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P a m e la Ro s s : T i m e - c o u r s e C o m p a r i s o n o f X e n o b i o t i c A c t iv a t o r s o f CA R a n d PPA R - a l p h a i n

IV I o u s e L iv e r

(U n d e r t h e d i r e c t i o n o f Iv a n Ru s y n ,
M . D .

, P h . D . )

C o n s t it u t iv e a n d r o s t a n e r e c e p t o r (CA R) a n d P e r o x is o m e P r o l if e r a t o r A c t iv a t e d -

Re c e p t o r (P P A R )- a l p h a a r e t w o n u c l e a r r e c e p t o r s o f in t e r e s t w h ic h a r e a c t iv a t e d by

p h e n o b a r b i t a l (P B ) a n d WY - 14 , 6 4 3 (WY), r e s p e c t iv e l y . I n o r d e r t o c a p t u r e t h e g l o b a l

t r a n s c r i p t io n a l c h a n g e s t h a t r e s u lt f r o m a c t iv a t io n o f t h e s e n u c le a r r e c e p t o r s o v e r a t i m e

c o u r s e
,
m ic r o a r r a y t e c h n o l o g y w a s u s e d t o e s t a b li s h f i n g e r p r i n t s o f g e n e e x p r e s s i o n i n t h e

m o u s e l i v e r . F i r s t , w e e x a m i n e d d if f e r e n c e s i n b a s a l e x p r e s s io n b e t w e e n w i ld - t y p e a n d Ca r -

n u l l m ic e a n d f o u n d 14 s ig n if ic a n t ly d if f e r e n t ia l ly e x p r e s s e d g e n e s . N e x t
,
Ex t r a c t i o n o f

D if f e r e n t ia l G e n e Ex p r e s s i o n (E D G E) a lg o r it h m w a s u s e d t o id e n t i fy g e n e s t h a t c h a n g e d w it h

r e g a r d s t o b o t h t im e a n d t r e a t m e n t , a n d t h e s e g e n e s w e r e s u b m it t e d t o t h e G e n e O n t o lo g y

(G O ) D a t a b a s e t o i d e n t if y s i g n if i c a n t l y e n r ic h e d b io l o g i c a l p a t h w a y s . W h i le s e v e r a l

p a t h w a y s d e a l i n g w it h c e l l u l a r p r o lif e r a t io n a n d m e t a b o l i s m w e r e id e n t i f ie d in t h e w i l d -

t y p e ,
n o s ig n if i c a n t p a t h w a y s w e r e f o u n d t o c h a n g e o v e r t i m e i n t h e Ca r - n u Ws . N e x t

,
t o

d e t e r m i n e c o m m o n a l it i e s a n d d if f e r e n c e s i n t h e t e m p o r a l r e s p o n s e t o a c t iv a t o r s o f CA R a n d

PPA R - a l p h a , g e n e e x p r e s s io n s i g n a t u r e s f r o m w i ld - t y p e m i c e t r e a t e d w it h P B o r WY w e r e

c o m p a r e d . S i m i l a r p a t h w a y s w e r e a f f e c t e d b y b o t h c o m p o u n d s ,
b u t t h e r e g u la t i o n o f t h e s e

g e n e s s h o w e d d if f e r e n c e s o v e r t i m e . T h i s s t u d y e s t a b l is h e s c o m m o n f i n g e r p r i n t s o f
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e x p o s u r e t o a c t i v a t o r s o f C A R a n d P PA R -
a l p h a i n r o d e n t l i v e r a n d d e m o n s t r a t e s t h e c h a n g e s

t h a t c o r r e la t e w it h t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f a c o r r e s p o n d i n g n u c l e a r r e c e p t o r
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I w o u l d l i k e t o s i n c e r e ly t h a n k m y a d v i s o r
.
D r . Iv a n Ru s y n , f o r g u i d a n c e d u r i n g b o t h

m y u n d e r g r a d u a t e a n d g r a d u a t e c a r e e r s a n d f o r h i r i n g m e a s a w o r k - s t u d y s t u d e n t a s a

f r e s h m a n . I d e f i n it e ly w o u l d n o t h a v e a c c o m p l is h e d m y a c a d e m i c a n d s c i e n t if ic g o a ls

w it h o u t h is m e n t o r s h ip . I w o u l d a l s o l i k e t o t h a n k M r s . B la i r B r a d f o r d f o r b e in g m y l a b m o m

f o r t h e l a s t s ix y e a r s a n d a l w a y s e n c o u r a g i n g m e f o r e v e r y s t e p o f m y c a r e e r . I s i n c e r e l y

a p p r e c ia t e f o r m e r a n d c u r r e n t l a b m a t e s f r o m t h e Ru s y n la b w h o n o t o n ly h e l p e d w it h

e x p e r i m e n t s b u t a l s o p r o v i d e d m u c h - w e l c o m e d f r i e n d s h i p . T h a n k s e s p e c ia l ly t o m y B FF

w h o p r o v i d e d e n t e rt a i n m e n t a n d e n c o u r a g e m e n t a s m y la b m a t e

T h i s r e s e a r c h w a s b a s e d o n p r e v io u s s t u d i e s by D r . C o u r t n e y W o o d s , a n d d a t a

c o l l e c t io n w a s a i d e d b y M r s . O k s a n a Ko s y k a n d M r s . B l a i r B r a d f o r d . I a l s o w i s h t o t h a n k M s .

A l is o n H e g e a n d M r . D a n G a t t i f o r t e c h n i c a l a s s is t a n c e w i t h m i c r o a r r a y d a t a a n a ly s i s a n d

g e n e r a t i n g f i g u r e s . La s t ly , I t h a n k m y f a m i ly a n d f r i e n d s w h o h a v e b e e n s u p p o rt iv e f o r

t h e s e la s t t w o y e a r s o f g r a d u a t e s c h o o l a s w e l l a s e v e r y o t h e r e n d e a v o r I ha v e u n d e rt a k e n .

I V
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A . O v e r v i e w o f N u c l e a r Re c e p t o r s

G e n e r a l s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n

N u c l e a r r e c e p t o r s (N R s ) a r e a c la s s o f l i g a n d - a c t iv a t e d t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s f o u n d i n

n e a r l y e v e r y s p e c ie s a n d m o d u la t e t h e e x p r e s s io n o f m y r i a d g e n e s i n v o lv e d in t h e c e l l c y c le ,

x e n o b i o t i c m e t a b o li s m ,
h o m e o s t a s is a n d o t h e r i m p o r t a n t p h y s i o l o g i c a l p r o c e s s e s ; i n f a c t ,

N Rs a r e t h e la r g e s t f a m il y o f t r a n s c r i p t io n f a c t o r s k n o w n t o r e g u l a t e g e n e e x p r e s s io n

(U r q u h a r t e t a l .

,
2 0 0 7 ). L i g a n d s o f N Rs a r e o f t e n s m a ll

,
l i p o p h i l ic m o le c u l e s t h a t r a n g e f r o m

e n d o g e n o u s s u b s t a n c e s s u c h a s f a t t y a c id s a n d s t e r o i d s t o a w i d e v a r i e t y o f x e n o b i o t ic s .

S i n c e m a n y n a t u r a l s u b s t a n c e s a c t a s l ig a n d s
, t h e a c t io n o f N Rs i n r e g u l a t i n g b a s ic

p h y s io lo g ic a l p r o c e s s e s i s v it a l . U p o n li g a n d - b i n d i n g w it h a n u c l e a r r e c e p t o r
,
a l i n e a r s e r ie s

o f e v e n t s o c c u r s w h ic h u lt im a t e ly r e s u lt s in t h e u p
- o r d o w n - r e g u l a t io n o f s p e c if i c t a r g e t

g e n e s . T h u s
,
t h e e f f e c t o f x e n o b i o t i c s t r e s s o r s o n p h y s io l o g i c a l p r o c e s s e s m o d u l a t e d by N Rs

i s a l s o i m p o r t a n t t o s t u d y

Q u it e s u r p r is i n g ly ,
o v e r 2 7 0 g e n e s e n c o d i n g N Rs h a v e b e e n id e n t if ie d i n t h e

n e m a t o d e C . e l e g a n s w h e r e a s o n ly 2 1 w e r e f o u n d i n D r o s o p h i l a m e l a n o g a s t e r A n

e x a m i n a t io n o f t h e r a t , m o u s e
,

a n d h u m a n g e n o m e s r e v e a l e d 4 7 , 4 9
,

a n d 4 8 N R g e n e s
,

r e s p e c t iv e ly . A d d it i o n a lly ,
o n e a b e r r a n t N R g e n e i n e a c h o f t h e m o u s e a n d h u m a n g e n o m e s
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w a s a ls o id e n t i f ie d (Z h a n g e t a i
,
2 0 0 4 ). T h e p r e s e n c e o f N R s a c r o s s m a n y d if f e r e n t sp e c ie s

h i g h l ig h t s t h e i r e v o l u t io n a r y im p o r t a n c e i n t h e r e g u la t io n o f b i o l o g i c a l p r o c e s s e s .

T h e n u c l e a r r e c e p t o r s u p e r - f a m i ly s h a r e s a c o m m o n g e n e r a l s t r u c t u r e c o n s i s t i n g o f

a n N - t e r m i n a l s e q u e n c e w it h a c t iv a t io n f u n c t io n s , D N A - b i n d in g d o m a i n (D B D ), h i n g e r e g io n ,

a n d l ig a n d - b in d i n g d o m a i n (LB D ) . T h e h ig h ly c o n s e r v e d D N A - b in d i n g d o m a in a n d t h e

ii g a n d - b i n d in g d o m a in s e r v e a s t h e d i s t in g u is h i n g f e a t u r e s o f N Rs , a lt h o u g h s u b f a m i ly 0

c o n s i s t s o f m e m b e r s w h o la c k e it h e r a LB D o r D B D (Z h a n g e t a l .

,
2 0 0 4 ) . I n o r d e r t o c r e a t e a

s t a n d a r d iz e d c l a s s i f ic a t i o n o f n u c le a r r e c e p t o r s
,

t h e N u c l e a r Re c e p t o r s N o m e n c l a t u r e

Co m m it t e e e s t a b l i s h e d s e v e n s u b f a m i l i e s (0 - 6 ) d i s t in g u i s h e d b y t h e ir a m in o a c id s e q u e n c e

s i m i la r it y (N u c l e a r R e c e p t o r s N o m e n c la t u r e C o m m i t t e e
,
1 9 9 9 ) . N u c l e a r r e c e p t o r n a m e s a r e

d e s ig n a t e d b y t h e le t t e r s N R
,
s u b f a m il y (A r a b ic n u m e r a l ), g r o u p (a lp h a b e t i c a l l e t t e r ), a n d

g e n e (A r a b i c n u m e r a l), b u t a ls o h a v e m o r e c o m m o n ly u s e d n a m e s (T a b le 1 . 1 ) . H i s t o r ic a l ly ,

IMRs h a v e a ls o b e e n g r o u p e d i n t o t h r e e m a i n c la s s e s b a s e d o n t h e i r m e c h a n i s m o f a c t io n :

s t e r o id h o r m o n e r e c e p t o r s w h ic h f o r m h o m o d i m e r s
,
t h y r o i d - l i k e r e c e p t o r s w h i c h f o r m a

h e t e r o d i m e r w it h r e t i n o i d x r e c e p t o r (RX R),
a n d "

o r p h a n
"

r e c e p t o r s w it h n o k n o w n

e n d o g e n o u s li g a n d s .

M e c h a n i s m s o f a c t i v a t i o n

W i t h o u t t h e p r e s e n c e o f a l ig a n d , m o s t N Rs a r e i n a c t iv e a n d m a y r e s id e e it h e r i n t h e

c y t o p la s m b o u n d t o c h a p e r o n e p r o t e i n s o r in t h e n u c l e u s (A r a n d a e t a l . , 2 0 0 1 ). O n e

e x c e p t i o n i n c lu d e s t h e c o n s t it u t iv e a n d r o s t a n e r e c e p t o r (CA R ) w h ic h i s c o n s t it u t i v e ly a c t iv e ,

b u t it s e n d o g e n o u s li g a n d s a n d r o s t a n o l a n d a n d r o s t e n o l s e r v e a s in v e r s e a g o n is t s w h i c h

i n h i b it a c t i v it y by c a u s i n g c o a c t iv a t o r d is s o c i a t i o n (E c h c h g a d d a e t a l .

, 2 0 0 7 ). U s u a ll y ,
l ig a n d -
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b i n d in g l e a d s t o t h e d is s o c i a t i o n o f c h a p e r o n e c o - r e p r e s s o r p r o t e i n s f r o m t h e N R a l lo w i n g

t r a n s l o c a t io n o f t h e N R- li g a n d c o m p le x i n t o t h e n u c l e u s . T h e r e , m o s t N Rs b i n d t o a

d i m e r iz a t i o n p a r t n e r a n d m a y fo r m a h e t e r o d i m e r w it h r e t in o i d x r e c e p t o r (RX R) o r a

h o m o d i m e r (e . g .

,
e s t r o g e n r e c e p t o r

,
E R); h o w e v e r

,
i t c a n a ls o f o r m a m o n o m e r i c c o m p l e x

(G r o n e m e y e r e t a l . , 2 0 0 4 ). R e c r u it m e n t o f c o - a c t iv a t o r p r o t e i n s o c c u r s in t h e n u c le u s
,
a n d

t h e c o m p le x i s a b l e t o r e c o g n i z e a s p e c if ic D N A r e s p o n s e e l e m e n t a n d s u b s e q u e n t ly

m o d u l a t e t r a n s c r i p t i o n o f d o w n s t r e a m t a r g e t g e n e s .

A lt h o u g h n o t a m e m b e r o f t h e n u c l e a r r e c e p t o r s u p e r - f a m i ly ,
t h e a r y l h y d r o c a r b o n

r e c e p t o r (A h R) o f t h e P e r - A r n t - Si m (PA S ) f a m i ly o f t r a n s c r i p t io n f a c t o r s s h a r e s s i m i la r

f e a t u r e s o f a c t iv a t i o n . A h R l ig a n d s s u c h a s p o l y c y d i c a r o m a t ic h y d r o c a r b o n s a n d

h a lo g e n a t e d a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s t r ig g e r t h e d i m e r iz a t i o n o f A h R t o t h e A h R n u c le a r

t r a n s lo c a t o r (A R N T ) w h ic h r e c o g n iz e s h e l ix - lo o p - h e l ix a n d P A S b i n d in g d o m a i n s o n D N A a n d

le a d s t o t r a n s c r i p t io n o f t a r g e t g e n e s CYP l A l , CY P 1A 2
, CY P I B I , a n d p h a s e I I m e t a b o li s m

g e n e s (L e v i n e e t a l. , 2 0 0 1 ) .

R o l e i n x e n o b i o t i c m e t a b o l i s m

M o s t n o t a b ly ,
n u c le a r r e c e p t o r s h a v e b e e n s h o w n t o i n d u c e p h a s e I (e . g .

,

c y t o c h r o m e P 4 5 0 s ) a n d p h a s e I I (e . g . , s u lf o t r a n s f e r a s e s
, g lu t a t h io n e - s - t r a n s f e r a s e s )

m e t a b o l iz i n g e n z y m e s a s w e l l a s v a r i o u s t r a n s p o r t e r g e n e s . T h e s e g e n e s a r e i m p o r t a n t f o r

t h e b io t r a n s f o r m a t i o n a n d c le a r a n c e o f h a r m f u l x e n o b i o t i c s t h a t m a y b e t a k e n u p b y t h e

b o d y ; h o w e v e r
, b i o a c t i v a t i o n o f t h e s e c o m p o u n d s m a y a ls o p r o d u c e a t o x i c e f f e c t . A n o t h e r

i m p o r t a n t f a c t o r is t h e b r o a d l ig a n d s p e c i f ic it y o f s o m e n u c l e a r r e c e p t o r s t h a t m a k e t h e m

i d e a l f o r x e n o b io t ic s e n s i n g . A p r i m e e x a m p le is p r e g n a n e X r e c e p t o r w h ic h h a s a r e l a t iv e ly
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l a r g e l ig a n d - b in d i n g p o c k e t , m a k i n g it a p r o m i s c u o u s r e c e p t o r f o r li g a n d s w it h d i v e r s e

s t r u c t u r e s (T i m s it e t a l .

,
2 0 0 7 ) .

B e c a u s e o f t li e i r r o le i n m e d ia t i n g c e l lu la r m e t a b o l ic p r o c e s s e s a n d a b i l it y t o

p r o d u c e p l e io t r o p ic e f f e c t s
,

n u c l e a r r e c e p t o r s h a v e b e c o m e a n a t t r a c t i v e t a r g e t f o r

p h a r m a c e u t i c a l d e v e l o p m e n t . T h is f e a t u r e h a s b e e n e x p lo it e d b y c ho l e s t e r o l- lo w e r in g

f i b r a t e d r u g s t h a t t a r g e t p e r o x i s o m e p r o l if e r a t o r - a c t i v a t e d r e c e p t o r - a l p h a (P PA Ra ) a n d

d i a b e t e s d r u g s w h i c h t a r g e t p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r - a c t iv a t e d r e c e p t o r -

g a m m a (P PA Ry )

(G o n z a l e z e t a l .

,
2 0 0 8 ) . It h a s b e e n e s t i m a t e d t h a t n e a r ly 1 3 % o f a l l FD A - a p p r o v e d d r u g s

t a r g e t n u c l e a r r e c e p t o r s a s it s m e c h a n is m o f t h e r a p e u t i c a c t io n . T h i s d a t a i s b a s e d o n 1 , 3 5 7

d o s e d c o m p o n e n t s f r o m g r e a t e r t h a n 2 0 , 0 0 0 a p p r o v e d p r o d u c t s a s o f D e c e m b e r 2 0 0 5

(O v e r i n g t o n e t a l . , 2 0 0 6 ) . T a r g e t i n g N Rs f o r t h e r a p e u t i c p u r p o s e s i s t h e id e a l g o a l
,
b u t

a c t iv a t io n o f N Rs m a y a ls o b e i m p o r t a n t in d is e a s e s t a t e s s u c h a s c a n c e r .

M o d e o f a c t i o n i n c a r c in o g e n e s i s

O n e o f t h e a c c e p t e d p a r a d i g m s f o r t h e i n d u c t io n o f c a n c e r is a m u lt i - s t e p p r o c e s s i n

w h i c h a n i n it ia t i n g e v e n t o c c u r s
,
f o l lo w e d b y p r o g r e s s i o n

,
i r r e v e r s i b l e p r o m o t i o n , a n d

f i n a l ly ,
c a r c i n o g e n e s is . T h e i n it ia t in g e v e n t m a y b e c a u s e d b y t w o d if f e r e n t m o d e s o f

a c t i o n : g e n o t o x i c o r n o n - g e n o t o x i c . G e n o t o x i c e v e n t s d i r e c t ly d a m a g e D N A t h r o u g h

p r o c e s s e s s u c h a s i n d u c t io n o f s t r a n d b r e a k s o r f o r m a t io n o f a d d u c t s w h i le n o n -

g e n o t o x i c

m e c h a n is m s c a u s e i n d i r e c t d a m a g e t h r o u g h o x i d a t iv e s t r e s s
,
a c t i v a t io n o f p r o - in f l a m m a t o r y

p a t h w a y s ,
i n c r e a s e d c e ll u la r p r o li f e r a t io n ,

in h i b it i o n o f p r o g r a m m e d c e l l d e a t h (a p o p t o s is ),

o r o t h e r p a t h w a y s . N u c l e a r r e c e p t o r s h a v e b e e n i m p li c a t e d t o p la y a r o l e i n c a n c e r b y
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a c t in g t h r o u g h n o n -

g e n o t o x i c m o d e s o f a c t i o n , a lt h o u g h t h e e x a c t m e c h a n i s m s o f a c t io n

a r e n o t c l e a r l y d is t i n g u i s h e d .

O n e o f t h e n o n - g e n o t o x ic p r o c e s s e s m o d u l a t e d b y n u c le a r r e c e p t o r s i s t h e i n d u c t io n

o f c e l l c y c le g e n e s a n d p r o m o t i o n o f c e ll u la r p r o li f e r a t io n . In c r e a s e d c e l l p r o l if e r a t io n

s h o r t e n s t h e t i m e a l lo w e d f o r t h e c e ll s '

c h e c k p o i n t m a c h in e r y t o w o r k p r o p e r l y ,
a n d t h e

p o s s ib i lit y o f c o d i n g e r r o r s is g r e a t e r . A d d it io n a l ly , c l o n a l e x p a n s io n o f a m u t a t e d c e ll c o u ld

e v e n t u a l ly le a d t o Ir r e v e r s i b l e p r o g r e s s io n a n d c a n c e r o n c e a n i n it ia t i n g e v e n t o c c u r s .

S i m i l a r ly ,
t h e i n h i b it i o n o f a p o p t o s i s w il l r e s u lt i n a n i n c r e a s e d p o p u l a t io n o f a b n o r m a l c e l ls

w h ic h h a v e t h e a b i lit y t o p r o li f e r a t e (C h e u n g e t a l . , 2 0 0 6 ) . A n o t h e r p o s s i b le n o n -

g e n o t o x i c

m e c h a n is m o f a c t i o n t h r o u g h w h ic h n u c l e a r r e c e p t o r s a c t is t h e g e n e r a t i o n o f r e a c t iv e

o x y g e n s p e c i e s . A n a c c u m u la t i o n o f r e a c t iv e o x y g e n s p e c i e s p r o m o t e s i n c r e a s e d n u m b e r o f

D N A l e s io n s t h a t m a y le a d t o m u t a t i o n s w h ic h m a y t h e n le a d t o c a n c e r . S in c e it i s k n o w n

t h a t n u c l e a r r e c e p t o r s o f t e n in d u c e P4 5 0 e n z y m e s
,
c h r o n i c i n d u c t io n o f t h e s e e n z y m e s m a y

g e n e r a t e r e a c t i v e o x y g e n s p e c ie s a s a b y - p r o d u c t o f t h e o x i d a t i o n r e a c t io n s w h ic h t h e y

c a t a ly z e (G o n z a l e z
, 2 0 0 5 ) . P o s s i b l e m e c h a n is m s a r e s t i l l u n d e r d e b a t e a n d c o n t i n u e t o b e

r e s e a r c h e d in o r d e r t o e lu c i d a t e t h e r o l e o f N Rs i n c a r c i n o g e n e s i s .

G e n o m i c p r o f i l i n g o f n u c l e a r r e c e p t o r s

M ic r o a r r a y t e c h n o l o g y a ll o w s f o r t h e s i m u lt a n e o u s m e a s u r e m e n t o f t h o u s a n d s o f

t r a n s c r ip t s i n t h e g e n o m e ; c o n s e q u e n t ly ,
i t is a h i g h ly u s e f u l m e a n s o f e x a m in i n g

t r a n s c r ip t io n a l c h a n g e s e l ic it e d b y a c t iv a t e d N Rs . A r e c e n t r e v i e w by W o o d s e t a l . g iv e s a

c o m p r e h e n s iv e o v e r v i e w o f g e n e e x p r e s s i o n e x p e r i m e n t s o n n u c le a r - r e c e p t o r m e d i a t e d

t o x i c it y t h a t h a v e b e e n c o n d u c t e d t h r o u g h t h e t i m e o f p u b l i c a t io n {2 0 0 7 a ). I n o u r
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e x p e r im e n t s
,
w e p e r f o r m e d m ic r o a r r a y s o n a c t iv a t e d n u c le a r r e c e p t o r s i n r o d e n t s i n v i v o i n

o r d e r t o g a i n i n s i g h t i n t o t h e g l o b a l t r a n s c r i p t i o n a l c h a n g e s t h a t o c c u r i n a b io lo g ic a ll y

r e l e v a n t m o d e l W e a l s o h i g h lig h t t h e i m p o r t a n c e o f a t i m e - c o u r s e b e c a u s e m a n y o f t h e

c h a n g e s e li c it e d b y a c t iv a t e d N Rs a r e d y n a m i c
,

a n d a s i n g le t i m e -

p o i n t m a y n o t c l e a r l y

d e p i c t t h e e n t i r e r a n g e o f p r o c e s s e s t h a t o c c u r . T h is m a y a ls o b e i m p o r t a n t i n r i s k

a s s e s s m e n t s w h i c h s e e k t o id e n t if y e a r ly c h a n g e s c a u s e d b y t o x i c a n t s o r x e n o b i o t i c s t h a t

m a y c a u s e c a n c e r a t c h r o n i c t i m e - p o i n t s .

B . C o n s t i t u t i v e A n d r o s t a n e R e c e p t o r (CA R)

O n c e d e s c r i b e d a s a n
"

o r p h a n
"

n u c l e a r r e c e p t o r w it h o u t a k n o w n c o g n a t e l ig a n d ,

t h e c o n s t it u t iv e a n d r o s t a n e r e c e p t o r (CA R
,
N R1 I 3 ) h a s n o w b e e n a s s o c i a t e d w it h t h e

e n d o g e n o u s li g a n d s a n d r o s t a n o l a n d a n d r o s t e n o l (Fo r m a n e t a i ,
1 9 9 8 ) . W h e n CA R w a s

f ir s t d i s c o v e r e d , it w a s c o n s i d e r e d a p e c u li a r N R b e c a u s e o f it s c o n s t it u t iv e a c t iv it y ;

h o w e v e r , t h is f e a t u r e is n o w a c c e p t e d a s c o m m o n i n m a n y o r p h a n r e c e p t o r s . CA R i s a l s o

u n i q u e b e c a u s e it s e n d o g e n o u s l ig a n d s a r e n o t a c t iv a t o r s
,
b u t r a t h e r a c t a s i n v e r s e a g o n i s t s

w h ic h r e p r e s s it s b a s a l a c t iv i t y . I n c o n t r a s t
, a w i d e v a r i e t y o f s u b s t r a t e s h a v e b e e n s h o w n

t o b e CA R a g o n is t s i n c l u d i n g p h e n o b a r b it a l , 5 3-

p r e g n a n e - 3
,
2 0 - d i o n e

,
a n d p h e n y t o i n (T i e n

e t a l .

,
20 0 6 ;T i m s i t e t a l .

,
2 0 0 7 ) . Si n c e CA R h a s r e l a t iv e l y b r o a d l ig a n d s p e c if ic it y , a n d

m e t a b o li z i n g e n z y m e s a r e u p r e g u l a t e d a s a r e s u lt o f it s a c t iv a t io n
,
it h a s b e e n t e r m e d a

"

x e n o s e n s o r
"

(T i m s it e f o / .

,
2 0 0 7 )

I n t e r e s t i n g ly ,
t h e o n l y c h e m i c a l w h i c h h a s d e m o n s t r a t e d d i r e c t b i n d i n g t o m o u s e

CA R is t h e s y n t h e t ic l ig a n d l
,
4 - b i s [ 2 - (3 ,

5 - d i c h lo r o p y r i d y lo x y )] b e n z e n e (T C PO BO P ) w h i l e t h e

c o m p o u n d 6 - (4 - c h lo r o p h e n y l )i m i d a z o [2 ,
l - fa ] [ l ,

3 ]t h i a z o le - 5 - c a r b a l d e h y d e 0 - (3 , 4 -
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d ic h lo r o b e n z y l) o x i m e (C IT C O ) s p e c if ic a l ly b i n d s t o h u m a n CA R (T z a m e l i e t a l .

,
2 0 0 0 ;M a g l ic h

e t a l .

,
2 0 0 3 ; T im s it e f a l .

,
2 0 0 7 ) . T h i s i m p l ie s t h a t m a n y CA R a c t iv a t o r s w o r k t h r o u g h a n

u n k n o w n s ig n a l i n g m e c h a n is m t h a t d o e s n o t r e q u i r e d i r e c t b i n d i n g t o s t i m u l a t e

t r a n s lo c a t io n t o t h e n u c l e u s . It is h y p o t h e s iz e d t h a t a p h o s p h o r y la t i o n e v e n t i s n e c e s s a r y

f o r t h e t r a n s lo c a t io n o f t h e n u c l e a r r e c e p t o r c o m p le x t o t h e n u c l e u s (Y o s h i n a r i e t a l . , 2 0 0 3 ) .

I n h i b it o r s t u d ie s d e m o n s t r a t e d t h a t o k a d a ic a c i d b l o c k s t r a n s lo c a t io n
, p r e s u m a b l y b y

b lo c k i n g t h e a c t iv it y o f t h e p r o t e i n p h o s p h a t a s e P P 2A w h i c h m e d ia t e s t h e d is s o c ia t i o n o f

CA R f r o m it s c o - c h a p e r o n e p r o t e i n s (K a w a m o t o e t a l .

,
1 9 9 9 ; H o n k a ko s k i e t a l .

,
1 9 9 8 ) .

M u c h s t u d y h a s b e e n d e d ic a t e d t o t h e d is c o v e r y o f t r i g g e r s f o r n u c le a r t r a n s lo c a t i o n
,
a n d it

i s p o s s i b l e t h a t CA R l o c a l iz a t i o n t o t h e c e ll m e m b r a n e m a y p l a y a r o le in s ig n a l i n g (K o i k e e t

a l .

,
2 0 0 5 ; T i m s it e t a l . , 2 0 0 7 ) .

U p o n e n t e r i n g t h e n u c le u s
,
CA R f o r m s a h e t e r o d im e r w it h r e t i n o id x r e c e p t o r (RX R)

a n d b i n d s t o s p e c if i c p r o m o t e r e le m e n t s u p s t r e a m o f t a r g e t g e n e s i n c lu d i n g t h e

p h e n o b a r b it a l r e s p o n s e e n h a n c e r m o d u le (P B REM ) u p s t r e a m o f CY P 2 B a n d t h e x e n o b io t ic

r e s p o n s e e n h a n c e r m o d u l e (XR EM ) u p s t r e a m o f C YP 3 A . O t h e r t a r g e t g e n e s o f CA R i n c l u d e

c y t o c h r o m e P 4 50 s (CYP s ), s u lf o t r a n s f e r a s e s (S U LT s ), g l u t a t h i o n e - s - t r a n s f e r a s e s (G ST s ), a n d

o r g a n i c io n t r a n s p o r t e r s (O A T s ). I n t h e m o u s e ,
CA R i n d u c e s t r a n s c r i p t i o n o f C y p 2 b l 0 ,

Cy p S a l l , Cy p 2 a 4 w h i l e i n t h e h u m a n
,
CY P 2 B 6

,
CY P 3A 4

,
CY P 2 C

,
a n d CYP 2 H a r e i n d u c e d

(Z e i k o e t a l .

,
2 0 0 0 ) . It i s p o s s ib le t h a t t h e i n d u c t io n o f t h e s e p h a s e I e n z y m e s m a y b e r a t e -

l im it e d b y t h e p r e s e n c e o f RX R . It h a s b e e n s h o w n t h a t a d m i n i s t r a t io n o f 9 - c is - r e t i n o ic a c i d
,

a k n o w n s u b s t r a t e o f RX R
,

r e d u c e d t r a n s c r i p t io n o f Cy p 2 b l 0 in m ic e , p r e s u m a b ly b y

r e d u c in g t h e a v a i la b l e p o o l o f RX R a v a i la b le t o f o r m a h e t e r o d i m e r (K a k iz a k i e t a l . , 2 0 0 2 ).
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P h a s e I I e n z y m e s i n d u c e d b y CA R i n c l u d e G ST T l a n d S U LT I A
,
a n d t r a n s p o r t e r g e n e s in c l u d e

b i le s a lt e x p o r t p u m p (B SEP ), o r g a n ic io n t r a n s p o r t e r 2 (O A T P 2 ), a n d m u lt id r u g r e s is t a n c e -

a s s o c ia t e d p r o t e in 3 (M RP 3 ) (T ie n e t a l .

,
2 0 0 6 ). T h e c o o r d i n a t e u p r e g u la t i o n o f t h e s e g e n e s

is i m p o r t a n t f o r t h e m e t a b o li s m a n d e x c r e t io n o f x e n o b i o t ic s .

P h e n o b a r b it a l (P B ) i s a p r o t o t y p ic a l a c t i v a t o r o f m o u s e CA R t h a t d o e s n o t e x h i b it

d i r e c t b in d i n g . P B a n d PB - li k e c o m p o u n d s h a d l o n g b e e n o b s e r v e d t o i n d u c e m ic r o s o m a l

e n z y m e s y s t e m s
,
b u t it w a s n o t u n t i l t h e d i s c o v e r y o f t h e CA R g e n e b y N e g i s h i

'

s g r o u p t h a t

t h e m o d e o f a c t i o n v ^ a s u n c o v e r e d . T h e e x a c t m e c h a n is m o f P B - i n d u c e d CA R t r a n s lo c a t io n

is n o t y e t f u l ly c h a r a c t e r i z e d ,
b u t a r e c e n t s t u d y im p l i c a t e s P P P 1 R 1 6 A

,
a s u b u n it o f p r o t e i n

p h o s p h a t a s e 1 b e t a
,
a s a p o t e n t i a l c e ll m e m b r a n e m e d i a t o r (S u e y o s h i e t a l .

,
2 0 0 8 ) . A c u t e

e f f e c t s o f p h e n o b a r b it a l a d m i n i s t r a t io n in c l u d e i n c r e a s e i n t h e s iz e a n d n u m b e r o f

h e p a t o c y t e s , a n d o v e r a ll l iv e r e n la r g e m e n t (h e p a t o m e g a ly ) Ch r o n ic a d m i n i s t r a t i o n o f P B

h a s a l s o b e e n s h o w n t o r e d u c e t r ig l y c e r id e s a n d i n c r e a s e s e n s it iv it y t o in s u li n . A d d it io n a l ly ,

p h e n o b a r b it a l is a li v e r t u m o r p r o m o t e r i n r o d e n t s w h e n g iv e n c h r o n ic a lly .

It i s t h o u g h t t h a t P B w o r k s t h r o u g h a n o n -

g e n o t o x ic c a r c i n o g e n ic m o d e o f a c t io n .

Ex p e r i m e n t s w it h Co r - k n o c k o u t s d e m o n s t r a t e t h a t Ca r is c r i t i c a l f o r t u m o r p r o m o t i o n b y P B

i n m i c e (Y a m a m o t o e t a l.
,
2 0 0 4 ) . T h e e f f e c t o f l o n g - t e r m a d m in is t r a t i o n o f p h e n o b a r b i t a l i n

h u m a n s , t h o u g h , is n o t c le a r , a n d t h e I n t e r n a t io n a l A g e n c y f o r Re s e a r c h o n Ca n c e r (l A RC)

h a s c l a s s if i e d P B a s a G r o u p 2 B c a r c i n o g e n o r
"

p o s s i b ly c a r c i n o g e n ic t o h u m a n s
"

(I n t e r n a t io n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n Ca n c e r
, 2 0 0 1 ) . T h e r e i s a p p r o x i m a t e ly 7 2 % a n d 8 8 %

s e q u e n c e c o n c o r d a n c e o f t h e l ig a n d a n d D N A b in d i n g d o m a i n s ,
r e s p e c t iv e l y , b e t w e e n

m o u s e a n d h u m a n CA R
,

s o t h is m a y a c c o u n t f o r s o m e s p e c i e s d if f e r e n c e s (T im s it e t a l . ,
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2 0 0 7 ). M ic r o a r r a y e x p e r im e n t s m a y h e lp e l u c i d a t e t h e n o n -

g e n o t o x i c m e c h a n is m s t h r o u g h

w h ic h P B a c t s I n d e e d
,
m a n y s t u d i e s h a v e b e e n c o n d u c t e d w i t h P B a n d P B - li k e c o m p o u n d s

w h ic h c o n f i r m t h e r o l e o f CA R i n a c t iv a t i n g x e n o b io t ic m e t a b o l is m g e n e s (M a g l ic h e t a l .

,

2 0 0 2 ; U e d a e t a l. ,
2 0 0 2 ; W e i e t a l .

,
2 0 0 0 ) .

C . P e r o x i s o m e P r o l i f e r a t o r - A c t i v a t e d Re c e p t o r - a l p h a (P PA Ra )

T h e p e r o x i s o m e p r o l if e r a t o r - a c t iv a t e d r e c e p t o r (P PA R) f a m i ly c o n s i s t s o f t h r e e

m e m b e r s : P P A Ra , P PA Rp, a n d P PA Ry . A s it s n a m e i m p l ie s , p e r o x i s o m e p r o l if e r a t o r s a r e

t h e c l a s s o f c o m p o u n d s w h i c h s e r v e a s t h e c o g n a t e l ig a n d s f o r P PA R . P e r o x is o m e

p r o l if e r a t o r s h a v e t h e c a p a c it y t o i n c r e a s e b o t h t h e s i z e a n d n u m b e r o f p e r o x i s o m e s w it h i n

t h e h e p a t o c y t e o f r a t s a n d m ic e . T h e s e o r g a n e l le s a r e i n s t r u m e n t a l i n t h e b e t a o x i d a t io n o f

f a t t y a c id s a n d c h o le s t e r o l s y n t h e s i s . A lt h o u g h PPA RP a n d PPA Ry a r e i m p o r t a n t t o s t u d y ,

w e c h o s e t o c o n c e n t r a t e o n P P A Ra b e c a u s e it is t h e o n ly i s o fo r m k n o w n t o p la y a r o le i n

c a r c in o g e n e s i s (G o n z a le z e t a l . , 2 0 0 8 ) .

L i k e CA R
,
P PA Ra (N R I C I ) i s h ig h ly e x p r e s s e d i n t h e l iv e r b u t is a ls o p r e s e n t i n

e x t r a h e p a t i c t is s u e s i n c lu d i n g t h e i n t e s t i n e a n d k id n e y . U p o n t r a n s lo c a t io n t o t h e n u c l e u s
,

i t h e t e r o d i m e r iz e s w it h RX R a n d b i n d s t o a p r o m o t e r e l e m e n t
,

s p e c if i c a l ly p e r o x is o m e

p r o l if e r a t o r s r e s p o n s e e l e m e n t (P PR E ). P e r o x is o m e p r o lif e r a t o r s i n d u c e t h e t r a n s c r i p t io n o f

g e n e s t h a t p r o m o t e b e t a - o x i d a t i o n o f f a t t y a c i d s a n d b lo c k t h e a c t i v it y o f a c y l C o A o x i d a s e
,

o n e o f t h e p r i m a r y e n z y m e s n e e d e d f o r c h o l e s t e r o l b i o s y n t h e s i s . Fo r t h is r e a s o n ,

p h a r m a c e u t ic a ls h a v e t a r g e t e d t h i s n u c l e a r r e c e p t o r f o r i t s a b il it y t o m o d u la t e f a t t y a c id

m e t a bo l is m .
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O n e o f t h e m o s t c o m m o n ly u s e d a n d s t u d ie d p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s is 4 - Ch lo r o - 6 -

(2 , 3 - x y li d in o )- p y r i m id y n y lt h i o a c e t i c a c i d (W Y - 1 4
,
6 4 3 ) . W Y - 1 4

,
6 4 3 h a s b e e n s h o w n t o b e

p r e d o m i n a n t ly P P A Ra - s p e c if i c a lt h o u g h s o m e r e p o r t s o f P P A Ry a c t iv a t io n h a v e a l s o b e e n

o b s e r v e d It is a p o t e n t c o m p o u n d a n d a s t r o n g m i t o g e n k n o w n f o r i t s a b i l it y t o m o d u l a t e

c e l l c y c le g e n e s . L i k e p h e n o b a r b it a l
,
W Y c a u s e s g r o s s c h a n g e s i n l iv e r i n c lu d i n g

h e p a t o m e g a l y , h e p a t o c y t e h y p e r p la s i a a n d h y p e r t r o p h y . P e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s s u c h a s

WY a r e a w e l l - k n o w n c l a s s o f n o n -

g e n o t o x ic r o d e n t h e p a t o c a r c i n o g e n s t h a t w o r k t h r o u g h

P PA Ra (Re d d y e t a l .

,
1 9 7 9 ) . T h e m e c h a n is m o f a c t i o n i s n o t c l e a r b u t t h o u g ht t o i n v o lv e a n

i n c r e a s e i n c e l l p r o lif e r a t io n
, p r o d u c t io n o f p r o i n f la m m a t o r y c y t o k i n e s

,
a n d i n h ib it i o n o f

a p o p t o s i s (P e t e r s e t a l . , 1 9 9 7 ; G o n z a l e z e t a l .

,
2 0 0 8 ). It i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t s p e c i e s

d i f f e r e n c e s e x is t i n t h e s t r e n g t h o f e x p r e s s i o n o f P PA R . P a lm e r e t a l . (1 9 9 8 ) f o u n d t h a t

h u m a n P PA Ra m RN A is e x p r e s s e d a t l e v e l s I / I O
' *̂

t h a t o f m o u s e i s o f o r m s
,
i m p l ic a t i n g a l e s s -

i m p o rt a n t r o le i n m e d i a t i n g c a r c i n o g e n e s i s . I n f a c t
,

a t r a n s g e n i c m o u s e m o d e l o f

h u m a n iz e d P PA R - a l p h a o n ly e x h i b it e d 5 % t u m o r i n c i d e n c e w h e n g iv e n W Y - 1 4 ,
6 4 3

c h r o n ic a l ly a s c o m p a r e d t o 7 1 % o f W Y - t r e a t e d w il d - t y p e m i c e (M o r i m u r a e t a l.
,
2 0 0 6 ). A n

e x t e n s i v e m ic r o a r r a y t i m e - c o u r s e s t u d y h a s p r e v i o u s ly b e e n c o n d u c t e d i n o u r l a b o r a t o r y

t h a t s h o w s t e m p o r a l a n d d o s e - d e p e n d e n t g e n e e x p r e s s i o n c h a n g e s i n r e s p o n s e t o W Y -

1 4
,
6 4 3 i n w i l d - t y p e m i c e (C 5 7 B I / 6 J ) (W o o d s e t a l .

,
2 0 0 7 b ). A c o m p a r i s o n o f t h e p a t h w a y s

a c t iv a t e d b y P B t h r o u g h CA R a n d WY t h r o u g h P PA R - a l p h a w i l l b e e x a m in e d i n o r d e r t o

d e l i n e a t e t h e c h a n g e s t h a t o c c u r t h r o u g h t h e s e n u c l e a r r e c e p t o r s .
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T a b l e 1 . 1 N o m e n c l a t u r e f o r n u c l e a r r e c e p t o r s a n d c o m m o n n a m e s .

S u b f a m i l y
& G r o u p

G e n e N a m e Co m m o n N a m e

l A N R l A l T h y r o i d
- h o r m o n e r e c e p t o r - a l p h a

N R1 A 2 T hy r o i d - h o r m o n e r e c e p t o r - b e t a

I B N R I B I A W- t r a n s Re t in o i c A c id Re c e p t o r - a lp h a

N R1 B 2 A W- t r a n s Re t in o i c A c id R e c e p t o r - b e t a

N R1 B 3 A W- t r a n s Re t i n o ic A c id R e c e p t o r - g a m m a

I C N RI C I P e r o x i s o m e P r o l if e r a t o r - A c t iv a t e d Re c e p t o r - a lp h a

N R1 C 2 P e r o x is o m e P r o l if e r a t o r - A c t i v a t e d Re c e p t o r - b e t a

N R1 C 3 P e r o x is o m e P r o l if e r a t o r - A c t i v a t e d Re c e p t o r -

g a m m a

I D N RI D I R EV - E RB - a i p h a

N R1 D 2 REV - E RB - b e t a

N R1 D 3 Ec d y s o n e - in d u c i b le G e n e E7 5 (D r o s o p h i l a )
I E N R l E l E ip 7 8 C E c d y s o n e - i n d u c e d p r o t e i n 7 8 Q D R - 7 8

I F N RI F I RA R - r e la t e d O r p h a n Re c e p t o r - a l p h a

N R1 F 2 RA R - r e la t e d O r p h a n R e c e p t o r - b e t a

N R1 F 3 RA R - r e la t e d O r p h a n Re c e p t o r -

g a m m a

N R1 F4 H o r m o n e r e c e p t o r - l ik e i n 4 6
,
H R3

,
D H R

I G N R I G I C N R1 4

I H N RI H I Ec d y s o n e r e c e p t o r
,
EC R

N R1 H 2 L iv e r X Re c e p t o r - b e t a

N R1 H 3 L iv e r X Re c e p t o r - a l p h a

N R 1 H 4 F a r n e s o i d X R e c e p t o r

I I N R l l l V it a m i n D Re c e p t o r

N R1 I 2 P r e g n a n e X Re c e p t o r
,
St e r o i d X R e c e p t o r

N R 1 I 3 Co n s t it u t i v e A n d r o s t a n e R e c e p t o r - a lp h a
,
M B 6 7

N R1 I4 C o n s t i t u t iv e A n d r o s t a n e R e c e p t o r - b e t a

I J N R I J I H o r m o n e r e c e p t o r - li k e i n 9 6 ,
D H R9 6

I K N R I K I N R l T h y r o id h o r m o n e - li k e ,
N H R l

2 A N R2 A 1 H e p a t o c y t e n u c l e a r f a c t o r 4 - a lp h a

N R K 2 A 2 H e p a t o c y t e n u c l e a r f a c t o r 4 -

g a m m a

N R 2A 3 H e p a t o c y t e n u c l e a r f a c t o r 4 - b e t a

N R 2A 4 H e p a t o c y t e n u c l e a r f a c t o r 4 - d e lt a

2 B N R2 B 1 R e t i n o i d X Re c e p t o r - a l p h a

N R2 B 2 Re t i n o i d X Re c p e t o r - b e t a

N R2 B 3 R e t i n o i d X Re c e p t o r -

g a m m a

N R2 B 4 U lt r a s p i r a c le

2 C N R2 C1 T e s t ic u l a r Re c e p t o r 2

N R2 C 2 T e s t ic u la r R e c e p t o r 4

2 D N R2 D 1 D H R7 8

1 1
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T a b l e 1 . 1 (c o n t i n u e d ) N o m e n c l a t u r e f o r n u c l e a r r e c e p t o r s a n d c o m m o n n a m e s

S u b f a m i ly
& G r o u p

G e n e N a m e Co m m o n N a m e

2 E N R2 E 1 T LL

N R 2 E 2 T a i ll e s s

2 F N R 2 F 1 CO U P - T F I

N R2 F2 CO U P - T F I I

N R2 F3 CO U P - T F

N R2 F4 CO U P - T F I I I

N R2 F5 SV P4 6

N R2 F6 EA R2

3 A N R3 A 1 E s t r o g e n R e c e p t o r - a l p ii a

N R 3A 2 Es t r o g e n Re c e p t o r - b e t a

3 B N R3 B 1 E s t r o g e n - R e la t e d Re c e p t o r - a lp h a

N R3 B 2 E s t r o g e n - R e la t e d R e c e p t o r - b e t a

3 C N R 3 C1 G lu c o c o r t i c o i d R e c e p t o r , G R

N R3 C2 M i n e r a lo c o r t i c o id Re c e p t o r , M R

N R3 C3 P r o g e s t e r o n e Re c e p t o r , P R

N R3 C 4 A n d r o g e n Re c e p t o r , A R

4 A N R4 A 1 N e r v e G r o w t h Fa c t o r I B
,
N G F IB

N R4 A 2 N u c l e a r Re c e p t o r R e la t e d 1
,
N U R R

N R4 A 3 N e u r o n - d e r i v e d O r p h a n R e c e p t o r 1
,
N O R l

N R4 A 4 H o r m o n e r e c e p t o r - l i k e in 3 8 , D H R3 8

5 A N R5 A 1 St e r io d o g e n ic F a c t o r 1 , S Fl

N R5 A 2 L iv e r R e c e p t o r H o m o lo g
- 1 , LR H l

N R5 A 3 FT Z- F l

5 B N R5 B 1 D H R3 9

6 A N R6 A 1 G e r m Ce ll N u c l e a r Fa c t o r

OA N ROA l KN I

N R0 A 2 KN RL

N R0 A 3 EG O N

N R0 A 4 0 D R7

N R0 A 5 T r i t h o r a x

O B N ROB l X - l i n k e d o r p h a n r e c e p t o r , D A X l

N R0 B 2 SH P
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C H A PT ER 2

IN T RO D U CT IO N

N u c l e a r r e c e p t o r s h a v e b e e n a t o p i c o f in t e r e s t d u e t o t h e ir i m p o r t a n t r o l e in c e ll u la r

s i g n a l l i n g a n d h o m e o s t a s i s . T h e y a r e t h e l a r g e s t k n o w n f a m il y o f t r a n s c r ip t io n f a c t o r s t h a t

f u n c t i o n a s m o d u la t o r s o f t is s u e g e n e e x p r e s s i o n (U r q u h a r t e t a l .

,
2 0 0 7 ) . T h is a ls o h a s f a r -

r e a c h i n g i m p a c t s b e c a u s e x e n o b i o t ic s m a y s e r v e a s l ig a n d s f o r t h e s e t r a n s c r i p t io n f a c t o r s

a n d i n d u c e c h a n g e s i n p hy s i o l o g ic a l p r o c e s s e s . I n d u c t io n o f g e n e s c o u ld p o s s i b ly r e s u lt i n

a d v e r s e d is e a s e s t a t e s , m o s t n o t a b ly ,
c a n c e r A c t iv a t i o n o f n u c l e a r r e c e p t o r s CA R a n d

PPA R a h a v e a lr e a d y b e e n i m p li c a t e d a s t h e m e d i a t o r s r e s p o n s ib le f o r n o n -

g e n o t o x ic m o d e s

o f r o d e n t h e p a t o c a r c i n o g e n e s is
, a lt h o u g h t h e r e le v a n c e i n h u m a n s s t il l r e m a i n s e lu s i v e .

H e r e ,
w e c o m p a r e d g l o b a l t r a n s c r i p t i o n a l c h a n g e s i n r e s p o n s e t o a c t i v a t o r s o f CA R

a n d PPA R - a l p h a i n m o u s e l iv e r o v e r a t im e - c o u r s e . W e h y p o t h e s iz e t h a t t h e i n it ia l

t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s t o t h e x e n o b io t ic a c t i v a t o r s P B a n d W Y - 1 4
, 6 4 3 w il l b e d i f f e r e n t

b e c a u s e t w o d i f f e r e n t n u c l e a r r e c e p t o r s a r e a c t iv a t e d (CA R v e r s u s P P A R - a l p h a ), b u t a t l a t e r

t im e -

p o i n t s t h e s e p a t h w a y s w i l l c o n v e r g e b e c a u s e t h e m o d e s o f a c t io n o f t h e t w o c h e m i c a l s

a r e s im i la r . T h is s t u d y b u i l d s o n p r e v io u s w o r k f r o m o u r la b o r a t o r y w h ic h e l u c id a t e d

t e m p o r a l c h a n g e s g e n e e x p r e s s io n i n r e s p o n s e t o WY - 1 4
,
6 4 3 , a s p e c i f ic a c t iv a t o r o f P PA R -

a l p h a (W o o d s e t a l .

,
2 0 0 7 b ). T h e p a t h w a y s id e n t if i e d i n t h e WY - 1 4

,
6 4 3 d a t a s e t w e r e

c o m p a r e d t o e n r i c h e d b io lo g ic a l p a t h w a y s i n r e s p o n s e t o P h e n b a r b i t a l (P B ), a n a c t iv a t o r o f
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CA R . W e e m p h a s iz e t h e im p o r t a n c e o f t i m e - c o u r s e c h a n g e s b e c a u s e o f t h e d y n a m i c

c h a n g e s e li c it e d b y N Rs
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C H A PT ER 3

M A T ERIA LS A N D M ET H O D S

Ch e m i c a l s

P h e n o b a r b it a l s o d i u m w a s o bt a i n e d f r o m t h e N a t io n a l T o x i c o lo g y P r o g r a m

Re p o s it o r y (L o t 4 - 5 8 - 5 9 5 ) . 4 - C h lo r o - 6 - (2 , 3 - x y li d i n o )- p y r i m id y n y lt h i o a c e t ic a c i d (WY - 1 4
,
6 4 3 )

w a s o bt a i n e d f r o m A l d r ic h (M i lw a u k e e
,
W l ).

A n i m a ls ,
D o s i n g,

a n d Ti s s u e Co l l e c t i o n

M a le C 5 7 B L/ 6 J m i c e 6 - 8w e e k s o l d w e r e p u r c h a s e d f r o m J a c k s o n L a b o r a t o r i e s (B a r

H a r b o r , M E ) a n d m a le Co r - n u l l m i c e (C5 7 B L/ 6 J b a c k g r o u n d ) w e r e d e v e lo p e d a n d b r e d i n -

h o u s e . G e n o t y p e s w e r e c o n f i r m e d b y PC R a m p l if ic a t i o n o f p u r if i e d D N A e x t r a c t e d f r o m t a i l

a n d t h e n r u n o n a d e n a t u r i n g g e l . A n i m a l s w e r e h o u s e d u p t o f o u r p e r c a g e i n v e n t i la t e d

c a g e s w it h s t a n d a r d b e d d i n g .
T h e a n im a l r o o m w a s k e p t o n a 1 2 - h r li g h t / d a r k c y c l e a t a

t e m p e r a t u r e o f 2 2 ± 2
°

C a n d r e la t iv e h u m id it y 5 0 + 5 % . T h e h o u s i n g f a c il it y w a s m a i n t a i n e d

b y t h e U N C D iv is i o n o f L a b o r a t o r y A n i m a l M e d i c in e
,

a n d a ll c a r e w a s a d m i n i s t e r e d in

a c c o r d a n c e w it h r e g u l a t io n s s e t f o r t h b y t h e I n s t it u t io n a l A n i m a l Ca r e a n d U s e Co m m it t e e .

A n im a ls h a d f r e e a c c e s s t o p u r if i e d w a t e r t h r o u g h o u t t h e s t u d y a n d t h e h e a lt h s t a t u s o f t h e

a n i m a ls w a s m o n it o r e d e v e r y o t h e r d a y . P r io r t o e x p e r i m e n t s
,

a n im a ls w e r e a l lo w e d t o

a c c l i m a t e t o t h e a n i m a l f a c i li t y f o r a t le a s t 2 4 h o u r s a n d m a i n t a i n e d o n s t a n d a r d l a b c h o w

d i e t a n d p u r if i e d w a t e r a d l i b i t u m .
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M ic e w e r e g i v e n a s i n g l e a c u t e d o s e o f 0 (c o n t r o l ) o r 1 0 0 m g / k g p h e n o b a r b i t a l

s o d i u m i n d i s t i l le d w a t e r by o r a l g a v a g e a n d s a c r if i c e d 1 d a y p o s t - d o s i n g . Fo r s u b - c h r o n ic

t r e a t m e n t s
,
m i c e w e r e g iv e n 0 . 0 8 5 % w / w p h e n o b a r b it a l- c o n t a i n i n g N IH - 0 7 p o w d e r e d d i e t

o r c o n t r o l N IH - 0 7 p o w d e r e d d i e t a d l i b i t u m . A n i m a ls (n = 3 - 4 ) w e r e s a c r if i c e d a f t e r 7 o r 2 8

d a y s o f d i e t a r y t r e a t m e n t . A t s a c r if ic e , m ic e w e r e a n e s t h e t i z e d w it h p e n t o b a r b it a l (1 0 0

m g / k g ) a n d f o ll o w i n g e x s a n g u i n a t i o n , li v e r s w e r e r e m o v e d a n d w e ig h e d . S e c t i o n s f r o m t h e

l e f t la t e r a l l o b e
,
m e d ia n lo b e

,
a n d v e n t r a l l o b e w e r e f ix e d i n 1 0 % f o r m a l i n . A p o r t io n o f

d u o d e n u m w a s a l s o i n c l u d e d a s a p o s it iv e c o n t r o l f o r p r o l if e r a t io n m a r k e r s u s e d i n

i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y . A s m a l l s e c t i o n o f t h e le f t l a t e r a l lo b e w a s a ls o p l a c e d in a v i n y l

s p e c i m e n m o l d , e m b e d d e d i n T is s u e - T e k O . C . T . c o m p o u n d (S a k u a r F in e t e k ; T o r r a n c e ,
CA ),

a n d f r o z e n t o - 8 0
°

C . F r o z e n s e c t io n s w e r e l a t e r u s e d f o r li p i d s t a i n i n g . T h e r e m a i n i n g t i s s u e

w a s s e c t io n e d , p la c e d in e p p e n d o r f t u b e s , a n d s n a p f r o z e n i n l iq u i d n i t r o g e n . T h e s e

s a m p l e s w e r e s t o r e d a t - S O
'

C u n t i l a s s a y e d .

St u d i e s w it h W Y t r e a t m e n t w e r e c o n d u c t e d w it h d a t a f r o m a p r e v i o u s l y p u b li s h e d

r e p o r t (W o o d s e t a ! . , 2 0 0 7 b ) w h e r e C5 7 B L/ 6 J m i c e w e r e a d m in is t e r e d a n a c u t e d o s e b y a

s in g l e o r a l g a v a g e o f 0 (c o n t r o l ) o r 5 0 m g / k g o f W Y - 1 4
,
6 4 3 i n o l iv e o i l a n d s a c r i f i c e d a t 1 d a y

p o s t - d o s i n g . S u b - c h r o n ic d o s e s o f W Y - 1 4
,
6 4 3 w e r e a d m in is t e r e d in t h e d i e t a d l i b i t u m .

N IH - 0 7 w a s u s e d a s t h e b a s e f o r t h e p o w d e r e d d i e t c o n t a i n i n g e it h e r 0 % (c o n t r o l ) o r 0 . 0 5 %

w / w o f WY - 1 4
, 6 4 3 . M ic e (n = 3 ) w e r e s a c r if ic e d a f t e r e i t h e r 7 o r 2 8 d a y s o f d ie t a r y

t r e a t m e n t .

1 6
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Cl i n i c a l Ch e m i s t r y

A t s a c r i f ic e , m i c e w e r e p r o p e r ly a n e s t h e t i z e d w it h 10 0 m g / l<g p e n t o b a r b it a l s o l u t io n .

B l o o d w a s c o l le c t e d f r o m t h e i n f e r io r v e n a c a v a
, p l a c e d i n c o l l e c t i o n t u b e s a n d s p u n a t

1 6 0 0 0 gf f o r 2 0 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e S e r u m w a s c o ll e c t e d o v e r i c e a n d s t o r e d a t

- 2 0
°

C b e f o r e a n a ly s is a t t h e U N C A n i m a l C li n ic a l C h e m i s t r y a n d G e n e Ex p r e s s i o n Co r e

Fa c i l it y . C li n ic a l c h e m is t r ie s f o r A S T , A LK , a n d t r i g ly c e r id e s w e r e m e a s u r e d w it h a n

a u t o m a t e d C l i n ic a l Ch e m i c a l A n a ly z e r
,
V it r o 2 5 0 (O r t h o - C l i n ic a l D ia g n o s t i c I n c , R o c h e s t e r

N Y ) .

M e a s u r e m e n t s f o r A LT in s e r u m w e r e c o n d u c t e d i n - h o u s e u s i n g a s t a n d a r d k i n e t i c

a s s a y t o m e a s u r e t h e d is a p p e a r a n c e o f N A D H . T h e r m o T r a c e b u f f e r (T h e r m o Fi s h e r

Sc i e n t if ic
,
c a t # T R7 10 2 1 ), n o r m a l c o n t r o l (c a t # 1 9 0 2 - 0 5 0 ), a n d a b n o r m a l c o n t r o l (c a t # 1 9 0 2 -

0 5 0 ) w e r e t h e r e a g e n t s u s e d fo r t h e a s s a y (T h e r m o Sc i e n t i f ic ,
W a lt h a m ,

M A ). T h e r m o T r a c e

b u f fe r a n d p l a t e r e a d e r w e r e w a r m e d t o 3 7
"

C . A p p r o x i m a t e ly 2 0 |i L o f s e r u m o r c o n t r o l

w a s a d d e d t o e a c h w e l l o f a c l e a r , 9 6 - w e l l p l a t e . A f t e r e q u il i b r a t i n g t h e p la t e t o 3 7
°

C f o r 5

m i n u t e s , 2 0 0 |a L o f T h e r m o t r a c e b u f f e r w a s a d d e d t o e a c h w e l l a n d in c u b a t e d f o r 3 0 s e c

R e s u lt s w e r e r e a d i n t h e k i n e t ic m o d e a t a w a v e l e n g t h o f 3 4 0 n m w it h c h a n g e s i n

a b s o r b a n c e r e c o r d e d a t 3 0 s e c in t e r v a l s f o r 2 - 3 m i n u t e s .

P r o l if e r a t in g Ce l l N u c l e a r A n t i g e n (P CN A ) Im m u n o h is t o c h e m i s t r y a n d Qu a n t if i c a t i o n

F o r m a l in - f i x e d
, p a r a f f i n - e m b e d d e d li v e r s e c t io n s (5 \x r r \ ) w e r e m o u n t e d o n t o g la s s

s l id e s . Se c t io n s w e r e d e p a r a f f i n i z e d i n x y l e n e ,
r e h y d r a t e d i n a s e r i e s o f g r a d e d a l c o h o l

c o n c e n t r a t i o n s , a n d p l a c e d in P B S w it h l % T w e e n 2 0 Im m u n o s t a i n i n g w a s p e r f o r m e d u s i n g

D A KO E n V i s io n Sy s t e m H RP (D a k o Cy t o m a t io n , C a r p i n t e r ia
,
CA ) w it h p r i m a r y M o n o c lo n a l

1 7
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a n t i b o d y PC N A (D a k o
,
M 0 8 7 9 ) d i l u t e d in P B S c o n t a i n i n g 1 % b o v i n e s e r u m a lb u m in a n d

i n c u b a t e d o v e r n ig h t a t 4
°

C . S li d e s w e r e c o u n t e r s t a i n e d w it h h e m a t o x y l i n (). Q u a n t it a t iv e

a n a ly s is o f i m m u n o s t a i n e d l iv e r s e c t io n s w a s p e r f o r m e d u s i n g B IO Q U A N T s o f t w a r e

(B IO Q U A N T Im a g e A n a ly s is ,
N a s h v il l e ,

T N ) b y d i v id i n g t h e n u m b e r o f p o s it iv e ly s t a i n e d

n u c le i t o t o t a l n u c le i w it h in 1 0 r a n d o m f i e l d s a t 2 0 0 x m a g n if i c a t i o n .

O i l R e d O S t a i n i n g a n d Qu a n t if i c a t i o n

O i l Re d O s t a in w a s u s e d a s a m a r k e r f o r t r ig ly c e r id e s a n d l i p i d s , a n d a l l s t a i n i n g w a s

p e r f o r m e d b y t h e A n i m a l H i s t o p a t h o lo g y Co r e Fa c i li t y ,
a d iv i s io n o f t h e U N C L i n e b e r g e r

C o m p r e h e n s iv e Ca n c e r Ce n t e r . F r o z e n s e c t i o n s 5 - 7 m i c r o n s t h i c k w e r e m o u n t e d o n t o s li d e s

i n d is t i l le d w a t e r a n d p la c e d i n t o a b a t h o f a b s o l u t e p r o p y le n e g ly c o l f o r 2 m i n u t e s . S l id e s

w e r e t h e n i m m e r s e d i n 0 . 5 % O il Re d 0 s o l u t io n (0 5 g O i l Re d 0 i n 1 0 0 m L p r o p y l e n e g l y c o l )

f o r o n e h o u r
,
r i n s e d i n 8 5 % p r o p y l e n e g l y c o l f o r 1 m in u t e

,
w a s h e d w it h d is t i l le d w a t e r

,
a n d

s t a i n e d w it h H a r r is H e m a t o x y li n . A f t e r r i n s i n g w it h d i s t i l le d w a t e r ,
a 1 % l it h i u m c a r b o n a t e -

a q u e o u s s o l u t io n w a s a p p l ie d a n d f o l l o w e d b y t h r e e r i n s e s w it h d is t i l le d w a t e r . S l id e s w e r e

t h e n d e h y d r a t e d w it h s e r i a l d i l u t i o n s o f e t h a n o l u p t o x y le n e a n d c o v e r s li p p e d w it h

p e r m o u n t m o u n t i n g m e d ia .

Q u a n t it a t iv e a n a ly s is o f s t a i n e d l iv e r s e c t io n s w a s p e r f o r m e d u s i n g B IO Q U A N T

s o f t w a r e (B IO Q U A N T Im a g e A n a ly s i s ,
N a s h v il l e

,
T N ) . T h e p e r c e n t a r e a s t a in e d w a s

d e t e r m i n e d b y d iv i d in g t h e a r e a o f p o s it i v e l y s t a i n e d r e d d r o p l e t s t o t o t a l a r e a o f t h e t is s u e

T h i s w a s a c c o m p li s h e d b y r a n d o m ly s e le c t in g 10 f ie ld s o n e a c h s l i d e a t 2 0 0 x m a g n i f ic a t i o n .
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RN A I s o l a t i o n

T o t a l RN A w a s i s o l a t e d f r o m t h e r ig h t lo b e o f t h e l iv e r u s i n g Q i a g e n RN e a s y M i n i K it

(Q ia g e n
,
V a l e n c ia

,
CA ) a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r

'

s p r o t o c o l . B r ie f l y , a p p r o x i m a t e ly 3 0 m g

o f f r o z e n t i s s u e w a s i m m e r s e d i n 6 0 0 \i \ o f R LT ly s is b u f f e r c o n t a i n in g 1 % P-

m e r c a p t o e t h a n o l a n d h o m o g e n iz e d u s i n g t h e U lt r a - T u r r a x
® T 8 h o m o g e n i z e r (I K A ,

W i lm i n g t o n ,
N C ). T h e h o m o g e n a t e w a s c e n t r i f u g e d a t 1 6 0 0 0 g fo r t h r e e m i n u t e s . T o t a l R N A

w a s e x t r a c t e d f r o m t h e r e s u lt i n g ly s a t e (s u p e r n a t a n t ) b y e t h a n o l p r e c i p it a t i o n t h e n b o u n d

t o a c o lu m n m e m b r a n e , w a s h e d , a n d e l u t e d i n R N a s e - f r e e w a t e r . RN A p u r it y a n d i n t e g r it y

w e r e a s s e s s e d u s i n g R N A 6 0 0 0 N a n o A s s a y L a b C h i p s
® (A g i le n t T e c h n o l o g i e s , S a n t a C l a r a ,

CA ) a n d a n a ly z e d o n a 2 1 0 0 B i o a n a ly z e r (A g i l e n t T e c h n o l o g i e s , S a n t a C la r a , CA ) a c c o r d in g t o

m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l .

c D N A P r e p a r a t i o n a n d M I c r o a r r a y H y b r i d i z a t i o n

P r e p a r a t io n o f c D N A ,
l a b e l in g a n d h y b r i d i z a t io n s w e r e p e r f o r m e d u s i n g r e a g e n t s

f r o m t h e lo w RN A i n p u t f l u o r e s c e n t l i n e a r a m p l if i c a t i o n k i t (A g i le n t T e c h n o l o g i e s ) b a s e d o n

t h e m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l . A p o o le d m o u s e RN A s a m p le (Co g e n ic s
,
RT P

,
N C) d e r iv e d

f r o m e q u a l a m o u n t s o f R N A f r o m k i d n e y , s p l e e n
, lu n g , b r a i n , a n d l iv e r w a s u s e d a s a

r e f e r e n c e a n d p r e p a r e d i n p a r a ll e l t o t h e s a m p le s o f i n t e r e s t . S a m p le s w e r e a n a l y z e d u s in g

a n A g i le n t M o u s e O li g o M ic r o a r r a y (
~
2 1 , 0 0 0 f e a t u r e s

,
c a t a l o g # G 4 1 2 1 ) . T h e h y b r id iz e d

m i c r o a r r a y s w e r e w a s h e d a n d s c a n n e d u s i n g a n A g i le n t G 2 5 6 5 BA s c a n n e r . D a t a w e r e

e x t r a c t e d f r o m t h e s c a n n e d i m a g e u s in g A g i l e n t Fe a t u r e Ex t r a c t io n s o f t w a r e v e r s io n 9 . 1 .

R a w d a t a i s a v a i l a b l e f r o m t h e U N C M i c r o a r r a y d a t a b a s e (g e n o m e . u n c . e d u ).
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M i c r o a r r a y D a t a A n a l y s i s

A r r a y q u a l it y w a s a s s e s s e d b y A g i le n t Fe a t u r e Ex t r a c t io n s o ft w a r e a n d g e n e s w it h

f e w e r t h a n 7 0 % p r e s e n t d a t a a c r o s s a ll a r r a y s w e r e e x c l u d e d f r o m f u r t h e r a n a ly s is .

L OW ESS n o r m a li z a t io n w a s p e r f o r m e d t o e l im i n a t e d y e b i a s . Fo r a g i v e n g e n e , t h e Cy 5 / Cy 3

r a t io s w e r e d i v id e d b y t h e a v e r a g e Cy 5 / Cy 3 r a t i o f o r t h e i r t i m e - m a t c h e d c o n t r o l s . M is s i n g

d a t a p o i n t s w e r e c a lc u l a t e d u s i n g K - n e a r e s t n e i g h b o r i m p u t a t i o n m e t h o d . A v e r a g e
- l i n k a g e ,

h ie r a r c h i c a l c l u s t e r i n g w a s p e r f o r m e d u s i n g C l u s t e r s o ft w a r e o n m e d ia n c e n t e r e d (b y g e n e s )

d a t a a n d v i s u a l iz a t i o n w a s f a c il it a t e d b y J a v a T r e e v i e w . B a t c h e f f e c t s w e r e r e m o v e d u s i n g

P a r t e k G e n o m i c s S u i t e i n w h i c h a n A N O VA m o d e l w a s f it t e d a n d r e m o v e d r e s i d u a l s d u e t o

b a t c h e f f e c t s . Fo r a n a ly s is c o m p a r i n g g e n e - b y - g e n e d if f e r e n c e s i n P B v e r s u s W Y s a m p le s
,

D is t a n c e W e ig h t e d D is c r i m in a t io n (DWD ) w a s u s e d t o c o m b i n e t h e t w o d a t a s e t s . T h i s

m e t h o d u s e s a li n e a r d i s c r i m i n a t i o n m e t h o d t o c l a s s if y s a m p l e s a n d is b e n e f ic ia l b e c a u s e it

a v o id s d a t a p i l i n g (B e n it o e t a l . , 2 0 0 4 ).

D if f e r e n t ia l ly e x p r e s s e d g e n e s w e r e i d e n t i f i e d u s i n g e it h e r S i g n if i c a n c e A n a ly s is o f

M ic r o a r r a y s (S A M ) o r E D G E s o ft w a r e (T u s h e r e t a l .

,
2 0 0 1 ; Le e k e f a l .

,
2 0 0 6 ) . SA M w a s

p e r f o r m e d i n c a s e s w h e r e s t a t is t i c a l s i g n if ic a n c e a c r o s s o n ly o n e v a r i a b l e (s t r a i n ,
t i m e

,
o r

t r e a t m e n t ) w a s b e i n g a s s e s s e d . E D G E w a s u s e d f o r id e n t i fy i n g d if f e r e n t i a l ly e x p r e s s e d

g e n e s a c r o s s t w o o r m o r e v a r ia b l e s (i . e . , t i m e a n d t r e a t m e n t ) . Q - v a l u e s
,
w h ic h r e p r e s e n t

t h e f a l s e d is c o v e r r a t e (F D R) o f l e s s t h a n 0 . 0 5 fo r S A M a n d ED G E w e r e s e le c t e d a s

t h r e s h o l d s f o r d iff e r e n t ia l e x p r e s s i o n . O n c e t h e l is t o f s ig n i f ic a n t g e n e s w a s g e n e r a t e d b y

ED G E
,

a t - s t a t is t i c w a s c a lc u l a t e d f o r e a c h g e n e a t e a c h t r e a t m e n t / t im e c o m b i n a t io n t o

d e t e r m i n e s t a t is t i c a l d if f e r e n c e b e t w e e n t r e a t m e n t a n d c o n t r o l e x p r e s s io n . F o r e a c h

2 0
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t r e a t m e n t / t im e c o m b i n a t i o n , a l is t o f d i f f e r e n t i a lly e x p r e s s e d g e n e s (p < 0 . 0 5 ) w a s u s e d f o r

f u n c t i o n a l a n a ly s is a n d g e n e r a t i o n o f g e n e n e t w o r k s .

F u n c t i o n a l A n a l y s i s o f S i g n if i c a n t G e n e S e t s

H i g h
- T h r o u g h p u t G O M i n e r w a s u s e d t o d e t e r m in e b io lo g ic a l f u n c t i o n o f

d if f e r e n t i a l ly e x p r e s s e d g e n e s , i n t h e c o n t e x t o f G e n e O n o t o lo g y (G O ) (Z e e b e r g e t a l .

,
2 0 0 5 ).

H ig h - T h r o u g h p u t G O M in e r i s d e s ig n e d t o f a c i l it a t e p a t h w a y m a p p in g i n c a s e s w h e n s e v e r a l

g e n e l i s t s a r e t o b e a n a ly z e d . H ig h - T h r o u g h p u t G O M i n e r w a s u s e d f o r p a t h w a y a n a ly s i s o f

s ig n i f i c a n t g e n e s l is t s g e n e r a t e d f r o m ED G E t i m e - c o u r s e a n a ly s e s . A Q - v a lu e
,
r e p r e s e n t a t i v e

o f t h e F D R < 0 . 0 5 a n d P < 0 . 0 5 w e r e t h e b a s i s f o r s t a t is t i c a l s ig n if i c a n c e f r o m t h i s a n a ly s is .

F i n a l ly , g e n e n e t w o r k s w e r e g e n e r a t e d b y In g e n u it y P a t h w a y s A n a ly s is (In g e n u it y Sy s t e m s ,

R e d w o o d C i t y , CA ) .

G e n e r a t i o n o f G e n e N e t w o r k s

S i g n if ic a n t ly d i f f e r e n t i a ll y e x p r e s s e d g e n e s b y t i m e - p o i n t a n d t r e a t m e n t w e r e

u p l o a d e d i n t o I n g e n u it y P a t h w a y s A n a ly s is a n d i d e n t if i e d a s f o c u s g e n e s . T h e g e n e n e t w o r k

a l g o r i t h m i d e n t if i e s
"

t o p n e t w o r k s
"

l i m it e d t o 3 5 g e n e s (
"

n e t w o r k n o d e s
"

) a n d c r e a t e s

p a t hw a y s t o m a x i m i z e c o n n e c t io n s b e t w e e n t h e f o c u s g e n e s N o d e s w e r e c o l o r e d b y f o ld

c h a n g e o v e r c o n t r o l w it h r e d i n d ic a t in g u p r e g u la t io n o r g r e e n i n d ic a t i n g d o w n - r e g u la t io n

a n d in t e n s it y o f c o lo r c o i n c i d i n g w it h g r e a t e r f o ld c h a n g e o f t r e a t m e n t o v e r t im e - m a t c h e d

c o n t r o l .
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CH A PT ER 4

RESU LT S A N D D ISCU SS IO N

P h e n o t y p i c c h a n g e s i n m o u s e l i v e r i n r e s p o n s e t o p f i e n o b a r b i t a l i n Ca r - w i l d t y p e a n d Ca r -

n u l l

It h a s b e e n p r e v io u s ly s h o w n t h a t p h e n o b a r b it a l e l ic i t s p l e i o t r o p i c e f f e c t s o n t h e

m o u s e li v e r i n c lu d i n g h e p a t o c e l l u la r h y p e r t r o p h y ,
h y p e r p la s ia

, a n d h y p e r - p r o l if e r a t i o n o f

t h e s m o o t h e n d o p l a s m ic r e t i c u l u m (B e l l a n d M ic h a e lo p o lo u s 2 0 0 6 ). A s e x p e c t e d , w i ld - t y p e

p h e n o b a r b it a l - t r e a t e d a n i m a l s e x h i b it e d a s i g n if i c a n t i n c r e a s e i n li v e r t o b o d y w e ig h t r a t i o

a t 7 a n d 2 8 d a y s i n c o m p a r is o n t o t h e ir t i m e - m a t c h e d c o n t r o ls w h e r e a s n o s u c h e f f e c t w a s

e v i d e n t i n t h e Ca r - n u W (T a b le 4 1 ) . E x a m in a t i o n o f h e m a t o x y l i n a n d e o s in s t a i n e d s e c t io n s

o f w i ld - t y p e p h e n o b a r b it a l - t r e a t e d l iv e r s s h o w e d e n l a r g e d h e p a t o c y t e s a t 7 a n d 28 d a y s .

Im m u n o h i s t o c h e m i c a l s t a i n in g w it h P r o l if e r a t i n g N u c le a r Ce l l A n t ig e n (PCN A ) a n t i b o d y w a s

u s e d t o q u a n t if y t h e n u m b e r o f n u c le i i n e a r ly G l p h a s e a n d S p h a s e o f t h e c e l l c y c l e . T h e

c h a n g e i n h e p a t o c e l lu l a r p r o l if e r a t io n f o l lo w e d a b e l l - s h a p e d c u r v e w it h l o w e r - l e v e l s a t 1

d a y f o l lo w e d b y a p r o l if e r a t iv e b u r s t a t 7 d a y s w h i c h t h e n s u b s i d e d a f t e r 2 8 d a y s e x p o s u r e .

T h e i n c r e a s e i n n u c le a r s t a i n i n g o f r e p l ic a t i n g h e p a t o c y t e s d i d n o t r e a c h le v e ls o f

s ig n if i c a n c e b a s e d o n St u d e n t
'

s t - t e s t b e t w e e n P B - t r e a t m e n t a n d t i m e - m a t c h e d c o n t r o l .

C l i n i c a l c h e m i s t r y m a r k e r s f o r l iv e r i n j u r y s u c h a s a l a n i n e a m i n o t r a n s f e r a s e (A LT ) d id n o t

s ig n if i c a n t ly c h a n g e w it h P B - t r e a t m e n t i n e i t h e r t h e w i l d - t y p e o r Ca r - n u W a n i m a l s . T h e r e
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w e r e a l s o n o s ig n if i c a n t c h a n g e s in o t ii e r c l in ic a l c h e m i s t r y m a r k e r s i n c l u d i n g a s p a r t a t e

a m i n o t r a n s f e r a s e , a l k a li n e p h o s p h a t a s e ,
a n d s e r u m t r ig l y c e r i d e s (d a t a n o t s h o w n ).

B a s a l d if f e r e n c e s i n g e n e e x p r e s s i o n o f Ca r - w il d t y p e a n d Ca r - n u l l

O n e o f t h e d a t a g a p s i d e n t i f i e d i n r e v ie w i n g t h e r e s e a r c h o n c o n s t it u t iv e a n d r o s t a n e

r e c e p t o r is i d e n t if i c a t io n o f t h e i n n a t e d if f e r e n c e i n g e n e e x p r e s s io n o f t h e Co r - w i l d t y p e

m o u s e l iv e r v e r s u s it s c o r r e s p o n d i n g k n o c k o u t T o o u r k n o w l e d g e , o t h e r r e s e a r c h e r s h a v e

n o t p r e s e n t e d t h is d a t a i n t h e c u r r e n t l it e r a t u r e
,
a lt h o u g h i t h a s b e e n n o t e d t h a t n o o v e r t

p h e n o t y p e s r e s u lt f r o m t h e d e l e t io n o f Ca r (W e i e t a i
,
2 0 0 0 ) . It i s i m p o r t a n t t o e x a m i n e

t h e s e d if f e r e n c e s i n o r d e r t o d e t e r m in e t h e e f f e c t s t h a t t h e g e n e t ic b a c k g r o u n d m a y h a v e

o n t h e l e v e l s o f t h e s e g e n e s o n c e Ca r i s a c t iv a t e d . H e r e
,
w e c o m p a r e d w i ld - t y p e C5 7 B L/ 6

c o n t r o l a n im a ls t o Co r - n u l l c o n t r o ls o n t h e s a m e g e n e t ic b a c k g r o u n d b y u s i n g a t w o - c l a s s

SA M a n a ly s is a c r o s s a l l t i m e -

p o i n t s a n d f o u n d 14 u n iq u e , d i f f e r e n t i a l ly e x p r e s s e d g e n e s

(Fi g u r e 4 . 1 ) . O f t h e s e 1 4 g e n e s , h a lf a r e lo c a t e d o n t h e s a m e c h r o m o s o m e a s t h e Ca r g e n e

(c h r o m o s o m e 1 ) i n c l u d i n g a c t iv a t i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 6 (A tf 6 ) , m a n n o s id e

a c e t y lg l u c o s a m in y lt r a n s fe r a s e 5 (M g a t S) , p r o t o p o r p h y r i n o g e n (P p o x ) , c a t h e p s i n E (C t s e ) ,

P u r k in j e c e l l p r o t e i n 4 - l ik e {P c p 4 l l ) ,
U D P N a c e t y lg l u c o s a m i n e p y r o p h o s p h o r y l a s e 1 {U a p l ),

a n d 1 70 0 0 0 9 P 1 7R ik . T h i s m a y i n d i c a t e t h a t t h e d if f e r e n t ia ! e x p r e s s io n o f t h e s e g e n e s

b e t w e e n t h e w i ld - t y p e a n d kn o c ko u t m a y b e r e l a t e d t o t h e c o n g e n ic i n t e r v a l c a r r y i n g Ca r

r a t h e r t h a n c h a n g e s i n e x p r e s s io n a t t r i b u t a b l e t o b e i n g a Co r - k n o c k o u t . I n c o n s t r u c t i n g a

k n o c k o u t
,
t h e r e i s s o m e c a r r y o v e r b e t w e e n t h e g e n e t a r g e t w h e n b a c k - c r o s s i n g t o t h e

d e s i r e d g e n e t i c b a c kg r o u n d , a n d t h is d o e s n o t h a v e m a j o r r e l e v a n c e t o in n a t e d if f e r e n c e s i n

t h e w i l d - t y p e v e r s u s k n o c ko u t .
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T h o s e g e n e s n o t f o u n d o n t h e s a m e c o n g e n i c i n t e r v a l a s C a r i n c lu d e a n u m b e r o f

c y t o c h r o m e P 4 5 0 s (Cy p 2 c 2 9 , Cy p 2 c 3 9 , Cy p 2 c 3 7 ), i n t e r f e r o n -

g a m m a i n d u c i b l e p r o t e i n 4 7

(If i 4 7 ) ,
l y m p h o c y t e a n t ig e n 7 5 (Ly 75 ), m ix e d l i n e a g e k i n a s e d o m a i n - l i k e (M i k l ), a n d a n

u n c h a r a c t e r iz e d R IK EN (5 8 3 04 7M 0 2 R i k ). B o t h Cy p 2 c 3 7 a n d Cy p 2 c 2 9 h a v e b e e n s h o w n t o

b e d i r e c t l y r e g u l a t e d b y Ca r u p o n e x p o s u r e t o p h e n y t o i n , a P B - l i k e c o m p o u n d (Ja c k s o n e t

a l . ,
2 0 0 4 ; Ja c k s o n e t o L , 2 0 0 6 ) . Cy p 2 c 3 9 i s a l iv e r - s p e c if ic c y t o c h r o m e P 4 5 0 t h a t is in v o l v e d

i n t h e m e t a b o li s m o f r e t i n o ic a c i d
,
w h i c h i s a k n o w n s u b s t r a t e o f CA R () . A l l o f t h e s e CY P

g e n e s a r e d o w n r e g u l a t e d i n Co r - n u l l a s c o m p a r e d t o t h e w i l d - t y p e . S im i la r l y ,
t h e g e n e s

If i4 7 , L y 75 , a n d M Ik l a r e a l l d o w n r e g u l a t e d i n t h e k n o c k o u t c o m p a r e d t o t h e w il d - t y p e .

T h e s e g e n e s h a v e s c a r c e ly b e e n s t u d i e d, b u t it is p o s s ib le t h a t If i4 7 a n d L y 75 m a y b e

i n v o lv e d in a d e f e n s e r e s p o n s e s ig n a li n g u n d e r t h e c o n t r o l o f Ca r . M o r e r e s e a r c h m u s t b e

c o n d u c t e d t o i d e n t if y t h e s i g n i f ic a n c e o f t h e s e g e n e s

Ca r - s p e c if i c t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e o v e r a t i m e - c o u r s e i s e v i d e n t i n w i l d - t y p e l i v e r i n

r e s p o n s e t o p h e n o b a r b i t a l

A lt h o u g h p r e v io u s s t u d i e s h a v e r e p o r t e d d if f e r e n t ia l g e n e e x p r e s s io n i n r e s po n s e t o

P B a t a s i n g le t i m e -

p o i n t , w e s o u g h t t o i d e n t if y h o w g e n e s c h a n g e d o v e r a t i m e - c o u r s e a t

e a r ly , i n t e r m e d i a t e ,
a n d s u b c h r o n i c t i m e -

p o i n t s . Ex t r a c t i o n o f D if f e r e n t ia l G e n e Ex p r e s s io n

a lg o r it h m w a s u s e d t o i d e n t if y g e n e s t h a t v a r i e d i n r e s p o n s e t o b o t h t i m e a n d t r e a t m e n t

A n a l y s i s r e v e a le d 1 8 5 5 g e n e s t h a t w e r e s i g n if ic a n t ly d if f e r e n t i n r e s p o n s e t o p h e n o b a r b it a l

t r e a t m e n t in w i ld - t y p e m o u s e l iv e r o v e r 1
,
7

, a n d 2 8 d a y s . H i e r a r c h ic a l c lu s t e r in g o f t h e s e

s ig n if i c a n t g e n e s a n d v i s u a l iz a t i o n w i t h Ja v a T r e e V ie w s h o w e d p a t t e r n s o f i n d u c t i o n a c r o s s

t i m e - p o i n t s i n r e s p o n s e t o P B . W h e n t h e s e s a m e g e n e s w e r e v is u a l iz e d i n t h e Co r - n u l l d a t a
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s e t a n d o r d e r e d i n t h e s a m e h i e r a r c h y , n o d i s t i n c t p a t t e r n s o f i n d u c t io n w e r e v is u a lly

e v i d e n t
,
i n d i c a t i n g a Co r - s p e c if ic s i g n a t u r e (Fig u r e 4 . 2A ) . E D G E a n a ly s i s p e r f o r m e d i n t h e

Co r - n u ll d a t a s e t p r o d u c e d 16 d if f e r e n t i a ll y e x p r e s s e d g e n e s
, b u t n o s ig n if ic a n t p a t h w a y s

w e r e i d e n t if i e d f r o m t h i s g e n e s e t (d a t a n o t s h o w n ).

A c a n o n ic a l p a t h w a y f o r t h e a c t iv a t io n o f CA R w a s m o d i f ie d f r o m I n g e n u it y

P a t h w a y s A n a ly s is a n d o v e r l a y e d w it h e x p r e s s io n v a l u e s g iv e n a s f o ld - c h a n g e o v e r c o n t r o l

t o s h o w a t i m e - c o u r s e o f t h e s p e c if i c g e n e s t h a t w e r e c h a n g i n g in r e s p o n s e t o P B t r e a t m e n t

(F ig u r e 4 . 2 B ) . T h e s e w e r e f u r t h e r d i v id e d i n t o p h a s e I, I I
, a n d t r a n s p o r t e r g e n e s . T h e

i n t e n s it y o f t h e c o lo r f o r u p
- ( r e d ) o r d o w n - r e g u l a t io n (g r e e n ) i s b a s e d o n in c r e a s i n g f o l d

c h a n g e v a lu e . T h e r e s u lt s s h o w e d t h a t d if f e r e n t is o f o r m s o f CY P s w e r e i n d u c e d a t e a r ly

v e r s u s la t e r t i m e -

p o i n t s . CY P3 A s w e r e u p r e g u la t e d a t I d
,
b u t a t 7 a n d 2 8 d

,
t h e r e w a s a n

u p r e g u la t i o n o f CY P2 C .
G l u t a t h i o n e - s - t r a n s f e r a s e w a s u p r e g u l a t e d a t 1 a n d 7 d , b u t

d o w n r e g u la t e d a t 2 8 d
, p o s s i b ly r e t u r n i n g t o s t e a d y s t a t e . T h e t r a n s p o r t e r M RP 3 w a s

u p r e g u la t e d c o n t i n u a l ly o v e r t h e t i m e - c o u r s e .

G e n e - b y -

g e n e c o m p a r is o n o f t i m e - c o u r s e r e s p o n s e s t o P B a n d WY

ED G E a n a ly s i s o f t h e WY d a t a s e t w a s p r e v i o u s ly r e p o r t e d b y W o o d s e t a l . (2 0 0 7 b )

a n d w a s u s e d a s a b a s i s o f c o m p a r i s o n f o r t h e P B d a t a . S i n c e t h e t w o s e t s o f

e x p e r i m e n t a l a r r a y s w e r e p e r f o r m e d i n d i f f e r e n t b a t c h e s
.
D is t a n c e W e ig h t e d D i s c r i m i n a t i o n

(D W D ) w a s u s e d a s a c o r r e c t i o n m e t h o d t o a c c o u n t f o r b a t c h e f f e c t s b e t w e e n t h e t w o

m ic r o a r r a y d a t a s e t s (B e n it o e t a l.
,
2 0 0 4 ) . A h e a t - m a p o f E D G E s i g n if ic a n t g e n e s i n t h e w i ld -

t y p e in r e s p o n s e t o P B w a s g e n e r a t e d . T h e s e s a m e g e n e s w e r e id e n t i f i e d i n t h e W Y d a t a s e t

a n d o r d e r e d in t h e s a m e h i e r a r c h y (F ig u r e 4 . 3 A ) . L i k e w is e , a h e a t - m a p o f E D G E s ig n if i c a n t
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g e n e s i n t h e w i l d - t y p e i n r e s p o n s e t o W Y w a s a ls o g e n e r a t e d , a n d t h e P B d a t a s e t w a s

c o m p a r e d t o it (Fi g u r e 4 . 3 B ) .

P a t h w a y
- l e v e l c o m p a r i s o n o f r e s p o n s e s t o P B a n d WY

S ig n if i c a n t g e n e s f r o m e a c h s e p a r a t e P B o r WY ED G E a n a ly s is w e r e s u b m it t e d t o

H ig h
- T h r o u g h p u t G O IV I in e r t o id e n t i fy e n r ic h e d b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a t e a c h t i m e p o i n t i n

r e s p o n s e t o t r e a t m e n t (Fi g u r e 4
. 4 ) .

A n R s c r i p t w r it t e n b y D a n i e l G a t t i
,
M . S . w a s u s e d t o

g e n e r a t e a v i s u a l r e p r e s e n t a t io n o f t h e Fa ls e D is c o v e r y Ra t e (FD R) o f e a c h s i g n if i c a n t

b i o lo g i c a l p a t h w a y . G r e a t e r i n t e n s it y o f c o lo r r e p r e s e n t s a m o r e s i g n if ic a n t F D R
,
a n d c o l o r

i n d i c a t e s u p - (r e d ) o r d o w n - r e g u l a t io n (g r e e n ) o f t h e p a t h w a y . T h e o r d e r o f t h e G O

p a t h w a y s is o r g a n iz e d b a s e d o n G O h ie r a r c h y .

F r o m t h e s i g n if i c a n t p a t h w a y s id e n t if ie d b y H i g h - T h r o u g h p u t G O M i n e r
, g e n e r a l

c a t e g o r i e s c o u l d b e i n f e r r e d i n c l u d i n g c e l l p r o l if e r a t i o n
,
m e t a b o l is m

,
i m m u n e r e s p o n s e , a n d

o t h e r m i s c e l l a n e o u s r e s p o n s e s . I n t h e c e l l p r o lif e r a t io n b lo c k , t h e r e a p p e a r s t o b e s i m i la r

u p r e g u la t i o n a t 7 d a y s P B t r e a t m e n t a n d 7 a n d 2 8 d a y s o f W Y t r e a t m e n t . T h e c e l l

p r o l if e r a t io n r e s p o n s e is n o t e v id e n t a t 2 8 d a y s o f P B t r e a t m e n t . T h is d a t a i s c o n s i s t e n t

w it h t h e p h e n o t y p ic r e s p o n s e f r o m t h e PCN A m a r ke r o f c e l l p r o l i f e r a t io n w h i c h s h o w s a n

e l e v a t e d r e s p o n s e a t 7 d a y s a n d s u b s id e s a t 2 8 d a y s . A lt h o u g h w e h y p o t h e s i z e d t h a t t h e r e

w o u ld b e s im i la r p a t hw a y in d u c t io n a t la t e r t im e -

p o i n t s
,
t h e r e w a s a s h i f t in t h e s ig n i f ic a n c e

o f t h e r e s p o n s e t o P B t r e a t m e n t . I n o b s e r v in g c h a n g e s i n m e t a b o li s m , t h e in d u c t i o n s o f

p a t h w a y s i n r e s p o n s e t o P B o r WY t r e a t m e n t w e r e d is s i m i l a r . A t e m p o r a l b ip h a s ic r e s p o n s e

t o s t e r o l, l ip i d, a n d c h o l e s t e r o l b io s y n t h e t ic p r o c e s s e s w a s o b s e r v e d i n P B t r e a t e d g r o u p s

w h e r e t h e r e w a s a n u p r e g u la t i o n a t I d f o l lo w e d b y d o w n - r e g u l a t io n a t 2 8 d .
I n c o n t r a s t .
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li p i d m e t a b o l i c p r o c e s s e s a n d f a t t y a c i d m e t a b o l is m w e r e o n ly u p r e g u la t e d f o l lo w i n g W Y

t r e a t m e n t a t 7 a n d 28 d . Im m u n e r e s p o n s e p a t h w a y s w e r e s i m i la r ly d o w n r e g u la t e d i n b o t h

t r e a t m e n t s
,
b u t t h e t i m e - c o u r s e w a s d if f e r e n t . C o m p le m e n t a c t iv a t i o n p a t h w a y s w e r e

d o w n r e g u la t e d a t I d P B t r e a t m e n t w h e r e a s d o w n r e g u l a t io n o f t h e s e p a t h w a y s i n r e s p o n s e

t o W Y w e r e o b s e r v e d a t 7 a n d 2 8 d . O t h e r p r o c e s s e s s u c h a s D N A r e p a ir ,
c e ll

c o m m u n i c a t i o n
,
a n d n e u r o p h y s i o l o g i c a l p r o c e s s e s w e r e s i g n i f ic a n t i n t h e WY g r o u p a t 7 a n d

2 8 d b u t n o t a t a n y t i m e -

p o i n t i n t h e P B g r o u p s .

Sp e c if i c g e n e n e t w o r k s s h o w v a r y i n g p a t t e r n s o f m o d u l a t i o n

T h e p a t h w a y - le v e l a n a ly s is o f t h e g e n e s c h a n g i n g a c r o s s t h e t i m e - c o u r s e w a s

i m p o r t a n t t o s t u d y ,
b u t s p e c if i c g e n e n e t w o r k s s h o w i n g p a t t e r n s o f t h e s e g e n e s w e r e a l s o

e x a m i n e d I n g e n u it y P a t h w a y s A n a ly s i s g e n e r a t e d "

t o p n e t w o r k s
"

f r o m t h e f o c u s g e n e s

t h a t w e r e in p u t f r o m t h e ED G E a n a l y s i s . T h e f i r s t t o p n e t w o r k w a s t h e D N A R e p l ic a t io n
,

R e c o m b i n a t i o n
,
a n d Re p a i r ,

C e ll Cy c l e ,
C e l l D e a t h N e t w o r k . T h is n e t w o r k s h o w e d a s m i l i a r

p a t t e r n o f i n d u c t i o n in r e s p o n s e t o P B a t 7 d a y s (Fi g u r e 4 . 5A ) a n d WY - 14 , 6 4 3 a t 2 8 d (F ig u r e

4 . 5 B ) . M i n ic h r o m o s o m e m a i n t e n a n c e g e n e s (M C M s ) w e r e u p r e g u la t e d i n b o t h s e t s
,
a n d

t h e s e g e n e s a r e i m p o r t a n t i n D N A r e p l i c a t io n a n d c e l l c y c le . U b i q u it in - li k e
,
c o n t a i n in g PH D

a n d R IN G f i n g e r d o m a i n s
,
1 (U H RF l ) i s a l s o u p r e g u la t e d i n bo t h s e t s a n d is a c e l l c y c le

c h e c kp o i n t g e n e a n d n e c e s s a r y f o r li v e r g r o w t h (S a d l e r e t a l , 2 0 0 7 ).

O n e o f t h e t o p n e t w o r k s t h a t s h o w e d a d iv e r g e n t p a t t e r n w a s t h e Ce l l D e a t h
,

O r g a n is m a l I n j u r y a n d A b n o r m a li t i e s
,

a n d Ca n c e r N e t w o r k i n r e s p o n s e t o P B (Fig u r e 4 . 5 C )

a n d W Y (F ig u r e 4 . 5 D ) a t 2 8 d .
M a n y o f t h e fo c u s g e n e s w e r e u p r e g u la t e d in r e s p o n s e t o P B

w h e r e a s t h e s e n o d e s w e r e m o s t l y d o w n r e g u l a t e d i n r e s p o n s e t o WY . Fo r e x a m p le , C D 2 7 ,
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c o m p l e m e n t g e n e s ,
a n d i n t e r le u k i n g e n e s w e r e u p r e g u l a t e d i n r e s p o n s e t o P B b u t

d o w n r e g u la t e d w it h WY t r e a t m e n t . T h is m a y b e i n d ic a t iv e o f a s t r o n g e r i n f l a m m a t o r y

r e s p o n s e in t h e P B t r e a t e d a n i m a ls . T h e r e m a y b e a d i s s i m i la r m o d e o f a c t i o n o r it m a y

p o in t t o d if f e r e n t n o n - g e n o t o x i c m o d e s o f a c t i o n p la y i n g a m o r e i m p o r t a n t r o l e t h a n o t h e r s .

T h e 2 8 d s u b c h r o n ic t i m e -

p o i n t i s n o t lo n g e n o u g h f o r t h e c a n c e r t o b e p r o d u c e d ,
b u t it is

s p e c u l a t e d t h a t t h e g e n e r a l c e l l m a c h i n e r y w o u ld a l r e a d y b e a c t i v a t e d a t t h i s t i m e .
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T a b le 4 . 1 . P h e n o t y p i c e n d p o i n t s i n l i v e r s o f w i l d - t y p e a n d Co r - n u l l m i c e i n r e s p o n s e t o

p h e n o b a r b it a l (P B ) t r e a t m e n t .

* l n d i c a t e s v a lu e s i g n if i c a n t ly d if f e r e n t f r o m t i m e - n n a t c h e d

c o n t r o l b y St u d e n t
'

s t - t e s t
, p < 0 . 0 5 .

C a r * / *

CO N

7 d

CO N

2 8 d

C O N PB

C a r
- / -

C O N PB

7 d

C O N PB CO N PB

% L iv e r t o Bo d y

W e ig h t
5 2 ± 0 4 5 5 ± 0 1 5 8 ± 0 4 6 6 + 0 3

*

5 8 ± 0 5 6 8 ± 0 2 * 5 5 ± 0 8 6 0 ± 0 4 5 4 ± 0 2 5 3 ± 0 5 5 6 ± 0 1 5 3 ± 0 2

A L T

(U/ L )
5 0 7 ± 1 1 4 2 8 5 ± 1 1 7 3 3 4 ± 3 0 8 2 4 9 ± 7 1 1 6 3 ± 5 4 3 6 6 ± 1 3 6 2 6 1 ± 13 4 6 9 8 ± 2 3 4 1 6 4 ± 4 4 3 9 8 ± 1 8 3 2 1 1 ± 5 7 3 9 8 ± 1 8 3

PCN A {% n u c ie i

s t a in ed )
6 2 ± 3 5 6 4 ± 4 1 1 3 5 ± 3 1 2 3 6 ± 7 3 1 0 5 ± 4 4 1 6 1 ± 5 3 1 0 1 ± 3 4 1 2 1 ± 1 4 1 1 8 6 ± 3 6 9 3 ± 5 0 10 2 ± 3 9 16 5 ± 6 9

O ii Re d 0 (% a r e a

s t a in e d )
0 4 2 ± 0 3 4 3 32 ± 2 9 4 0 1 6 ± 0 1 5 0 2 2 ± 0 1 5 1 3 4 ± 0 9 6 1 6 5 ± 1 5 4 0 3 4 ± 0 2 9 0 7 3 ± 0 5 4 1 5 2 ± 1 0 1 0 9 3 ± 0 9 6 3 4 3 ± 1 5 8 1 7 1 ± 1 5 7
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Fig u r e 4 . 1 . H i e r a r c h i c a l c l u s t e r in g r e v e a l s 1 4 u n i q u e
,
d i f f e r e n t i a l ly e x p r e s s e d g e n e s

b e t w e e n Ca r WT a n d KO m i c e . P r io r t o p e r f o r m in g t i m e - m a t c h e d c o n t r o l n o r m a li z a t io n
,
a n

u n p a i r e d ,
t w o - c l a s s S A IV I a n a ly s i s w a s c o n d u c t e d t o b a s a l d if f e r e n c e s i n g e n e e x p r e s s io n

b e t w e e n Co r W T a n d KO m ic e a c r o s s a l l t i m e p o i n t s .

C a r + / + C a r - / -

1d 7 d 2 8 d 1 d 7 d 2 8 d

lo g .

A t f 6 / A c t i v a t i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 6

5 8 3 0 4 7 2 M0 2 R I I(

C y p 2 c 29 / C y t o c h r o m e P4 5 0 , S u b f a m i ly C , 2 9

C y p 2 c 39 / C y t o c h r o m e P4 5 0 , S u b f a m i ly C , 3 9

C y p 2 c 37 / C y t o c h r o m e P4 5 0 , S u b f a m i ly C , 3 7

If i 47 / In t e r f e r o n g a m m a in d u c ib l e p r o t e i n 4 7

1 70 00 09 P1 7 R ik

L y 7 5 / Ly m p h o c y te a n t ig e n 7 5

M g a t S / M a n n o s id e a c e t y lg u l c o s a m in y l t r a n s f e r a s e 5

IVI Ik l / M i x e d l i n e a g e k i n a s e d o m a i n - l i k e

P p o x / P r o t o p o r p hy r i n o g e n

IVIg a t S / M a n n o s id e a c e t y lg u l c o s a m in y l t r a n s f e r a s e 5

5 8 3 04 72 M0 2 R i k

C t s e / C a t h e ps i n E

P c p4 l1 / P u r k i n je c e l l p r o t e i n 4 - l i k e 1

U a p 1 / U D P N a c e t y lg l u c o s a m i n e p y r o p h o s p h o r y l a s e 1

0 0 0 0 17 0 3 3

3 0
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F ig u r e 4 . 2 . H ie r a r c h i c a l c lu s t e r i n g o f d if f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d g e n e s b a s e d o n ED G E

A n a ly s i s a n d I n g e n u it y X e n o b i o t i c M e t a b o l i s m Ca n o n i c a l P a t h w a y . E D G E s o f t w a r e w a s

u s e d t o i d e n t if y 1 8 5 5 s i g n if ic a n t g e n e s a c r o s s t i m e a n d t r e a t m e n t w it h FD R o f < 0 . 0 5 a n d
P < 0 . 0 5 a n d v i s u a l iz e d i n J a v a T r e e V ie w (A ). T h e s e g e n e s w e r e u p lo a d e d t o I n g e n u it y

P a t h w a y s A n a ly s is t o d e m o n s t r a t e t e m p o r a l c h a n g e s i n t h e c a n o n ic a l p a t h w a y fo r CA R -

m e d i a t e d x e n o b i o t i c m e t a b o l is m (B ) .

C a r + / +

1 d 7 d 28 d 1 d

C a r - / -

7 d 2 8 d

C O N P B C O N P B C O N P B C O N P B C O N P B C O N P B

C

a t

l A
t o
C O

o s o
-

0 3 1 ^ » ^ r o a o 0 17 0 1 3 o m

B
e X T A A C E L L U L A R

C Y T O P L A S M

I^ < O k « >d a i c a c iJ

P H A S E I M E T A BO U S M

^ 4 - 4 ' 4

4 = 4

CC P P ME P 9 3 I

T ft A N S PO R T E RS

P H A S E I t M ET A B O U S M

4 4

4 4

4 ♦

<^ t r v y r t

U i
r i y ^ t t

m
C o ^ x C

^
e c e d u

r

& - - >®
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Fi g u r e 4 . 3 . H i e r a r c h i c a l c l u s t e r i n g o f E D G E s i g n i f i c a n t g e n e s w it h DW D - a dj u s t e d P B a n d

WY d a t a . D is t a n c e W e ig h t e d D is c r i m i n a t i o n w a s u s e d t o c o m b i n e P B a n d WY d a t a s e t s in

o r d e r t o a c c o u n t f o r b a t c h e f f e c t s . E D G E s ig n if i c a n t g e n e s i n r e s p o n s e t o P B (1 8 5 5 ) w e r e

e x t r a c t e d f r o m t h e WY d a t a s e t , c l u s t e r e d , a n d v i s u a l iz e d s i d e - b y
- s i d e u s i n g Ja v a T r e e V i e w

(A ). B y t h e s a m e p r o c e d u r e
,
s i g n if i c a n t g e n e s f r o m WY ED G E a n a ly s i s (1 2 9 4 ) w e r e e x t r a c t e d

f r o m PB d a t a a n d g e n e - b y -

g e n e c o m p a r i s o n s w e r e m a d e (B ) .

1 d 7 d 2 8 d 1 d 7 d 2 8 d
A C O N P B C O N P B C O N P B C O N WY C O N WY C O N W Y

1 d 7 d 2 8 d 1 d 7 d 2 8 d

B

CON W Y C ON W Y CON W Y C ON P B CO N P B C O N PB

3 2
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Fi g u r e 4 . 4 . P a t h w a y h e a t m a p o f b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a f f e c t e d b y P B a n d / o r WY - 1 4
,
6 4 3 i n

t h e li v e r o f w i l d - t y p e m i c e . S ig n i f ic a n t g e n e li s t s f r o m t w o s e p a r a t e ED G E a n a ly s e s o n P B o r

WY d a t a w e r e s u b m it t e d t o H i g h
- t h r o u g h p u t G O IV I in e r t o id e n t if y s ig n i f ic a n t ly e n r i c h e d

b i o lo g i c a l p a t h w a y s i n r e s p o n s e t o t r e a t m e n t (F D R < 0 . 0 5 ). R e d o r g r e e n c o l o r i n d ic a t e s u p -

o r d o w n - r e g u l a t i o n o f t h e b io l o g ic a l p r o c e s s w h i le i n t e n s it y o f c o lo r i n d i c a t e s a m o r e

s ig n if i c a n t Fa l s e D is c o v e r y Ra t e .

P B W Y P B W Y

c
o

S
£

2
a .

"

3
O3

m ^^

I

T i m e - c o u r s e 1 d , 7 d , 2 8 d
GO :0 00 6 2 5 9 D N A m e t a b o l ic p r o c e s s

G O ; 0 0 0 6 2 6 0 D N A r e p l i c a t i o n

G O : 0 00 6 2 6 1 D N A ^ d e pe n d e n t D N A r e p l i c a t io n

G O ; 0 0 0 6 2 6 8 D N A u n w in d i n g d u r i n g r e p l i c a t i o n

G O :0 00 6 2 7 0 D N A r e p l i c a t io n i n i t i a t io n

G O :0 0 1 6 5 8 4 N u c l e o s o m e s p a c i n g
G O :0 05 1 3 0 1 C e l l d i v i s i o n

G O :0 00 7 0 4 9 C e l l c y c l e

G O ;0 0 S 1 3 2 1 M e io t i c c e l l c y c l e

G O :0 0 5 1 3 2 7 M p h a s e o f m e io t i c c e l l c y c l e

G O :0 00 7 1 2 6 M e io s l s

G O : 0 00 0 2 7 3 M i t o t i c c e l l c y c l e

G O :0 0 2 24 0 2 C e ll c y c le p r o c e s s

G O :0 0 2 24 0 3 C e l l c y c l e p h a s e

G O :0 00 0 2 7 9 M p h a s e

G O :0 00 0 0 8 7 M p h a s e o f m i t o t ic c e ll c y c le

G O :0 00 7 0 6 7 M i t o s i s

G O :0 00 7 0 5 9 C h r o m o s o m e s e g r e g a t io n

G O :0 00 0 8 1 9 S is t e r c h r o m a t id s e g r e g a ti o n

G O :0 00 0 0 7 0 M i t o t i c s is t e r c h r o m a t id s e g r e g at io n

O
l A

C
o
a
<A

3

E
E

I

E
M

O

I B

s

I

G O : 0 04 4 2 3 7 C e l lu l a r m e t a b o l ic p r o c e s s

G O : 0 0 0 8 1 5 2 M e t a b o l i c p r o c e s s

G O : 0 0 5 1 1 8 6 C o f a c t o r m e t a b o l ic p r o c e s s

G O : 0 0 0 6 7 3 2 C o e n z y m e m e t a b o l i c p r o c e s s

0 0 :0 0 0 6 0 8 4 A c e t y l C o A m e t a b o l ic p r o c e s s

G O :0 0 0 6 0 8 5 A c e t y l - C o A b l o s y n t h e t ic p r o c e s s

G O : 0 0 4 4 2 4 8 C e l lu l a r c a t a b o l i c p r o c e s s

G O : 0 0 4 4 2 6 2 C e l lu l a r c a rb o h y d r a t e m e t a b o l ic p r o c e s s

G O : 0 0 0 9 0 5 8 B l o s y n t h e t i c p r o c e s s

G O : 0 0 4 4 2 3 8 P r im a r y m e t a b o l i c p r o c e s s

G O : 0 0 0 6 6 2 9 L i p i d m e t a b o l i c p r o c e s s

G O : IK) 4 4 2 5 5 C e l lu l a r l ip id m e t a b o l i c p r o c e s s

G O : 0 0 0 8 2 0 2 S t e r o i d m e t a b o l i c p r o c e s s

G O : 0 0 0 6 6 9 4 S t e r o i d b i o s y n t h e t i c p
r o c e s s

G O : 0 0 1 6 1 2 5 St e r o l m e t a b o l i c p r o c e s s

G O : 0 0 1 6 1 2 6 S t e r o l b i o s y n t h e t i c p r o c e s s

G O : 0 0 0 8 2 0 3 C h o l e s t e r o l m e t a b o l i c p r o c e s s

0 0 : 0 0 0 6 6 9 5 C h o l e s t e r o l b i o s y n t h e ti c p r o c e s s

0 0 : 00 0 8 6 1 0 L i p i d b i o s y n t h e t i c p
r o c e s s

0 0 : 0 0 0 6 7 2 0 Is o p re n o id m e t a b o l ic p r o c e s s

0 0 : 0 0 0 8 2 9 9 Is o p r e n o id b i o s y n t h e t i c p r o c e s s

0 0 : 0 0 4 2 5 7 2 R e t i n o l m e ta bo l i c p r o c e s s

0 0 : 0 0 0 6 0 8 2 O r
g a n i c a c id m e t a b o l i s m

G O : 0 0 1 9 7 5 2 C a r b o x y l i c a c i d m e t a t> o l i s m

0 0 : 0 0 0 6 6 3 1 F a t t y a c i d m e t a b o l i s m
0 0 : 0 0 0 6 0 6 6 A l c o h o l m e t a b o l i c p r o c e s s

( A
0 >
( A
( A

O
O
P

0 )

i :
I

T i m e - c o u r s e 1 d , 7d , 2 8 d

I
1

G O : 0 0 5 0 8 7 4 O r g a n i s m a l p h y s io lo g ic a l p ro c e s s

G O : 0 0 0 6 9 5 5 I m m u n e r e s p o n s e

G O :0 0 4 5 0 8 7 I n n a t e i m m u n e r e s p o n s e

G O :0 0 0 6 9 5 9 H u m o r a l im m u n e r e s p o n s e

G O ; 0 0 1 6 0 6 4 H u m o r a l d e f e n s e m e c h a n i s m (s e n s u V e r t e b r a t a )
G O : 0 0 0 6 9 5 4 I n f l a m m a t o r y r e s p o n s e

G O : 0 0 0 2 5 2 6 A c u te i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e

G O : 0 0 0 6 9 5 3 A c u t e -

p h a s e r e s p o n s e

G O : 0 0 0 6 9 5 6 C o m p l e m e n t a c t i v a t i o n

G O : 0 0 0 6 9 5 7 C o m p l e m e n t a c t i v a t i o n a l t e r n a t i v e p a t h w a y
G O : 0 0 0 6 9 5 8 C o m p l e m e n t a c t i v a t i o n c l a s s i c a l p a t h w a y

G O : 0 0 0 2 25 0 A d a p t i v e im m u n e r e s p o n s e

G O : 0 0 0 2 4 5 5 H u m o r a l i m m u n e r e s p o n s e m e d i a t e d b y c i r c u l a t in g im m u n o g lo b u l i n

G O : 0 0 0 2 4 6 7 G e r m in a l c e n t e r f o r m a ti o n
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;0 0 5 0 8 9 6 R e s p o n s e t o s t i m u l u s

:0 0 0 6 9 5 0 R e s p o n s e t o s t r e s s

: 0 0 0 6 9 5 2 D e f e n s e r e s p o n s e

:0 0 0 6 9 5 0 R e s p o n s e t o s t r e s s

:0 0 0 9 6 0 7 R e s p o n s e t o b io t ic s t im u lu s

; 0 0 5 1 7 0 7 R e s p o n s e t o o t h e r o r g a n i s m
:0 0 0 9 6 1 3 R e s p o n s e t o p e s t p a t h o g e n o r p a r a s i t e

10 0 0 9 7 1 9 R e s p o n s e t o e n d o g e n o u s s t im u l u s

;0 0 0 6 9 7 4 R e s p o n s e t o D N A d a m a g e s t i m u l u s
:0 0 0 6 2 8 1 D N A r e p a i r

10 0 0 6 3 0 2 D o u b l e - s t r a n d b r e a k r e p a i r

: 0 0 0 9 6 0 5 R e s p o n s e t o e x t e r n a l s t i m u l u s

: 0 0 0 9 6 1 1 R e s p o n s e t o w o u n d i n g

: 0 0 0 7 1 5 4 C e l l c o m m u n i c a t io n

:0 0 0 7 1 6 5 S ig n a l t r a n s d u c t i o n

:0 0 0 7 1 6 6 C e l l s u r f a c e r e c e p t o r l i n k e d s ig n a l t r a n s d u c t i o n

: 0 0 0 7 1 8 6 G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r p r o t e i n s i g n a l i n g p a t h w a y

: 0 0 5 0 8 7 7 N e u r o
p
h
y
s i o l o g i c a l p r o c e s s

: 0 0 0 7 6 0 0 Se n s o r y p e r c e p t i o n

:0 0 0 7 6 0 6 S e n s o r y p e r c e p ti o n o f c h e m ic a l s t i m u lu s

0 0 0 7 6 0 8 S e n s o ry p e r c e p t i o n o f s m e l l

0 0 3 0 1 6 3 P r o t e i n c a t a b o l i c p r o c e s s

0 0 : 0 0 06 3 9 6 R N A p r o c e s s i n g

0 0 : 0 0 0 1 7 6 3 M o r p h o g e n e s i s o f a b r a n c h i n g s t r u c t u r e

1 0 0 : 0 0 1 9 8 3 5 C y t o l y s i s

0 0 :0 0 4 3 5 4 3 P r o t e i n a m in o a c id a c y la t i o n

] F D R f o r u p r e g u l a t e d p r o c e s s

J
FD R f o r d o w n r e g u l a t e d p r o c e s s
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C H A PT ER 5

CO N C LU S IO N S A N D F U T U RE D IR ECT IO N S

T h e g o a l o f t h is s t u d y w a s t o i d e n t if y b io lo g ic a l p a t h w a y s o f a c t iv a t e d n u c le a r

r e c e p t o r s o v e r a t i m e - c o u r s e b y m e a n s o f g e n e e x p r e s s io n p r o f i li n g . W e hy p o t h e s i z e d t h a t

t h e i n it i a l t r a n s c r i p t io n a l r e s p o n s e s t o t h e x e n o b i o t ic a c t iv a t o r s P B a n d WY - 1 4
,
6 4 3 w o u l d b e

d i f f e r e n t b e c a u s e t w o d if f e r e n t n u c l e a r r e c e p t o r s w e r e a c t iv a t e d (C A R v e r s u s P PA R- a lp h a ),

b u t a t l a t e r t i m e -

p o i n t s t h e s e p a t h w a y s w o u ld c o n v e r g e b e c a u s e t h e m o d e s o f a c t i o n o f t h e

t w o c h e m i c a ls a r e s i m i la r . W e f o u n d t h a t t h e r e w e r e s i m i l a r it ie s i n t h e c e ll u la r p r o l if e r a t i o n

p a t h w a y s t h a t w e r e a c t iv a t e d , b u t t h e t e m p o r a l a c t iv a t i o n o f t h i s r e s p o n s e w a s d if f e r e n t

b e t w e e n P B a n d W Y . T h e r e w a s d iv e r g e n c e i n g e n e r a l m e t a b o li s m p a t h w a y s a n d im m u n e

r e s p o n s e
,
w h ic h r e f u t e d o u r h y p o t h e s is . T h e p a t h w a y m a p p i n g w a s i m p o r t a n t t o e x a m i n e

g e n e r a l c h a n g e s a s o p p o s e d t o c h a n g e s i n i n d i v id u a l t r a n s c r i p t s .

W e a ls o f e lt it w a s n e c e s s a r y t o e x a m i n e w h e t h e r b a s a l e x p r e s s io n w a s s ig n if i c a n t l y

d if f e r e n t b e t w e e n t h e w i l d - t y p e a n d Co r - k n o c k o u t . O u r r e s u lt s s h o w e d 14 g e n e s t h a t

d if f e r e d i n b a s a l e x p r e s s i o n . S i n c e t h e r e w a s o n l y a s m a l l s u b s e t o f g e n e s t h a t w e r e f o u n d

t o b e d if f e r e n t i a l ly e x p r e s s e d , t h is e f f e c t w a s m o s t l i k e ly n e g li g i b l e b u t s t i l l e s s e n t i a l t o

id e n t if y It w a s a ls o i m p o r t a n t t o d e m o n s t r a t e a CA R - s p e c if i c s i g n a t u r e in r e s p o n s e t o P B

a n d t h e l a r g e r o le t h a t CA R p l a y s i n m o d u l a t in g p hy s io l o g ic a l r e s p o n s e s .

I n i d e n t if y i n g t h e s e c h a n g e s i n g e n e e x p r e s s i o n , t h e s ig n if i c a n c e o f a t i m e - c o u r s e

w a s e m p h a s iz e d . P r e v io u s e x p e r i m e n t s m o s t o f t e n u s e d a s i n g l e t i m e -

p o i n t o r s o m e t i m e s
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t w o t i m e -

p o i n t s . T h e r e s p o n s e t o x e n o b i o t ic s i s a d y n a m ic o n e a n d o f t e n i n c l u d e s t r a n s i e n t

p r o c e s s e s
,
s o a s s a y i n g t r a n s c r i p t i o n a t a s i n g le t i m e -

p o i n t m a y n o t b e a n a c c u r a t e p o r t r a y a l

o f p h y s i o lo g i c a l c h a n g e s . T h e n e e d f o r m u lt i p le t i m e -

p o i n t s i s a ls o s i g n i f ic a n t f o r r is k

a s s e s s m e n t f o r g e n o m ic p r o f il i n g o f r e s p o n s e t o t o x ic a n t s . M a n y r e s e a r c h e r s h a v e t r ie d t o

i d e n t if y
"

f i n g e r p r in t s
"

o f g e n e e x p r e s s i o n a s a w a y t o c l a s s if y c h e m i c a ls w h ic h h a v e t h e

a b i l it y t o c a u s e c a n c e r t h r o u g h v a r io u s m e c h a n i s m s . O u r s t u d ie s i n d i c a t e t h a t t h i s m e t h o d

o f b i n n i n g c h e m i c a l s m a y n o t b e u s e f u l b e c a u s e a c o n v e r g e n c e o f p a t h w a y r e s p o n s e s a t

la t e r t im e - p o i n t s w a s n o t s e e n .

T h e s t u d y i s l i m it e d b y t h e f a c t t h a t P B a n d W Y - 1 4
,
6 4 3 m a y n o t a c t e x c l u s iv e ly

t h r o u g h t h e n u c l e a r r e c e p t o r s w e t a r g e t e d . F u r t h e r m o r e
,
t h e u s e o f a k n o c k o u t m o d e l m a y

n o t b e a t r u e b i o lo g i c a l m o d e l b e c a u s e o t h e r g e n e s m a y b e u p r e g u la t e d o r d o w n r e g u l a t e d

i n o r d e r t o c o m p e n s a t e f o r t h e a b s e n c e o f t h e t a r g e t g e n e s . T h i s b o d y o f w o r k c o u l d b e

i m p r o v e d by a d d i n g a n o t h e r t r e a t m e n t g r o u p f o r P P A R - a l p h a n u l l m ic e o n C 5 7 B L6 / J

b a c k g r o u n d a n d t r e a t e d w i t h c o n t r o l o r W Y - 1 4 6 4 3 a t t h e s a m e t i m e - p o i n t s . A d d it i o n o f t h i s

g r o u p w o u ld a l s o b e b e n e f i c i a l t o u n d e r s t a n d g e n e s t h a t d i f f e r e d i n b a s a l e x p r e s s io n o f

P P A R - a l p h a , a lt h o u g h a n a l y s i s o f P P A R - a lp h a n u ll o n a n m i c e o n a n S V 1 2 9 g e n e t i c

b a c k g r o u n d p r o d u c e d a s m a l l s e t o f g e n e s t h a t w e r e d if f e r e n t a t b a s a l l e v e l s (2 0 0 7 b ).

O u r p r e s e n t s t u d y p r o v id e s a s t a r t i n g p o i n t f o r f u t u r e w o r k . F i r s t
,
t h e t i m e - c o u r s e

d a t a m o d e l i s o f e m e r g i n g i m p o r t a n c e t o d e t e r m i n e b i o lo g i c a l c h a n g e s t h a t a r e t e m p o r a l ly

s ig n if i c a n t . T h e s t u d y d e s i g n m a y b e h e lp f u l i n i d e n t i fy i n g t r a n s i e n t c h a n g e s t h a t m a y h a v e

b io l o g ic a l s i g n if ic a n c e i n r e s p o n s e t o a t o x ic o lo g ic i n s u lt . T h is c o u l d e x t e n d t o a d d it i o n a l

t im e - p o i n t s ,
d o s e s

,
a n d c e l l t y p e s i n o r d e r t o e lu c i d a t e a c o m p r e h e n s iv e r e s p o n s e t o a
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s p e c if ic i n s u lt . T h e t im e - c o u r s e m i c r o a r r a y d a t a m a y a ls o b e u s e f u l i n i d e n t if y i n g

q u a n t it a t i v e s t r u c t u r e a c t iv it y r e la t i o n s h i p s (Q SA R ) b e t w e e n a c h e m ic a l a n d b io lo g ic a l

r e s p o n s e s o v e r t i m e . C u r r e n t ly ,
o n ly c h e m i c a l d e s c r i p t o r s a r e u s e d t o c r e a t e m o d e l s

,
b u t

t h e u s e o f b i o lo g i c a l d e s c r i p t o r s f r o m m i c r o a r r a y s t u d i e s m a y a ls o p r o v e u s e f u l i n c r e a t i n g a

m o r e p o w e r f u l a n d p r e d i c t i v e QSA R m o d e l t o d e t e r m in e t o x i c i t y . A d d it i o n a l ly ,
t h e N a t i o n a l

Ce n t e r f o r Co m p u t a t io n a l T o x i c o lo g y i s c u r r e n t ly u n d e r t a k i n g a
"

v i r t u a l liv e r
"

p r o j e c t w h i c h

w o u ld c r e a t e a c o m p le x c o m p u t e r m o d e l t o s i m u l a t e t h e a d v e r s e e f f e c t s o f t o x i c a n t s .

S p e c if i c s h o r t t e r m g o a ls o f t h e p r o j e c t a r e t o :
"

(a ) c u r a t e m e c h a n i s t ic k n o w l e d g e a b o u t

n o n -

g e n o t o x i c c a n c e r i n r o d e n t s a n d h u m a n s a n d t o f o r m a l ly d e s c r i b e t h e s p e c i e s

d if f e r e n c e s ; (b ) d e v e lo p i n it i a l d y n a m ic m o d e ls o f l it e r a t u r e - d e r iv e d N R - m e d i a t e d m o le c u l a r

in t e r a c t i o n n e t w o r k s
,
b e g in n i n g w it h x e n o b io t ic m e t a b o li s m ; a n d (c ) d e v e lo p a n i n it i a l

t is s u e l e v e l m o d e l o f t h e h e p a t i c lo b u le r e p r e s e n t i n g t h e k e y c e l l t y p e s
,
t h e i r i n t e r a c t i o n s

,

a n d t h e n u t r ie n t s a n d x e n o b io t ic g r a d ie n t d u e t o b lo o d f l o w
"

(h t t p : / / w w w . e p a g o v / c o m p t o x / v i r t u a l l iv e r / in d e x . h t m l ) . O v e r a ll , o u r w o r k a li g n s w i t h

t h e s e g o a l s a n d w o u l d a i d i n t h i s p r o j e c t d e s i g n . T h e s e d a t a m a y b e u s e f u l t o r e d u c e t h e

n u m b e r o f a n i m a l s u s e d i n s t u d i e s a n d c o u ld a c c u r a t e l y d e t e r m i n e r e s p o n s e s t o a d v e r s e

t o x i c a n t s w h i c h a r e n u m e r o u s i n t h e e n v i r o n m e n t .
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1 . A r a n d a , A , a n d P a s c u a l , A . (2 0 0 1 ). N u c l e a r h o r m o n e r e c e p t o r s a n d g e n e e x p r e s s i o n .

P h y s io l Re v . 8 1
,
1 2 6 9 - 1 3 0 4 .

2 . B e n it o
,
M .

,
P a r k e r

,
J .

,
D u , Q . , W u , J . , X i a n g , D . , P e r o u , C . M . , a n d iV I a r r o n , J . S . (2 0 0 4 ) .

A dj u s t m e n t o f s y s t e m a t i c m i c r o a r r a y d a t a b i a s e s . B i o in f o r m a t i c s . 2 0 ,
1 0 5 - 1 1 4 .

3 . Ch e u n g ,
H . H .

,
A r o r a

,
V .

,
a n d Ko r n e l u k

,
R . G . (2 0 0 6 ). A b n o r m a l it ie s o f c e l l s t r u c t u r e s i n

t u m o r s : a p o p t o s i s i n t u m o r s . EX S 2 0 1 - 2 2 1 .

4 . E c h c h g a d d a
,
I .

,
So n g ,

C . S .

,
O h

,
T .

,
A h m e d

,
M .

,
D e

,
L C

,
I
,
a n d Ch a t t e r j e e

,
B . (2 0 0 7 ) .

T h e x e n o b i o t i c - s e n s i n g n u c le a r r e c e p t o r s p r e g n a n e X r e c e p t o r
,
c o n s t it u t iv e

a n d r o s t a n e r e c e p t o r , a n d o r p h a n n u c le a r r e c e p t o r h e p a t o c y t e n u c le a r f a c t o r 4 a lp h a in

t h e r e g u l a t i o n o f h u m a n s t e r o i d - / b i l e a c i d - s u l f o t r a n s f e r a s e . M o l E n d o c r i n o l . 2 1
,
2 0 9 9 -

2 1 1 1 .

5 . Fo r m a n
,
B . M

,
T z a m e l i

,
I

,
Ch o i

,
H . S

,
C h e n

,
J

,
S i m h a

,
D

,
S e o l

,
W .

,
E v a n s

,
R M .

,
a n d

M o o r e , D . D . (1 9 9 8 ) . A n d r o s t a n e m e t a b o l it e s b i n d t o a n d d e a c t iv a t e t h e n u c le a r

r e c e p t o r CA R - b e t a . N a t u r e 3 9 5 , 6 1 2 - 6 1 5 .

6 . G o n z a le z
,
F . J . (2 0 0 5 ) . R o l e o f c y t o c h r o m e s P 4 5 0 i n c h e m i c a l t o x ic it y a n d o x i d a t i v e

s t r e s s : s t u d ie s w it h CY P 2 E 1 . M u t a t . R e s 5 6 9
,
1 0 1 - 1 1 0 .

7 . G o n z a le z
,
F . J .

, a n d S h a h
,
Y . M . (2 0 0 8 ). P P A Ra l p h a : M e c h a n is m o f s p e c ie s d i f f e r e n c e s

a n d h e p a t o c a r c i n o g e n e s i s o f p e r o x i s o m e p r o lif e r a t o r s . T o x i c o lo g y 2 4 6
,
2 - 8 .

8 G r o n e m e y e r , H . , G u s t a f s s o n , J . A . , a n d L a u d e t , V . (2 0 0 4 ) . P r i n c i p le s f o r m o d u la t io n o f

t h e n u c le a r r e c e p t o r s u p e r f a m i ly . N a t . R e v D r u g D is c o v . 3
,
9 5 0 - 9 6 4 .

9 . H o n k a k o s k i , P . , a n d N e g i s h i , M . (1 9 9 8 ) . P r o t e i n s e r i n e / t h r e o n i n e p h o s p h a t a s e

i n h i b it o r s s u p p r e s s p h e n o b a r b it a l- i n d u c e d Cy p 2 b l 0 g e n e t r a n s c r i p t io n in m o u s e

p r i m a r y h e p a t o c y t e s . B i o c h e m J 3 3 0 ( Pt 2 ), 8 8 9 - 8 9 5 .

1 0 . I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r Re s e a r c h o n C a n c e r . So m e T h y r o t r o p i c A g e n t s . (7 9 ), 1 6 1 .

2 0 0 1 . W o r l d H e a lt h O r g a n iz a t i o n lA RC M o n o g r E v a l Ca r c in o g R i s k s H u m .

Re f T y p e : S e r ia l (B o o k
,
M o n o g r a p h )
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1 1 . Ja c k s o n
,
J . P .

,
Fe r g u s o n

,
S . S .

,
M o o r e

,
R .

,
N e g is h i , M .

,
a n d G o ld s t e i n

,
J . A . (2 0 0 4 ). T h e

c o n s t i t u t i v e a c t iv e / a n d r o s t a n e r e c e p t o r r e g u la t e s p h e n y t o in i n d u c t i o n o f C y p 2 c 2 9 .

M o l P h a r m a c o l 6 5
,
1 3 9 7 - 1 4 0 4 .

1 2 . Ja c k s o n , J . P . , Fe r g u s o n , S . S . , N e g is h i , M . , a n d G o l d s t e i n , J . A . (2 0 0 6 ). P h e n y t o i n

i n d u c t i o n o f t h e c y p 2 c 3 7 g e n e i s m e d i a t e d b y t h e c o n s t it u t iv e a n d r o s t a n e r e c e p t o r .

D r u g M e t a b D i s p o s 3 4 , 2 0 0 3 - 2 0 10 .

1 3 . Ka k iz a k i , S .

,
K a r a m i

,
S .

,
a n d N e g is h i, M . (2 0 0 2 ) . R e t i n o ic a c i d s r e p r e s s c o n s t i t u t iv e

a c t i v e r e c e p t o r - m e d i a t e d i n d u c t io n b y l , 4 - b is [2 - (3 ,
5 - d ic h lo r o p y r id y lo x y ) ] b e n z e n e o f

t h e CY P 2 B 1 0 g e n e i n m o u s e p r im a r y h e p a t o c y t e s . D r u g M e t a b D i s p o s 3 0
,
2 0 8 - 2 1 1 .

1 4 . K a w a m o t o
,
T

,
S u e y o s h i , T ,

Z e i k o
,
I.

,
M o o r e

,
R .

,
W a s h b u r n , K . , a n d N e g is h i , M . (1 9 9 9 ) .

P h e n o b a r b it a l - r e s p o n s iv e n u c le a r t r a n s lo c a t i o n o f t h e r e c e p t o r CA R i n i n d u c t i o n o f t h e

CY P 2 B g e n e . M o l. C e l l B i o l . 1 9
,
6 3 18 - 6 3 2 2 .

1 5 . K o ik e
,
C

,
M o o r e

,
R . , a n d N e g is h i , M . (2 0 0 5 ) . L o c a l iz a t i o n o f t h e n u c l e a r r e c e p t o r CA R

a t t h e c e l l m e m b r a n e o f m o u s e li v e r . F E B S L e t t 5 7 9
,
6 7 3 3 - 6 7 3 6 .

1 6 . L e e k , J . T . , M o n s e n , E . , D a b n e y ,
A . R .

,
a n d S t o r e y ,

J . D . (2 0 0 6 ) . E D G E : e x t r a c t io n a n d

a n a ly s is o f d i f f e r e n t i a l g e n e e x p r e s s io n . B io i n f o r m a t ic s 2 2 , 5 0 7 - 5 0 8 .

1 7 . L e v i n e , S . L . , a n d P e r d e w
,
G . H . (2 0 0 1 ). A r y l h y d r o c a r b o n r e c e p t o r (A h R)/ A h R n u c l e a r

t r a n s l o c a t o r (A R N T ) a c t iv it y is u n a lt e r e d b y p h o s p h o r y la t io n o f a

p e r io d ic it y / A R NT / s i n g l e - m i n d e d (PA S )- r e g io n s e r in e r e s id u e . M o l P h a r m a c o l 5 9
,
5 5 7 -

5 6 6 .

1 8 . M a g li c h , J . M . , P a r k s ,
D . J . , M o o r e , L. B . , C o l l i n s , J . L , G o o d w i n , B , B i l li n , A . N , St o lt z , C

A .

,
K l ie w e r

,
S A .

,
L a m b e r t

,
M . H .

,
W i l ls o n

,
T . M .

, a n d M o o r e
,
J T . (2 0 0 3 ) . Id e n t if i c a t i o n

o f a n o v e l h u m a n c o n s t it u t iv e a n d r o s t a n e r e c e p t o r (CA R) a g o n is t a n d it s u s e i n t h e

i d e n t if ic a t i o n o f CA R t a r g e t g e n e s . J B i o l Ch e m 2 7 8 , 1 7 2 7 7 - 1 7 2 8 3 .

1 9 . M a g li c h , J . M . , St o lt z , C M . , G o o d w i n , B . , H a w k in s - B r o w n
,
D . , M o o r e , J . T . , a n d

K l i e w e r
,
S . A . (2 0 0 2 ). N u c l e a r p r e g n a n e x r e c e p t o r a n d c o n s t it u t i v e a n d r o s t a n e

r e c e p t o r r e g u l a t e o v e r la p p i n g b u t d is t in c t s e t s o f g e n e s i n v o lv e d i n x e n o b i o t ic

d e t o x if i c a t i o n . M o l e c u l a r P h a r m a c o l o g y 6 2
,
6 3 8 - 6 4 6 .

2 0 . M o r i m u r a , K . , C h e u n g , C , W a r d , J . M . , R e d d y , J . K . , a n d G o n z a l e z , F . J . (2 0 0 6 ).

D if f e r e n t i a l s u s c e p t i b il it y o f m i c e h u m a n i z e d f o r p e r o x i s o m e p r o l if e r a t o r - a c t iv a t e d

r e c e p t o r {a l p h a } t o W y
- 1 4

,
6 4 3 - in d u c e d li v e r t u m o r ig e n e s is . C a r c i n o g e n e s is .

2 1 . N u c l e a r Re c e p t o r s N o m e n c la t u r e C o m m it t e e (1 9 9 9 ) . A u n if ie d n o m e n c l a t u r e s y s t e m

f o r t h e n u c le a r r e c e p t o r s u p e r f a m i ly C e l l 9 7
,
1 6 1 - 1 6 3 .

2 2 . O v e r i n g t o n , J . P . , A l L a z i k a n i , B . , a n d H o p k i n s , A . L . (2 0 0 6 ) . H o w m a n y d r u g t a r g e t s a r e

t h e r e ? N a t R e v D r u g D is c o v . 5
,
9 9 3 - 9 9 6 .

3 9
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2 3 . P a lm e r , C . N . ,
H s u ,

M . H .

, G r if f i n
,
K . J .

,
R a u c y ,

J . L
, a n d Jo h n s o n

,
E . F . (1 9 9 8 ) .

P e r o x i s o m e p r o li f e r a t o r a c t i v a t e d r e c e p t o r - a l p h a e x p r e s s io n i n h u m a n l iv e r .

IVl o l . P h a r m a c o l 5 3
,
1 4 - 2 2 .

2 4 . P e t e r s , J . M . , C a t t le y , R . C , a n d G o n z a l e z , F . J . (1 9 9 7 ) . R o le o f P PA R a lp h a in t h e

m e c h a n i s m o f a c t i o n o f t h e n o n g e n o t o x i c c a r c i n o g e n a n d p e r o x is o m e p r o li f e r a t o r W y -

1 4
,
6 4 3 . C a r c i n o g e n e s i s 1 8 , 2 0 2 9 - 2 0 3 3 .

2 5 . R e d d y ,
J K .

,
R a o

,
M . S .

,
A z a r n o f f

,
D . L .

,
a n d S e l l

,
S . (1 9 7 9 ) . M it o g e n i c a n d c a r c i n o g e n ic

e f f e c t s o f a h y p o l i p id e m ic p e r o x i s o m e p r o li f e r a t o r
, [4 - c h l o r o - 6 - ( 2 ,

3 - x y li d in o )- 2 -

p y r i m id i n y lt h io j a c e t i c a c id (W y
- 1 4

,
6 4 3 ), i n r a t a n d m o u s e li v e r . Ca n c e r R e s e a r c h 3 9

,

1 5 2 - 1 6 1 .

2 6 S a d l e r
,
K . C

,
K r a h n

,
K . N .

,
G a u r

,
N . A .

,
a n d U k o m a d u

,
C . (2 0 0 7 ) L iv e r g r o w t h i n t h e

e m b r y o a n d d u r i n g li v e r r e g e n e r a t io n i n z e b r a f is h r e q u i r e s t h e c e l l c y c le r e g u la t o r ,

u h r f l . P r o c . N a t l . A c a d Sc i U . S . A 1 0 4
,
1 5 7 0 - 1 5 7 5 .

2 7 . S u e y o s h i, T . , M o o r e , R . , S u g a t a n i , J . , M a t s u m u r a
,
Y .

,
a n d N e g i s h i , M . (2 0 0 8 ) .

P P P 1 R 1 6A , t h e m e m b r a n e s u b u n it o f p r o t e in p h o s p h a t a s e I b e t a , s ig n a ls n u c l e a r

t r a n s l o c a t i o n o f t h e n u c l e a r r e c e p t o r c o n s t i t u t iv e a c t i v e / a n d r o s t a n e r e c e p t o r . M o l

P h a r m a c o l 7 3
,
1 1 13 - 1 1 2 1 .

2 8 . T i e n , E . S . , a n d N e g i s h i , M . (2 0 0 6 ) . N u c le a r r e c e p t o r s CA R a n d P X R i n t h e r e g u la t i o n o f

h e p a t i c m e t a b o l is m . X e n o b i o t i c a 3 6
,
1 1 5 2 - 1 1 6 3 .

2 9 . T i m s it
,
Y . E .

, a n d N e g is h i , M (20 0 7 ) CA R a n d PX R : t h e x e n o b io t i c - s e n s i n g r e c e p t o r s

St e r o i d s 7 2 , 2 3 1 - 2 4 6 .

3 0 . T u s h e r
,
V . G .

,
T i b s h i r a n i

,
R

,
a n d C h u

,
G . (2 0 0 1 ) . S ig n if ic a n c e a n a ly s is o f m i c r o a r r a y s

a p p li e d t o t h e i o n iz i n g r a d i a t io n r e s p o n s e P r o c N a t l . A c a d . Sc i . U . S . A 9 8
,
5 1 1 6 - 5 1 2 1 .

3 1 . T z a m e l i , I .

,
P i s s io s

,
P .

,
Sc h u e t z

,
E . G .

,
a n d M o o r e

,
D . D . (2 0 0 0 ). T h e x e n o b io t ic

c o m p o u n d l , 4 - b is [ 2 - (3 , 5 - d i c h lo r o p y r i d y lo x y )] b e n z e n e is a n a g o n i s t lig a n d f o r t h e

n u c le a r r e c e p t o r CA R . M o l. C e ll B i o l. 2 0
,
2 9 5 1 - 2 9 5 8 .

3 2 . U e d a
,
A .

,
H a m a d e h

,
H . K .

,
W e b b

,
H . K .

,
Y a m a m o t o

,
Y .

,
S u e y o s h i

,
T .

,
A f s h a r i

,
C . A .

,

Le h m a n n
,
J . M .

,
a n d N e g i s h i , M . (2 0 0 2 ) . D iv e r s e r o l e s o f t h e n u c l e a r o r p h a n r e c e p t o r

CA R i n r e g u la t i n g h e p a t ic g e n e s i n r e s p o n s e t o p h e n o b a r b it a l . M o l e c u la r

P h a r m a c o lo g y 6 1 , 1 - 6 .

3 3 . U r q u h a r t ,
B . L .

,
T i r o n a , R G . , a n d K i m , R . B . (2 0 0 7 ). N u c l e a r r e c e p t o r s a n d t h e

r e g u la t i o n o f d r u g - m e t a b o li z i n g e n z y m e s a n d d r u g t r a n s p o r t e r s : i m p l i c a t io n s f o r

i n t e r i n d i v i d u a l v a r ia b il it y i n r e s p o n s e t o d r u g s . J C li n P h a r m a c o l 4 7 , 5 6 6 - 5 7 8 .

4 0
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34 . W e i
,
P .

,
Z h a n g ,

J .

,
Eg a n - H a f le y ,

M .

,
L i a n g ,

S .

,
a n d IV I o o r e

,
D . D . (2 0 0 0 ). T h e n u c le a r

r e c e p t o r CA R m e d ia t e s s p e c i f i c x e n o b i o t i c i n d u c t io n o f d r u g m e t a b o li s m . N a t u r e 4 0 7
,

9 2 0 - 9 2 3 .

3 5 .
W o o d s

,
C . G .

,
H e u v e l

,
J . P .

, a n d Ru s y n ,
I . (2 0 0 7 a ) . G e n o m i c p r o f i l i n g i n n u c le a r

r e c e p t o r - m e d i a t e d t o x i c it y T o x ic o l P a t h o l 3 5 , 4 7 4 - 4 9 4 .

3 6 . Wo o d s
,
C . G .

,
K o s y k ,

O . , B r a d f o r d
,
B . U .

,
R o s s

,
P . K .

,
B u r n s

,
A . M .

,
C u n n in g h a m ,

M . L .

,

Q u , P . , I b r a h i m , J . G .

, a n d R u s y n , I . (2 0 0 7 b ). T i m e c o u r s e in v e s t i g a t i o n o f P PA Ra l p h a -

a n d K u p f f e r c e l l - d e p e n d e n t e f f e c t s o f WY - 14 , 6 4 3 i n m o u s e li v e r u s i n g m i c r o a r r a y g e n e

e x p r e s s i o n T o x i c o l A p p I P h a r m a c o l 2 2 5 ,
2 6 7 - 2 7 7

3 7 . Y a m a m o t o
,
Y .

,
M o o r e

,
R .

,
G o l d s w o r t h y ,

T . L
,
N e g is h i , M .

,
a n d M a r o n p o t ,

R . R . (2 0 0 4 ) .

T h e o r p h a n n u c le a r r e c e p t o r c o n s t it u t iv e a c t iv e / a n d r o s t a n e r e c e p t o r is e s s e n t ia l f o r

l iv e r t u m o r p r o m o t i o n b y p h e n o b a r b it a l i n m ic e . C a n c e r Re s 6 4 , 7 1 9 7 - 7 2 0 0 .

3 8 . Y o s h i n a r i
,
K .

,
K o b a y a s h i

,
K .

,
M o o r e

,
R .

,
K a w a m o t o

,
T .

,
a n d N e g i s h i , M . (2 0 0 3 ) .

I d e n t if i c a t io n o f t h e n u c le a r r e c e p t o r CA R : H SP9 0 c o m p l e x i n m o u s e li v e r a n d

r e c r u it m e n t o f p r o t e i n p h o s p h a t a s e 2 A i n r e s p o n s e t o p h e n o b a r b it a l . F E B S Le t t 5 4 8 ,

1 7 - 2 0 .

3 9 . Ze e b e r g ,
B . R .

, Q i n ,
H .

,
N a r a s i m h a n

,
S .

,
S u n s h i n e

,
M .

,
C a o

,
H .

,
K a n e

,
D . W .

,
R e i m e r s ,

M .

,
St e p h e n s ,

R . M .

,
B r y a n t , D . , B u r t , S . K . , E I n e k a v e , E . , H a r i , D M .

,
W y n n

,
T . A . ,

C u n n i n g h a m - Ru n d l e s
, C , St e w a r t , D . M . , N e ls o n , D . , a n d W e i n s t e i n , J . N . (2 0 0 5 ).

H ig h -

T h r o u g h p u t G o M in e r
,
a n

'

i n d u s t r i a l- s t r e n g t h
'

i n t e g r a t iv e g e n e o n t o lo g y t o o l fo r

i n t e r p r e t a t io n o f m u lt i p le - m ic r o a r r a y e x p e r i m e n t s ,
w it h a p p l i c a t io n t o s t u d ie s o f

Co m m o n V a r i a b le Im m u n e D e f i c i e n c y (CV ID ) BM C . B i o in f o r m a t i c s 6
,
1 6 8 .

4 0 . Z e ik o ,
I .

,
a n d N e g i s h i , M . (2 0 0 0 ) . P h e n o b a r b it a l - e l ic it e d a c t iv a t io n o f n u c le a r r e c e p t o r

CA R i n i n d u c t i o n o f c y t o c h r o m e P4 5 0 g e n e s . B io c h e m B i o p h y s . R e s Co m m u n . 2 7 7
,
1 - 6 .

4 1 . Z h a n g ,
Z .

,
B u r c h ,

P . E .

, C o o n e y , A . J . , L a n z
,
R . B .

,
P e r e i r a

,
F . A .

,
W u

,
J .

,
G i b bs

,
R . A . ,

W e i n s t o c k , G . , a n d W h e e le r
,
D . A . (2 0 0 4 ) . G e n o m ic a n a l y s i s o f t h e n u c l e a r r e c e p t o r

f a m i ly : n e w i n s ig h t s i n t o s t r u c t u r e , r e g u la t i o n , a n d e v o lu t io n f r o m t h e r a t g e n o m e .

G e n o m e Re s 1 4
,
5 8 0 - 5 9 0 .

4 1
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