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Pregnane X Receptor  (PXR) expression in colorectal cancer  cells restr icts 

ir inotecan chemosensitivity through enhanced SN-38 glucuronidation 
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Abstract 

 

Background: C l i n i c a l e f f i c a c y o f c h e m o t h e r a p y i n c o l o r e c t a l c a n c e r i s s u b j e c t e d t o b r o a di n t e r c i n d i v i d u a l v a r i a t i o n s l e a d i n g t o t h e i n a b i l i t y t o p r e d i c t o u t c o m e a n d t o x i c i t y . T h et o p o i s o m e r a s e I i n h i b i t o r i r i n o t e c a n ( C P T c 1 1 ) i s w o r l d w i d e a p p r o v e d f o r t h e t r e a t m e n t o fm e t a s t a t i c c o l o r e c t a l c a n c e r a n d u n d e r g o e s e x t e n s i v e p e r i p h e r a l a n d t u m o r a l m e t a b o l i s m .P X R i s a x e n o r e c e p t o r a c t i v a t e d b y m a n y d r u g s a n d e n v i r o n m e n t a l c o m p o u n d s r e g u l a t i n g t h ee x p r e s s i o n o f d r u g m e t a b o l i s m a n d t r a n s p o r t g e n e s i n d e t o x i f i c a t i o n o r g a n s s u c h a s l i v e r a n dg a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t . C o n s i d e r i n g t h e m e t a b o l i c p a t h w a y o f i r i n o t e c a n a n d t h e t i s s u ed i s t r i b u t i o n o f P r e g n a n e X R e c e p t o r ( P X R ) , w e h y p o t h e s i z e d t h a t P X R c o u l d p l a y a k e y r o l ei n c o l o n c a n c e r c e l l r e s p o n s e t o i r i n o t e c a n .
Results: P X R m R N A e x p r e s s i o n w a s q u a n t i f i e d b y R T c q u a n t i t a t i v e P C R i n a p a n e l o f 1 4c o l o n t u m o r s a m p l e s a n d t h e i r m a t c h e d n o r m a l t i s s u e s . P X R e x p r e s s i o n w a s m o d u l a t e d i nh u m a n c o l o r e c t a l c a n c e r c e l l s L S 1 7 4 T , S W 4 8 0 a n d S W 6 2 0 b y t r a n s f e c t i o n a n d s i R N As t r a t e g i e s . C e l l u l a r r e s p o n s e t o i r i n o t e c a n a n d i t s a c t i v e m e t a b o l i c S N 3 8 w a s a s s e s s e d b y c e l lv i a b i l i t y a s s a y s , H P L C m e t a b o l i c p r o f i l e s a n d m R N A q u a n t i f i c a t i o n o f P X R t a r g e t g e n e s . W es h o w e d t h a t P X R w a s s t r o n g l y e x p r e s s e d i n c o l o n t u m o r s a m p l e s a n d d i s p l a y e d a g r e a tv a r i a b i l i t y o f e x p r e s s i o n . E x p r e s s i o n o f h P X R i n h u m a n c o l o r e c t a l c a n c e r c e l l s l e d t o am a r k e d c h e m o r e s i s t a n c e t o t h e a c t i v e m e t a b o l i t e S N 3 8 c o r r e l a t e d w i t h P X R e x p r e s s i o n l e v e l .M e t a b o l i c p r o f i l e s o f S N 3 8 s h o w e d a s t r o n g e n h a n c e m e n t o f S N 3 8 g l u c u r o n i d a t i o n t o t h ei n a c t i v e S N 3 8 G m e t a b o l i t e i n P X R c e x p r e s s i n g c e l l s , c o r r e l a t e d w i t h a n i n c r e a s e o fU D P g l u c u r o n o s y l t r a n s f e r a s e s U G T 1 A 1 , U G T 1 A 9 a n d U G T 1 A 1 0 m R N A s . I n h i b i t i o n o fP X R e x p r e s s i o n b y l e n t i v i r u s c m e d i a t e d s h R N A , l e d t o S N 3 8 c h e m o r e s i s t a n c e r e v e r s i o nc o n c o m i t a n t l y t o a d e c r e a s e o f U G T 1 A 1 e x p r e s s i o n a n d S N 3 8 g l u c u r o n i d a t i o n . S i m i l a r l y ,P X R m R N A e x p r e s s i o n l e v e l s c o r r e l a t e d t o U G T 1 A s u b f a m i l y e x p r e s s i o n i n h u m a n c o l o nt u m o r b i o p s i e s .
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Conclusion: O u r r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t t u m o r a l m e t a b o l i s m o f S N 3 8 i s a f f e c t e d b y P X Ra n d p o i n t t o p o t e n t i a l t h e r a p e u t i c s i g n i f i c a n c e o f P X R q u a n t i f i c a t i o n i n t h e p r e d i c t i o n o fi r i n o t e c a n r e s p o n s e . F u r t h e r m o r e , o u r o b s e r v a t i o n s a r e p h a r m a c o l o g i c a l l y r e l e v a n t s i n c e m a n yp a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m c a n c e r d i s e a s e s a r e o f t e n e x p o s e d t o c o ª m e d i c a t i o n s , f o o d a d d i t i v e s o rh e r b a l s u p p l e m e n t s a b l e t o a c t i v a t e P X R . A s u b s t a n t i a l p a r t o f t h e v a r i a b i l i t y o b s e r v e d a m o n gp a t i e n t s m i g h t b e c a u s e d b y s u c h i n t e r a c t i o n s
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Introduction C o l o r e c t a l c a n c e r i s t h e f o u r t h m o s t c o m m o n c a n c e r i n m e n a n d t h e t h i r d i n w o m e nw o r l d w i d e , a n d i s c u r r e n t l y u n d e r g o i n g a r a p i d i n c r e a s e i n i n c i d e n c e [ 1 ] . A p p r o x i m a t e l y t w o Ët h i r d s o f p a t i e n t s p r e s e n t p o t e n t i a l l y c u r a b l e d i s e a s e b u t 3 0 Ë 4 0 % w i l l r e l a p s e w i t h m e t a s t a t i cd i s e a s e . D e s p i t e t h e e m e r g e n c e o f t a r g e t e d t h e r a p i e s , c h e m o t h e r a p y b a s e d o n c o n v e n t i o n a lf l u o r o p y r i m i d i n e a s s o c i a t e d e i t h e r w i t h t h e p l a t i n u m s a l t o x a l i p l a t i n o r w i t h t h e t o p o i s o m e r a s ei n h i b i t o r i r i n o t e c a n r e m a i n s t h e f i r s t Ë l i n e t r e a t m e n t [ 2 ] . Y e t , c l i n i c a l e f f i c a c y o f t h e s e d r u g s i sl i m i t e d b y t h e i n a b i l i t y t o p r e d i c t c h e m o t h e r a p y o u t c o m e a n d t o x i c i t y . N o t a b l y , b r o a d i n t e r Ëi n d i v i d u a l v a r i a t i o n s i n t e r m s o f r e s p o n s e a s w e l l a s o f t h e o c c u r r e n c e o f s e v e r e t o x i c s i d e Ëe f f e c t s l i k e d i a r r h e a a n d n e u t r o p e n i a a r e d e t e c t e d f o l l o w i n g t r e a t m e n t w i t h c o m p o u n d s s u c ha s i r i n o t e c a n [ 3 ] . I n t h i s c o n t e x t , i d e n t i f i c a t i o n o f b i o l o g i c a l m a r k e r s a l l o w i n g t h e p r e d i c t i o no f b o t h t h e r a p e u t i c a n d t o x i c r e s p o n s e i s a p r i o r i t y i s s u e .I r i n o t e c a n ( o r C P T Ë 1 1 ) i s a w a t e r Ë s o l u b l e d e r i v a t i v e o f c a m p t o t h e c i n a c t i n g a s at o p o i s o m e r a s e I i n h i b i t o r a n d c u r r e n t l y r e g i s t e r e d f o r u s e i n p a t i e n t s w i t h m e t a s t a t i c c o l o r e c t a lc a n c e r . I r i n o t e c a n i t s e l f h a s w e a k , i f a n y , p h a r m a c o l o g i c a l a c t i v i t y
in vitro

. I t i s t h o u g h t t oe x e r t i t s a n t i t u m o r a c t i v i t y
in vivo

a f t e r e n z y m a t i c c l e a v a g e b y c a r b o x y l e s t e r a s e s 1 a n d 2( p r e d o m i n a n t l y i n t h e l i v e r b u t a l s o p a r t l y a t t h e t u m o r s i t e ) t h a t g e n e r a t e t h e a c t i v e m e t a b o l i t eS N 3 8 . I r i n o t e c a n a n d S N 3 8 a r e t h e n s u b j e c t e d t o e x t e n s i v e i n t r a c e l l u l a r c a t a b o l i s m y i e l d i n gi n a c t i v e m e t a b o l i t e s . I r i n o t e c a n u n d e r g o e s p h a s e I o x i d a t i o n b y c y t o c h r o m e s P 4 5 0 3 A 4 a n d3 A 5 l e a d i n g t o o x i d i z e d i n a c t i v e m e t a b o l i t e s w h e r e a s S N 3 8 i s m e t a b o l i s e d t o S N 3 8 G t h r o u g hp h a s e I I g l u c u r o n i d a t i o n b y t h e U D P Ë g l u c u r o n o s y l t r a n s f e r a s e s 1 A 1 , 1 A 6 , 1 A 9 a n d 1 A 1 0 [ 4 ,5 ] . I n a d d i t i o n , i r i n o t e c a n a n d i t s m e t a b o l i t e s a r e s u b j e c t e d t o e x t r a c e l l u l a r e f f l u x t h r o u g ht r a n s p o r t e r s , i n c l u d i n g P Ë g l y c o p r o t e i n ( M D R 1 ) , m u l t i d r u g r e s i s t a n c e Ë r e l a t e d p r o t e i n Ë 2( M R P 2 ) a n d b r e a s t c a n c e r r e s i s t a n c e p r o t e i n ( B C R P ) [ 6 , 7 ] . N u m e r o u s s t u d i e s h a v e f o c u s e do n p e r i p h e r a l i r i n o t e c a n m e t a b o l i s m , a n d g e n e t i c p o l y m o r p h i s m s w i t h i n g e n e s c o d i n g f o r
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e n z y m e i m p l i c a t e d i n t h e i r i n o t e c a n m e t a b o l i c p a t h w a y h a v e b e e n e x t e n s i v e l y d e s c r i b e d .N o t a b l y , d e t e c t i o n o f t h e
UGT1A1*28 g e n o t y p e

, 
f o u n d t o b e p r e d i c t i v e f o r S N 3 8 p e r i p h e r a lg l u c u r o n i d a t i o n a n d i r i n o t e c a n t o x i c i t y [ 8 ] , i s n o w r e c o m m e n d e d b y t h e U S F o o d a n d D r u gA d m i n i s t r a t i o n . H o w e v e r , c o n f l i c t i n g r e s u l t s o n

UGT1A1*28
a n d t h e p l e t h o r a o f s t u d i e s o no t h e r s s e q u e n c e v a r i a t i o n s i n

UGT1A1
, b u t a l s o i n

ABCB1
,

ABCC1
o r

HNF1A g e n e s , s u g g e s t st h a t r e l i a b l e p r e d i c t i o n s o f S N 3 8 e x p o s u r e s c a n n o t b e b a s e d o n t h e d e t e c t i o n o f a s i n g l ep o l y m o r p h i s m [ 9 ] . I n t e r � i n d i v i d u a l v a r i a t i o n m a y b e d u e t o a c o m b i n a t i o n o f m a n y g e n e t i ca n d n o n � g e n e t i c f a c t o r s ( d i e t , c o � m e d i c a t i o n s ,
etc.

) . I n d e e d , i r i n o t e c a n p h a r m a c o k i n e t i c s a n dd i s p o s i t i o n i s a f f e c t e d b y v a r i o u s c o m p o u n d s n o w i d e n t i f i e d a s l i g a n d s o f t h e x e n o s e n s o rP X R ( P r e g n a n e X R e c e p t o r , N R 1 I 2 ) s u c h a s r i f a m p i c i n [ 1 0 ] o r S t . J o h n ’ s w o r t [ 1 1 ] .
 P X R i s a n u c l e a r r e c e p t o r a c t i n g a s a “ m o l e c u l a r s e n t i n e l ” a b l e t o b i n d t o a l a r g ev a r i e t y o f s t r u c t u r a l l y d i v e r s e c o m p o u n d s i n c l u d e d d r u g s , f o o d a d d i t i v e o r e n v i r o n m e n t a lt o x i c s [ 1 2 ] . I t c o o r d i n a t e s t h e d e t o x i f i c a t i o n o f m a n y l i p o p h i l i c x e n o b i o t i c s

via
t r a n s c r i p t i o n a lr e g u l a t i o n o f a l a r g e n u m b e r o f m e t a b o l i z i n g e n z y m e s a n d t r a n s p o r t e r s [ 1 3 ] . T a r g e t s g e n e s o fP X R a r e C Y P 3 A 4 [ 1 4 ] , M D R 1 [ 1 5 ] , C Y P 2 B 6 [ 1 6 ] , m e m b e r s o f U G T s s u p e r f a m i l y [ 1 7 ] a n dt r a n s p o r t e r s l i k e t h e m u l t i d r u g r e s i s t a n c e � r e l a t e d p r o t e i n � 3 ( M R P 3 ) [ 1 8 ] o r t h e o r g a n i c a n i o nt r a n s p o r t i n g p o l y p e p t i d e � 2 ( O A T P 2 ) [ 1 9 ] . P X R i s p r e d o m i n a n t l y e x p r e s s e d i n l i v e r a n d i ni n t e s t i n a l t r a c t , b u t l i t t l e i s k n o w n a b o u t i t s e x p r e s s i o n i n t u m o r s . B e c a u s e P X R c o n t r o l s t h ee x p r e s s i o n o f k e y g e n e s i n v o l v e d i n a n t i c a n c e r d r u g s d i s p o s i t i o n , r e c e n t w o r k s h a v e f o c u s e do n i t s p o t e n t i a l r o l e i n d r u g r e s i s t a n c e [ 2 0 ] . F o r i n s t a n c e , P X R i s s u s p e c t e d t o p l a y a r o l e i nb o t h a l l � t r a n s r e t i n o i c a c i d [ 2 1 ] a n d e t o p o s i d e [ 2 2 ] r e s i s t a n c e s t h r o u g h a n e n h a n c e m e n t o ft h e i r C Y P 3 A 4 � m e d i a t e d m e t a b o l i s m . I n a d d i t i o n , i t h a s b e e n s h o w n t h a t P X R i n d u c e s c e l lp r o l i f e r a t i o n a n d i n h i b i t s a p o p t o s i s i n h u m a n c o l o n c a n c e r c e l l s [ 2 3 ] . C o n s i d e r i n g t h em e t a b o l i c p r o f i l e o f i r i n o t e c a n a n d t h e t i s s u e d i s t r i b u t i o n o f P X R , w e a i m e d t o a s s e s s t o w h a te x t e n t P X R c o u l d a f f e c t m e t a b o l i s m a n d c o l o n c a n c e r c e l l r e s p o n s e t o i r i n o t e c a n . W e s h o w
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t h a t e x p r e s s i o n o f P X R i n h u m a n c o l o r e c t a l c a n c e r c e l l s l e d t o i r i n o t e c a n a n d S N 3 8c h e m o r e s i s t a n c e t h r o u g h e n h a n c e m e n t o f i t s g l u c u r o n i d a t i o n .
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Mater ials and methods 

Cell lines, plasmids and transfections T h e h u m a n c o l o r e c t a l c a n c e r c e l l s L S 1 7 4 T w e r e k i n d l y p r o v i d e d b y D r . P i e r r eM a r t i n e a u ( I R C M , M o n t p e l l i e r , F r a n c e ) . S W 4 8 0 , S W 6 2 0 , H C T 1 1 6 , H T 2 9 , H e p G 2 a n d H u H 7w e r e f r o m t h e c e l l s c o l l e c t i o n o f t h e M a c r o m o l e c u l a r B i o c h e m i s t r y R e s e a r c h C e n t e r( M o n t p e l l i e r , F r a n c e ) . A l l c e l l l i n e s w e r e g r o w n i n R P M I 1 6 4 0 s u p p l e m e n t e d w i t h 1 0 % f e t a lc a l f s e r u m ( F C S ) , 2 m m o l / l g l u t a m i n e , 1 0 0 u n i t s / m l p e n i c i l l i n a n d s t r e p t o m y c i n . S e l e c t i o nm e d i u m s f o r t r a n s f e c t e d c e l l s w e r e s u p p l e m e n t e d w i t h 2 5 0 { g / m l ( S W 4 8 0 a n d S W 6 2 0 ) o r5 0 0 { g / m l ( L S 1 7 4 T ) g e n e t i c i n . C e l l s w e r e m a i n t a i n e d r o u t i n e l y a t 3 7 ° C i n 5 % C O 2h u m i d i f i e d a t m o s p h e r e .P X R e x p r e s s i o n v e c t o r w a s b u i l t b y c l o n i n g h P X R � 1 c D N A ( N M _ 0 0 3 8 8 9 ) [ 1 4 ] i n ap c D N A 3 v e c t o r ( I n v i t r o g e n ) . S t a b l e c l o n e s o v e r e x p r e s s i n g P X R w e r e o b t a i n e d b yt r a n s f e c t i n g c e l l s w i t h t h e p c D N A 3 � h P X R v e c t o r u s i n g l i p o f e c t a m i n e L T X t r a n s f e c t i o nr e a g e n t ( I n v i t r o g e n ) , a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r ’ s i n s t r u c t i o n s . P a r e n t L S 1 7 4 T c e l l s w e r et r a n s f e c t e d w i t h e m p t y p c D N A 3 v e c t o r t o y i e l d c o n t r o l m o c k � t r a n s f e c t a n t . T h e s h R N A �e x p r e s s i n g v e c t o r s w e r e c o n s t r u c t e d b y c l o n i n g s h R N A e x p r e s s i o n c a s s e t t e s i n t o F G 1 2l e n t i v i r a l v e c t o r [ 2 4 ] ( a d d i t i o n a l f i l e 1 ) . C e l l s w e r e t r a n s d u c e d w i t h l e n t i v i r a l v e c t o r s a n d G F Pp o s i t i v e c e l l s w e r e i s o l a t e d u s i n g a B D F A C S A r i a ™ c e l l s o r t e r a s p r e v i o u s l y r e p o r t e d [ 2 5 ] .
 

Human specimen samples S p e c i m e n s o f l i v e r a n d c o l o n b i o p s i e s w e r e o b t a i n e d f r o m t h e p a t h o l o g i s t a f t e rr e s e c t i o n a c c o r d i n g t o F r e n c h g o v e r n m e n t r e g u l a t i o n s a n d w i t h a p p r o v a l o f t h e e t h i c a lc o m m i t t e e ( M o n t p e l l i e r a n d N î m e s H o s p i t a l s ) . I n f o r m e d c o n s e n t w a s o b t a i n e d f r o m a l lp a t i e n t s . T i s s u e s a m p l e s w e r e s t o r e d i n l i q u i d n i t r o g e n u n t i l f u r t h e r u s e .
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Chemicals I r i n o t e c a n , 5 � f l u o r o u r a c i l ( 5 � F U ) , o x a l i p l a t i n a n d v e r a p a m i l c h l o r h y d r a t e s o l u t i o n sw e r e p r o v i d e d b y t h e d e p a r t m e n t o f P h a r m a c y o f t h e N i m e s u n i v e r s i t y h o s p i t a l . S N 3 8 w a s ak i n d g i f t f r o m D r E . C h a t e l u t ( C l a u d i u s R e g a u d I n s t i t u t e , T o u l o u s e , F r a n c e ) .D i m e t h y s u l f o x i d e ( D M S O ) , r i f a m p i c i n , k e t o c o n a z o l e , f u m i t r e m o r g i n C a n d L � S u l f o r a p h a n e( S F N ) w e r e p u r c h a s e d f r o m S i g m a � A l d r i c h .
 

RNA extraction and reverse transcr iption T o t a l R N A w e r e e x t r a c t e d u s i n g R N A e a s y k i t ( Q i a g e n ) , a c c o r d i n g t o t h em a n u f a c t u r e r ’ s i n s t r u c t i o n s . R N A q u a n t i t y a n d q u a l i t y o f s a m p l e s w e r e d e t e r m i n e d b y t h e2 6 0 : 2 8 0 n m a b s o r b a n c e r a t i o s u s i n g a N a n o D r o p s p e c t r o p h o t o m e t e r ( T h e r m o F i s h e rS c i e n t i f i c ) . O n e Á g o f t o t a l R N A f r o m e a c h s a m p l e w a s a d d e d t o 8 . 4 Á l o f r e v e r s et r a n s c r i p t i o n m i x c o n t a i n i n g 4 Á l o f f i r s t s t r a n d b u f f e r 5 X , 0 . 4 Á l o f d N T P m i x 2 5 m M , 2 Á l o fd i t h i o t h r e i t o l 1 0 X , 1 Á l o f o l i g o d T p r i m e r s o l u t i o n a n d o f M L V � R T e n z y m e 2 0 0 U / Á l .S o l u t i o n v o l u m e s w e r e a d j u s t e d t o 2 0 Á l b y a d d i n g R N a s e f r e e w a t e r . S a m p l e s w e r e p l a c e d a t3 7 ° C f o r 1 h o u r a n d a t 6 5 ° C f o r 5 m i n u t e s . c D N A s o l u t i o n v o l u m e s w e r e a d j u s t e d t o 1 0 0 Á l b ya d d i n g 8 0 Á l o f P C R g r a d e w a t e r a n d s t o r e d a t � 2 0 ° C f o r f u r t h e r a n a l y s i s .
 

Real-time quantitative PCR m R N A s e x p r e s s i o n w a s e v a l u a t e d b y R T � q u a n t i t a t i v e P C R , u s i n g a L i g h t C y c l e r 4 8 0r e a l � t i m e P C R s y s t e m a n d S Y B R G r e e n P C R m a s t e r m i x 2 X ( R o c h e D i a g n o s t i c s ) i n 9 6 � w e l lp l a t e s . Q u a n t i t a t i v e P C R w a s d o n e u s i n g g e n e � s p e c i f i c p r i m e r s a n d
d

� a c t i n w a s u s e d a sr e f e r e n c e g e n e ( a d d i t i o n a l f i l e 2 ) . S t a n d a r d c u r v e s w e r e g e n e r a t e d f o r a l l g e n e s b y s e r i a ld i l u t i o n o f c D N A s . A f t e r n o r m a l i z a t i o n o f t h r e s h o l d c y c l e v a l u e s w i t h t h e a m o u n t o f
d

� a c t i n ,g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s w e r e e x p r e s s e d a s r a t i o s c o m p a r e d w i t h t h a t o f v e h i c l e � t r e a t e d c e l l s .E a c h s a m p l e w a s r u n t h r e e t i m e s i n d u p l i c a t e s , a n d d a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g t h e 1 . 5 v e r s i o n
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o f L i g h t C y c l e r 4 8 0 s o f t w a r e ( R o c h e D i a g n o s t i c s ) . S t a n d a r d c u r v e s w e r e g e n e r a t e d f o r a l lg e n e s b y s e r i a l d i l u t i o n o f c D N A s f r o m L S 1 7 4 T c o n t r o l f o r r e l a t i v e q u a n t i f i c a t i o n i n c u l t u r e dc e l l s a n d f r o m a p o o l o f h u m a n l i v e r b i o p s i e s f o r r e l a t i v e q u a n t i f i c a t i o n i n t u m o r s .
 

Western Immunoblotting P r o t e i n e x t r a c t s w e r e p r e p a r e d f r o m c e l l s b y u s i n g M ø P E R ® m a m m a l i a n p r o t e i ne x t r a c t i o n r e a g e n t ( T h e r m o S c i e n t i f i c ) i n p r e s e n c e o f a p r o t e a s e i n h i b i t o r c o c k t a i l ( R o c h e ) ,a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l . P r o t e i n s ( 4 0 þ g / l a n e ) w e r e s e p a r a t e d b y 1 2 % S D S øp o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s a n d t r a n s f e r r e d t o a P R O T R A N ® n i t r o c e l l u l o s e m e m b r a n e( S c h l e i c h e r a n d S c h u e l l ) . M e m b r a n e s w e r e s e q u e n t i a l l y i n c u b a t e d w i t h a n t i ø h P X R ( G ø 1 1 ,S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y ) o r a n t i ø da c t i n ( S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y ) p r i m a r y a n t i b o d y , a n dw i t h p e r o x i d a s e ø c o n j u g a t e d a n t i ø m o u s e I g G ( S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y ) . S i g n a l s w e r ed e t e c t e d b y c h e m o l u m i n e s c e n c e u s i n g E C L W e s t e r n B l o t t i n g D e t e c t i o n r e a g e n t s ( G EH e a l t h c a r e ) .
Immunohistochemistry T i s s u e s w e r e e m b e d d e d i n p a r a f f i n a n d s e c t i o n s ( 5 þ m ) w e r e d e w a x e d i n a x y l e n e b a t ha n d r e h y d r a t e d i n g r a d e d a l c o h o l s . E n d o g e n o u s p e r o x i d a s e a c t i v i t y w a s q u e n c h e d w i t h 1 . 5 %H 2 O 2 i n m e t h a n o l f o r 2 0 m i n . a n d w a s h e d i n P B S . A n t i g e n r e t r i e v a l w a s p e r f o r m e d b yb o i l i n g s l i d e s i n 1 0 m M s o d i u m c i t r a t e b u f f e r , p H 6 . 0 . N o n s p e c i f i c b i n d i n g s i t e s w e r eb l o c k e d w i t h 1 % B S A , 3 % n o r m a l g o a t s e r u m , a n d 0 . 2 % T r i t o n X ø 1 0 0 i n P B S f o r 1 h a t R T .S l i d e s w e r e i n c u b a t e d w i t h t h e p r i m a r y a n t i ø h u m a n p o l y c l o n a l P X R a n t i b o d y ( L i f e s p a nB i o s i e n c e s ) o v e r n i g h t a t 4 ° C i n 5 0 t i m e s ø d i l u t e d b l o c k i n g b u f f e r . U n i v e r s a l i m m u n o øp e r o x y d a s e p o l y m e r a n t i ø m o u s e H i s t o f i n e ł ( N i c h i r e i B i o s c i e n c e s , J a p a n ) w a s u s e d a s as e c o n d a r y r e a g e n t , s t a i n i n g s w e r e d e v e l o p e d w i t h D A B ( b r o w n p r e c i p i t a t e , S I G M A ) a n d
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h e m a t o x y l i n c o u n t e r s t a i n w a s u s e d . A f t e r d e h y d r a t i o n , s e c t i o n s w e r e m o u n t e d i n P e r t e x( H i s t o l a b ) . T h e n , s l i d e s w e r e s c a n n e d w i t h h i g h r e s o l u t i o n N a n o z o o m e r ( H a m a m a t s u ) .
 

Neutral red chemotherapeutic sensitivity assays  E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s f o r n e u t r a l r e d a s s a y s w e r e a d a p t e d f r o m a p r e v i o u s l yd e s c r i b e d p r o t o c o l [ 2 6 ] . B r i e f l y , 2 0 . 0 0 0 c e l l s w e r e s e e d e d i n 9 6 < w e l l m i c r o t i t e r p l a t e s . A f t e r2 4 h i n c u b a t i o n , c e l l s w e r e t r e a t e d f o r 7 2 h w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f c y t o t o x i c s . A f t e ra n e u t r a l r e d i n c u b a t i o n a t 3 7 ° C f o r f o u r h o u r s , c e l l s w e r e w a s h e d w i t h P B S a n d d e s t a i n e dw i t h 1 5 0 E l o f 1 % g l a c i a l a c e t i c a c i d / 5 0 % e t h a n o l ( v o l : v o l ) . T h e a b s o r b a n c e a t 5 4 0 n m w a sm e a s u r e d u s i n g a m i c r o p l a t e r e a d e r ( i E M S , L a b s y s t e m s ) . T h e e f f e c t o f t h e d r u g s o n c e l ls u r v i v a l w a s e x p r e s s e d a s t h e p e r c e n t a g e o f c e l l v i a b i l i t y c o m p a r e d t o u n t r e a t e d c e l l s .
 

Ir inotecan metabolites detection assay C e l l s w e r e s e e d e d i n s i x < w e l l p l a t e s a t 1 0 6 c e l l s / w e l l , i n c u b a t e d f o r 2 4 h o u r s , a n d t h e nt r e a t e d w i t h 0 . 1 % D M S O ( s o l v e n t ) o r 1 0 E M S N 3 8 f o r 2 4 h . C e l l p e l l e t s a n d s u p e r n a t a n t s w e r es t o r e d a t < 8 0 ° C f o r f u r t h e r a n a l y s i s . C e l l p e l l e t s w e r e d i s s o l v e d i n 5 0 0 E l o f a m i x t u r e o fm e t h a n o l – a c e t o n i t r i l e ( 5 0 : 5 0 v o l : v o l ) . 4 0 0 E l o f c u l t u r e s u p e r n a t a n t s w e r e a d d e d t o 8 0 0 E l o ft h e m i x t u r e o f m e t h a n o l – a c e t o n i t r i l e ( 5 0 : 5 0 v o l : v o l ) . A f t e r p r o t e i n s d e n a t u r a t i o n b y f u l l < s p e e dv o r t e x m i x i n g , s a m p l e s w e r e t h e n c e n t r i f u g e d a t 1 3 0 0 0 r p m f o r 3 m i n u t e s . 5 5 0 E l o f c l e a rs u p e r n a t a n t s w e r e m i x e d t o 2 5 0 E l o f 1 M H C l a n d u s e d f o r H P L C i n j e c t i o n . I r i n o t e c a n a n di t s m e t a b o l i t e s w e r e d e t e c t e d a n d q u a n t i f i e d b y a H P L C m e t h o d a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d [ 2 7 ] .
 

Statistical analysis T h e M a n n a n d W h i t n e y t e s t w a s u s e d t o a n a l y z e t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t w o g r o u p s o fq u a n t i t a t i v e v a r i a b l e s . A l p h a v a l u e w a s s e t a t 5 % . F o r c o m p a r i s o n s a m o n g t h r e e g r o u p s o fq u a n t i t a t i v e v a r i a b l e s , t h e K r u s k a l W a l l i s t e s t w a s u s e d . I n c a s e s w h e r e t h e r e w a s a s i g n i f i c a n t
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d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e g r o u p s , a p a i r w i s e c o m p a r i s o n w a s c a r r i e d o u t b y a d j u s t i n g t h e a l p h ar i s k b y t h e m e t h o d o f B o n f e r r o n i . S t u d e n t ' s
ts t e s t s w e r e p e r f o r m e d w h e n i n d i c a t e d i n f i g u r e sl e g e n d s . A l l s t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e c a r r i e d o u t b y t h e D e p a r t m e n t o f b i o s t a t i s t i c s ,e p i d e m i o l o g y , p u b l i c H e a l t h a n d m e d i c a l i n f o r m a t i o n o f t h e N î m e s U n i v e r s i t y H o s p i t a l u s i n gt h e S A S s o f t w a r e ( S A S I n s t i t u t e I n c . ) .
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Results 

 

Expression of hPXR in colon tissues and colon cancer  cells T o e x a m i n e w h e t h e r h P X R i s e x p r e s s e d i n h u m a n c o l o n
in vivo, w e a n a l y z e d i t sm R N A e x p r e s s i o n i n b o t h n o r m a l a n d n e o p l a s t i c h u m a n c o l o n t i s s u e s . H u m a n l i v e r t i s s u e s ,w h i c h a r e k n o w n t o h a v e h i g h   P X R e x p r e s s i o n , w e r e u s e d a s p o s i t i v e s c o n t r o l s . A s s h o w n i nf i g u r e 1 A , P X R m R N A w a s d e t e c t e d i n b o t h n o r m a l a n d c a n c e r o u s h u m a n c o l o n t i s s u e s . I no u r p a n e l o f 1 4 p a t i e n t s , P X R m R N A w a s m o r e a b u n d a n t i n s o m e c o l o n t i s s u e s t h a n i n l i v e rb i o p s i e s , a n d d i s p l a y e d a g r e a t e r v a r i a b i l i t y i n c o l o n t i s s u e s t h a n i n l i v e r t i s s u e s . N o t e t h a t ,a l t h o u g h w e d i d o b s e r v e s o m e q u a n t i t a t i v e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e e x p r e s s i o n o f P X R i nn o r m a l t i s s u e s a n d t h e i r m a t c h e d c o l o n t u m o u r s a m p l e s , w e f o u n d n o c l e a r t r e n d o f t e n d e n c y( f i g u r e 1 B ) . I n a d d i t i o n , w e o b s e r v e d a v e r y l o w e x p r e s s i o n o f P X R m R N A i n b o t h c o l o nc a n c e r c e l l s l i n e s L S 1 7 4 T , S W 4 8 0 , S W 6 2 0 , o r H T 2 9 a n d h e p a t i c c e l l l i n e s H e p G 2 a n d H u H 7( f i g u r e 1 C ) . T h i s r e s u l t o n c e l l l i n e s i s i n a c c o r d a n c e w i t h t h e p r e v i o u s o b s e r v a t i o n t h a tc u l t u r e d c e l l s o f t e n l o o s e m e t a b o l i c a b i l i t i e s a n d P X R e x p r e s s i o n [ 2 8 ] . R e p r e s e n t a t i v ee x a m p l e s o f P X R i m m u n o s t a i n i n g a r e d i s p l a y e d i n f i g u r e 1 D , l i v e r w e r e u s e d a s p o s i t i v ec o n t r o l f o r P X R e x p r e s s i o n a n d n e g a t i v e c o n t r o l s w i t h o u t p r i m a r y a n t i b o d y a r e s h o w n( p h o t o s a , c a n d d ) . W e o b s e r v e d a s t r o n g i m m u n o s t a i n i n g o f P X R i n b o t h n o r m a l c o l o n a n dt u m o r s c o n s i s t e n t w i t h m R N A r e s u l t s .

Functional character ization of PXR transfected LS174T colorectal cancer  cells.  T o d e c i p h e r t h e r o l e o f P X R i n i r i n o t e c a n   m e d i a t e d t o x i c i t y i n c o l o r e c t a l c a n c e r c e l l s ,w e f i r s t e s t a b l i s h e d s t a b l e c l o n e s o v e r e x p r e s s i n g h P X R i n L S 1 7 4 T . T h e s e c e l l s w e r e c h o s e nb e c a u s e o f t h e i r l o w , b u t d e t e c t a b l e , P X R m R N A e x p r e s s i o n , a n d t h e i r w e l l k n o w ns e n s i t i v e n e s s t o w a r d b o t h i r i n o t e c a n a n d S N 3 8 [ 2 9 ] . I n a d d i t i o n t h e s e c e l l s e x p r e s s af u n c t i o n a l p 5 3 [ 3 0 ] , w h i c h i s p a r t l y i n v o l v e d i n i r i n o t e c a n r e s p o n s e [ 3 1 ] . A s s h o w n i n f i g u r e
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2 A , w e s e l e c t e d t h r e e c l o n e s h a r b o u r i n g d i f f e r e n t P X R e x p r e s s i o n l e v e l s a t b o t h m R N A a n dp r o t e i n l e v e l s ( P X R 2
Ã

P X R 6 > > P X R 3 ) . B a s a l e x p r e s s i o n l e v e l s o f C Y P 3 A 4 m R N A w e r eh i g h e r ( u p t o 9 . 3 1 ± 2 . 4 0 f o l d f o r P X R 6 ) i n P X R å e x p r e s s i n g c e l l s c o m p a r e d t o c o n t r o l s ( f i g u r e2 B ) a n d w e r e f u r t h e r i n c r e a s e d b y r i f a m p i c i n ( 4 8 . 9 2 ± 1 . 0 7 f o l d f o r P X R 2 , 1 9 . 0 2 ± 6 . 8 3 f o l df o r P X R 3 a n d 9 2 . 2 5 ± 3 . 6 0 f o l d f o r P X R 6 c o m p a r e d t o c o n t r o l s ) . I n a g r e e m e n t w i t h t h e v e r yl o w l e v e l o f e n d o g e n o u s P X R d e t e c t e d i n t h e s e c e l l s , w e o b s e r v e d a v e r y w e a k i n c r e a s e o fC Y P 3 A 4 m R N A l e v e l s u p o n t r e a t m e n t o f p a r e n t a n d p c D N A 3 å t r a n s f e c t e d c e l l s w i t hr i f a m p i c i n . T h e g r o w t h r a t e o f P X R å t r a n s f e c t e d c e l l s d i d n o t s i g n i f i c a n t l y v a r y f r o m t h a t o fp c D N A 3 å t r a n s f e c t e d c e l l s ( f i g u r e 2 C )
 

PXR induces colorectal cancer  cells resistance to ir inotecan and SN38. T o e v a l u a t e t h e r o l e o f P X R o n t o c e l l s e n s i t i v i t y t o d r u g s u s e d i n t h e t r e a t m e n t o fa d v a n c e d c o l o r e c t a l c a n c e r w e f i r s t c a r r i e d o u t n e u t r a l r e d c e l l v i a b i l i t y a s s a y s . F o r t h i sp u r p o s e , c o n t r o l a n d P X R å t r a n s f e c t e d L S 1 7 4 T c l o n e s w e r e m a i n t a i n e d f o r 7 2 h o u r s i n t h ep r e s e n c e o f i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f i r i n o t e c a n , S N 3 8 , 5 å f l u o r o u r a c i l o r o x a l i p l a t i n . A ss h o w n i n f i g u r e 3 , P X R e x p r e s s i o n c l e a r l y l e d t o a n i n c r e a s e d s u r v i v a l o f L S 1 7 4 T c e l l st o w a r d s i r i n o t e c a n a n d S N 3 8 , a n d t h e l e v e l o f c h e m o r e s i s t a n c e t o S N 3 8 w a s c o r r e l a t e d t o t h er e l a t i v e P X R e x p r e s s i o n l e v e l o f e a c h c l o n e ( f i g u r e 3 B ) . U p o n t r e a t m e n t w i t h 1 ò M S N 3 8 ,P X R å t r a n s f e c t e d c e l l s d i s p l a y e d a 6 å t o 9 å f o l d h i g h e r v i a b i l i t y ( 3 6 . 5 6 % ± 4 . 0 5 s u r v i v i n g c e l l sf o r P X R 2 a n d 2 6 . 0 5 % ± 1 . 8 2 f o r P X R 6 ) c o m p a r e d t o p c D N A 3 å t r a n s f e c t e d c e l l s ( 3 . 9 3 %± 1 . 6 4 ) . W e f o u n d n o d i f f e r e n c e i n t o p o i s o m e r a s e I a c t i v i t y b e t w e e n p c D N A 3 å t r a n s f e c t e d c e l l sa n d P X R å t r a n s f e c t e d c e l l s d e m o n s t r a t i n g t h a t t h e o b s e r v e d c h e m o r e s i s t a n c e i s n o t d u e t o av a r i a t i o n o f t o p o i s o m e r a s e I e x p r e s s i o n a f t e r P X R t r a n s f e c t i o n ( a d d i t i o n a l f i l e 3 )A s e x p e c t e d , c e l l s w e r e m o r e s e n s i t i v e t o S N 3 8 t h a n t o i r i n o t e c a n , t h e l a t t e ru n d e r g o i n g m i n i m a l c o n v e r s i o n i n t o i t s a c t i v e m e t a b o l i t e d u e t o v e r y l o w e x p r e s s i o n l e v e l o fc a r b o x y l e s t e r a s e s i n t h e s e c e l l s ( a d d i t i o n a l f i l e 4 ) . I n a d d i t i o n , c e l l v i a b i l i t y a s s a y s p e r f o r m e d
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i n S W 4 8 0 a n d S W 6 2 0 c e l l l i n e s s t a b l y t r a n s f e c t e d w i t h h P X R , s h o w e d s i m i l a r P X R �d e p e n d e n t e n h a n c e m e n t o f S N 3 8 r e s i s t a n c e ( a d d i t i o n a l f i l e 5 ) . O n t h e o t h e r h a n d , w e f o u n dn o e f f e c t o f P X R e x p r e s s i o n o n c e l l s e n s i t i v i t y t o b o t h 5 � f l u o r o u r a c i l a n d o x a l i p l a t i ns e n s i t i v i t i e s ( a d d i t i o n a l f i l e 6 ) .S u r p r i s i n g l y , w e o b s e r v e d t h a t r i f a m p i c i n d i d n o t e n h a n c e t h e r e s i s t a n c e o f c e l l s t oS N 3 8 ( f i g u r e 4 A ) . T h e s e o b s e r v a t i o n s s u g g e s t t h a t a c t i v a t i o n o f P X R i s n o t r e q u i r e d f o r t h e s ee f f e c t s o r t h a t P X R i s a l r e a d y a c t i v a t e d u n d e r t h e s e c o n d i t i o n s . W h i l e n e i t h e r S N 3 8 n o ri r i n o t e c a n a c t i v a t e P X R ( a d d i t i o n a l f i l e 7 ) , w e f o u n d t h a t P X R w a s a c t i v a t e d i n o u r a s s a y sb e c a u s e o f t h e p r e s e n c e o f 1 0 % f e t a l c a l f s e r u m , a s p r e v i o u s l y o b s e r v e d i n t h e H e p G 2 c e l ll i n e [ 3 2 ] . A c c o r d i n g l y , i n p r e s e n c e o f s e r u m , C Y P 3 A 4 i s h i g h l y e x p r e s s e d i n P X R 2 c e l l s ,w i t h n o a d d i t i o n a l e f f e c t o f r i f a m p i c i n , i n c o n t r a s t t o w h a t w e o b s e r v e d i n a b s e n c e o f s e r u m( f i g u r e 4 B ) . M o r e o v e r , w e f o u n d t h a t t h e p h a r m a c o l o g i c a l P X R i n h i b i t o r L � s u l f o r a p h a n e( S F N ) [ 3 3 ] d e c r e a s e d t h e p e r c e n t a g e o f c e l l s u r v i v a l i n P X R 2 c e l l s t r e a t e d w i t h 1 o r 5 1 MS N 3 8 ( 1 5 . 1 3 % ± 3 . 9 9 a n d 1 . 7 2 % ± 0 . 6 5 ) , c o m p a r e d t o c e l l s t r e a t e d w i t h S N 3 8 a l o n e ( 3 1 . 4 4 %± 3 . 3 1 a n d 9 . 3 2 % ± 1 . 1 4 ) ( f i g u r e 4 C ) . A l t h o u g h w e c a n n o t c o m p l e t e l y e x c l u d e o f f � t a r g e te f f e c t s o f S F N , i t i s l i k e l y t h a t i n h i b i t i o n o f P X R b y S F N c o n t r i b u t e s t o w a r d d e c r e a s e d P X R 2c e l l r e s i s t a n c e .
Inhibition of PXR expression reverses chemoresistance to SN38. B e c a u s e S F N i s k n o w n t o a f f e c t s e v e r a l o t h e r s i g n a l i n g p a t h w a y s , s u c h a s t h o s ei n v o l v i n g t h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s N r f 2 [ 3 4 ] a n d N F � k a p p a B [ 3 5 ] t h a t a r e k n o w n t o a f f e c t c e l ls e n s i t i v i t y t o c y t o t o x i c s , w e t h e n u s e d a m o r e s p e c i f i c s t r a t e g y t o i n h i b i t P X R e x p r e s s i o n . F o rt h i s p u r p o s e , L S 1 7 4 T � C T R L o r P X R 2 c e l l s w e r e t r a n s d u c e d w i t h c o n t r o l o r s h R N A �e x p r e s s i n g l e n t i v i r a l v e c t o r s a s d e s c r i b e d i n t h e m a t e r i a l a n d m e t h o d s s e c t i o n . A l t h o u g h P X Re x p r e s s i o n w a s p a r t i a l l y d e c r e a s e d i n P X R 2 c e l l s t r a n s d u c e d w i t h c o n t r o l F G 1 2 v i r u s ( P X R 2 �m o c k ) c o m p a r e d t o t h e u n t r a n s d u c e d P X R 2 c l o n e ( f i g u r e 5 A ) , a s t r o n g e r d e c r e a s e w a s
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d e t e c t e d i n P X R 2 c e l l s t r a n s d u c e d w i t h s h R N A c o n s t r u c t s s e l e c t i v e l y d i r e c t e d a g a i n s t t h eP X R m R N A . T h u s , w e o b s e r v e d t h a t P X R 2 c e l l s t r a n s d u c e d w i t h t h e s h 1 3 3 4 c o n s t r u c tp r e s e n t e d a s t r o n g d e c r e a s e o f b o t h P X R m R N A a n d p r o t e i n l e v e l s , w h i l e P X R 2 t r a n s d u c e dw i t h s h 2 1 1 6 d i s p l a y e d a m o d e r a t e , i f a n y , d e c r e a s e o f P X R e x p r e s s i o n . A c c o r d i n g l y ,i n d u c t i o n o f C Y P 3 A 4 m R N A e x p r e s s i o n a f t e r r i f a m p i c i n t r e a t m e n t i n s e r u m \ f r e e m e d i u mw a s o b s e r v e d i n P X R 2 \ m o c k a n d , t o a l e s s e r d e g r e e , i n P X R 2 \ s h 2 1 1 6 c e l l s , b u t w a s l o s t i nP X R 2 \ s h 1 3 3 4 c e l l s ( f i g u r e 5 B ) . I n a d d i t i o n , w e c a r r i e d o u t n e u t r a l r e d v i a b i l i t y a s s a y s o nt h e s e c l o n e s ( f i g u r e 5 C ) , a n d d e t e c t e d a s t r o n g r e v e r s i o n o f c h e m o r e s i s t a n c e t o S N 3 8 i nP X R 2 \ s h 1 3 3 4 c e l l s a t 0 . 1 f M ( 6 . 5 6 % ± 1 . 7 5 c o m p a r e d t o 3 8 . 7 8 ± 5 . 7 4 i n P X R 2 \ m o c k ) ,d e m o n s t r a t i n g t h a t t h e i n h i b i t i o n o f P X R e x p r e s s i o n b y i t s e l f i s s u f f i c i e n t t o e n h a n c ec h e m o s e n s i t i v i t y t o S N 3 8 .
 

 

PXR increases SN38 glucuronidation S i n c e P X R e x p r e s s i o n d o e s n o t a f f e c t c o l o n c a n c e r c e l l s p r o l i f e r a t i o n , w eh y p o t h e s i z e d t h a t S N 3 8 r e s i s t a n c e o b s e r v e d i n P X R \ e x p r e s s i n g c e l l s i s l i k e l y m e d i a t e dt h r o u g h t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t i o n o f g e n e s i n v o l v e d i n d r u g m e t a b o l i s m . W e f i r s t e x p l o r e ds e v e r a l s t e p s o f i r i n o t e c a n m e t a b o l i s m b y u s i n g p h a r m a c o l o g i c a l i n h i b i t o r s o f C Y P 3 A 4( k e t o c o n a z o l e ) , M D R 1 ( v e r a p a m i l ) a n d B C R P ( f u m i t r e m o r g i n C ) . N o n e o f t h e s e c o m p o u n d sw a s a b l e t o r e v e r s e t h e P X R \ d e p e n d e n t c h e m o r e s i s t a n c e ( d a t a n o t s h o w n ) . W e n e x t a s s e s s e dt h e m e t a b o l i c p r o f i l e o f S N 3 8 u s i n g a p r e v i o u s l y d e s c r i b e d c h r o m a t o g r a p h i c d e t e c t i o n [ 2 7 ] .R a w d a t a o f p e a k a r e a f o r i n t r a c e l l u l a r a n d e x t r a c e l l u l a r S N 3 8 a n d S N 3 8 G a l l o w e d u s t oc a l c u l a t e t h e m e t a b o l i c r a t i o s S N 3 8 G / S N 3 8 .F i g u r e 6 A d i s p l a y s r e l a t i v e p r o p o r t i o n s o f t o t a l a m o u n t s ( i n t r a \ a n d e x t r a c e l l u l a r ) o fS N 3 8 a n d S N 3 8 G . W e f o u n d a v e r y s i g n i f i c a n t e n h a n c e m e n t o f S N 3 8 g l u c u r o n i d a t i o n i nP X R \ t r a n s f e c t e d c e l l s . A s s h o w n i n f i g u r e 6 B , b o t h i n t r a c e l l u l a r a n d e x t r a c e l l u l a rS N 3 8 G / S N 3 8 r a t i o s w e r e s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n c e l l s o v e r e x p r e s s i n g P X R c o n c o r d a n t
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w i t h P X R e x p r e s s i o n l e v e l o f c l o n e s . A c c o r d i n g l y , P X R i n h i b i t i o n i n P X R 2 � s h 1 3 3 4 c e l l sr e s u l t e d i n a d e c r e a s e o f S N 3 8 G l e v e l s c o m p a r e d t o t h o s e f o u n d i n P X R 2 � m o c k o r P X R 2 �s h 2 1 1 6 c e l l s ( f i g u r e 6 C ) . B e c a u s e t h e S N 3 8 G / S N 3 8 r a t i o i s a s e n s i t i v e f u n c t i o n a l m a r k e r o fU G T 1 A 1 , 6 , 9 a n d 1 0 e n z y m e s , w e m e a s u r e d t h e i r r e l a t i v e e x p r e s s i o n b y q u a n t i t a t i v e R T �P C R . U G T 1 A 1 m R N A e x p r e s s i o n w a s f o u n d t o i n c r e a s e p r o p o r t i o n a l l y t o t h e P X Re x p r e s s i o n l e v e l s i n P X R � t r a n s f e c t e d c e l l s ( f i g u r e 7 A ) . I n a d d i t i o n , w e a l s o o b s e r v e d a l o w e r ,b u t s i g n i f i c a n t o v e r e x p r e s s i o n o f b o t h U G T 1 A 9 a n d U G T 1 A 1 0 m R N A i n t h o s e c e l l s , w h i l eU G T 1 A 6 m R N A w a s u n a f f e c t e d . I n t h e s a m e w a y , w e o b s e r v e d a d e c r e a s e o f U G T 1 A 1m R N A e x p r e s s i o n i n s i R N A t r a n s f e c t e d c e l l s ( f i g u r e 7 B ) . T a k e n t o g e t h e r , t h e s e d a t a s t r o n g l ys u g g e s t t h a t P X R s i g n i f i c a n t l y l o w e r s S N 3 8 c o n c e n t r a t i o n b y i n c r e a s i n g S N 3 8 m e t a b o l i s m t oi t s g l u c u r o n i d e c o n j u g a t e , m a i n l y t h r o u g h i n d u c t i o n o f U G T 1 A 1 .
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Discussion I n t h i s w o r k , w e a d d r e s s w h e t h e r e x p r e s s i o n o f P X R i n h u m a n c o l o r e c t a l c a n c e r c e l l sc o u l d i n t e r f e r e w i t h t h e i r s e n s i t i v i t y a n d m e t a b o l i s m o f d r u g s u s e d i n t r e a t m e n t o f a d v a n c e dc o l o r e c t a l c a n c e r . F i r s t w e s h o w e d t h a t h P X R i s e x p r e s s e d i n b o t h n o r m a l a n d n e o p l a s t i ch u m a n c o l o n t i s s u e s w i t h a s t r o n g v a r i a b i l i t y i n c a n c e r c o l o n t i s s u e s . T h i s v a r i a b i l i t y m a yp r o v e c l i n i c a l l y r e l e v a n t , s i n c e a m a j o r f i n d i n g o f t h i s s t u d y i s t h a t e x p r e s s i o n o f P X R i nh u m a n c o l o r e c t a l c a n c e r c e l l s l e a d s t o c h e m o r e s i s t a n c e t o t h e a c t i v e m e t a b o l i t e o f i r i n o t e c a n ,S N 3 8 , w h e r e a s i t d i d n o t a f f e c t t h e i r s e n s i t i v i t y t o b o t h 5 Ô f l u o r o u r a c i l a n d o x a l i p l a t i ns e n s i t i v i t i e s . T h e o p p o s i t e e f f e c t o b t a i n e d w i t h p h a r m a c o l o g i c a l i n a c t i v a t i o n o f P X R o rs h R N A Ô m e d i a t e d P X R d o w n r e g u l a t i o n c o n f i r m e d t h e d i r e c t i n v o l v e m e n t o f P X R i n S N 3 8c h e m o r e s i s t a n c e . H o w e v e r , i n c o n t r a s t t o p r e v i o u s s t u d i e s s h o w i n g t h a t P X R a f f e c t s i n t r i n s i cc e l l s u r v i v a l t h r o u g h t h e p 5 3 s i g n a l i n g p a t h w a y [ 2 3 ] a n d c e l l g r o w t h [ 3 6 ] , w e f o u n d t h a t P X Ri n d u c e d S N 3 8 c h e m o r e s i s t a n c e i n L S 1 7 4 T ( p 5 3 wt) a s w e l l a s i n S W 4 8 0 a n d S W 6 2 0 ( p 5 3 mut)w i t h o u t a f f e c t i n g t h e i r i n t r i n s i c p r o l i f e r a t i o n r a t e s . I n s t e a d , w e o b s e r v e d t h a t P X R e x p r e s s i o nl o w e r e d c e l l u l a r S N 3 8 c o n c e n t r a t i o n w h i l e i n c r e a s i n g S N 3 8 m e t a b o l i s m t o i t s g l u c u r o n i d ec o n j u g a t e . A c c o r d i n g l y , w e f o u n d t h a t s e v e r a l U G T 1 A i s o e n z y m e s w e r e u p Ô r e g u l a t e d i nP X R Ô e x p r e s s i n g c e l l s , m o s t n o t a b l y U G T 1 A 1 w h i c h i s t h e k e y e n z y m e r e s p o n s i b l e o f t h ei n a c t i v a t i o n o f S N 3 8 t o S N 3 8 G .
 S i n c e P X R a c t i v a t i o n ( o r i n h i b i t i o n ) a p p e a r s t o i n c r e a s e ( o r d e c r e a s e ) S N 3 8c o n v e r s i o n t o S N 3 8 G , o u r r e s u l t s h i g h l i g h t t h e c e n t r a l r o l e o f P X R i n r e g u l a t i n g t h e c y t o t o x i ct h r e s h o l d o f c e l l s t o i r i n o t e c a n Ô b a s e d c h e m o t h e r a p y . S e v e r a l s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a ti r i n o t e c a n p h a r m a c o k i n e t i c s a n d d i s p o s i t i o n a r e a f f e c t e d b y v a r i o u s c o m p o u n d s n o wi d e n t i f i e d a s P X R l i g a n d s s u c h r i f a m p i c i n [ 1 0 ] , p h e n o b a r b i t a l [ 3 7 ] , v a l p r o i c a c i d a n d o t h e ra n t i c o n v u l s i v a n t t h e r a p i e s [ 3 8 , 3 9 ] o r n a t u r a l p r o d u c t s i n c l u d i n g S t . J o h n ’ s w o r t (

Hypericum 

perforatum) 
[ 1 1 ] . I n a d d i t i o n , o u r d a t a a r e i n a c c o r d a n c e w i t h p r e v i o u s s t u d i e s r e p o r t i n g t h a t
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i n t r a t u m o r a l e x p r e s s i o n l e v e l o f U G T 1 A i s o f o r m s m a y r e p r e s e n t a m e c h a n i s m o f i n t r i n s i ci r i n o t e c a n r e s i s t a n c e i n c o l o n c a n c e r [ 4 0 , 4 1 ] . I n t e r e s t i n g l y a s i g n i f i c a n t ( r 2 = 0 . 7 2 , p < 0 . 0 0 1 )c o r r e l a t i o n b e t w e e n P X R a n d U G T 1 A 1 m R N A l e v e l s w a s f o u n d i n h u m a n c o l o n t u m o r s( f i g u r e 8 ) . T a k e n t o g e t h e r , t h e s e d a t a s u g g e s t t h a t t u m o r a l m e t a b o l i s m i s p o t e n t i a l l y a f f e c t e db y e n v i r o n m e n t a l o r d i e t s t i m u l i a n d t h i s s h o u l d b e t a k e n i n t o a c c o u n t i n t h e p r e d i c t i o n o fi r i n o t e c a n d i s p o s i t i o n i n p a t i e n t s . I n a d d i t i o n , i t i s k n o w n t h a t d i a r r h e a , a m a j o r l i m i t i n gt o x i c i t y o f i r i n o t e c a n , i s d u e t o S N 3 8 a c c u m u l a t i o n i n e n t e r o c y t e s [ 4 2 ] a n d i t i s c o n c e i v a b l et h a t
in situ

g l u c u r o n i d a t i o n b y t u m o r s a n d a d j a c e n t t i s s u e s d e p e n d s o n P X R e x p r e s s i o n l e v e l s .C o n s i d e r i n g i t s r o l e a s m a s t e r x e n o b i o t i c s r e s p o n s i v e r e c e p t o r l i n k i n g D M E g e n e se x p r e s s i o n t o e n v i r o n m e n t s t i m u l i , w e t h i n k t h a t d i f f e r e n c e s i n P X R e x p r e s s i o n c o n t r i b u t e t ot h e w e l l k n o w n i n t r a " a n d i n t e r " s u b j e c t v a r i a b i l i t y i n i r i n o t e c a n r e s p o n s e , a n d t h a t t h e yp a r t i c i p a t e i n t h e d i f f i c u l t y t o c l e a r l y i d e n t i f y f a c t o r s r e s p o n s i b l e f o r p h a r m a c o g e n e t i c s o fi r i n o t e c a n , t h e s o " c a l l e d “ i r i n o g e n e t i c s ” [ 4 3 " 4 5 ] . I n d e e d , e n v i r o n m e n t a l c o m p o u n d s , n u t r i t i o na n d d i e t a f f e c t i n g P X R e x p r e s s i o n a n d / o r a c t i v a t i o n m a y m a s k o r a t t e n u a t e p h a r m a c o g e n e t i ca s s o c i a t i o n s . M o r e o v e r , P X R i t s e l f d i s p l a y s t r o n g g e n e t i c p o l y m o r p h i s m w i t h m o r e t h a n 3 0 0r e p o r t e d S N P s i n t h e d b S N P s d a t a b a s e , s o m e o f w h i c h w e l l c h a r a c t e r i z e d a n d i n d u c i n gd i f f e r e n c e s i n b o t h g e n e e x p r e s s i o n a n d l i g a n d r e c o g n i t i o n [ 4 3 , 4 4 ] . P X R e x p r e s s i o n l e v e l sw i t h i n t u m o r s c o u l d b e a l s o a f f e c t e d b y n o n " g e n e t i c f a c t o r s s u c h a s i n t r a " t u m o r i n f l a m m a t o r yc y t o k i n e s [ 4 6 ] , m i c r o R N A 1 4 8 a [ 4 7 ] a n d m e t h y l a t i o n s t a t u s o f i t s e x o n 3 [ 4 8 ] . I n t h i s c o n t e x t ,d i s c r i m i n a t i n g t h e r o l e s o f g e n e t i c i n f l u e n c e s f r o m e n v i r o n m e n t a l e f f e c t s i n d r u g r e s p o n s e ,r e c e n t l y c o i n e d “ p h a r m a c o e c o l o g y ” [ 4 9 ] , w i l l b e e v e n h a r d e r a s e x p e c t e d . T h u s , i t w i l l b e o fi n t e r e s t t o e v a l u a t e t h e r e l a t i v e i m p o r t a n c e o f t h e s e g e n e t i c a n d n o n " g e n e t i c f a c t o r s i n p a t i e n tr e s p o n s e t o w a r d i r i n o t e c a n " b a s e d c h e m o t h e r a p y .
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Conclusion 

 I n v i e w o f t h e p r e s e n t f i n d i n g s , c l i n i c a l s t u d i e s a r e n o w n e e d e d t o e v a l u a t e t h ep o t e n t i a l i n t e r e s t o f P X R i n p e r s o n a l i z e d m e d i c i n e . I n d e e d , P X R e x p r e s s i o n a n d / o r a c t i v a t i o nl e v e l c o u l d h e l p p h y s i c i a n s i n t h e c h o i c e o f a p p r o p r i a t e c h e m o t h e r a p y r e g i m e n f o r c o l o r e c t a lc a n c e r p a t i e n t s , s i n c e t h e r a p e u t i c a l t e r n a t i v e s t o i r i n o t e c a n a l r e a d y e x i s t (
i.e.

p l a t i n u m s a l t o rt a r g e t e d t h e r a p y ) . F i n a l l y , P X R d o w n L r e g u l a t i o n c o u l d b e c o n s i d e r e d a s a n o v e l t h e r a p e u t i ca p p r o a c h t o c i r c u m v e n t c h e m o r e s i s t a n c e t o c h e m o t h e r a p y .
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Figure 1: E v a l u a t i o n o f P X R e x p r e s s i o n i n h u m a n c o l o r e c t a l t i s s u e s a n d c e l l l i n e s .
A, 

P X R m R N Ae x p r e s s i o n m e a s u r e d b y q u a n t i t a t i v e r e a l � t i m e P C R i n h u m a n l i v e r s ( n = 1 7 ) a n d c o l o n s a m p l e s( t u m o r a l a n d h e a l t h y a d j a c e n t t i s s u e , n = 1 4 ) . B a r s o n g r a p h r e p r e s e n t m e a n P X R m R N Ae x p r e s s i o n a n d S E M .
B

, P e r c e n t a g e o f P X R e x p r e s s i o n i n c o l o n t u m o r s c o m p a r e d t o a d j a c e n th e a l t h y t i s s u e ; b a r s , S E M .
 C

, P X R m R N A e x p r e s s i o n i n v a r i o u s c o l o n ( L S 1 7 4 T , H T 2 9 ,H C T 1 1 6 , S W 4 8 0 , S W 6 2 0 ) a n d h e p a t i c ( H e p G 2 , H u H 7 ) c e l l l i n e s c o m p a r e d t o l i v e r s ( F T 3 0 5a n d 3 1 0 ) a n d t o n o r m a l ( N 6 1 ) a n d t u m o r a l ( T 6 1 ) c o l o n t i s s u e s .
D

, I m m u n o c y t o c h e m i c a ls t a i n i n g f o r P X R o n l i v e r , n o r m a l c o l o n a n d t u m o r s t i s s u e s . L i v e r w a s u s e d a s p o s i t i v e c o n t r o l f o rP X R e x p r e s s i o n ( b ) , p h o t o s a , c a n d d d i s p l a y n e g a t i v e c o n t r o l s w i t h o u t p r i m a r y a n t i b o d y .
Figure 2: C h a r a c t e r i z a t i o n o f L S 1 7 4 T P X R � t r a n s f e c t e d c e l l s .

A
, P X R e x p r e s s i o n l e v e l i n p a r e n tL S 1 7 4 T , p c D N A 3 � t r a n s f e c t e d a n d s t a b l e c l o n e s P X R 2 , P X R 3 a n d P X R 6 ( t o p : m R N Ae x p r e s s i o n l e v e l ; b o t t o m : p r o t e i n e x p r e s s i o n l e v e l ) .

 * p < 0 . 0 5 , P X R e x p r e s s i o n o f s t a b l e c l o n e sc o m p a r e d t o p a r e n t a n d p c D N A 3 � t r a n s f e c t e d c e l l s , a s s a y e d b y M a n n a n d W h i t n e y t e s t .
B

,C Y P 3 A 4 m R N A e x p r e s s i o n l e v e l s o f C T R L a n d P X R o v e r e x p r e s s i n g c l o n e s t r e a t e d 2 4 h b ys o l v e n t ( 0 . 1 % D M S O ) o r 1 0 á M r i f a m p i c i n i n s e r u m � f r e e m e d i u m . R e s u l t s w e r e o b t a i n e df r o m t h r e e s e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M .
a

, C Y P 3 A 4 e x p r e s s i o n o f c e l l s t r e a t e d b yr i f a m p i c i n c o m p a r e d t o t h e v e h i c l e t r e a t e d g r o u p s ,
b

, C Y P 3 A 4 e x p r e s s i o n o f v e h i c l e t r e a t e ds t a b l e c l o n e s c o m p a r e d t o v e h i c l e t r e a t e d ; a s s a y e d b y M a n n a n d W h i t n e y t e s t ( p < 0 . 0 5 ) .
C

,p r o l i f e r a t i o n r a t e o f c e l l l i n e s . C e l l s w e r e s e e d e d i n s i x � w e l l p l a t e s a t 5 x 1 0 5 c e l l s / w e l l a n dc o u n t e d a t t h e i n d i c a t e d t i m e s a f t e r s e e d i n g ( Z 1 c o u n t e r , B e c k m a n C o u l t e r ) . D a t a f r o m t h r e es e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M .



2 8
"

"

Figure 3:  I n c r e a s e d c h e m o r e s i s t a n c e i n P X R o v e r e x p r e s s i n g c e l l s t o i r i n o t e c a n a n d S N 3 8 . F o r n e u t r a lr e d a s s a y s , c e l l s w e r e t r e a t e d f o r 7 2 h b y i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f i r i n o t e c a n (
A

) o r S N 3 8(
B

) .
Columns

, m e a n v i a b i l i t y a s a p e r c e n t a g e o f c o n t r o l ( i . e . , c e l l s w i t h o u t c h e m o t h e r a p e u t i c st r e a t m e n t , 1 0 0 % ) f r o m r e p l i c a t e s ( n = 6 ) f r o m s i x s e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M .
a

, v i a b i l i t yp e r c e n t a g e s o f P X R 2 , P X R 3 a n d P X R 6 c o m p a r e d t o p c D N A 3 � t r a n s f e c t e d c e l l s ( p < 0 . 0 5 )( M a n n a n d W h i t n e y t e s t ) .
b

, v i a b i l i t y p e r c e n t a g e s o f P X R 2 , P X R 3 a n d P X R 6 c o m p a r e d t oe a c h o t h e r u s i n g K r u s k a l W a l l i s t e s t ( p < 0 . 0 5 ) .
Figure 4: 

A, 
c e l l v i a b i l i t y a s s a y o n p c D N A 3 � t r a n s f e c t e d a n d P X R 2 c e l l s t r e a t e d w i t h r i f a m p i c i n ( R I F ) .C e l l s w e r e c u l t u r e d 2 4 h w i t h D M S O 0 . 1 % ( s o l v e n t ) o r 1 0 ! M r i f a m p i c i n i n 1 0 % s e r u mc o n t a i n i n g m e d i u m a n d t h e n e x p o s e d t o S N 3 8 f o r 7 2 h .

Columns
, m e a n v i a b i l i t y a s ap e r c e n t a g e o f c o n t r o l ( i . e . , c e l l s w i t h o u t c h e m o t h e r a p e u t i c s t r e a t m e n t , 1 0 0 % ) f r o m r e p l i c a t e s( n = 6 ) f r o m t h r e e s e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M .

B
, C Y P 3 A 4 m R N A e x p r e s s i o n l e v e l o fp c D N A 3 � t r a n s f e c t e d o r P X R � e x p r e s s i n g c e l l s c u l t u r e d w i t h ( 1 0 % ) o r w i t h o u t s e r u m a n dt r e a t e d w i t h s o l v e n t ( 0 . 1 % D M S O ) o r 1 0 ! M r i f a m p i c i n f o r 2 4 h . R e s u l t s w e r e o b t a i n e d f r o mt h r e e s e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M .

* 
p < 0 . 0 5 ( M a n n a n d W h i t n e y t e s t ) , C Y P 3 A 4 m R N Ae x p r e s s i o n o f c e l l s c u l t u r e d w i t h s e r u m , w i t h o r w i t h o u t r i f a m p i c i n c o m p a r e d t o v e h i c l et r e a t e d c e l l s .

 C
, c e l l v i a b i l i t y a s s a y o n p c D N A 3 � t r a n s f e c t e d a n d P X R 2 c e l l s t r e a t e d w i t h P X Ra n t a g o n i s t L � S u l f o r a p h a n e ( S F N ) . C e l l s w e r e c u l t u r e d i n p r e s e n c e o f s o l v e n t ( D M S O 0 . 1 % )o r 1 0 ! M L � S u l f o r a p h a n e i n s e r u m c o n t a i n i n g m e d i u m f o r 2 4 h f o l l o w e d b y t h e 7 2 h t r e a t m e n to f S N 3 8 w i t h o r w i t h o u t S F N c o � t r e a t m e n t .

Columns
, m e a n v i a b i l i t y a s a p e r c e n t a g e o fc o n t r o l ( i . e . , c e l l s w i t h o u t c h e m o t h e r a p e u t i c s t r e a t m e n t , 1 0 0 % ) f r o m r e p l i c a t e s ( n = 6 ) f r o mt h r e e s e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M . * * * p < 0 . 0 0 1 , * p < 0 . 0 5 ( s t u d e n t ' s

t
� t e s t ) .
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Figure 5: R e v e r s i o n o f c h e m o r e s i s t a n c e i n P X R 2 b y P X R s h R N A .
A, q u a n t i f i c a t i o n o f P X R e x p r e s s i o nb y q u a n t i t a t i v e P C R ( t o p ) a n d w e s t e r n b l o t ( b o t t o m ) . * p < 0 . 0 5 ( M a n n a n d W h i t n e y t e s t ) , P X Re x p r e s s i o n i n P X R 2 O M o c k , P X R 2 O s h 1 3 3 4 a n d P X R 2 O s h 2 1 1 6 c e l l s c o m p a r e d t o p c D N A 3 OM o c k c e l l s .

B, q u a n t i f i c a t i o n o f C Y P 3 A 4 m R N A e x p r e s s i o n a f t e r t r e a t m e n t b y s o l v e n t( D M S O 0 . 1 % ) o r 1 0 Z M r i f a m p i c i n f o r 2 4 h i n s e r u m O f r e e m e d i u m . * p < 0 . 0 5 ( M a n n a n dW h i t n e y t e s t ) , C Y P 3 A 4 e x p r e s s i o n o f c e l l s t r e a t e d b y r i f a m p i c i n c o m p a r e d t o t h e v e h i c l et r e a t e d g r o u p s .
C , c e l l v i a b i l i t y a s s a y o n p c D N A 3 O M o c k , P X R 2 O M o c k , P X R 2 O s h 1 3 3 4 a n dP X R 2 O s h 2 1 1 6 t o w a r d S N 3 8 .

Columns, m e a n v i a b i l i t y a s a p e r c e n t a g e o f c o n t r o l ( i . e . , c e l l sw i t h o u t c h e m o t h e r a p e u t i c s t r e a t m e n t , 1 0 0 % ) f r o m r e p l i c a t e s ( n = 6 ) f r o m s i x s e p a r a t ee x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M . S t u d e n t ' s
t

O t e s t w h e r e p e r f o r m e d b e t w e e n C T R L O m o c k c e l l s t oP X R 2 O M o c k , P X R 2 O s h 1 3 3 4 a n d P X R 2 O s h 2 1 1 6 : * * * p < 0 . 0 0 1 , * * p < 0 . 0 1 , * p < 0 . 0 5 .
Figure 6: H P L C q u a n t i f i c a t i o n o f S N 3 8 a n d S N 3 8 G

A, R e l a t i v e p e r c e n t a g e o f t o t a l a m o u n t s ( i n t r a O a n de x t r a c e l l u l a r ) o f S N 3 8 a n d S N 3 8 G o n p c D N A 3 , P X R 2 , P X R 3 a n d P X R 6 c e l l s a f t e r 2 4 hi n c u b a t i o n w i t h 1 0 Z M S N 3 8 . R e s u l t s w e r e o b t a i n e d f r o m t h r e e s e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s ,S E M .
B, I n t r a c e l l u l a r a n d e x t r a c e l l u l a r S N 3 8 G / S N 3 8 r a t i o s o n p c D N A 3 , P X R 2 , P X R 3 a n dP X R 6 c e l l s a f t e r 2 4 h i n c u b a t i o n w i t h 1 0 Z M S N 3 8 . R e s u l t s w e r e o b t a i n e d f r o m t h r e e s e p a r a t ee x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M . * * * p < 0 . 0 0 1 , * * p < 0 . 0 1 , * p < 0 . 0 5 ( s t u d e n t ' s

t
O t e s t ) c o m p a r e d t oC T R L c e l l s .

C , r e p r e s e n t a t i v e c h r o m a t o g r a m s o f e x t r a c e l l u l a r m e d i u m o f p c D N A 3 O M o c k ,P X R 2 O M o c k , P X R 2 O s h 1 3 3 4 a n d P X R 2 O s h 2 1 1 6 c e l l s e x p o s e d t o S N 3 8 .
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Figure 7 

A, U G T 1 A s m R N A e x p r e s s i o n l e v e l s i n p c D N A 3 , P X R 2 , P X R 3 a n d P X R 6 c e l l s . R e s u l t sw e r e o b t a i n e d f r o m s i x s e p a r a t e e x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M . * * p < 0 . 0 1 , * p < 0 . 0 5 ( s t u d e n t ' s t�t e s t ) c o m p a r e d t o C T R L c e l l s . B, U G T 1 A 1 m R N A e x p r e s s i o n l e v e l s i n C T R L � M o c k , P X R 2 �M o c k , P X R 2 � s h 1 3 3 4 a n d P X R 2 � s h 2 1 1 6 c e l l s . R e s u l t s w e r e o b t a i n e d f r o m f o u r s e p a r a t ee x p e r i m e n t s ; b a r s , S E M . * * * p < 0 . 0 0 1 , * p < 0 . 0 5 ( s t u d e n t ' s t� t e s t ) c o m p a r e d t o C T R L � M o c kc e l l s .
 

Figure 8 C o r r e l a t i o n o f P X R a n d t o t a l U G T s m R N A e x p r e s s i o n i n c o l o n t u m o r s ( n = 1 4 ) . C o r r e l a t i o nc o e f f i c i e n t R 2 = 0 . 7 2 , * * * p < 0 . 0 0 1 . D o t e d l i n e s : S E M f o r a 9 5 % C I .
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