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Giris ve amag: Triple negatif meme kanseri, en agresif meme kanseri tiiriidiir ve kemoterapiden baska bir tedavi secenegi
yoktur. Palbosiklib (PD), Siklin Bagiml Kinaz (CDK4/6) aktivitelerini inhibe eder. PD, diisiik nanomolar konsantrasyonlarda
Rb genlerini saglam olan meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder ve DNA replikasyonunu baskilar. Rb yolu
meme kanseri fenotipine gore farklilik gosterdiginden, PD tedavisine duyarlilik da degisir. PD'nin hormonoterapiyle kombine

edilmesi hormon pozitif meme kanseri tedavisinde iyi bir segenektir. Bu ¢alismada PD’nin triple negatif meme kanseri hiicre
hatlarindaki (MDA-MB-231 ve MDA-MB-468) sitotoksik etkileri arastirilmistir.

Yontemler: Triple negatif bu hiicre hatlar1 uygun besi yerine ekilip; uygun inkiibatérde ¢ogaltildi. Yeterli canli hiicre sayisina
ulasinca besiyerindeki hiicreler deney planina gore planlanan dozda palbosiklib ile muamele edildi. XTT hiicre canlilig1 Kiti
kullanilarak hiicre canlilig1 24,48 ve 72. saatte 6l¢iildii. Hiicrelerin %50 sini 6ldiiren doz: IC50 degerleri CalcuSyn v2.0 yazilimi
ile hesaplandi. Her deney li¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Grafikler ve istatistiksel analiz Graphpad 5.0 yazilimi kullanilarak
yapildi. Data analizi icin ANOVA, ardindan Dunnet test uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Palbosiklib; MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerinde artan konsantrasyonlarda (1-50 pM) zamana bagh sitotoksik etki
gosterdi (p<0.05). 72. saatteki IC50 degeri ise 26.2 uM olarak hesaplandi. Ayni sekilde, PD artan konsantrasyonlarda (1-50 uM)
MDA-MB-468 hiicre hatt1 izerinde zamana bagh sitotoksik etki gosterdi (p<0.05). 72. saatteki IC50 degeri ise 34.2 uM olarak
hesaplandu.

Tartisma ve Sonug: Hizli prolifere olan triple negatif meme kanserinde CDK4 ve CDK 6 sistemini hedeflemek ve palbosiklib ile
olas1 hiicresel arresti saglamak bu calismanin primer amaciydi ve bu hiicre kiiltiir deneyi ile palbosiklibin kanserli hiicreler
uzerinde doz ve zamana bagh olarak artan sitotoksisitesi gosterildi. Bu ¢alisma; ilag kombinasyonu ¢alismalarina ve in vivo
calismalar 151k tutacak niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Palbosiklib, sitotoksisite, triple negatif, meme kanseri.
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Cytotoxic Effect of Palbociclib on Triple Negative Breast Cancer Cell Lines (MDA-MB-231 and
MDA-MB-468)

Abstract

Objective: Triple negative breast cancer is the most aggressive breast cancer, and there is no other treatment option than
chemotherapy. Palbociclib (PD) inhibits CDK4 / 6 activities. Since the Rb pathway differs according to breast cancer phenotype,
sensitivity to PD treatment also varies. In this study, cytotoxic effects of PD in triple negative breast cancer cell lines (MDA-MB-
231 and MDA-MB-468) were investigated.

Method: These triple negative cell lines were transplanted into the appropriate medium; propagated in the appropriate
incubator. When a sufficient number of viable cells reached, the cells in the medium were treated with palbociclib at the planned
dose according to the experimental plan. Cell viability was measured at 24, 48 and 72 hours using the XTT cell viability Kit. IC50
values were calculated with CalcuSyn v2.0 software. Graphs and statistical analysis were done using Graphpad 5.0 software.
For data analysis; ANOVA followed by Dunnet tested. p<0.05 was considered statistically significant.

Results: Palbociclib showed a time-dependent cytotoxic effect with increasing concentrations (1-50 uM) on the MDA-MB-231
and MDA-MB-468 cell lines (p<0.05). IC50 value at 72 hours was calculated as 26.2 uM for MDA-MB231 and as 34.2 uM for
MDA-MB468.

Conclusion: Targeting the CDK4 and CDK 6 system in rapidly proliferating triple negative breast cancer and providing possible
cellular arrest with palbociclib was the primary purpose of this study, and the increased cytotoxicity of the drug on cells
depending on dose and time was demonstrated in this experiment. This study will shed light on drug combination studies and
in vivo studies.

Keywords: Palbociclib, cytotoxicity, triple negative, breast cancer.

GIRIS
Triple negatif meme Kkanseri (TNMK); tim
meme Kkanserlerinin %12-20’sini olusturan,
Ostrojen reseptoru, progesteron reseptoru ve
insan epidermal biiyiime faktorii reseptor 2
(HER2) amplifikasyonundan yoksun agresif
meme kanseri alttiiriidiirl. Triple (-) meme

olusturur ki bu grupta da BRCA mutasyonuna
daha sik rastlanmaktadir4. Androjen reseptori
eksprese eden LAR tipi tiim TNMK'in %10-15
ini olusturup anti-androjenler ile tedavi
edilebilmektedir>. Her bir grup ig¢in ayr1 ayri
tedaviler gelistirilmeye devam etmektedir.
Ozellikle kemoterapi disinda immunoterapiler,

kanseri yiiksek gradeli timorlerdir ve daha PARP inhibitorleri, anti-androjen tedaviler
gen¢ yasta gorilir. TNMK'nin diger meme umut vaat etmektedir.
kanseri tiplerine gore daha kotii prognozudur2.  Palbosiklib (PD-0332991, Pfizer);

Ciinkt TNMK, diger meme kanseri alt tiplerinde
hasta prognozunu iyilestiren geleneksel
endokrin veya HER2 hedefli tedavilere cevap
vermez. Simdiye kadar kemoterapiye (KT) ek
olarak uygulanabilecek etkili bir hormonal
tedavisi veya hedeflenmis tedavisi yoktur. Son
zamanlarda, gen ekspresyon analizlerine gore
oldukca heterojen bir grup olan TNMK; bazal-
benzeri (BL1 and BL2), immunomodulator (IM),
mezenkimal (M), mezenkimal stem-benzeri
(MSL) ve luminal androjen reseptor (LAR) alttip
olmak tizere 6 tip olarak tanimlanmistir3. En
buytik kismini %60-70 ile bazal benzeri tip

pyridoprimidin bilesiklerinden gelistirilmis
agizdan alinabilen siklin bagimli kinaz 4 (CDK4)
ve siklin bagimh kinaz 6 (CDK6)'1in selektif
inhibitori olarak etkinlik gosterir. CDK4 / 6 -
RB1 ekseni, hiicre dongiisiini G1 fazinda
kontrol eder ve kanser gelisimi icin bu eksen
diizeninin bozulmas1 gerekmektedir. Siklin
bagimh kinazlar (CDK) hiicre doéngilstniin
kontroliinde temel rol oynar. CDK’lardaki ve
diizenleyicilerindeki genetik degisikliklerin
insidansinin bazi kanserlerde yiiksek olmasi
CDK’lan kanser gibi proliferatif hastaliklarda
tedavi hedefi haline getirmistir. Bu nedenle CDK

807



spesifik inhibitorlerin gelistirilmesi i¢cin 6nemli
saylda calisma baslatilmistir. Kimyasal olarak
cok cesitli, CDK1, CDK2 ve CDK5’e yuksek
afiniteye sahip inhibitor gelistirilmis ve kanser
tedavisinde kullanilmak iizere bir¢cogunun
klinik denemeleri baslamistir’8. CDK’lardan 4
tanesi hiicre bolinmesinde rol alir CDK1, G2
fazindan M fazina gecisi diizenlerken; CDK2,
CDK4 ve CDK6 ise Gl'den S fazina gegisi
diizenler. Gl'den S fazina gecis icin
Retinoblatoma (Rb) proteininin aktive edici alt
Uniteleri olan D tipi siklinler ile kompleks
haldeki CDK4 veya CDK6 tarafindan
fosforillenmesi gerekir. RB'nin
hiperfosforillenmesi E2 ailesi transkripsiyon
faktorleri vasitasiyla gerceklestirdigi gen
ekspresyonunu baskilama fonksiyonunu azaltir
ve sonug olarak DNA replikasyonu igin gerekli
protein {Urilinlerinin sentezine yol acar. Bu
nedenle, CDK4 ve CDK 6’nin katalitik alt tinitesi
G1/S gecisini ve hiicre boéliinmesini diizenleyen
onemli bir kontrol noktasidir®. Meme
kanserlerinin %20-35’'inde Rb ekspresyonu
olmaylp, meme Kkanserlerinin  ¢ogunda
mevcuttur. Rb ekspresyon kaybi en sik triple
negatif meme  kanserleri alt tipinde
rastlanmaktadir?9. Rb inaktivasyonu
proliferasyon kontroliiniin kaybina ve invaziv
fenotipe doniise neden olur. Rb’nin kaybi

fonksiyonel oldugunda hiicre-hiicre
adezyonunun bozulmasina ve epitelyal-
mezenkimal donlisiimiine yani potansiyel

olarak metastazin artisina neden olur. Rb’nin
deregulasyonunun Ostrojen reseptér (ER)
pozitif meme kanserlerinde kotii prognoza,
neden  oldugu  gosterilmistir!l.  Meme
kanserlerinin ¢ogunda Rb fonksiyonel oldugu
halde, CDK4/6-siklin D yolagini pek cok
nedenden dolay1 bozulmus olabilir. Siklin D1
meme kanseri gelisimi ve olusumu igin
onemlidir. Siklin D1 amplifikasyonu meme
kanserlerinin %15’inde goriilmesine karsin,
protein over ekspresyonu %50’den fazlasinda
gorilirt2, Siklin D’in iki izoformundan biri olan
siklin D1 artis;; meme kanserinin niiksii, uzak
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metastazlar ve yasam siliresindeki azalmayla
iliskili oldugu gosterilmistir8. CDK4/6-siklin D
heterodimerinin olusumu icin Cip/Kip ailesi
proteinlerine ihtiya¢ vardir. RB yolagini
diizenleyen siklin E miktarlarinin artisi ve
p27/Kipl kaybi1 meme kanserlerinde Kkoti
prognoz ile iligkilendirilmektedir. Tumor
baskilayici olarak bilinen CDK inhibitori
pl6'nin inaktivasyonu ise invaziv meme
kanserlerinin %50’sinde gorulmektedir.
P16'nin inaktivasyonu hiicre boéliinmesinin
kontroliiniin kaybina ve proliferasyonun
artisina neden olurl3. Rb yolagi meme kanseri
alt gruplarinda degisiklikler gostermektedir.
Luminal A tiimorlerde Rb genellikle saglamken,
triple negatif timorlerde Rb kaybi gozlenir.
Siklin D1 amplifikasyonuna genellikle luminal B
tliimorlerde ve triple negatif timorlerde
rastlanir. Her-2 pozitif meme kanserlerinde ise
CDK4 ve siklin D1  amplifikasyonu
gozlenmektedirl*. Meme Kkanserlerinin en
biiytik alt grubu; hormon reseptor pozitif olup,
proliferasyon icin 0Ostrojen sinyalizasyonuna
ihtiyac duyar. Ostrojen hiicrelerin Glden S
fazina gecisini indiikkler. Postmenopozal
kadinlarla yapilan bir randomize c¢alismada,
hormonoterapi tedavisi goérmiis Rb saglam
hastalar tedaviden anlamli derecede fayda
saglarken, Rb’si  fonksiyonel = olmayan
hastalarda fayda saglanamamistir’>.  Bir
CDK4/6 inhibitori olan palbosiklib ER pozitif
HER2 negatif meme kanserinde PALOMA1
calismasinda letrazolle birlikte PFS de 10,2 aya
karsihik 20,2 ay fark olusturup FDA onayi
almistir'e, PALOMAZ2 ve PALOMA3 ile de
progresyonsuz sag kalimda 6nemli iyilesmeler
gostermis ve tedavi stratejisi haline gelmistirl7-
18, Fakat sitotoksik kemoterapiler disinda
tedavileri ihtiya¢ duyan triple negatif meme

kanserinde etkinliginin arastirildigi
yayilanmis bir klinik calisma
bulunmamaktadir. Clinical Trials.gov’a

bakildiginda triple negatif, androjen reseptorii
pozitif kanserde bikalutamib ile kullanimini
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arastiran bir tek faz 1 ¢alismaya rastlandi
(Identifier: NCT02605486).

MDA-MB231 ve MDA-MB468 hiicre hatlar ise
Rb ekspresyon kaybi olmayan triple negatif
meme kanserine 6rnek model olusturan hiicre
hatlaridir!®. Literatiirde triple negatif hiicre
hatlarinda palbosiklibin etkilerinin arastirildigi
iki adet c¢alismaya rastlandi. Birinci yayin
McClendon ve arkadagslar: tarafindan triple (-)
meme kanseri hiicre hatlarinda palbosiklib ile
antrasiklinlerin antagonistik etkilerini
degerlendirmek amaciyla yapilmis ve Rb gen
defekti ile iliskilendirilmistir. Rb geni defektif
timorlerde kombinasyonun etkin olabilecegi
sonucunu varllmistir??, ikinci yayin Ge Qin ve
arkadaslar1 tarafindan Palbosiklib’in hiicre
hatlarindan biri MDA-MB231 olmak tzere
meme kanseri hiicre hatlarinda c-Jun/COX-2
yolag1 lizerine etkinligini arastirmak amaciyla
kurulmustur??,

Calismamizin amaci; palbosiklib ile olasi hiicre
arrestini eden BL-1 6rnek olan MDA-MB468
hiicre hatt1 ve MSL hiicre hattina 6rnek olan
MDA-MB231 hattindaki sitotoksik etkilerini
ortaya koymaktir ve ileri diizey calismalara
tasinmaktir.

YONTEMLER

Calisma; 2016-2019 yillarn arasinda, Ege
Universitesi Tiilay Aktas Onkoloji hastanesi
hiicre kiltir laboratuvarinda in vitro olarak
calisiimistir. Ticari olarak saglanan devaml
hiicre kiltiri deneyi oldugundan etik kurul
gerekliligi olmayan calismalar grubundadir ve
Universite Bilimsel arastirma fonu (Proje No:
16-TIP-040) tarafindan desteklenmistir.

insan Triple Negatif Meme Kanseri Hiicre
Hatlarinin Laboratuvar Ortamina
Adaptasyonu ve Cogaltimi

Calismada triple negatif fenotipe sahip MDA-
MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlar
kullanilmistir. Meme hiicre hatlar1 Dulbecco's
Modified Eagle's medium besiyeri kullanilarak

idame  ettirildi. = Mikrobiyal ve fungal
enfeksiyonu dnlemek icin besiyerine penisilin-
streptomisin ilave edildi. Hiicreler 37 °C’'de
%5’lik CO2’li inkiibatorlerde c¢ogaltildi ve
calisma sirasinda sivi azot icinde dondurularak
saklandi22.

Hiicrelerin Sayimi

Hiicreler, deneylerde kullanilacak miktarlarda
hazirlanabilmesi i¢in sayim islemine tabi
tutuldu. Hucrelerin kiiltiir kabinin zemininde
tutunarak olusturduklar: hiicre tabakasi 5 ml
Tripsin EDTA ile 5 dakika muamele edilerek
hiicre tabakasinin zeminden ayrilmasi saglandi.
Steril santrifiij tiiptine alinan hiicre ¢ozeltisi
santrifiij isleminden sonra siipernatanti atilarak
dibe ¢oken hiicre pelleti besiyeri ile seyreltildi.
Homojenize edilen hiicre stispansiyonundan 50
ul alinip ve 50 pl Tripan mavisi ile karistirildi.
Bu karisimdan alinan o6rnek, hemositometre
lamina aktarildi ve lamdaki boyanmamis (canh)
hiicreler sayilarak hiicre siispansiyonunun
ml’sindeki canli hiicre sayisi belirlendi. Sonuclar
otomatik hiicre sayim cihazi kullanilarak
dogrulandi?3.

Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

Tetrazolium tuzlarindan biri olan XTT [ 2,3-
Bis(2-methoxy-4-nitro-5- sulfophenyl)-
2Htetrazolium-5- carboxanilide] hiicre canlilig
Olgtimiinde siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem, metabolik olarak aktif hiicreler
tarafindan tetrazolyum tuzu olan XTT‘nin suda
¢ozlinebilen turuncu renkli formazan tuzuna
cevrilmesine  dayanir. XTT  uygulamasi
gerceklestirildikten sonra d6rnekler ¢ok modlu
plaka okuyucu tarafindan analiz edilerek
meydana gelen renk degisimine gore ¢ogalan
hiicre miktarlar1 belirlenmektedir. XTT analizi
sayesinde meme hiicrelerine uygulanan
ajanlarin IC50 dozlar1 (hiicrelerin %50’sini
oldiiren ilag dozu) belirlenebilmistir. Bu amagla,
96 kuyucuklu kiltiir plakalarina (10.000
hiicre/kuyucuk) ekilecek olan hiicreler,
ajanlarin artan dozlariyla 24, 48 ve 72 saat
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boyunca muamele edildi. Her kuyucuga XTT
solisyonundan 100 pl eklendi ve CO2li
inkiibatorlerde 37 °C'de 4 saat inkube edildi.
Hiicrelerin ¢ogalma degerleri 490 nm dalga
boyunda ¢ok modlu plaka okuyucu ile optik
yogunlugun belirlenmesi ile elde edilen
degerlerle hesaplandi.

IC50 degerlerinin Hesaplanmasi

PD’nin meme kanseri hiicre hatlarindaki 1C50
degerleri CalcuSyn v2.0 yazilimi kullanilarak

24, 48. ve 72. saatler icin ayr1 ayri
hesaplanmistir.

istatistiksel Analiz

Her deney 3 kuyucukta 3  tekrarh

gerceklestirildi. Grafikler ve istatistiksel analiz
Graphpad 5.0 yazilimi kullanilarak yapildi. IC50
degerlerinin hesaplanmasinda Calcusyn
programi kullanildi. Data analizi icin ANOVA,
ardindan Dunnet test uygulandi. p<0.05
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

PD’'nin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerindeki
etkileri Sekil 1 ve Tablo 1'de goruldigi gibi, PD
(1-50 pM) artan konsantrasyonlarda MDA-MB-
231 hicre hatti lizerinde zamana bagh
sitotoksik etki gosterdi (p<0.05). PD’nin 24.
saatteki IC50 degeri 71.2 puM, 48. saatteki IC50
degeri 62.6 uM, 72. saatteki IC50 degeri ise 36.2
uM olarak hesaplandi. PD’'nin MDA-MB-468
hiicre hatt1 tizerindeki etkileri sekil 2 ve tablo
1’de gorildigi gibi; PD (1-50 pM) artan
konsantrasyonlarda MDA-MB-468 hiicre hatti
lizerinde zamana bagh sitotoksik etki gosterdi
(p<0.05). PD’nin 24. saatteki IC50 degeri 39.2
uM, 48. saatteki IC50 degeri 42.2 uM, 72.
saatteki IC50 degeri ise 34.2 pM olarak
hesaplandi (1-50 uM).
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MDA-MB-468
E3 24
100 g 0O 48
= . |H %
= s0- 20 72
> B F []
é 60- [ ﬁ
= o
8 40 $ :
o :
:g 20 :E: 5
I 7 =1
| :
0 —
) ) o o &
Dozlar (pnM)

Sekil 2: PD'nin MDA-MB-231 hiicre hatti lizerindeki
zamana ve doza bagh sitotoksik etkisi

Tablo I: PD'nin MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre
hatt1 lizerinde 24. Saat, 48. Saat ve 72. Saatteki IC50
degerleri

Palbosiklib (um) 24, saat 48. saat 72. saat

MDA-MB-231 71.2 62.6 36.2

MDA-MB-468 39.2 42.2 34.2
TARTISMA VE SONUC

Palbosiklib (PD); siklin bagimh kinaz 4 (CDK4)
ve siklin bagimh kinaz 6 (CDK6)'1n selektif
inhibitori olarak etkinlik gosterir8. ER pozitif
meme kanserinde etkinligi kanitland1 ve
pratigimize yansidi. Triple negatif meme
kanseri; agresif seyirlidir ve tim meme
karsinomlarinin  %12-20 ‘sini  olusturur.
Kemoterapi disinda tedavi alternatifi yoktur?.
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Yeni tedavi modaliteleri gelistirilmesine ihtiya¢
duyulan hasta grubudur. Kanser tedavisinde
ilag direnci basariy1 etkileyen nedenlerden

biridir.  ilag  direncinin  6nde  gelen
nedenlerinden birisi ise genetik
mutasyonlaridir. Hiicre i¢i c¢esitli sinyal
yolaklarinda go6zlenen degisimlerin ilag

direncine neden oldugu dusiiniilmektedir. Bu
calismanin amaci, Palbosiklib’in yeni tedavi
seceneklerine gereksinim duyan triple negatif
meme kanserinde olasi etkinliginin in vitro
modellerde arastirilmasidir. Son zamanlarda,
CDK4 /6 komplekslerini hedeflemenin, 6strojen
reseptoru pozitif tlimorleri olan meme kanseri
hastalarinin  hayatta kalmasin1  arttirdigi
gosterilmistir. Bu calismada, meme kanseri
hiicreleri PD’'nin artan konsantrasyonlariyla (1-
50 uM) 24, 48 ve 72 saat slirelerince muamele
edildi. Hiicre canliliginin 6l¢tiilmesinde XTT testi
(Roche, Germany) kullanildi. Palbosiklib’in IC50
degerleri CalcuSyn 2.1 (Biosoft, Ingiltere)
yaziliminda hesaplandi. Grafiklerin ¢izimi ve
verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism
6.0 (La Jolla, CA, ABD) yazilimi ile yapildi
Palbosiklib’in artan konsantrasyonlariyla (1-50
uM) 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre canlhliklar
hesaplandi. PD’nin triple negatif meme kanseri
hiicre hatti MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin 72.
saatteki IC50 degeri ise 36.2 pM olarak
hesaplandi. MDA-MB-468 i¢in ise PD’nin 72.
saatteki [C50 degeri 34.2 uM olarak hesapland.
BL-1’e 6rnek olan MDA-MB-468 i¢in palbosiklib
IC50 degerleri daha diisiik olsa da iki hiicre
hattinda da benzer etkinlik gosterildi.
Literatiirde PD’nin meme kanseri hiicre
hatlarinda etkilerinin arastirildigi c¢alismalar
kisithdir, triple negatif meme kanseri hiicre
hatlarindaki etkileri ise heniiz gosterilmemistir.
Petrossian ve arkadaslar1 PD’nin 0-5000 nM
konsantrasyonlarda etkilerini arastirmis, IC50
degerini 5. ginde 0.1 pM  olarak
hesaplamiglardir. Calismamizla paralel olarak
PD, MCF-7  hicreleri tuzerinde artan
konsantrasyona bagh olarak sitotoksik etki
gostermistir?4. Brown ve arkadaslarinin mide

kanseri hiicrelerinde yaptigi in vitro ¢alismada,
PD’nin mide kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik

ve otofajik etkilerinin oldugunu
gostermislerdir2>. Bu calismada PD’nin IC50
degerini 96. saatte 0.5 pM olarak

hesaplamiglardir. Capparelli ve arkadaslarinin
PD ile yaptig1 diger bir calismada ise IC50
degerleri 36. saatte 1 uM  olarak
hesaplanmistir2é. PD ig¢in hesaplanan IC50
degerlerindeki bu farklhihk kullanilan hicre
tipinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi
gibi, IC50 dozunun hesaplandigi zaman
diliminin farklh olmasindan da kaynaklanabilir.
PD, meme kanseri gibi Rb proteini saglam olan

hiicrelerin ¢ogalmasimi  diisik nanomolar
konsantrasyonlarda inhibe eder ve DNA
replikasyonunu  baskilar?>26, RB proteini

olmayan hiicrelerde ise etkili bulunmamistir. In
vivo olarak, meme kanseri xenograft'larinda
timor biiyiimesinde neredeyse tamamen
baskilanma tespit edilmistir. PD'nin CDK4/6-
siklin D spesifik olarak inhibe etmesi onkogenik

olaylarin  inhibisyonuna neden olurken,
nispeten daha inaktif ve boélinmeyen
durumdaki normal dokularda etkisi daha

azdir26-28, Rb yolag1 meme kanseri fenotipine
gore farklik gosterdiginden, PD’ye olan
sensitivite de farklilik gostermektedir. Finn ve
ark. meme kanseri alt tiplerini c¢alismis ve
luminal o6zellikli ER-pozitif hiicre hatlarinin
daha sensitif oldugunu, bazal tiplerin ise
resistant oldugunu gostermistir. Tamoksifene
resistan hiicre hatlarinda PD monoterapisi etkili
olmakla birlikte kombinasyonda artan aktivite
gozlenmistir23. Hormonal terapiye direncli
meme kanseri modellerinde, ER
antagonistlerinin etkisinden farkli olarak PD
proliferasyonu baskilamaktadir ve hiicre
dongiisiinde duraksamaya neden olur. Artan Rb
ve siklin D1 ile azalan p16 seviyeleri PD’ye
sensitivite ile iliskili bulunmustur. PD’ye
direngli bazi non-luminal hiicre hatlarinda
fosforile Rb  gorilmektedir. Bu direng
mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamakla
birlikle, CDK 4/6 mutasyonlari, CDK 1/2, siklin
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E bagimhliginin artisi ve CDK negatif
regulatorlerinin kaybi1 gibi durumlar dirence
sebep olabilir. Klinik acidan anlami fonksiyonel
Rb gerekli ancak bu ajana cevabin
ongoriilmesinde yeterli degildi2>29. PD Hiicre
dongiisiinii  hedef alan ilaglarla kombine
edildiginde artan etki gozlenmistir. ER pozitif
hiicre hatlarinda Tamoksifen ile sinerjistik;
HER2 amplifiye hiicre hatlarinda ise
Trastuzumab ile sinerjistik etki gosterdigi
belirlenmistir2l. Rb ‘si fonksiyonel ve
nonfonksiyonel meme kanseri fare
modellerinde karboplatinle PD kombine
edildiginde, Rb ‘si fonksiyonel olan modellerde
aditif etki gozlenmistir. Rb’si fonksiyonel triple
negatif meme kanseri hatlarinda PD hiicreleri
doksorubisin sitotoksisitesinden korur. Ayrica,
ayni hiicre hatti (MDA-MB-231) paklitaksel
muamelesinden 6nce PD ile siirekli muamele
edildiginde hiicre sayisinda artisa neden olur.
Antrasiklinlerle taksanlarin etki mekanizmalari
farkli olsa da her iki ila¢g sinifi da DNA hasari
meydana getirir. PD, G1 fazinda duraklamaya
neden olarak Rb si saglam hiicrelerde bu iki sinif
ilacin neden oldugu apoptozisten hiicreyi korur.
CDK 4/6 inhibisyonu DNA tamir oranini
degistirmez ancak homolog rekombinasyon
tamirinden non-homolog uclarin birlestirilmesi
tamir sistemine gecise neden olur. CDK 4/6
inhibisyonu sitotoksik terapinin apoptotik
etkisini antagonize etmekle kalmayip, hataya
yatkin tamir sistemlerini aktive ederek
hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir. Bu
calismanin aksine, baska bir calismada ise
paklitaksel uygulamasindan 24 saat oOnce
stirekli PD uygulanmasi sitotoksisitede artisa
neden olmustur. CDK 4/6 inhibitori ile
muamele edilen hiicreler senkronize halde S
fazina gececegi icin bu fazda sitotoksik DNA
hasarina daha yatkin olabilirler. Yine de bu
sonuglarin dogrulanmaya ihtiyaci vardir.

Sonuc olarak; TNBC agresif seyirli bir timordiir.
CDK4 ve CDK6 hiicre proliferasyonunda etkin
rol oynar, hiicrelerin DNA sentez fazina girisini
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yoneten enzimler olup aktivitelerinin pek ¢ok
kanser tipinde attif1 bilinmektedir. Bu
calismada hizli prolifere olan triple negatif
meme kanseri hiicre hatlarinda CDK4 ve CDK 6
sistemini hedeflemek ve palbosiklib ile olasi
hiicresel arrestin saglanabilecegi gosterildi. In
vitro olarak triple negatif meme kanserinde
Palbosiklib’in sitotoksik etki gosterdigi bu
calisma ile ortaya koyuldu. Yeni calismalarda
secilecek sitotoksik ajanlarla kombinasyonun
bu etkinligi arttiracag: diisiiniilmektedir.

Etik Kurul Karari: Ticari olarak saglanan
devaml hiicre kiltiri deneyi oldugundan etik

kurul gerekliligi olmayan calismalar
grubundadir.
Cikar Catismas1 Beyani: Yazarlar ¢ikar

catismasi olmadigini bildirmislerdir.

Finansal Destek: Universite Bilimsel arastirma
fonu (Proje No: 16-TIP-040) tarafindan
desteklenmistir.

Declaration of Conflicting Interests: The
authors declare that they have no conflict of
interest.

Financial Disclosure: It was supported by Ege
univercity scientific reseach fund ( Project
number: 16-TIP-040 )

REFERANSLAR

1. Prat A, Pineda E, Adamo B, et.al. Clinical
implications of the intrinsic molecular subtypes of
breast cancer. Breast. 2015; 24: 26-35.

2. Dent R, Trudeau M, Pritchard KiI, et.al. Triple-
negative breast cancer: clinical features and
patterns of recurrence. Clin Cancer Res. 2007; 13:
4429-34.

3. Brian D Lehmann 1, Joshua A Bauer, etal.
Identification of human triple-negative breast
cancer subtypes and preclinical models for selection
of targeted therapies. ] Clin Invest. 2011; 121: 2750-
67.

4. Nielsen TO, Hsu FD, Jensen K, etal
Immunohistochemical and clinical characterization

812



Bulut G., Atmaca H., Karaca B.

of the basal-like subtype of invasive breast
carcinoma. Clin Cancer Res. 2004; 10: 5367-74.

5.Barton VN, Nicholas C. D’Amato,Michael A. Gordon
et al. Androgen receptor biology in triple negative
breast cancer: a case for classification as AR+ or
quadruple negative disease. Horm Cancer. 2015; 6:
206-13.

6. Finn R, Dering ], Conklin D, et al. PD 0332991, a
selective cyclin D kinase 4 /6 inhibitor, preferentially
inhibits proliferation of luminal estrogen receptor-
positive human breast cancer cell lines in vitro.
Breast Cancer Res. 2009; 11: 77.

7. Asghar U., Witkiewicz A. K., Turner N. C.et.al. The
history and future of targeting cyclin-dependent

kinases in cancer therapy. Nat Rev Drug Discov 2015
Feb; 14: 130-46.

8. Vidula N., & Rugo H. S. et.al. Cyclin-dependent
kinase 4/6 inhibitors for the treatment of breast
cancer: a review of preclinical and clinical data. Clin
Breast Cancer 2016 Feb; 16: 8-17.

9. Pavletich N. P . Mechanisms of cyclin-dependent
kinase regulation: structures of Cdks, their cyclin
activators, and Cip and INK4 inhibitors. ] Mol Biol.
1999 Apr 16; 287: 821-8.

10. Witkiewicz A. K., & Knudsen E. S. Retinoblastoma
tumor suppressor pathway in breast cancer:
prognosis, precision medicine, and therapeutic
interventions. Breast Cancer Res. 2014; 16: 207.

11. Ertel A, Dean J. L., Rui H. etal. RB-pathway
disruption in breast cancer: differential association
with disease subtypes, disease-specific prognosis
and therapeutic response. Cell cycle, 2010; 9: 4153-
63.

12. Casimiro MC, Crosariol M, Loro E, et.al. Cyclins
and cell cycle control in cancer and disease. Genes
Cancer. 2012; 3: 649-57.

13. Akinleye A, Avvaru P, Furqan M, etal.
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhibitors as
cancer therapeutics. ] Hematol Oncol. 2013; 6: 88.

14. Huschtscha LI, Noble JR, Neumann AA, et al. Loss
of p16INK4 expression by methylation is associated
with lifespan extension of human mammary
epithelial cells. Cancer Res.1998; 58; 3508-12.

15. Clark AS, Karasic TB, DeMichele A, et.al.
Palbociclib (PD0332991)-a Selective and Potent
Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor: A Review of
Pharmacodynamics and Clinical Development. JAMA
Oncol. 2016; 2: 253-60.

16. Richard S Finn, John P Crown, Istvan Lang, et.al.
The cyclindependent kinase 4/6 inhibitor
palbociclib in combination with letrozole versus
letrozole alone as first-line treatment of oestrogen
receptor-positive, HER2-negative, advanced breast
cancer (PALOMA-1/ TRIO-18): a randomised phase
2 study. Lancet Oncol. 2015; 16: 25-35.

17. Im SA, Mukai H, Park [H, et.al. Palbociclib Plus
Letrozole as First-Line Therapy in Postmenopausal
Asian Women With Metastatic Breast Cancer:
Results From the Phase III, Randomized PALOMA-2
Study.] Glob Oncol. 2019; 5: 1-19.

18. Cristofanilli M, Turner NC, Bondarenko I, et.al.
Fulvestrant plus palbociclib versus fulvestrant plus
placebo for treatment of hormone-receptor-
positive, HER2-negative metastatic breast cancer
that progressed on previous endocrine therapy
(PALOMA-3): final analysis of the multicentre,
double-blind, phase 3 randomised controlled trial.
Lancet Oncol. 2016; 17: 425-39.

19. Brian D. Lehmann,Joshua A. Bauer,Xi Chen, et.al.
Pietenpoll Identification of human triple-negative
breast cancer subtypes and preclinical models for
selection of targeted therapies Clinical Inv 2011;
121:2750-67.

20. McClendon AK, Dean ]L, Rivadeneira DB, et.al.
CDK4/6 inhibition antagonizes the cytotoxic
response to anthracycline therapy. Cell Cycle. 2012;
11: 2747-55.

21. Qin G, Xu F, Qin , et al Palbociclib inhibits
epithelial- mesenchymal transition and metastasis in
breast cancer via c-jun/Cox-2 signaling pathway.
Oncotarget. 2015;12:41794-808.

22. Ilhan S. Kurkuminin Kok Hiicre Koruyucu ve
Farkhlastirici Etkisinde Hipoksi ile Indiiklenen
Faktor-1 Alfa’'nin Roli. Dicle Tip Dergisi, 2020; 47:
881-8.

23. Ilhan S. Essential Oils from Vitex agnus castus L.
Leaves Induces Caspase-Dependent Apoptosis of

813



Human Multidrug-Resistant Lung Carcinoma Cells
through Intrinsic and Extrinsic Pathways, Nutrition
and Cancer, 2021; 73: 694-702.

24. Petrossian K. Kanaya N., Lo C., etal. ERa-
mediated cell cycle progression is an important
requisite for CDK4/6 inhibitor response in HR+
breast cancer. Oncotarget, 2018; 9: 27736.

25. Capparelli C, Chiavarina B, Whitaker-Menezes D,
etal. CDK inhibitors (pl16/p19/p21) induce
senescence and autophagy in cancer-associated
fibroblasts, “fueling” tumor growth via paracrine
interactions, without an increase in neo-
angiogenesis. Cell cycle. 2012; 11: 3599-610.

26. Valenzuela, C. A, Vargas, L., Martinez, V., etal.
Palbociclib-induced autophagy and senescence in
gastric cancer cells. Experimental Cell Research,
2017; 360: 390-96.

25. Freedman GM, Anderson PR, LiT, Nicolaou N.
Local-Regional Recurrence of Triple Negative Breast

Dicle Tip Dergisi / Dicle Med ] (2021) 48 (4) : 806-814

Cancer after Breast-Conserving Surgery and
Radiation. Cancer 2009; 115: 946-51.

26. Dawood S. Triple-negative breast cancer:
epidemiology and management options. Drugs
2010; 70: 2247-58.

27. Panoff JE, Hurley ], Takita C, et al. Risk of
locoregional recurrence by receptor status in breast
cancer patients receiving modern systemic therapy

and post-mastectomy radiation. Breast Cancer Res
Treat 2011; 128: 899-906.

28. Abdulkarim BS, Cuartero ], Hanson ], etal
Increased risk of locoregional recurrence for women
with T1-2NO triple-negative breast cancer treated
with modified radical mastectomy without adjuvant
radiation therapy compared with breastconserving
therapy. ] Clin Oncol 2011; 29: 2852-58.

29. Anders CK, Carey LA. Biology, metastatic
patterns and treatment of patients with triple
negative breast cancer. Clin Breast Cancer 2009; 9:
73-81.

814



