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T H E S I S A B S T R A C T

Ju l i a E l i z a b e t h R a g e r

A S y s t e m s B i o l o g y A p p r o a c h t o I n v e s t i g a t e H u m a n L u n g C e l l R e s p o n s e t o A i r P o l l u t a n t s

(U n d e r t h e d i r e c t i o n o f D r . R e b e c c a C . F r y )

E x p o s u r e t o a i r p o l l u t i o n i s a s s o c i a t e d w it h m a n y s e r i o u s d i s e a s e s
,
s u c h a s a s t h m a , c h r o n i c

b r o n c h i t i s , d e c r e a s e d l u n g f u n c t i o n , c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e , a n d l u n g c a n c e r
. C o n s e q u e n t ly ,

a i r

p o l lu t i o n i s c u r r e n t ly c o n t r i b u t i n g t o s i g n i f i c a n t i n c r e a s e s in m o r b i d i t y a n d m o r t a l it y w o r l dw i d e

D e s p it e t h e s e a d v e r s e h e a lt h e f f e c t s , t h e c e l lu l a r m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g a ir p o l lu t a n t
- i n du c e d

d i s e a s e r e m a i n l a r g e l y u n k n o w n I n t h i s s t u d y w e s e t o u t t o i n v e s t i g a t e t h e g e n o m e - w i d e

r e s p o n s e s o f l u n g c e l l s e x p o s e d t o m u lt i p l e a i r p o l l u t a n t e x p o s u r e c o n d i t i o n s . We fi r s t e m p l o y a

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

p o l lu t a n t m i x t u r e s p r e s e n t i n u r b a n a tm o s p h e r e s . S p e c i fi c a l l y , g e n o m i c r e s p o n s e s a r e e v a l u a t e d

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

a i r p o l l u t a n t s .
T h e s e r e s p o n s e s a r e t h e n c o m p a r e d t o t h o s e m o d u l a t e d u p o n e x p o s u r e t o

p h o t o c h e m i c a l ly a lt e r e d p o l lu t a n t m i x t u r e s
,
c o n t a i n i n g s e c o n d a r y p o l l u t a n t s T h e r e s u lt s

d e m o n s t r a t e t h a t s e c o n d a r y p o l lu t a n t m ix t u r e s p r o d u c e d f r o m p r i m a r y p o l l u t a n t s r e a c t in g u n d e r

s u n l i gh t i n it i a t e a r o b u s t g e n o m i c r e s p o n s e in l u n g c e l l s
,
f a r g r e a t e r t h a n p r i m a r y p o l l u t a n t s

A ft e r i d e n t i f y in g t h i s t r e n d
,
w e f o c u s a m o r e d e t a i l e d a n a l y s i s o n p o t e n t i a l m e c h a n i s m s

u n d e r l y in g l u n g c e l l r e s p o n s e t o in d i v i d u a l s e c o n d a r y p o l lu t a n t s . H e r e , w e e v a l u a t e g l o b a l

m ic r o R N A e x p r e s s i o n m o d ifi c a t i o n s w it h i n lu n g c e l l s e x p o s e d t o f o r m a l d e h y d e ,
a s e c o n d a r y

p o l l u t a n t f o u n d i n b o t h i n d o o r a n d o u t d o o r a i r p o l lu t i o n O u r a n a l y s i s r e v e a l s t h a t f o r m a l d e h y d e

i n d u c e s s i g n i fi c a n t c h a n g e s i n m i c r o R N A l e v e l s
,
w h i c h m a y i n t u r n ,

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

w it h i n fl a m m a t i o n a n d c a n c e r . T o g e t h e r
,
t h e s e i n v e s t i g a t i o n s r e v e a l n o v e l m e c h a n i s m s

p o t e n t i a l ly u n d e r l y in g a ir p o l l u t a n t
- i n d u c e d d i s e a s e .
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A C K N O WL E D G E M E N T S

I w o u l d fi r s t l i k e t o t h a n k m y a d v i s o r
,
D r . R e b e c c a C . F r y ,

f o r w e l c o m i n g m e i n t o h e r r e s e a r c h

g r o u p a t U N C . I g r e a t l y a p p r e c i a t e h e r a b i l i t y t o g u i d e h e r s t u d e n t s , a s s h e p r o v i d e s h e l p w h e n

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

t o h e r f o r a l l o w in g m e t o b e c o m e i n v o l v e d i n m u l t i p l e p r o j e c t s a s I ' m t r y in g t o le a r n a s m u c h a s

p o s s i b l e i n t h e g e n e t i c s r e s e a r c h fi e l d N o t o n ly h a s s h e a c t e d a s a g r e a t m e n t o r
,
b u t s h e '

s g iv e n

m e c o n fi d e n c e in m y s e l f , s u c h t h a t I c a n a c h i e v e a n y g o a l s 1 s e t , h o w e v e r c o n s t a n t l y c h a n g i n g
t h e y s e e m t o b e . I w i l l f o r e v e r b e g r a t e f u l f o r h e r m a k i n g m y g r a d u a t e e x p e r i e n c e a t U N C f u n

,

g r a t i f y in g , a n d m e a n in g f u l

I w o u l d a l s o l i k e t o t h a n k o u r R e s e a r c h S p e c i a l i s t a n d L a b M a n a g e r ,
L i s a Sm e e s t e r , w h o

d e d i c a t e d m u c h o f h e r t i m e t o h e l p i n g m e p l a n e x p e r i m e n t s a n d l e a r n v a l u a b l e la b o r a t o r y
t e c h n i q u e s M o s t i m p o r t a n t ly ,

h o w e v e r
,
s h e h a s p r o v i d e d m e w i t h f r i e n d s h i p a n d d a i ly

e n t e r t a i n m e n t f o r t h e p a s t t w o y e a r s .

I w o u l d l ik e t o g i v e s p e c i a l r e c o g n it i o n t o U N C
'

s O n e A t m o s p h e r e r e s e a r c h t e a m
,
w h o h e l p e d

m e i m m e n s e ly w it h t h e a i r e x p o s u r e s .
I n p a r t i c u l a r , K im de B r u ij n e a n d Se t h E b e r s v i l l e r de v o t e d

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

a s s e s sm e n t . D r . K e n n e t h G . S e x t o n t a u g h t m e a b o u t a i r c h e m i s t r y i n t h e r e s e a r c h s e t t i n g ,
a n d a t

t h e s a m e t i m e
,
s e r v e d a s a v a l u a b l e m e n t o r T h i s i s a u n i q u e t e a m o f g e n e r o u s a n d t h o u g h t f u l

p e o p l e ,
a n d I f e e l l u c ky t o h a v e b e e n a s m a l l p a r t o f i t .

I w o u l d a l s o l i k e t o t h a n k m y c o m m i t t e e m em b e r s . D r . D a v i d L e i t h
,
D r . I l o n a Ja sp e r s ,

D r .

K e n n e t h G . S e x t o n
,
a n d D r . W i l l i a m V i z u e t e

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

r e s e a r c h p r o j e c t a n d t h e s i s .

L a st l y , I w o u l d l i k e t o t h a n k m y p a r e n t s
,
B r e n t a n d D i a n e R a g e r , w h o h a v e be e n e x t r e m e l y

s u p p o r t i v e o f m e t h r o u g h o u t t h e y e a r s . T h e ir g u i d a n c e h a s m a d e m e t h e p e r s o n I a m t o d a y ,
a n d I

w o u l d l i k e t o t h a n k t h e m f o r a l l o w i n g m e t o g r o w
- u p i n a n e n v ir o n m e n t t h a t p r o v i d e d m e w i t h

l i m i t l e s s g o a l s a n d p o s s i b i l i t i e s
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T A B L E O F C O N T E N T S

T H E S I S I N T R O D U C T I O N 1

Th e s is O r g a n iz a t i o n 1

C H A P T E R ! 3

A B S T R A C T 3

1 . 1 I N T R O D U C T I O N 4

1 .
1 1 To x i c o g e n o m i c A n a ly s e s of A i r P o l l u t i o n H e a l t h Eff e c t s 4

1 .
1 2 A ir P o l l u t i o n C h e m i s tr y 5

1 . 1 3 S t u dy O bj e c t i v e s 5

1 . 2 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S 5

1 . 2 1 G e n e r a t i o n of P o l l u t a n t M ix t u r e s 5

1 2 2 C e l l C u l t u r e 6

1 2 3 E x p o s u r e t o P o l l u t a n t M i x t u r e s 6

1 2 4 C h e m ic a l A n a ly s i s o f A t m o s p h e r i c Mi x t u r e s 7

1 2 . 5 A n a ly s is o f C y t o t o x i c i ty 7

1 . 2 6 M i c r o a r r a y P r o c e s s i n g 8

1 2 7 M i c r o a r r a y A n a ly s i s 8

1 2 8 E n r i c h e d B i o l o g i c a l F u n c t i o n s a n d N e t w o r k A n a ly s is 9

1 2 9 T r a n s c r ip t io n F a c t o r B in d i n g S i t e A n a ly s is 9

1 2 1 0 I nf l a m m a t o r y Cy t o k i n e R e l e a s e 9

1 2 1 1 Qu a n t i t a t i v e R T - P C R V e r if i c a t i o n o f m RNA E x p r e s s io n 9

1 . 3 R E S U L T S 10

1 3 1 C h e m ic a l A n a ly s i s o f E x p o s u r e C o n d i t i o n s 10

1 . 3 2 C y t o t o x i c i ty Me a s u r e m e n t s 1 1

1 3 3 G e n e E x p r e s s i o n A n a ly s is 1 2

1 3 4 N e t w o r k A n a ly s is a n d B i o l o g ic a l F u n c t io n s 1 3

1 3 5 P r e d i c t e d T r a n s c r ip t i o n F a c t o r s 1 6

1 3 . 6 I n f l a m m a t o r y Cy t o k i n e I L - 8 R e l e a s e 1 7

1 3 7 V a l i d a t i o n of E x p r e s s i o n C h a n g e s t h r o u g h qR T - P C R 18

i i i
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1 . 3 . 8 C o n s e r v a t i o n o f G e n e s Mo d ifi e d fr o m A i r T o x i c s E x p o s u r e s 1 8

1 . 4 D I SC U SS I O N 2 0

1 . 5 C O N C L U S I O N 2 3

C H A P T E R 2 2 5

A B S T R A C T 2 5

2 . 1 I N T R O D U C T I O N 2 6

2 1 1 F o r m a l de hy de E x p o s u r e S o u r c e s 2 6

2 1 2 F o r m a l d e h y d e D o s i m e t r y 2 6

2 1 3 G e n e - T r a n s c r ip t R e g u l a t io n t h r o u g h m iR N A s 2 7

2 1 4 S t u d y O bj e c t i v e s 2 8

2
.
2 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S 2 8

2 2 1 C e l l C u l t u r e 2 8

2 2 2 F o r m a l d e h y d e T r e a tm e n t 2 8

2 2 3 Cy t o t o x i c i ty A n a ly s is 2 9

2 2 4 M i c r o a r r a y P r o c e s s i n g 2 9

2 2 5 M i c r o a r r a y A n a ly s i s 3 0

2 2 6 E n r i c h e d B io l o g i c a l F u n c t i o n s a n d N e t w o r k A n a ly s i s 3 0

2 2 7 Qu a n t i t a t i v e R T - P C R V e r ifi c a t i o n o f m iR NA E x p r e s s i o n 3 1

2 2 8 I n t e r l e u k i n - 8 Me a s u r e m e n t 3 1

2 . 3 R E SU L T S 3 2

2 3 1 F o r m a l d e hy d e E x p o s u r e M o d u l a t e s m i RNA s i n H u m a n L u n g C e l l s 3 2

2 3 2 M i c r o RN A E x p r e s s i o n C h a n g e s a r e Va l i d a t e d t h r o u g h q R T - P C R 3 3

2 3 3 m iR N A T a r g e t s a r e I n t e g r a t e d i n t o B i o l o g i c a l N e t w o r k s 3 5

2 3 4 C o n s e r v a t i o n o f P r e d i c t e d a n d O b s e r v e d m RNA T a r g e t s 3 7

2 3 5 I n f l a m m a t o r y Cy t o k i n e I L - 8 is R e l e a s e d i n R e sp o n s e t o F o r m a ld e h y d e 3 8

2 . 4 D I S C U S S I O N 3 9

2 . 5 C O N C L U S I O N S 4 2

3 T H E S I S C O N C L U S I O N 4 3

I V
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L I S T O F T A B L E S

T a b l e 1 : 1 4 o v e r l a p p i n g g e n e s w it h s i g n i f i c a n t l y (p - v a lu e < 0 . 0 5 , q - v a l u e < 0 . 0 5 ) m o d i f i e d

e x p r e s s i o n l e v e l s u p o n e x p o s u r e t o p r i m a r y p o l lu t a n t s a n d p h o t o c h e m i c a l l y a lt e r e d (PC A )

p o l lu t a n t m i x t u r e s 1 3

T a b l e 2 : T r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p r e d i c t e d t o r e g u l a t e g e n e s m o d i f i e d b y e x p o s u r e t o p r i m a r y

p o l lu t a n t s a n d g e n e s m o d i fi e d b y e x p o s u r e t o p h o t o c h e m i c a l ly a l t e r e d p o l l u t a n t m ix t u r e s . 1 7

T a b l e 3 : B i o l o g i c a l f u n c t i o n s s i g n i fi c a n t ly a s s o c i a t e d w i t h a l l p r e d i c t e d t a r g e t s e t s o f m iR - 3 3
,

m iR - 3 3 0
,
m i R - 1 8 1a ,

a n d m i R - l Ob 3 7

V I
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L I S T O F F I G U R E S

F i g u r e 1 : Ch e m ic a l c o m p o n e n t a n a ly s i s o f e x p o s u r e c o n d i t i o n s 1 1

F i g u r e 2 : L e v e l s o f l a c t a t e d e h y dr o g e n a s e (L D H ) 11

F i g u r e 3 : H e a t m a p s h o w i n g t h e a v e r a g e g e n e e x p r e s s i o n f o l d c h a n g e s a c r o s s 7 14 t o t a l g e n e s

m o d u l a t e d b y p r i m a r y a n d / o r P C A p o l l u t a n t m ix t u r e e x p o s u r e s 12

F i g u r e 4 : M o l e c u l a r n e t w o r k s m o d u l a t e d b y e x p o s u r e t o a ir p o l l u t i o n 1 5

F i g u r e 5 : B i o l o g ic a l f u n c t i o n s s i g n ifi c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h p r i m a r y a n d P C A p o l l u t a n t

e x p o s u r e 1 6

F i g u r e 6 : L e v e l s o f i n t e r k e u k i n - 8 (I L - 8 ) r e l e a s e 1 7

F i g u r e 7 : Q u a n t it a t iv e r e a l - t i m e P C R r e s u l t s 1 8

F i g u r e 8 : M o l e c u l a r n e t w o r k m o d u l a t e d b y e x p o s u r e t o c i g a r e t t e s m o k e a n d p h o t o c h e m i c a l l y

a l t e r e d (P C A ) a i r p o l l u t a n t s 19

F i g u r e 9 : H e a t m a p o f 8 9 f o r m a l d e h y d e - m o d u l a t e d m i R N A s 33

F i g u r e 1 0 : C o m p a r i s o n o f M i c r o a r r a y a n d q R T - P C R R e s u lt s 3 4

F i g u r e 1 1 : M o s t s i g n i fi c a n t m o l e c u l a r n e t w o r k s o f m o d u la t e d m i R N A s a f f e c t e d b y

f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e 3 6

F i g u r e 1 2 : I n t e r l e u k in - 8 le v e l s i n f o r m a l d e h y d e
- t r e a t e d s a m p l e s c o m p a r e d t o u n t r e a t e d s a m p l e s

3 8

v n
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L I S T O F A D D I T I O N A L F I L E S

A d d it i o n a l F i l e 1 : V o l a t i l e o r g a n i c c o m p o u n d s d e t e c t e d t h r o u g h g a s c h r o m a t o g r a p hy

t h r o u g h o u t t h e e x p e r i m e n t d a y 5 2

A d d it i o n a l F i l e 2 : G e n e s id e n t i f i e d a s s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d d u e t o p r i m a r y o r

p h o t o c h e m i c a l l y a l t e r e d (P C A ) p o l l u t a n t e x p o s u r e 5 3

A d d i t i o n a l F i l e 3 : N e t w o r k s a n d p r o t e i n s w it h i n n e t w o r k s c o n s t r u c t e d u s i n g g e n e s a n d r e l a t e d

g e n e p r o d u c t s a s s o c i a t e d w i t h e x p o s u r e t o (A ) p r im a r y o r (B ) p h o t o c h e m i c a l l y a l t e r e d

(PC A ) p o l l u t a n t m i x t u r e s 7 0

A d d it i o n a l F i l e 4 : T r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p r e d i c t e d t o r e g u l a t e g e n e s m o d i f i e d b y e x p o s u r e t o (A )
p r i m a r y p o l lu t a n t s a n d (B ) p h o t o c h e m ic a l l y a l t e r e d (PC A ) p o l l u t a n t m i x t u r e s 7 2

A d d it i o n a l F i l e 5 : G e n e s c o m m o n l y d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d u p o n e x p o s u r e t o p h o t o c h e m i c a l l y

a lt e r e d (P C A ) p o l lu t a n t s a n d c i g a r e t t e s m o k e (C S ) 7 9

A d d i t i o n a l F i l e 6 : m iR N A s s i g n i f i c a n t l y (p - v a l u e < 0 . 0 0 5
,
F D R < 0 . 0 0 5 ) c h a n g e d > 1 . 5 - f o l d

d u e t o f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e 8 1

A d d i t i o n a l F i l e 7 : P r e d i c t e d m i R N A t a r g e t s f o r m i R - 3 3 ,
m i R - 3 3 0

,
m i R - 1 8 1 a

,
a n d m iR - l Ob . . . 8 3

A d d i t i o n a l F i l e 8 : 4 0 n e t w o r k s s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w it h t h e p r e d i c t e d t a r g e t s o f m i R - 3 3 ,

m i R - 3 3 0 , m i R - 1 8 1 a , a n d m i R - l Ob 9 6

A d d i t i o n a l F i l e 9 : C a n o n i c a l p a t h w a y s i n v o lv i n g a t l e a s t t h r e e m o l e c u l e s p r e s e n t i n t o p

n e t w o r k s s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w it h p r e d i c t e d t a r g e t s o f m i R - 3 3
,
m i R - 3 3 0

,
m i R - 1 8 1 a

,
a n d

m i R - l Ob 10 0

A d d i t i o n a l F i l e 1 0 : B i o l o g i c a l f u n c t i o n s s i g n i f i c a n t l y (p - v a l u e < 0 . 0 0 5 ) a s s o c i a t e d w it h

p r e d i c t e d m i R N A t a r g e t s o f m i R - 3 3 , m i R - 3 3 0 ,
m i R - 18 1 a , a n d m iR - l Ob 10 3

A d d it i o n a l F i l e 1 1 : B i o l o g i c a l f u n c t i o n s s i g n ifi c a n t l y (p - v a l u e < 0 . 0 0 5 ) a s s o c i a t e d w i t h

f o r m a l d e hy d e - r e s p o n s i v e g e n e s
,
a s i d e n t i fi e d t h r o u g h p a t h w a y a n a l y s i s o f t h e L i e t . a l .

(2 0 0 7 ) g e n o m i c d a t a b a s e 1 07

V l l l
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T H E S I S I N T R O D U C T I O N

T o x i c o l o g y s t u d i e s a n a ly z i n g t h e h e a l t h e f f e c t s o f a ir p o l l u t a n t e x p o s u r e a r e b e c o m i n g

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

b e t w e e n a i r p o l l u t i o n e x p o s u r e a n d a d v e r s e h e a lt h e f f e c t s a r e r a p i d l y g r o w in g (B r u n e k r e e f a n d

H o lg a t e ,
2 0 0 2 ; B u r n e t t e r a / .

,
2 0 0 1 ; C o h e n e ? a / ,

2 0 0 5 ; G o t s c h i e ? a / ,
2 0 0 8 ) . So m e a i r

p o l l u t i o n h e a l t h e f f e c t s m a y o c c u r o v e r t im e d u e t o c h r o n ic e x p o s u r e
,
a s w i t h c h r o n ic br o n c h i t i s

a n d l u n g c a n c e r (B r u n e k r e e f a n d H o l g a t e ,
2 0 0 2 ; N y b e r g e t a l

,
2 0 0 0 ) . O t h e r h e a lt h e f f e c t s o c c u r

m o r e a b r u p t ly ,
a s w i t h i n c r e a s e d h o sp it a l a d m i s s i o n s

,
a c u t e r e s p i r a t o r y s y m p t o m s

,

c a r d i o v a s c u l a r e v e n t s
,
a n d d e c r e a s e d l u n g f u n c t i o n (B r u n e k r e e f e ^ a l

,
1 9 9 5 ; D a b e t a l , 19 9 6 a ) .

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

d i s e a s e r e m a i n l a r g e l y u n k n o w n .

O u r s t u d y s e t o u t t o i n v e s t i g a t e l u n g c e l l r e s p o n s e s t o m u l t i p l e a ir p o l l u t a n t e x p o s u r e c o n d it i o n s

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

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

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

d i s e a s e s , p a r t i c u l a r l y i n r e s p o n s e t o m u lt i p l e c o m p o n e n t s o f a ir p o l lu t i o n p r e s e n t i n u r b a n

a tm o s p h e r e s .

T h e s i s O r g a n i z a t i o n

T h i s r e p o r t i s o r g a n iz e d i n t o t w o c h a p t e r s . C h a p t e r O n e e v a l u a t e s t he g e n o m e - w i d e r e sp o n s e o f

h u m a n l u n g c e l l s e x p o s e d t o g a s e o u s p o l lu t a n t m i x t u r e s f o u n d i n u r b a n a tm o s p h e r e s .

S p e c i fi c a l l y ,
c e l l u l a r r e s p o n s e

,
a t t h e g e n e - t r a n s c r i p t l e v e l

,
is e v a l u a t e d b y i d e n t i f y in g g e n e s a n d

m o le c u l a r p a t hw a y s m o d u l a t e d u p o n e x p o s u r e t o f r e s h l y e m i t t e d a i r p o l lu t a n t s . T h e s e r e s p o n s e

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

p h o t o c h e m i c a l ly a l t e r e d p o l l u t a n t m i x t u r e s , c o n t a i n i n g s e c o n d a r y p o l l u t a n t s . T h i s s t u d y r e v e a l s

t h a t s e c o n d a r y p o l lu t a n t s p r o d u c e d f r o m p r i m a r y p o l lu t a n t s i r r a d i a t i n g t h r o u g h o u t t h e d a y c a u s e

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

1
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f o c u s o n t h e p o t e n t i a l m e c h a n is m s u n d e r l y in g l u n g c e l l r e s p o n s e f r o m e x p o s u r e t o i n d i v i d u a l

s e c o n d a r y p o l l u t a n t s .

A s d e t a i l e d in C h a p t e r T w o
,
w e f o c u s o u r a n a l y s i s o n f o r m a l d e h y d e ,

a s e c o n d a r y p o l l u t a n t f o u n d

in b o t h i n d o o r a n d o u t d o o r a ir p o l l u t io n H e r e
,
w e i n v e s t i g a t e h u m a n l u n g c e l l r e s p o n s e t o

f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e b y m e a s u r i n g m i c r o R N A e x p r e s s io n p r o fi le s a c r o s s t h e g e n o m e . W e

r e v e a l t h a t f o r m a l d e h y d e in d u c e s s i g n i fi c a n t c h a n g e s in m i c r o R N A e x p r e s s io n p a t t e r n s
,
w h i c h

m a y i n t u r n
,
r e g u l a t e g e n e s a s s o c i a t e d w it h i n fl a m m a t i o n a n d c a n c e r . T h e s e t w o c h a p t e r s ,

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

- in d u c e d d i s e a s e .
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C H A P T E R 1

A T o x i c o g e n o m i c C o m p a r i s o n o f P r im a r y a n d P h o t o c h e m i c a l l y A l t e r e d A i r

P o l l u t a n t s i n H u m a n L u n g C e l l s

A B S T R A C T

B a c k g r o u n d : O u t d o o r a i r p o l l u t i o n c o n t r i b u t e s s i g n i f i c a n t ly t o g l o b a l i n c r e a s e s i n m o r t a l i t y ,

p a r t i c u l a r l y w it h in u r ba n e n v i r o n m e n t s . S t u d i e s h a v e i n v e s t ig a t e d c e l l u l a r r e s p o n s e s i n l u n g c e l l s

c a u s e d b y s i n g le p o l lu t a n t s ,
s u c h a s i n d i v id u a l g a s e s o r p a r t i c u l a t e m a t t e r . T he r e i s

,
h o w e v e r ,

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

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

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

m o l e c u l a r p a t hw a y s .

O b j e c t i v e s : W e s e t o u t t o c o m p a r e a n d c o n t r a s t t h e c e l l u l a r r e s p o n s e s o f l u n g c e l l s e x p o s e d t o

p r i m a r y p o l l u t a n t s r e l a t i v e t o p h o t o c h e m i c a l l y a l t e r e d (PC A ) p o l l u t a n t m i x t u r e s f o u n d i n u r b a n

a tm o s p h e r e s . W e h y p o t h e s i z e d t h a t l u n g c e l l s e x p o s e d t o P C A p o l l u t a n t s w i l l s h o w i n c r e a s e d

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

M e t h o d s : H u m a n l u n g e p it h e l i a l c e l l s w e r e e x p o s e d t o e it h e r p r i m a r y o r P C A m i x t u r e s .

T r a n s c r i p t i o n c h a n g e s w e r e a s s e s s e d u s i n g m i c r o a r r a y s a n d c o n fi r m e d u s i n g R T - P C R o n a

s u b s e t o f g e n e s .

R e s u l t s : T h e r e w a s a l a r g e d i f f e r e n c e i n c e l l r e s p o n s e w it h p r i m a r y a i r p o l l u t a n t s a lt e r i n g t h e

e x p r e s s i o n l e v e l s o f 1 9 g e n e s
,
w h i l e P C A p o l l u t a n t s a l t e r e d 7 0 9 g e n e s .

F u n c t i o n a l a n d m o l e c u l a r

a n a l y s e s o f t h e a l t e r e d g e n e s s h o w e d t h a t p o l lu t a n t e x p o s u r e m o d i fi e s t h e s i g n a l in g o f p a t hw a y s

a s s o c i a t e d w i t h c a n c e r a n d i n fl a m m a t i o n T o c o n fi r m t h e a l t e r e d i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e ,

i n t e r l e u k i n - 8 w e r e m e a s u r e d a t s i g n i fi c a n t l y i n c r e a s e d l e v e l s .

C o n c l u s i o n s : O u r s t u d y s h o w s f o r t h e fi r s t t i m e t h a t e x p o su r e t o P C A p o l lu t a n t s r e s u lt s in r o b u s t

g e n e e x p r e s s i o n c h a n g e s r e la t i v e t o p r i m a r y c o m p o n e n t s o f a ir p o l l u t i o n . T h e s e t r a n s c r i p t i o n

c h a n g e s m a y ,
i n p a r t , e x p la i n t h e h e a lt h e f f e c t s r e l a t e d t o a i r p o l l u t a n t e x p o s u r e .
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1 . 1 I N T R O D U C T I O N

O u t d o o r a i r p o l l u t i o n c o n t r i b u t e s s i g n i f i c a n t l y t o g l o b a l i n c r e a s e s in m o r b i d i t y a n d m o r t a l it y ,

p a r t ic u la r l y w i t h i n u r b a n e n v i r o n m e n t s (B u r n e t t e t a l
,
2 0 0 0 ; C a o e t a l

,
2 0 0 9 ) . S o m e a ir

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

a n d l u n g c a n c e r (B r u n e k r e e f a n d H o l g a t e ,
2 0 02 ; N y b e r g , e t a l , 2 0 0 0 ) . O t h e r h e a lt h e f f e c t s o c c u r

m o r e a b r u p t ly ,
a s w i t h i n c r e a s e d h o sp it a l a d m i s s i o n s

,
a c u t e r e s p i r a t o r y s y m p t o m s ,

c a r d io v a s c u l a r e v e n t s
,
a n d d e c r e a s e d l u n g f u n c t i o n (B r u n e k r e e f e t a l

,
1 9 9 5 ; D a b e t a l

,
1 9 9 6b ) .

D e s p i t e t h e s e a d v e r s e h e a lt h o u t c o m e s
,
t h e u n d e r l y i n g m o l e c u l a r m e c h a n i s m s a s s o c i a t i n g a i r

p o l l u t a n t m i x t u r e s w i t h d i s e a s e r e m a i n l a r g e l y u n k n o w n .

1 . 1 . 1 T o x i c o g e n o m i c A n a ly s e s of A i r P o l l u t i o n H e a l t h E f f e c t s

T o x i c o g e n o m i c a n a l y s e s c a n i n c r e a s e o u r u n d e r s t a n d i n g o f t h e m o l e c u la r m e c h a n i s m s t h a t

a s s o c ia t e e x p o s u r e t o a ir p o l l u t i o n w it h d i s e a s e .
Sp e c i fi c a l l y , t r a n s c r i p t i o n a l s t u d ie s c a n b e u s e d

t o a s s e s s a lt e r a t i o n s i n m R N A l e v e l s p r o v id i n g i n f o r m a t i o n o n t h e g e n e s a n d r e g u l a t o r y

p a t h w a y s t h a t a r e m o d i fi e d t h r o u g h e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s (M c H a l e e t a l
,
2 0 10 ) .

K n o w l e d g e

o f s i g n a l in g p a t hw a y s a lt e r e d b y a ir p o l lu t io n m i x t u r e s i s c u r r e n t l y l i m it e d
,
w it h p r i m a r i l y

e x p o s u r e s t o d i e s e l e x h a u s t a n d p a r t i c u l a t e m a t t e r m i x t u r e s s t u d ie d . F o r e x a m p l e ,
e x p o s u r e t o

d i e s e l e x h a u s t a n d / o r p a r t i c u l a t e m a t t e r a l t e r s t h e s i g n a l i n g o f c y c l o o x y g e n a s e - 2 {C O X - 2 ) ,

i n t e r le u k i n - 6 (I L - 6 ) ,
i n t e r l e u k i n - 8 {I L - 8 ) ,

a n d t u m o r n e c r o s i s f a c t o r (TN F ) a s w e l l a s s i g n a l

t r a n s d u c e r a n d a c t i v a t o r o f t r a n s c r i p t i o n 3 ( S T A T S ) (B e c k e r e t a l , 2 0 0 5 ; C a o e t a l , 2 0 0 7 ) .

I n d iv i du a l g a s -

p h a s e p o l l u t a n t e x p o s u r e s h a v e a l s o b e e n s t u d i e d . F o r e x a m p l e ,
e x p o s u r e t o o z o n e

o r s u l f u r d i o x i d e r e s u l t s i n t h e a l t e r e d s i g n a l i n g o f c y t o k in e s ,
s u c h a s I L - 6 a n d I L - 8

, a s w e l l a s

a c t iv a t o r p r o t e i n
- 1 (A P - 1 ) a n d n u c l e a r f a c t o r k a p p a b e t a (N F k B ) (D a m e r a e t a l

,
2 0 0 9 ; Ja sp e r s e t

a l
,
19 9 7 ; T h o m p s o n e t a l

,
2 0 09 ) . H o w e v e r , s t u d i e s e v a l u a t i n g r e s p o n s e s t o g a s e o u s p o l l u t a n t

m i x t u r e s a r e l im it e d . F u r t h e r m o r e
,
t o o u r k n o w l e d g e ,

n o s t u d i e s h a v e e v a l u a t e d t h e g e n o m e - w i d e

t r a n s c r ip t io n a l r e s p o n s e o f l u n g s c e l l s e x p o s e d t o g a s e o u s p r i m a r y e m i t t e d p o l l u t a n t m i x t u r e s

r e l a t i v e t o p h o t o c h e m i c a l ly a lt e r e d (P C A ) a i r m i x t u r e s
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1 . 1 . 2 A i r P o l l u t i o n C h e m i s t r y

I n o r d e r t o l in k a i r p o l l u t i o n e x p o s u r e t o h e a l t h o u t c o m e s
,
it i s i m p o r t a n t t o a c c u r a t e l y

c h a r a c t e r i z e e x p o s u r e c o n d i t i o n s b y u n d e r s t a n d i n g a ir p o l lu t i o n c h e m i s t r y . W it h i n u r b a n a i r

e n v i r o n m e n t s , p r i m a r y p o l lu t a n t s e m i t t e d in t o t h e a tm o sp h e r e u n d e r g o p h o t o c h e m ic a l r e a c t io n s

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

p r i m a r y p o l l u t a n t s e m it t e d a r e n i t r o g e n o x i d e s (N O
x ) a n d v o l a t i l e o r g a n i c c o m p o u n d s (V O C s ) .

T h e s e p r i m a r y p o l l u t a n t s t h e n p h o t o c h e m i c a l l y r e a c t d u r i n g d a y l i g h t t o g e n e r a t e s e c o n d a r y

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

(E P A ,
2 00 6 ) .

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

c r e a t e d a n e n v i r o n m e n t w h e r e a l m o s t 1 7 5 3 m i l l i o n (5 8% ) A m e r i c a n s c u r r e n t l y l i v e i n a r e a s w i t h

u n h e a l t h y l e v e l s o f p o l l u t i o n (A L A
,
2 0 10 ) .

1 . 1 . 3 S t u d y O bj e c t i v e s
I n t h i s s t u d y ,

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

g a s e o u s m i x t u r e s t h a t m im i c u r b a n a tm o s p h e r i c c o n d it i o n s . S p e c i fi c a l l y ,
w e a n a l y z e t h e

t r a n s c r ip t o m i c r e s p o n s e o f l u n g c e l l s e x p o s e d t o c o mm o n a i r p o l l u t a n t s r e a c t i n g ph o t o c h e m i c a l l y

w it h s u n l i g h t . T h r o u g h t h e u s e o f a n e n v ir o n m e n t a l i r r a d i a t i o n c h a m b e r , w e c o m p a r e g e n e

e x p r e s s i o n p a t t e r n s a n d in f la m m a t o r y r e s p o n s e s i n c e ll s e x p o s e d t o p r im a r y p o l l u t a n t s w i t h c e l l s

e x p o s e d t o P C A p o l l u t a n t m i x t u r e s .

1 . 2 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

1 . 2 . 1 G e n e r a t i o n o f P o l l u t a n t M ix t u r e s

T h e U n i v e r s it y o f N o r t h C a r o l in a
'

s e n v ir o n m e n t a l ir r a d i a t i o n c h a m b e r ( 1 2 0 m v o lu m e ) w a s

u s e d t o p r e p a r e a i r e x p o s u r e c o n d it i o n s O u t d o o r e n v i r o n m e n t a l i r r a d i a t i o n c h a m b e r s a r e

p h o t o c h e m i c a l r e a c t o r s t h a t u t i l iz e n a t u r a l s u n l i g h t t o i n i t i a t e t h e n a t u r a l p h o t o c h e m i c a l

t r a n s f o r m a t i o n c h e m i s t r y o f a i r p o l l u t a n t s (J e f f r i e s e t a l , 1 9 76 ; J e f f r i e s , 1 9 9 5 ; S e x t o n e t a l ,

2 0 0 4 ; Y u e t a l ,
19 9 7 ) . S y n t h e t i c U r b a n M i x

,
a v o l a t i l e o r g a n ic c a r b o n (V O C ) m i x t u r e

,
w a s u s e d

a s t h e s t a r t i n g m a t e r ia l f o r t h e t e s t a t m o s p h e r e . T h i s m i x t u r e c o n t a i n s 5 5 d i f f e r e n t h y dr o c a r b o n s
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a t s p e c i f i c r a t i o s r e p r e s e n t in g c li e m ic a l s p r e s e n t in u r b a n a tm o s p h e r e s (J e f f r ie s a n d S e x t o n ,

1 9 9 5 ) . O n t h e m o r n i n g o f t h e e x p o s u r e d a y , t h e v o la t i l e o r g a n i c s o f S y n t h e t ic U r b a n M i x w e r e

d r a w n f r o m a g a s c y l i n d e r in t o t h e e n v i r o n m e n t a l i r r a d i a t i o n c h a m b e r , w h i l e a l i q u i d m ix t u r e

c o n t a in i n g t h e l e s s v o l a t i l e o r g a n i c s w a s i n j e c t e d i n t o t h e c h a m b e r . I n a d d i t io n
, o x i d e s o f

n i t r o g e n (N O
x ) w e r e d r a w n f r o m a g a s c y l i n d e r (A ir G a s N a t i o n a l W e l d e r s ,

M o r r i s v i l l e
,
N C ) i n t o

t h e c h a m b e r t o e s t a b l i s h a t e s t a t m o s p h e r e c o n t a i n i n g 2 p p m C S y n t h e t i c U r b a n M ix a n d 0 2 p p m

N O x . T h i s t e s t a t m o s p h e r e r e m a i n e d i n s id e t h e e n v ir o n m e n t a l i r r a d i a t i o n c h a m b e r t h r o u g h o u t t h e

d a y w h e r e s u n l i g h t i n du c e d p h o t o c h e m i c a l r e a c t i o n s b e t w e e n t h e m ix t u r e
'

s c o m p o u n d s , a n d

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

1 . 2 . 2 C e l l C u l t u r e

H u m a n A 54 9 t y p e I I l u n g e p i t he l i a l c e l l s ,
d e r iv e d f r o m a h u m a n l u n g a d e n o c a r c i n o m a

,
w e r e

c u lt u r e d a c c o r d i n g t o s t a n d a r d p r o t o c o l (A T C C ) .
C e l l s w e r e g r o w n in g r o w t h m e d i a c o n t a i n i n g

F - 1 2 K p l u s 1 0 % F B S p lu s 1% p e n i c i l l i n a n d s t r e p t o m y c i n . C e l l s w e r e p l a t e d o n t o 2 4 m m

d i a m e t e r c o l l a ge n - c o a t e d m e m b r a n e s w i t h 0 . 4 |x m p o r e s (T r a n s - C L R ; C o s t a r
,
C a m br id g e ,

M A ) .

U p o n c o n f lu e n c e ,
c e l l s w e r e c u lt u r e d i n p h e n o l r e d - f r e e F - 1 2K n u t r i e n t m i x t u r e w i t h o u t F B S .

I m m e d i a t e ly p r i o r t o e x p o s u r e
,
a p i c a l m e d i a w a s r e m o v e d i n o r d e r t o c r e a t e d i r e c t a i r - l i q u i d

in t e r f a c e c u lt u r e c o n d i t i o n s T h e m e d i a b e n e a t h e a c h m e m b r a n e r e m a i n e d t o s u p p ly n o u r i s h m e n t

f o r c e l l s t h r o u g h o u t t h e e x p o s u r e .

1 . 2 . 3 E x p o s u r e t o P o l l u t a n t M ix t u r e s

A c o u p l e d c h a m b e r - / « v i t r o e x p o s u r e s y s t e m w a s u s e d f o r t h i s s t u d y (S e x t o n
,
e t a l

,
2 0 04 ) .

S a m p le l i n e s d i r e c t ly l in k e d t h e e n v i r o n m e n t a l i r r a d i a t i o n c h a m b e r
'

s m i x t u r e t o a c e l l u l a r

e x p o s u r e c h a m b e r (B i l l u p s
- R o t h e n b e r g ,

M o d u l a r I n c u b a t o r C h a m b e r ,
D e l M a r

,
C A ) ,

w h e r e a i r

e x p o s u r e s w e r e c o n t i n u o u s l y d r a w n t h r o u g h a t 1 . 0 L /m i n . T h e c e l l u l a r e x p o s u r e c h a m b e r w a s

p o s i t i o n e d w i t h in a n i n c u b a t o r (s e t a t 3 7
°

C ) ,
w h e r e C O 2 w a s a d d e d t o t h e e x p o s u r e s o u r c e

s t r e a m a t 0 . 0 5 L / m i n a n d a s m a l l w a t e r d i s h p r o v i d e d p r o p e r h u m i d i fi c a t i o n

T h e fi r s t e x p o s u r e w a s i n t h e m o r n i n g ,
r e p r e s e n t in g t h e p r im a r y p o l lu t a n t m i x t u r e e x p o s u r e .

L u n g c e l l s w e r e e x p o s e d f o r f o u r h o u r s , w h i l e m o c k - t r e a t e d c o n t r o l c e l l s w e r e e x p o s e d t o

h u m i d i fi e d a i r u n de r s i m i l a r c o n d i t i o n s . T h e s e c o n d e x p o s u r e w a s in t h e e v e n i n g ,
r e p r e s e n t i n g
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t h e P C A p o l l u t a n t m i x t u r e ,
w h i c h c o n t a i n e d p r im a r y p o l l u t a n t s a n d s e c o n da r y p r o du c t s o f

i r r a d i a t i o n c h e m i s t r y . F o r t h i s t r e a t m e n t , p r e p a r e d l u n g c e l l s w e r e e x p o s e d f o r f o u r h o u r s
,
w h i le

a n o t h e r s e t o f m o c k - t r e a t e d c o n t r o l c e l l s w e r e e x p o s e d t o h u m i d i f i e d a ir . F o r e a c h e x p o s u r e

p e r io d , f o u r e x p o s e d s a m p l e w e l l s a n d f o u r u n e x p o s e d s a m p l e w e l l s w e r e u s e d
,
r e s u l t i n g in a

t o t a l o f 1 6 t o t a l s a m p l e s . C e l l s w e r e i n c u b a t e d f o r n i n e h o u r s a ft e r e a c h r e s p e c t i v e e x p o s u r e

p e r io d . C e l l s w e r e t h e n s c r a p e d a n d s t o r e d a t - 8 0
°

C in T R I z o l ® R e a g e n t ( I n v i t r o g e n L i f e

T e c h n o l o g i e s ) , a n d b a s o la t e r a l s u p e m a t a n t s w e r e a s p ir a t e d a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C .

1 . 2 . 4 C h e m i c a l A n a ly s i s o f A t m o s p h e r i c Mi x t u r e s

G a s m e a s u r e m e n t m e t h o d s w e r e u s e d t o a s s e s s t h e c h e m i c a l c o n s t it u e n t s w i t h i n t h e c h a m b e r

du r i n g t h e e x p e r i m e n t V o l a t i l e o r g a n i c h y d r o c a r b o n le v e l s w e r e m e a s u r e d fi v e t im e s du r i n g t h e

e x p e r im e n t u s i n g a V a r i a n S T A R 34 0 0 c a p i l l a r y g a s c h r o m a t o g r a p h
- f l a m e i o n iz a t i o n d e t e c t i o n

w i t h a V a r ia n S a t u r n 2 0 0 0 i o n t r a p m a s s s p e c t r o m e t e r . O z o n e w a s m e a s u r e d e v e r y m i n u t e u s i n g

a n E PA e q u i v a l e n t m e t h o d (E QO A - 0 19 3 - 0 9 1 ) b a s e d o n c h e m i lu m in e s c e n c e w i t h a T e l e d y n e

M o n i t o r L a b s M o d e l 9 8 1 1 m o n it o r (E n g le w o o d
,
C O ) . N O a n d N O 2 l e v e l s w e r e m e a s u r e d e v e r y

m i n u t e u s i n g a n E PA s t a n d a r d r e f e r e n c e m e t h o d (R F N A - 1 29 2 - 0 9 0 ) b a s e d o n

c h e m i l u m i n e s c e n c e w i t h a T e l e dy n e M o n it o r L a b s M o d e l 9 84 1
.
F o r m a l d e h y d e c o n c e n t r a t i o n s

w e r e m e a s u r e d c o n t i n u o u s ly u s in g a D a s g u p t a
- d i f f u s i o n - t u b e s a m p l e r (D a s g u p t a e t a l ,

1 9 8 8 ) .

P e r o x y a c e t y l n it r a t e l e v e l s w e r e m e a s u r e d e v e r y 3 0 m i n u t e s u s i n g a V a r i a n C P - 3 80 0 g a s

c h r o m a t o g r a p h .

1 . 2 . 5 A n a ly s i s of Cy t o t o x i c i ty

T o m e a s u r e c y t o t o x i c it y , t h e e n z y m e l a c t a t e d e h y d r o g e n a s e (L D H ) w a s m e a s u r e d w i t h i n t h e

s u p e r n a t a n t o f e a c h s a m p l e L D H l e v e l s w e r e a s s e s s e d u s i n g a c o u p l e d e n z y m a t i c a s s a y ,

a c c o r d i n g t o t h e s u p p l i e r
'

s i n s t r u c t i o n s (C l o n t e c h L a bo r a t o r i e s , I n c .

,
M o u n t a i n V ie w

,
C A ) . F o r

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

t r ip l ic a t e f o r a t o t a l o f 2 4 m e a s u r e m e n t s . S c a n n e d a b s o r b a n c e r e a d in g o u t l i e r s w e r e i d e n t ifi e d

t h r o u g h t h e G r u b b s
'

t e st w h e r e o u t l i e r s w e r e i d e n t i fi e d a s t h o s e w i t h le s s t h a n a 5% p r o b a b i l i t y

o f o c c u r r i n g a s a n o u t l i e r b y c h a n c e a l o n e
,
r e l a t i v e t o a n o r m a l d i s t r i b u t i o n (G r u b b s

,
19 6 9 ) . F o l d

i n c r e a s e w a s c a l c u l a t e d a s \\ .u m e x p o s e d / I^ l d h u n e x p o se d ,
w h e r e |j r e p r e s e n t s t h e m e a n L D H l e v e l s .
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St a t is t i c a l s i g n i f i c a n c e o f t l i e e x p o s e d v e r s u s u n e x p o s e d L D H le v e l s w a s c a l c u l a t e d u s i n g a n

u n p a i r e d t - t e s t w i t h W e l c h
'

s c o r r e c t i o n ( W e l c h
,
1 9 3 8 ) .

1 . 2 . 6 Mi c r o a r r a y P r o c e s s i n g

T o t a l R N A w a s i s o l a t e d f r o m u n e x p o s e d c e l l s a n d c e l l s e x p o s e d t o e it h e r p r im a r y o r P C A a i r

p o l l u t a n t s u s i n g Q i a g e n
'

s R N e a s y ® K i t a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l (V a l e n c i a
,

C A ) . R N A w a s q u a n t i f i e d w i t h t h e N a n o D r o p
T "̂ 1 0 00 S p e c t r o p h o t o m e t e r (T h e r m o S c i e n t i f i c

,

W a lt h a m
,
M A ) a n d i t s i n t e g r i t y w a s v e r i f i e d w i t h a n A g i l e n t T e c hn o l o g i e s 2 10 0 B i o a n a l y z e r

(S a n t a C l a r a
,
C A ) . R N A w a s b i o t i n - l a b e l e d a c c o r d i n g t o t h e A f f y m e t r ix p r o t o c o l a n d h y b r id iz e d

t o A f f y m e t r i x G e n e C h i p ® H u m a n G e n e 1 . 0 S T a r r a y s ,
w h i c h p r o be f o r 2 8

,
8 6 9 g e n e s . S a m p l e s

w e r e a s s e s s e d i n b io l o g i c a l d u p l i c a t e f o r e a c h e x p o s u r e c o n d it i o n ; p r im a r y p o l l u t a n t e x p o s u r e

a n d t i m e - m a t c h e d u n e x p o s e d c o n t r o l , P C A p o l l u t a n t e x p o s u r e a n d t i m e - m a t c h e d u n e x p o s e d

c o n t r o l
,
f o r a t o t a l o f e ig h t m i c r o a r r a y s a m p l e s .

1 . 2 . 7 Mi c r o a r r a y A n a ly s i s

M i c r o a r r a y d a t a w e r e f i r s t n o r m a l i z e d u s i n g R o b u s t M u lt i - C h i p A v e r a g e (R M A ) ( I r i z a r r y e t a l ,

2 0 0 3 ) a n d fi l t e r e d f o r e x p r e s s i o n l e v e l s a b o v e b a c k g r o u n d n o i s e (> a b s [3 0 ]) w h i c h r e s u lt e d i n a

r e d u c t i o n o f p r o b e s e t s f r o m 2 8 , 8 6 9 t o 2 4 , 6 5 2 f o r p r i m a r y m i x t u r e c o n d it i o n s a n d 2 4
,
8 3 0 f o r

P C A m i x t u r e c o n d it i o n s . D if f e r e n t i a l g e n e e x p r e s s i o n w a s d e f i n e d a s a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n

m R N A le v e l s b e t w e e n e x p o s e d v e r s u s u n e x p o s e d s a m p le s ,
w h e r e t h e f o l l o w i n g t h r e e s t a t i s t i c a l

r e q u ir e m e n t s w e r e s e t : (1 ) f o ld c h a n g e o f > 1 . 5 o r < - 1 . 5 (e x p o s e d v e r s u s u n e x p o s e d) ; (2 ) p -

v a l u e < 0 . 0 5 (A N O V A ); a n d (3 ) a f a l s e d i s c o v e r y r a t e c o r r e c t e d q - v a l u e < 0 . 0 5 . A n a ly s i s o f

v a r i a n c e (A N O V A ) p - v a l u e s w e r e c a l c u l a t e d u s in g P a r t e k G e n o m i c s S u it e s o f t w a r e (S t

L o u i s
,
M O ) . T o c o n t r o l t he r a t e o f f a ls e p o s i t i v e s

, q - v a lu e s w e r e c a l c u l a t e d a s t h e m i n im u m

"

p o s i t i v e f a l s e d i s c o v e r y r a t e
"
t h a t c a n o c c u r w h e n i d e n t i f y in g s i g n i f i c a n t h y p o t h e s e s (St o r e y ,

2 0 03 ) . M i c r o a r r a y d a t a h a v e b e e n s u b m i t t e d t o N C B I
'

s G e n e E x p r e s s io n O m n i b u s (G E O )

r e p o s i t o r y (h t tp :/ /w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / g e o / ) a n d a r e a v a i l a b le u n d e r a c c e s s i o n n u m b e r

G SE 2 3 7 3 5 (E d g a r e t a l , 2 0 0 2 )
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1 . 2 . 8 E n r i c h e d B i o l o g i c a l F u n c t i o n s a n d N e t w o r k A n a ly s i s

B io l o g i c a l f u n c t i o n s a n d m o l e c u l a r n e t w o r k s a s s o c ia t e d w i t h a ir p o l l u t a n t e x p o s u r e w e r e

i de n t i f i e d u s i n g t h e I n g e n u i t y d a t a b a s e (I n g e n u i t y S y s t e m s
,
w w w . in g e n u i t y . c o m

,
R e d w o o d C it y ,

C A ) . T h e I n g e n u i t y d a t a b a s e p r o v i d e s a c o l le c t i o n o f g e n e t o p h e n o t y p e a s s o c i a t i o n s , m o l e c u la r

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

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

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

c o n n e c t i v i t y .
F u n c t i o n a l a n a ly s i s w a s c a r r ie d o u t t o i d e n t i f y b io l o g i c a l f u n c t i o n s a n d d i s e a s e

s i g n a t u r e s m o s t s i g n i fi c a n t l y a s s o c i a t e d w it h t h e d i f f e r e n t ia l l y e x p r e s s e d g e n e s . S t a t i st i c a l

s i g n ifi c a n c e o f e a c h b i o lo g i c a l f u n c t i o n o r d i s e a s e w a s c a l c u l a t e d u s in g a F i s c h e r
'

s e x a c t t e st .

F u n c t i o n s w i t h p
- v a lu e s < 3 . 0 x 1 0

"

w e r e e v a l u a t e d .

1 . 2 . 9 T r a n s c r ip t i o n F a c t o r B i n d i n g S i t e A n a ly s is

T r a n s c r i pt i o n f a c t o r b i n d i n g s i t e a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e E X PA N D E R S o f t w a r e
,

v e r s i o n 5 1 ( a c g t c s . t a u . a c . i l / e x p a n d e r / ) . F o r t h i s a n a l y s i s , A f f y m e t r i x p r o b e s e t s w e r e l i n k e d t o

s e q u e n c e d a t a i n r e g i o n s 1 , 0 0 0 b a s e p a ir s u p s t r e a m a n d 2 0 0 ba s e p a ir s d o w n s t r e a m o f t h e

t r a n s c r ip t i o n s t a r t s it e s T h e s e s e q u e n c e d a t a w e r e t h e n a n a ly z e d f o r s ig n i fi c a n t e n r i c h m e n t o f

t r a n s c r ip t i o n f a c t o r b i n d i n g s it e s e q u e n c e s . P - v a l u e s o f s i g n i f i c a n c e r e p r e s e n t t h e p r o b a b i l it y o f

o bt a i n i n g a n e q u a l o r g r e a t e r n u m b e r o f m a t c h e d b i n d i n g s i t e s e q u e n c e s u s i n g a r a n d o m l y d r a w n

s a m p l e o f t h e s a m e s i z e a s t h e i n p u t s e q u e n c e s e t .

1
. 2 . 1 0 I n f l a m m a t o r y Cy t o k i n e R e l e a s e

T h e p r o t e in le v e l s o f t h e i n fl a m m a t o r y c y t o k in e i n t e r le u k i n - 8 (I L - 8 ) w e r e m e a s u r e d u s i n g t h e

b a s o la t e r a l s u p e r n a t a n t s a m p le s A B D O p t E IA
™*

h u m a n I L - 8 e n z y m e - l i n k e d i m m u n o s o r b e n t

a s s a y (E L I S A ) w a s p e r f o r m e d a n d a n a ly z e d a c c o r d i n g t o t he m a n u fa c t u r e r s '

p r o t o c o l (B D

B io s c i e n c e s , S a n J o s e , C a l i f o r n ia ) . S c a n n e d a b s o r b a n c e r e a d i n g o u t l ie r s w e r e i d e n t i fi e d , a n d

s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e w a s c a l c u l a t e d u s i n g t h e s a m e m e t h o d a s t h e L D H a n a l y s i s . I L - 8 f o ld

i n c r e a s e w a s c a l c u l a t e d a s î i l - s e x p o s e d / M i l - 8 u n e x p o s e d ,
w he r e [i r e p r e s e n t s m e a n I L - 8 l e v e l s .

1 . 2 . 1 1 Qu a n t i t a t i v e R T - P C R V e r if i c a t i o n o f mR N A E x p r e s s i o n

E x p r e s s i o n l e v e l s o f s e l e c t e d g e n e s w e r e v a l i d a t e d u s in g q u a n t it a t iv e r e a l - t i m e P C R (qR T - P C R ) .

Qu a n t i T e c t P r i m e r A s s a y s f o r g l u t a m i n e - f r u c t o s e - 6 -

p h o s p h a t e t r a n s a m i n a s e 2 (G F P T 2 ) (C a t N o .
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QT 0 00 0 7 8 54 ) , 2
'

, 5
'

- o l i g o a d e n y l a t e s y n t h e t a s e 1 (O A S l ) (C a t N o . 0 0 0 9 9 13 4 ) ,
a n d A T P a s e

,
c l a s s

I , t y p e 8B
,
m e m b e r 1 (A TP 8B 1 ) (C a t N o . QT 0 0 0 3 80 9 4 ) w e r e u s e d w i t h t h e Q i a g e n Q u a n t i T e c t

S Y B R
®
G r e e n P C R k i t a n d R o c h e L i g h t c y c l e r 4 8 0 . F o ld c h a n g e s b e t w e e n e x p o s e d a n d

u n e x p o s e d s a m p l e s w e r e c a lc u l a t e d b a s e d o n c y c l e t i m e v a l u e s a n d n o rm a l i z e d a g a i n s t a p- a c t i n

h o u s e k e e p in g g e n e . S t a t i s t i c a l s ig n i f i c a n c e o f t h e e x p o s e d v e r s u s u n e x p o s e d t r a n s c r i p t le v e l s w a s

c a l c u l a t e d u s in g a n u n p a i r e d St u d e n t
'

s t - t e s t .

1 . 3 R E SU L T S

1 . 3 . 1 C h e m i c a l A n a ly s i s o f E x p o s u r e C o n d i t i o n s

H u m a n l u n g c e l l s w e r e e x p o s e d t o e i t h e r a p r i m a r y a i r p o l l u t a n t m ix t u r e o r a P C A a i r p o l l u t a n t

m ix t u r e ,
c o n t a i n i n g s e c o n d a r y c h e m i c a l p r o d u c t s ( s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . I n o r d e r t o a s s e s s

t h e g a s c o m p o s i t i o n t he c e l l s w e r e b e i n g e x p o s e d t o
,
m o r e t h a n 4 0 r e a c t iv e c h e m i c a l s p e c i e s

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

(s e e M a t e r ia l s a n d M e t h o d s ) . D u r i n g t h e e x p e r i m e n t a l r u n
,
o u t d o o r c o n d it i o n s w e r e c l o u d y u n t i l

a p p r o x i m a t e l y 12 : 0 0 p m , a n d t h e n c l o u d d e n s i t y de c r e a s e d a l l o w i n g p h o t o c h e m i c a l r e a c t i o n s t o

o c c u r m o s t ly i n t h e a ft e r n o o n . A v e r a g e n i t r o g e n d i o x i d e ( N O 2 ) , n i t r i c o x i d e (N O ),
a n d o z o n e

(O 3 ) c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e p r i m a r y p o l l u t a n t e x p o s u r e w e r e m e a s u r e d a t 0 . 2 1
,
0 . 1 4

,
a n d 0 02

p pm ,
r e s p e c t i v e l y (F i g 1A ) . A v e r a g e N O 2 ,

N O ,
a n d O 3 c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e P C A p o l l u t a n t

e x p o s u r e w e r e 0 . 12
,
0 . 0 1

,
a n d 0 . 1 4 p p m ,

r e s p e c t iv e l y (F i g u r e 1) . M o s t h y d r o c a r bo n l e v e l s

d e c r e a s e d t h r o u g h o u t t h e e x p o s u r e d a y (F i g u r e 1 ) ,
s u c h a s t h e a r o m a t i c c o m p o u n d ,

t o l u e n e

(A d d it i o n a l F i l e 1) M o r e s t a b l e h y d r o c a r b o n s , i n c l u d i n g n - h e x a n e a n d b e n z e n e
,
r e m a i n e d a t

s t a b l e l e v e l s a c r o s s t h e d a y (A d d it i o n a l F i l e 1) .
F o r m a l d e h y d e l e v e l s i n c r e a s e d t o 0 0 3 pp m b y

t h e e n d o f t h e a f t e r n o o n e x p o s u r e p e r i o d
,
w h i l e p e r o x y a c e t y l n it r a t e l e v e l s i n c r e a s e d t o 0 . 1 p pm

(F i g u r e 1) .

1 0
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QT 0 0 00 7 8 54 ) , 2
'

, 5
'
- o l i g o a d e n y l a t e s y n t h e t a s e 1 {O A S l ) (C a t N o . 0 0 0 99 134 ) ,

a n d A T P a s e , c l a s s

I
,
t y p e 8 B , m e m b e r 1 {A T P 8 B 1 ) (C a t N o . QT 0 00 3 8 09 4 ) w e r e u s e d w it h t h e Q i a g e n Qu a n t i T e c t

S Y B R
®
G r e e n P C R k i t a n d R o c h e L i g h t c y c l e r 4 8 0 . F o l d c h a n g e s b e t w e e n e x p o s e d a n d

u n e x p o s e d s a m p l e s w e r e c a l c u l a t e d b a s e d o n c y c l e t im e v a lu e s a n d n o r m a l i z e d a g a in s t a p- a c t in

h o u s e k e e p in g g e n e . S t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e o f t h e e x p o s e d v e r s u s u n e x p o s e d t r a n s c r i p t l e v e l s w a s

c a l c u l a t e d u s in g a n u n p a ir e d St u d e n t
'

s t - t e s t .

1 . 3 R E S U L T S

1 . 3 . 1 C h e m i c a l A n a ly s i s o f E x p o s u r e C o n d i t i o n s

H u m a n l u n g c e l l s w e r e e x p o s e d t o e it h e r a p r i m a r y a i r p o l l u t a n t m i x t u r e o r a P C A a i r p o l l u t a n t

m ix t u r e
,
c o n t a i n i n g s e c o n d a r y c h e m ic a l p r o d u c t s (s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . I n o r d e r t o a s s e s s

t h e g a s c o m p o s i t i o n t h e c e l l s w e r e b e i n g e x p o s e d t o
,
m o r e t h a n 4 0 r e a c t iv e c h e m i c a l s p e c i e s

c o n c e n t r a t i o n s w e r e m e a s u r e d w i t h in t h e e n v i r o n m e n t a l i r r a d i a t i o n c h a m be r t h r o u gh o u t t h e d a y

(s e e M a t e r ia l s a n d M e t h o d s ) . D u r i n g t h e e x p e r i m e n t a l r u n
,
o u t d o o r c o n d i t i o n s w e r e c l o u d y u n t il

a p p r o x i m a t e l y 1 2 :0 0 p m ,
a n d t h e n c l o u d d e n s it y d e c r e a s e d a l l o w i n g p h o t o c h e m i c a l r e a c t i o n s t o

o c c u r m o st l y i n t h e a ft e r n o o n . A v e r a g e n i t r o g e n d i o x i d e (N O 2 ) ,
n i t r i c o x i d e (N O ) ,

a n d o z o n e

(O 3) c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e p r im a r y p o l l u t a n t e x p o s u r e w e r e m e a s u r e d a t 0 . 2 1 , 0 . 1 4 , a n d 0 .
0 2

p p m ,
r e sp e c t i v e l y (F i g . 1A ) . A v e r a g e N O 2 ,

N O
,
a n d O 3 c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e PC A p o l l u t a n t

e x p o s u r e w e r e 0 . 12 ,
0

. 0 1, a n d 0 . 1 4 p p m ,
r e s p e c t i v e l y (F i g u r e 1) M o s t h y d r o c a r b o n l e v e l s

d e c r e a s e d t hr o u g h o u t t h e e x p o s u r e d a y (F i g u r e 1 ) , s u c h a s t h e a r o m a t i c c o m p o u n d
,
t o l u e n e

(A d d i t i o n a l F i l e 1 ) . M o r e st a b l e h y dr o c a r b o n s , i n c l u d i n g n - h e x a n e a n d b e n z e n e , r e m a i n e d a t

s t a b l e l e v e l s a c r o s s t h e d a y (A d d i t io n a l F i l e 1 ) . F o rm a l d e hy d e l e v e l s i n c r e a s e d t o 0 . 0 3 p p m by

t h e e n d o f t h e a f t e r n o o n e x p o s u r e p e r i o d , w h i le p e r o x y a c e t y l n i t r a t e l e v e l s in c r e a s e d t o 0 . 1 p pm

(F i g u r e 1) .

1 0
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Pr im a ry P o l l u t a n t s P CA Po l l u ta n ts

D O A M 1 0 : 0 0 A M 6 : 0 0 P M2 : 0 0 P M 4 : 0 0 P M

T im e o f D a y , ED T

U 0 4

A r o m a t i c s

2 : 0 0 P M 4 : 0 0 P M

Tim e o f D a y ,
ED T

F ig u r e 1 : C h e m i c a l c o m p o n e n t a n a ly s i s o f e x p o s u r e c o n d i t i o n s . F ig u r e (A ) s h o w s t h e c o n c e n t r a t i o n s f o r n i t r i c

o x i d e (N O ), n i t r o g e n d i o x id e (N O 2) , o z o n e (O 3 ) , f o r m a l d e h y de (H C H O ) , a n d p e r o x y a c e t y l n i t r a t e (P A N ) in p a r t s pe r

m i l l i o n (p p m ) E x p o s u r e p e r i o d s a r e s h a de d f o r th e p r im a r y a n d p ho t o c h e m ic a l l y a l t e r e d a i r p o l l u t a n t e x p o s u r e s

T he de c a y o f hy d r o c a r b o n s t h r o u g h o u t t h e d a y ,
i n p p m c a r b o n (pp m C ) i s s h o w n (B ) ,

w h e r e c he m i c a l s a r e g r o u p e d

a c c o r d i n g t o s p e c i e s E D T r e f e r s t o E a s t e r n S t a n d a r d T im e

1 , 3 . 2 Cy t o t o x i c i ty M e a s u r e m e n t s

A f t e r t h e e x p o s u r e s ,
l u n g c e l l s w e r e m e a s u r e d f o r c e l l u l a r l a c t a t e d e h y d r o g e n a s e (L D H ) r e l e a s e

(s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . I n v e s t i g a t i o n o f t h e e n z y m e L D H s h o w e d t h a t h u m a n l u n g c e l l s

e x p e r ie n c e m o r e c e l l de a t h a ft e r e x p o s u r e t o P C A p o l lu t a n t s ( f o ld in c r e a s e = 9 , p
- v a l u e < 0 . 0 0 1 )

t h a n t o p r i m a r y p o l lu t a n t s ( f o l d in c r e a s e = = L 6
, p

- v a l u e = 0 . 0 7 ) (F i g u r e 2 ) .

o

. - 6 -

- J w

C o n t r o l P ri m a ry P o l l u t a n t s C o n t ro l P C A P o l l u t a n t s

F i g u r e 2 : L e v e l s o f l a c t a t e d e h y d r o g e n a s e (L D H ) . L D H l e v e l s a r e

s ho w n f o r c e l l s e x po s e d to e i t h e r p r i m a r y o r p ho t o c h e m ic a l ly a l t e r e d

(P C A ) po l l u t a n t m i x t u r e s r e l a t i v e t o u n e x p o s e d (c o n t r o l ) c e l l s

R e s u l t s a r e d i s p l a y e d a s f o ld i n c r e a s e o v e r c o n t r o l + / - S E M T h e

s t a r s y m b o l ( * ) i n d i c a t e s s t a t i s t i c a l s i gn i f i c a n c e (p - v a l u e < 0 0 5)

1 1
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1 . 3 . 3 G e n e E x p r e s s i o n A n a ly s i s

H u m a n l u n g c e l l s w e r e e x p o s e d t o t w o d i f f e r e n t g a s e o u s c o n d it i o n s : p r i m a r y a i r p o l l u t a n t s in t h e

m o r n i n g , a n d PC A p o l l u t a n t s i n t h e a f t e r n o o n E a c h e x p o s u r e c o n d it i o n w a s p e r f o r m e d a l o n g s i d e

u n t r e a t e d , c o n t r o l s a m p l e s . A ft e r e x p o s u r e
,
m R N A w a s e x t r a c t e d a n d r e l a t i v e t r a n s c r i p t

a bu n d a n c e w a s a s s e s s e d u s i n g A f f y m e t r ix H u m a n G e n e 1 . 0 S T m i c r o a r r a y s ( s e e M a t e r i a l s a n d

M e t h o d s ) .

L u n g c e l l s e x p o s e d t o t h e p r i m a r y p o l l u t a n t m i x t u r e s h o w e d d i f f e r e n t ia l e x p r e s s i o n i n 1 9 g e n e s ,

1 5 o f w h i c h s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s a n d 4 o f w h i c h s h o w e d d e c r e a s e d le v e l s (F i g u r e

3
,
A dd it i o n a l F i le 2 ) .

T h e PC A p o l l u t a n t e x p o s u r e r e s u l t e d i n c h a n g e s i n t h e e x p r e s s io n l e v e l s o f

7 0 9 g e n e s . O f t h e s e ,
1 9 0 s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s a n d 5 19 s h o w e d d e c r e a s e d le v e l s

(F i g u r e 3
,
A d d i t i o n a l F i l e 2 ) .

A m o n g t h e s e t w o l i s t s
,
14 g e n e s w e r e i d e n t i f i e d a s s i g n i f i c a n t l y

d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n r e s p o n s e t o bo t h p o l l u t a n t m ix t u r e s (T a b le 1) . O f t h i s c o m m o n s e t
,
13

o u t o f t h e 1 4 o v e r l a p p i n g g e n e s h a d h ig h e r e x p r e s s i o n f o l d c h a n g e m a g n i t u d e s d u e t o P C A

p o l l u t a n t e x p o s u r e w h e n c o m p a r e d t o t h e p r i m a r y p o l l u t a n t e x p o s u r e .

P r i m a r y Po l l u t a n t s

F o l d Ch a n g e

PCA Po l l u t a n t s

F o l d Ch a n g e

! l + FC

F ig u r e 3 : H e a t m a p s h o w i n g t h e a v e r a g e g e n e

e x p r e s s i o n f o ld c h a n g e s a c r o s s 7 14 t o t a l g e n e s

m o d u l a t e d b y p r i m a r y a n d / o r P C A po l l u t a n t m i x t u r e

e x p o s u r e s . R e d r e p r e s e n t s r e l a t i v e i n c r e a s e i n e x p r e s s i o n ,

a n d b l u e r e p r e s e n t s r e l a t i v e d e c r e a s e i n e x p r e s s i o n

12
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T a b l e 1 : 14 o v e r l a p p i n g ge n e s w i t h s i gn i fi c a n t ly (p - v a l u e < 0 . 0 5 , q
- v a l u e < 0 . 0 5) m o d i fi e d e x p r e s s i o n l e v e l s

u p o n e x p o s u r e t o p r i m a r y p o l l u t a n t s a n d p h o t o c h e m i c a l l y a l t e r e d (P C A ) p o l l u t a n t m i x t u r e s .

G e n e Sy m b o l

A C S M 3

A C T A 2

A T P 8 B 1

C C L 2

G C O M l

G F P T 2

N F K B I A

O A S l

O R 4 A 4 7

P A Q R 5

SL C 5A 3

T X N I P

U SP 17

U S P 17 L 2

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

C h a n g e (E x p o s e d / U n e x p o s e d )
- 1 5 0

- 1 5 8

- 1 5 1

7 8

1 . 5 1

1 6 0

1 5 1

6 2

1 7 3

1 5 8

1 . 7 5

- 1 6 1

1 . 5 3

1 5 3

P C A P o l l u t a n t s F o l d C h a n g e

(E x p o s e d / U n e x p o s e d )
- 2 3 3

- 1 9 9

- 2 9 5

1 9 7

1 . 5 2

2 7 8

1 . 5 3

2 4 3

1 . 5 7

2 19

1 . 8 0

- 2 42

1 . 5 7

1 5 3

1 . 3 . 4 N e t w o r k A n a ly s i s a n d B i o l o g i c a l F u n c t i o n s

I n o r d e r t o i d e n t i f y p o t e n t i a l b i o l o g ic a l p a t h w a y s in t h e lu n g c e l l s t h a t a r e a f f e c t e d b y a i r

p o l l u t a n t e x p o s u r e , t h e l i s t s o f d i f f e r e n t ia l l y e x p r e s s e d g e n e s w e r e o v e r l a id o n t o m o l e c u l a r

n e t w o r k m a p s (s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . N e t w o r k s c o n t a i n i n g t h e i d e n t i f i e d g e n e s w e r e

a l g o r i t h m i c a l ly c o n s t r u c t e d ba s e d o n c o n n e c t i v it y a n d k n o w n r e l a t i o n s h ip s a m o n g p r o t e i n s .
T h e

1 9 g e n e s w i t h a l t e r e d e x p r e s s i o n d u e t o p r i m a r y p o l lu t a n t e x p o s u r e g e n e r a t e d o n e s i g n i f i c a n t (p -

v a l u e < 1 0
'

) n e t w o r k (F i g u r e 4 A ) .
T h i s n e t w o r k c o n s i s t s o f 3 5 t o t a l p r o t e i n s

,
n i n e o f w h i c h a r e

e n c o d e d b y 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 f o l lo w i n g p r i m a r y p o l l u t a n t e x p o s u r e (A dd i t i o n a l F i l e

3 ) W i t h in t h i s n e t w o r k
,
t h e r e a r e g e n e p r o d u c t s r e l a t e d t o c a n c e r , r e s p i r a t o r y d i s e a s e

,
a n d

i n f l a m m a t i o n , s u c h a s c h e m o k i n e (C - C m o t i f ) l i g a n d 2 (C C Z 2 ) .

T h e 7 0 9 g e n e s a l t e r e d i n r e s p o n s e t o P C A p o l l u t a n t m i x t u r e e x p o s u r e g e n e r a t e d 2 5 s ig n i f i c a n t

n e t w o r k s (p - v a l u e s r a n g i n g f r o m 10
" ' ^

t o 10
' ^^
) (A d d i t i o n a l F i l e 3 ) . T h e s e 2 5 n e t w o r k s c o n s i s t o f

8 3 8 t o t a l p r o t e in s
,
4 5 8 o f w h ic h a r e e n c o d e d b y d i f 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 f o l l o w i n g PC A
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p o l l u t a n t e x p o s u r e (A d d i t io n a l F i l e 3 ) . I n t e r e s t in g l y ,
a l a r g e i n t e r a c t i n g p r o t e i n n e t w o r k ( i . e .

i n t e r a c t o m e ) w a s i d e n t i f i e d c o n t a i n i n g 2 3 o f t h e 2 5 n e t w o r k s m o d u l a t e d b y P C A p o l lu t a n t s ( p -

v a lu e < 10
'

) . T h i s i n t e r a c t o m e i l l u s t r a t e s m u l t ip l e n e t w o r k s a s s o c i a t e d w i t h a ir p o l l u t io n

i n t e r a c t in g t o g e t h e r (F i g u r e 4 B ) . W i t h i n t h i s in t e r a c t o m e
,
a h i g h l y s i g n if i c a n t (p - v a l u e < 1 0

" ^ ^
)

s m a l le r n e t w o r k w a s i d e n t i f i e d (F i g u r e 4 C ) c o n t a in in g p r o t e i n s r e la t e d t o c a n c e r
,
in f l a m m a t i o n

,

a n d r e s p ir a t o r y d i s e a s e . A n o t h e r n e t w o r k i d e n t i f i e d w i t h i n t h e i n t e r a c t o m e s h o w s a s i g n i f i c a n t

e n r ic hm e n t o f p r o t e i n s i n v o l v e d in in f l a m m a t i o n l i n k e d t o I L - 8 a n d a c t i v a t o r p r o t e i n - 1 (A P - 1 )

s i g n a l i n g (p - v a l u e < 1 0
" ^ ^
) (F ig u r e 4 D ) . T h i s n e t w o r k a l s o c o n t a i n s p r o t e i n s r e l a t e d t o c a n c e r ,

i n f la m m a t i o n
,
a n d r e s p ir a t o r y d i s e a s e .

T o id e n t if y b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t h a t m a y b e i n f l u e n c e d u p o n e x p o s u r e t o a ir p o l l u t a n t m i x t u r e s ,

t h e c o n s t r u c t e d n e t w o r k s w e r e q u e r i e d f o r b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a n d d i s e a s e s i g n a t u r e s ( s e e

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) .
T h e n e t w o r k a s s o c ia t e d w i t h p r i m a r y p o l l u t a n t e x p o s u r e s h o w e d

s i g n i fi c a n t a s s o c ia t i o n w it h o n e d i s e a s e s i g n a t u r e
,
w h i c h w a s c a n c e r (p - v a l u e = 3 x 10

" ^

) (F i g u r e

5 ) . P C A p o l l u t a n t e x p o s u r e
,
o n t h e o t h e r h a n d

,
m o d i f i e d t h e e x p r e s s io n o f g e n e s w i t h p r o t e i n

p r o d u c t s s i g n i f i c a n t l y (p - v a l u e < 3 . 0 x 1 0
" ^
) a s s o c i a t e d w i t h t e n d i f f e r e n t b i o l o g ic a l p r o c e s s e s

(F i g u r e 5 ) . T h e s e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a n d s i g n a t u r e s i n c l u d e d c a n c e r (p - v a l u e < 1 . 9 x 1 0
" ' ^

) a n d

c e l l u l a r g r o w t h a n d p r o l i f e r a t i o n (p - v a l u e < 4
.
2 x 10

" '

) .
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A Sa im r p r o te i n 2
H C C U k

" mwO n

p h o p h a t a s e

c y t o k i n e

t r a n s m e m b r a n e

r e c e p t o r

k i n a s e

e n z y m e

t r a n s c r i p t io n a l

r e g u l a t o r

t r a n s p o r t e r

p e p t i d a se

I
■

I

G p r o t e i n

c o u p l e d r e c e p t o r

g r o w t h f a c t o r

i o n c h a n n e l

o t h e r

+

A

p r e d i c t e d t a r g e t o f H N F - 1

p r e d i c t e d t a rg e t o f N F - Y

p r e d ic t e d t a r g e t o f O c t - 1

O i n fl a m m a t io n
-

r e la t e d

:(e c a n c e r - r e la t e d

r e s p i r a t o r y d is e a s e
-

r e l a t e d

a f f e c t e d b y b o t h p r i m a r y a n d

p h o t o c h e m ic a l ly a l t e r e d p o l lu t a n t m ix t u r e s

d i r e c t i n t e r a c t i o n i n d i r e c t i n t e ra c t i o n

F ig u r e 4 : M o l e c u l a r n e t w o r k s m o d u l a t e d b y e x p o s u r e t o a i r p o l l u t i o n . P r o t e i n n e t w o r k s d i s p l a y (A ) t h e n e t w o r k

i de n t i f i e d a s a s s o c i a t e d w i t h p r im a r y p o l l u t a n t m i x t u r e e x p o s u r e A l a r ge i n t e r a c t o m e (B ) d i s p l a y s m u l t i p l e

i n t e r a c t i n g n e t w o r k s a s s o c i a t e d w i t h PC A po l l u t a n t e x po s u r e S m a l l e r
,
m o r e f o c u s e d n e tw o r k s o f t h i s i n t e r a c t o m e

a r e s h o w n fo r (C ) a h ig h l y s ig n i f i c a n t n e t w o r k , a n d (D ) a s ig n i f i c a n t n e t w o r k s h o w i n g po s s ib l e i n f l a m m a t o r y
r e s p o n s e t h r o u gh IL - 8 a n d A P - 1 s i gn a l i n g P - v a l u e s a r e s ho w n i n t he to p r i g h t c o m e r s o f e a c h n e t w o r k N e tw o r k s

a r e d i s p l a y e d w i t h s y m bo l s r e p r e s e n t i n g p r o t e i n p r o du c t s o f g e n e s t ha t a r e u p
- r e g u l a t e d (r e d s y m b o l s ) , do w n -

r e g u l a t e d (g r e e n s y m bo l s ), o r a s s o c i a t e d w i th t h 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 ( c l e a r s y m bo l s )
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1 0 « 1 0 "
t

1 0 « 1 0 "

1 0 » 1 0 "

D 1 0 x 1 0 "

S

- 1 0 » 1 0 "
-

I Ox l O"

1 0 « 10
° *

I O x l O™ .

I I P ri m a r y Po l lu t a n t M i x t u r e

■ P h o t o c h e m ic a ll y Al t e r e d (P C A )
P o ll u t a n t M ix t u r e

EI L

F i g u r e 5 : B i o l o g i c a l f u n c t i o n s s ig n i f i c a n t ly a s s o c i a t e d w i t h p r i m a r y
a n d PC A p o l l u t a n t e x p o s u r e .

1 . 3 . 5 P r e d i c t e d T r a n s c r ip t i o n F a c t o r s

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

p o t e n t i a l l y u n d e r l i e t h e g e n e e x p r e s s i o n m o d i fi c a t i o n s a s s o c i a t e d w i t h t h e a i r p o l l u t i o n e x p o s u r e s

(s e e M a t e r ia l s a n d M e t h o d s ) . F o r t h e p r im a r y p o l l u t a n t m ix t u r e
,
a n a ly s i s o f t h e p r o m o t e r r e g i o n s

o f t h e 1 9 d i f 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 i d e n t i fi e d s i g n i fi c a n t ( p - v a l u e < 0 . 0 5 ) e n r i c h m e n t f o r

b i n d i n g s i t e s o f 1 7 t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s (A d d i t i o n a l F i l e 4 ) . I n t h e P C A p o l l u t a n t m i x t u r e g e n e

s e t , 5 3 t o t a l t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s w i t h s i g n i fi c a n t ly (p - v a l u e < 0 . 0 5 ) e n r i c h e d b i n d i n g s it e s w e r e

p r e d i c t e d (A d d i t io n a l F i l e 4 ) . C o m p a r i s o n o f t h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p r e d i c t e d t o c o n t r o l t h e

r e sp o n s e s t o p r i m a r y a n d PC A p o l lu t a n t e x p o s u r e r e v e a l e d s ix c o m m o n
,
o v e r l a p p i n g

t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p r e d ic t e d t o r e g u l a t e p a t hw a y r e s p o n s e t o b o t h e x p o s u r e c o n d it i o n s (T a b l e

2 ) . A l l s i x o f t h e s e t r a n s c r ip t i o n f a c t o r s w e r e a s s o c i a t e d w it h g e n e s d o w n - r e g u l a t e d b y a i r

p o l l u t a n t e x p o s u r e . T h e t r a n s c r i p t io n f a c t o r s w it h t h e m o s t s ig n i fi c a n t p - v a l u e s
,
a v e r a g e d a c r o s s

b o t h e x p o s u r e r e s u lt s , a r e h e p a t o c y t e n u c l e a r f a c t o r 1 (H N F - 1 ) (p - v a l u e = 0 . 0 0 3 ) ,
n u c l e a r

t r a n s c r ip t i o n f a c t o r Y (N F - Y ) (p - v a lu e = 0 . 0 0 5 ) , a n d PO U c l a s s 2 h o m e o b o x 1 (O c t - 1) (p - v a lu e

= 0 . 0 14 ) . N e t w o r k e d g e n e s a s s o c i a t e d w i t h a i r p o l l u t i o n e x p o s u r e t h a t w e r e i d e n t i fi e d a s

p r e d ic t e d t a r g e t s o f t h e t h e s e t h r e e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s a r e s h o w n in F i g u r e 4
,
a n d a l l p r e d i c t e d

t a r g e t s a r e d e t a i l e d i n A d d i t i o n a l F i l e 4 .
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T a b l e 2 : T r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p r e d i c t e d t o r e g u l a t e ge n e s m o d i fl e d b y e x p o s u r e t o p r i m a r y p o l l u t a n t s a n d

g e n e s m o d i fl e d b y e x p o s u r e t o p h o t o c h e m i c a l ly a l t e r e d p o l l u t a n t m i x t u r e s .

T r a n s c r i p t i o n F a c t o r

H N F - 1

N F - Y

O c t - 1

G A T A - 1

F 0 X 0 4

E v i - 1

T R A N S F A C A c c e s s i o n

N u m b e r

M OO13 2

M 0 0 2 8 7

MOO13 7

M OO 12 7

M 0 04 7 2

M 000 7 8

A v e r a g e p
- v a l u e

0 . 0 0 3

0 0 0 5

0 . 0 14

0 0 17

0 . 0 2 2

0 0 39

1
. 3 . 6 I n f l a m m a t o r y Cy t o k i n e I L - 8 R e l e a s e

A f t e r e x p o s u r e t o t h e g a s e o u s p o l l u t a n t m i x t u r e s
,
t h e r e l e a s e o f i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e p r o t e in

i n t e r l e u k i n - 8 (I L - 8 ) w a s a s s e s s e d i n h u m a n l u n g c e l l s ( s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . A n a l y s i s

r e v e a l e d t h a t l u n g c e l l s e x p o s e d t o p r i m a r y p o l l u t a n t s r e le a s e d a n i n s i g n i fi c a n t (p - v a l u e = 0 . 5 0 )

c h a n g e i n I L - 8 l e v e l s
,
w i t h a n a v e r a g e f o l d i n c r e a s e o f 1 . 1 4 c o m p a r e d t o u n e x p o s e d c e l l s . C e l l s

e x p o s e d t o P C A p o l l u t a n t s s h o w e d a s i g n i fi c a n t (p - v a l u e < 0 . 0 0 1 ) i n c r e a s e in I L - 8 l e v e l s
,
w i t h

a n a v e r a g e f o l d i n c r e a s e o f 3 . 7 9 (F i g u r e 6 ) .

4 »

« »

| 3 0H

- S z oH

| i H

-
1 0 -

0 5 -

O O ' ft i
C o n t r o l P r im a r y P o l lu ta n t s C o n t r o l P C A P o l lu t a n t s

F i g u r e 6 : L e v e l s o f i n t e r k e u k i n - 8 ( I L - 8 ) r e l e a s e . L e v e l s o f I L - 8 a r e

s h o w n f o r c e l l s e x p o s e d to e i t h e r p r i m a r y o r p h o t o c h e m i c a l ly a l t e r e d

( PC A ) p o l l u t a n t m i x t u r e s r e l a t i v e t o u n e x p o s e d ( c o n t r o l ) c e l l s

R e s u l t s a r e d i s p l a y e d a s f o l d i n c r e a s e o v e r c o n t r o l + / - S E M T h e s t a r

s y m b o l ( * ) i n d i c a t e s s t a t i s t i c a l s i gn i fi c a n c e (p - v a l u e < 0 0 5)
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1 . 3. 7 V a l i d a t i o n o f E x p r e s s i o n C h a n g e s t h r o u g h qR T - P CR

Qu a n t it a t iv e r e a l - t i m e R T - P C R (q R T - P C R ) w a s u s e d t o v a l i d a t e t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h r e e

g e n e s a c r o s s b o t h e x p o s u r e s . F r o m m i c r o a r r a y a n a l y s i s ,
G F P T 2 a n d O A S l w e r e s i g n i f i c a n t ly u p -

r e g u l a t e d i n e x p r e s s i o n , w h i l e A T P 8 B 1 w a s s i g n i f i c a n t ly d o w n - r e g u l a t e d d u e t o b o t h p r i m a r y

a n d PC A p o l l u t a n t e x p o s u r e s (T a b le 1 ) . PC R a n a l y s i s c o n fi r m e d s i g n if i c a n t (p - v a l u e < 0 0 5 ) u p -

r e g u l a t io n d u e t o a ir p o l lu t a n t e x p o s u r e i n G F P T 2 (F o l d C h a n g e (F C ) 1 8 5 p r i m a r y p o l l u t a n t s ,

F C 4 . 5 2 P C A p o l lu t a n t s ) a n d O A S l (F C 1 . 9 5 p r i m a r y , F C 3 . 5 4 PC A ) (F i g u r e 7 ) .
P C R a n a ly s i s

a l s o c o n f i r m e d s i g n if i c a n t (p - v a l u e < 0 . 0 5 ) d o w n - r e g u l a t i o n o f A TP 8B 1 (F C - 1
.
4 6 p r i m a r y ,

F C -

3 .
1 2 P C A ) . F u r t h e r m o r e

,
P C R a n a l y s i s c o n f i r m e d t h a t t h e s e g e n e s s h o w h i g h e r m a g n it u d e s o f

e x p r e s s i o n f o l d c h a n g e s a ft e r e x p o s u r e t o P C A p o l l u t a n t s i n c o m p a r i s o n t o p r i m a r y p o l lu t a n t s

(F i g u r e 7 ) .

5 5

4 5 '

_ 3 5 '

>■ 2 5 '

| &

T >
-

a 0 . 5 '

- 1 5 -

- 2 5 "

- 3 5

G FP T 2

A T P 8 B 1

I I P ri m a r y P o l l u t a n t M ix t u r e

■ P h o t o c h e m j c a l l y A l t e r e d ( P C A )
P o l l u t a n t M i x t u r e

F i g u r e 7 : Q u a n t i t a t i v e r e a l - t i m e P C R r e s u l t s . R e s u l t s a r e

d i s p l a y e d a s f o ld c h a n g e i n t r a n s c r i p t l e v e l + / - S E M T h e s t a r

s y m b o l ( * ) i n d i c a t e s s t a t i s t i c a l s ig n i f i c a n c e (p - v a l u e < 0 . 0 5)

1 . 3 . 8 C o n s e r v a t i o n o f G e n e s M o d if i e d f r o m A i r T o x i c s E x p o s u r e s

I n o r d e r t o g a i n f u r t h e r i n s i g h t i n t o t h e g e n e s d y s r e g u l a t e d by a ir t o x i c s e x p o s u r e
,
w e c o m p a r e d

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

e p it h e l i a l c e l l s e x p o s e d t o c ig a r e t t e s m o k e (M a u n de r s e t a l
,
2 0 07 ) I n t h a t st u dy ,

l u n g c e l l s w e r e

1 !
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e x p o s e d t o c i g a r e t t e s m o k e
,
a n d m i c r o a r r a y s w e r e u s e d t o id e n t i f y 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

a t 1 , 6 , a n d 2 4 h o u r s p o s t - e x p o s u r e . B y c o m p a r i n g o u r l i s t o f 7 0 9 P C A p o l l u t a n t - a s s o c i a t e d

g e n e s t o t h e c i g a r e t t e s m o k e - a s s o c i a t e d g e n e s
,
w e i d e n t i fi e d 5 2 g e n e s t h a t a r e c o mm o n l y

d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n a l l e x p o s u r e c o n d it i o n s (A d d it i o n a l F i l e 5 ) A t o t a l o f 3 2 o f t h e 5 2

g e n e s a r e d o w n - r e g u l a t e d in a l l t h e e x p o s u r e c o n d i t i o n s
,
i n c lu d i n g b o n e m o r p h o g e n e t i c p r o t e i n

r e c e p t o r 2 (B MP R 2) . W e t h e n p e r f o r m e d n e t w o r k a n a l y s i s u s i n g t h e s a m e m e t h o d p r e v io u s l y

d e s c r i b e d f o r t h e a ir p o l l u t i o n m i x t u r e a n a l y s i s (S e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) w i t h t h e l i s t o f 3 2

c o mm o n l y 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 . H e r e ,
t h e m o s t s i g n i fi c a n t (p - v a l u e < 1 0

" ^ ^
) n e t w o r k

c o n s t r u c t e d i l lu s t r a t e s a i r t o x ic r e s p o n s e p a t h w a y s p o t e n t i a l l y r e g u l a t e d b y H N F 4 a (F i g u r e 8 ) .

P 1 P < i o
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6 V* F—b e t a » « s t » d io L
K IA A 0 18 2 \

^
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-C^
^

N B EA (i n c l u d e sre G : 2 6 9

G D F 5
Q C G R

B 9 A M E R T K y ^ A I

Ĵ p h o p h

I

a t a s e

c y t o k i n e ^ ^ ^

t r a n s m e m b r a n e fl l

r e c e p t o r ^ B

^^ ki n a s e ^ ^
~ ~ ~ ~ ~ i n d ir e c t i n t e r a c t io n

e n z ym e

t r a n s c r i p t i o n a l

r e gu l a t o r

t r a n s p o r t e r

p e p t i d a s e

G p r o t e i n

c o u p l e d r e c e p t o rI
S g r o w t h f a c t o r

B i o n c h a n n e l

9 o t h e r

^ ~ d i r e c t in t e r a c t i o n

F ig u r e 8 : M o l e c u l a r n e t w o r k m o d u l a t e d b y e x p o s u r e t o c ig a r e t t e

s m o k e a n d p h o t o c h e m i c a l ly a l t e r e d ( PC A ) a i r p o l l u t a n t s . T h i s

p r o t e i n n e t w o r k d i s p l a y s t h e m o s t s i gn i f i c a n t n e t w o r it p r e d i c t e d t o b e

a l t e r e d i n l u n g c e l l s e x p o s e d t o c ig a r e t t e s m o k e (M a u n d e r s e t a l 2 0 0 7 )
a n d P C A po l l u t a n t s T h e p

- v a l u e i s s ho w n i n t h e t o p r i g h t c o r n e r T h e

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

ge n e s t h a t a r e c o m m o n l y do w n - r e g u l a t e d (g r e e n s y m bo l s ) i n r e s po n s e

t o a i r t o x i c s
,

o r a s s o c i a t e d w i t h t he 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

( c l e a r s y m bo l s )
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1 . 4 D I S C U S S I O N

I n t h i s s t u d y ,
w e c o m p a r e d t h e g e n o m e - w i d e r e s p o n s e o f h u m a n lu n g e p i t h e l i a l c e l l s e x p o s e d t o

e i t h e r p r i m a r y a i r p o l l u t a n t m ix t u r e s o r P C A p o l lu t a n t m i x t u r e s . T h e p r im a r y p o l l u t a n t m i x t u r e

i n c l u de s c o m p o u n d s h u m a n s i n h a l e d u r i n g t h e m o r n in g , w h i l e t h e P C A p o l l u t a n t m i x t u r e

c o n t a in s c o m p o u n d s h u m a n s a r e e x p o s e d t o d u r i n g t h e a ft e r n o o n i n o u t d o o r u r b a n e n v i r o n m e n t s

(J e f f r i e s a n d S e x t o n
,
1 9 9 5 ; S e x t o n , e t a l

,
2 0 0 4 ) . T h i s s t u d y s i m u l a t e s r e a l - l i f e c o n d i t i o n s u s i n g

a n i n v it r o e x p o s u r e s y s t e m t h a t p h y s i c a l l y m im i c s i n v i v o h u m a n lu n g g a s e x p o s u r e s (B a k a n d e t

a l
,
2 0 0 5 ) . F u r t h e r m o r e

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

a n a l y z e d w i t h i n t h e o u t d o o r e n v i r o n m e n t a l ir r a d i a t io n c h a m b e r i s s i m i l a r t o u r b a n a i r

p h o t o c h e m i s t r y a n d e x p o s u r e c o n d i t io n s f o r h u m a n s l i v in g in c i t i e s (J e f f r i e s a n d S e x t o n , 19 9 5 ) .

M o r e s p e c i f i c a l l y , p r i m a r y a i r p o l l u t a n t s ,
i n c l u d i n g o x i d e s o f n i t r o g e n (N O

x ) a n d m u l t ip l e

v o l a t i l e o r g a n i c c o m p o u n d s (V O C s ) ,
s h o w e d d e c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s t h r o u g h o u t t h e

e x p e r i m e n t d a y . A t t h e s a m e t i m e , c h e m i c a l r e a c t i o n s b e t w e e n N O x , V O C s , a n d s u n l i g h t

g e n e r a t e d s e c o n d a r y p r o d u c t s
,
i n c lu d i n g o z o n e , f o r m a l d e h y d e , a n d p e r o x y a c e t y l n i t r a t e .

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

m a n y o t h e r c a r b o n y l s l i k e l y f o r m e d w i t h i n t h e e n v i r o n m e n t a l ir r a d i a t i o n c h a mb e r a s w e l l . F o r

e x a m p l e , c a r b o n y l s l i k e a c e t a l d e h y d e ,
a c r o l e i n

,
b u t a n a l

,
b e n z a l d e h y d e ,

a n d m a n y o t h e r a r o m a t i c

c a r b o n y l s ( e . g . e p o x i d e s a n d d i c a r b o n y l s ) w e r e l i k e l y g e n e r a t e d i n o u r s im u l a t e d u r b a n

a tm o s p h e r e ,
a s t h e y h a v e b e e n m e a s u r e d i n s im i l a r c h a m b e r st u d i e s (Y u

,
e t a l

,
1 9 9 7 ) a n d i n

u r b a n a t m o s p h e r e s (B a k e a s e t a l , 2 0 03 ) .

W e fi n d t h r o u gh m i c r o a r r a y a n a l y s i s t h a t e x p o s u r e t o p r im a r y p o l l u t a n t s a lt e r s t h e e x p r e s s i o n o f

o n l y 19 g e n e s
,
w h i l e e x p o s u r e t o P C A p o l l u t a n t s s ig n i f i c a n t l y a lt e r s t h e e x p r e s s i o n o f 7 0 9 g e n e s .

W h i l e t h e r e w a s d i f f e r e n t i a l c e l l s u r v i v a l b e t w e e n t h e t w o e x p o s u r e s
,
t he c h a n g e s in g e n e

e x p r e s s i o n a r e u n l ik e l y t o b e t h e r e s u lt o f c y t o t o x i c i t y (Je l i n s k y e t a l
,
2 0 0 0 ) . F u r t h e r v a l id a t i n g

t h i s c l a i m , a s t u d y u s i n g h u m a n lu n g A 5 4 9 c e l l s s h o w s t h a t t h e d i f f e r e n c e i n t h e n u m b e r o f g e n e s

d if f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d u p o n e x p o s u r e t o a i r m i x t u r e s
,
a t v a r y in g d i l u t i o n s

, i s n o t p r o p o r t i o n a l t o

c h a n g e s i n c e l l v ia b i l i t y (T s u k u e e t a l
,
2 0 10 ) .
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T o i d e n t if y m o l e c u l a r p a t h w a y s t h a t m a y b e in f l u e n c e d b y e x p o s u r e t o a i r p o l l u t a n t s , t h e

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

i n t e r a c t i o n s t o c o n s t r u c t a s s o c i a t e d m o l e c u l a r n e t w o r k s . A g a i n ,
a s ig n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s s e e n

b e t w e e n t h e n u m b e r o f a lt e r e d n e t w o r k s a s s o c i a t e d w it h p r i m a r y a n d P C A p o l l u t a n t e x p o s u r e

S p e c i fi c a l ly , e x p o s u r e t o t he p r im a r y p o l l u t a n t m i x t u r e w a s a s s o c i a t e d w it h t h e m o d u l a t i o n o f

o n e m o l e c u l a r n e t w o r k
,
w h e r e a s P C A p o l lu t a n t e x p o s u r e r e s u lt e d i n t h e m o d i f i c a t i o n o f a

m a s s i v e i n t e r a c t o m e c o n t a i n i n g m u lt i p l e o v e r l a p p i n g n e t w o r k s . A l t o g e t h e r , 2 5 n e t w o r k s w e r e

i de n t i f i e d a s a s s o c i a t e d w i t h P C A p o l l u t a n t e x p o s u r e . T h e s e r e s u lt s s u g g e s t t h a t e x p o s u r e t o

s e c o n da r y p r o d u c t s c r e a t e d t h r o u g h p h o t o c h e m i c a l r e a c t i o n s i n v o l v i n g V O C s a n d N O
x
i n d u c e

m o r e s u b s t a n t i a l c h a n g e s i n l u n g c e l l s i g n a l i n g t h a n p r i m a r y e m it t e d a i r p o l l u t a n t s .

A s r e v e a l e d t h r o u g h n e t w o r k a n a l y s i s , g e n e s a s s o c i a t e d w i t h in fl a m m a t o r y r e s p o n s e p a t hw a y s

s h o w e d m o d u l a t i o n i n h u m a n lu n g c e l l s e x p o s e d t o a i r p o l lu t i o n . F o r e x a m p l e ,
C C L 2

,
I L - 8

,
a n d

A P - I e x p r e s s io n l e v e l s w e r e a l l i n c r e a s e d , i l l u s t r a t i n g p o t e n t i a l in c r e a s e s in m o l e c u la r s i g n a l i n g

w it h i n t h e i r a s s o c i a t e d p a t h w a y s . I n t e r e st i n g l y , C C L 2 g e n e p r o d u c t s c a n s i g n a l f o r t h e

a c c u m u l a t i o n o f m o n o c y t e s a n d d e n d r i t i c c e l l s
,
w h ic h p r o m o t e t h e b u i l d - u p o f i n f la mm a t o r y

m i c r o e n v i r o n m e n t s t h a t c a n l e a d t o p o s s i b l e t u m o r p r o g r e s s i o n (M a n t o v a n i e t a l
,
2 0 0 8 ) T o

n o t e
,
i n c r e a s e d I L - 8 e x p r e s s i o n i s a b i o m a r k e r o f a i r p o l l u t a n t - i n d u c e d l u n g i n fl a m m a t i o n

(D a m e r a , e t a l
,
2 0 0 9 ; J a s p e r s , e t a l

,
1 9 9 7 ) . H e r e t he u p

- r e g u l a t i o n o f I L - 8 w a s v e r if i e d a t t he

p r o t e i n l e v e l , w h e r e l L - 8 p r o t e i n a b u n d a n c e a l s o s h o w e d s i g n i fi c a n t l y i n c r e a s e d l e v e l s d u e t o

P C A e x p o s u r e . A s im i l a r s t u d y a l s o s h o w s in c r e a s e d I L - 8 l e v e l s i n l u n g c e l l s e x p o s e d t o a ir

p o l l u t a n t s u n d e r g o in g c h e m i c a l r e a c t i o n s u n d e r s u n l i g h t (S e x t o n , e t a l , 2 0 04 ) . A P - 1 is s h o w n

t h r o u g h n e t w o r k a n a l y s i s a s p o s s i b l y r e g u l a t in g t h e a l t e r e d I L - 8 i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e p a t h w a y .

T h i s f i n d i n g c o i n c i d e s w it h a p r e v i o u s s t u d y s h o w i n g t h a t A P - 1 a c t i v a t i o n i n c r e a s e s I L - 8

t r a n s c r ip t i o n in h u m a n A 54 9 l u n g e p it h e l i a l c e l l s (A d a m e t a l ,
2 0 0 6 ) . F u r t h e r m o r e

,
o z o n e

, o n e

o f t h e s e c o n d a r y p r o du c t s w i t h in t h e P C A p o l l u t a n t m ix t u r e
,
h a s b e e n s h o w n t o a c t i v a t e A P - 1 in

A 54 9 l u n g c e l l s , w h i c h p o t e n t i a l l y r e g u l a t e s o z o n e - i n d u c e d I L - 8 r e l e a s e (J a s p e r s ,
e t a l

,
19 9 7 ) .

F r o m o u r r e s u lt s
,
w e s h o w t h a t a i r p o l l u t i o n e x p o s u r e s , s u c h a s t h o s e i n u r b a n e n v ir o n m e n t s ,

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

w it h i n fl a mm a t o r y r e s p o n s e p a t hw a y s .
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U s i n g a b i o l o g i c a l p r o c e s s e n r i c h m e n t a n a l y s is , t h e n e t w o r k s i d e n t i fi e d a s m o d u l a t e d b y a i r

p o l l u t a n t e x p o s u r e w e r e q u e r i e d f o r k n o w n i n v o lv e m e n t w i t h b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a n d d i s e a s e

s i g n a t u r e s .
H e r e , t h e p r i m a r y p o l l u t a n t e x p o s u r e m o d i fi e d t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f g e n e s t h a t

e n c o d e p r o t e i n p r o d u c t s s i g n i fi c a n t l y r e la t e d t o o n e f u n c t i o n
,
c a n c e r . O n t h e o t h e r h a n d

,

e x p o s u r e t o P C A p o l lu t a n t s s i g n i fi c a n t l y m o d i fi e d t h e e x p r e s s i o n le v e l s o f g e n e s t h a t e n c o d e

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

b i o l o g i c a l p r o c e s s e s w e r e id e n t i fi e d a s m o d i fi e d i n l u n g c e l l s e x p o s e d t o P C A p o l l u t a n t s T h e s e

p r o c e s s e s i n c l u d e c a n c e r a n d c e l l u l a r g r o w t h / p r o fi l e r a t i o n . T h e i n c r e a s e d n u m b e r 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 C A p o l l u t a n t s f u r t h e r c o n fi r m s o u r fi n d i n g t h a t P C A p o l l u t a n t s i n d u c e a

m o r e r o b u s t r e s p o n s e in g e n e e x p r e s s io n p a t t e r n s a n d t h e ir a s s o c i a t e d b io l o g i c a l f u n c t io n s t h a n

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

I n o r d e r t o a n a l y z e p o t e n t i a l r e g u l a t o r y m e c h a n i s m s u n d e r ly i n g c h a n g e s i n g e n e e x p r e s s i o n

r e s u lt i n g f r o m a i r p o l l u t a n t e x p o s u r e s
, p u t a t i v e m e d i a t i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s w e r e

c o m p u t a t io n a l ly p r e d i c t e d S ix c o mm o n t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s w e r e i d e n t i fi e d a s p o t e n t i a l

r e g u l a t o r s o f t h e o b s e r v e d g e n e e x p r e s s i o n c h a n g e s in r e s p o n s e t o b o t h p r i m a r y a n d P C A

p o l l u t a n t m ix t u r e e x p o s u r e s . T h e s e t r a n s c r i p t io n f a c t o r s i n c lu d e O c t - 1 , F 0 X 0 4
,
a n d H N F - 1

,

w h ic h w e r e a l l p r e d i c t e d t o r e g u la t e g e n e s w i t h d e c r e a s e d e x p r e s s i o n a ft e r e x p o s u r e . O c t - 1 i s a

t r a n s c r ip t i o n f a c t o r a s s o c i a t e d w i t h c a n c e r m a l i g n a n c y ,
a n d l o s s o f O c t - 1 c a n c a u s e c e l l s t o

be c o m e h y p e r s e n s it i v e t o g e n o t o x i c a n d o x i d a t i v e s t r e s s a g e n t s (K a n g e t a l
,
2 0 0 9 ) . A n o t h e r

t r a n s c r ip t i o n f a c t o r
,
F 0 X 0 4

,
i s r e l a t e d t o t u m o r i g e n e s i s w i t h a r o l e i n a p o p t o s i s (M y a t t a n d L am

,

2 0 0 7 ) . T h e m o s t s i g n i fi c a n t o f t h e s e s i x t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s , H N F - 1 , h a s b e e n p r i m a r i ly s t u d ie s

f o r m u t a t i o n s w h ic h a r e l in k e d t o d i a b e t e s s u s c e p t i b i l i t y (E Ua r d a n d C o l c l o u g h ,
2 0 0 6 ) ,

h e p a t o c e l lu la r c a r i n o m a (B l u t e a u e t a l , 2 0 02 ) , a n d i n fl a mm a t o r y p a t h w a y s u n d e r l y i n g c o r o n a r y

h e a r t d i s e a s e (A r m e n d a r iz a n d K r a u s s , 2 0 09 ) . H N F - 1 i s a l s o k n o w n t o c o n t r o l H N F - 4 a

t r a n s c r ip t i o n (H a t z i s a n d T a l i a n i d i s
,
2 0 0 1) . H N F - 4 a i s o n e o f t h e h i g h li g h t e d m o l e c u le s p r e s e n t

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

p r i m a r y a n d P C A p o l l u t a n t - e x p o s e d l u n g c e l l s . T h i s fi n d i n g c o n n e c t s o u r t r a n s c r ip t io n f a c t o r

b i n d i n g s it e a n a ly s i s w i t h t h e n e t w o r k a n a l y s i s . I n t e r e s t i n g l y , t h e r e i s l im it e d k n o w l e d g e o n h o w

H N F - 1 i s s p e c i fi c a l ly in v o l v e d i n l u n g c e l l f u n c t i o n . W i t h o u r r e s u lt s , w e s h o w t h a t p r o m o t e r
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s i t e s o f g e n e s a s s o c i a t e d w i t h a ir p o l lu t a n t e x p o s u r e s a r e p o t e n t i a l l y e n r i c h e d f o r t r a n s c r ip t i o n

f a c t o r s i n v o l v e d i n c e l l c y c l e r e g u l a t i o n , c a n c e r
,
a n d c e l l u l a r st r e s s .

I n a n e f f o r t t o g a i n f u r t h e r u n d e r s t a n d i n g o f a i r t o x i c
'

s e f f e c t s o n g e n e e x p r e s s i o n
,
w e c o m p a r e d

o u r P C A p o l l u t a n t r e s u l t s w it h t h o s e o f a n e x i s t i n g g e n o m i c s d a t a b a s e (e . g . m R N A ) f r o m a s t u d y

t h a t e v a l u a t e d h u m a n l u n g c e l l s e x p o s e d t o c i g a r e t t e s m o k e (M a u n d e r s
,
e t a l

,
2 0 0 7 ) . H e r e

,
3 2

g e n e s w e r e c o mm o n l y d o w n - r e g u la t e d a s a r e s u lt o f P C A p o l l u t a n t e x p o s u r e a n d m u lt i p l e

c i g a r e t t e s m o k e e x p o s u r e s a t v a r y i n g t i m e p o in t s . T h e s e o v e r l a p p i n g g e n e s i n c l u d e B M P R 2
,

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

d e c r e a s e d l e v e l s i n l u n g t i s s u e s a m p l e s (R u n o a n d L o y d ,
2 0 0 3 ) . P e r f o r m i n g n e t w o r k a n a l y s is o n

t h i s l i s t o f 3 2 c o m m o n a i r t o x i c - r e l a t e d g e n e s r e v e a le d t h a t H N F 4 a w a s
,
a g a i n , p r e d i c t e d t o

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

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

t h e s e o v e r l a p p i n g c e l l u l a r r e s p o n s e s
.

T w o e x p o s u r e a t m o s p h e r e s w e r e u s e d i n o u r s t u d y ,
w h e r e e a c h a tm o s p h e r e c o n t a i n e d a v e r y

l a r g e n u m b e r o f c h e m i c a l c o m p o u n d s . W h e n i n h a le d , t h e s e c o m p o u n d s a r e k n o w n t o i n f lu e n c e

l u n g f u n c t i o n (e . g . o z o n e ) (E PA ,
2 0 06 ) a n d c a u s e c a n c e r (e . g . b e n z e n e ,

f o r m a l d e h y d e , 1 , 3 -

bu t a d ie n e ) (l A R C ,
2 0 10 ) . D u e t o t h e c o m p l e x it y o f o u r e x p o s u r e a t m o s p h e r e s ,

it i s d i f fi c u l t t o

e x t r a p o l a t e w h i c h c h e m i c a l s w it h i n t h e a i r m i x t u r e s a r e c o n t r i bu t i n g t h e m o s t t o t h e o b s e r v e d

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

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

1 . 5 C O N C L U SI O N

I n c o n c l u s i o n
,
o u r s t u d y r e v e a l s p o t e n t i a l m e c h a n i s m s t h a t m a y u n de r l i e h e a l t h e f f e c t s i n d u c e d

b y p r i m a r y e m it t e d a ir p o l l u t a n t s a n d P C A p o l l u t a n t m ix t u r e s . I n t h i s g e n o m e - w i d e c o m p a r i s o n

s t u d y ,
w e fi n d t h e r e i s a s i g n i fi c a n t l y m o r e r o b u s t r e s p o n s e i n l u n g c e ll s e x p o s e d t o P C A

p o l lu t a n t s i n c o m p a r i s o n t o p r i m a r y p o l l u t a n t s . Sp e c i fi c a l l y , t h e r e w e r e 3 7 - f o l d m o r e g e n e s
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d y s r e g u l a t e d b y e x p o s u r e t o P C A p o l l u t a n t s . T h e s e f i n d i n g s s u g g e s t t h a t P C A p o l l u t a n t s , r a t h e r

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

e f f e c t s . M a p p i n g t h e g e n e s a f f e c t e d b y p o l l u t a n t e x p o s u r e t o t h e ir e n c o d e d p r o t e in p r o d u c t s a n d

a n a l y z i n g t h e i r b i o l o g i c a l f u n c t i o n s r e v e a l s t h e a s s o c i a t i o n o f a ir p o l l u t i o n e x p o s u r e t o c e l l u l a r

s t r e s s
,
in f la m m a t i o n

,
a n d c a n c e r p a t h w a y s in h u m a n l u n g c e l l s . F u t u r e r e s e a r c h w i l l i n v e s t i g a t e

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

w i t h in a ir m i x t u r e s .
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C H A P T E R 2

E p i g e n e t i c C h a n g e s I n d u c e d b y A i r T o x i c s : F o r m a l d e h y d e E x p o s u r e A l t e r s

m i R N A E x p r e s s i o n P r o f i l e s i n H u m a n L u n g C e l l s

A B S T R A C T

B a c k g r o u n d : E x p o s u r e t o f o r m a l d e h y d e ,
a k n o w n a i r t o x i c

,
is a s s o c i a t e d w i t h c a n c e r a n d l u n g

d i s e a s e . D e s p it e i t s a dv e r s e h e a l t h e f f e c t s ,
t h e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g f o r m a ld e h y d e

- i n d u c e d

d i s e a s e r e m a i n l a r g e l y u n k n o w n . R e s e a r c h i n v e s t i g a t i o n s h a v e u n c o v e r e d m i c r o R N A s (m iR N A s )

a s k e y p o s t - t r a n s c r i p t io n a l r e g u l a t o r s o f g e n e e x p r e s s i o n t h a t m a y i n f l u e n c e c e ll u la r d i s e a s e s t a t e .

W h i l e s t u d i e s h a v e c o m p a r e d d i f f e r e n t m i R N A e x p r e s s i o n p a t t e r n s b e t w e e n d i s e a s e d a n d h e a l t h y

t i s s u e
,
t h i s i s t h e fi r st s tu d y t o e x a m i n e p e r t u r b a t i o n s i n g l o b a l m i R N A l e v e l s r e s u lt in g f r o m

f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e
.

O b j e c t i v e s : W e s e t o u t t o in v e s t i g a t e w h e t h e r c e l l u l a r m i R N A e x p r e s s i o n p r o fi le s a r e m o d i fi e d

b y f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e i n h u m a n l u n g c e l l s . W e h y p o t h e s i z e d t h a t f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e

d i s r u p t s m i R N A e x p r e s s i o n l e v e l s w i t h i n l u n g c e l l s
,
r e p r e s e n t i n g a n o v e l e p i g e n e t i c m e c h a n i s m

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

M e t h o d s : H u m a n l u n g e p i t h e l i a l c e l l s w e r e g r o w n a t a ir - l i q u id i n t e r f a c e a n d e x p o s e d t o g a s e o u s

f o r m a l d e h y d e a t 1 p p m f o r 4 ho u r s . Sm a l l R N A s a n d p r o t e i n w e r e c o l l e c t e d a n d a n a l y z e d f o r

m iR N A e x p r e s s i o n u s in g m i c r o a r r a y a n a ly s i s o r I L - 8 p r o t e in l e v e l s b y E L I SA
,
r e s p e c t i v e l y

R e s u l t s : G a s e o u s f o r m a l de hy d e e x p o s u r e a l t e r e d t h e m i R N A e x p r e s s i o n p r o fi le s in h u m a n l u n g

c e l l s . S p e c ifi c a l l y , 8 9 m iR N A s w e r e s i g n i fi c a n t ly d o w n - r e g u l a t e d i n f o r m a l d e h y d e e x p o s e d

s a m p l e s v e r s u s c o n t r o l s . F u n c t i o n a l a n d m o le c u l a r n e t w o r k a n a l y s i s o f t h e p r e d i c t e d m i R N A

t r a n s c r ip t t a r g e t s r e v e a l e d t h a t f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e p o t e n t i a l l y a l t e r s s i g n a l i n g p a t hw a y s

a s s o c ia t e d w i t h c a n c e r , i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e , a n d e n d o c r i n e s y s t e m r e g u la t i o n . I L - 8 r e l e a s e

w a s i n c r e a s e d in c e l l s e x p o s e d t o f o r m a l d e h y d e ,
a n d r e s u l t s w e r e c o n fi r m e d b y R e a l T i m e P C R .

C o n c l u s i o n s : F o r m a l d e h y d e a lt e r s m i R N A p a t t e r n s w h i c h r e g u l a t e g e n e e x p r e s s i o n
, p o t e n t ia l l y

l e a d in g t o t h e i n i t i a t i o n o f a v a r i e t y o f d i s e a s e s .
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2 . 1 I N T R O D U C T I O N

C u r r e n t in d o o r a n d o u t d o o r a i r q u a l i t y c o n t r i b u t e s s i g n i f i c a n t l y t o g l o b a l i n c r e a s e s i n m o r b i d i t y

a n d m o r t a l i t y (B r u n e k r e e f a n d H o l g a t e , 2 0 0 2 ; B u r n e t t , e t a l
,
2 0 0 1 ; Sm i t h a n d M e h t a

,
2 0 0 3 ) .

E p id e m i o lo g i c a l s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t f o r m a l d e h y d e , a k n o w n a i r t o x i c
,
c a u s e s i n c r e a s e d r i s k

o f c h i l d h o o d a n d a d u lt a s t h m a (R u m c h e v e t a l ,
2 0 02 ; W ie s l a n d e r e t a l ,

1 9 9 7 ) , a c u t e r e s p i r a t o r y

t r a c t i l l n e s s (Sm i t h e t a l , 2 0 0 0 ; T u t h i l l , 1 9 8 4 ) , n a s o p h a r y n g e a l c a n c e r (V a u g h a n e t a l , 2 0 0 0 ) ,

a n d p o s s ib ly l e u k e m i a (Z h a n g e t a l
,
2 0 0 9 ) . I n a n i m a l s t u d i e s

,
s t r o n g l i n k s h a v e b e e n m a d e

b e t w e e n f o r m a l d e h y de e x p o s u r e a n d n a s a l c a r c i n o m a (K e r n s e t a l ,
1 9 83 ) .

F u r t h e r m o r e , t h e

I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r ( l A R C ) h a s c l a s s i f i e d f o r m a l d e h y d e a s a k n o w n

h u m a n c a r c i n o g e n ( l A R C , 2 0 0 6 ) .

2 . 1 . 1 F o r m a l d e hy d e E x p o s u r e S o u r c e s

I n o u t d o o r e n v ir o n m e n t s , f o r m a l d e h y d e i s p r e s e n t d u e t o d ir e c t e m i s s i o n s f r o m a n t h r o p o g e n ic

a n d b io g e n i c s o u r c e s
,
a n d i s a l s o f o r m e d a s a s e c o n d a r y c h e m i c a l p r o du c t t hr o u g h h y dr o c a r b o n

a tm o s p h e r i c c h e m i s t r y (WH O
,
2 00 1 ) . A n t h r o p o g e n i c s o u r c e s o f f o r m a l de h y d e i n c l u d e

a u t o m o b i l e e x h a u s t
, p o w e r p la n t s ,

m a n u f a c t u r i n g f a c i l i t i e s
,
a n d i n c i n e r a t o r s (E P A , 2 0 0 7 ; W H O ,

2 0 0 1 ) . A m b i e n t a i r i s e s t i m a t e d t o c o n t a i n f o r m a l d e h y d e a t l e v e l s b e t w e e n 0 . 0 0 0 8 a n d 0 . 0 2 p p m

(WH O
,
2 0 0 1 ) . H i g h e r f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e o c c u r s w i t h i n i n d o o r e n v ir o n m e n t s

,
w h e r e

h u m a n s i n h a l e l e v e l s e s t i m a t e d b e t w e e n 0 . 0 2 a n d 0 . 3 p p m , d e p e n d i n g o n t h e p r e s e n c e o f t o b a c c o

s m o k e (WH O
,
2 0 0 1 ) . T h e h i g h e s t f o r m a ld e h y d e l e v e ls a r e f o u n d i n c e r t a i n o c c u p a t i o n a l

e n v i r o n m e n t s
,
s u c h a s i n d u s t r i e s r e l a t e d t o r e s i n

, p l a s t i c s
,
w o o d

, p a p e r ,
i n s u l a t i o n

,
t e x t i le

,
a n d

c h e m i c a l p r o du c t io n s
, a s w e l l a s m e d i c a l i n s t i t u t i o n s u s in g d i s i n f e c t a n t s a n d e m b a lm i n g

p r o d u c t s . I n t h e s e h i g h e x p o s u r e c a s e s
,
o c c u p a t i o n a l w o r k e r s a r e e x p o s e d t o

,
o n a v e r a g e ,

a p p r o x i m a t e l y 0 . 7 4 p p m (WH O
,
2 0 0 1 ) .

2 . 1 . 2 F o r m a l d e hy d e D o s i m e t r y

A s f o r m a l d e h y d e i s h i g h l y r e a c t i v e a n d w a t e r s o l u b l e
,
m o r e t h a n 9 5% o f i n h a l e d f o r m a l d e h y d e i s

p r e d ic t e d t o b e a b s o r be d w it h i n t h e h u m a n r e s p i r a t o r y t r a c t (O v e r t o n e t a l , 2 0 0 1 ) W h i l e m o s t

i n h a l e d f o r m a l de h y d e i s a b s o r b e d i n t h e n a s a l a n d u p p e r a i r w a y s (O v e r t o n , e t a l
,
2 0 0 1 ) ,

m u c h

r e m a i n s u n c e r t a in a b o u t t h e d o s i m e t r y a n d m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g p u l m o n a r y r e s p o n s e s t o
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f o r m a l d e h y d e (T h o m p s o n e t a l
,
2 0 0 8 ) . A s a r e s u l t

,
i t i s i m p o r t a n t t o s t u d y t h e e f f e c t s o f g a s

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

f o r m a ld e h y d e e x p o s u r e o n t h e D N A - d a m a g e p r o t e c t i o n o f h u m a n A 5 4 9 a l v e o l a r e p i t h e l i a l c e l ls

w e r e e s t a b l i s h e d (S p e it e t a l
,
2 0 10 ) .

2 . 1 . 3 G e n e - T r a n s c r ip t R e g u l a t i o n t h r o u g h m i R NA s

P r e v i o u s r e s e a r c h h a s s h o w n t h a t a l t e r e d g e n e e x p r e s s i o n p a t t e r n s e x i s t in n a s a l a n d l u n g c e l l s

e x p o s e d t o f o r m a l d e h y d e (K im e t a l ,
2 0 0 2 ; L i e t a l ,

2 0 0 7 ) .
T h e s e c h a n g e s i n g e n e t r a n s c r i p t

p r o f i l e s ,
w h i c h l i k e l y t r a n s la t e t o c h a n g e s i n p r o t e i n l e v e l s

,
c o u l d a r i s e f r o m a l t e r e d m ic r o R N A

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

r e c e i v e d s c ie n t i f i c a t t e n t i o n f o r t h e i r a b i l i t y t o a l t e r m R N A a b u n d a n c e . m i R N A s a r e n o n - c o d i n g

s i n g l e s t r a n d e d R N A m o l e c u l e s a p p r o x i m a t e l y 2 2 n u c l e o t id e s i n l e n g t h (B a r t e l , 2 0 0 4 ) . O n e o f

t h e m o r e e s t a b l i s h e d f u n c t i o n s o f m iR N A s i s t r a n s l a t i o n a l i n h i b i t i o n o f t a r g e t m e s s e n g e r RN A

(m R N A ) m o l e c u le s . T r a n s la t i o n a l i n h i b i t i o n o c c u r s w h e n m i R N A s b a s e p a i r w i t h 3
'

-

u n t r a n s la t e d r e g io n s (U T R s ) o f m R N A s c a u s i n g d e c r e a s e s i n p r o t e in p r o d u c t io n (F i l i p o w i c z e t

a l , 2 0 0 8 ) . O n c e p a i r e d w it h m R N A s
,
m i R N A s c a n d e s t a b i l i z e m R N A s a n d t a r g e t t h e i r

d e g r a d a t i o n t hr o u g h d e a d e n y l a t i o n (F i l i p o w i c z , e t a l , 2 0 0 8 ; O
'

H a r a e t a l
,
2 0 0 9 ) . T h e s t u d y o f

t h e d y s r e g u l a t i o n a n d m o di f i c a t i o n o f m iR N A ab u n d a n c e h a s r e v e a l e d m iR N A s
'

i m p o r ta n t r o l e s

i n m a n y d i s e a s e s , i n c l u d i n g h e a r t f a i l u r e ,
h e m a t o l o g i c a l m a l ig n a n c i e s , a n d n e u r o d e g e n e r a t iv e

d i s e a s e (D i v a k a r a n a n d M a n n
,
2 0 0 8 ; F a b b r i e t a l , 2 0 08 ; H e b e r t a n d D e St r o o p e r ,

2 0 0 9 ) . I n

a d d i t i o n , s t u d ie s h a v e s h o w n t h a t m i R N A e x p r e s s i o n p r o fi l in g i n t u m o r c e l l s c a n a i d in

c l a s s i f y in g c a n c e r t y p e ,
c a n c e r s t a t e

,
a n d c e l l u l a r r e s p o n s e t o t r e a t m e n t (C a l i n a n d C r o c e

,
2 0 0 6 ;

L u e f (3 /
,
2 0 0 5 ; M a e r a /

,
2 0 0 7 ) .

M a mm a l i a n m i R N A s a r e e s t i m a t e d t o r e g u l a t e 3 0% o f a l l p r o t e i n - c o d in g g e n e s t h r o u g h p o s t -

t r a n s c r ip t i o n a l m o d i fi c a t i o n (F i l i p o w i c z
,
e t a l ,

2 0 0 8 ) . B e c a u s e m i R N A s p l a y s u c h a p i v o t a l r o l e

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

e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s o n m iR N A l e v e l s
.
T o o u r k n o w l e d g e ,

o n l y o n e o t h e r s t u d y h a s

i n v e s t i g a t e d t h e e f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l a i r p o l l u t i o n o n c e l lu l a r m i R N A a b u n d a n c e . I n t h a t

s t u d y ,
d i e s e l e x h a u st p a r t i c l e s w e r e s h o w n t o a f f e c t m iR N A e x p r e s s i o n r e l a t e d t o i n fl a m m a t o r y

r e sp o n s e p a t h w a y s a n d t u m o r i g e n e s i s (J a r d im e t a l
,
2 0 0 9 ) .
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2 . 1 . 4 S t u d y O bj e c t i v e s
I n t h i s s t u d y ,

w e h y p o t h e s i z e d t h a t f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e c a n d i s r u p t m i R N A l e v e l s w i t h i n

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

u s i n g a d i r e c t a i r - l i q u id i n t e r f a c e t h a t p h y s i c a l ly m i m i c s t h e h u m a n r e s p i r a t o r y t r a c t . U s i n g

m ic r o a r r a y a n a l y s i s , w e a s s e s s e d t h e e x p r e s s i o n le v e l s o f m o r e t h a n 5 0 0 k n o w n m i R N A s . W e

d e m o n s t r a t e t h a t f o r m a l d e h y d e s i g n i f i c a n t ly a lt e r s t h e e x p r e s s i o n p r o f i l e s o f 8 9 m i R N A s w h i c h

a r e p r e d i c t e d t o t a r g e t m R N A s a s s o c i a t e d w i t h n u m e r o u s b i o l o g i c a l p a t h w a y s r e l a t e d t o c a n c e r
,

i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e
,
a n d e n do c r in e s y s t e m r e g u l a t i o n . C o n f i r m i n g o n e o f t h e m o s t

d y s r e g u l a t e d i n f l a m m a t i o n - a s s o c i a t e d p a t h w a y s ,
I L - 8 s h o w e d s i g n i f i c a n t ly in c r e a s e d p r o t e i n

e x p r e s s i o n l e v e l s i n f o r m a l d e h y d e e x p o s e d c e l l s . T a k e n t o g e t he r ,
t h is r e s e a r c h s u g g e s t s a n o v e l

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

2 . 2 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

2 . 2 . 1 C e l l C u l t u r e

H u m a n A 5 4 9 t y p e I I l u n g e p i t h e l ia l c e l l s d e r iv e d f r o m a h u m a n l u n g a de n o c a r c in o m a w e r e

c u lt u r e d a c c o r d i n g t o s t a n d a r d p r o t o c o l (A T C C ) C e l l s w e r e g r o w n i n g r o w t h m e d i a c o n t a i n in g

F - 12 K p lu s 10 % F B S p l u s 1% p e n ic i l l i n a n d s t r e p t o m y c i n . C e l l s w e r e p l a t e d o n t o 2 4 m m

d i a m e t e r c o l l a g e n
- c o a t e d m e m b r a n e s w it h 0 . 4 ]u M p o r e s (T r a n s - C L R ; C o s t a r

,
C a m b r id g e ,

M A ) .

U p o n c o n f l u e n c e ,
c e l l s w e r e c u l t u r e d i n p h e n o l r e d - f r e e F - 12 K n u t r i e n t m i x t u r e w it h o u t F B S .

I mm e d ia t e l y p r i o r t o e x p o s u r e
,
m e d i a a b o v e e a c h m e m b r a n e w a s a s p i r a t e d i n o r d e r t o c r e a t e

d i r e c t a i r - l i q u i d i n t e r f a c e c u l t u r e c o n d it i o n s . T h e m e d i a b e n e a t h e a c h m e m b r a n e r e m a i n e d t o

s u p p ly n o u r i s h m e n t f o r c e l l s t h r o u gh o u t t h e e x p o s u r e .

2
.
2 . 2 F o r m a l d e h y d e T r e a t m e n t

G a s e o u s f o r m a l d e h y d e w a s g e n e r a t e d b y h e a t i n g 14 3 m g p a r a f o r m a l de h y d e (A l d r i c h C h e m ic a l

C o m p a n y ,
I n c .

,
M i l w a u k e e W i

,
l o t n o . 0 5 9 10 E I ) i n a n a i r - f l u s h e d "

U - t u b e "
u n t i l t h e p o w d e r w a s
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c o m p l e t e l y v a p o r iz e d w i t h in a d a r k u n - i r r a d i a t e d 12 0 m
^
e n v i r o n m e n t a l c h a mb e r . T h e w a l l s o f

t h e c h a m b e r a r e m a d e o f c h e m i c a l l y n o n - r e a c t i v e fi l m
,
a s d e t a i le d p r e v i o u s l y (S e x t o n

, e t a l ,

2 0 04 ) . T h e c h a m b e r w a s n a t u r a l l y h u m i d i fi e d f r o m p r e - fl u s h i n g w i t h H E P A fi l t e r e d a m b i e n t a i r

d u r i n g c l o u d y c o n d i t i o n s .
T h i s r e s u l t e d i n a f o r m a l d e h y d e c o n c e n t r a t i o n o f 1 p p m (1 . 2 m g / m

^
)

w h i c h w a s t h e n d r a w n t h r o u g h a c e l l u l a r e x p o s u r e c h a m b e r (B i l l u p s - R o t h e n b e r g , M o d u l a r

I n c u b a t o r C h a m b e r , D e l M a r , C A ) a t 1 . 0 L /m i n .
T h e e x p o s u r e c h a m b e r w a s p o s i t i o n e d w it h i n a n

i n c u b a t o r w h e r e C O 2 w a s a d d e d t o t h e f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e s o u r c e s t r e a m a t 0 . 0 5 L /m i n a n d a

s m a l l w a t e r d i s h p r o v i d e d p r o p e r h u m i d i fi c a t i o n . P r e p a r e d lu n g c e l l s w e r e e x p o s e d t o 1 p p m

f o r m a ld e h y d e f o r 4 ho u r s
,
w h i l e m o c k - t r e a t e d c o n t r o l c e l l s w e r e e x p o s e d t o h u m i d i fi e d a i r u n d e r

s im i l a r c o n d i t i o n s . E x p e r i m e n t s w e r e c a r r i e d o u t w it h s i x t e c h n i c a l r e p l i c a t e s f o r e a c h e x p o s u r e

c o n d i t i o n
, g e n e r a t i n g a t o t a l o f 12 s a m p le s . A f t e r n i n e h o u r s

,
c e l l s w e r e s c r a p e d a n d s t o r e d a t -

8 0 ° C in T R I z o l R e a g e n t (I n v it r o g e n L if e T e c h n o l o g i e s ) ,
a n d b a s o l a t e r a l s u p e m a t a n t s w e r e

a s p ir a t e d a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C .

2 .
2 . 3 Cy t o t o x i c i ty A n a ly s i s

T o m e a s u r e f o r m a ld e h y d e e x p o s u r e
'

s c y t o t o x ic i t y , t h e e n z y m e l a c t a t e d e h y d r o g e n a s e (L D H )

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

c o u p l e d e n z y m a t i c a s s a y (T a k a r a ) , a c c o r d in g t o t h e s u p p l i e r
'

s i n s t r u c t i o n s (T a k a r a B i o I n c .

,

J a p a n ) . L D H f o l d i n c r e a s e w a s c a l c u l a t e d a s H l d h
,
f e / I- I l d h c ,

w h e r e \x r e p r e s e n t s t h e m e a n L D H

a c t i v i t y ,
F E r e p r e s e n t s f o r m a ld e h y d e e x p o s e d s a m p l e s

,
a n d C r e p r e s e n t s c o n t r o l s .

2 . 2 . 4 Mi c r o a r r a y P r o c e s s i n g

R N A m o l e c u l e s o f a t l e a s t 1 8 n u c l e o t i d e s in l e n g t h w e r e i s o l a t e d u s i n g Q ia g e n
'

s m i RN e a s y ® K i t

a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l (Qi a g e n ,
V a le n c i a C A ) . R N A w a s q u a n t i fi e d w it h t h e

N a n o D r o p
'

' '^ 1 0 0 0 Sp e c t r o p h o t o m e t e r (T h e r m o S c i e n t i fi c
,
W a l t h a m M A ) a n d i t s i n t e g r it y w a s

v e r i fi e d w i t h a n A g i l e n t T e c h n o l o g i e s 2 10 0 B i o a n a l y z e r (Sa n t a C l a r a
,
C A ) . R N A w a s l a b e l e d

a n d hy b r i d i z e d t o t h e h u m a n m iR N A m i c r o a r r a y (v e r s i o n 1 ) m a n u f a c t u r e d b y 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 l a r a
,
C A ) . T h i s m i c r o a r r a y m e a s u r e s e x p r e s s i o n le v e l s o f 5 3 4 h u m a n

m iR N A s .
T h r e e o f t h e s i x t o t a l s a m p l e s f r o m e a c h e x p o s u r e c o n d i t io n , t h r e e f o r m a l d e h y d e

-

e x p o s e d a n d t h r e e m o c k - t r e a t e d s a m p l e s
,
w e r e h y b r i d i z e d u s i n g 4 0 0 n g o f in p u t R N A p e r

s a m p l e . R N A l a b e l i n g a n d h y b r i d i z a t i o n w e r e p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'

s
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p r o t o c o l , a n d m i c r o a r r a y r e s u l t s w e r e e x t r a c t e d u s i n g A g i l e n t F e a t u r e E x t r a c t i o n S o f t w a r e . D a t a

w e r e s u bm it t e d t o N C B I
'

s G e n e E x p r e s s i o n O m n i b u s (G E O ) d a t a b a s e

(h t t p :/ /w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / g e o / ) a n d a r e a v a i l a b l e u n d e r a c c e s s i o n #G SE 2 2 3 6 5 (E d g a r , e t a i ,

2 0 02 ) .

2 . 2 . 5 M i c r o a r r a y A n a ly s i s

T h e r e s u l t i n g e x p r e s s i o n l e v e l s f o r e a c h o f t h e m iR N A s m e a s u r e d b y t h e m i c r o a r r a y s w e r e

c a l c u l a t e d a n d u s e d t o fi l t e r f o r m i R N A s e x p r e s s e d a b o v e a b a c k g r o u n d l e v e l (b a c kg r o u n d w a s

s e t a t 3 0 , a p p r o x i m a t i n g t h e m e d ia n s i g n a l p e r a r r a y ) . T h i s r e s u lt e d i n a r e d u c t i o n o f p r o b e s e t s

f r o m 12 03 3 t o 4 9 00 r e c o r d s D i f f e r e n t i a l m iR N A e x p r e s s io n w a s d e fi n e d a s a s i g n i fi c a n t

d i f f e r e n c e in m iR N A e x p r e s s io n l e v e l s b e t w e e n t r e a t e d s a m p l e s a n d u n t r e a t e d s a m p l e s ,
w h e r e

t h e f o l l o w i n g t h r e e s t a t i s t i c a l r e q u ir e m e n t s w e r e s e t : ( 1) f o l d c h a n g e o f > 1 5 o r < - 1 . 5 (t r e a t e d

v e r s u s u n t r e a t e d ) ; ( 2 ) p - v a l u e < 0 . 0 0 5 ; a n d (3 ) f a l s e d i s c o v e r y r a t e (F D R ) < 0 . 0 0 5 . P - v a l u e s a n d

F D R s w e r e g e n e r a t e d u s i n g t h e C o m p a r a t i v e M a r k e r S e l e c t i o n t o o l i n G e n e P a t t e m

(w w w . b r o a d in s t i t u t e . o r g / c a n c e r / s o ft w a r e / g e n e p a t t e r n / ) (R e ic h e t a i , 2 0 0 6 ) . H e r e
,
2 0 0 0

p e r m u t a t i o n t e st s w e r e c a r r i e d o u t u s i n g t h e s i g n a l - t o - n o i s e (S N R ) r a t i o a n a ly s i s a n d s m o o t h e d

p
- v a l u e s w e r e d e t e r m i n e d f o r e a c h m i R N A

. SN R i s d e fi n e d b y t h e e q u a t i o n S N R = (p A
-
^ b ) /

( o a + ct b ) ,
w h e r e \i r e p r e s e n t s a v e r a g e s a m p l e i n t e n s it y a n d a r e p r e s e n t s s t a n d a r d d e v i a t io n

(G o lu b e t a i
,
1 9 9 9 ) . S N R s h a v e b e e n s h o w n t o p r o v i d e o n e o f t h e m o s t a c c u r a t e c la s s i fi c a t i o n

p r e d i c t io n m e t h o d s (C h o a n d R y u ,
2 0 0 2 ) . F a l s e d i s c o v e r y r a t e s (F D R s ) w e r e c a l c u l a t e d a s t h e

e x p e c t e d f r a c t io n o f f a l s e p o s it i v e s a m o n g p r o b e s e t s r e p o r t e d a s s i g n i fi c a n t u s i n g t h e B e n j a m i n i

a n d H o c h b e r g p r o c e d u r e (B e n j a m i n i a n d H o c h b e r g , 1 9 9 5 ) . T a r g e t s f o r t h e m o s t d if f e r e n t i a l l y

e x p r e s s e d m i R N A s w e r e i d e n t i fi e d u s i n g m iR D B (w w w . m i r d b . o r g ) (W a n g ,
2 0 0 8 ; W a n g a n d E l

N a q a ,
2 0 0 8 ) w h e r e t a r g e t s w it h a s c o r e o f > 7 0 w e r e i n v e s t i g a t e d .

2 . 2 . 6 E n r i c h e d B i o l o g i c a l F u n c t i o n s a n d N e t w o r k A n a ly s is

E n r i c h e d b i o l o g ic a l f u n c t i o n s a n d m o l e c u l a r n e t w o r k a n a ly s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g t he

I n g e n u it y d a t a b a s e ( I n g e n u i t y S y s t e m s
,
w w w . in g e n u i t y . c o m , R e d w o o d C it y , CA ) . T h e I n g e n u i t y

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

r e g u l a t o r y e v e n t s , a n d c he m i c a l k n o w l e d g e a c c u m u l a t e d t o d e v e l o p a g l o b a l m o l e c u l a r n e t w o r k .

T h e l i s t s o f p u t a t i v e t a r g e t s f o r e a c h m iR N A w e r e o v e r l a i d o n t o t h i s g l o ba l m o l e c u l a r n e t w o r k
,
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w h e r e p r o t e i n n e t w o r k s s i g n i fi c a n t l y a s s o c i a t e d w it li t h e t a r g e t s w e r e a l g o r i t hm i c a l l y c o n s t r u c t e d

b a s e d o n c o n n e c t i v it y . A s s o c i a t e d e n r i c h e d c a n o n i c a l p a t h w a y s w i t h i n t h e s e n e t w o r k s w e r e a ls o

i d e n t i fi e d . F u n c t i o n a l a n a ly s i s w a s c a r r i e d o u t t o i d e n t i f y b io lo g i c a l f u n c t i o n s a n d d i s e a s e

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

b io lo g i c a l f u n c t i o n o r d i s e a s e w a s c a l c u l a t e d u s in g a F i s c h e r
'

s e x a c t t e s t .
T h i s t e s t g e n e r a t e d a p

-

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

t a r g e t s b y c h a n c e a l o n e . O n l y e n r i c h e d f u n c t i o n s w i t h p
- v a l u e s < 0 0 0 5 w e r e a s s e s s e d .

2 . 2 .
7 Qu a n t i t a t i v e R T - P CR V e r if i c a t i o n of m i R N A E x p r e s s i o n

E x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e fi v e m o s t s i g n i fi c a n t l y m o d i fi e d m i R N A s w e r e a l s o t e s t e d u s in g

q u a n t it a t i v e r e a l - t i m e PC R . T h e T a q M a n ® M i c r o R N A P r i m e r A s s a y s f o r h s a - m i R - 3 3 ( I D

0 02 13 5 ) , h s a - m i R - 4 5 0 (I D 2 3 0 3 ) , h s a - m iR - 3 30 ( I D 0 0 0 54 4 ) , h s a - m i R - 18 1 a (ID 0 00 5 16 ) ,
a n d

h s a - m i R - l Ob (ID 0 02 2 18 ) w e r e u s e d i n c o n j u n c t i o n w i t h t h e T a qM a n ® Sm a l l R N A A s s a y s P C R

k it (A p p l i e d B io s y s t e m s ) . T h e B i o - R a d M y C y c l e r T h e rm a l C y l e r w a s u s e d f o r t h e r e v e r s e

t r a n s c r i p t i o n s t e p , a n d t h e R o c h e L i g h t c y c l e r 4 8 0 w a s u s e d f o r t h e r e a l - t im e s t e p . T h e s a m e t h r e e

c o n t r o l a n d t hr e e f o r m a ld e h y d e e x p o s e d s a m p l e s f r o m t h e m i c r o a r r a y w e r e u s e d f o r q R T - P C R ,

w h ic h w a s p e r f o r m e d in t e c h n ic a l du p l ic a t e . St a t i s t i c a l s i g n i fi c a n c e w a s e v a l u a t e d u s i n g a t - t e s t .

2 . 2 . 8 I n t e r l e u k i n - 8 M e a s u r e m e n t

T h e p r o t e i n a b u n d a n c e o f t h e c y t o k in e in t e r l e u k in - 8 (I L - 8 ) w a s m e a s u r e d u s i n g t h e b a s o l a t e r a l

s u p e r n a t a n t f r o m a l l 1 2 s a m p l e s . A B D O p t E IA
^ ^

h u m a n I L - 8 e n z y m e - l i n k e d im m u n o s o r b e n t

a s s a y (E L I S A ) w a s p e r f o r m e d a n d a n a l y z e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r s
'

p r o t o c o l (B D

B i o s c i e n c e s
,
S a n J o s e ,

C a l i f o r n i a ) E x p e r i m e n t s w e r e c a r r i e d o u t w it h 1 2 t e c h n i c a l r e p l ic a t e s f o r

e a c h e x p o s u r e c o n d it i o n . S c a n n e d a b s o r b a n c e r e a d in g o u t l i e r s w e r e i d e n t i fi e d t h r o u g h t h e

G r u b b s '

t e s t (w w w . g r a p h p a d . c o m ) w h e r e o u t l i e r s w e r e id e n t i fi e d a s t h o s e w i t h l e s s t h a n a 5%

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

(G r u b b s
,
1 9 6 9 ) . I L - 8 f o l d in c r e a s e w a s c a lc u l a t e d a s h i l - 8 f e / I^ i l - 8 c ,

w h e r e |a r e p r e s e n t s t h e

m e a n , F E r e p r e s e n t s f o r m a l d e h y d e e x p o s e d s a m p l e s ,
a n d C r e p r e s e n t s c o n t r o l s . St a t i s t i c a l

s i g n i fi c a n c e o f t h e t r e a t e d v e r s u s u n t r e a t e d I L - 8 l e v e l s w a s c a l c u la t e d u s i n g a t - t e s t w i t h W e l c h
'

s

c o r r e c t i o n .
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2 . 3 R E SU L T S

2 . 3 . 1 F o r m a l d e h y d e E x p o s u r e M o d u l a t e s m i R N A s i n H u m a n L u n g C e l l s

I n t h i s s t u d y , w e s e t o u t t o i d e n t i f y w h e t h e r f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e a l t e r s t h e e x p r e s s i o n l e v e l s

o f m i R N A s in l u n g c e l l s . H u m a n l u n g e p i t h e l i a l c e l l s (A 5 4 9 ) w e r e e x p o s e d t o g a s e o u s

f o r m a l d e h y de d r a w n d ir e c t l y f r o m a n u n - i r r a d i a t e d (d a r k ) e n v i r o n m e n t a l c h a m b e r i n t o a n

e x p o s u r e c h a m b e r o r w e r e m o c k - t r e a t e d ( s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . T h i s e x p o s u r e r e s u lt e d in

a 6 .
6 8 f o l d i n c r e a s e i n L D H r e le a s e in t h e f o r m a l d e h y d e t r e a t e d c e l l s . A ft e r e x p o s u r e

,
s m a l l

RN A s w e r e c o l l e c t e d a n d t h e i r r e l a t i v e a b u n d a n c e m e a s u r e d u s i n g m i c r o a r r a y s
.
A t o t a l o f 34 3

u n i q u e m i R N A s w e r e d e t e c t a b l e a b o v e b a c k g r o u n d i n t h e s e c e l l s .
T h e 3 4 3 m iR N A s w e r e fu r t h e r

a s s e s s e d f o r f o r m a l d e h y d e
- i n d u c e d c h a n g e s in e x p r e s s i o n l e v e l (s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) .

A

t o t a l o f 8 9 m iR N A s s h o w e d a s i g n i fi c a n t d e c r e a s e i n e x p r e s s i o n i n t h e f o r m a l d e h y de e x p o s e d

l u n g s a m p l e s c o m p a r e d t o c o n t r o l s a m p l e s (F i g u r e 9
,
A dd it i o n a l F i l e 6 ) . T h e r e w e r e n o m i R N A s

i d e n t i fi e d w i t h s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s in r e s p o n s e t o f o r m a l d e h y d e . T h e fi v e

m o st s i g n i f i c a n t ly d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d m i R N A s
,
a s d e t e r m in e d t h r o u g h m i c r o a r r a y a n a l y s i s ,

w e r e m i R - 3 3 (F C - 5 . 4 8 ) ,
m i R - 4 5 0 (F C - 3 . 5 7 ) , m i R - 3 3 0 (F C - 2 4 3 ) ,

m i R - 1 8 1a (F C - 2 .
1 1 ) , a n d

m iR - 1 0b (F C - 2 . 1 1 ) .
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= ^ 4 P <l?W iS« l» P t * # B ' * J" S S t M '

'

«

C o n t r o l 1 Co n t r o l 2 Co n t r o l s FA l FA 2 F A S

F i g u r e 9 : H e a t m a p o f 89 f o r m a l d e h y d e
- m o d u l a t e d m i R N A s . D a t a w e r e m e a n s t a n d a r d i z e d a n d h i e 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 B l u e i n d i c a t e s r e l a t i v e l o w e x p r e s s i o n w h i l e r e d i n d i c a t e s r e l a t i v e h ig h e x p r e s s i o n
.

F o r m a l d e h y d e
- t r e a t e d s a m p l e s a r e a bb r e v i a t e d a s F A

2 . 3 . 2 M i c r o R N A E x p r e s s i o n C h a n g e s a r e V a l i d a t e d t h r o u g h qR T - P C R

Q u a n t i t a t i v e r e a l - t i m e R T - P C R w a s u s e d t o c o n fi r m t h e fi n d i n g s o f t h e a r r a y
- b a s e d r e s u l t s . T h e

q R T
- P C R v a l i d a t e d t h e fi n d i n g s o f t h e d e c r e a s e d m i R N A e x p r e s s i o n in d u c e d by f o r m a ld e h y d e

e x p o s u r e . S p e c i fi c a l l y ,
m iR - 3 3 0 s h o w e d a fo l d c h a n g e (F C ) o f - 1 . 3 2 ,

a n d m iR - 1 8 1a s h o w e d a

F C o f - 7 . 3 9 (F i g u r e 1 0 ) . L i k e w i s e
,
m i R - 3 3 d i s p l a y e d a F C o f - 1 . 2 a n d m iR - l Ob d i s p l a y e d a F C

o f - 1 . 4 8 . m iR - 4 50 s h o w e d m in i m a l e x p r e s s io n c h a n g e s w it h a F C o f - 1 0 4 . B e c a u s e it c o u l d n o t

b e v a l i da t e d
,
f u r t h e r a n a l y s i s o n m iR - 4 5 0 w a s n o t p e r f o r m e d . T o a s s e s s t h e s im i l a r i t y o f t h e

a r r a y
- b a s e d q u a n t i fi c a t i o n o f t h e m i R N A e x p r e s s i o n c h a n g e s a n d t he qR T - P C R , t he r e l a t iv e

m i R N A a b u n da n c e s w e r e c o m p a r e d a g a i n s t t h e r a w m i c r o a r r a y e x p r e s s i o n d a t a T h i s a n a l y s i s
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s h o w s a h i g h c o r r e l a t i o n ( 0 . 8 ) b e t w e e n m i R N A a b u n d a n c e m e a s u r e d w it h b o t h q R T
- P C R a n d

m i c r o a r r a y (F i g u r e 1 0 ) . M o r e s p e c i fi c a l l y ,
t h e s e a n a l y s e s s u p p o r t t h a t t h e d i r e c t i o n o f d i f f e r e n t i a l

e x p r e s s i o n o f t h e m i R N A s i n d u c e d b y e x p o s u r e t o f o r m a l d e h y d e w a s c o n s i st e n t b e t w e e n t h e

q R T - P C R a n d m i c r o a r r a y a n a l y s e s . I t i s im p o r t a n t t o n o t e
,
h o w e v e r

,
t h a t t h e r e i s a d i f f e r e n c e i n

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

o bt a i n e d w i t h t h e q R T
- P C R .

1 1 0

1 00

E »

*

li ri

M
m iR- 3 3

(F C = - 5 5 )
m i R- 3 3 0

(F C = - 2 4 )
m iR - l Sl a

(F C = - 2 1 )
m i R- l O b

(F C = - 2 1 )

CB ) „

Z u

* *

i 1
CT

n i i R- 3 3

(F C = -

1 2 )
n i i R- 3 3 0

(FC = -

1 4 )
m iR- 18 1 a

(FC = -

7 4 )
m JR - l Ob

(F C = -

1 5 )

(C)

♦ i r fR - ^ ^

♦ m f H - l O b R = Q. 8

♦ n n i R- 3 3 0

R T - P CR m i R N A A b u n d a n c e

F i gu r e 10 : C o m p a r i s o n o f M i c r o a r r a y a n d q R T - P C R R e s u l t s . m i R N A m i c r o a r r a y r e s u l t s (A ) a r e d i s p l a y e d a s

m iRN A a b u n d a n c e o b t a i n e d f r o m r a w m i c r o a r r a y d a t a m iR N A qR T - P C R r e s u l t s (B ) a r e d i s p l a y e d i n t e r m s o f

m i RN A a b u n d a n c e r e l a t i v e t o 4 0 , t he m a x i m u m c y c l e t h r e s ho l d S t a r s y m b o l s r e p r e s e n t s ig n i f i c a n c e
,
w h e r e o n e s t a r

r e p r e s e n t s p
- v a l u e < 0 1

,
a n d t w o s t a r s r e p r e s e n t p

- v a l u e < 0 0 5 E a c h c o l u m n r e p r e s e n t s e i t he r c o n t r o l s a m p l e s ( C T )
o r t r e a t e d s a m p l e s (T r t ) A v e r a g e f o l d c h a n g e s (F C ) a r e s h o w n , a n d e r r o r b a r s r e p r e s e n t S E M C o r r e l a t i o n (C )
be tw e e n m iR N A a b u n d a n c e m e a s u r e d by m i c r o a r r a y s a n d R T - P C R is i l l u s t r a t e d
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2 . 3 . 3 m l R N A T a r g e t s a r e I n t e g r a t e d i n t o B i o l o g i c a l N e t w o r k s

I n o r d e r t o i d e n t i f y p o t e n t i a l b i o l o g i c a l p a t h w a y s a f f e c t e d b y f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e , t h e 8 9

m i R N A s t h a t s h o w e d s i g n i f i c a n t c h a n g e s in e x p r e s s i o n le v e l s w e r e r a n k e d a c c o r d i n g t o t h e i r

f o l d - c h a n g e s
, p

- v a l u e s
,
a n d q R T - P C R r e s u lt s (A dd it i o n a l F i le 6 ) . H e r e

,
t h e f o u r m i R N A s w it h

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

m i R - 3 3
,
m i R - 3 30 , m i R - 1 8 1 a , a n d m iR - l Ob .

F o r e a c h o f t h e s e f o u r m i R N A s
,
w e id e n t i f i e d t h e i r

p u t a t i v e m R N A t a r g e t s (s e e M a t e r ia l s a n d M e t h o d s ) U s i n g a s t r i n g e n t c u t o f f o f a m a t c h s c o r e

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

l i s t ( s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) , w e i d e n t i f i e d a t o t a l o f 6 7 t a r g e t s o f m i R - 3 3 , 2 1 7 t a r g e t s o f

m i R - 3 30
,
3 3 4 t a r g e t s o f m iR - 1 8 1a , a n d 2 5 t a r g e t s o f m i R - l Ob (A dd it i o n a l F i le 7 ) . A m o n g t h i s

l i st o f 6 4 7 m R N A s , t h e r e a r e 4 2 t h a t a r e c o m m o n t o a t l e a s t t w o o f t h e m o d u l a t e d m i R N A s

(A d d i t i o n a l F i l e 7 ) .

O n c e t h e p r e d i c t e d m R N A t a r g e t s w e r e i d e n t i f i e d f o r t h e m o s t s i g n i fi c a n t m i R N A s
,
t h e y w e r e

o v e r l a i d o n t o m o l e c u la r p a t h w a y m a p s e n a b l e d t h r o u g h t h e I n g e n u it y P a t h w a y s
'

K n o w l e d g e

B a s e ( s e e M a t e r ia l s a n d M e t h o d s ) . N e t w o r k s c o n t a i n i n g m i R N A t a r g e t s w e r e a lg o r it h m i c a l ly

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

t a r g e t s o f t h e f o u r m o d u l a t e d m i R N A s (m i R - 3 3
,
m i R - 3 3 0

,
m i R - 1 8 1 a

,
a n d m i R - l Ob ) r e s u l t e d in

t h e g e n e r a t i o n o f a t o t a l o f 4 0 n e t w o r k s (A dd it i o n a l F i l e 8 ) . F o r e a c h o f t h e m i R N A g e n e t a r g e t s ,

t h e m o s t s i g n if i c a n t (p - v a l u e s r a n g e f r o m l O
' ^ ^

t o l O
' " *^
) n e t w o r k h a s be e n h i g h l ig h t e d f o r f u r t h e r

e v a l u a t i o n (F i g u r e 1 1 ) . T h e p r o t e in s i de n t i f i e d w i t h in t h e s e n e t w o r k s w e r e q u e r ie d f o r t he i r

e n r ic h m e n t f o r v a r i o u s c a n o n i c a l p a t hw a y s ( s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . A c o m p a r i s o n o f t h e

c a n o n ic a l p a t hw a y s h i g h l i g h t e d t h e c o n s e r v a t i o n o f a c a n c e r - a s s o c ia t e d p a t hw a y c o m m o n t o a l l

f o u r m i R N A -

g e n e r a t e d n e t w o r k s (A d d i t i o n a l F i l e 9 ) . O v e r l a y i n g t h e p a t h w a y in f o r m a t i o n o n t o

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

k a p p a b e t a (N F k B ) p a t h w a y a n d t h e i n t e r l e u k in - 8 ( I L - 8 ) s i g n a l i n g p a t h w a y , a m o n g o t h e r s

(F i g u r e 1 1
,
A d d it i o n a l F i l e 9 ) .
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t r a n s m e m b r a n e

r e c e p t o r

k i n a s e

e n zy m e

t r a n s c r i p t io n a i

r e g u i a t o r

t r a n sp o r t e r

p e p t i da s e

I
■

I

G p r o t e i n

c o u p l e d r e c e p t o r

g r o w t h f a c t o r

io n c h a n n e l

o t h e r

— d i r e c t i n t e r a c t i o n d A h R s ig n a l i n g

—
i n d i r e c t i n t e ra c t i o n o I L- 8 s i g n a l i n g

* c a n c e r s i g n a l i n g » v N F k B s i g n a l i n g

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

e x p r e s s i o n c h a n g e s (L i e t a l 2 0 0 7 )

F ig u r e 1 1 : M o s t s ig n i fi c a n t m o l e c u l a r n e t w o r k s o f m o d u l a t e d m i R N A s a f fe c t e d b y f o r m a ld e h y d e e x p o s u r e .

P r o t e i n n e tw o r k s d i s p l a y i n t e r a c t i o n s u s i n g t h e m R N A t a r g e t s o f (A ) m i R - 3 3 , (B ) m iR - 3 3 0
, (C ) m i R - 18 1a

,
a n d ( D )

m iR - l Ob P - v a l u e s r e p r e s e n t i n g th e p r o b a b i h t y o f t h e s e i n t e r a c t i o n s o c c u r r i n g b y c h a n c e a r e s h o w n i n t h e to p r ig h t

c o m e r s o f e a c h n e t w o r k N e t w o r k s a r e d i s p l a y e d w i t h s y m b o l s r e p r e s e n t i n g p r e d i c t e d m iR N A t a r g e t s ( r e d s y m b o l s )
o r p r o t e i n s a s s o c i a t e d w i t h th e p r e d i c t e d t a r g e t s ( c l e a r s y m b o l s )

U s in g a b i o l o g ic a l p r o c e s s e n r i c hm e n t a n a l y s i s , t h e 4 0 n e t w o r k s e n c o d e d by t h e m R N A t a r g e t s

f o r e a c h m i R N A w e r e q u e r i e d f o r b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t h a t w e r e m o s t s i g n i f i c a n t ly m o d u l a t e d by

f o rm a l d e h y d e e x p o s u r e . A t o t a l o f 7 1 u n i q u e b i o lo g i c a l p r o c e s s e s w e r e f o u n d (A dd i t io n a l F i l e

1 0 ) . A c r o s s t h e m R N A t a r g e t s ,
c o m m o n e n r i c hm e n t w a s f o u n d f o r 1 3 d i f f e r e n t c e l l u l a r

b i o l o g i c a l p r o c e s s e s . T h e s e p r o c e s s e s i n c l u d e d i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e (p - v a l u e < 0 . 0 0 2 9 ) a n d
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e n d o c r in e s y s t e m d e v e l o p m e n t / f u n c t i o n (p - v a l u e < 0 . 0 0 18 ) w h i c h w e r e e n r ic h e d w i t h i n t h e

t a r g e t s o f a l l f o u r m i R N A s (T a b l e 3 ) .

T a b l e 3 : B i o l o g i c a l f u n c t i o n s s i g n i fi c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h a l l p r e d i c t e d t a r g e t s e t s o f m iR - 3 3 , m i R - 3 3 0 , m i R -

1 8 1a
,
a n d m iR - l Ob .

| :e U M o r p h o l o g y

E n r i c h e d F u n c t i o n s

C e l l u l a r D e v e l o p m e n t

Sm a l l M o le c u l e B i o c h e m i s t r y

N e r v o u s S y s t e m D e v e l o p m e n t a n d F u n c t i o n

C e l l - T o - C e l l S i g n a l i n g a n d I n t e r a c t i o n

T i s s u e D e v e l o p m e n t

C e l l u l a r F u n c t i o n a n d M a in t e n a n c e

C e l l u l a r M o v e m e n t

E n d o c r i n e S y s t e m D e v e l o p m e n t a n d F u n c t i o n

G e n e E x p r e s s i o n

C e l l u l a r G r o w t h a n d P r o l i f e r a t i o n

I n f l a m m a t o r y R e s p o n s e

H e m a t o l o g i c a l S y s t e m D ev e l o p m e n t a n d F u n c t i o n

A v e r a g e p
- v a l u e

0 0 0 1 1

0 0 0 15

0 . 0 0 16

0 00 17

0 0 0 17

0 00 17

0 0 0 17

0 0 0 17

0 . 0 0 18

0 0 0 18

0 0 0 2 1

0 0 0 2 9

0 0 0 33

2 . 3 . 4 C o n s e r v a t i o n o f P r e d i c t e d a n d O b s e r v e d m R NA T a r g e t s

I n o u r a n a ly s i s , w e u s e d a s t r in g e n t c o m p u t a t i o n a l m e t r i c t o m a t c h m iR N A s t o t h e ir p r e d i c t e d

m R N A t a r g e t s t o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e b i o l o g i c a l i m p l ic a t i o n s o f f o r m a ld e h y d e e x p o s u r e . A s

t h e s e m R N A t a r g e t s w e r e c o m p u t a t io n a l ly p r e d i c t e d ,
w e a l s o c o m p a r e d o u r r e s u l t s w i t h t h o s e o f

a n e x i s t i n g g e n o m i c d a t a b a s e e s t a b l i s h e d f r o m a s t u d y t h a t a n a l y z e d h u m a n t r a c h e a l f i b r o b l a s t

c e l l s e x p o s e d t o f o r m a l d e h y d e (L i , e t a l
,
2 0 07 ) . I n t h i s c o m p a r i s o n , w e f o u n d o v e r l a p b e t w e e n

t h e p r e d i c t e d m R N A t a r g e t s o f t h e f o r m a l d e h y d e - m o d u l a t e d m i R N A s a n d t h e t e s t e d

f o r m a l d e h y d e
- r e s p o n s iv e g e n e s i d e n t i f i e d (L i, e t a l , 2 0 0 7 ) . S p e c i fi c a l ly ,

b r a i n - d e r i v e d

n e u r o t r o p h i c f a c t o r (B D NF ) , b o n e m o r p h o g e n e t i c p r o t e i n r e c e p t o r
,
t y p e I I (s e r i n e / t h r e o n i n e

k i n a s e ) (B MP R 2) , c a l c i u m c h a n n e l v o l t a g e - d e p e n d e n t L t y p e ,
a l p ha I C s u b u n it {C A CN A I Q ,

c a s e i n k in a s e 1 d e l t a (C SN K I D ) ,
h i g h m o b i l i t y g r o u p A T - h o o k 2 (HM GA 2 ),

h e a t s h o c k

t r a n s c r ip t io n f a c t o r 2 (H SF 2 ) ,
h e a t s h o c k 10 5 k D a / l l Ok D a p r o t e i n 1 (H SP H l ) ,

a n d P im - 1
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o n c o g e n e (P IM I ) ,
a r e f o u n d w i t h in t h e f o u r m o s t s ig n i f i c a n t n e t w o r k s a s s o c i a t e d w it h t h e

i d e n t i fi e d m i R N A t a r g e t s (F i g u r e 1 1 ) .

We e x p a n d e d o u r c o m p a r i s o n b y p e r f o r m in g n e t w o r k a n a l y s i s o n t h e f o r m a l d e h y d e - a s s o c i a t e d

g e n e s i d e n t i fi e d b y L i e t . a l (2 00 7 ) . H e r e , n e t w o r k s w e r e c o n s t r u c t e d a n d r e l a t e d b io l o g i c a l

f u n c t io n s w e r e i d e n t i fi e d , a s d o n e w it h t h e m i R N A p r e di c t e d t a r g e t n e t w o r k a n a ly s i s ( s e e

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . N e t w o r k s r e la t e d t o c a n c e r (p - v a l u e = 1 . 9 x 10
" "
) ,
i n f l a m m a t i o n (p -

v a l u e = 1 . 1 X 1 0
' ^
) ,

a n d e n d o c r i n e s y s t e m d is o r de r s (p - v a l u e = 3 15 x 10
" " *
) w e r e g e n e r a t e d

(A dd i t i o n a l F i l e 1 1 ) .

2 . 3 . 5 I n f l a m m a t o r y Cy t o k i n e I L - 8 i s R e l e a s e d i n R e sp o n s e t o F o r m a l d e h y d e

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

t h a t s h o w e d t h e I L - 8 p a t h w a y a s p o t e n t i a l ly d y s r e g u l a t e d b y f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e
,
w e s e t o u t

t o c o n fi r m w h e t h e r I L - 8 p r o t e i n l e v e ls m a y b e in fl u e n c e d b y s u c h e x p o s u r e . A ft e r c e l l s w e r e

e x p o s e d t o f o r m a ld e h y d e ,
I L - 8 p r o t e in r e l e a s e w a s a s s e s s e d ( s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s ) . T h e

i n v e s t i g a t i o n o f t h e in fl a m m a t o r y r e s p o n s e p r o t e i n i n t e r l e u k i n - 8 (I L - 8 ) s h o w e d t h a t h u m a n l u n g

c e l l s a c t i v a t e a n i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e a f t e r e x p o s u r e t o f o r m a l d e h y d e . S p e c i fi c a l l y , a n a v e r a g e

1 6 9 f o l d i n c r e a s e (p - v a l u e < 0 . 0 5 ) in c y t o k i n e r e l e a s e w a s o b s e r v e d in f o r m a l d e h y d e e x p o s e d

c e l l s r e la t i v e t o c o n t r o l s a m p l e s ( F i g u r e 1 2 ) .

^ 1 7 . 5 n

I 1 5 . 0 -

o

^ 1 2 . 5 .

e o o 10 . 0 -

= ! 8! 7 5 J

1 5 . 0 -

2 2 . 5 -

o

^ 0 . 0 .

C o n t r o l F o r m a l d e h y d e

F i gu r e 12 : I n t e r l e u k i n - 8 l e v e l s i n f o r m a l d e h y d e - t r e a t e d s a m p l e s c o m p a r e d t o u n t r e a t e d s a m p le s . R e s u l t s a r e

d i s p l a y e d a s f o ld i n c r e a s e o v e r c o n t r o l + / - S E M T h e s t a r s y m b o l ( * ) i n d i c a t e s s t a t i s t i c a l s ig n i f i c a n c e c o m p a r e d t o

t he c o n t r o l (p - v a l u e < 0 0 5 )
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2 . 4 D I S C U S S I O N

I n t h i s s t u d y , w e e x p o s e d h u m a n A 54 9 lu n g e p i t h e l ia l c e l l s t o f o r m a l d e h y d e u s i n g a n i n v i t r o

e x p o s u r e s y s t e m t h a t p h y s i c a l l y r e p l i c a t e s i n v i v o h u m a n lu n g g a s e x p o s u r e s (B a k a n d , e t a l ,

2 0 0 5 ) . A 54 9 c e l l s a r e r o u t i n e ly u s e d t o st u d y t h e e f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l a ir e x p o s u r e s (J a s p e r s ,

e t a l ,
1 9 9 7 ; S e x t o n , e t a l

,
2 0 04 ; Sp e it , e t a l

,
2 0 10 ) , a n d t h e y h a v e b e e n p r o p o s e d a s a

st a n d a r d iz e d m o d e l t o s t u d y t h e l u n g e p it h e l i u m (F o s t e r e t a l
,
19 9 8 ) . M o r e o v e r

,
w h e n e x p o s e d

t o g a s e s a t a n a i r - l i q u i d in t e r f a c e , A 54 9 c e l l s s e c r e t e e n o u g h s u r f a c t a n t t o m im i c a i r w a y s u r f a c e

t e n s i o n (B l a n k e t a l
,
2 00 6 ) .

O u r m i c r o a r r a y a n a l y s is r e v e a l e d t h a t f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e r e s u l t e d i n t h e d o w n - r e g u l a t i o n o f

8 9 m i R N A s . I t w a s in t e r e s t in g t h a t a l l o f t h e m o d u l a t e d m i R N A s w e r e d o w n - r e g u la t e d b y

f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e . T h i s g e n e r a l t r e n d o f m i R N A d o w n - r e g u l a t i o n h a s b e e n o b s e r v e d i n r a t

l u n g c e l l s e x p o s e d t o c i g a r e t t e s m o k e (I z z o t t i e t a l ,
2 0 0 9 ) , a s w e l l a s i n m u l t ip l e t u m o r c e l l

t y p e s
,
i n c l u d i n g l u n g c a n c e r , b r e a st c a n c e r , a n d l e u k e m i a (L u , e t a l

,
2 0 0 5 )

W e f o c u s e d a d e t a i l e d a n a l y s i s o n t h e f o u r m o s t s i g n i f i c a n t l y d o w n - r e g u l a t e d m i R N A s , a s

d e t e r m in e d t h r o u g h m i c r o a r r a y a n a l y s i s a n d qR T - P C R : m i R - 3 3
,
m i R - 3 3 0

,
m i R - 1 8 1 a

,
a n d m iR -

10 b . T h e s e m i R N A s h a v e b e e n s t u d i e d , t o s o m e e x t e n t , a n d k n o w l e d g e a b o u t t h e ir r e g u l a t i o n

a n d a s s o c i a t i o n t o d i s e a s e i s g r o w i n g .
F o r e x a m p l e ,

m i R - 3 3 s h o w s d e c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s i n

t i s s u e s f r o m p a t i e n t s w i t h l u n g c a r c i n o m a s (Y a n a i h a r a e t a l
,
2 0 06 ) . A l s o

,
m i R - 3 30 e x p r e s s i o n

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

c o m p a r e d a g a i n s t n o n t u m o r ig e n i c p r o s t a t e c e l l s (L e e e t a l , 2 0 09 ) .
F u r t he r m o r e , m i R - 3 3 0 h a s

b e e n s u g g e s t e d t o a c t a s a t u m o r s u p p r e s s o r b y r e g u l a t i n g a p o p t o s i s o f c a n c e r c e l l s (L e e
, e t a l

,

2 0 0 9 ) . I n a d d i t io n
,
m i R - l Ob s h o w s a l t e r e d e x p r e s s i o n l e v e l s w it h i n b r e a s t c a n c e r t i s s u e

,
a n d i s

o n e o f t h e m o s t c o n s i s t e n t l y dy s r e g u la t e d m iR N A s a b l e t o p r e d i c t t u m o r c la s s i fi c a t i o n (l o r i o e t

a l
,
2 0 0 5 ; M a , e t a l , 2 0 07 ) . T h e s e fi n d i n g s s u g g e s t t h a t m i R - 3 3

,
m i R - 3 3 0

,
a n d m i R - l Ob m a y

i n fl u e n c e c e l l u la r d i s e a s e s t a t e ,
s p e c ifi c a l l y r e l a t e d t o c a n c e r .

F o r m a ld e h y d e e x p o s u r e a l s o a l t e r e d t h e e x p r e s s i o n l e v e l o f m i R - 1 8 1a
,
w h i c h h a s k n o w n

a s s o c i a t i o n s w i t h l e u k e m o g e n e s i s (M a r c u c c i e t a l
,
2 0 0 9 ) .

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

s h o w e v i d e n c e f o r p o s s i b l e a s s o c i a t i o n t o t h i s d i s e a s e (P i n k e r t o n e t a l
,
2 0 04 ; Z h a n g e t a l

,

2 0 10 ) ,
a s w e l l a s a g a in s t i t (B a c h a n d e t a l , 2 0 10 ; M a r s h a n d Y o u k ,

2 0 04 ) .
H o w e v e r , i t i s

i m p o r t a n t t o n o t e t h a t o u r s t u d y e v a l u a t e s m i R N A e x p r e s s i o n i n l u n g c e l l s
,
w h i c h l i k e l y d i f f e r

f r o m l e u k e m i a t a r g e t c e l l s
'

r e s p o n s e s t o f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e , o r e x p o s u r e t o f o r m a l d e h y d e
'

s

m e t a b o l i c p r o du c t s . N e v e r t h e l e s s , it i s w o r t h h i g h l i g h t i n g t h e o b s e r v a t i o n o f t h e dy s r e g u la t i o n o f

m i R - 1 8 1 a u p o n e x p o s u r e t o f o r m a l d e h y de .

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

b i o l o g i c a l i m p l ic a t i o n s o f t h e m i R N A e x p r e s s i o n c h a n g e s in d u c e d b y a c u t e f o r m a l d e h y de

e x p o s u r e . F o r t h i s a n a ly s i s , w e u s e d a s t r i n g e n t c o m p u t a t i o n a l m a t c h i n g a p p r o a c h t o i d e n t i f y

p r e d i c t e d m R N A t a r g e t s f o r m i R - 3 3
,
m iR - 3 3 0

,
m i R - 1 8 1 a

,
a n d m i R - l Ob . T h e i d e n t i f i e d m R N A

t a r g e t s w e r e u s e d t o c o n s t r u c t a s s o c i a t e d m o le c u l a r n e t w o r k s a n d w e r e a n a l y z e d f o r t h e ir k n o w n

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

e n r i c h m e n t f o r v a r i o u s c a n o n i c a l p a t h w a y s i n c l u d in g n u c l e a r f a c t o r k a p p a b e t a (N F k B ) a n d

i n t e r l e u k i n - 8 (I L - 8 ) s i g n a l i n g . A l t h o u g h v e r y f e w p r e d i c t e d t a r g e t s o v e r l a p p e d b e t w e e n t h e f o u r

m i R N A s
, p r o t e in s i n v o lv e d w it h c a n c e r m e c h a n i s m s i n c l u d i n g t h a t o f t h e N F k B p a t h w a y w e r e

f o u n d w i t h in t h e m i R N A t a r g e t n e t w o r k s I m p o r t a n t l y ,
N F k B h a s c l e a r l i n k s t o i n f l a m m a t i o n a n d

c a n c e r d e v e l o p m e n t (K a r i n a n d G r e t e n
,
2 0 0 5 ; S c h m i d a n d B i r b a c h ,

2 0 0 8 ) . A l s o r e l a t e d t o

i n f l a m m a t i o n
,
I L - 8 s i g n a l i n g w a s p r e s e n t i n t h e m i R N A t a r g e t n e t w o r k s . P r e v i o u s s t u d ie s h a v e

s h o w n I L - 8 r e l e a s e in l u n g s c e l l s r e p r e s e n t in g i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e a f t e r e x p o s u r e t o o t h e r a i r

p o l l u t a n t s (J a s p e r s , e t a l , 1 9 9 7 ; S e x t o n , e t a l , 2 0 04 ) . I n a d d i t i o n
,
i n v e s t i g a t i o n s h a v e s h o w n

i n c r e a s e d I L - 8 l e v e l s in lu n g s o f p a t i e n t s w i t h d i s e a s e s s u c h a s a c u t e l u n g i n j u r y (M c C l i n t o c k e t

a l , 2 0 0 8 ) , a d u lt r e s p i r a t o r y d i s t r e s s s y n d r o m e (Jo r e n s e t a l
,
1 9 92 ) ,

a n d a s t h m a (B lo e m e n e t a l ,

2 0 0 7 ) . I n f l a m m a t io n i s a r e c o g n i z e d f o r m a l d e h y d e - i n d u c e d r e s p o n s e , a s f o r m a l d e h y d e i s k n o w n

t o ir r i t a t e t h e r e s p i r a t o r y s y s t e m (Sm i t h , e t a l
,
2 0 00 ) a n d in c r e a s e a s t h m a t i c r e s p o n s e (R u m c h e v

,

e t a l , 2 0 02 ; W i e s l a n d e r , e t a l
,
19 9 7 ) O u r f i n d i n g s s u g g e s t t h a t t h e c a n o n ic a l p a t hw a y s

a s s o c i a t e d w i t h f o r m a l de h y d e - i n d u c e d m i R N A p r o fi le c h a n g e s m a y a f f e c t t h e r e g u l a t i o n o f

b i o l o g i c a l p a t h w a y s a s s o c i a t e d w it h v a r i o u s d i s e a s e s t a t e s
,
i n c l u d i n g c a n c e r a n d in fl a m m a t i o n .
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A s a m e t h o d t o f u r t h e r v e r i fy o u r r e s u l t s ,
w e c o m p a r e d t h e p r o t e i n l e v e l s o f c y t o k i n e

in t e r k e u k i n - 8 ( I L - 8 ) i n f o r m a l d e h y d e - e x p o s e d c e l l s v e r s u s m o c k - t r e a t e d c o n t r o l s . W e f o u n d t h a t
,

in d e e d
,
I L - 8 s h o w e d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d p r o t e i n e x p r e s s i o n l e v e l s in t h e f o r m a l d e h y d e -

e x p o s e d c e l l s .
T h e s e r e s u l t s s u p p o r t o u r fi n d i n g s t h a t I L - 8 s i g n a l i n g i s a lt e r e d i n l u n g c e l l s

e x p o s e d t o f o r m a ld e h y d e . O u r n e t w o r k a n a ly s e s s u g g e s t t h a t c y t o k i n e s i g n a l in g m a y b e a l t e r e d

t h r o u g h c h a n g e s i n m i R N A e x p r e s s i o n l e v e l s . S u p p o r t in g t h i s i s a r e c e n t s t u dy t h a t s h o w s

m ic r o R N A s c a n r e p r e s s i n f la m m a t o r y r e sp o n s e s i g n a l i n g by p r o m o t i n g t h e d e c a y o f r e l a t e d

I n t e r l e u k i n t r a n s c r ip t s (A n d e r s o n
,
2 0 10 ) . F u t u r e r e s e a r c h w i l l t e s t w h e t h e r m i R N A e x p r e s s i o n

c h a n g e s a r e d i r e c t l y a s s o c i a t e d w it h I L - 8 s i g n a l i n g .

I n a n e f f o r t t o g a i n f u r t h e r u n d e r s t a n d i n g o f f o r m a l d e h y d e
'

s e f f e c t s o n g e n e e x p r e s s i o n
,
w e

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

e v a l u a t e d h u m a n l u n g c e l l s e x p o s e d t o f o r m a l de h y d e (L i , e t a l ,
2 0 0 7 ) . U s in g t h e p r e d i c t e d

t a r g e t s i n o u r m o s t s i g n i fi c a n t m i R N A n e t w o r k s , w e f o u n d t h e f o l l o w i n g g e n e s o v e r l a p w i t h t h e

e x i s t i n g d a t a b a s e : B D N F
,
B M P R 2

,
C A C NA I C

,
C SN K I D

,
H MG A 2

, H S F 2 ,
H SP H l

, a n d P I M l
.

T h e s e g e n e s h a v e b e e n s ho w n t o p l a y a r o l e i n v a r i o u s d i s e a s e s . F o r e x a m p l e ,
B D N F

,
o r br a in -

d e r i v e d n e u r o t r o p h i c f a c t o r
,
m o d u l a t e s n e u r o g e n e s i s a f t e r i n j u r y t o t h e c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m

(M i n g a n d S o n g , 2 0 05 ) C SN K I D
,
o r c a s e i n k in a s e 1 d e l t a

,
h a s b e e n i d e n t i fi e d a s u p

- r e g u l a t e d i n

b r e a s t c a n c e r t i s s u e (A b b a e t a l , 2 0 0 7 ) . HMG A 2 , o r h i g h m o b i l i t y g r o u p A T - h o o k 2
,
i s

o n c o g e n i c in m a n y t u m o r c e l l s , i n c lu d i n g l u n g c a r c in o m a c e l l s
,
a n d i s r e g u l a t e d b y t h e t u m o r -

s u p p r e s s i v e m i R N A l e t - 7 (L e e a n d D u t t a
,
2 0 0 7 ) . L a s t l y ,

P IM l
,
o r P im - 1 o n c o g e n e , i s f o u n d a t

i n c r e a s e d l e v e l s w it h i n p r o s t a t e c a n c e r t i s s u e (D h a n a s e k a r a n e t a l , 2 0 0 1) . N e t w o r k a n a ly s i s o f

a l l f o r m a l d e h y d e - r e s p o n s i v e g e n e s i d e n t i fi e d t h r o u g h t h e L i e t . a l (2 00 7 ) s t u d y r e v e a l e d

s i g n i fi c a n t a s s o c i a t i o n s w i t h c a n c e r
,
in fl a m m a t i o n

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

o v e r l a p w it h o u r fi n d in g s T he s e g e n e s a r e t h e r e f o r e l i n k e d w i t h f o r m a l d e h y d e
- i n d u c e d c h a n g e s

i n m iR N A a b u n d a n c e a s w e l l a s m R N A a lt e r a t i o n s , a n d t h e y a r e r e l a t e d t o a d iv e r s e r a n g e o f

c e l l u l a r r e s p o n s e s i n c l u d i n g t u m o r i g e n e s i s .
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2 . 5 C O N C L U SI O N S

O u r s t u d y p r o v i d e s e v i d e n c e o f a p o t e n t i a l m e c h a n i s m t h a t m a y u n d e r l i e t h e c e l l u l a r e f f e c t s

i n d u c e d b y f o r m a l d e h y d e ,
n a m e l y t h e m o d if i c a t i o n o f m i R N A e x p r e s s i o n . W e i d e n t i f y a s e t o f

8 9 m iR N A s t h a t a r e d y s r e g u l a t e d i n h u m a n l u n g c e l l s e x p o s e d t o f o r m a l d e h y d e . M a pp i n g t h e

m o s t s i g n i f i c a n t l y c h a n g e d m i RN A s t o t h e ir p r e d i c t e d m R N A t a r g e t s a n d t h e i r n e t w o r k

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

r e s p o n s e p a t h w a y s . W e a l s o v a l i d a t e o u r f i n d in g s b y : ( 1 ) p e r f o r m i n g q R T - P C R ; (2 ) i n t e g r a t i n g

o u r p r e d i c t e d n e t w o r k s w i t h k n o w n f o r m a l d e h y d e
- in d u c e d m R N A e x p r e s s i o n c h a n g e s ; a n d (3 )

e x a m i n i n g p r o t e in e x p r e s s i o n c h a n g e s o f a k e y i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e m e d i a t o r , I L - 8 . F u t u r e

r e s e a r c h w i l l i n v e s t i g a t e w h e t h e r t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e s e m i R N A s m a y s e r v e a s p o t e n t i a l

b i o m a r k e r s o f f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e i n h u m a n s . S u c h b i o m a r k e r s c a n b e u t i l i z e d t o be t t e r

m o n it o r h u m a n e x p o s u r e t o e n v i r o n m e n t a l t o x i c a n t s a n d r e l a t e t h e m t o h e a l t h e f f e c t s . B a s e d o n

o u r f i n d i n g s , w e b e l i e v e t h a t m iR N A s l i k e l y p l a y a n i m p o r t a n t r o l e in r e g u l a t i n g f o r m a l d e h y d e
-

i n d u c e d g e n e e x p r e s s i o n a n d m a y r e p r e s e n t a p o s s i b le l i n k b e t w e e n e x p o s u r e a n d d i s e a s e .
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3 T H E SI S C O N C L U S I O N

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

a ft e r e x p o s u r e t o c o m m o n a i r p o l l u t a n t s W e fi r s t i n v e s t i g a t e g e n e - t r a n s c r i p t r e s p o n s e s o f l u n g c e l l s

e x p o s e d t o a ir p o l l u t a n t m i x t u r e s f o u n d i n u r b a n a t m o s p h e r e s A ft e r d i s c o v e r i n g t h a t s e c o n d a r y p o l l u t a n t s

in d u c e a s i g n ifi c a n t l y m o r e r o b u s t r e s p o n s e i n lu n g c e ll s i n c o m p a r i s o n t o p r im a r y p o l l u t a n t s , w e f o c u s o n

lu n g c e l l r e s p o n s e t o f o r m a ld e h y d e , a c o m m o n s e c o n d a r y p o l l u t a n t H e r e , w e i d e n t i f y m i c r o R N A s a t

a l t e r e d e x p r e s s i o n l e v e l s d u e t o f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e M a p p i n g t h e s e m i R N A s t o t h e i r p r e d i c t e d

t r a n s c r i p t t a r g e t s a n d a s s o c i a t e d p a t hw a y s r e v e a l s n e t w o r k s a n d b i o l o g i c a l f u n c t i o n s p o s s ib l y a f f e c t e d b y

t h e f o r m a l d e h y d e - a s s o c i a t e d m iR N A s S o m e p a t h w a y s i d e n t i fi e d a s a s s o c i a t e d w i t h a i r p o l l u t i o n

e x p o s u r e c o n f i r m fi n d in g s f r o m p r e v i o u s s t u d i e s
,
s u c h a s a i r p o l l u t a n t - in d u c e d I L - 8 r e le a s e t h r o u g h

p a t h w a y s p o t e n t i a l l y i n v o l v i n g N F k B a n d A P - 1 r e g u l a t i o n O t h e r m e c h a n i s m s a r e m o r e n o v e l
,
a n d h a v e

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

H N F - 1 a n d H N F - 4 t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t i o n . B o t h s t u d ie s i d e n t i f y g e n e s t h a t a r e i n fl u e n c e d b y a i r

p o l lu t i o n e x p o s u r e i n h u m a n l u n g c e ll s W e p r o p o s e t h a t t h e s e g e n e s c a n p o t e n t i a l ly b e u s e d a s

b i o m a r k e r s o f a ir p o l l u t a n t e x p o s u r e
,
u p o n f u r t h e r v a l i d a t i o n . S u c h b i o m a r k e r s c a n b e u t i l i z e d t o

e f f e c t i v e l y m o n it o r h u m a n e x p o s u r e t o e n v ir o n m e n t a l t o x i c a n t s a n d l i n k t h em t o h e a lt h e f f e c t s

A lt o g e t h e r
,
o u r r e s e a r c h s h o w s t h a t a i r p o l l u t i o n h e a v i ly i n fl u e n c e s m u l t i p l e s i g n a l i n g p a t h w a y s w i t h i n

l u n g c e l l s , p o t e n t i a l l y i n i t i a t i n g a v a r i e t y o f d i s e a s e s
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R E F E R E N C E S

A b b a
,
M . C

,
Su n

,
H .

,
H a w k i n s

,
K . A

,
D r a k e , J . A . , H u , Y , e t a l (2 0 0 7 ) . B r e a s t C a n c e r

M o l e c u l a r Si g n a t u r e s a s D e t e r m i n e d b y SA G E : C o r r e l a t i o n w i t h L y m p h N o d e S t a t u s . Mo l

C a n c e r R e s S, U \ - m Q

A d a m
,
E .

,
H a n s e n

,
K K .

,
A s t u d i l l o

,
O . F . , C o u l o n , L . , B e x , F , e t a l (2 0 0 6) T h e H o u s e D u s t

M i t e A l l e r g e n D e r p 1
, U n l i k e D e r p 3 ,

St i m u l a t e s t h e E x p r e s s i o n o f I n t e r l e u k i n - 8 i n H u m a n

A i r w a y E p i t h e l i a l C e l l s v i a a P r o t e i n a s e - a c t i v a t e d R e c e p t o r
- 2 - i n d e p e n d e n t M e c h a n i s m . J B i o l

C /zm 2 8 1
,
6 9 10 - 6 9 2 3 .

A m e r i c a n L u n g A s s o c i a t i o n (2 0 10 ) . St a t e o f t h e A i r . A v a i l a b l e a t : w w w s t a t e o ft h e a i r . o r g .

A c c e s s e d Ju ly 6
,
2 0 10 .

A n d e r s o n
,
P

. (2 0 10 ) . P o s t - t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l o n s c o o r d i n a t e t h e i n i t i a t i o n a n d r e s o l u t i o n o f

i n f l a m m a t i o n N a t R e v I m m u n o l 10 ,
2 4 - 3 5 .

A r m e n d a r i z
,
A . D . a n d K r a u s s

,
R . M . (2 0 0 9 ) . H e p a t i c n u c l e a r f a c t o r 1- [a l p h a ] : i n f l a m m a t i o n

,

g e n e t i c s
,
a n d a t h e r o s c l e r o s i s . C u r r Op i n L ip i d o l 2 0

,
10 6 - 1 1 1 .

B a c h a n d
,
A . M

,
M u n d t

,
K . A .

,
M u n dt

,
D . J . a n d M o n t g o m e r y ,

R . R . (2 0 10 ) . E p i d e m i o l o g i c a l

s t u d i e s o f f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e a n d r i s k o f l e u k e m i a a n d n a s o p h a r y n g e a l c a n c e r : A m e t a ¬

a n a l y s i s . C r i t R e v T o x i c o l 4 0
,
8 5- 10 0

,
10 . 3 10 9 / 10 4 0 84 4 0 9 0 3 3 4 16 9 6 .

B a k a n d
,
S .

,
W i n d e r , C ,

K h a l i l
,
C . a n d H a y e s , A . (2 0 0 5) T o x i c i t y A s s e s s m e n t o f I n d u s t r i a l

C h e m i c a l s a n d A i r b o r n e C o n t a m in a n t s : T r a n s i t i o n f r o m I n V i v o t o I n V i t r o T e s t M e th o d s : A

R e v i e w
.
I n h a l a t i o n T o x i c o l o g y 17

,
7 7 5- 7 8 7 .

B a k e a s
,
E . B .

,
A r g y r i s ,

D . I a n d S i s k o s
,
P . A (2 0 0 3 ) . C a r b o n y l c o m p o u n d s i n t h e u r b a n

e n v i r o n m e n t o f A th e n s , G r e e c e . C h e m o s p h e r e 5 2 , 8 0 5 - 8 13 .

B a r t e l
,
D . P

. (2 0 0 4 ) . M i c r o R N A s : G e n o m i c s
,
B i o g e n e s i s , M e c h a n i s m , a n d F u n c t i o n

. C e l l 1 16 ,

2 8 1- 2 9 7 .

B e c k e r
,
S .

,
M u n d a n d h a r a , S . , D e v l i n ,

R . B a n d M a d d e n , M . (2 0 0 5 ) R e g u l a t i o n o f c y t o k i n e

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

p o l l u t i o n p a r t i c l e s : F u r t h e r m e c h a n i s t i c s t u d i e s . T o x i c o l A p p l P h a r m a c o l 2 0 7
,
2 6 9 - 2 7 5

B e n j a m i n i , Y . a n d H o c h b e r g ,
Y

. ( 19 9 5 ) . C o n t r o l l i n g t h e F a l s e D i s c o v e r y R a t e : A P r a c t i c a l a n d
P o w e r fu l A p p r o a c h t o M u l t i p l e T e s t i n g . J R St a t So c B 5 7

,
2 8 9 - 3 0 0 .

B l a n k , F . , R o t h e n - R u t i s h a u s e r
,
B . M .

,
Sc h u r c h

,
S a n d G e h r

,
P . (2 0 0 6 ) . A n O p t im i z e d I n V i t r o

M o d e l o f t h e R e s p i r a t o r y T r a c t W a l l t o St u dy P a r t i c l e C e l l I n t e r a c t i o n s . J A e r o s o l M e d 1 9 , 3 9 2 -

4 0 5 .
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B l o e m e n , K . , V e r s t r a e l e n , S , V a n D e n H e u v e l , R , W i t t e r s , H . ,
N e l i s s e n ,

I
, e t a l (2 0 0 7 ) T h e

a l l e r g i c c a s c a d e : R e v i e w o f t h e m o s t im p o r t a n t m o l e c u l e s i n t h e a s t h m a t i c l u n g . I m m u n o l o g y
L e t t e r s \ \ 2>

,
6 - \ %.

B l u t e a u , O . ,
J e a n n o t

,
E

. ,
B i o u l a c - Sa ge ,

P .

,
M a r q u e s

,
J .

,
B l a n c

,
J . , e t a l (2 0 02 ) . B i - a l l e l i c

i n a c t i v a t i o n o f T C F l i n h e p a t i c a d e n o m a s . N a t G e n e t 3 2
,
3 12 - 3 15 .

B r u n e k r e e f
,
B

,
D o c k e r y ,

D . W . a n d K r z y z a n o w s k i
,
M . ( 19 9 5 ) . E p i d e m i o l o g i c s t u d i e s o n s h o r t -

t e r m e f f e c t s o f l o w l e v e l s o f m a j o r a m b i e n t a i r p o l l u t i o n c o m p o n e n t s . E n v i r o n H e a l t h P e r sp e c t

1 0 3 (s u p p l 2 ) , 3 - 1 3 .

B r u n e k r e e f
,
B . a n d H o l g a t e ,

S . T . (2 0 0 2 ) . A i r p o l l u t i o n a n d h e a l t h . T h e L a n c e t 3 6 0 , 12 3 3 - 1 2 4 2 .

B u r n e t t
,
R . T . , B r o o k

,
J .

,
D a n n

,
T

,
D e l o c l a , C ,

P h i l i p s , O . , e t a l (2 0 0 0) . A s s o c i a t i o n b e t w e e n

p a r t i c u l a t e - a n d g a s
-

p h a s e c o m p o n e n t s o f u r b a n a i r p o l l u t i o n a n d d a i l y m o r t a l i t y i n e i gh t

C a n a d i a n c i t i e s . I n h a l a t i o n T o x i c o l 1 2
,
15 - 3 9 .

B u r n e t t
,
R . T .

,
B r o o k

,
J

,
D a n n

,
T .

,
D e l o c l a

,
C

,
P h i l i p s ,

O , e t a l (2 0 0 1) . A s s o c i a t i o n b e t w e e n

p a r t i c u l a t e - a n d g a s
-

p h a s e c o m p o n e n t s o f u r b a n a i r p o l l u t i o n a n d d a i l y m o r t a l i t y i n e i gh t

C a n a d i a n c i t i e s . I n h a l a t i o n T o x i c o l o g y 12 , 15 - 3 9 , 10 . 10 80 /0 8 9 5 83 7 0 0 5 0 16 4 8 5 1 .

C a l i n
,
G a n d C r o c e

,
C . (2 0 0 6 ) . M i c r o R N A s i gn a t u r e s i n h u m a n c a n c e r s . N a t R e v C a n c e r 6

,
8 5 7 -

86 6 .

C a o
,
D .

,
T a l

,
T . L . , G r a v e s

,
L . M .

,
G i lm o u r

,
I .

,
L i n a k

,
W , e t a l (2 0 0 7) . D i e s e l e x h a u s t

p a r t i c u l a t e - i n d u c e d a c t i v a t i o n o f St a t 3 r e q u i r e s a c t i v i t i e s o f E G F R a n d Sr c i n a i r w a y e p i t h e l i a l
c e l l s . A m J P hy s i o l L u n g C e l l Mo l P hy s i o l 2 9 2 ,

L 4 2 2 - 4 2 9 .

C a o , J . ,
L i

, W .

,
T a n

,
J .

, So n g ,
W

. , X u ,
X .

,
e t a l (2 0 0 9 ) . A s s o c i a t i o n o f a m b i e n t a i r p o l l u t i o n w i t h

h o s p i t a l o u t p a t i e n t a n d e m e r g e n c y r o o m v i s i t s in Sh a n gh a i , C h i n a . Sc i T o t a l E n v i r o n 4 0 7 , 5 5 3 1-

5 53 6 .

C h o , S .

- B
. a n d R y u , J . (2 0 0 2 ) . C l a s s i f y i n g g e n e e x p r e s s i o n d a t a o f c a n c e r u s i n g c l a s s i f i e r

e n s e m b l e w i t h m u t u a l l y e x c l u s i v e f e a t u r e s . P r o c e e d i n g s of t h e I E E E 9 0 , 1 74 4 - 1 7 53 .

C o h e n
,
A . J . , A n d e r s o n

,
H . R .

,
O s t r o

,
B .

,
Pa n d e y ,

K . D .

,
K r z y z a n o w s k i

,
M .

,
e t a l . (2 0 0 5 ) . T h e

G l o b a l B u r d e n o f D i s e a s e D u e t o O u t d o o r A i r P o l l u t i o n . J o u r n a l of T o x i c o l o g y a n d
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h

,
P a r t A : C u r r e n t I s s u e s 6

'

^ , 13 0 1- 13 0 7

D a b
,
W

,
M e d in a

,
S .

, Qu e n e l , P . , L e M o u U e c , Y . , L e T e r t r e
,
A . , e t a l (1 9 9 6 a ) . Sh o r t t e r m

r e s p i r a t o r y h e a l t h e f fe c t s o f a m b i e n t a i r p o l l u t i o n : r e s u l t s o f t h e A P H E A p r o j e c t i n P a r i s . J o u r n a l
o f E p i d e m i o l o g y a n d C o m m u n i ty H e a l t h 5 0

,
s 4 2 - s 4 6 .

D a b , W . , M e d i n a , S . , Qu e n e l , P . , L e M o u l l e c
,
Y .

,
L e T e r t r e

,
A . , e t a l . ( 1 9 9 6b ) . Sh o r t t e r m

r e s p i r a t o r y h e a l t h e f f e c t s o f a m b i e n t a i r p o l l u t i o n : r e s u l t s o f t h e A P H E A p r o j e c t i n P a r i s . J
E p id e m i o l C o m m u n i ty H e a l t h 5 0

,
s 4 2 - s 4 6 .
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D a m e r a , G . , Z h a o , H . , W a n g ,
M

. , Sm i t h , M .

,
K i r b y , C ,

e t a l ( 2 0 0 9 ) . O z o n e m o d u l a t e s I L - 6

s e c r e t i o n i n h u m a n a i r w a y e p i t h e l i a l a n d s m o o t h m u s c l e c e l l s . A m J P hy s i o l L u n g C e l l M o l

P hy s i o l 2 9 6 ,
L 6 1A - 6%3 .

D a s g u p t a ,
P . K

,
D o n g ,

S .

,
H w a n g ,

H
,
Y a n g ,

H .

- C . a n d G e n f a
,
Z . ( 19 8 8 ) . C o n t i n u o u s l i q u i d -

p h a s e f l u o r o m e t r y c o u p l e d t o a d i f f u s i o n s c r u b b e r f o r t h e r e a l - t im e d e t e r m i n a t i o n o f a t m o s p h e r i c

f o r m a l d e h y d e ,
h y d r o g e n p e r o x i d e a n d s u l f u r d i o x i d e . A t m o s E n v i r o n 2 2 , 9 4 9 - 9 6 3 .

D h a n a s e k a r a n
,
S . M .

,
B a r r e t t e

,
T . R

,
G h o s h

,
D .

,
S h a h

,
R .

,
V a r a m b a l l y ,

S , e t a l (2 0 0 1 ) .

D e l i n e a t i o n o f p r o g n o s t i c b i o m a r k e r s i n p r o s t a t e c a n c e r .
N a t u r e 4 1 2 , 8 2 2 - 8 2 6

D i v a k a r a n , V . a n d M a n n , D . L . (2 0 0 8) . T h e E m e r g i n g R o l e o f M i c r o R N A s i n C a r d i a c

R e m o d e l i n g a n d H e a r t F a i l u r e . C i r c u l a t i o n R e s e a r c h 1 0 3
,
10 7 2 - 10 8 3 .

E d g a r ,
R .

,
D o m r a c h e v

,
M . a n d L a s h

,
A . E . (2 0 0 2 ) . G e n e E x p r e s s i o n O m n i b u s : N C B I ge n e

e x p r e s s i o n a n d h y b r i d i z a t i o n a r r a y d a t a r e p o s it o r y . N u c l e i c A c i ds R e s 3 0 , 2 0 7 - 10 .

E U a r d , S . a n d C o l c l o u gh , K . (2 0 0 6) . M u t a t i o n s i n t h e g e n e s e n c o d i n g t h e t r a n s c r ip t i o n f a c t o r s

h e p a t o c y t e n u c l e a r f a c t o r 1 a l p h a (H N F l A ) a n d 4 a l p h a (H N F 4 A ) i n m a t u r i t y - o n s e t d i a b e t e s o f

t h e y o u n g . H u m Mu t a t 2 7
,
8 5 4 - 8 6 9 .

E n v ir o n m e n t a l Pr o t e c t i o n A g e n c y (2 0 0 6 ) . A i r Qu a l i t y C r i t e r i a f o r O z o n e a n d R e l a t e d
P h o t o c h e m i c a l O x i d a n t s (2 0 0 6 F i n a l ) . W a s h i n g t o n

,
D C . E PA / 6 0 0/ R - 0 5/ 0 0 4 a F - c F .

(2 0 0 7 ) . F o r m a l d e h y d e H a z a r d Su m m a r y A v a i l a b l e a t :

h t t p :/ / w w w . e p a . g o v / t t n / a t w / h l t h e f / f o r m a l d e . h tm l . A c c e s s e d J a n 2 7 .

F a b b r i
,
M .

,
G a r z o n

,
R .

,
A n d r e e f f

,
M .

,
K a n t a r j i a n ,

H . M
,
G a r c i a - M a n e r o

,
G . , e t a l (2 0 0 8) .

M i c r o R N A s a n d n o n c o d i n g R N A s i n h e m a t o l o g i c a l m a l i g n a n c i e s : m o l e c u l a r
,
c l i n i c a l a n d

t h e r a p e u t i c im p l i c a t i o n s . L e u k e m i a 2 2 , 1 0 9 5 - 1 10 5 .

F i l i p o w i c z ,
W .

,
B h a t t a c h a r y y a ,

S . N . a n d So n e n b e r g ,
N . (2 00 8) . M e c h a n i s m s o f p o s t -

t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t i o n b y m i c r o R N A s : a r e t h e a n s w e r s i n s i g h t ? N a t R e v G e n e t 9
,
10 2 - 1 14 .

F o s t e r
,
K . A .

,
O s t e r

,
C . G .

,
M a y e r ,

M . M .

,
A v e r y ,

M . L . a n d A u d u s
,
K . L . ( 1 9 9 8) .

C h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e A 5 4 9 C e l l L i n e a s a T y p e I I P u lm o n a r y E p i t h e l i a l C e l l M o d e l f o r D r u g
M e t a b o l i s m . E x p e r im e n t a l C e l l R e s e a r c h 2 4 3 , 3 5 9 - 3 6 6 .

G o l u b
,
T . R .

,
Sl o n im

,
D . K .

,
T a m a y o ,

P
,
H u a r d

, C , G a a s e n b e e k , M . , e t a l ( 19 9 9 ) M o l e c u l a r
C l a s s i f i c a t i o n o f C a n c e r : C l a s s D i s c o v e r y a n d C l a s s Pr e d i c t i o n b y G e n e E x p r e s s i o n M o n i t o r i n g .

Sc i e n c e 2 8 6 , 5 3 1- 5 3 7 .

G o t s c h i ,
T

. ,
H e i n r i c h , J . , Su n y e r , J . a n d K ii n z l i , N . (2 0 0 8) . L o n g

- T e r m E f f e c t s o f A m b i e n t A i r
P o l l u t i o n o n L u n g F u n c t i o n : A R e v i e w . Ep i d e m io l o gy 19 , 6 9 0 - 7 0 1 .

G r u b b s
,
F . E . (19 6 9 ) . P r o c e d u r e s f o r D e t e c t i n g O u t l y in g O b s e r v a t i o n s i n Sa m p l e s .

T e c h n o m e t r i c s 1 1
,
1 - 2 1 .
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H a t z i s
,
P . a n d T a l i a n i d i s

,
I . (2 0 0 1) . R e g u l a t o r y M e c h a n i s m s C o n t r o l l i n g H u m a n 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 l p h a G e n e E x p r e s s i o n M o l C e l l B i o l 2 1
,
7 3 2 0 - 7 3 3 0 .

H e b e r t
,
S . S . a n d D e St r o o p e r ,

B . (2 0 0 9) . A l t e r a t i o n s o f t h e m i c r o R N A n e t w o r k c a u s e

n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e . T r e n d s i n N e u r o s c i e n c e s 3 2 , 19 9 - 2 0 6

I n t e rn a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r (2 0 06 ) . l A R C M o n o gr a p h s o n t h e E v a l u a t i o n o f

C a r c i n o g e n i c R i s k s t o H u m a n s : F o r m a l d e h y d e ,
2 - b u t o x y e t h a n o l a n d 1 - t e r t - b u t o x y p r o p a n - 2 - o l .

W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n (2 0 10 ) A g e n t s C l a s s i f i e d b y t h e l A R C M o n o g r a p h s . A v a i l a b l e a t :

h t t p : / / m o n o g r a p h s .
i a r c .

f r / E N G /C l a s s i f i c a t i o n / i n de x . p h p . A c c e s s e d J u l y 2 1 2 0 10 .

l o r i o
,
M . v .

,
F e r r a c i n

,
M .

,
L i u

,
C . G .

,
V e r o n e s e

,
A .

,
Sp i z z o

,
R . , e t a l (2 0 0 5) . M i c r o RN A G e n e

E x p r e s s i o n D e r e g u l a t i o n i n H u m a n B r e a s t C a n c e r . C a n c e r R e s e a r c h 6 5 , 7 0 6 5- 7 0 7 0 .

I r i z a r r y ,
R . A . , B o l s t a d

,
B M . , C o l l i n

,
F .

,
C o p e , L . M .

,
H o b b s ,

B
. , e t a l (2 0 0 3 ) . Su m m a r i e s o f

A f f y m e t r i x G e n e C h i p p r o b e l e v e l d a t a . N u c l e i c A c i ds R e s 3 1 , e l 5 .

I z z o t t i , A , C a l i n , G . A
,
A r r i g o , P . , St e e l e ,

V
.
E

, C r o c e ,
C . M

, e t a l (2 0 0 9 ). D o w n r e gu l a t i o n o f

m i c r o RN A e x p r e s s i o n i n t h e l u n g s o f r a t s e x p o s e d t o c i g a r e t t e s m o k e . T h e F A SE B J o u r n a l 2 3
,

8 0 6 - 8 12 .

J a r d im
,
M . J . , F r y , R . C , J a s p e r s , I . , D a i l e y , L . a n d D i a z - Sa n c h e z , D (2 0 0 9 ) . D i s r u p t i o n o f

M i c r o R N A E x p r e s s i o n i n H u m a n A i r w a y C e l l s b y D i e s e l E x h a u s t P a r t i c l e s I s L i n k e d t o

T u m o r i g e n e s i s - A s s o c i a t e d P a t h w a y s . E n v i r o n H e a l t h P e r s p e c t 1 1 7 .

J a s p e r s , I ,
F l e s c h e r , E . a n d C h e n , L . C . ( 19 9 7) . O z o n e - i n d u c e d I L - 8 e x p r e s s i o n a n d t r a n s c r i p t i o n

f a c t o r b i n d i n g i n r e s p i r a t o r y e p i t h e l i a l c e l l s A m J P hy s i o l L u n g C e l l Mo l P hy s i o l 2 7 2 , L 5 0 4 - 5 1 1

Je f f r i e s
,
H .

,
F o x

,
D . a n d K a m e n s

,
R . ( 19 7 6 ) . O u td o o r s m o g c h a m b e r s t u d i e s : l i g h t e f f e c t s r e l a t i v e

t o i n d o o r c h a m b e r s . E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e & T e c h n o l o g y 1 0 , 10 0 6 - 10 1 1,

10 . 1 0 2 1 /e s 6 0 12 1 a 0 16 .

J e f f r i e s
,
H . E . ( 19 9 5 ) P h o t o c h e m i c a l a i r p o l l u t i o n (H . B . S i n g h ) , p p . 3 0 8 - 3 4 8 . V a n N o s t r a n d -

R e i n h o l d , N e w Y o r k .

J e f f r i e s
,
H . E . a n d Se x t o n

,
K G . ( 19 9 5 ) . T h e r e l a t i v e o z o n e f o r m i n g p o t e n t i a l o f m e t h a n o l - f ii e l e d

v e h i c l e e m i s s i o n s a n d g a s o l i n e - f u e l e d v e h i c l e e m i s s i o n s i n o u t d o o r s m o g c h a m b e r s . C h a p e l H i l l ,
N C . F i n a l r e p o r t t o t h e C o o r d i n a t i n g R e s e a r c h C o u n c i l f o r C R C Pr o j e c t N o . M E - 1

.

J e l i n s k y ,
S . A .

,
E s t e p ,

P .

,
C h u r c h

,
G . M . a n d Sa m s o n

,
L . D . (2 0 0 0) . R e g u l a t o r y N e t w o r k s

R e v e a l e d b y T r a n s c r i p t i o n a l P r o f i l i n g o f D a m a g e d S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e C e l l s : R p n 4 L i n k s
B a s e E x c i s i o n R e p a i r w i t h Pr o t e a s o m e s . M o l e c u l a r a n d C e l l u l a r B i o l o g y 2 0

,
8 157 - 8 16 7 .

J o r e n s
,
P .

,
D a m m e

,
J . V .

,
B a c k e r

,
W . D

. ,
B o s s a e r t

,
L

. ,
D e Jo n g h , R . F . , e t a l (1 9 92 ) . I n t e r l e u k i n

8 (I L - 8 ) i n t h e b r o n c h o a l v e o l a r l a v a g e f lu i d f r o m p a t i e n t s w i t h t h e a d u l t r e s p i r a t o r y d i s t r e s s

s y n dr o m e (A R D S) a n d p a t i e n t s a t r i s k f o r A RD S . Cy t o k i n e 4
,
5 9 2 - 7 .
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K a n g , J . , S h a k y a , A . a n d T a n t i n , D . (2 0 0 9 ) . S t e m c e l l s , s t r e s s , m e t a b o l i s m a n d c a n c e r : a dr a m a i n

t w o O c t s T r e n d s B i o c h e m Sc i 3 4
,
4 9 1 - 4 9 9

K a r i n , M . a n d G r e t e n , F . R . (2 0 0 5 ) . N F - k B : l i n k in g i n fl a m m a t i o n a n d im m u n i t y t o c a n c e r

d e v e l o p m e n t a n d p r o g r e s s i o n
.
N a t R e v I m m u n o l 5 , 7 4 9 - 7 5 9 .

K e r n s
,
W . D .

,
P a v k o v

,
K . L .

,
D o n o f r i o

,
D . J .

,
G r a l l a

,
E . J . a n d Sw e n b e r g ,

J . A . ( 19 8 3 ) .

C a r c i n o g e n i c i t y o f F o r m a l d e h y d e i n R a t s a n d M i c e a ft e r L o n g
- T e r m I n h a l a t i o n E x p o s u r e .

C a n c e r R e s e a r c h 4 3
,
4 3 8 2 - 4 3 9 2 .

K im
,
W . J .

,
T e r a d a

,
N

,
N o m u r a

,
T .

,
T a k a h a s h i

,
R .

,
L e e

,
S . D . , e t a l (2 0 0 2 ) E f f e c t o f

f o r m a l d e h y d e o n t h e e x p r e s s i o n o f a dh e s i o n m o l e c u l e s in n a s a l m i c r o v a s c u l a r e n d o t h e l i a l c e l l s :

t h e r o l e o f f o r m a l d e h y d e in t h e p a t h o g e n e s i s o f s i c k b u i l d i n g s y n d r o m e . C l i n i c a l & Ex p e r i m e n t a l

A l l e r g y 2 2 , 2 ^ 1 - 2 9 5 .

L e e
,
K . H .

,
C h e n

,
Y . L .

,
Y e h

,
S . D .

,
H s i a o

,
M .

,
L i n

,
J . T . , e t a l . (2 0 0 9 ) . M i c r o RN A - 3 3 0 a c t s a s

t u m o r s u p p r e s s o r a n d i n d u c e s a p o p t o s i s o f p r o s t a t e c a n c e r c e l l s t h r o u g h E 2 F 1 - m e d i a t e d

s u p p r e s s i o n o f A k t p h o s p h o r y l a t i o n . On c o g e n e 2 8
,
3 3 6 0 - 3 37 0 .

L e e
,
Y . S . a n d D u t t a

,
A . (2 0 0 7 ) T h e t u m o r s u p p r e s s o r m i c r o RN A l e t - 7 r e p r e s s e s t h e H M G A 2

o n c o g e n e . G e n e s D e v 2 \
,
1 0 2 5 - 10 3 0 .

L i
,
G . Y .

,
L e e

,
H . Y .

,
Sh i n

,
H . S .

,
K im

,
H Y .

,
L im

,
C . H .

,
e t a l (2 0 0 7 ) . Id e n t i f i c a t i o n o f g e n e

m a r k e r s f o r f o r m a l d e h y d e e x p o s u r e i n h u m a n s . E n v ir o n H e a l t h P e r sp e c t 1 1 5
,
14 6 0 - 14 6 6

L u , J . , G e t z , G . ,
M i s k a , E . A . , A l v a r e z - Sa a v e d r a , E . , L a m b , J . , e t a l (2 0 0 5 ) . M i c r o RN A

e x p r e s s i o n p r o fi l e s c l a s s i f y h u m a n c a n c e r s . N a t u r e 4 3 5
,
8 3 4 - 8 3 8

.

M a
,
L .

,
T e r u y a - F e l d s t e i n

,
J . a n d W e i n b e r g ,

R
. A . (2 0 0 7 ) . T u m o u r i n v a s i o n a n d m e t a s t a s i s

i n i t i a t e d b y m i c r o R N A - l Ob i n b r e a s t c a n c e r . N a t u r e 4 4 9
,
6 8 2 - 6 8 8 .

M a n t o v a n i
,
A .

,
A l l a v e n a

,
P

. , Si c a , A . a n d B a l k w i l l , F . (2 0 0 8) . C a n c e r - r e l a t e d in fl a m m a t i o n .

N a t u r e 4 5 4
,
4 3 6 - 4 4 4 .

M a r c u c c i
,
G .

,
R a dm a c h e r

,
M .

,
M r o z e k , K . a n d B l o o m fi e l d , C . (2 0 0 9 ) . M i c r o RN A e x p r e s s i o n i n

a c u t e m y e l o i d l e u k e m i a . C u r r H e m a t o l M a l i g R ep 4
,
8 3 - 8 8 .

M a r s h
,
G . M a n d Y o u k

,
A . O . (2 0 0 4 ) . R e e v a l u a t i o n o f m o r t a l i t y r i s k s f r o m l e u k e m i a i n t h e

f o r m a l d e h y d e c o h o r t s t u d y o f t h e N a t i o n a l C a n c e r I n s t it u t e . R e g u l T o x i c o l P h a r m a c o l 4 0 , 1 13 -

12 4 .

M a u n d e r s
,
H .

,
P a t w a r dh a n

,
S

,
P h i l l i p s ,

J .

,
C l a c k

,
A . a n d R i c h t e r

,
A . (2 0 0 7 ) . H u m a n b r o n c h i a l

e p i t h e l i a l c e l l t r a n s c r i p t o m e : g e n e e x p r e s s i o n c h a n g e s f o l l o w i n g a c u t e e x p o s u r e t o w h o l e

c i ga r e t t e s m o k e i n v i t r o . A m J P hy s i o l L u n g C e l l Mo l P hy s i o l 2 9 2 , L 12 4 8 - 12 5 6

M c C l i n t o c k ,
D .

,
Z h u o

, H . , W i c k e r s h a m
,
N .

,
M a t t h a y , M . a n d W a r e , L . (2 0 0 8 ) . B i o m a r k e r s o f

i n fl a m m a t i o n
,
c o a g u l a t i o n a n d fi b r i n o l y s i s p r e d i c t m o r t a l i t y i n a c u t e l u n g i n j u r y . C r i t i c a l C a r e

1 2
,
R 4 1.
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M c H a l e
,
C M

,
Z h a n g ,

L
,
H u b b a r d

,
A . E a n d Sm i th

,
M . T (2 0 1 0) . T o x i c o g e n o m i c p r o f i l i n g o f

c h e m i c a l l y e x p o s e d h u m a n s i n r is k a s s e s s m e n t . Mu t a t R e s d o i : 10 . 1 0 1 6/j . m r r e v . 2 0 1 0 . 0 4 . 0 0 1 .

M in g ,
G . a n d So n g ,

H . (2 0 0 5 ) . A du l t N e u r o g e n e s i s i n t h e M a m m a l i a n C e n t r a l N e r v o u s S y s t e m .

A n n u R e v N e u r o s c i 2 8
,
2 2 3- 2 50

,
10 . 1 14 6 /a n n u r e v . n e u r o . 2 8 . 0 5 1 80 4 .

1 0 14 59 .

M y a t t ,
S . S . a n d L a m

,
E . W . F . (2 0 0 7 ) . T h e e m e r g i n g r o l e s o f f o r k h e a d b o x (F o x ) p r o t e i n s i n

c a n c e r . N a t R e v C a n c e r 7 , 8 4 7 - 8 5 9 .

N y b e r g ,
F .

,
G u s t a v s s o n

,
P .

,
J a r u p , L .

,
B e l l a n d e r

,
T . , B e r g l i n d , N . , e t a l ( 2 0 0 0 ) U r b a n A i r

P o l l u t i o n a n d L u n g C a n c e r i n St o c k h o lm Ep i d e m i o l o g y 1 1
,
4 87 - 4 9 5

O 'H a r a
,
S . P .

,
M o t t

,
J . L .

,
Sp l i n t e r ,

P . L .

,
G o r e s

,
G . J . a n d L a R u s s o

,
N . F . (2 0 0 9 ) . M i c r o R N A s :

K e y M o d u l a t o r s o f P o s t t r a n s c r i p t i o n a l G e n e E x p r e s s i o n
. G a s t r o e n t e r o l o g y 13 6 ,

1 7 - 2 5 .

O v e r t o n
,
J .
H

. , K im b e l l ,
J S

. a n d M i l l e r ,
F

. J . (2 0 0 1) . D o s im e t r y M o d e l i n g o f In h a l e d

F o r m a l d e h y d e : T h e H u m a n R e s p i r a t o r y T r a c t T o x i c o l o g i c a l Sc i e n c e s 6 4 ,
12 2 - 13 4 .

Pi n k e r t o n ,
L . E .

,
H e i n

,
M . J . a n d St a y n e r

,
L . T . (2 0 0 4 ) M o r t a l it y a m o n g a c o h o r t o f g a r m e n t

w o r k e r s e x p o s e d t o f o r m a l d e h y d e : a n u p d a t e . O c c u p E n v ir o n Me d 6 1
,
19 3 - 2 0 0 .

R e i c h
,
M .

,
L i e f e l d

,
T . , G o u l d , J . , L e m e r

,
J .

,
T a m a y o , P . , e t a l (2 0 0 6 ) . G e n e P a t t e r n 2 . 0 . N a t

G e « e ? 3 8 , 5 0 0 - 5 0 1

R u m c h e v
,
K . B .

,
S p i c k e t t ,

J . T .

,
B u l s a r a

,
M . K .

,
Ph i l l i p s

,
M . R . a n d S t i c k

,
S . M . (2 0 0 2 ) .

D o m e s t i c e x p o s u r e t o f o r m a l d e h y d e s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e s t h e r i s k o f a s t h m a in y o u n g c h i l dr e n
.

E u r R e sp i r J l {S, A 0 3 A 0 ^ .

R u n o
,
J . R . a n d L o y d ,

J . E . (2 0 0 3 ) .
P r im a r y p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n

. Th e L a n c e t 3 6 1, 15 3 3 -

15 4 4 .

Sc hm i d
,
J . A . a n d B i r b a c h

,
A (2 0 0 8 ) I k B k i n a s e B (I K K B / I K K 2 /I K B K B ) - A k e y m o l e c u l e i n

s i g n a l i n g t o t h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r N F - k B . Cy t o k i n e & G r o w t h F a c t o r R e v i e w s 19
,
1 57 - 16 5

S e x t o n
,
K . G .

,
J e f f r i e s

,
H . E .

,
J a n g ,

M .

,
K a m e n s

,
R . M .

,
D o y l e ,

M . , e t a l (2 0 04 ) . P h o t o c h e m i c a l
P r o d u c t s i n U r b a n M i x t u r e s E n h a n c e I n f l a m m a t o r y R e s p o n s e s i n L u n g C e l l s I n ha l a t i o n T o x i c o l

1 6
,
10 7 - 1 14 .

Sm i t h
,
K . R . a n d M e h t a

,
S . (2 0 0 3 ) . T h e b u r d e n o f d i s e a s e f r o m i n d o o r a i r p o l l u t i o n i n d e v e l o p i n g

c o u n t r i e s : c o m p a r i s o n o f e s t im a t e s . I n t J H y g E n v i r o n H e a l t h 2 0 6
,
2 7 9 - 2 89 .

Sm i t h , K . R . , Sa m e t , J . M . , R o m i e u , I . a n d B r u c e , N . (2 0 0 0 ) . I n d o o r a i r p o l l u t i o n i n d e v e l o p i n g
c o u n t r i e s a n d a c u t e l o w e r r e s p i r a t o r y i n f e c t i o n s i n c h i l d r e n . Th o r a x 5 5 , 5 18 - 5 3 2 .

Sp e i t
,
G .

,
N e u s s

,
S . a n d Sc hm id

,
O . (2 0 10 ) . T h e h u m a n l u n g c e l l l i n e A 5 4 9 d o e s n o t d e v e l o p

a d a p t i v e p r o t e c t i o n a g a i n s t t h e D N A - d a m a g i n g a c t i o n o f f o r m a l d e h y d e . E n v i r o n m e n t a l a n d
M o l e c u l a r Mu t a g e n e s is 5 1

,
13 0 - 1 3 7

.
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St o r e y ,
J . D . (2 0 0 3 ) . T h e P o s i t i v e F a l s e D i s c o v e r y R a t e : A B a y e s i a n I n t e r p r e t a t i o n a n d t h e q -

V a l u e . Th e A n n a l s of St a t i s t i c s 3 1
,
2 0 1 3- 2 0 3 5 .

T h o m p s o n
,
A . M . S .

,
Z a n o b e t t i

,
A .

,
S i l v e r m a n

,
F

,
S c h w a r t z

,
J .

,
C o u l l

,
B . , e t a l (2 0 0 9 ) . B a s e l i n e

R e p e a t e d M e a s u r e s f r o m C o n t r o l l e d H u m a n E x p o s u r e St u d i e s : A s s o c ia t i o n s b e t w e e n A m b i e n t

A i r P o l l u t i o n E x p o s u r e a n d t h e S y s t e m i c I n f l a m m a t o r y B i o m a r k e r s I L - 6 a n d F i b r i n o g e n .

E n v i r o n H e a l t h P e r s p e c t 1 18 .

T h o m p s o n
,
C . M .

,
Su b r a m a n i a m

,
R . P . a n d G r a f s t r o m

,
R . C . (2 0 0 8 ) . M e c h a n i s t i c a n d do s e

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

T o x i c o l A p p l P h a r m a c o l 2 3 3
,
3 5 5 - 3 5 9 .

T s u k u e
,
N .

,
O k u m u r a

,
H .

,
I t o

,
T .

,
Su gi y a m a

,
G a n d N a k a j im a

,
T . (2 0 10 ) . T o x i c o l o gi c a l

e v a l u a t i o n o f d i e s e l e m i s s i o n s o n A 5 4 9 c e l l s . T o x i c o l o g y i n V i t r o 2 4
,
3 6 3 - 3 6 9 .

T u t h i l l , R . W . ( 19 8 4 ) W o o d s t o v e s , f o r m a l d e h y d e , a n d r e s p i r a t o r y d i s e a s e .
A m J Ep i d e m i o l

12 0 , 9 5 2 - 9 5 5 .

V a u gh a n ,
T . L .

,
St e w a r t

,
P . A .

,
T e s c hk e

,
K .

,
L y n c h

,
C . F .

,
Sw a n s o n

,
G . M . , e t a l (2 0 0 0) .

O c c u p a t i o n a l e x p o s u r e t o f o r m a l d e h y d e a n d w o o d d u s t a n d n a s o p h a r y n g e a l c a r c in o m a . O c c u p

a n d E n v i r o n M e d 5 7 ,
3 7 6 - 3 8 4 .

W a n g , X . (2 0 0 8 ). m iR D B : A m i c r o RN A t a r g e t p r e d i c t i o n a n d f u n c t i o n a l a n n o t a t i o n d a t a b a s e

w i t h a w i k i i n t e r f a c e . RN A 1 4
,
10 12 - 10 17 .

W a n g ,
X . a n d E l N a q a ,

I . M (2 0 0 8) . Pr e d ic t i o n o f b o t h c o n s e r v e d a n d n o n c o n s e r v e d m i c r o R N A

t a r g e t s i n a n im a l s . B i o i nf o r m a t i c s 2 4
,
3 2 5 - 3 3 2 .

W e l c h
,
B . L . ( 19 3 8 ) . T h e Si g n i f i c a n c e o f t h e D i f f e r e n c e B e t w e e n T w o M e a n s w h e n t h e

P o p u l a t i o n V a r i a n c e s a r e U n e qu a l . B i o m e t r i k a 2 9 , 3 5 0 - 3 62 .

W H O (2 0 0 1) C h a p t e r 5 . 8 F o r m a l d e h y d e . C o p e n h a g e n ,
D e n m a r k . A i r Q u a l it y G u i d e l i n e s

,

Se c o n d E d i t i o n .

W i e s l a n d e r
,
G .

,
N o r b a c k

,
D .

,
B j o r n s s o n

,
E . , J a n s o n

,
C . a n d B o m a n

,
G ( 19 9 7 ) A s th m a a n d t h e

i n d o o r e n v i r o r m i e n t : t h e s i g n i f i c a n c e o f e m i s s i o n o f f o r m a l d e h y d e a n d v o l a t i l e o r g a n i c

c o m p o u n d s f r o m n e w l y p a in t e d i n d o o r s u r f a c e s . I n t A r c h O c c u p E n v i r o n H e a l t h 6 9 ,
1 15 - 12 4 .

Y a n a i h a r a
,
N .

,
C a p l e n ,

N .

,
B o w m a n

,
E .

,
Se i k e

,
M

,
K u m a m o t o

,
K .

,
e t a l (2 0 0 6 ) U n i q u e

m i c r o R N A m o l e c u l a r p r o f i l e s i n l u n g c a n c e r d i a g n o s i s a n d p r o g n o s i s C a n c e r C e l l 9
,
1 8 9 - 1 9 8 .

Y u
,
J . , Je f f r i e s , H . E

. a n d Se x t o n
,
K

. G . ( 19 9 7) . A tm o s p h e r i c p h o t o o x i d a t i o n o f a l k y l b e n z e n e s — I .

C a r b o n y l p r o d u c t a n a l y s e s A t m o s p h e r i c E n v i r o n m e n t 3 1 ,
22 6 1 - 2 2 8 0 .

Z h a n g ,
L

. , F r e e m a n
,
L

.
E

. B . ,
N a k a m u r a , J .

,
H e c h t , S . S ,

V a n d e n b e r g , J . J . , e t a l (2 0 0 9 ) .

F o r m a l d e h y d e a n d l e u k e m i a : E p i d e m i o l o g y , p o t e n t i a l m e c h a n i s m s
,
a n d im p l i c a t i o n s f o r r i s k

a s s e s s m e n t . E n v i r o n Mo l M u t a g e n 5 1
,
18 1- 19 1.
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Z h a n g , L , T a n g , X . , R o t hm a n , N . , V e rm e u l e n , R . , J i , Z . , e t a l (2 0 10 ) . O c c u p a t i o n a l E x p o s u r e t o

F o r m a l d e h y d e ,
H e m a t o t o x i c i t y ,

a n d L e u k e m i a - Sp e c i f i c Ch r o m o s o m e C h a n g e s i n C u l t u r e d

M y e l o i d P r o g e n i t o r C e l l s . C a n c e r E p i d e m i o l B i o m a r ke r s P r e v 19
,
80 - 8 8 .
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5 A D D I T I O N A L F I L E S

A d d i t i o n a l F i l e 1 : V o l a t i l e o r g a n i c c o m p o u n d s d e t e c t e d th r o u g h g a s c hr o m a t o g r a p h y th r o u g h o u t

t h e e x p e r im e n t d a y .

D a s h e s ( - ) r e p r e s e n t f l a m e i o n i z a t i o n d e t e c t i o n p e a k s t h a t w e r e b e l o w d e t e c t i o n l im i t s .

C o n c e n t r a t i o n i s a b b r e v i a t e d a s C o n e .

C o m p o u n d
C h e m i c a l

G r o u p

C o n e a t 8 : 45

A M (p p m C )
C o n e a t 9 : 5 9

A M (p p m C )

C o n e a t 1 2 : 40

P M ( p p m C )

C o n e a t 4 : 42

P M (p p n i C )
C o n e a t 5 : 57

P M (p p m C )

b u t a n e a lka n e 0 1 4 7 0 .
1 0 9 0 . 07 8 0 07 9 0 0 28

c y c l o h e x a n e a l k a n e 0 0 1 7 0 0 1 6 0 0 1 2 0 0 0 6 0 0 0 6

i s o b u t a n e a lka n e 0 0 6 5 0 . 03 4 0 .0 2 2 0 0 2 7

i s o p e n t a n c a l k a n e 0 1 7 3 0 1 4 6 0 0 7 1 0 0 5 6 0 0 3 6

i n c t hy l c y c l o h e x a n e a lk a n e 0 0 1 0 0 . 0 0 9 0 0 0 7 0 . 00 6 0 0 0 3

m e t h y l c y c l o p e n t a n e a l k a n e 0 0 2 3 0 0 1 8 0 0 1 3

n - d e c a n e a lka n e 0 . 0 3 1 0 . 0 2 9 0 02 3 0 0 1 5 0 0 0 9

n
- h e p t a n e a l k a n e 0 0 3 8 0 0 3 3 0 0 2 6 0 0 1 8 0 0 1 7

n - h e x a n e a lk a n e 0 0 1 5 0 0 1 5 0 . 0 1 7 0 . 0 1 6 0 0 1 5

n - n o n a n e a l k a n e 0 0 3 6 0 0 2 9 0 0 2 2 0 0 1 2 0 0 1 2

n - o c t a n e a lk a n e 0 0 2 4 0 . 0 2 1 0 . 01 8 0 0 1 2 0 0 1 0

n - p e n t a n e a l k a n e 0 0 9 2 0 0 9 7 0 05 6 0 0 5 7 0 0 1 3

p r o p a n e / p r o p c n e
8 5 % a l k a n e

,

1 5% a lke n e
0 1 0 9 0 1 0 5 0 . 08 3 0 . 04 8 0 0 57

2 , 2 ,
4 - t r im e t l i y l p e n t a n e a l k a n e 0 0 3 3 0 0 2 8 0 0 2 5 0 0 1 8 0 0 1 9

2 , 3 , 4 - t r i m e t h y l p e n t a n e a lk a n e 0 0 2 0 0 0 1 8 0 . 0 1 5 0 0 1 0 0 0 0 9

2 , 3 - ( i i n i e t h y l
-

pe n t a n e a lk a n e 0 0 3 4 0 0 2 6 0 0 2 3 0 0 1 7 0 0 1 5

2 , 5 - d i m e t hy i he x a n e a lk a n e 0 . 02 3 0 . 0 2 0 0 . 0 1 6 0 . 0 1 1 0 0 0 9

2 - m «; t h y l p e n t a n e a l k a n e 0 0 4 4 0 0 3 1 0 0 2 3 0 0 1 9 0 0 2 0

3 - n i e t h y l h e x a n c a lka n e 0 0 70 0 . 0 6 8 0 . 05 5 0 . 0 4 1 0 0 3 4

3 - n i e t h y l p e n t a n o a l k a n e 0 0 3 4 0 0 2 4 0 0 1 1 0 0 0 9 0 0 1 0

.^ - i n e t h y l n o n a n e a lka n e 0 0 4 2 0 0 3 1 0 . 0 2 3 0 0 1 5 0 0 1 2

a - p i n e n e a lke n e 0 0 1 0 0 0 0 6

c - 2 -

pe n t e n e a l ke n e 0 0 1 5

1 -
u o n e n e a l ke n e 0 0 1 2 0 0 1 1 0 0 0 5

l - o c t e n e a lke n e 0 0 1 7 0 0 1 0 0 . 00 5

2
,
3

, 3 - t r im e t h y l - l - b u t e n e a l k e n e 0 0 4 9 0 0 3 0 0 0 0 8

b e n z e n e a r o m a t ic 0 0 4 4 0 . 04 2 0 . 00 8 0 .0 3 3 0 0 30

c t h y l b c n z e n e a r o m a t i c 0 0 2 4 0 0 2 2 0 0 1 7 0 0 1 4 0 0 1 0

m - e t hy l t o l u e n e a r o m a t i c 0 0 1 6 0 0 1 3 0 . 0 0 9 0 0 0 4

m - x y l e n e a r o m a t i c 0 0 7 4 0 0 5 9 0 0 3 8 0 0 2 2 0 0 1 6

n -

p r o py l be n z e n e a r o m a t i c 0 0 2 2 0 0 1 9 0 . 0 1 5 0 . 0 0 9 0 . 0 0 8

o
-
x v l e n e a r o m a t i c 0 0 2 5 0 0 2 3 0 0 1 7 0 0 1 0 0 0 0 9

p - e t h y l t o l u e n e a r o m a t ic 0 0 2 5 0 0 2 2 0 . 0 16 0 . 0 0 9 0 0 1 0

s e c - b u t v l b e n z e i i e a r o m a t i c 0 0 1 8 0 0 1 8 0 0 1 5 0 0 0 8 0 0 0 6

t o l u e n e a r o m a t ic 0 1 3 8 0 1 2 1 0 . 1 0 1 0 . 0 78 0 . 0 7 2

l , 2 ,3 ; 5 - t e t r a m e t h y l b c r i ^ c n e a r o m a t i c 0 0 0 7 0 0 0 7

1 , 2 , 4 - t r i m e t h y l b e n z e n e a r o m a t i c 0 1 1 3 0 . 0 9 4 0 0 5 2 0 . 0 2 3 0 0 1 8

1 , 3 - d i e t h y l b e n z e n e a r o m a t i c 0 0 3 4 0 0 2 9 0 0 1 8 0 0 1 0 0 0 0 7
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A d d i t i o n a l F i l e 2 : G e n e s i d e n t i f i e d a s s i g n i f i c a n t l y
* d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d d u e t o p r i m a r y o r

p t i o t o c h e m i c a l l y a l t e r e d (PC A ) p o l l u t a n t e x p o s u r e .

D a s h e s ( - ) in d i c a t e i n s i g n i f i c a n t c h a n g e s i n e x p r e s s i o n .

* F o l d c h a n g e > 1 5 o r < - 1 . 5
, p - v a lu e < 0 . 0 5 , q

- v a l u e < 0 . 0 5

G e n e S ym b o l
P r im a r y P o l l u t a n t F o l d C h a n g e

(E x p o s e d / U n e x p o s e d )
p - v a l u e

P C A P o l l u t a n t F o l d C h a n ge

(E x p o s e d / U n e x p o s e d )
p - v a l u e

A l C F - 1 8 1 0 0 02 7 6

A B CA I - 1 5 6 0 0 0 4 9 4

A B CA 12 - 1 6 0 0 0 02 6 1

A B CA 5 - 1 90 0 0 QU 9

A B C B 6 - 1 7 0 0 0 00 0 1

A B C C 4 - 1 5 9 0 0 0 0 0 2

A B C G 2 - 1 5 7 0 0 0 1 2 4

A CA D 10 - 1 7 8 0 0 0 0 7 5

A CA D I I - 1 5 5 0 0 00 7 8

A C SM 3 - 1 5 0 0 00 6 0 6 - 2 3 3 0 0 0 0 3 8

A C SS2 - 1 . 54 0 . 0 00 0 1

A C TA 2 - 1 5 8 0 0 1 0 5 5 - 2 . 00 0 0 0 2 3 9

A D D S - 1 98 0 0 00 2 2

A D i n c - 1 7 1 0 0 4 1 7 4

A D H 6 W2 ; i 2 0 0 0 1 68

A D H I i : i - 1 5 1 0 0 1 6 5 4

A H C YL l - 1 6 0 0 0 0 1 0 9

A K 3 I 1 - 1 9 9 0 0 0 0 5 3

A K 7 - 2 1 8 0 0 0 0 4 0

A K A P I 2 1 6 7 0 0 0 1 9 2

A KA P 9 - 1 7 3 0 0 0 2 1 9

A K R I B I 1 5 5 0 0 0 1 0 2

A L D H 5A 1 - 1 5 1 0 0 0 6 8 6

A L D H 6A 1 - 2 5 0 0 0 0 0 0 5

A L P K l - 1 8 2 0 0 0 0 84

A L S 2 CR 8 - 1 5 5 0 0 3 1 3 0

A M PD l 1 4 9 0 . 0 0 7 2 3

A N G - 1 9 2 0 0 0 0 6 9

A N K RA 2 - 1 8 2 0 . 0 04 1 4

A NK R D l 1 58 0 0 1 1 6 1

A N K R D I SA - 1 5 1 0 , 0 1 5 60

A ,\
'

K R I ) 2 2 2 8 8 0 0 0 0 4 5

A N K R D 3 0A - 1 87 0 0 0 1 1 0

A N K S 4 B - 1 65 0 0 0 0 3 6

/ t AW - 1 52 0 . 0 09 7 9

A N X A I O 1 . 6 9 0 0 0 4 9 1

A N X A I 3 - 1 . 6 8 0 00 41 4
,
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G e n e S y m b o l
P r i m a r y P o l l u t a n t F o l d C h a n g e

(E x p o s e d / U n e x p o s e d )
p - v a l u e

P C A P o l l u t a n t F o l d C h a n g e

(E x p o s e d / U n e x p o s e d )
p - v a l u e

A NX A 3 1 9 1 0 0 0 0 5 3

A ! ^ X A 4 - 1 . 6 4 0 00 0 35

i v v i y - 1 7 0 0 0 0 3 3 7

A P I S 3 1 . 80 0 00 0 0 5

A I ' A I I - 1 5 2 0 0 0 0 7 4

A Pn i i i - 1 5 2 0 0 0 3 4 2

A l ' O l i l X .
i C - 1 5 2 0 0 0 2 1 2

A P O I I - 1 5 6 0 0 0 2 0 2

A QP3 1 7 9 0 0 0 0 2 3

A R - 1 7 9 0 00 0 0 8

a r i : g 3 2 2 0 0 0 0 1 0

A K F G A P2 - 1 5 5 0 . 0 0 1 0 8

A K I I O A P I 1 5 '1 0 0 0 0 3 8

A R I D 4A - 1 6 7 0 0 0 2 4 4

A R i n 4 K 1 5 3 0 0 0 6 7 1

A R I D 5 B - 1 6 0 0 0 0 0 07
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TM E M 3 7 , TM EM 5 0 B , T X N IP , U G T2 B 1 5 ,
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,
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,
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,
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A R HG AP l , A R ID4 B ,

A R R B l ,
B CL2 L 1 5

,

B N IP3 L,

CI RL, C2 0o r f 74 , C5o r f4 2 , CA BYB, CCBL 2 , CCN Gl , CFH, CFH Rl ,
C TN N D l

,

D A B 2 , D H C R2 4,
D M X L2

,
D Z IP 3

,
EH H A D H

,
EL M O l

,
EL 0 VL 6 ,

EG A
,
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I Q GA P 2 ,
LA R G E

,
M A R CKS

,
M CCCl

,
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,
M U T

,
N A P 1 L2

,
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,
N R OB l ,

N U D T 7
,
O PH N l , PA N 2 , PD K2 , P GA P2 , P L C0 4

,
PL C H l , R H OB TB l

,
SA M D 9 ,

SE SN 3 ,
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'
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A B CA 1 2
,

A B C G 2
,
A D H FE l

,
A L D H 5 A 1 , A N 0 5 , A PO H , A R ID 4 B

,
A R ID 5 B

,
B L M H

,

B TN 3 A 3
,
CA C N A I D , CCB L 2 , C FH,

D A B 2 , D E PD C 6, D E T l , D YN C 2 H 1 , E FH C l ,

E N TP D 5
,

FG B
,
FG G, G CA , H A B P2 , H B P l , H IS T 1 H 2 A C, H N F 4 A , H N F4 G ,

K C N K 5 , K IA A 0 9 2 2 ,
K IA A 1 3 7 7

,
K IA A 1 7 1 2 , M A R CKS

,
M CCCl , M TM R l l

,

N A P 1 L2
,
N CA L D, N EB , N N T, N R 6 4

,
PD ZK l , P LC H l ,

P O F I B
,
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,
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,
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,
SSB P 2

,
S T X 1 7

,
U G T 2 B 1 5

,
Z N F2 9 2

D e c r e a s e d 0 02 7

A l x - 4 IV 100 6 1 9
A D H I C

,
B T BD l l , CEP 1S 2 , FG FR 4 . F N B P I L, H IS T 2 H 2 A A 3, H M GB 2 , H O O K 3 ,

M ARCKS, N R 1 D 2 , PD CD 4 , P I GN , P LEKHH 2,
Z NF 65 4

_ _ ^ _ _ ^

D e c r e a s e d 0 . 0 2 9 i

R P 5 8 M 0 0 5 3 2
A Q P 3

, CCL 2 ,
CS RPl , D H X 3 7, D P T, GR E M 2 , IL 8 , I T G A 3 , I TGA 6 , I TG B L l ,

K R T 3 8
,
SM O X

,
SN R PN , X D H

In c r e a s e d 0 . 0 3 4

L v f - I M OOK l

A B CB6
,
A P O H

,
A RSE

,
A TG 2 B , B LMH , CC B L2 , C D CA 7L, ER B B 2 , FA M l l l A ,

F A M 3 8 B , FG G
,
FR A S 1

,
G R IP l

,
H N F 4 A , K IA A 0 9 2 2 , L YR M5, M YO I A

.
N B EA ,

N R G 4
,
PB L D , P G A P2 , PL D l , P TG R2 , S L C2 5 A 2 7

, S L C4 0 A 1, S U L T 2 B 1 , S YN E2 ,

T C2 N , T JP 2 , TSPA N 1 5 , Z K SCA N l , Z M YM 3 , ZN F6 0 8

D e c r e a s e d 0 03 6

E n - 1 M 0 0 39 6

A B CA l , A CSM 3 , A LP K l
,
CI S , C 2 0 o r f l 94 , CA SP 4 , CD CA 7 L, CE P 1 5 2

,
CR B N,

D IA P H 2
,
D T X 3 L, EH H A D H , EL 0 V L 6, F A M 1 0 5 A , F A M 3 8 B , FM 0 5 , G CA ,

H A B P2 ,
H IS T 2 H 4A , IN A D L

,
M A N BA , M U T , NP YI R

,
PA IP 2 B

,
PA RP 1 4

,

S H 3 B G R L 2 ,
S L C2 5 A 2 7 , SP T L C3 ,

S VEP l , S YCP 2 L,
TM E M 6 0

,
U G T2 B 1 5

,
YP EL 2

,

Z KSCA N l

D e c r e a s e d 0 0 3 8

E R M 0 0 1 9 1
A Q P 3

,
CL D Nl , F BX 0 4 0 , G A B RA S, G FP T2

,
GL S, GPRC5 A , LA M C2 , LR RFIP l ,

P 2 R Y4 , PA Q R 5 , P H L D A l , S EM A 3 C, S LC0 4 A 1 , WD R 6 9 , X D H
In c r e a s e d 0 . 039 ^

A F P l M 0 0 6 1 6

A L D H 5 A 1 , A SP M , B TN 3 A 1, C1 0 o r f 5 7 , C 6 o r f l 3 0, CA C N A I D , CA L C O CO l ,

C C N G l , C 0 R 0 2 A , C TN N D l , E H H A D H , FG B , F 0 X N 3 , F RA S l , ID l , K C N T 2 ,

K IA A 1 7 1 2 , K IF 1 3B , L I M A l , L YR M 5, M A R CKS, M LE C, N A P 1 L 2 , N I PA L3 ,

N IP SN A P 3 A , N U D T 7
,
P B LD , P F KF B3 , P L CH l

, P O F I B , RA R B
,
R F X 5 , S FR P4 ,

S FRS1 8 , SL C1 6 A 7 , S L C4 1 A 2 , T IC D 2 , T L R l , TM E M 1 4 4 , T X N IP , U G T 2 B 1 5 ,

Z C3 H 6
,
Z M YM 3 ,

Z N F 2 9 2 , Z N F 6 5 4

D e c r e a s e d 0 0 4 1

i : \ i - i M 0 0 0 8 2

A B CG2
,
A D H I C

,
A DH 6, A L S2 CR 8 , A N G, A N XA 1 3 , A P O H,

A SP M , B D K R B2 ,

B N IP3 L
,
Cl o r f 6 3 ,

C5 o r f 4 2 , CC N G2 ,
CEP 1 5 2

,
D YN C 2H 1

,
F A M 5 5 C,

H I5 T2 H 2A A 3 , H IS T2 H 2 BA
,
K IA A 1 6 3 2 , L YR M 5 , M A N SCl

,
M B O A T l , M C CC l

,

M R l , M S I2 , M YO I A , N CA L D , N EB , N R G4 , P IG N , PL C H l , R F X 5 , SA M D 9 ,

S LC 4 1 A 2
,
SL C7 A 2

,
STA T 6

,
TM 4 S F2 0

,
TM E M 1 4 4 , T X N D C 1 6 , TX N IP

,
W W Pl

,

Z N F 2 9 2
,
Z N F 608 : :

-
.

-
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. -
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T r a n s c r i p t i o n

F a c t o r

T R A N S F A C

A c c e s s i o n

N u m b e r

P r e d i c t e d G e n e T a r g e t s

(T a r ge t s a r e G e n e s I d e n t i f i e d a s D i f f e r e n t i a l l y E x p r e s s ed )

T a r g e t s '

E x p r e s s i o n

D i r e c t i o n

p - v a l u e

G f i - 1 M 0 0 2 5 0

A CSS2
,
A S3 M T

,

B CL 2 L 1 1 ,
B D H 2

,
BLM H

,
CA B YR

,
CD K 5 R A P3 , C EP 1 5 2 ,

CTN N D l , C T T N B P 2 , D IA PH 2
,
ER B B3 , F A R P2

,
FG B , FG FR4 , 6 CA , G R IP l ,

H BP l
,
H IST 2 H 4 A

,
H N F 4 A

,
IN A D L

, KD M 3 A
,
K IA A 1 3 7 7

,
L IM D l

,
L R P l , LX N ,

N N T
,

N R 6 4
,
P A IP 2 B , P EC R,

PL C D 4
,
P OF I B ,

R H 0 B TB 3
,
SA SH l , SC A PER ,

SH 3 B G R L2
,
SK A P 2, S L C2 A 1 2 , S T EA P2

,
TM C 7

,
VPS 3 9

,
YPE L5

,
Z B T B2 0 ,

Z N F 2 9 2

D e c r e a s e d 0 0 4 2

L E F I M 0 0 8 0 5

A KA P1 2
,
A K R I B I

,
A N KR D l , A N X A I O, A Q P J

,
Cl Oo r f l U , CD55 , CL D N l ,

CP A 4
,
C PZ

,
CS T l

,
C TPS , D N D l

,
D U SP5 , E M Pl

,
EP H A 2

,
ER EG , FG FB P l ,

F R M D 3 , FS H B , FS TL 5
,
G A B RA 5

,
G D F I S

,
G F P T 2 , G U PR l

,
G PR C5 A , H A S 2,

H BE G F H TR 3 D
,
IL 8

,
IT GA 3

,
I TGB Ll , K IA A 1 1 9 9

,
KR T 3 8

,
K R T 8 0

,
L A M C2

,

N A V3 ,
N OSTR IN ,

N R 6 1 ,
O D Cl

,
P M E PA l

,
P O U I FI ,

PSG8 ,
RA B3 B , S1 0 0A 3 ,

SA M D 7
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,
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A d d i t i o n a l F i l e 5 : G e n e s c o m m o n l y d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d u p o n e x p o s u r e t o

p h o t o c h e m i c a l l y a l t e r e d (P C A ) p o l l u t a n t s a n d c i g a r e t t e s m o k e (C S) .

G e n e s i d e n t i fi e d a s d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d d u e t o P C A e x p o s u r e t h a t a r e a l s o d i f f e r e n t i a l l y
e x p r e s s e d i n h u m a n l u n g c e l l s e x p o s e d t o c i g a r e t t e s m o k e (M a u n d e r s e t a l . 2 0 0 7 ) a r e l i s t e d

,

a l o n g w i t h t h e ir d ir e c t i o n o f g e n e e x p r e s s i o n f o l d c h a n g e (F C) .

G e n e

S y m b o l

P C A P o l l u t a n t -

I n d u c e d F C

D i r e c t i o n
, 9 h r

P o s t - E x p o s u r e

C S - l n d u c e d F C

D i r e c t i o n
,
1 h r

P o st - E x p o s u r e

C S - I n d u c e d F C

D i r e c t i o n , 6 h r

P o s t - E x p o s u r e

C S - I n d u c e d F C

D i r e c t i o n
,
2 4 h r

P o s t - E x p o s u r e

S a m e D i r e c t i o n o f

D i f f e r e n t i a l E x p r e s s i o n

A c r o s s A l l E x p o s u r e

C o n d i t i o n s ?

A L D U SA 1 d o w n d o w i d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

A L D I I 6 A 1 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

Wl P SB l do w n d o w n d o w n d o w n v e s : a i l d o w n - r e g u l a t e d

B M P R 2 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

C I R L d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

C D i n d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

D T X 3L d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

E I F 2 C 4 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

E MU d o w n d o w n d o w n d o w n v e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

E R B I i 3 d o w n d o w n d o w n d o w n \ e s : a l l d o w i i - r e ii u l a l e d

F C 11S D 2 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

H O O K I d o w n d o w n d o w n d o w n \ c s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

K I A A I 1 6 1 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d ^ m - r e g i fl a te d

K I A A 13 7 7 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

L B A I d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l do w n - r e g u l a t e d

M A R C K S d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a l e d

N C O A 2 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l do w n - r e g u l a t e d

N F I A d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

N 0 T C H 2 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

PA R P I 4 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

PD P R d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

R B P M S c lo w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

R O B O l d o w n d o # n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

\ c v a l l d o w n - r e g u l a t e dSA S H l d o w n d o w n d o w i d o w n

S E s m d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - » g u la t e d

S L C 7A 2 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

S TX 1 7 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a te d

S YN E 2 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

T G F B 2 d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e gu l a te d

T P 5 3 I N P 1 d o w n d o w n d o v \ n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

VP S 1 3 C d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a te d

Z K S C A N l d o w n d o w n d o w n d o w n y e s : a l l d o w n - r e g u l a t e d

M S 12 d o w n d o w n d o w n u p n o : v an e s

\ o r c i / 2 . \ L d o w n d o w n d o w n u p n o : v a r i e s

E B X 0 3 2 d o w n d o w n u p d o w n n o : v a n e s

T F D P 2 d o w n d o w n u p d o w n n o : v a r i e s

7 9
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G e n e

S y m b o l

P C A P o l l u t a n t -

I n d u c e d F C

D i r e c t i o n
, 9 h r

P o s t - E x p o s u r e

C S - I n d u c e d F C

D i r e c t i o n ,
1 h r

P o s t - E x p o s u r e

C S - I n d u c e d F C

D i r e c t i o n , 6 h r

P o s t - E x p o s u r e

C S - I n d u c e d F C

D i r e c t i o n , 2 4 h r

P o s t - E x p o s u r e

S a m e D i r e c t i o n o f

D i f f e r e n t i a l E x p r e s s i o n

A c r o s s A l l E x p o s u r e

C o n d i t i o n s ?

WS B I d o w n d o w n u p d o w n n o : v a n e s

I M D L d o w n do w n u p u p n o : v a r i e s

F C D I 19 d o vft i d o w n u p u p n o : ^w l e s

C L D M u p d o w n d o w n d o w n n o : v a n e s

G U P R l m d o v\ T i d o w n u p n o : v a r i e s

L R R F I P l u p d o w n d o v \ n u p n o : v a n e s

SS F A 2 u p d o w n d o w n u p n o : v a n e s

a r i : g u p d o w n u p u p n o : v a n e s

D U S P 4 u p d o w n u p u p n o : v a r i e s

D U S P5 u p d o w n u p u p n o : v a n e s

E H L G u p d o w n u p u p n o : v a n e s

G D F I S u p d o w n u p u p n o : v a n e s

J I B L G F u p d o w n u p u p
m n o : v Eff i e s

J l y u p d o w n u p n o : v a r i e s

N R 4 A 1 u p d o w n u p u p n o : v a n e s

P H L D A l u p d o w n u p u p n o : v a r i e s
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A d d i t i o n a l F i l e 6 : m iR N A s s i g n i f i c a n t ly (p - v a l u e < 0 . 0 0 5 , F D R < 0 . 0 0 5 ) c h a n g e d > 1 5 - f o l d

d u e t o fo r m a l d e h y d e e x p o s u r e

m iR N A F o r m a l d e h v d e / C o n t r o l R a t i o

i t i i R - 3 3 S 4 8

U - 4 5 0 - 3 5 7

n i R - 3 3 0 - 2 4 3

R - 1 8 1a - 2 1 1

R - l Ob - 2 1 1

m R - 4 2 2 b - 2 0 2

m ; R - 5 3 2 - 1 8 4

m R - 5 0 1 - 1 8 2

m R - 4 87 b - 1 8 0

m R - 2 0 a
- 1 8 0

m R - 3 4 a - 1 7 3

n i R - 9 3 - 1 7 2

I I I R - 1 0 6 b - 1 7 1

m R - 13 7 - 1 7 1

n i R - 1 03 - 1 70

m R - 3 () I - 1 7 0

i n R - l Oa - 1 70

R - 1 2 6 - 1 7 0

m R - 1 7 - 5 p
- 1 69

R - 1 0 7 - 1 6 9

1 11 R - 4 5 4 - 3 p
- 1 69

111 R - 14 () - 1 6 8

n i R - 1 0 1 - 1 6 8

11 1 R - 1 3 0 a - 1 6 8

m R - 1 9 a
- 1 6 7

1 11 R - 2 6 a
- 1 6 7

i n R - 1 9 b - 1 . 5 7

m R - 1 0 6 a - 1 6 6

m R - 9 9 a - 1 . 6 6

m R - 1 8 a
- 1 6 6

m iR - 4 2 4 - 1 65

l e t - 7 a - 1 6 5

m iR - 2 0 b - 1 6 5

m iR - 2 5 - 1 6 4

n i iR - 5 9 0 - 1 . 6 4

m iR - l S b - 1 64

I c t - 7 b - 1 6 3

n i iR - 6 6 0 - 1 6 3

m i R - 2 7 b - 1 6 3

m iR - 1 9 4 - 1 6 2

n i i R - 3 6 1 - 1 6 2

i n i R - 1 9 2 - 1 6 2

m i R - 2 15 - 1 6 2

8 1
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m iR N A F o r m a l d e h y d e / C o n t r o l R a t i o

m i R - 3 7 4 - 1 6 2

i i u R - 15 a - 1 6 2

l c t - 7 c - 1 6 1
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M e t a b o l i c D i s e a s e 2 ' i
"
r

g Ew m o r M o r p h o l o g y 2 S 1L 0 4 .

E n d o c r i n e S y s t e m D i s o r d e r s

^ ^ m a t o l o g i c a l D i s e a s e s a n d C o n d i t i o n s
'

3 1 5 E - 0 4

3 . 3 9E - 0 4
"

L ip i d M e l H b o l i s m 6 . 94 E - 0 4

R N A T r a f fi c k i n g 6 94 E- 0 4

R e n a l a n d U r o l o g i c a l D i s e a s e 6 9 4 E - 0 4
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