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Samandrag

Pregnan X Reseptor (PXR) er ein kjernereseptor som ved aktivering kan indusere
transkripsjon av CYP3A4 enzym. Desse enzyma er involvert 1 metabolisme av mange
sambindingar som til demes legemiddel. PXR vert aktivert ved & binde ligand. Det er
identifisert svaert mange ligandar for PXR. Aktivering av PXR kan altsa seiast 4 vere ein
sentral prosess i metabolisme utfort av CYP3A4 enzymet. Det er derfor viktig med auka
kunnskap om kva ligandar og ligandkonsentrasjonar som kan aktivere PXR. Ogsa human
ostrogenreseptor o (hERa) er ein kjernereseptor som er involvert i mange fysiologiske
prosessar i ein organisme. Det er vist at mange ligandar kan binde dei menneskeleg
reseptorane hERa og hPXR. Malet med denne studien var dermed & undersegkje kva effektar
ulike ligandar har pa hPXR og hERa og om det eksisterar ein krysskommunikasjon mellom

hERa og hPXR.

Etablering av luciferase assaysystemet var nadvendig for & studere hERa og hPXR.
Reporterkonstrukt vart danna ved a subklone responselement for hPXR og hERa inn 1
hovesvis eldfloge-luciferase vektor og renilla-luciferase vektor. Ekspresjonsplasmid og
reporterplasmid vart transfektert inn i COS-1 celler og luciferase aktivitet vart malt pa eit
luminometer. Resultat viste at ved separat transfeksjon av hPXR og hERa vert hPXR aktivert
av rifampicin, etynylestradiol og 4-nonylfenol og at hERa kan aktiverast av etynylestradiol.
Resultat fra kotransfeksjonsforsek av hPXR og hERa viste at hERa aktivitet vart paverka av
hPXR ved eksponering for etynylestradiol og 4-nonylfenol. Desse preliminere resultata kan
dermed tyde p4 at det eksisterar ein krysskommunikasjon mellom hPXR og hERa. Arsaka til
denne effekten er usikker, men teoriar om at det eksisterar ein konkurranse om kofaktorar
eller andre interaksjonar mellom hPXR og hERa dannar grunnlag for vidare studiar av hPXR

og hERa i eit kotransfektert system.






Forkortingar

Forkorting Forklaring

AF-1 Transaktiveringsfunksjon 1

AF-2 Transaktiveringsfunksjon 2

AhR Arylhydrokarbon reseptor

APS Ammonium Persulfat

Bp Basepar

BSA Bovint serum albumin

CAR Constitutive androstane reseptor (Constitutively active receptor)
CIAP Calf intestine alkaline phosphatase
CYP2B Cytochrom P4502B

CYP2E1 Cytochrom P4502E1

CYP3A1 Cytochrom P4503A1

CYP3A3 Cytochrome P4503A3

CYP3A4 Cytochrom P4503A4

DBD DNA bindingsdomenet

DDD Daglege degndoser

DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium
DMSO Dimetyl sulfoksid

dNTP Deoxyribonukleotid trifosfat

DR1 Direct repeat 1

DR3 Direct repeat 3

ECL Enhanced chemiluminescent

EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid
EE, 17-a-etynylestradiol

ERE Ostrogen Responselement

ER-6 Everted repeat-6

FBS Fotalt bovint serum

GST Glutatione S-transferase

hERa human @strogenreseptor o

HRE Hormon Responselement

hPXR human Pregnane X reseptor

kDa KiloDalton

keV Kiloelectronvolt

KLS (NLS) Kjernelokaliseringssignal (Nuclear localisation signal)
LB-medium Luria-Bertani medium

LBD Ligandbindingsdomenet

LBP Ligand binding pocket (ligandbindingslomme)
MDR multidrug resistance

NAPQI N-acetyl-p-benzoquinone imine

NR Nuclear Receptor (kjernereseptor)
PBDE Polybromertdietyleter

PCN Pregenolone 16a carbonitrile

Rif Rifampicin

RPM Rotasjonar pr minutt

RXR Retinoid X reseptor

SAP Shrimp alkaline phosphatase
SDS-Page Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electroforese
SXR Steroid X reseptor

TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksin
W/V Vekt/volum

XREM Xenobiotic-Responsive Enhancer Module
4-NP 4-nonylfenol






1. Innleiing

1.1 Bakgrunn

Det er kjent fra in vitro studiar at meir enn 40 - 50 % av marknadsferte legemiddel vert
metabolisert via cytokrom P450 (CYP) 3A4 enzymsystemet (Li et al. 1995). Mekanismen for
regulering av CYP3A4 var lenge ukjent, men i 1998 vart kjernereseptoren pregnane X
reseptor, PXR (ogsa kalla steroid og xenobiotisk reseptor, SXR) identifisert som ein sentral
faktor i ulike signalvegar der steroidhormon er involvert (Bertilsson et al. 1998; Kliewer et al.
1998; Blumberg et al. 1998b). Seinare har fleire studiar vist at ulike ligandar, bade legemiddel
og miljegifter, kan binde kjernereseptoren PXR. Til demes er det vist at virkestoffet i
Johannesurt, hyperforin, og antibiotikumet rifampicin induserar transkripsjon av CYP3A4 via
den humane PXR (Lehmann et al. 1998; Moore et al. 2000). Johannesurt er eit
naturlegemiddel som gjev antidepressiv effekt (Zhou et al. 2004) og kan kjepast reseptfritt 1
Noreg.

Ogsa ostrogenreseptor alfa, ERa, er klassifisert som ein kjernereseptor som vert aktivert ved
ligandbinding. Den er involvert i svaert mange ulike fysiologiske prosessar 1 ein organisme og
ved regulering, modifisering og degradering av reseptoren kan desse prosessane verte paverka
(Reid et al. 2002). Mange ligandar kan binde hERa og det er nyleg vist at nokon ligandar for
hERa ogsa kan aktivere human PXR (Mnif et al. 2007).

Desse funna reiser spersmal om ligandbinding til PXR og/eller til ER kan fore til ulike
krysseffektar, og om desse krysseffektane kan vere av slik karakter at det paverkar
fysiologiske funksjonar i ein organisme. Det er av den grunn viktig med auka kunnskap om
korleis human pregnan X reseptor (hPXR) og human estrogenreseptor o (hERa) blir aktivert
og paverkar kvarandre og andre kjernereseptorar. I denne masteroppgéva i farmasi enskjer eg
difor & underseke korleis ulike ligandar og ligandkonsentrasjonar padverkar hPXR-avhengig

transkripsjon og korleis hPXR paverkar hERa i eit slikt system.
Masteroppgéva inngér i prosjektet "Nuclear receptor targets for endocrine disrupting effects —

mechanisms of action for emerging pollutants?" og her vil resultata fra human PXR verte

samanlikna med evna desse stoffa har til & aktivere PXR hja andre artar, mellom anna fisk,
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amfibia og sjepattedyr. Prosjektet er stotta av Noregs forskingsrad (NFR) sitt program
Miljeforsking mot 2015.

I innleiinga vert det fokusert pa kva ein endokrin forstyrrande sambinding er og kva som skjer
med slike sambindingar i ein organisme. Vidare vil eg gjere greie for kva kjernereseptorar og

cytokrom P450 systemet er og tilslutt luciferase assaysystemet og malet med studien.

1.2 Endokrinforstyrrande sambindingar

Endokrinforstyrrande sambindingar er framande substansar som ein organisme vert eksponert
for og som forstyrrar det endokrine systemet til organismen. WHO definerer
endokrinforstyrrande sambindingar slik; ”Ein endokrinforstyrrande sambinding er ein
substans eller blanding av substansar som endrar funksjonen av det endokrine systemet og
som ein konsekvens av det forer til alvorlige helseeffektar hos ein organisme, avkommet eller
populasjonar” (WHO 2002). Bade naturlege og menneskeskapte sambindingar kan vere
endokrinforstyrrande sambindingar. Syntetiske sambindingar kan vere til demes plast,
detergentar, bromerte flammehemmarar, legemiddel og kosmetikk. Desse sambindingane
kjem ut 1 vart miljo via industri og kloakktemming, vann og avlep samt ved aktiv bruk av
desse produkta. Naturlege sambindingar kan til demes vere hormon frd menneske og dyr som

kjem ut i miljoet via avrenning fra kloakksystem.

Endokrinforstyrrande sambindingar kan virke via tre mekanismar (Rotchell et al. 2003;
Goksayr et al. 2007):
(1) Agonistisk/antagonistisk effekt ved binding til hormonreseptorar eller paverke
cellesignalisering. Hormonhermande effekt.
(i1))  Forstyrringar i produksjon, transport, metabolisme eller utskilling av naturlige
hormon.

(iii)  Forstyrringar av produksjon og/eller funksjon av hormon reseptorar.

Studiar pé atlantisk laks (Salmo salar) har vist at ulike konsentrasjonar av 4-nonylfenol kan
virke som endokrinforstyrrande sambinding via alle desse tre mekanismane. Ved hoge
konsentrasjonar av 4-nonylfenol (10 mg/kg kroppsvekt) virka 4-nonylfenol som
hormonhermar (i) ved a indusere transkripsjon av Vitellogenin, Vtg, og Zona radiata protein
(Arukwe et al. 1997 a). Ved lave konsentrasjonar av 4-nonylfenol viste studien at 4-

nonylfenol kunne endre hormonmetabolismen (ii) av hepatisk mikrosomal
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progesteron 6 B-hydroksylase. Ved hggare konsentrasjonar av 4-nonylfenol (10mg/kg
kroppsvekt) viste studien at 4-nonylfenol kunne hemme denne aktiviteten (Arukwe et al. 1997
b). Ogsé forstyrringar av reseptorar (iii) er vist som ein effekt av 4-nonylfenol ved hogare
konsentrasjonar (>10mg/kg kroppsvekt) (Yadetie et al. 1999). Resultata forte til formulering
av hypotesen: “Effektane av ein endokrinforstyrrande substans er bestemt av dose avhengig

vegval og kryss-kommunikasjon mellom ulike klassar kjernereseptorar” (Gokseyr 2006).

1.3 Farmakokinetikk og farmakodynamikk

Nar ein organisme vert eksponert for ein endokrinforstyrrande sambinding sa vil
sambindingen kunne uteve ein effekt pd organismen, og organismen vil kunne omdanne den
til ein sambinding som kan skiljast ut av organismen. Farmakokinetikk (toksikokinetikk) er
altsd kunnskap om kva organismen gjer med ein substans og farmakodynamikk

(toksikodynamikk) er kunnskap om kva substansen gjer med organismen (Slerdal ef al. 2005).

Farmakokinetikk omfattar absorpsjon, distribusjon, metabolisme og eliminasjon (fig. 1).
Absorpsjon av ein substans kan skje via ulike ruter til demes oralt. Substansen sine fysikalsk-
kjemiske eigenskapar er avgjerande for absorpsjon. Vidare er ogsa ventrikkeltomming,
tarmmotilitet og forste passasje metabolisme 1 lever avgjerande for absorpsjon av ein
substans. Substansen sin evne til 4 fordele seg i organismen avheng av evna substansen har til
proteinbinding og om substansen er feittloyseleg eller vasslayseleg. Eit omgrep som seier
noko om distribusjonen av ein substans 1 organismen er distribusjonsvolumet. Eit hogt
distribusjonsvolum betyr at det er 1&g konsentrasjon av substansen i plasma og hog
konsentrasjon i vevet. Eliminasjon av ein substans skjer via urin og galle. Ein vasslayseleg
substans kan verte skilt ut uforandra medan ein feittloyseleg substans vert omdanna til meir
vasslayselege produkt og deretter skilt ut. Kunnskap om farmakokinetikk og
farmakodynamikk er dermed viktig for & kunne seie noko om kva som skjer med substansen 1

organismen og kva effekt substansen har pd organismen.
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Figur 1. Figuren viser kva som skjer med ein substans som vert tatt opp av ein organisme. Forst vert den
absorbert av organismen. Oralt opptak krev at substansen er upolar og kan krysse lipidmembranar. Ein substans
kan og bli tatt opp via andre ruter til demes ved inhalasjon og dermalt (over hud). Dei fleste substansane som blir
absorbert i tarm vil bli transportert gjennom lever ved hjelp av portaresystemet og vert her utsett for
forstepassasjemetabolisme. Vidare vil substansen verte distribuert i organismen avhengig av dei fysikalsk-
kjemiske eigenskapane til substansen og binding til andre transportprotein. Substansen vil til slutt verte eliminert

fré organismen via urin og/eller galle.

1.3.1 Metabolisme

Metabolisme er ein av dei farmakokinetiske prosessane som ein sambinding kan gjennomga
for den vert skilt ut av organismen. Metabolisme av legemiddel og miljegifter er kroppen sin
forsvarsmekanisme mot akkumulering av lipofile og potensielt toksiske substansar (Moreau et
al. 2008). Metabolisme er prosessar der eit legemiddel eller ein annan substans vert
biokjemisk modifisert for & deretter kunne skiljast ut fra kroppen. I samband med
framandstoff vert desse prosessane kalla for biotransformasjon. For at framande substansar

skal verte skilt ut av kroppen vert substansane omdanna til meir vasslgyselige produkt.

Biotransformasjon inneber fleire biokjemiske reaksjonar som ein kan dele inn i tre fasar. |
fase I vert reaktive og polare grupper introdusert til substratet. Reaksjonar som er involvert
kan vere oksidasjon, reduksjon eller hydrolyse. Eit eksempel pé eit enzym som er involvert i
ein fase I er cytokrom P450 enzym, forkorta CYP enzym. Desse reaksjonane forer til meir
kjemisk reaktive, og ofte ogsa til meir toksiske eller karsinogene produkt (Watkins et al.
1986; Rang 2003). I fase II vert substansen konjugert med lada molekyl og dette forer

vanlegvis til sterre og meir polare produkt som lettare kan skiljast ut av organismen via galle
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og urin. Enzym som er involvert i fase II kan til demes vere glutation-S-transferase (GST)
(Rushmore et al. 1993). Desse metabolske fase I og fase Il reaksjonane skjer i endoplasmatisk
retikulum og cytosol (fig. 2). Nér substansen har gjennomgatt fase I og fase II metabolisme vil
dette produktet vere sa vassloyselig at det ikkje kan transporterast over lipidmembranen og ut
av cella. Fase III metabolisme involverar protein som fungerar som effluks system, altsa
protein som skal transportere vasslayselige produkt ut av cella. Eksempel pa fase 11

transportsystem er multidrug resistance protein, MDR.

Lever er hovudorganet for metabolisme, men det vert ogsé utfert metabolske prosessar i tarm,
nyrer, lunger, hud og placenta (Walker et al. 2003). Avhengig av art, alder, kjonn,
naeringsstatus og eksponering for ulike kjemiske sambindingar kan biotransformasjon variere

mellom individ (Watkins et al. 1986).

Fase 1 Fase 2
Framandstoff > Derivat »  Konjugat
t.d eit legemiddel
Oksidering Konjugering
Hydroksylering
Dealkylering
Deaminering
Hydrolyse
OH
Eksempel:
// | Ho \_OH
COOH COOH CO0H
Lo
0OCOCH3 OH = 0 COOH
._./_/// eSS
—_—> — >
| ,\\ .'I/:
Ry
~
Acetylsalisylsyre Salisylsyre Glukuronide

Y

Auka Vasslgysingsevne

Figur 2. Figuren viser metabolismereaksjonar som inngér i fase I og fase II biotransformasjon. Intermediata som
vert danna kan vere bade toksisk og karsinogent. Produktet er som oftast mindre lipofilt for & auke utskilling av
substansen. Eksempelet viser metabolisme av acetylsalisylsyre (Aspirin) der fase I metabolisme forer til at ei
funksjonell gruppe vert introdusert til molekylet. I dette tilfellet ei OH-gruppe. Denne funksjonelle gruppa gjer at
molekylet kan gjennomga konjugeringsreaksjonar der molekylet blir tilfert ei storre gruppe slik at molekylet
aukar hydrofilisiteten og storleiken. I dette tilfellet vert molekylet konjugert med ein glukuronid. Figuren er

modifisert fra figur 8.1 i Pharmacology (Rang 2003).
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1.4 Interaksjonar

Mange menneske tek eit eller fleire legemiddel dagleg. Tal henta fra reseptregisteret og
presentert 1 Norsk Folkehelseinsitutt sin arlege rapport om legemiddelforbruket i Noreg viser
mellom anna at minst 28 % av kvinnene mellom 15-49 dr henta ut resept pa
prevensjonsmiddel minst ein gong i lopet av 2007. Data presentert i rapporten viser ogsé at
om lag 19 % av befolkinga i Noreg henta ut ein resept pa legemiddel til behandling av hjerte
og karsjukdomar 1 2007 (Folkehelseinstituttet 2008).

Ved kroniske og akutte tilstandar vil det vere livsviktig at legemiddelet har den effekten som
det skal. Ein interaksjon vil kunne oppsta nar ein effekt av eit legemiddel vert endra ved
narver av eit anna legemiddel, mat, drikke eller ein miljogift (Baxter ef al. 2006). Slike
interaksjonar kan skje via to mekanismar. Den eine mekanismen inneber forstyrringar av
metabolismereaksjonar ved hemming av metabolske enzym. Den andre mekanismen er
induksjon av metabolske enzym. Hemming av metabolske enzym er klassifisert som
reversibel og irreversibel hemming, og desse kan vidare klassifiserast som konkurrerande,
ikkje-konkurrerande og u-konkurrerande hemming (Nelson ef al. 2008). Ein konkurrerande
hemmar vil binde til bindingssetet til enzymet og hindre enzymet frd & utfere metabolske
reaksjonar. Ein ikkje-konkurrerande hemmar vil binde enzymet ein annan stad enn det
metabolske setet og fore til konformasjonsendringar 1 enzymet som gjer at enzymet ikkje kan
utfore metabolske reaksjonar. Ein u-konkurrerande reaksjon inneber at ein hemmar bind
substrat-enzym komplekset og hindrar pd denne méaten at metabolske reaksjonar vert utfort.
Irreversibel hemming inneberer danning av kovalent bindingar. Enzymhemming er reaksjonar
som skjer raskt. Induksjon av metabolske enzym skjer som folgje av auka transkripsjonell

aktivitet av desse og det tek tid for effekt syner seg (Lin et al. 1998).

Det finst mange eksempel pa interaksjonar. Eit eksempel pd hemming av metabolske enzym
er samtidig administrering av simvastatin, eit serumkolesterolsenkande legemiddel, og
grapefrukt juice, som inneheld substansar som hemmar CYP3A4 enzymet (Fukuda ef al.
1997; He et al. 1998). I dette tilfellet vil hemming av CYP3A4 fore til at simvastatin bli
metabolisert av CYP3A4 i mindre grad enn normalt og dette vil fore til forlenga auka
serumkonsentrasjon av simvastatin og ekt biverknadsrisiko (Lilja et al. 2004). Tal fra

legemiddelstatistikk for 2006 viste at simvastatin er det legemiddelet som ligg pa toppen av
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lista over selde daglege degndosar (DDD) (Folkehelseinstituttet 2008). Det er derfor tenkjeleg

at sveert mange kan vere utsett for interaksjonar som dette.

Eit eksempel pa induksjon av metabolske enzym er til domes samtidig administrering av
hormonelle prevensjonsmiddel som inneheld etynylestradiol og Johannesurt. Johannesurt
inneheld den verksame substansen hyperforin som induserar transkripsjon av CYP3A4 enzym
ved aktivering av PXR (Moore ef al. 2000). Etynylestradiol vert metabolisert av CYP3A4 og
som folgje av induksjon av CYP3A4 enzym vert serumkonsentrasjonen av etynylestradiol
redusert. Etynylestradiol hindrar eggleysing i menstruasjonssyklusen og som folgje av nedsett
serumkonsentrasjon av etynylestradiol vert den preventive effekten nedsett (Henderson et al.
2002). 11973 vart det ogsa vist at samtidig administrering av antibiotikumet rifampicin, som
induserar transkripsjon av CYP3A4, og orale hormonelle prevensjonsmiddel forte til fleire

uventa graviditetar (Nockefin et al. 1973).

Eit anna eksempel pa ein interaksjon der induksjon av metabolske enzym er involvert er
samtidig administrering av alkohol og paracetamol. Paracetamol (acetaminofen) vert
hovudsakleg metabolisert via fase 2 konjugering med sulfat og glukuronid. I mindre grad vert
paracetamol metabolisert via fase 1 CYP2E1. Ved metabolisme via CYP2E1 vert paracetamol
omdanna til ein toksisk metabolitt, N-acetyl-p-benzoquinone imine, NAPQI. Denne
metabolitten vert vanlegvis detoksifisert ved reaksjon med glutation. Ved overdosering av
paracetamol vert konjugeringsreaksjonane metta og meir metabolisme skjer via CYP2EI.
Glutation vert brukt opp og den toksiske metabolitten vert ikkje detoksifisert. Denne
metabolitten vil d4 binde til leverprotein og dette forer til direkte vevskade og hepatisk
nekrose. Ved stort inntak av alkohol for eit stort inntak av paracetamol kan skaden bli verre
som folgje av induksjon av CYP2E!1 og dermed auka metabolisme av paracetamol via

CYP2E1 metabolisme (Prescott 2000).

1.5 Cytokrom P450 systemet

Cytokrom P450 monooksygenaser er ei stor enzymsuperfamilie som deltar i fase I
metabolisme. Hos menneska er det karakterisert 57 ulike CYP-enzym. For oversikt sja
heimesida til (Nelsons Cytochrome P450 heimeside) og oversiktsartikkel til (Guengerich
2006)). CYP monooksygenase enzymsystemet er membranbunde protein og er hovudsakeleg

lokalisert 1 glatt endoplasmatisk retikulum i cella (Anzenbacher et al. 2001).
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Det finst meir enn 3000 gen for ulike variantar av disse enzyma og meir enn 800 subfamiliar
av enzyma (Nelsons Cytochrome P450 heimeside). Desse enzyma har ein storleik pad omlag
45-60 kDa og har heg katalytisk diversitet og substratdiversitet. Det vil seie at dei kan
metabolisere fleire ulike substansar. Nokon av enzyma i same subfamilie har overlappande
substratspesifisitet, men ulik metaboliseringsrate. Substratspesifisitet kan verte endra av sa lite
som ein aminosyremutasjon. Dette kan fore til vesentlege endringar i substrataffinitet og
reaksjonshastigheit (Danielson 2002). Substansane kan vere substrat, inhibitor eller
induksjonsmiddel av enzym. Slik overlappande substratspesifisitet kan potensielt fore til

interaksjonar mellom ulike substansar som vert metabolisert via same enzym i organismen.

1.5.1 CYP enzymstruktur og substratspesifisitet

Alle enzyma har (Felll) protoporfyrin IX som kofaktor som er bunde til eit apoprotein via ei
cystinate-Felll binding. Ved Fell kompleksbinding til CO vil enzymet gje eit
absorpsjonssignal ved 450 nm (Mansuy 1998). CYP3A4 enzymet har ei relativt stort grop
som samsvarar i storleik med dei substrata som vert oksidert av dette enzymet (Yano ef al.
2004). Det er vist at CYP3A4 enzymet kan oksidere nokon av dei sterste substrata som er
identifisert som CYP substrat. Eksempel pé det er cyklosporin, bromokryptin og makrolid
antibiotikum (Rendic et al. 1997). Det er ogsa vist at to substrat kan okkupere denne gropa

samtidig og verte oksidert utan & paverke kvarandre (Korzekwa ef al. 1998).

Figur 3.Bildet viser sekundeer og tertizer struktur av CYP3A4 enzymet fra to ulike sider. a heliksene er bla, kveilane er

gra og B-flak er brun-raud. Hem-gruppa er indikert som raude linjer sentralt i strukturen (Yano et al. 2004)
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1.5.2 Katalytisk syklus for cytokrom P450

Cytokrom P450 enzym utferer biotransformasjon av eit substrat gjennom den katalytiske
syklus. I denne syklusen vert eit substrat oksidert via fleire trinn. For at den katalytiske syklus
skal kunne skje ma cytokrom P450, NADPH-cytokrom P450 reduktase, NADPH og O, vere

tilstades. Den generelle reaksjonslikninga for cytokrom P450 oksidering er:

R-H+ O,+ 2H + 2¢ — R-OH + H,0

I den katalytiske syklus vert molekylart oksygen redusert samtidig som eit oksygenmolekyl
vert inkorporert i substratet, RH, for & danne produktet R-OH (fig. 4).

(6) PRODUKT (R-OH) SUBSTRAT (R-H)
Fe3+
5
Fe3+ROH Fe3+ (RH)
o
)
(Fe0)3+ (RH) Fe2* (RH)
H>O o5
5 H+ 3)
) Fe2+ OOH(RH) Fe2* O2(RH)

\ﬁ/

H+ e~  NADPH CYTOKROM
P450 REDUKTASE OG
CYTOKROM Bs

4

Figur 4. Katalytisk syklus for Cytokrom P450. Figuren viser oksidering av eit substrat, RH. RH binder
reversibelt til Fe** (1) og mottar eit elektron frdi NADPH-reduktase som reduserer Fe’* til Fe?(2). Deretter bind
eit oksygen molekyl til redusert jern (3) og eit proton og eit nytt elektron bind til substratet (enten fra NADPH-
reduktase eller cytochrome bs (4). Det har da blitt danna eit Fe>’ OOH-RH kompleks. Dette komplekset bind eit
nytt proton og dannar H,0 og (FeO)*" -RH kompleks (5). I komplekset skjer det reaksjonar som gjer at (FeO)**
far et hydrogenatom frd RH og det blir danna kortlevde frie radikalar og ROH som produkt (6) og CYP enzymet

er resirkulert. (Figur er omteikna og forenkla fra fig.1 i Coon et al. 1992).
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1.6 Kjernereseptorar

Regulering av transkripsjon av cytokrom 450 enzym skjer som nemnt i innleiinga via
ligandbinding til kjernereseptorar. Sekvensering av det humane genomet forte til
identifisering av 48 kjernereseptorar. 24 av desse er ligandavhengige transkripsjonsfaktorar
(Germain et al. 2006). Ein ligandavhengig transkripsjonsfaktor er avhengig av ein ligand for &
bli aktivert og vidare regulere transkripsjon av ulike enzym. Prosessar der kjernereseptorar
spelar viktige roller er utvikling og homeostase, samt mange sjukdommar som fedme,
diabetes og kreft (for oversiktsartikkel sja Laudet ez al. 2002; Gronemeyer et al. 2004). Fleire
av kjernereseptorane bind som ein heterodimer med retinoid X reseptor, RXR (Mangelsdorf et
al. 1995) og det er vist at RXR er ein viktig faktor i aktivering av kjernereseptorkompleks

(Li et al. 2004). Sekvensanalyse og utvikling av fylogenetisk tre resulterte i klassifisering av
kjernereseptorar i 6 grupper (fig. 5) (for oversikt over nomeklatur sjd Germain et al. 2006).
Felles for kjernereseptorane i kvar gruppe er DNA-bindingsevne og dimeriseringsevne. Til
demes hoyrer PXR og Constitutive androstane reseptor, CAR, til gruppe 1. Dei viser stor
overlappande substratbindingsevne og begge induserar transkripsjon av CYP2B og CYP3A
fase 1 enzym (Kretschmer et al. 2005). Ostrogen reseptor, ER, er ein steroid reseptor og
hayrer til gruppe 3. Desse er kjent for & danne homodimere kompleks. RXR heayrer til gruppe
2. Eit forslag til nomenklatur vart utarbeidd i samrad med International Committee of
Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and Classification (NC-IUPHAR).
Dette forslaget gav kjernereseptorane formell nomenklatur (NRNC 1999). Kjernereseptoren
PXR fekk namnet NR112, ERa fekk namnet NR3A1 og RXR vert namnsett NR2B. I tillegg
vert det gjeve ulike trivielle namn avhengig av art. Den humane PXR vert namnsett hPXR

eller SXR. Vidare i oppgava vert hPXR brukt der human PXR er omtalt.
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Figur 5. Oppsumert fylogenetisk av kjernereseptorgen (Bertrand et al. 2004). Namnet pé reseptoren er indikert i

ulike fargar medan namnet pa gruppa av kjernereseptorar er til hogre i svart.
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1.6.1 Human pregnan X reseptor, hPXR

PXR vart identifisert i 1998 i fleire artar som eit medlem av kjernereseptorfamilien
(Bertilsson et al. 1998; Kliewer ef al. 1998; Blumberg et al. 1998b). Blumberg identifiserte
den humane PXR (hPXR) som og vert kalla SXR. PXR bind til RXR som ein heterodimer
slik som mange andre kjernereseptorar. Nér ligand vert bunde til PXR vil PXR/RXR
komplekset transaktivere eit DNA kjernereseptor-responselement ogsa kalla
hormonresponselement, HRE, og dermed indusere transkripsjon av CYP enzym (Kliewer et
al. 2002) (fig. 6). PXR er s@rlig uttrykt i lever og noko 1 tarm (Bertilsson et al. 1998; Kliewer
et al. 1998; Lehmann et al. 1998; Blumberg ef al. 1998b).

Det kan seiast at kjernereseptoren PXR er ein svert sentral faktor i regulering av den
oksidative metabolismen av framandstoff (fig. 5). Den har stor ligandbindingsevne og
regulerar gen som er involvert i utvikling, homeostase, reproduksjon og metabolisme (Tabb et
al. 2006; Matic et al. 2007). PXR induserar transkripsjon av CYP34 gen, men ogsa andre
metabolske enzym som CYP2B kan verte indusert (Lemaire et al. 2006). Regulering av
transkripsjon av CYP3A4 gen skjer ved at PXR bind ulike ligandar. Ligandbinding til PXR er
dermed ein sentral prosess for metabolisme av endogene og eksogene substrat som vert
metabolisert via CYP3A4 enzym (Wyde et al. 2003). Rifampicin vart tidlig identifisert som
ein kraftig induser av CYP3A4 enzym, men mekanismen for induksjon var lenge ukjent (Zilly
et al. 1975). Rifampicin har derfor vore ein sentral ligand for identifisering av den humane
varianten av kjernereseptoren PXR og studiar av CYP3A4 induksjon. Rifampicin er eit
antibiotikum som vert brukt i kombinasjon med andre legemiddel mot tuberkulose (WHO

2003).

1.6.2 Human estrogenreseptor o, hERa

I motsetning til hPXR har human estrogen reseptor o, hERa, lenge vore kjent som ein
kjernereseptor med ein naturlig ligand, estradiol. ERa vart identifisert i 1986 og var lenge
kjent som den einaste gstrogenreseptor varianten (Green et al. 1986; Greene et al. 1986).
Seinare vart ogsa ERP identifisert (Kuiper et al. 1996; Mosselman et al. 1996). Steroid
hormonet gstrogen bind ERa som er uttrykt i fleire ulike vev. Aktivert ER er kjent for &
regulere uttrykking av mélgen som kodar for til demes progesteron reseptor. Det er difor

sveert mange fysiologiske effektar som folgje av gstrogenbinding til ER. Ostrogen regulerar
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fysiologiske prosessar hos bade menn og kvinner. Til demes er det kjent at gstrogen spelar ei
viktig rolle 1 reproduksjon, bein- og lipidmetabolisme samt vedlikehald av det
kardiovaskulaere og nevrologiske system (For oversiktsartikklar sj Ciocca ef al. 1995; Reid et
al. 2002). Lite er kjent om regulering av ER, men truleg vert hERa autoregulert (Reid et al.
2002).

1.6.3 Kjernereseptorstruktur og aktivering av kjernereseptorar

Alle kjernereseptorar har ein karakteristisk oppbygging av 5-6 domene, A til F. Figur 5 A
viser skjematisk kjernereseptor struktur. A/B regionen er ein variabel region med aktiverings
funksjon 1 (AF-1). AF-1 er liganduavhengig. Domenet C er DNA bindingsdomenet, DBD.
Dette er den mest konserverte regionen og det er gjennom denne regionen kjernereseptorar
bind til sékalla hormonresponselement, HRE. D regionen er mindre konservert enn C. Dette
domenet fungerar som eit ledd mellom DBD og LBD og tillet at DBD kan rotere. Slik kan
DBD og LBD ha ulike konformasjonar utan & skape sterisk hindring. Dette domenet har ogsa
eit kjernelokaliseringssignal, KLS. Domenet C er ligandbindingsdomenet (LBD) og er mindre
konservert enn DBD. Dette domenet har fleire funksjonar som ligandbinding via
ligandbindingslomme, dimerisering og ein ligandavhengig transaktiveringsfunksjon (AF-2).
For at kjernereseptorar skal kunne transaktivere ulike gen méa det i tillegg til ligandbinding til
LBD ogsé vere eit samspel med ulike kofaktorar. Via AF-2 vert korepressor- og
koaktivatoraktivitet regulert. Nar ligand bind til LBD vil ei rekkje av intramolekylaere
interaksjonar fere til konformasjonsendringar. Som felgje av det vert
kjernereseptorinteraksjonar med koaktivator og korepressor endra slik at komplekset bind
koaktivator og vidare transaktiverar ulike gen (Germain et al. 2006). Ei gruppe protein kalla

for p160 koaktivatorar er viktig for aktivering av alle kjernereseptorar (Freedman 1999).

23



DNA binding  Ligand binding

_ M8 ][ E
L | L L |
AF-1 KLS AF-2
B '"-Kt:wakti\.ratt:;;E
Korepressor "
AF2 AF2
Ligand NR
@ LBD
q
DBD

Korepressor
|Koaktivator |
AF2 - AF2
NR
L0 Transkripsjon av
metabolske enzym
... % A t.d.CYP3A4

HRE

Figur 6. A viser forenkla ein generell struktur av ein kjernereseptor. Dei to konserverte domena er C og E. C er

DNA bindingsdomenet, DBD og E er ligandbindingsdomenet, LBD. Domenet A/B er ein variabel N-terminal

region med lokalisering av AF-1 og tilsvarande ein variabel C-terminal der AF-2 er lokalisert (A er ein forenkla

reproduksjon av fig.1 i Germain et al. 2006). B illustrerar korleis ein kjernereseptor (NR) vert aktivert av

agonist. Nar ligand bind til NR vil dette fore til konformasjonsendringar som forer til at korepressor vert erstatta

av koaktivator. Dette forer til at heterodimeren NR/Partner vil binde hormonresponselementet, HRE, og

metabolske enzym som til demes CYP3A4 vert transkribert. Figuren er basert pa figur 1 frd (Shulman &

Mangelsdorf 2005).
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1.6.4 Ligandbinding og ligandbingslomme

Ulike ligandar bind til kjernereseptorar. Eksempel pa ligandgrupper er legemiddel,
framandstoff og endogene sambindingar som pregnenolone og progesteron. Eksempel pa
ligandar som aktiverar hPXR er rifampicin, klotrimasol, hyperforin og ulike gallesyrer
(Lehmann et al. 1998; Moore ef al. 2000; Staudinger ef al. 2001). Ein studie utfort av Sinz et
al. 12006 viste at av 170 ulike legemiddel og kjemikaliar var det 54 % som viste noko
aktivering av human PXR (Sinz et al. 2006). Ogsa miljogifter som alkylfenol (Mnif ef al.
2007) og polybromerte dietyletersambindingar, PBDE, (Pacyniak et al. 2007) kan binde
hPXR og indusere transkripsjon av CYP3A4 enzym.

Ligandbinding til kjernereseptor skjer via ligandbindingslomma, LBP. LBP er ein viktig
region av kjernereseptorstrukturen og bestir hovudsakleg av hydrofobe aminosyrer, men ogsa
av nokre fa polare aminosyrer sentralt i LBP. Utforminga av LBP vil ogsé vere avgjerande for
spesifisiteten for ligandbinding. Storleiken til LBP varierar mellom ulike kjernereseptorar. Til
demes har PXR ein stor ligandbindingslomme og kan dermed binde svart mange ulike
ligandar (Germain et al. 2006). Figur 7 viser ulike kjernereseptorar med ligandbindingslomme

sentralt 1 strukturen.

LRH-1 DHR38

Figur 7. Struktur av ulike kjernereseptorar med ligandbindingslomme markert red. PPARS og PXR har store
ligandbindingslommer og dette reflekterar ogsa substratdiversiteten som desse kan binde (figur er modifisert fra Li

et al. 2003).
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1.6.5 Hormon responselement, HRE, og kjernereseptorar

Felles for alle kjernereseptorar er det konserverte DNA bindingsdomenet som er bygd opp av
om lag 70 aminosyrer og to sinkfinger domene som kvar bestar av fire cystein einingar som
chelaterar sinkfinger atoma (Gronemeyer ef al. 1995). Alle kjernereseptorar kjenner igjen
ulike variantar av ein DNA heksamer, PUGGTCA (Pu = A eller G). Mutasjonar, forlengingar,
duplikasjonar og orienteringar av dette motivet gjer at ulike kjernereseptorar kjenner igjen og
selektivt bind DNA ulikt (Laudet et al. 2002). Dette motivet vert kalla for hormonrespons-
element, HRE.

hPXR saman med RXR kan binde fleire ulike HRE. Til demes er det vist at hPXR/RXR kan
binde bdde DR3, DR4 og DRS (direkte repetert sekvens med 3, 4 eller 5 nukleotider mellom
repetisjonane av sekvensen AG(G/T)TCA) (Blumberg et al. 1998b). Desse promotorelementa
regulerer transkripsjon av ulike CYP gen mellom anna CYP2B (Xie et al. 2000; Goodwin et
al. 2001) samt MDR1 (Geick et al. 2001).

Ein studie utfort av Barwick et al. 1 1996 viste at ein av tre konsensusregionar i det proksimale
humane CYP3A4 genet var nodvendig for ligandrespons. Denne sekvensen, AG(G/T)TCA, er
hos CYP3A44 genet identifisert som 2 kopiar av ein omvendt repetisjon av sekvensen, avskilt
av 6 nukleotider og vert kalla ER-6. Det er ogsa identifisert regulatoriske regionar i distale
delar av CYP3A44 genet som er involvert 1 transkripsjons-aktivering med rifampicin og andre
xenobiotiske sambindingar. Denne regionen vert kalla for Xenobiotic-responsive enhancer
module, XREM, og viste saman med responselement i proksimale promotorregionar

transaktivering av CYP3A44 genet (Goodwin et al. 1999).

Ogsd hERa bind eit hormonresponselement, HRE, av PUGGTCA varianten. I motsetning til
PXR bind hERa som ein homodimer til HRE og aktiverer deretter transkripsjon av ulike
metabolske enzym (Kumar et al. 1988). Det er vist at eit 13 bp palindrom
GGTCACAGTGACC fungerar som eit gstrogenreseptor responselement in vitro (Klein-
Hitpass et al. 1988).
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1.6.6 Artsforskjellar i kjernereseptoraktivering

Aktiveringsprofilen til PXR varierar mellom ulike artar. Samanstilling av kanin, rotte, mus og
human PXR viser at desse deler om lag 70-80 % aminosyreidentitet 1 ligandbindingsdomenet,
og det er grunnlag for 4 tru at nokon ligandar kan aktivere PXR hos fleire artar medan andre
ligandar er artsspesifikk. Studiar har vist at hos ulike artar regulerar PXR uttrykking av
CYP34 hos den respektive arten. Arsaka til artsvariasjon kjem truleg av at dei ulike artane har
vore eksponert for ulike ligandar gjennom nering og omgjevnadar i ulike habitat (Jones et al.
2000; Kliewer et al. 2002). Evolusjonstudiar av gallesalter samsvarar ogsa med evolusjon av
ligandspesifisiteten for steroider til PXR (Krasowski et al. 2005). Barwick ef al. 1996 viste at
ved 4 transfektere human CYP344 promotorgen inn i rotte- og kaninhepatocytter sa vil
ligandane som aktiverer rotte/mus framleis gjere det sjelv om det er ein human CYP3A44
promotor (Barwick ef al. 1996). Arsaka til denne observerte ulikskapen vart seinare
identifisert som ligandaktivering av PXR (Bertilsson ef al. 1998; Kliewer et al. 1998;
Blumberg et al. 1998Db).

human PXR | [N | Ligand

esus PxR  ZKTTY IR
pig PXR 2 | 87
dog PXR
rabbit PXR 94

mouse PXR | [EEN |
ratPXR | JEEN |
fish PXR
chicken CXR
human CAR

(] [ ] ]
R
||

9 BE%:‘JSE

human VDR 63 B 3

Figur 8. Figuren viser aminosyreidentitet i DNA bindingsdomenet og ligandbindinsdomenet mellom ulike artar

(Kliewer et al. 2002)



1.7 Luciferase reporter assaysystem

DUAL-Luciferase reporter system har lenge eksistert som ein metode for & studere
transkripsjonell aktivitet. I eit slikt system vert to reporterplasmid transfektert saman. Det
forste plasmidet er ein Eldfloge-luciferase reporter og vert aktivert av produkt fra
ekspresjonsplasmidet som ein gnskjer a studere. Det andre plasmidet er eit kontrollplasmid
med eit reportergen som vert uttrykt konstant og fungerar som ein intern kontroll for &
normalisere for transfeksjonsvariasjonar. Ulike luciferase reportersystem brukar ulike
reporterplasmid som intern kontroll (kloramfenikolacetyltransferase, $-galaktosidase og [3-
glukuronidase). Promega utvikla i 1996 eit system der kontrollplasmidet kodar for renilla-
luciferase. I dette systemet vert Eldfloge-luciferase aktivert av produkt fra ekspresjons-
plasmidet som tidligare og det nye plasmidet, renilla-luciferase, er aktivert konstant. Desse to
enzyma har ulik substratkrav og systemet gjer det enkelt & male aktiviteten til desse to
plasmida i same lysat (Sherf ez al. 1996). Denne teknologien var det enskjeleg a ta i bruk i
denne studien. For & kunne studere aktivering av hPXR og hERa og samtidig ha ein intern
kontroll ma det utviklast eit system som gjer at ein kan transfektere og studere aktiviteten til
tre reporterplasmid samtidig. Dermed vert allereie etablert teknologi (p-galaktosidase
reporter) kopla saman med ny teknologi (eldfloge-luciferase reporter og renilla-Luciferase

reporter) for & studere hPXR og hERa aktivering.
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1.8 Malet med studien

Utgangspunktet for oppgéva var kunnskap om at ulike ligandar kan binde kjernereseptoren
hPXR og indusere transkripsjon av CYP3A4 enzym. Ligandbinding til hPXR og regulering
av transkripsjon av CYP3A4 enzym er ein sentral prosess i metabolisme av framandstoff.
Dette reiser derfor spersmél om effektar av ligandbinding til hPXR og om ligandbinding til
hERa vil paverke slike prosessar. Sidan nokon av desse ligandane ogsé bind hERa kan ein

reise spersmal om det er ei form for kryssaktivitet mellom hERa og hPXR.

Malet med oppgéava var derfor & underseke om ligandar kan ha bade estrogen/antigstrogen
effekt og xenobiotisk effekt ved a studere ligandbinding til kjernereseptorane hPXR og hERa
i eit Luciferase reportersystem. Det var enskjeleg a finne ut om hPXR og hERa kan binde
same ligand og om ligandbinding til enten hPXR og/eller hERa kjernereseptor var
doseavhengig. Ligandar som det var enskjelig 4 bruke var p-pillehormonet etynylestradiol,

miljegifta 4-nonylfenol og legemiddelet rifampicin.

For & kunne studere hPXR og hERa i eit luciferase reportersystem matte forst transfeksjons-
systemet etablerast. Dette innebar subkloning av reporterkonstrukt. Deretter skulle ulike
transfeksjonsforsek gjennomferast der malet var & underseke om desse reporterkonstrukta
fungerar som reporter, samt studere ligandbindingseffekt til hPXR og hERa kvar for seg. Til
slutt var det enskjeleg & studere effekten av ligandbinding til hPXR og hERa nar desse to

ekspresjonsplasmida vart uttrykt samstundes 1 same celle.
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2. Materiale

2.1 Liste over generelle kjemikaliar

Namn Kat.no Leverander

Agar 1.01614.1000 Merck

Agarose 15510-027 Invitrogen

Agarose (low melting) 50080 NuSieve GTG
Ampicillin 1034785A Bristol-Myers Squibb AB
Bacto gjer ekstrakt 212750 BD

Bacto Tryptone 211705 BD

Borsyre 1.00165.1000 Merck

Bovine serum albumin, BSA 10mg/ml R29610 Promega
Bromfenol blue Merck
Dimetylsulfoksid, DMSO 2931 Merck
Dinatriumhydrogenfosfat, Na,HPO4 30427 Riedel-de Haen Ag
Dinatriumkarbonat, Na,COs Merck

dATP, 100 mM B1053A Takara

dCTP, 100 mM B1050A Takara

dGTP, 100 mM B1058A Takara

dTTP, 100 mM B1052A Takara

Etanol (EtOH) 100% Arcus kjemi
EDTA 1.08418.1000 Merck
Ethidiumbromide (EtBr) K 16549915 Merck

Glucose Merck

Glycerol (87 %) 1.04094.1000 Merck

Glysin 1.04201.1000 Merck
Hydroclorsyre (HCI) 1.00317.1000 Merck
Isoamylalkohol 979.1000 merck

Isopropanol (100%) Arcus produkter
Kaliumklorid, KCI 5114 Riedel-de Haen Ag
Magnesiumdiklorid, MgCl, Merck
Magnesiumsulfat, MgSO4 5046B Riedel-de Haen Ag
Metanol 20903.368 VWR

Natrium Acetat, NaAc 1.06268.1000 Merck
Natriumdihydrogenfosfat, NaH,PO4 4033 Merck
Natriumklorid, NaCl 1.06404.1000 Merck
Tris-(hydroksymetyl)-aminometan (TRIS) 75825 USB

2-Nitrofenyl B-D-galaktopyranosid, ONPG 057 K0732 Sigma
B-mercaptoetanol ZA 1440406 Merck
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2.2 Materiale til celledyrking

Namn Skildring Kat.nr Leverander
Dulbeco’s Modified

Eagle's Medium, DMEM Medium til COS 1 celler D5921 Sigma
Fetalt bovin serum, FBS Serum DE14-801F Biowhittaker
Trypsin EDTA Loyser cellene BE17-161E  Cambrex
L-Glutamin Merck
Trypan blé leysing (0,4%) Fargeloysing til celleteljing T8154 Sigma
Penicillin/Steptavidin(Pen./Strp.),  Antibiotika DE17-602E Biowhittaker
10 000 pg Streptomycin, 10 000 u/ml penicillin

2.3 Enzym

Namn Konsentrasjon Kat.no Leverander
Restriksjonsenzym

EcoRI 12 u/pl 1040S Takara
Acc651 10 u/pl R692A Promega
Nhel 10 u/pl R650A Promega
Haelll 10 u/pl R617A Promega
Pvull 15 u/pl 1076A Takara

+ Multicore buffer' x10 R999A Promega
Fosfataser

CIAP(calf intestinal 14 u/pl E1801BB Takara
Alkaline phosphatase)

+CIAP buffer x10 A2301 Takara

SAP (Shrimp alkaline 1 u/pl 118243 USB
Phosphatase)

+SAP buffer 10X - USB
Ligaser

T4 DNA ligase 350 uw/pl 2011A Takara

+ T4 DNA ligase buffer x10 A2801 Takara
Kinaser

T4 DNA kinase 10 u/pul 2021A Takara

+ T4 DNA kinase buffer x10 A1701 Takara
Polymeraser

Polymerase miks®

+ PCR buffer x10 S0596

Sekvensering

Big Dye versjon 3.1° 4314421 Perkin Elmer

! Enzyma viste aktivitet i multicorebuffer og denne vart dermed brukt til kuttereaksjonane.
2 Miksen er ein samansetning av 1,1 pg/ul KlenTag-1 DNA polymerase og 1,1 pug/ul TaqStart antistoff.
3 Big Dye versjon 3.1 fra University of Bergen Sequencing Facility, Hogteknologissenteret,

Thormehlensgate 55, 5008 Bergen, Noreg.
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2.4 Molekylvekt standard

Namn Kat. no leverandor

DNA storleik marker

2-log DNA ladder (50pg/ul) 15616 016 Invitrogen

®X174 DNA Haelll Marker (50ng/ul) 345A Takara

Protein storleik marker

Precsicion Broad Range (10 kD - 250 kD) 161-0370 Bio-Rad Laboratories

2.5 Oligonukleotider og primere

Namn Sekvens

Leverander

Oligonukleotider for syntese av responselementer

DR1f CCA-GGT-CAC-AGG-TCA-GCA-G
DRI1r CTG-CTG-ACC-TCT-GAC-CTG-G
DR3f CCA-GGT-CAG-ACA-GGT-CAG-CAG
DR3r CTG-CTG-ACC-TGT-CTG-ACC-TGG
CYP3AI1f CCG-GGT-CAC-AGT-TCA-GCA-G
CYP3AIr CTG-CTG-ACC-TGT-GAC-CCG-G
CYP3A3f CCG-GGT-CAG-ACA-GTT-CAG-CAG
CYP3A3r CTG-CTG-AAC-TGT-CTG-ACC-CGG
ERE3f CCA-GGT-CAG-AGT-GAC-CTG-GCAG
ERE3r CTG-CCA-GGT-CAC-TCT-GAC-CTG-G

Primere for sekvensering
pGl4.10lucF TAG-CAA-AAT-AGG-CTG-TCC-CC
pGl4.10lucR1 CAT-CTT-CCA-TGG-TGG-CTT-TAC-C

Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A.

Eurogentec S.A.
Eurogentec S.A

2.6 Plasmid brukt for danning av reporterkonstrukt

Namn Storleik Skildring Produsent
pGSluc 4955 bp eldfloge-luciferase vektor Promega
pGL4.74 4205 bp hRluc/TK vektor Promega
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2.7 Ekspresjonsplasmid

Namn Skildring Referanse/kjelde

hPXR(SXR)* Star 1 vektor pCDG1 Gaéve fra Professor Bruce Blumberg,
Department of Developmental and Cell
Biology, University of California, Irvine'

hPXR* Star i vektor pCMV'5 hPXR, hRXR og hERa vart gjeve som
gave fra Hormonlaboratoriet ved
Haukeland Universitetssykehus

hRXR Star 1 vektor pCMV5 Maksiprep av G-T Serland

hERa Star i vektor pSGS5

* | oppgéva vart det brukt to ulike hPXR plasmid. Det eine fra Professor Bruce Blumberg og det andre fra
Hormonlaboratoriet ved Haukeland Universitetsykehus. Der det er brukt hPXR fra Hormonlaboratoriet stér det
hPXR* og hPXR nér plasmidet fra Professor Bruce Blumberg vert brukt.

! (Blumberg et al. 1998a)

2.8 Reporterplasmid
Namn Skildring Referanse/kjelde
DR3-Eldfloge-Luc  Klona inn i pG5luc vektor ved & Subkloning og reinsing av
fjerne Gal4 bindingssetet Gunn-Therese L. Serland’
ERE-Renilla-Luc Klona inn i pGl4.74 vektor ved 4  Subkloning og reinsing av
fijerne HSV-TK promotor Gunn-Therese L. Serland’
XREM TK-Luc vektor Gave fra Professor Bruce
Blumberg, Department of
Developmental and Cell Biology,
University of California, Irvine®
B-gal pcDNA1.2/V5-GW/lacZ

Kodar for B-galaktosidase

! Sekvensanalyse i Appendiks 1, figur 29
2 Sekvensanalyse i Appendiks 1, figur 30
3 (Goodwin et al. 1999)

2.9 Ligandar

Namn Kat.no Leverander
Rifampicin R7382 Sigma
Pregenolone 16a carbonitrile P0543 Sigma
4-nonylfenol 744330 Fluka

17-a- etynylestradiol, EE, E4876 Sigma

Ligandane vart loyst opp i DMSO og fortynna i DMEM medium ved transfeksjon.
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2.10 Bufrar og loysingar brukt i agarose gel elektrophorese

Namn

Skildring

5x TBE, pH 8

0.5 M Tris

0.5 M Borsyre

10 mM EDTA, pH 8,0

6x Loading buffer
0.25 % (w/v) xylene cyanol FF
30 % (w/v) Glycerol

0,8% Agarose

0.5 x TBE

0.8 % (w/v) Agarose (Invirogen)
0.1 % (w/v) Etidium Bromid

1 % Agarose

0.5x TBE

1% (w/v) Agarose (Invitrogen)
0.1 % (w/v) Etidium Bromid

2% Agarose

0.5 x TBE

1 % (w/v) Agarose (Invitrogen)
1 % (w/v) Agarose (NuSieve)
0.1 % (w/v) Etidium Bromid

Etidium Bromid er tilsett rett for
gelen skulle staypast

For a 14 god separasjon av dei korte
banda vart det brukt ein 2 % gel.

Ved fragmentreinsing vart det brukt ein
50:50 miks av agarose med lavt
smeltepunkt og vanleg agarose for

a lettare kunne fjerne agarosen.

2.11 Ulike bufrar

Namn

Skildring

TE, pH 8
10 mM Tris/HCI, pH 8.0
1 mM EDTA, pH 8.0

TE-tynn, pH 8.0
10 mM Tris/HCI, pH 8.0
0.1 mM EDTA, pH 8.0

Bufrane er sterilisert ved autoklavering
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2.12 Bufrar og leysingar til SDS-Page

Namn

kat.no.

Leverandeor

30 % Acrylamid/Bis leysing 37,5:1 (2,6 %)
1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,5 M Tris-HCI pH 6,8
10 % Sodium dodecyl sulphate, SDS:

20 % SDS

dH,O

Fortynn 20 % SDS med dH,O (1:1)
10 % Ammoniumpersulfat (APS):

0,1 g APS

1 ml dH20

(Lag like for bruk)
N,N,N’,N’-Tetrametyletylendiamin (TEMED)
2X Provebuffer:

3,03 g Tris

4,0 g SDS

20 ml glycerol

60 ml dH,O

Juster pH med 5 M HCI

6 ml mercaptoetanol

0,05 mg Bromfenol blue

Juster volumet til 100 ml med dH,O
1X Kjoyrebuffer:

100 ml 10x Tris/Glysin/SDS-buffer

900 ml dH,O
Separasjonsgel 9 %:

4,35 ml dH,O

2,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 8.8

100 ul 10 % SDS

3 ml 30 % Acrylamid

50 ul 10 % APS

5 ul TEMED
Konsentrerande gel 4 %:

3,1 ml dH,O

1,25 ml 0,5 M Tris-HCI pH 8,8

50 pl 10 % SDS

650 ul 30 % Acrylamid

25 ul 10 % APS

5 ul TEMED

161-0158
161-0798

75832

161-0700

161-0800

161-0772

Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories

USB Corporation

Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories
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2.13 Bufrar og leysingar til western blot

Namn

Skildring

10 X Blottebuffer
144 g Glysin
30,3 g Tris
dH,0 opp til 1000 ml
1 X Blottebuffer
100 ml 10 X blottebuffer
200 ml metanol
dH,O opp til 1000 ml
5 X TBS
24 g Tris
292,5 g NaCl
1,81d H,0
hH,O til 2000 ml
1 X TBS
Blandast fra 10 X TBS (1:10)
0,05 % TTBS
200 ml 5 X TBS
800 ml dH,O
0,05 ml Tween-20
5 % terrmjolk
6,25 g NAN1
125 ml TTBS
10 X PBS
11,5 g Na,HPO4
2,0 g KH2PO4
80 g NaCl
2,0 g KCl
dH,O til 1000 ml
1 X PBS
50 ml 10 X PBS
450 ml dH,O

Juster pH til 7,6 med 6 M HCI

Denne mengda er nok til 1 blott, 100 ml til
blokking og 10 ml til kvart antistoff

Juster pH til 7,3 med HCI

2.14 Antistoff

Namn Produsent Fortynning
Anti-NR112 (279-379) pAb Abononova Corporation 1:2500
Estrogen receptor alpha antibody Abcam 1:500
Polyclonal Goat Anti-Mouse Immuno- Dako 1:2000

Globulins/HRP (1g/L)

37



2.15 Escherichia coli stamme

Namn Genotype Bruk Kat.no. Leverander
XLT1 Blue recAl endAl For plasmid 200228 Stratagene
gyr496 thi-1 formeiring
hsdR17 supE44
relAl lac [F"
proAB laq'ZAM15
Tn 10 (Tet')]
2.16 Vekst medium for bakteriar
Namn Skildring

LB-medium

1 % (w/v) Tryptone

0.5 % (w/v) Gjer ekstrakt
1 % / (w/v) NaCl

LB + Ampicillin
LB medium
100 pg/ml Ampicillin

SOB

2 % (w/v) Tryptone

0.5 % (w/v) Gjar ekstrakt
10 mM NaCl

2.5 mM KCI

SOC

SOB medium

5 mM MgCl,

S mM MgSO4
20 mM Glucose

Sterilisert ved autoklavering

For tillaging av agarplater vart det tilsett
1.5 % (v/v) agar for autoklavering,
og deretter tilsett ampicillin

Sterilisert ved autoklavering

Vert laga til rett for bruk

2.17 Cellelinjer

Namn Skildring

Referanse/kjelde

COS-1 Nyreceller fra

Gron afrikansk ape

(Gluzman 1981)
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2.18 Celle medium

DMEM medium

10 % (w/v) Fetalt bovine serum, FBS
1 % (w/v) L-Glutamin

1 % (w/v) Pen./Strp.

88 % (w/v) DMEM

2.19 Baseloysing og stoppleysing til maling av p-galaktosidaseaktivitet

Leysing Skildring
Baseloysing Brukt til maling av f3-
Na,HPO4 (60 mM) galaktosidaseaktivitet
KCL (10 mM)

0,5 M MgCl, (1 mM)
NaH,;PO4 (40 mM)

Stoppleysing Brukt til & stoppe hydrolysen av
1 M Na,CO; ONPG av B-galaktosidase

2.20 Ulike kit

Namn kat.no Leverander
QIAEXII Gel ekstraheringskit 20021 QIAGEN
Wisard Plus Minipreps DNA purification system A1460 Promega

Qiagen Plasmid Maxi kit 12163 QIAGEN
FUGENE 6 Transfection Reagent 11815091001 Roche

DUAL -Luciferase ™ Reporter 1000 Assay system E1980 Promega
Amersham ECL (Enhanced Chemiluminescent RPN2132 GE Healthcare

Substrat) Plus Western blotting detection system
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2.21 Instrument

Instrument

Skildring/Leverandor

Beckman Avanti J-25 sentrifuge

Eppendorf sentrifuge 5810
Microfuge

Biofuge

Biofuge 13
DNA sekvenser
PCR maskin

Nanodrop spektrofotometer
Elektroporator

Varme inkubator

Plattform rister
Termomikser

Vibrofix VF vortekser
Magnet rorer

pH meter

Fluostar Optima

Rotor JA14 og JA25.50, Beckman Coultier
A-4-81 rotor, Eppendorf

Sigma 112 B, Brown Biotech International,
12026 rotor

Biofuge Fresco, nedkjelt microfuge, rotor F6094,
Heraeus instruments

#3757, Heraeus instruments

Seq ABI 377 ABI PRISM

Gene Amp PCR systems 2700, Applied
Biosystems

ND-1000 Saveen Werner

Gene PulserTM, Bio Rad

Thermax

Str 6, Bibby Stuart

Eppendorf

IKA® Labortechnik

IKA® Labortechnik

Modell 420A+, Thermo Orion
Luminescence 384 optic

Optimized absorbance 384 optic, 240-740 nm
Ser.No 413-0743, BMG Labtech GmbH
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3. Metodar

3.1 Eksperimentell strategi for oppgéva

Oppgéava innebar subkloning av ulike reporterkonstrukt og deretter uttesting av ligandar i eit
in vitro assaysystem. | eit luciferase reportersystem kunne ein teste fleire ligandar mot hPXR
og systemet gjorde det mogeleg & variere ligandkonsentrasjonar. Ein intern standard som t.d.
renilla-luciferase skulle vere med i systemet for & normalisere for variasjonar i forseket som

gjekk pa transfeksjonseffektivitet, celletal etc. Dette kunne potensielt variere mykje.

3.2 Subkloning av reporterkonstrukt

For & kunne teste ulike ligandar mot hPXR og hERa matte luciferase reportersystemet
subklonast. Eit reportersystem bestér av eit reportergen til demes luciferase, ein basal
promotor og responselementet (HRE) som kan binde DNA bindingsdomenet uttrykt fra
ekspresjonsplasmidet (kjernereseptoren) som ein gnskjer & studere. HRE vil d4 std framfor ein
basal promotor og genet for luciferase enzymet. Ved kjernereseptorbinding til HRE vil

luciferase enzym verte transkribert.

Subkloning innebar derfor syntese av enskjelege responselement og deretter ligering av desse
inn 1 ein eldfloge-luciferase vektor pG5luc og renilla-luciferase vektor pGL4.74. Ved & klone
responselementa inn i desse to ulike reportervektorane kunne det gjennomforast forsek med
hPXR og hERa i same reportersystem. Forskjellen pé Eldfloge-luciferase og renilla-luciferase
enzym er struktur og substrat krav (fig. 12). Ved a tilsette ulike substrat pa ulikt tidspunkt kan
ein selektivt skilje mellom eldfloge-luciferase aktivitet og renilla-luciferase aktivitet (Sherf et

al. 1996).

Subkloning av ulike eldfloge-luciferase reporterplasmid med ulike responselement vart
forsekt. Dei ulike responselementa var CYP3A1, CYP3A3, DR1 og DR3 (sja material kapittel
2.5 for sekvensar). Desse har ulike variantar av sekvensen AG(G/T)TCA og det kunne tenkast

at desse ville verte aktivert av PXR.



3.2.1 Danning av responselement CYP3A1, CYP3A3, DR1, DR3 og ERE

Metoden som vart brukt er skildra i studien til Klinge et al. (Klinge et al. 1992). Forst vart
oligonukleotidene fosforylert ved & ta 5 ul (200 uM) oligonukleotid og tilsette 1 ul (10
einingar) T4 DNA kinase. Deretter vart oligonukleotidane samanstilt ved 4 blande saman
framover og revers primer i eppendorfrer og deretter plassert i 100 °C vassbad. Temperaturen
vart redusert til 40 °C i lopet av om lag 60 minutt og deretter vart eppendorforet med
samanstilt oligonukleotider plassert pa is. 5 ul av samanstilt oligonukleotid vart tilsatt 1 pul
(fortynna 1:10 i multicore buffer), T4 DNA ligase og ligert ved rom temperatur over natt for &
danne x gongar repeterte sekvensar av primersekvensen. Det gnskjelige var a fa 3-6 x repetert
sekvensen. For & sikre at CYP3A1, CYP3A3, DR1 og DR3 kom rett veg etter kvarandre
(direkte repetert) vart 1 pl av kvart restriksjonsenzym Haelll og Pvull (hevesvis 10u og 15u)

tilsett 1 ligeringsreaksjonen.

= 3XDR3
Act‘fﬂ? - ?( ERFE,CM ““65""\_ | .-'N

hel

. . Firefly luciferase
Renilla luciferase !

|
|

Ampicillin

pGL_hRluc_ERE

{3674 bp) pGS5luc3XDR3

(4949 bp)
AmpR-

Figur 9: A viser ERE-responselementet subklona inn i renilla-luciferase vektor, pGL4.74. Reportergenet er
renilla luciferase. B viser DR3 responselementet subklona inn i Eldfloge-luciferase vektor, pG5Luc.

Reportergenet er Eldfloge (firefly) Luciferase. Begge plasmida kodar for ampicillin resistens.
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3.2.2 Ekstrahering av fragment frd agarosegel og reinsing av DNA

For & kunne skilje dei ulike fragmentstorleikane frd kvarandre vart ein 2 % (50:50) (sj
material kapittel 2.10) preparativ agarose-gelelektroforese utfort. Dei onska bandstorleikane
(60, 80 og 100 bp) vart kutta ut fré gel. Det vart brukt eit gelekstraksjonskit fra QIAGEN der
ein fjernar agarose gel fra DNA og DNA ville dé binde til silica gel resin. Deretter vart DNA
eluert ved a tilsette 10 mM TRIS HCI pH 8§,0.

3.2.3 Bestemming av DNA konsentrasjon

Etter gel ekstrahering vart 1 pl DNA satt pa ein agarose gel for konsentrasjonsbestemming.
Som standard vart det brukt ®X 174 Haelll marker (50 ng/ul). Ved & samanlikne intensiteten

i dei ulike banda med banda i standarden vart konsentrasjonen estimert ved a bruke formel 1.

Formel I:

estimert ant. bp i band * (ant. ul ¢x174.Haelll * kons. ¢x174.Haelll(50ng / ul))

=ng DNA
Tot. ant.bp i ¢x174.Haelll
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3.2.4 Kutting av pG5Luc vektor med restriksjonsenzym

pGSluc vektor bestar av 5 Gal4 bindingsseter oppstrems av ein minimal TATA boks, som
igjen er oppstrems av eit Eldfloge-luciferase gen, luc+. Dette Gal4 bindingssetet vart kutta ut.
For a danne linjert pG5Luc DNA og deretter kutte ut Gal4 bindingssetet vart 10 pg vektor
DNA tilsett 1 ul (10 einingar) av kvart restriksjonsenzym Nhel og Acc651, 2,0 ul
IxMulticore buffer, 2,0 ul 1:10 fortynning av BSA (10mg/ml) til eit totalt volum pa 20 pl.
Kutting skjedde ved 37 °C over natt.

Ein kontroll pa om kuttereaksjonen var fullstendig vart utfert ved & pafere 1 ul av ufortynna
kuttelaysing og 1:10 fortynning av kuttelgysing ved sidan av 1:50 fortynning av ukutta
pGSluc vektor til ein 1 % agarosegel. Elektroforese vart kjort med 50-80 volt 1 45-60 minutt.

For a fjerne fragmentet som var kutta ut vart det utfert reinsing av vektor (fig.10) slik som i
kapittel 3.2.2. Kutting av vektor danna 3" og 5° overheng, og for 4 fa butt ende vart 1 eining pr
png DNA Large Klenow fragment tilsett kutteloysinga. Etterfolgt av inkubering 137 °C 15
minutt og deretter vart 100 uM dNTP tilsatt. Tilslutt vart leysinga inkubert i 15 minutt ved 37
°C og enzymet inaktivert i 10 minutt ved 70 °C.
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Figur 10. pG5Luc vektor som CYP3A1, CYP3A3, DR1 og DR3 responselementa vart forsekt ligert saman med.
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3.2.5 Kutting av pGL4.74 med restriksjonsenzym

pGL4.74 har ein HSV-TK promotor som delvis vart erstatta med ERE-responselementet. Den
basale promotoren vart ikkje kutta ut av vektor. Dette vart gjort ved & kutte 35 pg vektor med
5 ul (60 einingar) EcoR1 og 5 ul (50 einingar) Acc651, 10 ul 1xMulticore buffer i totalt 100
ul kuttelaysing. Kutting skjedde ved 37 °C over natt. Deretter vart enzyma varmeinaktivert
ved 65 °C 1 20 minutt.

Ein kontroll pa om kuttereaksjonen var utfert som ved kutting av pG5Luc (kapittel 3.2.4).

For & fjerne fragmentet som var kutta ut vart det utfert reinsing av vektor (fig.11) slik som 1
kapittel 3.2.2. Kutting av vektor danna 3" og 5° overheng, og for & danne butt ende vart det
tilsett 1 eining Large Klenow fragment pr ug DNA og 100 uM dNTP som i kapittel 3.2.4

Synthetic poly(A) signal/
Amp' transcriptional pause site
(for background reduction)

ori pGL4.74[ hRlug/TK]
Vector
(4237bp)

2020 Sal |
2014 [BamH |

V40 lat
ooly(A) Soag) HSV-TK promoter

Hpal 1912 hRluc

Xbal 1752

Hind |1l 780

A729MA

Figur 11. Figuren viser ekspresjonsvektor pGL 4.74 som vart brukt til & klone gstrogen responselementet,

ERE-Ren-Luc
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3.2.6 Defosforylering av vektor

For a hindre at vektor religerar og for & auke talet pa positive klonar matte 5" enden pa vektor
defosforylerast. Det vart forsekt defosforylering med alkalisk rekefosfatase, SAP og alkalisk
kalvetarm fosfatase, CIAP. Ved defosforylering med SAP (1 u/ul) vart det tilsett 1 pl av SAP
til 20 pl kuttemiks og inkubert ved 37°C i 30 minutt. Deretter vart SAP inaktivert ved 65 °C i
15 minutt. Ved defosforylering med CIAP vart det tilsett 0,01 u/pmol DNA endar. Formel 2
vart brukt for utrekning av mengd CIAP til DNA mengd. Reaksjonen vart inkubert i 15 min
ved 37 °C og deretter vart CIAP inaktivert i 15 minutt ved 50 °C.

2x10° pg *ug dsDNA * pmol
N bp *660 pg *1 ug

Formel 2:

= pmol ender

3.2.7 DNA ekstrahering med fenol/kloroform og etanol felling.

For a fjerne fosfatase vart det utfort fenol/kloroform ekstrahering ved 4 tilsette 1:1 av
fenol:kloroform:isoamylalkohol (forhold 25:25:21) til praven. Dette vart blanda saman ved &
pipettere proven. Deretter vart proven sentrifugert ved 4°C 1 10 minutt. Vassfasen vart
overfort til eit nytt eppendorfrer. Den resterande organiske fasen vart tilsatt 100 pul ddH,O,
blanda saman og sentrifugert pa nytt i 10 minutt ved 4°C. Vassfasen i dette roret vart overfort
til den forre vassfasen. Protein vil d& vere i den organiske fasen medan DNA vil vere i
vassfasen. Deretter vart det utfort etanolfelling for & konsentrere DNA ved 4 tilsette 0,1 x
provevolumet av 3 M NaAc pH 5,2 og 2x prevevolumet av 96 % EtOH. DNA vart felt ut ved
-20 °C for 30-60 minutt. DNA preven vart sentrifugert ved 13000 rpm ved romtemperatur i 15
minutt. Pellet vart vaska med 500 pl iskald 75 % EtOH og deretter sentrifugert ved 13000
rpm ved romtemperatur 1 10 minutt. Pellet vart torka i avtrekk og deretter loyst 1 30 pl TE-

tynn buffer og konsentrasjonen vart bestemt ved gelelektroforese (metode 3.2.3).

3.2.8 Ligering av vektor og fragment

Ved ligering av butt ende er det vanlig & bruke 1:3-5 forhold av vektor:fragment. Det vart
brukt mellom 200-500 ng vektor. Ved utrekning av mengd innsett fragment vart formel 3

brukt. Formelen viser utrekning av mengd ng fragment som vert brukt i ligerings-reaksjonen.
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Det vart tilsatt 1 ul (350 u) T4 DNA ligase til 20 ul ligeringsmiks. Ligering vart utfort ved

romtemperatur i 16-18 timar.

ant. ng vektor * ant. bp innsett fragment * 3
Formel 3: g P Jrag

= ant.ng fragment
ant. bp vektor

3.2.9 Transformering av DNA ved elektroporering

For & undersoke om ligering av fragment og vektor var vellukka vart plasmidet transfektert
inn 1 XL.1 Blue E-coli celler. Dette vart gjort ved elektroporering. Forst vart 40 pl elektro-
kompetente XL.1Blue celler tint pa is. 1 pl av ligeringsloysing vart tilsatt cellene, blanda
saman og inkubert pa is 1 1 minutt. Laysinga vart overfort til passande kyvette (2 mm
elektrodegap) for elektroporering. Det vart brukt 200 Ohm motstand, 25 mF kapasitet og 2,5
kV puls. Straks etter elektropuls-eksponering av vart cellene tilsatt 1 ml SOC medium og
deretter overfort til eit eppendorfrer. Miksen vart riste inkubert ved 250 rpm ved 37°C i 1
time. Deretter vart 100 pl cellekultur sddd ut pa agar skaler tilsatt 100 ug ampicillin . Resten
av cellekulturen vart sentrifugert i 1 minutt og pellet resuspendert i 100 pl cellekulturmedium

og sadd ut pa agar skil som tidligare. Skalene vart inkubert ved 37 °C i1 16-18 timar.

3.2.10 Kolonisjekk ved PCR og sméskalareinsing (miniprepping) av DNA

Transformantar vart undersekt for korrekt innsett fragment ved PCR. 5ul 5xGoTag buffer vart
tilsatt ein loysing av 1,5 pl MgCl, 1 pl 2,5 mM dNTP, 1 pl av framover og revers primer, 1 ul
Taq.polymerase og 15,4 ul ddH,0. Deretter vart koloniar som var enskelig a sjekke for
korrekt innsett fragment overfort frd agarskal til PCR-reor ved a bruke ein pipettespiss. PCR
syklusen var 94°C/5minutt — 25 x(94°C/30 sekund - 55°C/30 sekund — 72°C/30 sekund) —
72°C/5 minutt — 4°C/co. Deretter vart 2 pl PCR produkt overfort til ein 1% agarosegel.
Plasmid som gav antatt korrekte PCR produkt vart sméskalareinsa (miniprepp). Dette vart
utfort ved & overfore den enska kolonien til eit 30 ml ror med 5 ml Luria Bertani(LB) —
medium med 50 pg/ml Ampicillin og risteinkubere ved 250 rpm ved 37°C 1 8-15 timar. 2x
750 ul cellekultur vart reinsa ved & bruke Wisard Plus Minipreps DNA purification system fra
Promega. Etter reinsing vart blandinga kutta med restriksjonsenzym for & kunne bekrefte eller
avkrefte om vektor hadde innsett fragment og deretter analysert pa agarosegel slik som skildra

1 kapittel 3.2.4 0og 3.2.5.
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3.2.11 Sekvensering av antatt korrekte klonar

Sekvensering av plasmid fra antatt korrekte klonar vart utfert ved PCR. Sekvenseringslaysing
vart laga ved 4 tilsette 3,2 pul 1,0 uM framover og 1,0 uM revers primer til 2 ul DNA loysing,
1 ul sekvenseringsbuffer og 1,0 ul Big Dye, totalt volum 10 pl. PCR syklus var 96°C/5 minutt
—25x(96°C/10 sekund - 50°C/5 sekund — 60°C/4 minutt) — 4°C/o0. Reaksjonslgysing vart
lagra ved -20°C og sekvensering utfort ved Universitetet 1 Bergen, Sequencing Facility,
Hogteknologissenteret, pd Seq ABI 377 ABI PRISM DNA sekvensmaskin. Sekvensresultatet

vart analysert i forhold til oligonukleotidsekvens og vektor.

3.2.12 Storskala reinsing av plasmid DNA (maksiprep)

Plasmid med korrekt innsett fragment vart reinsa i storskala for & kunne oppné brukbar
konsentrasjon til transfeksjonsforsek. Dette vart utfert ved & plukke bakteriekolonien med
korrekt fragment og dyrke bakteriekultur i 50 ml LB — medium som skildra i kapittel 3.2.10.
Deretter vart 200 ul av denne bakteriekulturen dyrka i 200 ml LB — medium med 200 ul 100
mg/ml Ampicillin 1 1 liters kolbe 1 12-18 timar. Deretter vart det utfort reinsing av DNA ved &
bruke protokoll for Qiagen Plasmid Maxi kit.

3.3 Luciferase reporter assay

Vidare skulle reporter-konstrukt testast for ligandaktivering saman med hevesvis hPXR og
hERa. I forseket vart det brukt COS-1 celler som vart transient transfektert med FUGENE® 6
transfeksjonsreagens. hPXR og hERa ekspresjonsplasmid vart forst transfektert kvar for seg
og deretter 1 same transfeksjonssystem. Det vart brukt 24- og 96-brenns brett til
transfeksjonane. Aktivering kunne studerast pé eit luminometer ved & méle Eldfloge-
luciferase aktivitet. Denne aktiviteten vart deretter normalisert i have til renilla-luciferase

aktivitet eller B-galaktosidase aktivitet.

DUAL-Luciferase reporter systemet var egna til & studere eit ekspresjonsplasmid og
aktivering av eit reporterplasmid. I oppgéava var det enskjeleg & studere to ekspresjonsplasmid
og aktivering av to ulike reporterplasmid i same transfeksjon. Teknologien 1 DUAL-luciferase
reportersystemet kunne modifiserast for 4 fa til dette. Prinsippet bak denne teknologien er at
ein vektor med det eksperimentelle reportergenet vert kotransfektert med ein Eldfloge-

luciferase reporter samt ein renilla-luciferase reporter som fungerar som transfeksjonskontroll.

48



Renilla-luciferase reporter har ein sterk basal promotor (CMV) som vert konstitutivt aktivert
uavhengig av varierande forsgksforhold som variasjonar i celletal, cellevitalitet, samt
transfeksjonseffektivitet og lysering. Eldfloge-luciferase aktivitet vert difor normalisert ut frd
aktiviteten til renilla-luciferase (Sherf et al. 1996). Det var gnskjeleg a utnytte denne
teknologien til & kunne studere to ulike reseptorar (hERa og hPXR) ved & subklone
responselementa for dei to ekspresjonsplasmida som det var enskjeleg & studere inn 1 hevesvis
renilla-luciferase vektor og Eldfloge-luciferase vektor. Ein tredje reportervektor vart d& brukt
som transfeksjonskontroll (B-galaktosidase). Figur 12 viser assaysystemet med tre ulike

eksempel pa transfeksjonsforsek.
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Transfeksjon 1

Ligand
=)
rp — Eldfloge
XREM/DR3 Eldloge-luc r Renilla
Kontroll SEFRIECNILIFDEI
Renilla-Luc
Transfeksjon 2
[ ]
rp r Renilla
ERE Renilla-luc r» B-galaktosidase
Kontroll P IECI I EIT
lacZ
Transfeksjon 3 °

7\
QCNNCE

DRI DOIRIJCOI DO IJEOIFRCOFE
XREM/DR3  Eldloge-luc ERE Renilla-luc

B-galaktosidase

Kontroll 2@ @ SRea e
lacZ

Figur 12. Luciferase systemet. I transfeksjon 1 vert PXR og RXR transfektert og eksponert for ligand.
Heterodimeren vil binde til responselementet (DR3 eller XREM). Dette vil fore til transkripsjon av Eldfloge-
luciferase enzym som emiterar eit lyssignal som kan detekterast pa eit luminometer. Renilla-luciferase vil bli
transfektert med i systemet. Denne har ein sterk CMV promotor som er konstitutivt uttrykt og vert brukt til &
normalisere for transfeksjonsvariasjonar. I transfeksjon 2 vil hERa bli transfektert og eksponert for ligand. hERa
er ein kjernereseptor som bind som ein homodimer. Dette komplekset vil binde til responselementet ERE og
renilla-luciferase vert transkribert. renilla-luciferase enzymet emiterar ogsa eit lyssignal som kan detekterast pa
eit luminometer. I dette tilfellet vil plasmidet som kodar for B-galaktosidase verte transfektert med hERa for &
kunne male transfeksjonsvariasjonar. I transfeksjon 3 vert PXR og hERa kotransfektert og liganden kan
potensielt binde bade PXR og hERa. Det kan stadfestast kva for ein av reseptorane ligande har bunde til ved a
lese av renilla og eldfloge-luciferase aktivitet pa eit luminometer. B-galaktosidase vert brukt som

transfeksjonskontroll.
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3.3.1 Utsding av celler i 96-brennsbrett

200-500 ul (5000- 20 000) COS-1 celler vart dagen for transfeksjon sadd ut i sterile NUNC
cellebrett. Det vart brukt fenolredtfritt DMEM medium for & unngd hormonhermande effekt

av denne komponenten.

3.3.2 Transfeksjon av reporterplasmid og ekspresjonsplasmid

Transfeksjon av ekspresjonsplasmid og reporterplasmid vart utfert 24 timar etter utsaing av
celler. Dette vart gjort ved 4 bruke FUGENE" transfeksjonsreagens. Prinsippet er at FUGENE
transfeksjonsreagens dannar eit kompleks med DNA som deretter vert tatt opp av cellene

(Jacobsen et al. 2004).

Avhengig av storleiken og talet brennar som skulle tilsettast same transfeksjonsloysing vart
det laga ei masterloysing med enska plasmid 1 enska konsentrasjon. Ferst vart x ant. pl
serumfritt og penicillin/streptomycinfritt DMEM medium overfort til eit sterilt eppendorfrer.
Mediet vart inkubert 1 5 minutt med x ant. pl FUGENE. Deretter vart dei ulike plasmida tilsett
reret. Forholdet mellom reporterplasmid, ekspresjonsplasmid og kontrollreporterplasmid ber
vere om lag 10:1:1 og det ber vere om lag like mykje DNA 1 kvar transfeksjonslaysing. Det
vart derfor tilsett pPCMV5- vektor som er eit tomt plasmid slik at det vart like mykje DNA i
kvar transfeksjonsloysing. pPCMV5- vart ogsé brukt som ein kontroll for ligandaktivering utan
ekspresjonsplasmid. Masterlgysinga vart forsiktig blanda og deretter inkubert i 15 min for x
ant. pl av transfeksjonsleysinga vart tilsatt kvar brenn. Deretter vart cellene inkubert ved 37°C

14 timar.

Tabell 20. Tabellen viser transfeksjonsforhold som vart brukt i forseka.

24-brenssbrett 96-brennsbrett
Ant celler pr brenn 15 000-20 000 5000-10 000
Volum medium i kvar brenn 500 pl 200 pl
Volum medium i transfeksjonsleysing (pr brenn) | ~20 pl ~5pul
Mengd reporterplasmid (kvart plasmid) ~200 ng ~ 100 ng
Mengd ekspresjonsplasmid (kvart plasmid) ~20 ng ~ 10 ng
Mengd kontroll plasmid ~20 ng ~ 10 ng
Totalt mengd DNA 0,2-0,4 ng 0,03 -0,06 pg
Volum FUGENE" 6 (pr brenn) 1,0 ul 0,6 ul
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3.3.3 Eksponering av ligand

Eksponering av ligand vart utfert 4 timar etter at cellene var transfektert. Cellene vart tilsett
ulike fortynningsrekker av ligand. Ligandfortynningar vart laga til i fenolredtfritt medium og
50-100 pl vart tilsatt kvar brenn. Det vart ikkje skifta medium for eksponering av ligand.
Cellene vart vidare inkubert 1 24 timar ved 37°C.

3.3.4 Lysering av cellene

24 timar etter at cellene var eksponert for ligand vart cellene lysert. Dette vart gjort ved & forst
vaske cellene med 100 ul 1x PBS og deretter tilsatt mellom 30-150 pl 1x passiv lysisbuffer
fra DUAL - Luciferase™ Reporter Assay system kit (volumet lysis buffer tilsatt avheng om
det vart brukt 24-brennsbrett eller 96-brennsbrett). Etter lysering vart cellene inkubert pa
vippe ved romtemperatur i 15 minutt. Dersom plasmidet som kodar for B-galaktosidase vart
transfektert med matte méling av luciferase aktivitet og B-galaktosidase aktivitet gjerast i

separate alikvoter hovesvis 30-70 ul og 75 pl.

3.3.5 Maling av eldfloge- og renilla-luciferase aktivitet

For a méle aktiviteten til kvart plasmid matte ein kunne skilje mellom aktiviteten dei hadde

etter eksponering for ligand. DUAL — Luciferase™ reporter assayet gjorde dette mogeleg.

Luciferin
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Figur 13. A viser eldfloge-luciferase enzymet som er avhengig av ATP, MG* og O, for & kunne oksidere
substratet eldfloge luciferin og deretter danne eit lyssignal. B viser renilla-luciferase enzymet som krev

coelenterazine som substrat ved danning av lyssignal (figur er omteikna fré fig.1 i Sherf et al. 1996) .
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Etter at cellene var lysert vart 30-50 ul lysat overfort til tette 96-brennsbrett for avlesing av
luciferase aktivitet pd eit Luminometer. Luciferase assay-loysing og Stop and Glo-lgysing
vart laga til rett for bruk ved 4 tilsette luciferasebuffer til luciferase substrat og Stop and Glo
substrat til Stop and Glo buffer. Luciferase assay inneheld ulike komponentar, blant anna
ATP, Mg og luciferin. Luciferin er substrat for Eldfloge-luciferase for & danne eit lyssignal.
Stop and Glo inneheld coelenterazine som er substrat for renilla- luciferase enzym og
nedvendig for danning av lyssignal. Til kvar brenn vart det tilsatt 100 pl Luciferase Assay og
pa eit luminometer vart eldfloge-luciferase aktivitet lest av. Deretter vart 100 ul Stop and Glo
tilsatt kvar brenn for a stoppe eldfloge-luciferase aktivitet, og renilla-luciferase aktivitet vart

malt.

3.3.6 Maling av B-galaktosidase aktivitet

75 pl lysat vart overfort til klare 96-brennsbrett og tilsatt 150 pul baselaysing

(sja materialkapittel tabell 2.16). Baseloysinga var tilsatt 3,5 ul B-merkaptoetanol pr ml
baseloysing og 0,00025 g ONPG pr ml baseloysing. Deretter vart brettet inkubert ved 37 °C i
15-45 minutt. Det var viktig a felgje med brettet undervegs. Reaksjonen var ferdig nar
loysinga 1 brennane var begynt & bli gule. Reaksjonen vart stoppa ved 4 tilsette 50 ul 1 M
Na,COs. Enzymet B-galaktosidase katalyserer hydrolysen av ONPG og frigjer o-nitrofenol
som absorberer lys ved 420 nm. Aktiviteten til B-galaktosidase vart mélt pd eit

spektrofotometer ved & méle absorbansen til o-nitrofenol.

3.4 SDS polyakrylamid gelelektroforese (SDS-Page) og Western blot analyse

Det var viktig 4 stadfeste at det faktisk var spesifikke protein (hPXR og hERa) 1 kvar prave.
Dette vart gjort ved a skilje proteina gelelektroforetisk pd ein SDS-polyakrylamid gel som
skildra av Laemmli (Laemmli 1970). Denne metoden kan skilje protein basert pa storleik.
SDS vil bryte ned sekunder- og tertiger struktur i protein og gjer at proteina vert negativt lada.
Disulfidbruer vert ikkje oydelagde av SDS, men ved & koke praven i1 na@rver av -
mercaptoetanol sé vil desse bindingane ogsa verte oydelagde. Etter dette vil protein som er
satt pa polyakrylamidgel vandre gjennom gelen som felgje av elektrisk spenning. Protein-

storleiken vart bestemt ved & samanlikne med molekylvektstandard.
Utstyret vart montert etter Bio-Rad sin prosedyre. Forst vart ein 9 % separasjonsgel laga.

Denne skulle std i 1 time for polymerisering. Deretter vart ein 4 % konsentrerande gel laga og

tilsatt over separasjonsgelen. Tilslutt vart kammane satt i og dette systemet skulle sta i 45-60
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minutt for polymerisering. 15 ul preve (5-10 pg) vart tilsatt dH,O for & fa rett konsentrasjon
pa provevolumet og deretter vart provevolumet fortynna 1:1 med 2 X prevebuffer. Mengd
prove som skulle tilsettast vart rekna ut etter formel 4. Proven vart kokt ved 95 °C 1 3-4 minutt
for denaturering av proteina. Preven vart spunne ned forsiktig. Gelen vart pafert kjoyrebuffer
og 15 ul preve vart satt pa gel. Straumforsyninga vart satt til 100 V per gel og tida var ca 45

minutt.

100g *100u .
Y *15u

Formel 4: Y = mg protein/ml

Westernblotting gjer det mogeleg a sjé spesifikke protein i bandet som ein observerar pa
akrylamidgelen. Proteina vert detektert ved & bruke antistoff som bind aminosyresekvensar i
det spesifikke proteinet ein er ute etter. Proteina vert overfort til ein membran av til demes

nitrocellulose ved & pafere gelen elektrisk spenning.

Forst vart gelen vaska 1 blottebuffer 1 om lag 10 minutt. Akrylamidgel (nedst) og
nitrocellulosemembran (gvst) vart lagt i midten av ein sandwich i ein blottekassett saman med
filterpapir, blottesvamp (over og under akrylamidgel og nitrocellulosemembran) Anode og
katode var hgvesvis gvst og nedst. Det vart pafert 1 X blottebuffer og satt pd 100 V i 45
minutt. Nitrocellulosemembranen vart overfort til eit passande kar og vaska med TTBS 1 5
minutt og deretter blokkert med 5 % terrmjelk 1 45 minutt og tilslutt vaska 2 X med TTBS 15
minutt. TTBS vart fjerna for primerantistoff (fortynna i 3 % terrmjelk) vart tilsatt
membranen. Det vart brukt 3 ml lgysing med primerantistoff og membranen vart inkubert i
ein 3x7 cm zip-lock pose pé vippe i 16-18 timar. Deretter vart membranenblottet vaska 2 X
med TTBS 1 5 minutt, og deretter vart denne fjerna. Geit-antimus IgG sekunderantistoff
(fortynna i 3 % terrmjelk) vart tilsatt blottet og inkubert i minst 3 timar ved romtemperatur.

Deretter vart membranblottet vaska 2 X med TTBS i 5 minutt og deretter ein gong med dH,O.

Framkalling av membranblottet kan utferast pa to métar. ECL er den mest sensitive
framkallingsmetoden, men ein risikerar bakgrunnsstey. Ved a nytte Opti-4CN framkalling
vert bakgrunnstey redusert, men denne metoden er mindre sensitiv enn ECL. Etter
framkalling med ECL kan blottet framleis brukast til Opti-4CN framkalling etter at

membranblottet er vaska.
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Ved ECL vart membranen inkubert i 5 minutt i romtemperert ECL-lgysingar (sja protokoll fra
leverander GE Healthcare UK Limited), og deretter vart membranblottet framkalla pd

Hyperfilm ECL pa Optimax framkallingsmaskin fra Protec processor technology.

3.5 Statistisk analyse

Resultata vart behandla i excel. Ein t-test vart gjort for & bestemme om det er ein signifikant
forskjell mellom gjennomsnitt av aktivering av kontroll og gjennomsnitt av aktivering av
ekspresjonsplasmid. Det vart satt opp ein nullhypotese Hy, som seier at gjennomsnittet til dei
to datasetta er like (altsé ingen forskjell mellom gjennomsnittet til aktivering av kontroll (1)
og aktivering av ekspresjonsplasmid (u2)):

Hy: ul=u2
Denne nullhypotesen vart testa 1 ein t-test. T-testen gjev ein p-verdi. Denne p-verdien er
sannsynet for at forskjellen mellom dei to datasetta skuldast tilfeldigheiter dersom
nullhypotesen er sann. Nér ein skal ta stilling til om ein hypotese kan forkastast eller ikkje ma
ein velje eit niva for kor stor forkastingsfeil ein kan godta. I denne oppgéava vart 5 %
signifikansniva valt (a=0,05), altsa dersom Hj er riktig godtar vi at det er 5 % sjanse for at vi
gjer ein forkastingsfeil. Dersom p < a vert Hy forkasta og det er sannsynleg at det er ein
forskjell mellom datasetta til dei to gruppene som vi enskjer & studere, og at denne forskjellen

ikkje er tilfeldig. Ein seier at resultatet er statistisk signifikant.
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4. Resultat

4.1 Subkloning av reporterkonstrukt

Eit av méla med oppgéva var & klone ulike PXR responselement og ERa responselementet,
ERE, inn i to ulike Luciferase reporter vektorar, hovesvis pG5luc (eldfloge-luciferase) og
pGl4.74 (renilla-luciferase). Sjé kapittel 3.2 for detaljert skildring av metoden. Dette var
onskjeleg for & kunne studere ligandaktivering av kjernereseptor hERa og hPXR i

transfeksjonsforsek kvar for seg, samt 1 eit kotransfeksjonssystem.

Dei var enskjeleg a subklone ulike hPXR responselement over 1 eldfloge-luciferase vektor.
Responselementa var CYP3A1, CYP3A3, DR1 og DR3. Nir hPXR bind til eit respons-
element vert DNA polymerase rekruttert og gen for eldfloge-luciferase enzym vert
transkribert. For ERa var det enskjeleg & subklone ER responselementet, ERE, over i Renilla-
luciferase vektor. Ved hERa binding til ERE vil gen for renilla-luciferase enzym verte
transkribert. Ved & fa ei celle til & uttrykke desse to kjernereseptorane kunne ein studere
ligandaktivering av hERa og hPXR ved ulike ligandkonsentrasjonar og ulike konsentrasjonar

av ekspresjonsplasmid.

Av dei ulike responselementa som det var enskjeleg & danne lukkast det tilslutt & fa klona
DR3 (direkte repetert sekvens) inn i pG5Luc vektor. Sekvensanalyse viste at det innsette
fragmentet 1 vektoren hadde 3 x sekvensen CCAGGTCAGACAGGTCAGCAG (redt viser
sekvensen som PXR kan binde til avskilt av tre nukleotider, DR3. Appendiks 1 figur 28 viser
sekvensanalysen). For & kunne gjere ligandaktiveringsstudiar med hPXR vart det gjort
transfeksjonsforsek med DR3 - reporter for & stadfeste om den kunne aktiverast av hPXR. Det
lukkast ikkje & subklone andre responselement inn 1 pG5Luc vektoren (CYP3A1, CYP3A3
eller DR1) trass gjentatte forsek.

ERE-Luc reporter eksisterte allereie og viste gode resultat i transfeksjonsforsgk. Men denne
stod 1 eldfloge-luciferase vektor, pG5Luc. For a kunne ha reporter for hPXR og hERa i to
ulike vektorar vart det derfor forsekt & subklone ERE inn i renilla-luciferase vektor, pGL4.74.
Sekvensanalyse viste at ERE-responselementet var klona inn i Renilla-luciferase vektor med 2

x sekvensen CCAGGTCAGAGTGACCTGGCA (redt viser ERE responselementet,
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appendiks 1 figur 28 viser sekvensen). For & stadfeste om ERE-renilla-luciferase reporter

kunne aktiverast av hERa vart det gjort transfeksjonsforsek med denne reporteren.

4.2 Etablering av transfeksjonsassayet

For a kunne gjere eksponeringsforsek med ulike ligandar métte transfeksjonsassay- metoden
etablerast og dei ulike reporterplasmida métte vise signifikant aktivitet i transfeksjonforsek.
Det vart utfort transfeksjonar i 24-brennsbrett og 96-brennsbrett med ulike konsentrasjonar av

ligand.

Transfeksjon vart gjennomfort ved & forste dag s ut COS-1 celler i eit bestemt volum DMEM
i kvar brenn. Dag 2 vart cellene transfektert med ekspresjonsplasmid og reporterplasmid ved &
bruke Fugene® 6 transfeksjonsreagens. Etter 4 timar vart cellene eksponert for ligand og

vidare inkubert 1 24 timar. Deretter vart cellene lysert og luciferase aktivitet malt.

Det vart gjennomfort fleire transfeksjonsforsek der malet var a finne optimale transfeksjons-
parametere. Til demes var det viktig & finne ut kor mykje ekspresjonsplasmid og
reporterplasmid som gav best transfeksjonsresultat, samt bestemme om det var nedvendig &
transfektere RXR. Forsgk for & stadfeste om RXR var nadvendig for & vise luciferase aktivitet
1 transfeksjonsforsek vart giennomfert, men resultata gav ikkje noko tydeleg svar pa dette
(data er ikkje vist). Truleg var dette pa grunn av at 96- brennsbrett som var tilgjengeleg for
transfeksjon pd dette tidspunktet ikkje var av nyare dato. Det vart i forsek valt & transfektere
RXR saman med hPXR, bortsett fré i transfeksjonsforsek der hPXR og hERa vart
kotransfektert.

4.2.1 Transfeksjon av hPXR* og hRXR med DR3-E-luc reporter

Den klona DR3 eldfloge-luciferase (DR3-E-luc) reporteren vart testa ut i transfeksjonsforsek
for 4 stadfeste om den kunne binde hPXR* og vidare aktivere transkripsjon av eldfloge-
luciferase. Transfeksjonsforsgk vart gjennomfert i COS-1 celler i 96-brennsbrett og eksponert

for kjente ligandar for hPXR* (sja kapittel 3.3 for detaljert metode skildring).
hPXR* og hRXR var ei gave fra Hormonlaboratoriet ved Haukeland Universitetssykehus.

Fordi PXR virkar som ein heterodimer med RXR vart hRXR transfektert saman med hPXR*.

Rifampicin og pregnenolon 16a-carbonitrile, PCN, vart brukt som ligand. Rifampicin er kjent
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som ligand for hPXR og skulle dermed binde den og vidare indusere transkripsjon av
eldfloge-luciferase (Blumberg et al. 1998b). PCN er kjent som ligand for muse PXR og er ein
dérlig ligand for hPXR (Lehmann et al. 1998; Blumberg et al. 1998b; Jones et al. 2000).

I forsgket vart COS-1 celler transfektert med hPXR* og DR3-R-Luc reporter i 96-brennsbrett.
Renilla-Luc (pGL4.74) vart transfektert for & normalisere for transfeksjonsvariasjonar. Etter 4
timar vart cellene eksponert for ulike ligandkonsentrasjonar av rifampicin og PCN, og deretter
inkubert i 24 timar for avlesing av luciferase aktivitet (sja kapittel 3.3 for detaljert skildring av
metoden). I transfeksjonsforsek viste resultatet ingen signifikant aktivering av hPXR* med
DR3-E-luc som reporter. Dersom DR3-E-luc reporter hadde fungert, skulle rifampicin
eksponering gjeve auka luciferase aktivitet i forhold til kontroll. I dette forseket viser kontroll
signalet OuM ligand (DMSO) om lag like verdiar som for dei ulike ligandkonsentrasjonane.
Ogsé standardavvika pé triplikatane er store (fig. 14A). Ved PCN eksponering ser ein ikkje
endra aktivering av hPXR* i forhold til eksponering for rifampicin (fig. 14B). Forsgket vart
gjentatt ein gong med same resultat. Dette kan tyde pa at DR3-E-Luc reporter ikkje verkar i
transfeksjon med hPXRx*.
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Figur 14. Transfeksjon av hPXR* og DR3-E-luc reporter og eksponering for rifampicin og PCN (0pM er
tilsatt DMSO). COS-1 celler er transfektert med 20 ng hPXR-plasmid og 20 ng hRXR-plasmid i 96-brennsbrett.
Resultata er presentert som snitt av tre replikat (n=3) + SD. Bla sgyler viser pPCMV 5-aktivering (kontroll) og gra
soyle viser hPXR aktivering. A viser relativ luciferase aktivitet ved eksponering med ulike ligandkonsentrasjonar
av rifampicin. Resultatet viser at rifampicin ikkje aktiverar hPXR* med DR3-E-Luc som reporter. B viser relativ
luciferase aktivitet med eksponering med PCN. Resultatet viser at det ikkje er nokon signifikant dose-respons

effekt av PCN med DR3-Eldfloge-Luciferase som reporter. Forseket vart gjentatt ein gong med same resultat.
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4.2.2 Transfeksjon av hPXR og hRXR med XREM-luc reporter

For & kunne g vidare med ligandaktiveringsstudiar var det avgjerande for oppgava a ha ein
luciferase reporter som viste aktivitet i transfeksjonsforsek. Ekspresjonsplasmidet hPXR og
reporterplasmidet XREM-Luc var ei géve fra professor Bruce Blumberg si gruppe ved
Department of Developmental and Cell Biology, University of California, Irvine, USA.
XREM vart i 1999 identifisert som ein regulator region av CYP344 og vert aktivert av

rifampicin og andre xenobiotiske sambindingar som bind human PXR (Goodwin ef al. 1999).

I forsgket vart COS-1 celler transfektert med hPXR, RXR og XREM-Luc i 96-brennsbrett.
Renilla-Luc (pGL4.74) vart transfektert med for & normalisere for transfeksjonsvariasjonar.
Etter 4 timar vart cellene eksponert for ligandane rifampicin og PCN, og deretter inkubert i 24
timar for avlesing av luciferase aktivitet (sja kapittel 3.3 for detaljert skildring av metoden).
Resultata fra transfeksjonsforseket viser at rifampicin aktiverar hPXR og forer til
transkripsjon av eldfloge-luciferase med XREM-Luc reporter. Resultatet viser at
ligandkonsentrasjonane 1uM og 100 uM gjev om lag lik aktivitet (fig. 15). Dette kan tyde pa
at systemet har nddd eit mettingspunkt. Resultatet i figur 15 B viser at PCN aktiverar hPXR i
mindre grad. Dette forseket vart gjentatt ein gong med same resultat. Resultatet er signifikant
og viser som venta at rifampicin bind hPXR og aktiverar transkripsjon av eldfloge-luciferase

og at PCN bind hPXR i mindre grad.
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Figur 15. Transfeksjon av hPXR og XREM luc reporter og eksponering for ulike ligandkonsentrasjonar av
rifampicin og PCN (0puM er tilsatt DMSO). COS-1 celler er transfektert med 10 ng hPXR-plasmid og 10 ng
hRXR-plasmid i 96-brennsbrett. Resultata er presentert som snitt av tre replikat (n=3) + SD. BI4 soyle viser
pCMVS5-aktivering (kontroll) og gra seyle viser hPXR aktivering. A viser relativ luciferase aktivitet etter at hPXR
er eksponert for rifampicin. Resultata viser at Rifampicin kan aktivere hPXR med XREM-Luc som reporter og at
det er signifikant forskjell mellom ligandkonsentrasjonane. Dette tyder pé at rifampicin kan aktivere hPXR og at
systemet fungerar. B viser relativ luciferase aktivitet etter at hPXR er eksponert for PCN. Resultatet viser som

venta at PCN ikkje aktiverar hPXR i nokon grad. Forsgket vart gjentatt ein gong med same resultat.
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4.2.3 Transfeksjon av hERa og ERE-renilla-luciferase reporter

For & kunne underseke ligandbinding til hERa og hPXR 1 same transfeksjonssystem matte
forst aktiviteten til ERE-renilla-luciferase (ERE-R-Luc) som reporter stadfestast. I forseket
vart hERa og ERE-R-luc transfektert inn i COS-1 celler 1 96-brennsbrett og etter 4 timar vart
cellene eksponert for tre fortynningar av etynylestradiol (EE,), og deretter inkubert i 24 timar
for avlesing av luciferase aktivitet. I forste forsosk med hERa og ERE-R-Luc reporter (fig. 16)
viser resultatet at hERa kan aktiverast av ulike ligandkonsentrasjonar av EE; (1 uM, 10 uM

og 100 uM) og indusere transkripsjon av renilla-luciferase. I dette forseket er resultata ikkje

normalisert.
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Figur 16. Transfeksjon av hERa og ERE-R-luc og eksponering for etynylestradiol, EE, (OpM er tilsatt
DMSO). COS-1 celler er transfektert med 10 ng hERa-plasmid i 96-brennsbrett. Resultata er presentert som snitt
av tre replikat (n=3) + SD. Bla sgyler viser pCMV5-aktivering (kontroll) og merk blé seyle viser hERa aktivering.
Resultatet viser luciferase aktivitet etter eksponering for ulike ligandkonsentrasjonar av EE, og viser at EE, kan
binde hERa og vidare aktivere ERE-R-Luc reporter. Men det kan ikkje konkluderast at hERa vert aktivert av EE,

pa grunn av manglande transfeksjonskontroll.
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I neste forsgk vart hERo og ERE-R-Luc transfektert inn i COS-1 celler i 24 brennsbrett og
etter 4 timar eksponert for 0,1 uM EE,. Deretter vart cellene inkubert 1 24 timar for avlesing
av luciferase aktivitet. I dette forseket vart det og transfektert eit plasmid som kodar for -
galaktosidase saman med hERa og ERE-Renilla-Luc for & normalisere for transfeksjons-
variasjonar. Resultatet viser at hERa vert aktivert av 0,1uM EE; (fig. 17). Luciferase aktivitet

er ikkje normalisert for transfeksjonsvariasjonar.
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Figur 17. Transfeksjon av hERa og ERE-R-luc og eksponering for etynylestradiol, EE, (OpM er tilsatt
DMSO). COS-1 celler er transfektert med 50 ng hERa-plasmid i 24-brennsbrett. Resultata er presentert som
snitt av tre replikat (n=3) = SD. Bla seyler viser pCMV5-aktivering (kontroll) og merk blé seyle viser hERa
aktivering. Figuren viser relativ luciferase aktivitet etter eksponering for EE,. Resultatet viser at hRERa vert
aktivert av 0,1 uM EE,. Resultatet er signifikant og tyder pa at ERE-renilla luciferase virkar som reporter.

Relativ luciferase aktivitet er i dette forsgket normalisert ut fra f-galaktosidase aktivitet.
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4.2.4. hERa aktivering med rifampicin og hPXR aktivering med etynylestradiol, EE,

For & kunne undersgke ligandaktivering av hERa og hPXR i same system var det onskjeleg &
underseoke kva effekt rifampicin har pd hERa og kva effekt EE, har pA hPXR. Medan effekten
av rifampicin pd hERa er noko uklar er det kjent fré studiar at EE; kan aktivere hPXR (Mnif
et al. 2007).

I forseket vart COS-1 celler transfektert med hERa og ERE-R-Luc og etter 4 timar eksponert
for tre ligandkonsentrasjonar av rifampicin (1 pM, 10 uM og 100 uM). Deretter vart cellene
inkubert 1 24 timar for avlesing av luciferase aktivitet. Resultata viser at rifampicin ikkje
signifikant aktiverar hERa i nokon grad (fig. 18). Luciferase aktivitet er ikkje normalisert for

transfeksjonsvariasjonar.
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Figur 18. Transfeksjon av hERa og ERE-R-luc og eksponering for rifampicin (0pM er tilsatt DMSQO). COS-
1 celler er transfektert med 10 ng hERa-plasmid i 96-brennsbrett. Resultata er presentert som snitt av tre replikat
(n=3) + SD. Bla sayler viser pPCMV 5-aktivering (kontroll) og merk bl seyle viser hERa aktivering. Figuren viser
luciferase aktivitet etter eksponering for ulike ligandkonsentrasjonar av rifampicin. Resultatet viser at hERa ikkje

vert aktivert av rifampicin.
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I neste forsgk vart det undersgkt om etynylestradiol, EE,, kunne aktivere hPXR. COS-1 celler
vart transfektert med hPXR, hRXR og XREM-Luc. Renilla-Luc (pGL4.74) vart transfektert
med for & normalisere for transfeksjonsvariasjonar. Etter 4 timar vart cellene eksponert for tre
fortynningsrekker av EE, 1 uM, 10 uM og 100 uM, og deretter inkubert i 24 timar for
avlesing av luciferase aktivitet. Resultatet viste ingen tydelig dose-respons effekt av EE,, men
ved 100 uM fortynning var resultatet signifikant forskjellig fra kontroll 0 uM (DMSO)

(fig. 19). Dette resultatet tyder pd at 100 uM etynylestradiol kan aktivere hPXR.
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Figur 19. Transfeksjon av hPXR og XREM luc reporter og eksponering for etynylestradiol, EE, (0uM er
tilsatt DMSO). COS-1 celler er transfektert med 5 ng hPXR-plasmid og 5 ng hRXR-plasmid i 96-brennsbrett.
Resultata er presentert som snitt av tre replikat (n=3) + SD. Figuren viser relativ luciferase aktivitet etter eksponering
for ulike ligandkonsentrasjonar av EE,. Resultata viser at det ikkje er nokon tydelig dose-respons effekt av EE, ved

binding til hPXR. Men for ligandkonsentrasjonen 100 uM er resultatet signifikant forskjellig fra kontrollen, 0 uM.
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4.2.5 hERa og hPXR aktivering med 4-nonylfenol

For a kunne undersoke om ulike ligandar kunne binde hERa og/eller hPXR nér desse var i
same system maétte det forst undersgkast om liganden kunne aktivere hERa og hPXR nér
desse vart transfektert kvar for seg. Det vart valt & bruke 4-nonylfenol. Denne liganden skal

kunne aktivere bdde hERa og hPXR (Mnif et al. 2007).

COS-1 celler vart transfektert med hERa og ERE-Renilla luc i 96 brennsbrett. Etter 4 timar
vart cellene eksponert for 4-nonylfenol og deretter inkubert 1 24 timar for avlesing av
luciferase aktivitet. Resultatet viser ein trend til aktivering av hERa med aukande mengd

4-NP (fig. 20). Luciferase aktivitet er ikkje normalisert for transfeksjonsvariasjonar.
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Figur 20. Transfeksjon av hERa og ERE-R-luc og eksponering 4-nonylfenol, 4-NP (0pM er tilsatt DMSO).
COS-1 celler er transfektert med 10 ng hERa i 96-brennsbrett. Resultata er presentert som snitt av tre replikat
(n=3) + SD. Figuren viser luciferase aktivitet etter eksponering for 4-NP. Resultatet viser at 4-NP kan aktivere
hERa med ERE-R-Luc som reporter og det kan observerast ein trend til dose-respons aktivering. Verdiane for
ligandkonsentrasjonen 100 uM er signifikant forskjellig fr& O pM. Luciferase aktivitet er ikkje normalisert for

transfeksjonsvariasjonar.
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Deretter vart COS-1 celler transfektert med hPXR og XREM-Luc reporter i 96-brennsbrett.
Renilla-Luc (pGL4.74) vart transfektert med for & normalisere for transfeksjonsvariasjonar.
Etter 4 timar vart cellene eksponert for 4-NP, og deretter inkubert 1 24 timar for avlesing av
luciferase aktivitet. Resultatet viser at 4-NP kan aktivere hPXR ved desse
ligandkonsentrasjonane (1 uM, 10 uM og 100 uM), men berre resultatet for [uM og 100 uM
er signifikant (fig. 21)
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Figur 21. Transfeksjon av hPXR og XREM luc reporter og eksponering for 4-nonylfenol, 4-NP (0pM er
tilsatt DMSO). COS-1 celler er transfektert med 5 ng hPXR-plasmid og 5 ng hRXR-plasmid i 96-brennsbrett.
Resultata er presentert som snitt av tre replikat (n=3) + SD. Bla sayler viser pCMV5-aktivering (kontroll) og
gra spyle viser hPXRa aktivering. Figuren viser relativ luciferase aktivitet etter eksponering for ulike
ligandkonsentrasjonar av 4-NP. Resultatet viser at hPXR kan aktiverast av 4-NP. Resultatet viser ein trend til

dose-respons aktivering og det er skilnad fré kontroll for 1 pM og 100 uM.
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4.2.6 Kotransfeksjon av hERa og hPXR

Dei forre forsgka viste at hERa kan aktiverast av EE, (fig.17) og at hPXR kan aktiverast av
rifampicin og EE; (fig. 15A og 19), og at begge desse kjernereseptorane truleg kan aktiverast
av 4-nonylfenol (fig. 20 og 21). Nar luciferaseassaysystemet no var etablert var det onskjeleg
a kotransfektere hERa og hPXR og dei respektive reporterplasmida, hevesvis ERE-renilla-
luciferase og XREM-Luciferase, saman i COS-1 celler. Transfeksjonen vart utfort i 24-
brennsbrett og 4 timar etter transfeksjon vart cellene eksponert for ligand og deretter vart
cellene inkubert 1 24 timar for avlesing av luciferase aktivitet og B-galaktosidaseaktivitet. I
dette systemet vart plasmidet som kodar for f-galaktosidase brukt som transfeksjonskontroll
for & kunne normalisere for transfeksjonsvariasjonar. Ligandane som vart valt var ligandane
som i forre forsegk viste aktivering av hERa og hPXR (EE,, rifampicin og 4-NP). Forsgket er
gjiennomfort ein gong. Resultata er presentert som relativ hERa og hPXR aktivitet ved &
trekkje frd pCMVS5- aktivitet. Dette er ein noko forenkla mate & presentere resultatet pa, men
viser korleis aktiviteten til hERa og hPXR vert endra med aukande ligandkonsentrasjon. P&

grunn av tidsnaud er forseket berre gjennomfort ein gong.
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I eit forsek vart kotransfekterte COS-1 celler eksponert for 50 uM rifampicin. Resultata i
viser at ved 50 uM rifampicin vil liganden truleg binde hPXR og ikkje hERa 1 serlig grad
(fig. 22). Resultatet er signifikant. P4 grunn av at det vart valgt 4 bruke 24-brennsbrettet vart

cellene eksponert for berre ein ligandkonsentrasjon av rifampicin (50 uM).

Kotransfeksjon av hPXR og hERa
Eksponering for rifampicin
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Figur 22. Transfeksjon av hPXR, hERa og hevesvis XREM luc og ERE-R-luc reporter og eksponering for
rifampicin (0uM er tilsatt DMSQ). COS-1 celler er transfektert med 50 ng hPXR-plasmid og 50 ng hERa-
plasmid i 24-brennsbrett. Resultata er presentert som snitt av tre replikat (n=3) £ SD. Mark bla seyle viser hERa
aktivering og gré seyle viser hPXR aktivering. Figuren viser relativ luciferase aktivitet etter eksponering for 50 pM
rifampicin. Resultatet er signifikant og viser at i eit kotransfektert system vil 50 uM rifampicin aktivere hPXR og

ikkje hERa i serlig grad.
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Kotransfekterte celler som vart eksponert for ulike ligandkonsentrasjonar av EE; at ved
eksponering av ulike ligandkonsentrasjonar med EE; kan ein observere eit forhold mellom
dose og respons (fig. 23). Resultatet er signifikant og dette tyder pa at EE, vil aktivere hERa
ved desse ligandkonsentrasjonane sjolv om EE; ogsé kan aktivere hPXR. Ved 0 uM kan ein
observere negativ hERa aktivitet. Dette kan tyde pa aktiviteten til hERa vert paverka av
hPXR i eit kotransfeksjonssystem.

Kotransfeksjon av hERa og hPXR
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Figur 23. Transfeksjon av hPXR, hERa og hevesvis XREM luc og ERE-R-luc reporter og eksponering
for etynylestradiol (OpM er tilsatt DMSO). COS-1 celler er transfektert med 20 ng hPXR-plasmid og 20 ng
hERa-plasmid i 24-brennsbrett. Resultata er presentert som snitt av tre replikat (n=3) £ SD. Merk bla seyle
viser hERa aktivering og gra seyle viser hPXR aktivering. Figuren viser relativ luciferase aktivitet etter
eksponering for ulike ligandkonsentrasjonar av EE,. Resultatet viser signifikant aktivering av hERa ved
konsentrasjonane 0,1 og 1,0 uM EE,. Figuren viser ogsa at hPXR ikkje vert aktivert i nokon grad. pCMV5-
aktivitet er i denne framstillinga substrahert fra aktiviteten til hERa og hPXR pCMVS5- har ein hegare verdi

enn hERa ved 0 uM og dermed vert denne verdien negativ.
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Kotransfekterte COS-1 celler som var eksponert for 4-NP viste ogsé ein trend til dose-respons
forhold. Resultata indikerar at i eit kotransfektert system er det forskjell mellom hERa
aktivering og hPXR aktivering ved eksponering for 4-NP (fig. 24). Resultata tyder pd at hERa
vert pavirka av 4-NP og at hPXR ikkje vert det i nokon s@rlig grad ved desse

ligandkonsentrasjonane.
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Figur 24. Transfeksjon av hPXR, hERao og hovesvis XREM luc og ERE-R-luc reporter og eksponering for
4-nonylfenol (0uM er tilsatt DMSO). COS-1 celler er transfektert med 20 ng hPXR-plasmid og 20 ng hERa-
plasmid i 24-brennsbrett. Resultata er presentert som snitt av tre replikat (n=3) + SD. Meark bla seyle viser hERa
aktivering og gra seyle viser hPXR aktivering. Figuren viser relativ luciferase aktivitet etter eksponering for
ulike ligandkonsentrasjonar av 4-nonylfenol. Resultatet i figuren er noko uklart og viser at i eit kotransfektert
system vil 4-nonylfenol kunne interagere med hERa framfor hPXR. I denne framstillinga er bakgrunnen
(pCMV5-) substrahert fra aktviteten til hERa og hPXR, og dette er grunnen til negativ verdi for hERa kontroll (0
pM).
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4.3 Westernblottanalyse

Det var enskjeleg 4 bruke westernblot analyse til 4 pavise hPXR og hERa i cellelysatet for &
stadfeste at ekspresjonsplasmida var transfektert inn i COS-1 celler, og stabilt uttrykt i desse
ligandkonsentrasjonane. Dersom desse ekspresjonsplasmida vart pavist i cellelysatet kan ein
truleg relatere luciferase aktivitet til desse. Prover frd cellelysatet vart laga til ved & forst male
proteinkonsentrasjonen i provene. Deretter vart det laga til to prever fra kvart cellelysat der
den eine proven skulle merkast med hPXR antistoff og den andre med ERa antistoff ved
westernblotting. Resultata frd westernblotanalysen gav ikkje noko klart resultat. Det var ikkje
mogeleg a identifisere spesifikke hPXR og hERa band i den storleiken som hPXR og hERa
har (hevesvis om lag 50 kDa og 65-70 kDa). Figur 25 viser westernblottanalyse av hPXR og
det kan observerast band som er om lag 50 kDa. Men ogsé praver som inneheld cellelysat der
kun pCMVS5- vart transfektert (tomt plasmid) viser slike band. Desse banda viser truleg altsa
ikkje spesifikk hPXR. Dette er ogsa tilfellet for analyse av hERa. Figur 26 viser
westernblottanalyse av hERa og det kan observerast band som er om lag 65 kDa. Men ogsa i

dette tilfellet viser prover som inneheld pCMV5- band i denne storleiken.

Det var brukt nye antistoff som ikkje tidligare var testa ut i westernblottanalyse. Vidare
optimalisering er derfor nedvendig for & kunne bruke desse antistoffa til & identifisere hPXR

og hERa 1 cellelysat frd transfeksjonsforsek.
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Figur 25: Westernblott analyse av kotransfektert hPXR og hERa. Bildet viser fleire uspesifikke band. Ein kan sja
band ved om lag 50 kDa som er storleiken til PXR, men ogsé kontroll (3,6 og 9) viser band ved om lag 50 kDa.
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Figur 26: Westernblott analyse av kotransfektert hPXR og hERa. Bildet viser fleire uspesifikke band. Det kan

0gsa observerast band i omradet 65-70 kDa som er storleiken til hER, men ogsé kontroll (3,6 og 9) har tydelege
band.
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5. Diskusjon

I denne oppgava var malet & etablere luciferase transfeksjonsassay for in vitro
ligandaktiveringsstudiar av kjernereseptorane hERa og hPXR. For a fi til dette vart ulike
reporterplasmid subklona og aktiviteten i transfeksjonsforsek vart undersekt. Vidare vart
hERa og hPXR eksponert for ulike ligandar for & stadfeste om desse kunne aktivere
transkripsjon. Tilslutt vart det gjennomfert transfeksjonsforsek der hERa og hPXR vart
kotransfektert med dei respektive luciferase reporterplasmida, ERE-Ren og XREM.

5.1 Eksperimentell strategi

Den eksperimentelle strategien var subkloning av reporterkonstrukt og etablering av
luciferase transfeksjonsassayet. Det var avgjerande for oppgédva & fa subklona reporterplasmid
som viste signifikant aktivitet i luciferase transfeksjonsassayet. Gjentatte negative
subkloningsresultat er bakgrunnen for at nokon av transfeksjonsforseka er utfort berre ein

gong d& det innanfor tidsbegrensinga som oppgava er underlagt ikkje var meir tid til dette.

Transfeksjonssystemet var basert pA DUAL-Luciferase™ Reporter Assay systemet som er ein
patentert teknologi og sveaert kostbar. For & redusere kostnadane ved denne metoden vart det
forsekt & bruke mindre volum av leysingane til maling av luciferase aktivitet (luciferase assay
reagent II loysing og Stop & Glo™ lgysing). Samanlikning av eldfloge-luciferase aktivitet og
renilla-luciferase aktivitet ved 50 pl istadenfor 100 pl av kvar reagens viste at aktiviteten
truleg ikkje vart redusert av dette (data er ikkje tatt med). Fleire forsek ma likevel
gjennomforast for & kome fram til eit passande volum. Eit anna alternativ som kan redusere
kostnadane kan vere 4 male eldfloge-luciferase og renilla-luciferase aktivitet i to ulike delar
av lysatet. I dette tilfellet vil det ikkje vere nedvendig a tilsette Stop & Glo™ reagensen til
lysatet for & stoppe eldfloge-luciferase aktiviteten. Dette fordi det kun er renilla- luciferase
aktivitet som vert malt i denne delen av lysatet, medan eldfloge-luciferase aktivitet vert mélt i
den andre delen av lysatet. Dette alternativet vart ikkje forsekt i denne oppgava. Andre
alternative reporterassaysystem kan ogsa vurderast. Til demes kan enska responselement
subklonast inn i kloramfenikol acetyltransferase (KAT) reporterplasmid. I dette tilfellet vert
KAT inkubert med radioaktivtetsmerka kloramfenikol og det acetylerte produktet vert skildt
frd det som ikkje er acetylert ved kromatografi og deretter kvanifisert ved

scintillasjonsspektroskopi. Derimot er dette ein svaert tungvindt metode og lite brukt i



transfeksjonsstudiar. Sjelve transfeksjonsforseka vart gjennomfert med standard
transfeksjonsmetode ved & bruke Fugene® transfeksjonsreagens. Enkelte transfeksjonsoppsett

var svert omfattande og krevde gode pipetteringsteknikkar og pippeteringsutstyr.

For & kunne bruke denne kotransfeksjons-metoden til & studere to ekspresjonsplasmid som
kan aktivere kvar sin reporter vil det vere nedvendig & innfere fleire transfeksjonskontrollar
for & kunne gje tydelege svar pa kva som gjev signal i transfeksjonen og korleis
ekspresjonsplasmida oppferer seg.

e Transfeksjon av hPXR og ERE-Renilla reporter

e Transfeksjon av hERa og XREM-Luc reporter

e Transfeksjon av hERa og hPXR med ERE-Renilla reporter

e Transfeksjon av hERa og hPXR med XREM-Luc reporter

Desse kontrollane vil kunne seie noko om hPXR kan paverke ERE-Renilla reporter, om hERa
kan paverke XREM-Luc reporter, om hERa og hPXR vil konkurrere om ERE-Renilla

reporter eller om dei vil konkurrere om XREM-luc reporter.
I transfeksjonen vil det ogsé vere fornuftig & ha med eit kontrollplasmid som kodar for

eldfloge-luciferase. Dette for a sja kva aktivitet luciferase har i seg sjolv i transfeksjons-

systemet.
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5.2 Subkloning av reporterkonstrukt

Utgangspunktet for & klone ulike reporterplasmid var a fa ein PXR eldfloge-luciferase
reporter og ein ERE renilla reporter som kunne binde hevesvis kjernereseptoren hPXR og

hERa in vitro.

Fragmenta som skulle klonast inn i vektorplasmida var smé, mellom 19-21 bp x 3-4, og butt
ende ligering av fragment og vektorar viste seg & vere problematisk. Sekvensanalyse av antatt
positive plasmid viste at vektor ikkje var kutta og/eller at noko var kutta av restriksjonsenzym,
men at fragmentet var satt inn 1 vektor igjen og vektor religert (sja appendiks 1 fig.27 og
fig.28). I ligering av vektor og fragment var det ulike kontrollar for 4 avdekke om
transformantane var vektor med korrekt innsatt fragment. Kontroll 1 var kutta vektor utan
ligase og fragment. Denne skulle vise antall koloniar som innehaldt ukutta vektor (falsk
positiv kontroll). Kontroll 2 var kutta vektor med ligase som skulle vise om vektor religerte
som folgje av ufullstendig defosforylering, og kontroll 3 var ukutta vektor som kontroll pé at
transformasjonen var vellukka. Desse kontrollane gav varierande resultat ved transformering
inn 1 E.coli celler. Optimalt sett skulle kontroll 1 gje fa koloniar, kontroll 2 skulle gje fa
koloniar og kontroll 3 skulle gje fleire koloniar. Resultata viste gjentatte gonger at kontroll 2
gav mange koloniar. Dersom kontroll 1 i tillegg viste fi koloniar (i ukutta vektorar) ville
dette indikere at vektor hadde religert sjolv om den i utgangspunktet ikkje skulle gjere det
som folgje av at den var defosforylert. Dersom kontroll 1 i staden viste mange koloniar var
det vanskelig & konkludere om vektor hadde religert eller om det var kuttinga som var
problemet. Truleg var det defosforyleringstrinnet som var kritisk d& gelelektroforese etter
kutting viste at vektor var kutta. Defosforylering av vektor vart forsekt med alkalisk fosfatase
fré reke og kalvetarm (SAP og CIAP) fra ulike produsentar. Ved butt ende ligering anbefaler
Takara & bruke bakteriell alkalisk fosfatase. Dette enzymet er svert stabilt og dermed
vanskelig 4 inaktivere/fjerne etter tilsetting. Det var difor enskjeleg & unnga denne. Det
lukkast til slutt & sekvensere eit korrekt plasmid med DR3 responselementet i eldfloge-
luciferasevektor, pG5Luc, og ERE responselementet inn i renilla luciferasevektor, pGL4.74.

Desse konstrukta vart sd brukt vidare 1 transfeksjonsforsek.

77



5.2.1 Sekvensanalyse og transfeksjon med DR3 reporter

Sekvensanalyse viser at fragmentet som er ligert inn 1 eldfloge-luciferase vektor har 3 x
sekvensen CCAGGTCAGACAGGTCAGCAG. Dette er konsensus sekvensen, AGGTCA,

som alle kjernereseptorar bind ulike variantar av.

I transfeksjonsforsek med DR3—eldfloge-luciferase viste resultat at denne reporteren ikkje
bind ligandaktivert hPXR* og vidare induserar transkripsjon av eldfloge-luciferase i serlig
grad (fig. 14). Arsaka til dette kan kome av artsforskjellar i PXR aktivering. Ved
identifisering av kjernereseptoren PXR i 1998 vart det identifisert artsforskjellar i indusering
av CYP3A enzym. Mellom anna har ulike studiar vist forskjellar mellom menneske og mus.
Det er vist at muse PXR kan aktiverast av PCN og vidare indusere transkripsjon av CYP3Al
enzym via mPXR binding til DR3. Human PXR vert aktivert av rifampicin og induserer
transkripsjon av CYP3A4 via hPXR binding til ER-6 (Bertilsson et al. 1998; Kliewer et al.
1998; Lehmann ef al. 1998; Blumberg et al. 1998b). Resultat som desse gruppene har kome
fram til tyder pa at hPXR ogsa kan aktivere DR3 og andre HRE, men at hPXR har storre
affinitet for ER-6. Truleg kan dette forklare den lage aktiveringa som resultata i figur 14 syner
som folgje av bdde PCN eksponering og rifampicin eksponering. PCN aktiverar dérlig fordi
PCN viser storre affinitet for muse PXR og rifampicin aktiverer darlig fordi HRE er DR3 og
ikkje ER-6. Eit forsek som kunne vore gjort for a bekrefte om dette DR3 HRE virkar ville

vore & gjere transfeksjonsforsek med muse PXR.
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5.2.2 Sekvensanalyse og transfeksjon med ERE-renilla-luciferase reporter

Ostrogen responselementet, ERE, er klona inn i renilla vektor pGL4.74. Sekvensanalyse viser
at innsett fragment er 2x sekvensen CCAGGTCAGAGTGACCTGGCA. Dette fragmentet er
palindrom sekvensen som hERa bind til (Klein-Hitpass et al. 1986).

Denne sekvensen avvik i ein av dei tre basane som er markert med mindre skrift. I folgje
studien til Klein-Hitpass et al. kan einkvar av nukleotidane st i desse posisjonane utan at det
betyr noko for funksjonen. Same studie viste ogsd at mutasjonar av ERE sekvensen i posisjon
1 og 11 var essensielle for funksjonen (Klein-Hitpass ef al. 1988). Ein annan studie viste ogsé
at bade 1x ERE sekvensen og 2x ERE sekvensen kan binde gstrogen reseptor og deretter

indusere transkripsjon av luciferase (Gehm et al. 1997).

Desse resultata er dermed stotta av tidligare studiar av Klein-Hitpass et al. og Gehm et al. og
transfeksjonsforsek med dette ERE renilla luciferase reporter viste signifikant aktivering av

hERa (fig. 17).

5.3 Ligandaktivering av hPXR og hERa

Resultata viser at hPXR vert aktivert av rifampicin og ikkje av PCN og dette samsvarar med
fleire studiar av human PXR (Bertilsson et al. 1998; Blumberg et al. 1998b; Goodwin et al.
1999). Resultatet fra transfeksjonsforsek med 4-nonylfenol og etynylestradiol viser at desse
ligandane kan aktivere hPXR og desse funna er stetta av andre studiar der det ogsa er vist at
4-nonylfenol og EE; kan aktivere human PXR ved konsentrasjonar mellom 1-10 uM (Mnif et
al. 2007). Det er dermed vist at ulike ligandar som legemiddel (rifampicin og 17-B-

etynylestradiol) og miljegifter (4-nonylfenol) kan aktivere kjernereseptoren hPXR in vitro.

I oppgéva var det enskjeleg 4 teste fleire ligandar mot hPXR. P4 grunn av varierande hoge
standardavvik ved bruk av 96-brennsbrett vart det valgt & bruke 24-brennsbrett i nokon av
forseka. Dette gjorde at transfeksjonskapastiteten gjekk ned. I tillegg var kostnadane med
Dual-Luciferase™ reporterassayet svart hage og det var ikkje fornuftig 4 bruke denne
metoden til & teste mange ligandar og ligandkonsentrasjonar. Det vart difor valgt ut tre
ligandar som representerte dei to gruppene legemiddel og miljegift. Ligandkonsentrasjonane

vart valgt pa bakgrunn av tidligare studiar (Mnif ef al. 2007).
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Transfeksjon av hERa med ERE renilla luciferase reporter og eksponering for etynylestradiol
stadfestar at hERa kan aktiverast av denne liganden (fig. 17). Resultata fra transfeksjon av
hERa og eksponering av rifampicin viser at truleg kan ikkje rifampicin aktivere hERa (fig.
18). Dette resultatet stemmer med Blumberg ef al. sin studie der hPXR vart identifisert. I den
studien viser resultat at 50 uM rifampicin ikkje aktiverar hERa 1 nokon saerlig grad
(Blumberg et al. 1998b). 4-nonylfenol viser noko aktivering av hERa (fig. 20). Ein studie av
Kuiper ef al. fra 1998 viste at ulike ogstrogene kjemikaliar kan aktivere hERa 1 konsentrasjonar
mellom 100-1000 nM. Mellom anna vart nonylfenol undersekt for ligandaktivering.
Resultatet i den studien viste at kjemiske sambindingar som nonylfenol kan binde hERa, men
at affiniteten til reseptoren kan vere s& mykje som 1 000 til 10 000 fold lagare enn affinieteten
reseptoren har for 17-B-estradiol (Kuiper et al. 1998). Det er ogsé kjent at 4-nonylfenol har

ein gstrogeneffekt in vivo (Arukwe et al. 1997 a).

5.4 Ligandaktivering av kotransfektert hPXR og hERa

Kotransfeksjonsforsek vart gjennomfert for & studere ligandaktivering av hPXR og hERa nar
desse to var transfektert saman. Det var enskjeleg & fa resultat som kunne gje indikasjonar pa
om liganden ville aktivere reseptorane ulikt ved ulike ligandkonsentrasjonar, samt ved ulike
konsentrasjonar av kjernereseptor. Dersom forseket viste at det var forskjellar i aktivering av
hPXR og hERa kan det da tenkjast at det eksisterar krysskomunikasjon mellom desse to

reseptorane in vivo?

Det vart i kotransfeksjonsforsegket valgt 4 ikkje transfektere hRXR saman med hPXR og
hERa for & redusere talet pa ulike plasmid i transfeksjonen. COS-1 og COS-7 cellelinje er
avleia fra CV1 cellelinje. Ein studie av proteininteraksjonar i COS-1 celler viser at desse
cellene har sveert lave niva, eller ikkje noko endogent RXR (Chen et al. 2003). Sidan hPXR
dannar ein heterodimer saman med RXR og deretter bind til responselementet i DNA vil
transfeksjon utan RXR vere noko som kan gje lgare eller ingen aktivering av hPXR. Studiar
har likevel vist at PXR transfeksjon i COS-7 celler kan gje signifikant PXR aktivitet utan at
RXR vert transfektert med (Blumberg et al. 1998b).

I kotransfeksjonsforsek av hPXR og hERa og eksponering for rifampicin viser resultata at

ved 50 uM rifampicin vil hPXR bli aktivert framfor hERa. Dette stemmer med konklusjonen
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basert pé resultata i figur 18 og Blumberg et al. 1998Db sine resultat som viser at hERa ikkje

vert aktivert av rifampicin i serleg grad.

I kotransfeksjonsforsek av hPXR og hERa og eksponering for etynylestradiol viser resultata i
figur 23 ein dose-respons aktivering av hERa ved konsentrasjonar mellom 0,1-1,0 uM.
Figuren viser ogsa at hPXR ikkje vert aktivert av etynylestradiol nar hERa er kotransfektert.
Det kan tenkast at ved hogare ligandkonsentrasjonar av etynylestradiol vil ein ogsé observere
binding til hPXR. Ved separat transfeksjon av hPXR og eksponering med etynylestradiol
viser resultata signifikant aktivering av hPXR for 100 uM etynylestradiol (fig. 19). Truleg har
hERa sterre affinitet enn hPXR for etynylestradiol ved lage ligandkonsentrasjonar (0,1-10
uM). Ved hegare konsentrasjonar av etynylestradiol (>100 pM) vil ein truleg ogsé observere
ligandbinding til hPXR.

Ved eksponering for 4-nonylfenol viser resultata at ved konsentrasjonar mellom 0,1-10 uM
vil liganden ha ulik effekt pA hERa og hPXR (fig. 24). Her kan det observerast ein auka
relativ luciferase aktivitet med aukande ligandkonsentrasjon for hERa, medan hPXR ikkje
vert aktivert av 4-nonylfenol i nokon s@rlig grad. Resultata kan tyde pa at i eit kotransfektert
system vil hERa verte hemma ved 0 og 0,1 uM ligandkonsentrasjon. Det vart gjort eit forsgk
pa undersekje nivd av hERa og hPXR 1 dei transfekterte cellene ved hjelp av westernblott,
men dette vart ikkje vellukka. Det vil i seinare forsek vere nedvendig 4 samanlikne resultat

fra transfeksjonsforsek med westernblottanalyse for & bestemme nivd av hERa og hPXR.

I kotransfeksjonsforsgka der systemet er eksponert for etynylestradiol og 4-nonylfenol ser ein
altsé at ved lage ligandkonsentrasjonar vert verdiane for hPXR og hERa lagare enn 0 (fig. 23
og 24). I figurane kan det observerast at hERa aktivitet truleg vert redusert i naerver av ein
annan kjernereseptor og i dette tilfellet hPXR. Dette var ikkje observert i transfeksjon der
hPXR og hERa vart transfektert separat og eksponert for 4-nonylfenol. Dette var heller ikkje
observert 1 kotransfeksjonsforseket der reseptorane vart eksponert for ein ligand som kun
aktiverar hPXR (rifampicin). Dette kan tyde pa at sjelve kotransfeksjonen av hPXR og hERa
ikkje skal ha effekt pa reseptor aktivering, men at det er ligander som kan aktivere begge
reseptorane som forer til ein slik effekt péd reseptoraktivitet. Ulike teoriar kan forklare dette.
Til demes kan det tenkast at det vil vere konkurranse om cellulare kofaktorar. Ein studie av
Min et al. 2002 viser at gstrogen reseptor aktivitet kan verte paverka av andre

kjernereseptorar. Studien undersgkjer om kjernereseptorane CAR og hPXR har potensial til &
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regulere ER-mediert transaktivering. Resultata viste at hPXR svart moderat kunne
undertrykke ostrogenreseptor aktivitet og at CAR til samanlikning reduserte gstrogenreseptor
transaktivering i vesentleg grad. Vidare undersekte denne gruppa kva som var arsaka til at
CAR reduserte ER-mediert transaktivering. Det vart framsett tre ulike hypotesar. Den forste
var danning av eit inaktivt kompleks med ER som ferer til at ER aktivering vart redusert. Den
andre teorien var konkurranse om binding til ERE og den siste teorien var ein effekt pa
kofaktorar og kofaktorniva. Ulike forsek viste at det truleg var effekt pa kofaktorar og
kofaktorniva som var arsaka til redusert ER-aktivitet. Studien viser at det eksisterar
konkurranse om kofaktorar mellom ulike kjernereseptorar. Ved & overruttrykke CAR vart det
observert ein dose avhengig reduksjon 1 ER aktivitet. Denne effekten vart redusert ved & auke
mengden av koaktivatoren GRIP-1 (Min et al. 2002). Cellulere kofaktorar som til demes
SRC-1, TIF-2/GRIP1, ACTR/AIB-1/PCAF er kjent for & aktivere kjernereseptorar. For at ein
kjernereseptor skal kunne indusere transkripsjon av metabolske enzym ma forst ligand kunne
binde ligand-bindingssetet til kjernereseptor. Ligandbinding forer til ein kaskade av ulike
prosessar som involverar kofaktorar (Freedman 1999). Det er ogsd vist at sjelve liganden kan
endre nivdet av ulike kofaktorar i ei celle. Auka transkripsjonell aktivitering av ERa er
observert ved auka niva av koaktivatorar som felgje av ligandeksponering, noko som kan tyde
pa at sjelve liganden kan endre nivéet av kofaktorar og dermed auke reseptoraktivitet (Lonard

et al. 2004).

Det vil vere nedvendig & gjennomfere fleire og meir omfattande studiar for & konkludere om
dette assaysystemet faktisk viser at det er kryssregulering/krysskommunikasjon mellom hPXR
og hERa. Det ville i forste omgang vore fornuftig 4 gjennomfere transfeksjonar der cellene
vart eksponert for fleire og tettare ligandkonsentrasjonar i omrddet 0,1 uM til 100 uM for &
sja om ligandane har storre affinitet for hERa eller hPXR ved ulike konsentrasjonar. Det ville
ogsé vore enskjeleg 4 undersgke om ligandane har ulik affinitet for kjernereseptoren ved ulike
konsentrasjonar av hERa og hPXR. Det kan tenkjast at dersom hERa vert autoregulert vil
ligandbinding skifte frd& hPXR til hERa. Dersom tilfellet er at det er konkurranse om ulike
kofaktorar vil eit forsek der kofaktorar vert overuttrykt vere fornuftig for a sja om aktiviteten
til hERa eller hPXR vert endra som folgje av det. Ogsa konkurranse transfeksjonsforsek der
ein undersekjer hERa aktivitet ved & forst kotransfektere ein kofaktor som til demes GRIP-1
og deretter kotransfektere hPXR for 4 sjd om aktiviteten til hERa vert endra som folgje av det.
Ogsé ved 4 variere ligandar fra rifampicin, som er ein sterk aktivator av PXR, til PCN som

aktiverar hPXR i mindre grad, kan ein fa svar pa om konkurranse om kofaktorar ogsa er
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ligandavhengig. Meir omfattande forsek kan vere & utfore kromatin immunopresipitering
(ChiP) av ligand-kjernereseptor-kofaktor-kromatin kompleks. Ved & bruke antistoff mot ulike
kofaktorar og kjernereseptorar kan ein undersekje kva for faktorar som er involvert i
aktivering av ulike kjernereseptorar. Slike bindingsassaystudiar vil vere viktig for a
undersgkje endringar i ligand- reseptor binding ved & endre ligandkonsentrasjon eller

forholdet mellom hPXR og hERa, samt ved endra niva av koaktivatorar.

5.5 Krysskommunikasjon mellom hERa og hPXR

Det er kjent at det eksisterar krysskommunikasjon mellom ulike kjernereseptorar. Til demes
er slik krysskommunikasjon kjent mellom hPXR og CAR (constitutive androstane reseptor).
CAR bind eit DR4 element i phenobarbital responselementet og regulerer uttrykking av
CYP2B gen. Ulike studiar har vist at hPXR kan binde DR4 elementet og regulere CYP2B gen
in vitro og at CAR bind DR3 og ER6 element og regulerer CYP3A gen (Xie ef al. 2000;
Goodwin ef al. 2001; Smirlis et al. 2001). Slik overlappande regulering av ulike PXR og CAR
maélgen kan potensielt fore til interaksjonar mellom legemiddel og ligandar som bind bade

PXR og CAR.

Eit anna deme pé krysskommunikasjon eksisterar mellom arylhydrokarbon reseptor, AhR, og
hERa. AhR hayrer til PAS (Per-Arnt-Sim) familien av transkripsjonsregulatorar (Gu et al.
2000) og kan binde ligandar som til demes miljegifta TCDD (dioksin) (Denison et al. 2003).
Mekanismen bak denne krysskommunikasjonen er noko usikker. Mekanismen bak denne
krysskommunikasjonen er komplisert og mangfaldig. Ulike teoriar vart framsatt; AhR/ARNT
heterodimeren kan binde hemmande responselement i gstrogenreseptor mélgenet, samspel
med koaktivatorar, syntese av ukjente hemmande protein, auka proteasomal nedbryting av ER
eller endra syntese/metabolisme av gstrogen via auka uttrykking av aromatase og CYP enzym
(Matthews et al. 2006). Nyare studiar har vist at AhR endrar proteasomal nedbryting av hERa
ved 4 auke ubiquitinering (Ohtake ef al. 2007) og at AhR direkte assosierar til ERa og
regulerar transkripsjon sjolv om ERa ikkje var aktivert av ligand (Ohtake ef al. 2008).

I denne studien var det enskjeleg & finne ut om kryssregulering ogsa eksisterar mellom hPXR

og hERa, og om dette potensielt kan vere av klinisk relevans.

Assaysystemet vart nytta som ein metode for a studere ligandaktivering av kotransfektert

hERa og hPXR. Studien til Mnif ef al. 2007 undersekjer om ulike ligandar for
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gstrogenreseptor, ER, ogsa kan aktivere hPXR. Resultat som denne studien har kome fram til
viser at av 48 utvalte ligandar med estrogen aktivitet viste 54 % av desse ogsd hPXR aktivitet.
Blant ligandane som studien undersekte var etynylestradiol og ein miks av
nonylfenolsambindingar. Studien viste at etynylestradiol kunne aktivere hPXR s vel som
hERa, men at hPXR viste lagare affinitet for liganden enn hERa. P4 bakgrunn av desse
resultata kom Mnif ef al. 2007 med ein hypotese. Denne hypotesen foreslo at dersom ein
sambinding kan vere ligand for bAde hERa og hPXR og dé aktivere hERa ved lage
konsentrasjonar og hPXR ved hege konsentrasjonar, og som felgje av enzym induksjon vert
metabolisert til ein uskadeleg metabolitt via CYP3A4 enzym sa kan den endokrinforstyrrande
substansen raskt verte eliminert fra organismen. Dersom CYP3A4 metabolisme forer til at
sambindingen vert metabolisert til ein meir aktiv sambinding kan dette fore til auka endokrine
forstyrringar som felgje av at den dé aktiverar hERa i sterre grad. Resultat som studien til
Mnif et al. 2007 viser, samt preliminare resultat som denne oppgéva har kome fram til, kan
tyde pa at slik kryssregulering av kjernereseptorar er ein viktig faktor i regulering av

transkripsjonsaktivitet.

Kryssregulering av hERa og hPXR kan altsé oppsta som folgje av ulik affinitet for ulike
ligandar og ligandkonsentrasjonar, konkurranse om kofaktorar eller andre &rsaker som gjer at
hERa og hPXR aktivitet vert endra. Svaert mange ligandar kan binde bade hERa og hPXR.
Ein veit at det ogsé eksisterar artsforskjellar 1 aktiveringsprofilen til PXR, sa resultat frd
studiar av kryssregulering mellom human PXR og ERa kan ikkje direkte gjelde for andre

artar.

Dersom det er slik at det eksisterar kryssregulering av hERa og hPXR aktivitet kan dette gje

uheldige effektar dersom ein vert eksponert for sambindingar som ferer til dette.
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5.6 Konklusjon

Ved a oppsummere resultata som denne studien har kome fram til kan det trekkjast nokon
konklusjonar.

e Reporterplasmidet ERE-renilla luciferase viser signifikant aktivitet 1
transfeksjonsforsek. Plasmidet kan dermed nyttast i kotransfeksjon med andre
eldfloge-luciferase reporter plasmid der ein enskjer & studere ulike kjernereseptorar
saman med hERao.

e EE, viser signifikant aktivering av hERa og rifampicin, EE, og 4-nonylfenol viser
signifikant aktivering av hPXR 1 dette systemet.

e FEtablering av kotransfeksjonsassayet der hERa og hPXR vert transfektert med sine
respektive reporterplasmid hevesvis ERE-renilla luciferase og XREM-E luciferase har
lukkast.

e Kotransfeksjonsforsek viser at i eit kotransfektert system vil truleg hPXR kunne

kryssregulere hERa aktivitet.

Resultata gjev ikkje noko eintydig svar pa hypotesen “Effektane av ein endokrinforstyrrande
substans er bestemt av doseavhengig vegval og kryss-kommunikasjon mellom ulike klassar
kjernereseptorar” (Gokseyr 2006). Truleg er effektane av ein endokrin forstyrrande substans
bestemt av doseavhengig vegval da nokon av resultata viser at auka dose gjev ein signifikant
endring i aktiviteten (respons). Truleg er det ogsa krysskommunikasjon mellom ulike
kjernereseptorar. Figur 23 viser at EE; aktiverar hERa framfor hPXR ved konsentrasjonar
mellom 0,1-1,0 uM ligandkonsentrasjonar. Nar resultata i figur 19 viser at EE; ogsa vil
aktivere hPXR ved hegare konsentrasjonar kan ein dermed stille spersmél om EE, ved hogare
konsentrasjonar ogsa vil ha affinitet for hPXR nér desse to kjernereseptorane er
kotransfektert. Forsgka viste at 4-nonylfenol kan aktivere bade hERa og hPXR nér desse er
transfektert separat, men kotransfeksjonsresultat gjev ikkje noko klart svar pa om
4-nonylfenol vil ha ulik affinitet for hERa eller hPXR ved ulik ligandkonsentrasjon. Men
desse resultata indikerar at 4-nonylfenol kan endre hERa og hPXR aktivitet ved endra
ligandkonsentrasjon nar hERa og hPXR er kotransfektert. Arsaka til dette er noko usikker,
men kofaktorar spelar truleg ei viktig rolle i regulering av kjernereseptorane og truleg er det
og eit samspel med desse som gjer at ein observerar ulik aktivitet for hERa og hPXR. Forsgk

som kunne kartlagt dette vart det ikkje tid til innanfor rammene av denne oppgéva.
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5.7 Framtidige perspektiv

Aktivering av kjernereseptorane hPXR og hERa ferer til transkripsjon av ulike gen. Ved
aktivering av hPXR vert CYP3A4 enzym transkribert og aktivering av hERa forer til
transkripsjon av fleire ulike gen som er involvert i mange viktige prosessar i kroppen.
Induksjon av transkripsjon av CYP3A4 enzym ferer til endra metabolisme av ulike
legemiddel samt endra metabolisme av andre sambindingar som til demes endogene steroid.
hERa reseptor er involvert i prosessar som reproduksjon, kreftutvikling, beinmetabolisme.
Kunnskap om desse reseptorane og korleis dei vert regulert og paverkar kvarandre er derfor
viktig for & kunne fa auka kunnskap om legemiddelmetabolisme og regulering av viktige

fysiologiske prosessar hos menneska.
Etablering av luciferase transfeksjonsassayet samt preliminare resultat som denne oppgéva

har kome fram til dannar grunnlag for vidare studiar av aktivering av kjernereseptorane hPXR

og hERa.
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Appendiks

1. Sekvensanalyse

1.1 Sekvensanalyse av subklona plasmid som ikkje hadde korrekt innsatt fragment

57 GACTTTCTCTATCGATAGGTACC

GCTAGC
GGGGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCGTTCGTCCTCACTCTAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGT
ACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCGCTGGAAGAT
GGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCCTGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAGAT
GCACATATCGAGGTGGACATCACTTACGCTGAGTACTTCGAAATGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGA
TATGGGCTGAATACAAAT 3~

Figur 27: Sekvensanalyse av pG5Luc med CYP3A3 responselement (sekvensid GS 73). Sekvensen viser at
vektor ikkje er kutta. GAL4 bindingssetet er framleis i vektor (utheva i grent). Redt viser kutteseter for

restriksjonsenzym Acc651 og Nhel.

57 GACTTTCTCTATCGATAGGTACC

GCTAGC
GGGGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCGTTCGTCCTCACTCTAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGT
ACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCGCTGGAAGAT
GGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCCTGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAGAT
GCACATATCGAGGTGGACATCACTTACGCTGAGTACTTCGAAATGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGA
TATGGGCTGAATACAAATCACAGAATCGTCGTATGCAGTGAAAACTCTCTTCAATTCTTTATGCCGGTGTTGGGC
GCGTTATTTATCGGAGTTGCAGTTGCGCCCGCGAACGACATTTATAATGAACGTGAATTGCTCAACAGTATGGGC
ATTTCGCAGCCTACCGTGGTGTTCGTTTC 3~

Figur 28: Sekvensanalyse av pG5Luc med DR1 responselement (sekvensid GS 89). Sekvensen viser at vektor
ikkje er kutta. GAL4 bindingssetet er framleis i vektor (utheva i grent). Redt viser kutteseter for
restriksjonsenzym Acc651 og Nhel.
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1.2 Sekvensanalyse av subklona plasmid som hadde korrekt innsatt fragment.

5" TTTCTCTATCGATCGGTACCCAGGTCAGACAGGTCAGCAGCCAGGTCAGACAGGTCAGCAGCCAGGTCAGACA
GGTCAGCAGGGGGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCGTTCGTCCTCACTCTAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGG
CATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCG
CTGGAAGATGGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCCTGGTTCCTGGAACAATTGCT
TTTACAGATGCACATATCGAGGTGGACATCACTTACGCTGAGTACTTCGAAATGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGCT
ATGAAACGATATGGGCTGAATACAAA 37

Figur 29: Sekvensanalyse av pG5Luc med korrekt DR3 responselement (sekvensid GS 143). Sekvensen viser at
vektor er kutta og at 3x DR3 sekvensen er satt inn i vektor. Radt viser kutteseter for restriksjonsenzym Acc651

og Nhel.

5" TTCTCTGGCCTAACTGGCCGGTACCCAGGTCAGAGTGACCTGGCAGCCAGGTCAGAGTGACCTGGCAGAATTCG
AACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGCGCGGTCCCAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAAC
ACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAAAAGCTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGCTTCCAA
GGTGTACGACCCCGAGCAACGCAAACGCATGATCACTGGGCCTCAGTGGTGGGCTCGCTGCAAGCAAATGAACGT
GCTGGACTCCTTCATCAACTACTATGATTCCGAGAAGCACGCCGAGAACGCCGTGATTTTTCTGCATGGTAACGC
TGCCTCCAGCTACCTGTGGAGGCACGTCGTGCCTCACATCGAGCCCGTGGCTAGATGCATCATCCCTGATCTGAT
CGGAATGGGTAAGTCCGGCAAGAGCGGGAATGGCTCATATCGCCTCCTGGATCACTACAAGTACCTCACCGCTTG
GTTCGAGCTGCTGAACCTTCCAAAGAAAATCATCTTTGTGGGCCACGACTGGGGGGCTTGTCTGGCCTTTCACTA
CTCCTACGAGCACCAAGACAAGATCAAGGCCATCGTCCATGCTGAGAGTGTCGTGGACGTGATCGAGTCCTGGGA
CGAGTGGCCTGACATCGAGGAGGATATCGCCCTGATCAAGAGCGAAGAGGGCGAGAAAATGGTGCTTGAGAATAA
CTTCTTCGTCGAGACCATGCTCCCAAGCAAGATCATGCGGAAACTGGAGCCTGAGGAGTTCGCTGCCTACCTGGA
GCCATTCAAGGAGAAGGGCGAGGTTAGACGGCCTACCCTCTCCTGGCCTCGCGAGATCCCTCTCGTTAAGGGAGG
CAAGCCCGACGTCGTCCAGATTGTCCGCAACTACNNGCCTACCTTCGGGCCAGCGACGATCTGCCTAANANGTTC
ATCGAGTCCGACCCTGGGTTCTTTTCCAACNN 37

Figur 30: Sekvensanalyse av pGL4.74 med ERE responselement (sekvensid GS 172). Sekvensen viser at vektor
er kutta. Redt viser kutteseter for restriksjonsenzym Acc651 og EcoRI. Responselementet 2x ERE er satt inn 1

vektor (bla nukleotider).

96



97



	  Føreord
	 
	 Innhald
	 
	Samandrag
	 
	 Forkortingar
	 
	 1. Innleiing
	1.1 Bakgrunn
	1.2 Endokrinforstyrrande sambindingar 
	1.3 Farmakokinetikk og farmakodynamikk
	1.3.1 Metabolisme

	1.4 Interaksjonar
	1.5 Cytokrom P450 systemet 
	1.5.1 CYP enzymstruktur og substratspesifisitet

	1.6 Kjernereseptorar
	 1.7 Luciferase reporter assaysystem 
	 1.8 Målet med studien

	 
	 2. Materiale
	2.1 Liste over generelle kjemikaliar 
	 2.2 Materiale til celledyrking
	2.3 Enzym
	2.4 Molekylvekt standard
	2.5 Oligonukleotider og primere 
	2.6 Plasmid brukt for danning av reporterkonstrukt
	 2.7 Ekspresjonsplasmid
	2.8 Reporterplasmid
	2.9 Ligandar
	 2.10 Bufrar og løysingar brukt i agarose gel elektrophorese

	 
	3. Metodar
	 
	 4. Resultat

