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OZET:

Adrenokortikal karsinoma (AKK ) nadir goriilen bir kanser tiiriidiir. Hizla ilerlemesi ve
metastatik olmasindan dolay: agresif bir kanserdir. Tedavisi i¢in kemoterapi ilaglar1 yaninda
yan tedavi olarak Mitotane uygulanmaktadir. CYP3A4 ve PXR, coklu ila¢ direnci
mekanizmasinda gorev alan enzim ve reseptordiir. Calismamizda SW13 ve H295 AKK hiicre
hatlar1 iizerinde Mitotane, Etiposide, Cisplatine ve Doxorubicine ilaglarinin yani sira
Kortikosteroid, Hidrokortizol, Aldosteron ve Dexamethasone gibi steroidlerin etkileri
incelendi. Ayn1 zamanda CYP3A4 ve PXR iizerindeki etkilerine bakildi. Mitotane ve diger
kemoterapi ilaglart SW13 ve H295 hiicrelerini inhibe ederken, steroidlerin SW13 ve H295
hiicreleri tizerinde etkisi goriilmedi. Yapilan IHC ¢alismasi ile 18 AKK ve adrenal hiperplaziye
sahip hastalarin yaklasik 250 doku kesiti iizerinde CYP3A4 ve PXR ekspresyonlart tespit edildi.
PXR aktif olan dokularin hi¢cbirinde CYP3A4’{in eksprese olmadig1 gosterildi.



ABSTRACT

Adrenocortical carcinoma (ACC) is a rare type of cancer. It is an aggressive cancer because of
its rapid progression and its metastatic nature. Addition to chemotherapy drug, Mitotane is
administered as a side treatment. CYP3A4 and PXR are enzymes and receptors involved in the
mechanism of multidrug resistance. In our study, the effects of steroids such as Corticosteroid,
Hydrocortisol, Aldosterone and Dexamethasone as well as Mitotane, Etiposide, Cisplatin and
doxorubicine drugs on AKK cell lines (SW13 and H295) were investigated. We also looked at
the effects on CYP3A4 and PXR. Mitotane and other chemotherapeutic drugs inhibited SW13
and H295 cells, whereas SW13 and H295 cells of steroids were not affected. With the IHC
study performed, CYP3A4 and PXR expressions were detected on approximately 250 tissue
sections of 18 patients with ACC and adrenal hyperplasia. We Show that there is not any

expression of CYP3A4 in tissues which are expression of PXR.



1. GIRIS ve AMAC

Popiilasyona gore dagilimina bakildigi zaman nadir goriilen bir kanser tiirii olan adrenokortikal
karsinoma (AKK), ilerlemesi ve sag kalim siiresinin az olmasindan dolay1 agresif bir kanser
tiridiir. Bobrek {istii bezlerinin iizerine yerlesmis olan adrenal bezin korteks kisminin
tiimorlesmesinden kaynaklanir. Metastatik bir kanserdir. Genellikle cerrahi ile adrenal bezin
alinmasi tavsiye edilir. Niiks etme olasilig1 ¢ok yiiksek oldugundan dolay1r kemoterapi veya yan
tedavi olan Mitotane ile niiks etme durumu azaltilmaya calisilir. Mitotane diger adi ile
O,p’DDT’nin adrenal dokuya nasil etki ettigi tam olarak bilinmemektedir. Cesitli varsayimlar
vardir ama net bir bilgi olmadigi i¢in hala belirsizligini korumaktadir. Ilag mekanizmasr ile ilgili
yolaklar Mitotane’nin nasil etki ettigini gostermesi agisinda ¢alismamizda ¢oklu ilag direnci
olarak adlandirilan MDR ailesinin iiyeleri PXR (pregnane X reseptor) ve CYP3A4 iizerinde
caligildi.

CYP3A4 karacigerde ekspresyonunun cok yiiksek oldugu bilinen ila¢ diren¢ mekanizmasinin
belki de ilk akla gelecek CYP450 ailesinin bir iiyesidir. CYP3A4’lin ekprese olmasi icin
PXR’1in aktive olmasi gerekmektedir. PXR niikleer bir reseptordiir ve aynt CYP3A4 gibi
karacigerde ekspresyonu ¢ok yiiksektir. Ilaclara karsi diren¢ olusturmada PXR gorev alir.
Maglarin etkisini artirmak icin PXR’in inhibe olmasi yeterlidir. PXR inhibe olursa CYP3A4 de

inhibe olacagi icin aslinda toksik olan bircok ilag etkisini daha kuvvetli gosterecektir.

Calismamizdaki amacimiz AKK hiicrelerinde Mitotane’nin CYP3A4 yolagini kullanarak nasil
bir etkiye sahip oldugunu belirmek, aym1 zamanda AKK hiicrelerinde PXR’1n etkisinin olup
olmadigin1 gormektir. Bu yonde ilerlerken Mitotane ¢esitli kemoterapi ilaglar1 ile AKK
hiicrelerindeki etkisi ve steroidlerin Mitotane ve CYP3A4/PXR yolaklarindaki rolii de

incelenmistir.



2. GENEL BILGI

Adrenal kanserler ¢cok agresif ilerleyen ve nadir olarak goriilen tiimorlerdir (1,2). Adrenal
tiimoriin kolay lokalizasyonu yiiziinden cerrahi olarak alinip ¢ikarilmasi kolay ve tek tedavi
yoludur (3). Tiimoriin tamamen ¢ikarilmasi metastasik durumlarda kesin bir ¢oziim degildir.
Mitotane terapisi ile takip edilir (1). Mitotane (O,p’DDT) AKK’li hastalarin tedavisinde
kullanilan  tek ilacur (4). O,p’DDD  [1-(2-chlorophenyl)-1-(4-chlorophenyl)-2,2-
dichloroethane], adrenal bezlerde konsantre olan yiiksek lipofilik bir bilesendir. Adrenal
kortekse zarar verir ve mitokondrial dejenerasyonu tetikler (5). Mitotane adrenal korteks icin

sitotoksik etkiye sahiptir. Mitotane ayrica hepatik kortizol metabolizmasin da artirir (4).

Sitokrom P450 3A4 (CYP3A4, cytochrome P450 3A4), insan karaciger ve bagirsaklarindan
asir1 ekspresse olur (4,6,7). Sitokrom “hem” grubu iceren elektron tasiyici proteinlerdir. Hem
iceren proteinler cesitli lipofilik endojen molekiiller ve ekzojen substratlarin biyo transferine
yardimei olurlar (7). CYP izoformlari, 3A ailesine aittir ve bu aile oksidatif 6zellikleri sebebiyle
ilag metabolizasyonunda yer alan énemli enzim grubudur. insanda CYP3A izoformunun 3A3,
3A4, 3A5 ve 3A7 alt birimleri eksprese olur (6,7). Insanda bagirsaklarda en ¢ok eksprese olan
CYP izoformu 3A7 dir (7). Hepatik ve bagirsaklardaki CYP3A4 ekspresyonunun ilag
metabolizasyonundaki ©nemli roliiniin yam: sira, tiimoral CYP3A4 ekspresyonu ilag
tedavilerinin tiimér iizerindeki etkinligi acisindan da onemlidir. Ornegin, meme kanserinde,
CYP3A4 negatif tiimorlii olan hastalarda, pozitif olan hastalara gore ilaca cevap oraninin
onemli Olclide yiiksek oldugu goriilmiistiir (8). Boylece, tiimoral CYP3A4 ekspresyonu,

CYP3A4’iin substrat1 olan anti-kanser ilaglari ile tedavide hassas isaretleyiciler olabilirler.

Niikleer pregnane X reseptorii (PXR, ayrica SXR olarakta isimlendirilir), xenobiotic ve
endobiotik metabolizmasinda genlerin anahtar diizenleyicisi ve ligand bagimli transkripsiyonel
faktorlerin niikleer reseptor ailesinin bir iiyesidir. PXR fonksiyonunu retinoic X reseptor (RXR)
ile birlikte gosterir. RXR ile birlikte bir heterodimer olusturarak hedef genin promotor
bolgelerine baglanir (sekil 2.1). PXR bir¢cok xenobotiklerle aktive olur. Dogal olarak meydana
gelen steroidler ki bunlarin icerisinde progesteron ve kolesterol PXR’in aktive olmasinda ¢ok
etkilidir. PXR aktivasyonu i¢in gerekli olan tek steroid konsantrasyonu (11-50uM), biyolojik
numunelerde tespit edilenlerden daha fazladir. PXR’in yiiksek afiniteli ligandlara sahip olup
olmadig1 da kesinlesmemistir. Bu sebeple, CYP3A4 yoneten PXR pesticide ve poliklorine gibi
steroidlere ve xenobiotiklere maruz kaldiginda nasil bir etkiye sahip olacagi net degildir. PXR

ayrica pregnane ve diger metabolik steroidler ile de aktive olmaktadir. PXR ilag



metabolizmasini diizenleyen bir xenobiotik reseptor gibi goriinmesine ragmen, endojen
bilesenlere cevap vermesinden dolay1 “steroid ve xenobiotik reseptdr” gibi diisiiniilmelidir.
Endojen steroidler (dihidrotestosterone, progesterone, testosterone, pregnenolone,
kortikosteron, Ostrojen) ve steroid gibi olan bilesenler deksametazon gibi fare, rat ve insan
karaciger, kolon ve ince bagirsaklarinda PXR icin agonistik aktiveye sahip olduklari
gosterilmistir. PXR, CYP3A4 ve Pgp (P-glikoprotein, hiicre membraninda bulunan hiicre
icindeki yabanci maddeleri hiicre disina pompalayan bir proteindir.)’nin  6nemli
diizenleyicisidir. Iki tane 6nemli PXR hedef geni vardir; CYP3A ve SULT2A1. Bunlarin
androjenlerin metabolik deaktivasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (9). CYP3A4’iin
Mitotane ile indiiklenmesi baslangi¢c olarak PXR tarafindan yonetilir (10). Etoposide,
doxorubicin ve cisplatin gibi sitostatik ilaclar AKK’li hastalarin tedavisinde halen

kullanilmaktadir.

Adrenal kanserli hastalarda, mitotane ile tedavi CYP3A4 ekspresyonunun artmasini
indiiklemekte ve ila¢ metabolizasyonunu artirmaktadir (4). Birlikte kullan1ldig1 zaman mitotane
diger ilaclarin da etkinligini de degistirebilir (11). Karaciger ve ince bagirsak CYP3A4 i¢in
primer kaynakken adrenal bez gibi diger dokularda da CYP3A4 eksprese olmaktadir (12,13).
Lokal (tiimoral) CYP3A4 ekspresyonu da ilag hassasiyetinde etkilidir. Bizim ilk sonuclarimiz,
CYP3A4’iin AKK dokularinda yiiksek seviyede eksprese oldugunu gostermektedir (sekil 2.2).
CYP3A4’iin bu yiiksek ekspresyonunun ana mekanizmasi bilinmemektedir. Bildigimiz

kadariyla, PXR’1n adrenal bezler de ekspresse olup olmadigi ortaya cikarilmamastir.

.P-gp:‘
-
- [~ (PXRARXR)
‘ [ [ Promoter| [ Target Genes |
v
lcyPaasl- @

Sekil 2.1. CYP3A4 ve MDR-1(Pgp) ekspresyonunda PXR’in rolii.
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Sekil 2.2. Normal ve tiimorlii adrenalkortikal dokularda CYP3A4 iin relative ekspresyonunun
ilk sonuglari. NA: normal adrenal, AH: adrenal hiperplazi, A: adrenal adenoma, AKK:

adrenal kortikal kanseri.

3. YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

H295 ve SW13 adrenokortikal karsinoma hiicreleri ile ¢alisildi. Bu hiicreler DMEM F12 kiiltiir
besiyeri ile cogaltilmistir. DMEM F12 besi yerine %10 FBS, %5 L- glutamin ve %35 penisilin
eklendi. Bu %10 FBS’li besiyerine eklenen hiicreler 37°C’de %5 CO’de inkiibe edildi. Tripsin
(0.05%)-EDTA 1ile hiicreler kaldirilarak kiiltiir besi yeri ile karistirildi. Hiicre canliligit %80-90

seviyelerinde olmasina 6nem verildi.
3.2. llac ve Steroid

Calismamizda dort adet ilag, dort adet steroid kullanildi. AKK tedavisinde kemoterapik ilaglara
ek veya destek amacl kullanilan Mitotane, absolute ethanolde cozdiiriilerek 102°M stok
cozeltisi hazirlandi ve 4°C’de saklandi. Kemoterapi ilact olarak kullanilan Etiposide,
dimethylsulfoxide (DMSO)’da ¢oziildii. 10°M stok ¢ozeltisi hazirlanarak -20°C’de saklandh.
Kanser tedavisinde kullanilan Cisplatin su ile ¢ozdiiriilerek 10°M stok ¢ozeltisi hazirland1 ve
oda sicakliginda saklandi. Bagka bir kemoterapi ilaci olan doxorubicine su ile ¢ozdiiriilerek 10
3M stok ¢ozeltisi hazirland1 ve 4°C’de saklandi. Kortikosteroid, Aldosteroid, Hidrosteroid ve
Dexamethasone absolute ethanolde ¢ozdiiriildii 10°M stok ¢ozeltisi hazirland1 ve -20°C’de

saklandi.



3.3. Hiicre Gelisim Deneyleri

SW13 ve H295 hiicreler, 3 ve 7 giin inkiibe edilmesi icin 24 kuyucuklu platelere ekildi. H295
hiicreleri 3 giin igin her bir kuyucuga 5.10hiicre, 25.10%iicre, 125.10%hiicre, 625.10hiicre,
31250hiicre, 15625hiicre ekildi. 7 giin her bir kuyucuga 1.10°hiicre, 5.10%hiicre, 25.10°hiicre,
12500hiice 6250hiicre, 3125hiicre ekildi.

SW13 hiicreler, 3 giin icin her bir kuyucuga 1.10%hiicre, 5.10%hiicre, 25.10hiicre, 12500hiice
6250hiicre, 3125hiicre ekildi. 7 giin icin her bir kuyucuga 1.10%hiicre, 5.10%hiicre, 25.10°hiicre,
12500hiice 6250hiicre, 3125hiicre ekildi.

En az ii¢ deney yapildi. 3 ve 7 giin sonrasinda hiicre lizis ¢6zeltisi eklenerek her bir kuyucukdaki
hiicreler sonifikator ile parcalandi. Parcalanan hiicrelere DNA 6l¢iim tampon ¢ozeltisi eklendi.
Her bir kuyucukdaki hiicre soliisyonlar1 96 kuyucuklu siyah platelere alind1 ve {iizerlerine
HOECHST 33342 soliisyonu eklendi. ProMega Multi plate okuyucuda 361/497nm
(Uyari/emisyon) dalga boylarinda okunarak elde edilen verilere gore DNA kuyucuklardaki
DNA miktar1 hesaplandi.

3.3. llac ve Steroidlerin Hiicreler Uzerine Etkileri

H295 ve SW13 hiicreleri, 3 ve 7 giin icin belirlenen sayilarda 24 kuyucuklu platelere ekildi.
Bir giin sonrasinda asagidaki tabloda gosterilen konsantrasyonlarda ilag ve steroidler her iki

hiicre hattindaki hiicrelere uygulandi.

Tablo 3.1. ilag ve steroidlerin konsantrasyonlari.

Ilaclar ve Konsantrasyonlar (M)
steroidler
Etoposide Kontrol 107 10 5x107 107 108
Cisplatin Kontrol 107 10 5x107 107 108
Doxorubicine Kontrol 10”° 10 5x107 107 10
Mitotane Kontrol 10 5x107 107 5x10°° 10
Aldosteroid Kontrol 10 107 108 107 1010
Kortikosteroid | Kontrol 10°° 107 10°® 10° 10710
Hidrokortizol Kontrol 10 107 108 107 1010
Dexamethasone | Kontrol 10 107 108 107 1010

10



Her bir hiicre hatt1 i¢in 3 ve 7 giinliik IC50 yani bu hiicreleri %50 inhibe eden konsantrasyon

hesaplanda.
34. RTqPCR

H295 ve SW13 hiicreleri icin her bir ila¢g ve steroidin IC50 degeri belirlendikten sonra bu
miktarlar hiicrelere uygulanarak 24 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicrelerden total RNA
izolasyonu yapild1 ve cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA ile CYP3A4 ve PXR genlerine,

ilaglar ve steroidlerin etkileri belirlendi ve belirlenmeye devam etmektedir.
3.5. Immunohistokimya

Immunohistokimya ¢alismasi icin Hollanda Erasmus Medikal Center Endokrinoloji boliimiinde
hazirlanan doku kesit preparatlari kullanildi. Microtissue array olarak da bilinen teknik ile
adrenalin cesitli kistmlarindan mikrokesitler alinarak tekbir parafin bloga mikrokesitler
seklinde gdmiildii. Bu parafin bloktan kesitler alindig1 zaman tek bir slayt tizerinde 100 kadar

doku kesiti ile tek sefer de calisilabiliyor.

Sekil 3.1. Kullanilan doku slaydinin boyanmadan 6nceki goriintiisii.

CYP3A4 ve PXR antibodyleri ile adrenal ve adrenal kanser doku kesitleri boyandi. Her bir

kesitin fotografi ¢ekilerek immunorekatif skorlar1 belirlendi.
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4. Sonuclar:
4.1. Hiicrelerin 3 ve 7 giinliik gelisim egrileri

Hiicreler belirli sayida ekildikten sonra, standarta gore gelisin grafikleri cizildi. Sekil 4.1-2 de
SW13 hiicresinin 3 giinliik ve 7 giinliik gelisim grafigi goriilmektedir.

SW13 (3giin) 1. deney SW13 (3giin) 2. deney

25000
5000 22500
20000
17500
15000
E12500
210000
7500

N

o

o

o
I

DNA (ng/ml)
DNA

o
I

500000 250000 125000 62500 31125 15625,0 5000
2500

500000 250000 125000 62500 31125 15625,0

-2500

SW13 (3 giin) 3. deney

15000

12500

10000 T

DNA (ng/mi
[6)] ~
o [6)]
o o
o o

2500 -

500000 250000 125000 62500 31125 15625,0

Sekil 4.1. SW13 hiicrelerinin 3 giinliik gelisim egrilerini gosteren grafikler.
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Sekil 4.2. SW13 hiicrelerinin 7 giinliik gelisim egrilerini gosteren grafikler.

Yapilan SW13 hiicre gelisim deneylerinden sonra elde edilen bu grafiklerden 3 ve 7 giin inkiibe

edilen hiicrelerin bu giinlerin sonunda kuyucuklar1 %50 oraninda dolduran hiicre sayisi

belirlendi. SW13, 3 giin icin her kuyucuga 1.10° hiicre, 7 giin igin her kuyucuga 5.10* hiicre

ekilmesi belirlendi.

Ayni sekilde H295 hiicreleri i¢in 3 ve 7 giinliik gelisim egrileri belirlendi.

13



H295 (3 giin) 1. deney H295 (3glin) 2. deney
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Sekil 4.3. H295 hiicrelerinin 3 giinliik gelisim egrilerini gosteren grafikler.
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H295 (7 guin) 1. deney H295 (7 giin) 2. deney

4000 25000 -
3500 22500 -
20000 -
3000 17500 -
= 2500 A = 15000 -
£ 000 £ 12500 |
< £ 10000 1
1500 - |

< 500 < 7500
0 1000 - a 5000 -
500 2500
| 0
0 - -2500 -

100000 50000 25000 12500 6250 3125 -5000

H295 (7 giin) 3. deney

25000 +
22500 A
20000 -
17500 -
15000 -
12500 -
10000 -

7500 -

5000 -

2500 -

DNA (ng/ml)

_2500 100000 50000 25000 12500 6250 3125

Sekil 4.4. H295 hiicrelerinin 7 giinliik gelisim egrilerini gosteren grafikler.

H295 hiicre gelisim deneylerinden sonra elde edilen bu grafiklerden 3 ve 7 giin inkiibe edilen
hiicrelerin bu giinlerin sonunda kuyucuklar1 %50 oraninda dolduran hiicre sayist belirlendi.
H295 hiicreleri 3 giin icin her bir kuyucuga 8.10* hiicre, 7 giin i¢in 35000 hiicre ekilmesi

belirlendi.
4.2. Tlac ve Steroidlerin H295 ve SW13 Hiicreleri Uzerine Etkileri

H295 ve SW13 hiicreleri 3 ve 7 giin i¢in ilaglar Mitotane, Etiposide, Cisplatin ve Doxorubicine
etkileri asagidaki grafiklerde gosterildi.
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H295 Mitotane 3 days e1 H295 Mitotane 7 days el
6000 15000-

DNA

concentration (M) concentration (M)

Sekil 4.5. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Mitotane konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
1.deney.
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Sekil 4.6. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Mitotane konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
2.deney.
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Sekil 4.7. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Mitotane konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
3.deney.

H295 Etoposide 3 days e1 H295 Etoposide 7 days e1
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4000+
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H
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&¥
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Sekil 4.8. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Etoposide konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
1.deney.
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H295 Etoposide 3 days e2 H295 Etoposide 7 days e2
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Sekil 4.9. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Etoposide konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
2.deney.
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Sekil 4.10. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Etoposide konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
3.deney.
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H295 Cisplatin 3 days e1 H295 Cisplatin 7 days e1
15000- 15000
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Sekil 4.11. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Cisplatin konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
1.deney.
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Sekil 4.12. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Cisplatin konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
2.deney.
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H295 Cisplatin 3 days e3 H295 Cisplatin 7 days e3
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Sekil 4.13. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Cisplatin konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
3.deney.
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Sekil 4.14. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinlilk Doxorubicine konsantrasyonlarina karsi gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.15. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Doxorubicine konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 2.deney.
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Sekil 4.16. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinlilk Doxorubicine konsantrasyonlarina karsi gelisim
egrisi 3.deney.

Ayni sekilde SW13 hiicreleri icin ilaclarin etkileri asagidaki grafiklerde gosterildi.
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Sekil 4.17. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Mitotane konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
1.deney.
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Sekil 4.18. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Mitotane konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
2.deney.
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Sekil 4.19. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Mitotane konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
3.deney.
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Sekil 4.20. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Etoposide konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
1.deney.
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Sekil 4.21. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Etoposide konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
2.deney.
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Sekil 4.22. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Etoposide konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
3.deney.
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Sekil 4.23. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Cisplatine konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
1.deney.
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Sekil 4.24. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Cisplatine konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
2.deney.
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Sekil 4.25. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Cisplatine konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
3.deney.
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Sekil 4.26. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Doxorubicine konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.27. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Doxorubicine konsantrasyonlarina kars: gelisim
egrisi 2.deney.
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Sekil 4.28. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Doxorubicine konsantrasyonlarina kars: gelisim
egrisi 3.deney.

Maglarin yani sira steroidlerinde farkli konsantrasyonlarda hiicreleri nasil etkiledigine baktik.

H295 hiicreleri icin steroidlerin hiicrelere etki grafigi asagida gosterildi.
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Sekil 4.29. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliikk Kortikosteroid konsantrasyonlarina karsi gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.30. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Kortikosteroid konsantrasyonlarina karsi gelisim
egrisi 2.deney.
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Sekil 4.31. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Aldosteron konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
1.deney.
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Sekil 4.32. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Aldosteron konsantrasyonlarina kars1 gelisim egrisi
2.deney.
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Sekil 4.33. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Dexomethasone konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.34. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Dexomethasone konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 2.deney.
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Sekil 4.35. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliikk Hidrokortizon konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 1.deney.

6000- o 3 oo, %/
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Sekil 4.36. H295 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Hidrokortizon konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 2.deney.

SW13 hiicrelerine steroidlerin etkileri asagidaki grafiklerde gosterildi.
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Sekil 4.37. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Aldosteron konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.38. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Aldosteron konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 2.deney.
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Sekil 4.39. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Kortikosteron konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.40. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Kortikosteron konsantrasyonlarina karsi gelisim
egrisi 2.deney.
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Sekil 4.41. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Dexamethasone konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.42. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliilk Dexamethasone konsantrasyonlarina karsi gelisim
egrisi 2.deney.
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Sekil 4.43. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Hidrokortizon konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 1.deney.
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Sekil 4.44. SW13 hiicrelerinin 3 ve 7 giinliik Hidrokortizon konsantrasyonlarina kars1 gelisim
egrisi 2.deney.

4.3. Tlac ve Steroidlerin SW13 ve H294 Hiicreleri icin IC50 Degerleri

llag ve Steroidlerin her bir hiicre hattindaki hiicreleri %50 inhibe eden konsantrasyonlari

hesaplandi ve grafikleri c¢izildi.

H295 hiicrelerinde ilag ve steroidlerinin IC50 grafikleri asagidaki gibidir.
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Sekil 4.45. H295 hiicrelerinde Mitotane 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.46. H295 hiicrelerinde Cisplatin 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.47. H295 hiicrelerinde Etoposide 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.48. H295 hiicrelerinde Doxorubicine 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.49. H295 hiicrelerinde Dexamethasone 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.50. H295 hiicrelerinde Kortikosteroid 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.51. H295 hiicrelerinde Hidrokortizon 3 ve 7 giinlitk IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.52. H295 hiicrelerinde Aldosteron 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.

SW13 hiicrelerinde ila¢ ve steroidlerinin IC50 grafikleri asagidaki gibidir.
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Sekil 4.53. SW13 hiicrelerinde Mitotane 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.54. SW13 hiicrelerinde Cisplatin 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.55. SW13 hiicrelerinde Etoposide 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.56. SW13 hiicrelerinde Doxorubicine 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.

Row stats of SW13 aldosteron 3 days Row stats of SW13 aldosteron 7 days

Ay

e
[=]
o
1
e
[=]
?

.—I—I——{»——I—i

3]
<

cell growth inhibition
(% control)
a
<

cell growth inhibition
(% control)

o

-12 I -1|0 o -8 I -I6 I 4 -12 -1|0 -8 -6 -4
Log [Aldosterone] (M) Log [Aldosterone] (M)

Sekil 4.57. SW13 hiicrelerinde Aldosteron 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.58. SW13 hiicrelerinde Hidrokortizon 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.59. SW13 hiicrelerinde Kortikosteron 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4.60. SW 13 hiicrelerinde Dexamethasone 3 ve 7 giinliik IC50 degerlerini gosteren grafik.

Bu grafiklere gore IC50 degerleri hesaplanarak Tablo4.1-2 de listelenmistir.
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Tablo4.1 ilaglarm hiicrelere gore IC50 degerleri

Drugs Days | SW13 IC50 (M) | H295 IC50(M)
Mitotane 3 2,234 10°° 1,06 10-°
Mitotane 7 4,301 10° 1,06 10
Cisplatine 3 6,269 10° 3,386 107
Cisplatine 7 2,941 10° 2,364 10°
Etoposide 3 4,318 107 9,407 107
Etoposide 7 2,564 107 7,307 107
Doxorubicine 3 4,321 107 4,629 107
Doxorubicine 7 4,459 108 2,604 107

Tablo 4.2. Steroidlerin hiicrelere gore IC50 degerleri.

Steroids | Days | SW13 IC50 (M) | H295 IC50(M)

Aldosteroids 3 1,547 107 6,747 107

Aldosteroids 7 9,457 10°° 3,373 107
Hydrocortisone 3 4,738 10° 7,601 108
Hydrocortisone 7 1,9 107 5,410 10°
Corticosterone 3 2108 2,347 107
Corticosterone 7 2,815 107 1,850 108
Dexamethasone 3 2,345 107 6,358 10°"°
Dexamethasone 7 1,432 107 8,463 10°

4.4. RT-qPCR

AKK hiicrelerinde CYP3A4 ve PXR iizerinde ila¢ ve steroidlerin nasil bir etkisi oldugu hala

arastirilmaktadir.

Bununla

ilgili

deney

sonuclari

netlik kazanmadig:

icin burada

sunulmayacaktir. Baslangi¢c calismalar i¢in cesitli AKKhiicre hatlarinda (SW13, HACI5,
H295) ve karaciger kanseri hiicre hattinda (HepG2) CYP3A4 ekspresyonlarina bakildi.
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Sekil 4.61. AKK ve karaciger kanseri hiicre hatlarinda CYP3A4 ekspresyonu

Buna gore SW13 hiicrelerinde CYP3A4 geni eksprese olmamistir. HepG2 hiicreleri karaciger
hiicreleri oldugu i¢in CYP3A4 ekspresyonu beklenildigi gibidir.

H295 hiicrelerinde CYP3A4 ekspresyonlart goriildiikten sonra hem CYP3A4 hem de PXR
ekspresyonlarina bakildi. PXR 6nemli 6l¢iide H295 hiicrelerinde eksprese oldu.
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Sekil 4.62 H295 hiicre hatlarinda CYP3A4 ve PXR ekspresyon diizeyleri.
4.5. imminohistokimya

CYP3A4 ve PXR antibodileri ile yapilan IHC boyamalarinin sonuglari tablo halinde verildi.
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Tablo 4.3. CYP3A4 antibadileri ile adrenal dokulardaki hastalara gére IHC boyamalari

YVEJAD SOH

YVEJAD 90H

YVEJAD LOH
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YVvEdAD VOH
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Tablo 4.4. PXR antibadileri ile adrenal dokulardaki hastalara gore IHC boyamalari
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4Xd OTH

4Xd TTH
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CYP3A4
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S. TARTISMA

Adrenokortikal karsinom, her yil 1 milyonda 0,7-2,0 oraninda goriilen nadir bir kanserdir.
Ayrica metastatik durumlarda %15'inden daha az AKK’li hastalarda 5 yillik sag kalim
siresi goz Oniine alinirsa kotli prognoza sahiptir ve sitotoksik tedaviye karsi yanitsizdir
(14). AKK’de Mitotane’in uzun sag kalim siiresine olan etkisi, hastalarin cogunda, standart
sistemik tedavinin ilk 6 ay1 i¢inde ve hemen hemen tiimii birinci yilda Mitotane’a cevap
vermektedirler (15). Mitotane, adrenokortikal karsinoma tedavisinde kullanilan referans
ilagtir. Mitotane’in farmakolojik aktivitesi, o, p'-DDE (diklorodifenileten) ve o, p'-DDA
(diklorodifenilasetat) gibi iki aktif metabolitlerdeki ila¢ transformasyonuna bagiml
goriinmektedir (16). Bazi tedavi protokollerinde kemoterapi ilaglar1 yaninda Mitotane
verilmektedir. AKK’de etkili oldugu diisiiniilerek uygulanan kemoterapi ilaglar1 Etoposide,
Cisplatin ve Doxorubucine dir (14). Calismamizda AKK hiicreleri olan SW13 ve H295
hiicrelerine ¢esitli konsantrasyonlarda etoposide, cisplatine, doxorubicine uyguladigimizda
yiiksek konsantrasyonlarda hiicre gelisimini durdurdugunu gordiik. Yapilan bir calismada,
doxorubicine ile Mitotane AKK hiicrelerinde etkili oldugu belirtilmistir (17). Bizim
calismamizda Mitotane’nin etkisinin etoposide’in etkisi ile de kiyaslandiginda AKK
hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi gosterildi. Mitotane kemoterapi ilaglar ile birlikte
kullanilmadan da AKK hiicreleri {iizerinde etkili oldugu goriildi. Calismamizda
steroidlerinde AKK hiicreleri {izerindeki etkilerine bakildi. Mitotane CYP3A4
ekspresyonunu indiikledigi, boylece steroidler de dahil olmak {iizere c¢esitli ilaglarin
metabolik klirensini hizlandirdigi bir yayinda belirtilmistir (18). Steroidlerin AKK
hiicrelerinde hi¢bir etkisi goriilmedigi calismamizda gosterildi ve RTqPCR caligsmalari ile
de CYP3A4 iizerindeki etkisi gosterilecektir. Yapilan immunohistokimya caligmalarinda
CYP3A4 cogunlukla eksprese olmadigi ve dolayisiyla mitotane veya kemoterapi ilaglarinin

CYP3A4 iizerinde inhibe edici etkisi gosterdigi IHC boyamalarinda goriilmiistiir.

Bir yayinda CYP450 ailesinin transkripsiyonel uyaricilari ile farmakolojik ajanlar
arasindaki etkilesimler, ila¢ etkinligini azaltabilir ve yan etkilere neden olabilir. Bu tiir
etkilesimler, pregnane X reseptorii (PXR) antagonisti kullanilarak ©Onlenebilecegi
belirtilmistir (19). Niikleer reseptor siiper ailesinin bir iiyesi olan PXR (NR112), metabolik
sendrom, ksenobiyotik metabolizmasi, inflamatuvar yanitlar, glikoz, kolesterol ve lipit
metabolizmast ve endokrin homeostaz gibi besleyici metabolizma ve metabolik

detoksifikasyonun onemli bir diizenleyicisidir (20).
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PXR ve CYP3A4 birlikte hareket etmektedir. PXR’in aktiflesmesi CYP3A4’iin eksprese olmasi
demektir (21). Yaptigimiz IHC boyamalarinda PXR ekspresyonu ¢ok iyi goriiliirtken, CYP3A4
boyama skorlar1 ¢ok diisiiktiir. Bizim sonuclarimiza gére PXR’in aktive olmast CYP3A4’i
inhibe etmistir. Aslinda PXR i¢in bir¢ok kimyasal uygundur. Cesitli kemoterapi ilaglarinin yani
sira dexamethasone gibi steroidleri de tamimaktadir (22). PXR karaciger metabolizmasinin en
1yi diizenleyicisi olarak bilinir (23). Calismamizda IHC boyamalarinda kontrol doku olarak
karaciger dokusunu kullandik ve PXR karacigerde CYP3A4’e gore daha diisiik skora sahiptir.
Aralarindaki ters iligki kontrol olarak kullanilan karaciger dokusunda da goriilmiistiir. Ama
kaynaklarin cogu CYP3A4 enzimlerinin ve genlerinin PXR ile diizenlendigini belirtir (22).
Yapilan bir caligmada PXR’1 inhibe ederek ilaclarin ovaryum kanserine nasil etki ettigine
bakild1 ve kemoterapi ilaglarinin etkisinin belirli bir seviyede arttig1 belirtildi (24). PXR adrenal
steroid homeostazinda 6nemli bir endobiyotik rol oynar. PXR aktivasyonu, kortikosteron ve
aldosteronun plazma konsatrasyonunu rodentlerde artirdi. Artmis kortikosteron ve aldosteron
seviyeleri, sitokrom P450 (CYP) 1lal, CYPl1bl, CYPI11b2 ve 3beta-hidroksisteroid
dehidrojenaz da dahil olmak iizere adrenal steroidojenik enzimlerin aktivasyonu ile
iliskilendirildi. PXR aktive olan transgenik farelerde adrenal korteks hipertrofisi,
glukokortikoid sirkadyen ritim kayb1 ve psikojenik strese karsi glukokortikoid yanit eksikligi
goriilmiistiir. PXR’1 aktive olmus transgenik farelerin ACTH’s1 normal seviyelerdedir.
Kortikosteronun baskilanmasi Deksametazonun etkisini degistirmedi. PXR'nin, steroid
homeostaz1 ve ilag-hormon etkilesiminde genis etkileri olabilecek potansiyel bir endokrin

bozucu faktor oldugu bir ¢alismada agiklandi (25).

Sonug olarak ¢alismamizda AKK hiicreleri iizerinde kemoterapi ilaglari ve mitotane inhibe
edici etkisi oldugu gosterildi. Bu etki mekanizmasinda CYP3A4 ve PXR’in etkili olabilecegi
IHC c¢alismasi ile kanitlansa da RT-qPCR caligmalar1 devam etmektedir.
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