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摘要

乳癌是全球關注的健康問題，台灣乳癌的發生率亦逐年上升。許多研究發現，與調控細胞週期相關的蛋白（cell-cycle proteins）在癌症的形成扮演一定的角色，因此抑制調控細胞週期相關蛋白的藥物，可能對癌症有治療的效果。目前，在與調控細胞週期相關的蛋白中，cyclic D/CDK4/CDK6/Retinoblastoma (RB)的網絡已有文獻證明與乳癌的形成有關，因此已經有相關的臨床試驗將CDK4/6抑制劑用於乳癌的患者。市面上有三種口CDK4/6抑制劑 (Palbociclib HCl, LEEO11 and LY2835219)，目前並無比較這三種CDK4/6抑制劑的臨床前研究（preclinical data）。此研究的目的，在比較這三種CDK4/6抑制劑作用於不同的乳癌細胞株有何不同的反應，進而期望找出對CDK4/6抑制劑能否有治療反應的生物標誌。此實驗先將每一種細胞株以CDK4/6抑制劑治療，再以MTT細胞存活率分析的方式，找出各個細胞株對各個CDK4/6抑制劑的IC50(抑制50%細胞生長的藥物濃度)。研究證實CDK4/6抑制劑在乳癌的治療上有一定的角色，未來將找出可能的生物標誌，作為選擇哪些病人適合用此種藥物治療的參考依據。
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1、 本文
(一)目的

    乳癌是全球關注的健康問題，台灣乳癌的發生率亦逐年上升，依據衛生福利部國民健康署2011年癌症登記報告，台灣每52.3分鐘就有一例乳癌發生，2011年共有新診斷乳癌患者10,056人，而乳癌的死亡率約在11%左右。因為對乳癌分子亞型（molecular subtype）的了解，使得乳癌的治療進展至另一世代，除了化學治療、抗賀爾蒙治療、放射線治療，還加上標靶治療，mTOR抑制劑治療，雙磷酸鹽類治療…等。近日，許多研究發現，與調控細胞週期相關的蛋白（cell-cycle proteins）在癌症的形成扮演一定的角色，因此抑制調控細胞週期相關蛋白的藥物，可能對癌症有治療的效果。
    在正常的狀況下，細胞週期的調控是非常嚴謹的，細胞週期包含了G0(quiescence)期，接著為 G1 (pre-DNA synthesis) 期, S (DNA synthesis) 期, G2 (pre-division) 期, 和M (cell division) 期 (圖一)。若是細胞週期失調(dysregulation)，就會造成疾病發生，包含了癌症的發生。從G1期至S期是預防細胞不正常分裂的關鍵點，其中的調控主要由cyclin-dependent kinases (CDKs) 和 cyclin proteins的交互作用。在G1早期，CDK4 和CDK6 與cyclin D1結合後，會造成Retinoblastoma (Rb)基因的過度磷酸化（hyperphosphorylation）而產生pRb，因為pRb的去活化，會釋放出轉錄因子（transcription factors），而使得細胞週期進入S期。[1]（圖二）目前，在與調控細胞週期相關的蛋白中，cyclic D/CDK4/CDK6/Retinoblastoma (RB)的網絡已有文獻證明與乳癌的形成有關[2,3]，因此已經有相關的臨床試驗將CDK4/6抑制劑用於乳癌的患者，例如Palbociclib (PD-0332991) Combined With Fulvestrant In Hormone Receptor+ HER2-Negative Metastatic Breast Cancer After Endocrine Failure (PALOMA-3)，MONALEESA-1, MONALEESA-2…等。現在，市面上有三種口服的、高選擇性的CDK4/6抑制劑，包括 Palbociclib HCl， LEEO11 以及LY2835219（圖三），雖然各個CDK4/6抑制劑的臨床試驗正在進行，但並無比較這三種CDK4/6抑制劑的臨床前研究（preclinical data），亦無比較這三種CDK4/6抑制劑的臨床試驗。此研究的目的，在比較這三種CDK4/6抑制劑作用於不同的乳癌細胞株有何不同的反應，進而期望找出對CDK4/6抑制劑能否有治療效果的生物標誌。
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圖一：細胞週期
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圖二：cyclic D/CDK4/CDK6/Retinoblastoma (RB)的網絡
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圖三：三種口服的、高選擇性的CDK4/6抑制劑的化學結構
(二)過程

1.材料與方法
    在美國希望之城醫學中心（Department of Cancer Biology, Beckman Research Institute, City of Hope, United States.）陳瑄教授的實驗室中，有不同的乳癌細胞株，包含：MCF7aro, Letrozole-Resistance cell line, Long-Term-Estrogen-Deprived cell line, 以及RADOO1-Resistance cell line. MCF7aro為一具有芳香環轉化酶的人類乳癌細胞株，代表賀爾蒙受體陽性的乳癌細胞; Letrozole-Resistance cell line為具有芳香環轉化酶的人類乳癌細胞株，但對Letrozole（一種芳香環轉化酶抑制劑）有抗藥性的，代表對芳香環轉化酶抑制劑有抗藥性的乳癌細胞; Long-Term-Estrogen-Deprived cell line為為一具有芳香環轉化酶的人類乳癌細胞株，但長期培養於無女性賀爾蒙的培養狀況中，因此此細胞株的生長無需仰賴賀爾蒙，代表對芳香環轉化酶抑制劑有抗藥性的末期狀況（end stage resistance）; RADOO1-Resistance cell line 為代表對mTOR抑制劑RADOO1(Everolimus)有抗藥性的賀爾蒙受體陽性的乳癌細胞株。

    此實驗先將每一種細胞株以CDK4/6抑制劑治療，再以MTT細胞存活率分析的方式(圖四)，找出各個細胞株對各個CDK4/6抑制劑的IC50(抑制50%細胞生長的藥物濃度)（表一）。
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圖四：MCF7aro 細胞接受不同濃度的Palbociclib治療後的劑量反應曲線（Dose-Response Curve）
表一：四種乳癌細胞株對三種CDK4/6抑制劑的IC50
	IC50 (nM)
	Palbociclib
	LY2835219
	LEEO11

	MCF7aro
	77.2
	24.2
	234

	Let-R
	532
	169.7
	5726.8

	LTED
	10.9
	6.3
	63

	Rad-R
	136
	56.5
	1142.2


    再得到表一之結果後，我們發現雖然三種CDK4/6抑制劑都宣稱為高選擇性的CDK4/6抑制劑，但效力（potency）卻不同。其中的機制為何，值得深入探討。而同一種藥對不同的細胞，IC50也不相同。其中，LTED對CDK4/6抑制劑最為敏感，而且LTED的IC50 最接近cell free level。於是，下一步，我們選擇MCF7aro與LTED這兩種細胞株以三種CDK4/6抑制劑治療，將細胞裂解物(cell lysate)做反向蛋白分析Reverse Phase Protein Analysis，之後欲將IC50的資料與反向蛋白分析的結果做聯結分析。
(三)結果
    每一種細胞株對每一個CDK4/6抑制劑(Palbociclib HCl, LEEO11 and LY2835219)的IC50都不同。比較三種CDK4/6抑制劑，以LY2835219的IC50最低，亦即LY2835219的效力最好;而LEEO11的IC50最高，亦即LEEO11的效力最差。在四種細胞株中，以LTED的IC50最低，也就是LTED對CDK4/6抑制劑最為敏感，且LTED的IC50 最接近cell free level，這裡面的機制，將藉由反向蛋白分析Reverse Phase Protein Analysis的結果做進一步的分析。在出國進修期限到期時，Reverse Phase Protein Analysis的結果仍未出來，因此此實驗計劃交接給實驗室的其他研究員，並且已經討論之後合作的模式為我以實際的病人檢體來驗證實驗室找出的生物標誌，以期使此研究成為真正的轉譯醫學研究（Translational Research）。
(四)結論
    此研究證實CDK4/6抑制劑在乳癌的治療上有一定的角色，未來將找出可能的生物標誌，作為選擇哪些病人適合用此種藥物治療的參考依據。
二、心得

    美國/希望之城醫學中心為一癌症醫院，此醫院為私人的非營利醫院，他們以他們的研究系統自豪。那裡的研究環境非常的完善，一報到後，必須先接受實驗室安全的教育，有專門負責實驗室安全的人員為新到職員工上課，確保實驗室工作的安全性也教育我們如何處理實驗室的廢棄物，負責實驗室安全的人員也會不定時到各個實驗室檢查。他們的核心實驗室，可以合成primer，可以做RNA sequence，有專看動物病理的病理科醫師，有可以諮詢的生物統計學家，也有協助撰寫人體試驗委員會申請相關表單的人員。每一個研究環節都有支援系統，相當完整。而其動物實驗有獨棟的實驗室，所有的動物實驗都要在那裡做，也有專人會負責餵食，並且評估動物的狀況是否符合倫理，若是腫瘤過大超過提案的標準，就必須將動物utilize;若是手術後傷口一週後仍未癒合，也需要utilize。對於那裏研究環境的完善，職認為值得學習。
三、建議事項
(一)職於此次出國進修，由原本完全未接觸實驗室的工作到能有自己的題目且有能力自己完成實驗實在收穫良多，只是很可惜的才剛剛熟悉實驗室所有的運作，學習到該會的實驗技巧，期限就到了必須回國復職。若能有兩年留職留薪的補助，或許有機會將此實驗做完，並發表文獻。
(二)在美國/希望之城醫學中心的實驗室，常常與臨床醫師有討論，他們的合作非常密切，若是在本院，能有機會多與基礎的老師認識，進而合作，會增進年輕主治醫師的研究之路。

(三)研究不能單打獨鬥，完善的支援系統是很重要的，尤其對臨床醫師而言更是如此，一邊兼顧臨床工作，一邊從事研究，有完善的支援系統，才能有效率的完成研究的題目。
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