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Abstract. ������ ������ �� ��� �� ��� ���� ������ �����-������ ������ �� ��� �� ��� ���� ������ �����-
������� �� w����. App��x������y 15% �� ��� p������� b����� 
�� ��� ���p��-������v� b����� ������ (TN�C) ���up, ��d ��v� 
the disadvantage of not benefiting from currently available 
����p���-�������d �y������ �����p���. S��� ������� �� ��� 
TN�C ���up ���b�� d������ �� DNA d�ub��-�����d b���k 
��p��� by ��������u� �����b������� (HR), �u�� �� �RCA1 
dy��u������, ��d ��� �yp���������v� �� p��y (ADP-��b���) 
p��y������ (PARP) ����b�����. H�w�v��, ���y � ����� ����-
tion of the tumors are BRCA-deficient, and this restricts 
��� �����p�u��� u�����y �� ��� PARP ����b���� ���������py. 
Cy����-d�p��d��� k����� 1 (CDK1) �� ��������y ��� ���y ��� 
�RCA1-��d����d S p���� ����kp���� ����v�����, bu� ���� 
for HR, because it phosphorylates BRCA1 for the efficient 
��������� �� �RCA1 ����. I� ���� ��udy, w� ���w�d ���� ��� 
combined inhibition of CDK1 and PARP in BRCA-proficient 
MDA-M�-231 b����� ������ ����� ���u���d �� d����������y 
��du��d ���� ���w�� ���p���d �� PARP ����b����� �����. 
M���������� ��v����������� ��v����d ���� ���� �������v��y 
�pp���� �� b� ��d����d by �u������d DNA d����� ��d 
inefficient DNA repair triggering mitochondrial-mediated 
�p�p����� �� w��� �� �u��p���y. Ou� ���u��� �u����� 

���� CDK1 ����b����� ��p������� � p��u��b�� �������y ��� 
expanding the utility of PARP inhibitors to BRCA-proficient 
b����� �������.

Introduction

������ ������ �� ��� �� ��� ���� ������ ������������ �� 
w����. App��x������y 15% �� b����� ������ ����� b����� 
�� ��� ���p��-������v� b����� ������ (TN�C) ���up, �� 
w���� ������� ��������/p����������� ����p���� ��� HER2 
�xp������� ��� b� d������d (1). Sy������ ��������� ��� 
p������� w��� ���p��-������v� d������ �� �u������y ������d �� 
����������py, ��d �u�v�v�� �� p������� �� ���� ���up �� p��� 
���p���d �� p������� w��� ����� ������ �ub�yp��. �RCA1 �� 
k��w� �� b� ��v��v�d �� � �u�b�� �� DNA ��p��� p���w�y�, 
����ud��� DNA d�ub��-�����d b���k (DS�) ��p��� ����u�� 
��������u� �����b������� (HR) (2,3), �u������d� �x������ 
��p��� (NER) (4) ��d b��� �x������ ��p��� (�ER) (5). S��� 
TN�C� ���b�� d������ �� DNA d�ub��-�����d b���k ��p��� 
by HR, �u�� �� �RCA1 dy��u������, ��d ��� �yp���������v� 
�� ��� ����b����� �� p��y (ADP-��b���) p��y������ (PARP) 
(6-9). H�w�v��, BRCA-�u���� �u���� ��p������ ���y 
2-3% �� ��� b����� ������� (10) ��d ���y 12.5% �� TN�C� 
(1), w���� ����� �������� ��� �����p�u��� u�����y �� PARP 
����b���� ���������py. Cy����-d�p��d��� k����� 1 (CDK1) 
�� � ������ ��du����� �� ��� ���������� ��d ���������� p������ 
����u�� ��������� ������� (11,12). P��v��u� ��ud��� ��v� 
���w� ���� CDK1 ����v��y ���� �� ��� �b������ �xp������� 
��� ��v��v�d �� ��� G2/M p���� ������ �� ���y �u��� �yp�� 
(13), ��d ���� CDK1 ����b����� d�w����u����� �u�v�v�� ��d 
��du��� �p�p����� (14,15). ����d��, CDK1 p���p���y����� 
BRCA1, and this is necessary for its ability to efficiently 
���� �RCA1 ���� �� DNA d����� ����� ��d ���������� 
����kp���� ����v����� (16). T��������, CDK1 �� �����d���d 
�� �� ��p������ �����p�u��� ������ (15). I� �� ��k��y ���� ��� 
reduced CDK1 activity may also sensitize BRCA-proficient 
�u��� ����� �� PARP ����b�����, ������������ ��� �x������� 
�� ��� �y������� ������ �����p�u��� �p���� �� � ������ p������ 
p�pu������. H��� w� ���w ���� ��� �y����x�� ������ �� CDK1 
��d PARP ����b�����, �d���������d �� � ��qu������ ���b���-
���� �������, w�� �up����� �v�� PARP ����b����� ����� �� 
the MDA-MB-231 BRCA-proficient breast cancer cell line. 
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C��b���d ����b����� ���u���d �� �u������d DNA d�����, 
��d ���� w�� p��������d by � d������� G2/M ���� �y��� ������ 
��d ��� ��du����� �� ���� d����. CDK1 ����b����� ��p������� 
� p��u��b�� �������y ��� �xp��d��� ��� u�����y �� PARP ����b�-
tors to BRCA-proficient breast cancers.

Materials and methods

Cell lines and drugs. T�� MDA-M�-231, HCC1937, SK-�R-3, 
��d MCF-7 �u��� b����� ������ ���� ����� w��� �b�����d ���� 
��� C��� ���k �� ��� C������ A��d��y �� S������� (S�������, 
C����). MDA-M�-231, SK-�R-3 ��d MCF-7 ����� w��� ���w� 
�� DMEM ��d�� (I�v�������, C����b�d, CA, USA) w��� 
10% ����� b�v��� ���u� (F�S) (HyC����, L����, UT, USA), 
��d HCC1937 ����� w��� �u��u��d �� RPMI-1640 (I�v�������) 
�upp�������d w��� 10% F�S. A�� ����� w��� �u��u��d �� � 
5% CO2 incubator at 37˚C.

AZD2281 (���p���b) w�� pu������d ���� S�����k 
C�������� (H�u����, TX, USA) ��d 100 �M ����k� w��� 
p��p���d. RO3306 w�� pu������d ���� EMD C�������� 
(G�bb���w�, NJ, USA) ��d d��u��d �� � 10-�M ����k ���u����. 
A�� ����k ���u����� w��� p��p���d u���� d�����y� �u���x�d� 
(DMSO) as a solvent and stored at -20˚C.

Analysis of BRCA1 mutations. G������ DNA w�� �x������d 
���� HCC1937 ��d MDA-M�-231 u���� ��� TIAN��p 
G������ DNA K�� (T������, ���j���, C����). T�� ���p���� 
��d��� ������� ��d ��� BRCA1 �x��-������ b�u�d����� w��� 
�������d by � p��y������ ����� �������� (PCR)-��qu������ 
����y. T�� w���� BRCA1 coding sequence was amplified 
with 31 pairs of primers. Amplification of DNA fragments 
w�� p�������d �� � �������y���� (G��� Cy����™, ���-R�d, 
H���u���, CA, USA) �� 25 µ� ��������� ���������� 30 �� �� 
������� DNA, 2.5 �M dNTP, 50 �M M�C�2, 10X PCR 
bu����, 0.5 µM �� ���� p�����, ��d 1.25 u���� �� A�p��T�q 
DNA p��y������ (P������, M�d����, WI, USA). T�� 
reactions were initially kept at 94˚C for 3 min to activate 
��� T�q DNA p��y������, �����w�d by 30 ��� d����u������ 
at 94˚C, 30 sec annealing at a temperature suitable for each 
primer pair, and 30 sec extension at 72˚C. The PCR was run 
��� 35 �y���� ��d � 10 ��� ���������� ���p w�� p�������d 
�� ��� ��d. A�� ��������� w��� ��qu����d u���� ��� ���Dy� 
T��������� Cy��� S�qu������ K�� ��d �� A�I 3730XL 
�u������d ��qu����� (App���d ����y�����, F����� C��y, CA, 
USA). Each mutation was confirmed in duplicate.

MTT assay and combination effect. L�� p���� ����� (25,000) 
were seeded in 96-well plates and incubated in a 37˚C incu-
b���� w��� 5% CO2. A���� 24 �, d�������� �������������� �� ��� 
PARP ����b���� AZD2281 �� ��� ���� �� ��� ��u� ���� �����, �� 
�� ��� CDK1 ����b���� RO3306 �� � ������ ����� �� ��� ���� 
�� MDA-M�-231, w��� �d���������d �� d�������� ��� d�u� 
�������������� ��qu���d �� �����v� � 50% ���w�� ����b����� 
(GI50). F�� ���b������� ����������, MDA-M�-231 ����� 
w��� ������d w��� AZD2281 �� w��� ��� ��qu������ ���b���-
���� ������� (RO3306 ����� ��� 4 � �����w�d by AZD2281 
��� �� �dd������� 72-� p����d) �� ��� ��d�����d d����. MTT 
(20 µ�; 5 ��/�� ����k ���u���� �� ������) w�� �dd�d �� ���� 
w��� ��d ��� ����� w��� ���ub���d ��� 4 �. Sup��������� w��� 
����v�d ��d �����z�� ��y����� ���� v��b�� ����� w��� ���u-

b���z�d w��� 200 µ� ���yd��u� DMSO. T�� �b���b���� w�� 
d������d w��� � 550 ��d�� �����p���� ���d�� �� ��� 565 �� 
w�v������� (17024, ���-R�d).

T�� ���b������� ������ w�� �v��u���d by ��� ���b������� 
��d�x (CI), w���� w�� ����u����d u���� ��� C���u�y� ����w��� 
(Biosoft, Cambridge, UK). The definition of CI is as follows: 
CI = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 + (D)1(D)2/(Dx)1(Dx)2, w���� 
(Dx)1 ��d (Dx)2 ��� ��� �������������� �� ��� ��d�v�du�� d�u�� 
��qu���d �� p��du�� �� X% ������ �����, ��d (D)1 ��d (D)2 ��� 
��� �������������� �� ��� ���b������� ��qu���d �� p��du�� 
the same X% effect. The combination effects were defined 
�� �����w�: CI<1, �y��������� ������; CI=1, �dd���v� ������; ��d 
CI>1, ������������ ������.

RNA interference. MDA-M�-231 ����� w��� ����������y �����-
fected with 50 nM BRCA1 or CDK1 siRNA [5'-GCA GUG 
AAG AGA UAA AGA ATT-3' (#1304, Shanghai GenePharma 
Co., Ltd, Shanghai, China) and 5'-GGG GUU CCU AGU 
ACU GCA A dTdT-3' (#2012, Ribo Bio Co., Ltd, Guangzhou, 
China), respectively], or with a non-targeting control [5'-UUC 
UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3' (#0420 Shanghai 
GenePharma Co., Ltd); and 5'-GUU CGC GUU ACG CGA 
GAU A dTdT-3' (#7021, Ribo Bio Co., Ltd), respectively], using 
��� Tu�b�F��� ��RNA ������������ ������� (F�������� L��� 
S�������, P����bu���, PA, USA) �� �����d���� �� ��� ���u���-
turer's instructions. Following a 6-h incubation period, fresh 
AZD2281-���������� ���w�� ��d�u� w�� �dd�d ��d ��� 
MTT ����y w�� p�������d ����� �� �dd������� 72-� ���ub����� 
p����d. F�� w������ b��� ����y���, ����� w��� ���v����d 48 � 
p���-������������.

Cell cycle and apoptosis analysis. MDA-M�-231 ����� 
(10x104 �����/��) w��� ������d �� 6-w��� p����� w��� 50 µM 
AZD2281, 5 µM RO3306, �� ��� ��qu������ ���b������� 
������� (5 µM RO3306 ����� ��� 4 � �����w�d by 50 µM 
AZD2281) ��� 48 �, �� d�����b�d p��v��u��y. F�� ���� �y��� 
analysis, cells were fixed in 70% ice-cold ethanol and stained 
w��� � p��p�d�u� ��d�d� (PI) ���u���� (25 µ�/�� PI, 180 U/�� 
RN��� ��d 0.1% T����� X-100). F�� �p�p����� ����y���, �������� 
was then performed using the Annexin V-fluorescein isothio-
�y����� �p�p����� d�������� k�� (�������, S�������, C����) 
according to the manufacturer's instruction. Both cell cycle 
distribution and apoptosis were analyzed by flow cytometry 
(FC500; ���k���-C�u����, ����, CA, USA) ��d ��� ���u��� 
��� d��p��y�d �� ����������.

Cell shape assay. C���� w��� ���d�d d������y �� 6-w��� �u��u�� 
p����� �� � d�����y �� 2x105 p�� w��� 24 � ��d ������d w��� 
50 µM AZD2281, 5 µM RO3306, �� ��� ��qu������ ���b���-
���� ������� (5 µM RO3306 ����� ��� 4 � �����w�d by 50 µM 
AZD2281) ��� 48 �, �� d�����b�d p��v��u��y. C���� w��� ���� 
������d w��� DAPI ��d ��u���d �� �� ��v����d ��������p� 
(O�y�pu�, IX71).

Western blot analysis. Ly����� w��� p��p���d ���� 4x105 
����� by d�����v��� p������ �� 100 µ� �� �y��� bu���� (20 �M 
N�2PO4 pH=7.4, 150 �M N�C�, 1% T����� X-100, 1% �p��-
�����, 1 �M p���y�����y��u����y� � �u���d�, 10 ��/�� 
��up�p���, 100 �M N�F ��d 2 �M N�3VO4). Ly����� w��� 
�������u��d �� 14,000 �p� ��� 20 ���. T�� �up��������� w��� 
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��������d, ��d ��� p������ ������� w�� d��������d u���� ��� 
���-R�d p������ ����y. P������ (30 µ�) w�� ���d�d �� ���� 
w��� �� � 6-15% SDS-PAGE ���. A���� �����v��� ��� p�������, 
���y w��� �������p����������y ����������d �� � ���������u���� 
���b���� ��d ���ub���d ��qu�������y w��� p�����y ����b�dy 
��d �������d��� p���x�d���-���ju����d ���� ����-��u�� I�G 
(z�-2305, Z�������� G��d�� ���d�� ������������y, ���j���, 
C����) �� ���� ����-��bb�� I�G (z�-2301, Z�������� G��d�� 
���d�� ������������y). A���� w������, ��� b�u�d ����b�dy 
complex was detected using the LumiGLO reagent (#7003, 
C��� S�������� T��������y, D��v���, MA, USA) ��d XAR 
���� (K�d�k, X�T-1) �� d�����b�d by ��� ���u����u����. 
T�� �����w��� p�����y ����b�d��� w��� u��d: ER ����b�dy 
(#1115-1, Epitomics, Burlingame, CA, USA), PR anti-
body (#5132-1, Epitomics,), HER2 antibody (#2165, Cell 
S�������� T��������y), �RCA1 ����b�dy (��-642, S���� C�uz 
������������y, S���� C�uz, CA, USA), p���p��-�RCA1 
antibody (#9009, Cell Signaling Technology), CDK1 
antibody (#9116, Cell Signaling Technology), caspase-3 
antibody (#9662, Cell Signaling Technology), PARP anti-
b�dy (��-7150, S���� C�uz ������������y), ���-2 ����b�dy 
(#2870, Cell Signaling Technology), Bax antibody (#2772, 
Cell Signaling Technology), caspase-9 antibody (#9502, 
Cell Signaling Technology), caspase-8 antibody (#9746, Cell 
S�������� T��������y), LC3 ����b�dy (N�100-2220, N�vu� 
�����������, L��������, CO, USA), P62 ����b�dy (647702, 
BioLegend, San Diego, CA, USA), beclin 1 antibody (#3738, 
C��� S�������� T��������y), p���p��-AKT (���473) ����b�dy 
(#4058, Cell Signaling Technology), AKT antibody (#2967, 
C��� S�������� T��������y), p���p��-�TOR (���2448) ����-
body (#2971, Cell Signaling Technology), mTOR antibody 
(#4517, Cell Signaling Technology), heat shock protein 70 
����b�dy (��-24, S���� C�uz ������������y) ��d ��y���-
��d��yd� 3-p���p���� d��yd�������� ����b�dy (KC-5G4, 
K���C��� ���-����, S�������, C����).

Confocal microscopy and indirect immunofluorescence. 
MDA-M�-231 ����� w��� ���w� �� ����� ��v�����p� ��d ������d 
w��� 50 µM AZD2281, 5 µM RO3306, �� 5 µM RO3306 ����� 
��� 4 � �����w�d by 50 µM AZD2281 ��� 24 �. C���� w��� �ub��-
quently fixed in 4% paraformaldehyde and stained overnight 
w��� p�����y ����b�d��� ������� R�d51 (��-8349, S���� C�uz 
������������y) �� γ-H2AX (pSer139) (#NG1904671, Upstate 
������������y, L�k� P����d, NY, USA). A����w��d�, ����� 
w��� w����d w��� p���p����-bu�����d ������ ��d ���ub���d 
��� 1 � �� ���� ���p����u�� w��� ������ A��x� 488 (I�v�������) 
�� A��x� 555 (I�v�������) �����d��y ����b�d��� ��� R�d51 
�� γ-H2AX, respectively. Cells were fixed with the ProLong 
gold antifade reagent with 4',6-diamidino-2-phenylindole 
(I�v�������) ��d �u��d �� ���� ���p����u�� ��� 24 � b����� 
v��u���z���. T�� ��v�����p� w��� v��w�d w��� � �����-�������� 
�������� ��������p� (O�y�pu�, FV-1000).

Statistical analysis. A�� �xp�������� w��� ��p����d ����� 
�����. T�� ���u��� �� �u���p�� �xp�������� ��� ��v�� �� ��� 
���� ± SE. S���������� ����y��� w�� p�������d u���� ��� 
����������� ����w��� p��k��� SPSS 17.0. p-v��u�� w��� ����u-
lated using a one way ANOVA test and a Student's t-test. 
p<0.05 was considered to indicate a statistically significant 
d���������.

Results

Cell line subtypes. I�������y, w� u��d w������ b��� ����y� 
to confirm the characteristics of the four breast cancer cell 
lines. MCF-7 was identified as the luminal subtype, SK-BR-3 
�� ��� HER2 �ub�yp�, ��d MDA-M�-231 ��d HCC1937 �� 
��� ���p�� ������v� �ub�yp��. A�� ���� ����� �xp�����d CDK1 
(F��. 1A). ����d��, HCC1937 ������ ���� MDA-M�-231 
������d BRCA1 ������� �u�������, ���b����� ��� 73-74���C 
�x�� (F��. 1�).

F��u�� 1. T�� ��������������� �� b����� ������ ���� �����. (A) ER, PR, HER2, �RCA1, CDK1 �xp������� �� MCF7, SK-�R-3, MDA-M�-231 ��d HCC1937 by w������ 
blot analysis. (B) Identification of the BRCA1 ����. 19 �x��, 73-74���C �u������ w�� d������d �� HCC1937. M�dd��, ��� w��d-�yp� ��qu����. T�p ��d b�����, 
�������p����������� d��p��y��� ��� �u������.
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Sensitivity to PARP inhibition. F����, w� �x�����d ��� 
v��b����y �� b����� ������ ���� ����� by ��� MTT ����y �� 
��� p������� �� ��� PARP ����b���� AZD2281. T�� BRCA1 
�u����d ���� ���� HCC1937 w�� ��� ���� �������v�, w��� GI50 
�� 68.19 µM �� 72 �, �����w�d by MDA-M�-231, MCF-7 ��d 
SK-�R-3 (F��. 2A). A���� �RCA1 ��RNA ������������, ��� 
������� �� AZD2281 �� MDA-M�-231 w��� d����������y 
�������d (p=0.047, F��. 2� ��d C). Fu���������, HCC1937 
����� w��� �xp���d ������ �� AZD2281 �� RO3306 ����� �� 
�� 5 µM RO3306 ��� 4 �, �����w�d by �xp��u�� �� AZD2281 
��� 72 �, ��d ��� ����b����� ����� w��� �����y ��� ���� 
b��w��� AZD2281 ��d ��� ���b������� ���up (p=0.547, 
Fig. 2D and E), confirming that AZD2281-caused cell growth 
����b����� d�p��d� �� ��� �RCA1 �u������.

Sensitivity to CDK1 inhibition. I� ��d�� �� �x����� w������ 
AZD2281 ���b���d w��� RO3306 w�� �up����� �v�� PARP 
����b����� ����� �� ��� �RCA-p��������� b����� ������ 
cell line MDA-MB-231, we first determined the effect of 
RO3306 �� ��du����� �� ���� ��u��� ��d ��� GI50 v��u� �� 
55.72 µM �� 48 � ��d 7.11 µM �� 72 � (F��. 3A). W������ 
b��� ����y��� �� d�������� ��� �RCA1 p���p���y������ ����u� 
�� S��1524 w�� p�������d �����w��� ��� 48-� ��������� 
�������. Up�� RO3306 ���������, S��1524 p���p���y������ 
levels decreased significantly in a dose-dependent manner 
(Fig. 3B), confirming that the observed effect of RO3306 
w�� ���������d w��� ����b����� �� ��� �������d �RCA1 p���-

p���y������ ������ ���� ����� �RCA1. R�d51 ���� ��p������ 
� ��u���� ���p����� �� ��� HR ��p��� ��������y (17) ��d 
γ-H2AX �� �� ����y ���p���� ���k�� ��� DS� DNA d����� 
��������� (18). W� ����y�d p-�RCA1, R�d51, ��d γ-H2AX 
foci formation by immunofluorescence. After a 24-h treat-
���� w��� 5 µM RO3306, d�������d p-�RCA1 ��d R�d51 
���� ��v��� ��d �� �������� �� γ-H2AX w��� ��u�d (F��. 3C).

Reduced CDK1 activity sensitizes cells to PARP inhibition. 
W� ��v��������d w������ CDK1 ����b����� ��u�d p��������� 
��� ���w�� ����b����y ������� �� PARP ����b�����. F����, ��� 
CI v��u�� �� AZD2281: RO3306 = 40:1, 20:1, 10:1, 5:1, 2.5:1, 
2:1, 1:1, 1:2, 1:4 ��d 1:8 w��� d������d. T�� ���u��� ���w�d 
���� ��� 10:1 ����� �x����d ��� ��������� �y��������� ������, 
w��� ��� ���b������� ��d�x �� 0.077 (F��. 4A). Sub��qu����y, 
we studied whether significant growth inhibition could be 
�b���v�d up�� ���b����� �ub-�p����� RO3306 d���� (d���� 
≤GI50). When used as a single agent over 72 h, 2.5 and 
5 µM RO3306 �������������� ��du��d MDA-M�-231 ���� 
���w�� by �pp��x������y 35 ��d 43%, ���p����v��y (F��. 3A); 
�����, ����� d���� w��� �������d. R��u��� ���w�d ���� ��� 
���b������� ��du��d GI50 �� AZD2281 �� � ����- ��d d���-
d�p��d��� ������, ���b���d w��� 5 µM RO3306, ��� GI50 
significantly reduced to 5.25  µM for 72 h (Fig. 4B and C). 
CDK1 ��������� (F��. 4E) ��d ��qu������ ��������� w��� 
AZD2281 resulted in a significant reduction of cell growth 
�� ���p���d �� AZD2281 ����� (p=0.046, F��. 4D), w���� 

F��u�� 2. AZD2281 ������� �� ���� v��b����y. (A) F�u� ���� ����� w��� �u��u��d �� 96-w��� p����� ��d AZD2281 w�� ���� �dd�d ��� 72 �. (�) MDA-M�-231 ����� 
were transfected with either scrambled (SC) or BRCA1 siRNA. Western blot analysis confirmed BRCA1 knockdown. (C) BRCA1-knockdown MDA-MB-231 cells 
w��� ������d w��� AZD2281 ��� 72 � (*p=0.047). (D ��d E) HCC1937 ����� w��� �xp���d �� ������ AZD2281 �� RO3306 �����, �� �� RO3306 ��� 4 �, �����w�d by 
�xp��u�� �� AZD2281 ��� 72 � (p=0.547). T�� MTT ����y w�� u��d �� d����� ���� v��b����y. T�� �p����� d�����y (OD) v��u� �� ��� ������� w�� �����d�d �� 100%. 
D��� p����� ��� p�������d �� ��� ���� ± SE.
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confirmed the specificity of the CDK1 inhibitors. In addition, 
�� ��du��d CDK1 ����v��y �������z�d ����� �� PARP ����b����� 
�����y ����u�� �RCA1 �b��������, CDK1 d�p������ ���u�d 
not sensitize BRCA1-deficient cells further. In the absence 
�� CDK1 ��RNA, �RCA1 d�p������ �������z�d MDA-M�-
231 ����� �� AZD2281 �� � ������� d����� �� d�p������ �� 
CDK1. N� �u����� ��du����� �� ��� ����b����� �� v��b����y w�� 
�b���v�d ����� AZD2281 ��������� �� ����� ���� w��� d�p����d 
��� b��� �RCA1 ��d CDK1 (F��. 4F ��d G).

Compromising CDK1 and PARP activities induces cell 
cycle arrest and apoptosis. A� ���w� �� F��. 5A, ���p���d 
�� ��� ������� ��������� (57.10±3.55%), 50 µM AZD2281, 
5 µM RO3306, ��d 5 µM RO3306 ���b���d w��� 50 µM 
AZD2281 ��du��d ��� p��������� �� ����� �� ��� G1 p���� 
�� 43.20±1.56%, 20.30±1.95% ��d 4.13±0.68%, ���p����v��y 
(p<0.001). T�� p��������� �� G2/M ����� w�� 15.93±3.68% 
�� ��� ������� ���up ��d ��������d �� 25.43±1.71, 53.27±2.21, 
��d 80.63±2.25%, ���p����v��y (p<0.001). Fu���������, 
p-v��u�� d���v�d ���� �-����� ���p����� AZD2281-������d 
����� v���u� ����� ������d w��� RO3306 �����w�d by AZD2281 
showed a significant percentage of the cells exhibited cell 
�y��� ����������� (p<0.001). T���� ���u��� ���w�d ���� b��� 
AZD2281 ��d RO3306 ��du��d G2/M p���� ������, ��d ��� 
���b������� �x����d � �������� ���. T� �d�����y w������ 
CDK1 ��d PARP ����b����� ��du��d �p�p�����, ������d ����� 
w��� ������d w��� A���x�� V-FITC/PI ��d ��� p�pu������ 
of apoptotic cells was analyzed by flow cytometry. As seen 
�� F��. 5�, �xp��u�� �� 5 µM RO3306 �����w�d by 50 µM 

AZD2281 significantly increased the proportion of apoptotic 
�����. I� ��� ������� ���up, 1.80±1.08% �� ��� ����� w��� 
p�����v� ��� A���x�� V-FITC ��������, w���� AZD2281, 
RO3306 ��d RO3306 �����w�d by AZD2281 ���u���d �� 
12.70±2.26, 20.40±1.71 ��d 29.83±2.34%, ��d�v�du���y 
(p<0.001). Fu���������, ���b������� ���������� ���u���d �� 
a significant increase in apoptosis compared to AZD2281 or 
RO3306 ����� (p<0.05). DAPI �������� ��v����d ���� �p�p-
����� b�d��� w��� ���� �yp�����y �b���v�d �� ��� ���b������� 
���up (F��. 5C). T� ���� w������ ��� ��qu������ ���b������� 
�����py ��v��v�� ��������d ���p��� ����v����� ������v� �� � 
������ �����, w� ����yz�d b��� ��� ����v��� �� ��� PARP ��d 
���p���-3. W������ b��� ����y��� d����������d ���� �����u�� 
���p���-3 ��d PARP w��� ��d����y ����v�d ����� AZD2281 
�� RO3306 ��������� �����, ��� ��v��� �� ����v�d ��������� 
w��� p�������� w��� b��� d�u�� w��� �pp���d (F��. 5D). 
W� �u����� �����d ��� �xp������� ��v��� �� ��� p���p�p����� 
p������ ��x ��d ��� �����p�p����� p������� ���-2, ���u��� 
���w�d ���� ��� ���b������� ��u��d � ���� d������� ���-2 
d�w����u������ ��d ��x up���u������ ���� ������ d�u� u��d 
�����. T���� d��� ��d�����d ���� b��� AZD2281 ��d RO3306 
��du��d �p�p����� ��d ���� ��� ���b������� �������d ���� 
������. Add��������y, ���p���-9 ������ ���� ���p���-8 (d��� ��� 
���w�) w�� ����v�d �� p��du�� � 37 kD� ��������, ��d������� 
���� ��� �p�p����� ���u���d du� �� � ��������d����-d�p��d��� 
���p��� p���w�y.

Compromising CDK1 and PARP activities induces 
autophagy. T�� ���w�� ����b����� ���� w�� �b�u� 50% ��� ��� 

F��u�� 3. RO3306 ������� �� MDA-M�-231 v��b����y. (A) C���� w��� �u��u��d �� 96-w��� p����� ��d RO3306 w�� ���� �dd�d ��� 48 �� 72 �. T�� MTT ����y w�� u��d 
�� d����� ���� v��b����y. T�� �p����� d�����y (OD) v��u� �� ��� ������� w�� �����d�d �� 100%. D��� p����� ��� �xp�����d �� ��� ���� ± SE. (�) MDA-M�-231 ����� w��� 
�xp���d �� 0.1% DMSO �� RO3306 ��� 48 �. R�p���������v� w������ b��� ����y��� ���u��� ��� ���w� ��� ��� �� ����� ��d�p��d��� �xp��������. (C) MDA-M�-231 
����� w��� �xp���d �� 0.1% DMSO �� 5 µM RO3306 ��� 24 �. D�������� �� p-�RCA1, γ-H2AX, Rad51 and DAPI by immunofluorescence (x1,000).
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���b���d ��������� �� 48 � (F��. 4�), w���� ��� �p�p����� ���� 
w�� 29.83±2.34% (F��. 5�). T��������, �� w�� ����������� �� 
���� w������ ����� �yp�� �� ���� d���� w��� ��v��v�d. W� ��u�d 
���� �����u�� ����� ������d w��� ��d�v�du�� d�u�� ���w�d � 
v��y ����� ���u�u������ �� LC3II ��d b����� 1, ����� ������d 
w��� RO3306 �����w�d by AZD2281 ��d � ������ b��d 
��d������� �� �������� �� b��� p�������, ��d � ����������� 
P62 ��du����� (F��. 5E), ���w��� ���� ��� ���y AZD2281, bu� 
���� RO3306 ��du��� �u��p���y ��d ���� ��� ���b������� 
�x����b���� ���� ������. T�� �xp��u�� �� RO3306, �����w�d 
by AZD2281, ����b���d AKT ��d �TOR p���p���y��-
����, ��d������� ���� �u��p���y w�� �����y ��du��d by ��� 
PI3K/AKT/�TOR p���w�y ����b�����.

Compromising the CDK1 and PARP activities causes 
BRCA1 dysfunction and DNA damage. W� ��v��������d ��� 
������ �� AZD2281 ��d RO3306 �� DNA d����� by �������� 
��� R�d51 ��d γ-H2AX �� ���� w������ CDK1-����b���d 
����� w�u�d b� �������v� �� PARP ����b����� ��������y 
�� �RCA1-d�������� �����. A� ���w� �� F��. 6A ��d �, 
BRCA1-proficient MDA-MB-231 cells were unable to form 
R�d51 ���� �� ���p���� �� RO3306 �����w�d by AZD2281 
���������, �� ���p���d �� ����� ������d w��� AZD2281 

alone (p=0.040) rather than RO3306 (p=0.663), confirming 
���� ��� ��������u� �����b������� d����� ���u���d �� u���-
paired recombinogenic lesions and cell death. No significant 
d���������� �x����d �� ��� �u�b�� �� γ-H2AX ���� b��w��� 
������� ����� ��d ����� ������d w��� AZD2281, �u�������� ���� 
AZD2281 ����� d�d ��� ��du�� DS�. I� ��������, ��� �u�b�� 
�� γ-H2AX ���� ��������d d����������y �� ����� u�d������� ��� 
��qu������ ���b������� ��������� �� ���p���d �� AZD2281 
(p=0.001), a finding that was supported by Paull et al (19), 
w�� ��p����d ���� γ-H2AX ���� �����d �������y �� ���p���� 
�� DS�� �� ��������� �����. W� �u����� ��������d ��� 
��������� by ���w��� ���� �RCA1, p-�RCA1 ��d CDK1 
�xp������� d�������d up�� RO3306 �����w�d by AZD2281 
��������� (F��. 6C).

Discussion

T�� ��udy �� ��� �����u��� �ub������� �� b����� ������ 
�u������ ���� ���������� ���u�d b� �������d ���� �������v��y 
�� ��p��v� �u������. Cu������y, � ��j�� ��������� �� �� �d��-
���y �u�� ������� ��d ���� �������v� �����p�u��� �������� ��� 
TN�C�. BRCA1 �� ��� �� ��� �����y p�������� b����� ������ 
susceptibility genes, and the BRCA1 protein fulfills numerous 

F��u�� 4. E������ �� d�u�� �� MDA-M�-231 v��b����y. (A) C��b������� ��d�x v��u� �� RO3306 �����w�d by �xp��u�� �� AZD2281 ��� 72 � (d��� ����� 1:10). 
(� ��d C) C���� w��� �xp���d �� ������ AZD2281 ����� �� �� RO3306 ��� 4 �, �����w�d by AZD2281 �xp��u�� ��� (�) 48 �� (C) 72 �. (D ��d E) C���� w��� 
����������d w��� ������ �����b��d (SC) �� CDK1 ��RNA b����� ��������� w��� AZD2281 ��� 72 � (*p=0.046). Western blot analysis confirmed CDK1 knockdown. 
(F ��d G) C���� w��� ����������d w��� ������ �����b��d (SC) �� �RCA1 ��RNA, ���b���d w��� SC �� CDK1 ��RNA ��d ���� ������d w��� AZD2281 ��� 72 �. 
W������ b��� ����y��� ���w�d �RCA1 �� CDK1 k���kd�w� (*p=0.0079 ��� ������� ���p����� w��� ��� ����� ����� ���up�). T�� MTT ����y w�� u��d �� d����� ���� 
v��b����y. T�� �p����� d�����y (OD) v��u� �� ��� ������� w�� �����d�d �� 100%. D��� p����� ��� p�������d �� ��� ���� ± SE.



INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  44:  735-744,  2014 741

�u�������, ��� b��� ����������z�d ��� b���� ������d �� ��� ���� 
�� ��������u� �����b������� du���� DNA ��p���, ��������� 
����d�����, DNA d�����������, ��������p������ ���u������ 
�� ��� �������� ����p���, ���� �y��� ����kp���� ������� ��d 
ub�qu��y������ (20,21). BRCA1 �u������� �������� ��� b����� 
������ ���k (22).

PARP� ��� ���b��� �� � ����� �����y �� �u����u�������� 
��zy��� ���� p��y � k�y ���� �� DNA ������-�����d b���k 
��p��� ����u�� �ER (23). I� ��� �u����� ��udy, w� ����b�����d 
that a BRCA1-deficient rather than a BRCA1-proficient cell 
���� w�� �������v� �� AZD2281. M��������� �� �xp���� ���� 
�b���v����� ����ud� d������ �� DNA ��p��� p���w�y� ��v��v�d 
�� HR. BRCA1 ����-���� �u������ �������� �������y 
d�v���p DNA ��p��� d������ ��d, ���������, ����� ����� ��� 
sensitive to PARP inhibitors (6). However, BRCA1-deficient 
b����� �u���� ��� ���� (24), w���� ����� �������� ��� �pp����-

���� �� PARP ����b���� ���������py. ����u�� PARP p��y� � 
��j�� ���� �� ��� �ER, w� �yp������z�d ���� ��� ����b����� �� 
������� ������, w���� �� ��d��p����b�� �� HR, ��y ��� �y���-
���������y w��� PARP ����b�����.

CDK1, � p������ ���� �� ��������� ��� �u���p�� ���p� �� 
y���� HR (25), ���� �� � ���� ���p����� �� ��� ���� �y��� 
��������y ��d ����� ���p��x�� w��� �y����� �� p������ 
���� �y��� p���������� (12). G������ �b������ �� ��� �����p���� 
CDK� (CDK2, CDK4 ��d CDK6) d��� ��� ���u�� �� ���� �y��� 
d������ �� ���� ���� �yp��, w���� CDK1 d������� ��u��� ���� 
�y��� ������ ��d p��v���� ��b�y�� ���� d�v���p��� b�y��d 
��� �w�-���� ����� (26). J������ et al (16) ��p����d ���� 
CDK1 �� ��������� ��� ���� d�v����� ��d CDK1 ����b����� �� 
�u�� ������ ����� ��du��� ��� ��������� �� �RCA1 ���� ��d 
�������z�� ������ ����� �� DNA d������� ����������. I� �� 
��k��y ���� ��� ��du��d CDK1 ����v��y ��y ���� �������z� ����� 

F��u�� 5. D�u�� ��du��d ������ �� ���� �y��� d�����bu���� ��d �p�p�����. C���� w��� �xp���d �� ������ 50 µM AZD2281 �� 5 µM RO3306, ��d ��� ��qu������ 
���b������� ��ud��� 4 � �� �xp��u�� �� 5 µM RO3306 w��� �����w�d by � 48-� �xp��u�� �� 50 µM AZD2281. (A) C��� �y��� d�����bu���� ���u��� �� ����� ��d�p��d��� 
�xp��������. (�) Ap�p����� ���u��� �� ����� ��d�p��d��� �xp��������. [*p<0.05; **p<0.001 ���p���d w��� ��� ������� ���up. #p<0.05; ##p<0.001 ���p���d w��� ��� 
���b������� (AZD2281+RO3306) ���up]. (C) T�� ���p������� ������� �� ����� w��� �b���v�d by DAPI ��������, w��� �p�p����� b�d��� (����w) ���� �yp�����y 
�� ��� ���b������� ���up. RO3306 ���p�����d w��� AZD2281 �� (D) ��du���� ��������d���� �p�p����� ��d (E) �u��p���y. R�p���������v� w������ b��� ����y��� 
���u��� ��� ���w� ���� ��� �� ����� ��d�p��d��� �xp��������.
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�� PARP ����b����� by d���up���� �RCA1 �u������ �� ����� 
������ �����.

W� �b���v�d ���� w��� PARP w�� ����b���d �����, ��� 
GI50 �� AZD2281 w�� �v�� 100 µM �� MDA-M�-231 �����, 
a finding supported by Lehmann et al (27). H�w�v��, PARP 
��d CDK1 ����b����� �������� ��du��d ��� GI50 d����������y. 
T� �u� k��w��d��, ��ud��� �� ��� �����u��� ���������� 
�� PARP ����b����� ��� ������d (28), b���u�� ���� ��ud��� 
���u��d �� ����������z��� ��� DNA d����� ���p���� d������ 
��d �� ����u���� PARP ����v��y (29,30). N� pub�����d ��p���� 
��v� ���w� ���� PARP ����b����� ���d� �� ���� d���� ����u�� 
�p�p����� �� �RCA-p��������� b����� ������ �����. T� ���� 
���� ������� ���� ��� �x��� �����u��� ���������� ��v��v�d �� 
d��������� v��b����y �����w��� ���������, w� ��v��������d ��v���� 
��p���������v� �p�p����� ���k��� ��d ��u�d ���� PARP ����b�-
���� ��u��� �p�p�����. T�� G2/M p���� w�� ���������d w��� 

DNA �y������� ��d ��� ������� p��p������� p����d, w���� p��y� 
� ��u���� ���� �� ���� �y��� p���������� ��d ��� ���u�u������ �� 
����� �� ��� G2/M p���� ���u��� �� ���� d����. C��������� w��� 
I�b��-R�z����� et al (31), w�� ���w�d ���� PARP ����b����� 
p������� ���� �y��� ������ �� ��� G2/M p���� �� b����� ������ 
���� ����� ���k��� BRCA1 �u������� (MCF-7 ��d MDA-M�-
231), w� �b���v�d ���� AZD2281 ��u��d G2/M p���� ������. 
T��� ��� b� �xp�����d by �� ����b����y ������ ���� PARP �x���� 
�� k����� (ERK)-d�p��d��� k����� �����d�� ���u����d by �x���-
����u��� �������, ��d ��� ���u����� d������� �� ��� p��p������ 
�� pu����v� ������ ���� ����� (27) ��d ��� ����b����� �� ������ 
�����du����� p���w�y� ��v��v��� ���� �y��� p������� (�y�����, 
p21, CDK1). O� ��� ����� ���d, by u���� ��� CDK1 ����b���� 
RO3306, w� ���� ���w�d ���� G2/M p���� ������ ��d �p�p����� 
���u� �� MDA-M�-231 �����, ��� ���d��� w�� �upp����d by 
P�y��� et al (32) w�� ��u�d ���� CDK1 �xp������� w�� ��qu���d 

F��u�� 6. DNA DS� ���u�u������ �� MDA-M�-231 ����� 24 � �� AZD2281 ��d RO3306 ���������. C���� w��� �xp���d �� ������ 50 µM AZD2281 �� 5 µM RO3306 
��d, ��� ��qu������ ���b������� ��ud���, 5 µM RO3306 ��� 4 � �����w�d by 50 µM AZD2281. (A) R�p���������v� ����-���������� ����� (x1,000). (�) Nu�b�� �� ����� 
containing ≥5 Rad51 and γ-H2AX ���� �v�� ����� �xp��������. [*p<0.05; **p<0.001 ���p���d w��� ��� ������� ���up. #p<0.05 ���p���d w��� ��� ���b������� 
(AZD2281+RO3306) ���up]. (C) D�������� �� p-�RCA1 ��d CDK1 by w������ b��� ����y���. C���� w��� �xp���d �� ������ AZD2281 �� RO3306 ��d, ��� ��qu������ 
���b������� ��ud���, �� 4 � �� RO3306 �����w�d by � 48-� �xp��u�� �� AZD2281.
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��� ������������ ��d b����� �u��� ���� p������������ ��d CDK1 
�upp������� d�������d ��� S p���� w���� ���k�d�y ���������� 
��� G2/M p����, ��u� �u��� ����� ������d w��� CDK1 ����b����� 
���w�d �� �v����� d������� �� ���� p������������ ��d �p�p�����.

W� ���� ��v��������d ��� u�d���y��� ���������� by w���� 
CDK1 ����b����� �������z�d ����� �� PARP ����b�����. F����, 
MTT ���w�d ���� RO3306 �����w�d by AZD2281 ��������� 
����b���d ��� ���w�� �� MDA-M�-231 ����� �� � ����- ��d 
d���-d�p��d��� ������, w��� ��� ���b������� ������ �y���-
������. W� �ub��qu����y ������d MDA-M�-231 ����� w��� ��� 
two compounds in sequential combination for flow cytometry 
��d �x�����d ��� ���y ��� dy����u������ �� ��� G2/M p���� 
������ bu� ���� ��� ��������d p��p������ �� �p�p����� �����. T�� 
��������d���-��������d ���� d���� p���w�y p��y� �� ��p������ 
���� �� ���������� �p�p����� �� ���p���� �� ����u�� (33) ��d 
our data confirmed this. Autophagy is a lysosomal degrada-
���� p���w�y ���� �� ��������� ��� �u�v�v��, d�v���p���� ��d 
����������� (34). I� w�� p��v��u��y ��p����d ���� �u��p����� 
���� d���� ��� b���������� ��d ���p��������� ����u��� 
d������u������ �� ���� �p�p����� ��d ���� ���� ������ ����� 
��u�d u�d���� �u��p���y �����w��� ������ �����py (35). W� 
�xp����d b��� RO3306- ��d AZD2281-��du��d �u��p���y, 
w���� w��� ���������� w��� ��� p���� ��ud���, �����u�� ��� 
�x��� ��������� ��qu���� �u����� ��v����������. Fu���������, 
AZD2281 ���b���d w��� RO3306 ��u��d d������� DNA 
d����� ��������d by R�d51 ��d γ-H2AX. T�� �xp�������� 
�b�v� ��k�� �������� �u������d ���� ��� �y����x�� ������� �� 
��� ���b���d ����b����� w��� �����v�d ����u�� ��� ���u�u-
������ �� DNA DS��, �����by b���k��� ����� �� G2/M ��d 
���d��� �� ���� d����.

I� �u����y, w� ��v� u��d �������d k����� ����b����� �� 
������v��� �RCA1, ��p��� ��� ��������u� �����b������� 
DNA repair, and selectively improve the BRCA-proficient 
b����� ������ ���� ���� MDA-M�-231 �� PARP ����b�����. 
A���y��� �� CDK1-��d����d p���p���y������ �� �RCA1 
�u������ ���� � ��du����� �� ��� CDK1 ����v��y by ����� ����-
�u�� ����b����� ��p��v�d ��� ���p���� �� PARP ����b����� 
in vitro, ��d ���v�� �� � �u�d� �� ��������� ���� �� �ub�������� 
�����u��� ����v��y in vivo. T�� d��� �dd �ub���������y �� �u� 
u�d������d��� �� ��� ����� ���� CDK1 ��d PARP p��y, ��d 
�upp��� ��� �������� d�v���p���� �� ��� ���b���d ����b�����. 
T��� �pp����� �v��d� ��� u�� �� DNA-d������� �����-
�����p�u��� d�u�� w��� ����u��� ��x����y, �����by p��v�d��� ��� 
p�������� �� �x���d w���-��������d PARP ����b����� �� �������� 
BRCA-proficient breast cancers in the near future.
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