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Abstract

Background: Adrenocortical carcinoma is a rare disease with poor prognosis. The most effective
agent is mitotane, which selectively limits growth and bioactivity of adrenal tissue, but the basis
for this action has yet to be established. It has direct effects on mitochondria, which have unigque
features in steroidogenic tissue and are known to be important in development of malignancy and
in apoptosis. It might cause change in expression of genes related to mitochondrial energy
metabolism, which is known to be disturbed during cytotoxic and apoptotic processes. There are
many known changes in gene expression in adrenal tumours, based on use of fresh or snap-frozen
material. If FFPE could be used, this would greatly expand the potential for study of these rare,
very heterogeneous cancers, enabling exploitation of archival material and correlation with the
histology of different regions of the tumour.

Aims: To compare expression levels of a panel of 84 genes involved in mitochondrial energy
metabolism between human adrenocortical (H295R), breast (MCF-7), adolescent colorectal
(HKe-3) and lung (H195R) cell lines under basal conditions and after exposure to the adrenolytic
agent mitotane and to consider whether the greater sensitivity to this agent of adrenal cells
involves different expression to that in other cancer cells. In addition, to develop extraction of
MRNA from FFPE with the aim of achieving sufficient quality for gene expression studies.

Materials and methods:Gene expression was assessed in the four cultured cell lines after
proliferation experiments using the Mitochondrial Energy Metabolism Plus PCR Array from
Qiagen which includes genes of the respiratory complexes | - V and associated mitochondrial
proteins. Extraction of mMRNA from FFPE adrenocortical carcinoma samples was optimized, with
testing of quality at each step and final testing on an mTOR array in comparison with normal
adrenal tissue.

Results: At baseline, there was a range of activities of mitochondrial energy metabolism
genes in the ascending order: MCF-7, H295R, H1975, Hke-3. Mitotane led to more than two fold
overexpression in a number of subunits of complexes I -V in both H295R and Hke-3, which were
the most sensitive cell lines. This ‘mitotane-sensitive’ group showed statistically significant
overexpression of six genes of complexes | and IlI, which are potentially ROS-generating and
four genes of complex V, which generate high energy phosphates, together with four genes of the
COX complex. In the two less sensitive cell lines, only one gene, in complex 11, was upregulated.
FFPE-derived RNA was successfully prepared for gene expression analysis.The most important
findings were several-fold over-expression of VEGFs (VEGF C 16 fold change) and strong
downregulation of PIK3CD (37 fold change) which encodes a protein important for immunology
interaction in tissue, as well as upregulation of some important downstream effectors of the TRK
receptor.

Conclusions: For adrenal H295R cells, there were no clear differences in comparison with
the other cell lines, with genes of all complexes represented and no single group dominating.
However, upregulation in respiratory complex subunits after mitotane suggests this is a key event
in the processes of cell stasis and death, perhaps via increased generation of ROS and high energy
phosphates, leading to loss of mitochondrial continuity and cytochrome c leakage, Ca?* influx,
and increased expression of proapoptotic COX subunits and GADDA45B. The preliminary findings
on gene expression using material from FFPE blocks do indicate that this methodology can make
an important contribution to future studies.

Keywords: mitotane, mitochondrial energy metabolism, cell culture,gene expression, apoptosis,
adrenocortical carcinoma



Streszczenie

Whprowadzenie Rak kory nadnerczy jest rzadka chorobg o ztym rokowaniu. Najbardziej
skutecznym stosowanym lekiem jest mitotan, ktory ogranicza aktywno$¢ biologiczng i wzrost
komorek raka kory nadnerczy, jednak spojny mechanizm jego dziatania nie zostal jak dotad
ustalony. Bezposrednie obserwacje wykazaly istotng role mitochondriéw, ktore posiadaja
specyficzng budowe w tkankach steroidowych, ze wzgledu na ich role w rozwoju nowotworu i
programowanej $mierci komorek (apoptozie). Mitotan moze powodowa¢ zmiany w ekspresji
genoéw zwiagzanych z mitochondrialnym metabolizmem energetycznym, ktéry wiadomo, ze jest
zaktocony w trakcie zmian cytotoksycznych i apoptozie.Wiele zmian w ekspresji genéw zostato
wykazanych przy uzyciu mrozonej probki guza, jednakze jesli mozna by zastosowa¢ materiat
parafinowany, znaczaco zwieksza to potencjat badania tych rzadkich, bardzo heterogenicznych
rakow, umozliwiajac wykorzystanie materiatu archiwalnego i korelacj¢ z histologia réznych
regionow guza.

Cele: Celem projektu byto zbadanie poziomu ekspresji gendéw uczestniczacych w
mitochondrialnym metabolizmie energetycznym pomiedzy liniami komoérkowymi raka kory
nadnercza (H295R), piersi (MCF-7), jelita grubego (HKe-3) i ptuca (HI95R) w warunkach
podstawowych i1 po ekspozycji na adrenolityczny mitotan. Rozwazenie, czy wystepuje wigksza
wrazliwo$¢ na ten czynnik w komorkach nadnerczy wiaze si¢ z inng ekspresja tych genow.
Dodatkowo sprawdzenie wystarczajacej przydatnosci dla badania ekspresji gendéw mRNA
izolowanego ze starych blokow parafinowych.

Materialy i metody: Ekspresje gendw zostata zbadana w czterech liniach komérkowych w
hodowli, po eksperymentach dotyczacych proliferacji z wykorzystaniem macierzy qPCR Qiagen
z genami biorgcymi udzial w metabolizmie mitochondrialnym, ktora zawiera geny kompleksow
oddechowych -V i powigzanych biatek mitochondrialnych. Izolacjc mRNA z guzow
parafinowych zoptymalizowano, testujac jako$¢ etapowo, ostatecznie przeprowadzony zostat
eksperymenty na macierzy mTOR w poréwnaniu z normalng tkanka nadnerczowa.

Wyniki: Wyjsciowa ekspresja gené6w metabolizmu mitochondrialnego wskazujaca na jego
aktywnos$¢ jest rosnaca kolejno dla: MCF-7, H295R, H1975, HKe-3. Poréwnanie wplywu
mitotanu na badane linie komorkowe, wykazata wiele zmian w ekspresji gendw, w zroznicowany
sposob. Mitotan spowodowat nadekspresje w podjednostkach kompleksow 1 -V zaréwno w
H295R jak i Hke-3, ktore byly najbardziej wrazliwymi liniami komoérkowymi. Ta grupa
"wrazliwa na mitotan" wykazata statystycznie istotng nadekspresje szesciu genéw kompleksow I
i 11T, ktore moga generowac ROS i cztery geny kompleksu V, wytwarzajace wysokoenergetyczne
nukleotydy adeninowe i cztery geny kompleksu 1V- COX. W dwoch mniej wrazliwych liniach
komoérkowych wystapita nadekspresja tylko jednego genu w kompleksie II. RNA z FFPE z
powodzeniem zostal wykorzystany do analizy ekspresji genéw. Najwazniejsze wyniki to silna
nagekspresja VEGFow i biatka kodowanego przez PIK3CD, waznego dla prawidowych interakcji
immunologiczych w tkance, a takze nadekspresja niektorych waznych efektorow receptora TRK.

Whnioski Dla linii H295R nie bylo zadnych wyraznych tendencji, czy genéw jednej
dominujaej grupy danego kompleksu oddechowego, w poréwnaniu do innych linii komorkowych,
dla wyjsciowej ekspresji metabolizmu mitochadrialnego. Jednakze nadekspresja genow
kompleksow oddechowych sugeruje procesy, ktére moga by¢ kluczowe w procesie $mierci
komorki jak zwigkszona produkcja wolnych rodnikow, czy wysokoenergetycznych fosfataz
i przeptyw jonéw Ca2+, prowadzace do utraty ciaglosci btony mitochondrialnej, oraz promujacy
apoptozg wzmozony wzrost ekspresji podjednostek oksydazy cytochromowej i czynnika
GADD45B. Wstepne opracowanie dotyczace ekspresji genow za pomocg materialu z blokow
parafinowych wskazuja, ze ta metodologia moze w istotny sposob przyczyni¢ si¢ do przysztych
badan.
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