175832

	HALLMARK_G2M_CHECKPOINT
	0.730507
	1.640422
	0.001972
	0.141426

	HALLMARK_DNA_REPAIR
	0.525011
	1.588745
	0.023033
	0.173313

	HALLMARK_E2F_TARGETS
	0.770015
	1.583125
	0.007874
	0.144518

	HALLMARK_MYC_TARGETS_V1
	0.630676
	1.571336
	0.025641
	0.130406

	HALLMARK_PI3K_AKT_MTOR_SIGNALING
	0.405996
	1.525109
	0.019608
	0.171762

	HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE
	0.502222
	1.518537
	0.052529
	0.161384



3讨论
如前所述，由于化疗耐药等导致肝癌患者治疗失败的多种原因，目前肝癌患者临床预后极差，因此，亟待开发新的靶向治疗药物，本研究提示，CYP27A1在的表达在肝癌组织相较于正常组织中表达明显下调，CYP27A1高表达组肝癌患者在肿瘤大小、血清AFP水平、结节数目、PRMS分类、TNM分期、BCLC分期以及CLIP分期明显优于CYP27A低表达组肝癌患者，同时CYP27A1高表达肝癌患者的无进展生存期和总生存期亦明显优于CYP27A1低表达组肝癌患者。提示CYP27A1表达水平可能是肝癌患者独立预后因素，CYP27A1可能作为肝癌患者靶向治疗的作用靶点。
CYP27A1除了参与胆汁酸的生物合成、胆固醇转运及维生素D3的代谢外，另有研究报道CYP27A1在体外抑制结肠癌细胞凋亡、Norlin等报道JNK/c-jun参与了雄激素介导的上调CYP27A1作用[12]。Tokar等报道，在前列腺癌中，维生素D3通过上调CYP27A1基因的表达以抑制前列腺癌细胞的生长和浸润[13]。另有多篇研究报道，巨噬细胞通过高表达CYP27A1基因抑制体内动脉粥样斑块形成[14,15]。CYP27A1基因突变使固醇27-羟化酶活性减低或丧失，使体内的胆固醇不能有效的转化为胆汁酸，引起胆固醇及胆甾烷醇在体内异常聚集，从而导致脑腱黄瘤病的发生[16]。Nelson等和Mast等研究表达CYP27A1人乳腺癌细胞中高表达，CYP27A1可能是靶向治疗乳腺癌的靶点，下调CYP27A1基因的表达或CYP27A1基因的使用能够抑制乳腺癌细胞的增殖，发挥治疗乳腺癌作用[17,18]。我们基于CPY27A1低表达的GSEA分析表明CYP27A1可能通过参与细胞有丝分裂、DNA修复、E2F信号通路、MYC信号通路、PI3K_AKT_mTOR信号通路以及去折叠蛋白反应等生物学过程参与肝癌的发生和进展。可见CYP27A1在不同组织、不同疾病中发挥着不同的生物学作用，基于CYP27A1对肝癌患者作用的具体作用机制有待进一步研究。
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