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A m a n d a B u r n s

R e g u la t io n o f t h e C h o l e s t e r o l - B io s y n t h e s is P a t hw a y In f l u e n c e s E f fe c t s o f

P e r o x is o m e P r o lif e r a t o r s i n M o u s e L iv e r

U n d e r t h e d ir e c t io n o f Iv a n R u s y n

P h t h a la te s a n d a v a r ie t y o f o t h e r e n v i r o n m e n t a l c o m p o u n d s b e lo n g to a c l a s s

o f c h e m ic a l s k n o w n a s p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s (P P s ) P P s a r e a w id e ly s t u d ie d

c l a s s o f c o m p o u n d s t h a t c a u s e n o n - g e n o t o x ic l iv e r c a r c i n o g e n e s i s in r o d e n t s .

T h e m e c h a n is m b y w h ic h P P s c a u s e c a n c e r a n d a n u m b e r o f o t h e r p le o t r o p i c

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

o x id a t iv e s t r e s s in v o lv e a c t iv a t i o n o f t h e n u c le a r r e c e p t o r p e r o x is o m e p r o l ife r a to r

a c t iv a te d r e c e p t o r (P P A R ) a l p h a . W h i le it is k n o w n t h a t P P A R a i s r e q u ir e d f o r

t h e s e e f fe c t s
,
t h e e x a c t m e c h a n is m o f a c t io n is u n k n o w n . In o r d e r t o d e te rm in e

h o w h u m a n h e a l t h is a f fe c t e d b y t h e s e c o m p o u n d s it i s n e c e s s a r y t o e lu c id a t e

t h e m e c h a n is m o f a c t io n . A n u m b e r o f s t u d i e s h a v e s u g g e s te d t h a t P P A R a

p la y s a r o le i n t h e c ho le s te r o l b io s y n t h e s is (m e v a lo n a t e ) pa t h w a y . W e

h y p o t h e s iz e t h a t b y a f fe c t in g t h e k e y r e g u la t o r s o f th is p a t h w a y ,
w e c a n m o d u la te

t h e e f fe c t s o f p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s in t h e m o u s e l iv e r . H e r e , w e e x p lo r e d t h e

c o n s e q u e n c e s o f b lo c k i n g t h e m e v a lo n a t e p a t h w a y w it h l o v a s t a t in o r i n c r e a s i n g

t h e a v a i la b il it y o f is o p r e n o id s b y t r e a t in g w it h f a r n e s o l o n P P i n d u c e d l iv e r

e f fe c t s . W h i le f a r n e s o l h a d n o e f fe c t o n P P - i n d u c e d A G O a c t iv ity (i . e .

,

p e r o x is o m e p r o l if e r a t io n ), it b lo c k e d t h e i n c r e a s e i n c e l l p r o l ife r a t i o n .
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C o l le c t iv e l y , t h e s e r e s u lt s i n d ic a t e d t h a t d is r e g u l a t io n o f t h e m e v a l o n a te p a t hw a y

a f f e c t s t h e p r o m o t io n a l a b il ity o f P P s in l iv e r
, b u t n o t t h e i r a b il ity to c a u s e

in d u c t io n o f p e r o x is o m e s . T h u s , t h e p e r t u r b a t io n s o f l i p id m e t a b o li s m i n l iv e r t h a t

a r e c a u s e d b y P P s m a y b e l i n ke d t o t h e a b il it y o f t h e a g e n t s t o i n d u c e c e ll

p r o lif e r a t i o n .

I l l
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T o m y M o m a n d D a d
,
M e l is s a

,
m y f a m il y ,

f r i e n d s a n d P S U f r ie n d s t h a n k yo u fo r

y o u r lo v e a n d s u p p o r t . T o m y f r ie n d s t h a t I h a v e m a d e a t C a r o l in a , I w i l l a l w a y s

c h e r is h y o u r f r ie n d s h ip a n d g u id a n c e .

I V
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I w o u ld li k e t o e x p r e s s m y g r a t it u d e t o t h e R u s y n L a b . I h a v e le a r n e d s o m u c h

f r o m w o rk i n g w it h y o u . I w i ll n e v e r b e a b le to e x p r e s s h o w m u c h I a p p r e c ia t e t h e

e n c o u r a g e m e n t a n d g u id a n c e I h a v e r e c e iv e d f r o m t h i s g r o u p . I w o u ld a l s o I l i k e

t o a c k n o w le d g e t h e p r o f e s s o r s in th e d e p a r tm e n t a n d m y c o m m itt e e m e m b e r s f o r

t h e i r g u i d a n c e a n d fo r p u s h in g m e t o d o m y b e s t .
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D e d ic a t io n iv

A c k n o w l e d g e m e n t s v

L is t o f F i g u r e s v i i

C h a p t e r

I . L it e r a t u r e R e v ie w 1

II . In t r o d u c t io n

P e r o x is o m e P ro l if e r a to r In d u c e d C e l l P r o l ife r a t io n a n d t h e M e v a lo n a te P a t h w a y
H o w do t h e s e p a t h w a y s in t e r a c t ? 1 4

II I . M e t h o d s a n d M a te r i a l s 1 7

A n im a ls a n d D i e t s 1 7

G e n o ty p i n g 1 8

C li n ic a l C h e m is t r y 1 8

Im m u n o h i s t o c h e m i c a l D e t e c t i o n o f 5 - b r o m o - 2
'
- d e o x y u r i d i n e 1 9

A c y l- C o A O x id a s e A c t iv ity 2 0

R T - P C R 2 0

P r e p a r a t io n o f C y to s o l ic a n d N u c l e a r E x t r a c t s 2 1

W e s t e r n B lo t a n a ly s is 2 2

IV . R e s u lt s 2 3
E f fe c t s o f F a r n e s o l L o v a s t a t i n a n d W y o n g e n e r a l l iv e r f u n c t io n a n d

m o r p h o lo g y 2 3

F a r n e s o l , L o v a s ta t in a n d Wy H a v e a S y n e r g is t ic E f fe c t o n P P A R a A c t iv a t io n . . 2 4
W y - 1 4 , 6 4 3 C a u s e s a S i g n if ic a n t In c r e a s e i n F a r n e s y l- T r a n s f e r a s e m R N A
E x p r e s s io n 2 5
C o - T r e a t m e n t w it h F a r n e s o l a n d W y D o e s N o t L e a d to a n In c r e a s e i n C e ll
P r o l if e r a t io n 2 6

V . D is c u s s io n 2 7

V I
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E f fe c t s o f F a r n e s o l L o v a s t a t in a n d Wy o n g e n e r a l l iv e r f u n c t io n a n d m o r p h o lo g y

V I . F u t u r e D i r e c t io n s 3 0

A p p e n d ix 3 4

R e f e r e n c e 4 4

V l l
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L i s t o f F i g u r e s

P a g e

S c h e m e 1 3 5

F ig u r e

1 3 6

2 3 8

3 3 9

4 4 0

5 4 1

6 4 2

7 4 3

V l l l
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C h a p t e r 1

L i t e r a t u r e R e v i e w

P h t h a l a t e s a r e a f a m i ly o f in d u s t r ia l c o m p o u n d s t h a t h a v e b e e n u s e d f o r a v a r i e t y

o f p u rp o s e s s in c e t h e 1 9 3 0 s a n d b e lo n g to t h e c la s s o f c h e m ic a ls k n o w n a s

p e r o x is o m e p r o l ife r a to r s . P h t h a la t e s c a n b e f o u n d in p e r s o n a l c a r e p r o d u c t s , p a i n t s ,

in d u s t r ia l p la s t ic s ,
c e r ta i n m e d i c a l d e v ic e s a n d p h a r m a c e u t ic a l s G lo b a ll y ,

m o r e

t h a n 18 b i ll io n p o u n d s o f p ht h a la te s a r e u s e d e a c h y e a r (L a t in i 2 0 0 5 ). D i- (2 -

e t h y l h e x y l) p h t h a l a t e (D E H P ) is u s e d a s a n in d u s t r ia l p la s t ic i z e r
,
a n d it is th e m o s t

a b u n d a n t p h t h a la te in t h e e n v ir o n m e n t w it h w e ll a b o v e 2 m i ll io n to n s o f D E H P

p ro d u c e d a n n u a lly w o r ld w id e (L a t in i 2 0 0 5 ). D E H P i s a l s o t h e m o s t s t u d ie d o f t h e

p h t h a la t e e s t e r s a n d is o n t h e E P A
'

s li s t o f p r io r it y p o l lu t a n t s

(h t t p :// w w w . e c y . w a / g o v / p r o g r a m s / e a p / p b t/ r u le / d o c s / s u m m a ry ). T he s e p la s t ic iz e r s

g iv e p o ly v in y l c h lo r id e (P V C ) it s f l e x i b il ity . T h e y h a v e b e e n s h o w n t o le a c h f r o m

p la s t ic p r o d u c t s a t a c o n s t a n t r a t e in t o t h e e n v i r o n m e n t . T h e s e m a t e r i a ls a ls o e n t e r

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

p la n t s (h t t p :/ / e pa . g o v / s a f e w a t e r /d w h / c - s o c / p h t h a l a t . h t m l ). D E H P i s p e r s i s t e n t i n t he

e n v ir o n m e n t d u e t o t h e la rg e a m o u n t s p r o d u c e d a n d d i s p o s e d o f o n a d a ily b a s is . I n

1 9 9 8
,
6 6 9 p o u n d s o f D E H P w e r e r e le a s e d i n to s u r fa c e w a t e r s a n d 2 0 7

,
7 9 5 p o u n d s

w e r e r e l e a s e d i n to t h e a ir o n a n a t io n a l l e v e l . N o r t h C a r o l in a i s o n e o f t h e t o p t e n

s t a t e s f o r D E H P d is c h a rg e ,
w h e r e 2 3

,
0 8 2 p o u n d s w e r e r e le a s e d i n to t h e
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e n v ir o n m e n t in 2 0 0 5 (N a t io n a l S a f e t y C o u n c i l , 2 0 0 5 ) . P h t h a la t e s h a v e a l s o b e e n

s h o w n to b e p r e s e n t i n h o u s e h o l d w a s t e w a t e r . A h o u s i n g a r e a i n S w e d e n w h ic h

u s e d a w a t e r s y s te m t h a t h a d s e p a r a t e f l o w s f o r g r e y
- w a t e r a n d b la c k - w a t e r w a s t h e

b a s i s fo r a n in t e r e s t i n g s t u d y . G r e y - w a t e r i s d e f i n e d a s h o u s e h o l d w a s t e w a t e r

w it h o u t i n p u t f r o m to i le t s ,
m e a n in g t h is is w a s t e w a t e r f r o m b a t h i n g ,

s h o w e r i n g ,
h a n d

w a s h in g , la u n d ry a n d t h e k it c h e n s i n k . G r e y - w a t e r h a s b e e n e s t im a t e d to a c c o u n t

f o r a b o u t 7 0 - 7 5 v o l . % o f d o m e s t ic w a s t e w a t e r (P a lm q u is t a n d H a n a e u s 2 0 0 5 ).

P h t h a l a t e s w e r e id e n t if ie d i n t h e g r e y - w a t e r , a n d t h e y a r e be l ie v e d to a c c u m u l a te a s

a r e s u lt o f a c t iv it ie s s u c h a s d is h w a s h i n g , c l e a n i n g , e t c . (P a lm q u i s t a n d H a n a e u s

2 0 0 5 ). W a s te w a t e r a n d In d u s t r ia l e f f l u e n t a c c o u n t fo r t h e p o i n t s o u r c e s t h a t le a d t o

w a te r c o n ta m i n a t io n a n d s e r v e a s a s o u r c e fo r h u m a n e x p o s u r e .

H u m a n s c a n b e e x p o s e d t o t h e s e c o m p o u n d s t h r o u g h i n g e s t io n , i n h a la t io n a n d

d e r m a l e x p o s u r e o v e r t h e c o u r s e o f a l if e t im e . T h e g r e a te s t a b s o rp t io n o f D E H P

o c c u r s f r o m o r a l e x p o s u r e i n t h e G l t r a c t (R u s y n e t a l . 2 0 0 6 ; S c h m id a n d S c h l a t t e r

1 9 8 5 ) T h e m a rg in o f e x p o s u r e (M O E ) h a s b e e n r e c o m m e n d a t 2 0 - 2 5 m g / kg / d a y t h e

le v e l a t w h ic h is t h e r e is n o o b s e r v a b le e f fe c t le v e l ( N O E L ) in m ic e (D o u ll e t a l .

1 9 9 9 ). O n a d a il y b a s i s , h u m a n e x p o s u r e i s e s t im a t e d t o b e i n t h e r a n g e o f 4 - 3 0/ y g

o f D E H P / kg/ d a y , w h ic h i s w e l l be lo w t h e M O E (L a t i n i 2 0 0 5 ; M o o r e e t a l . 20 0 1 ). T h e

r e l e v a n c e o f t h is v a lu e is u n d e r d e b a t e b e c a u s e h u m a n s a r e a ls o e x p o s e d t o m a n y

o t h e r t y p e s o f p h t h a la te s a n d p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r s . T h e e f fe c t s o f t h e s e

c o m p o u n d s m a y b e a d d it iv e a n d t h is w o u ld l e a d t o s ig n if ic a n t ly g r e a te r e x p o s u r e

l e v e ls (R u s y n e t a l . 2 0 0 6 ). E x p o s u r e f r o m m e d ic a l d e v ic e s a n d o c c u p a t i o n a l

e x p o s u r e c a n b e m u c h g r e a te r , i n t h e r a n g e o f 4 7 5 jj g l k g l d a y - 7 0 0 / / g / k g/ d a y
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m a i n ly v i a i n li a la t io n o r in t r a v e n o u s r o u t e s r e s p e c t iv e ly a n d t h e y a r e s t il l

a p p r o x im a t e ly 2 o r d e r s o f m a g n itu d e b e lo w t h e M O E f o r r o d e n ts (D o u ll e t a l . 19 9 9 ).

C o n c e n t r a t i o n le v e l s o f p h t h a la t e s in d r i n k in g w a t e r a r e r e g u l a t e d b y t h e U S

E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t io n A g e n c y (E P A ) b e c a u s e s h o r t - t e r m e f fe c t s a n d p o te n t i a l f o r

l o n g - te r m e f fe c t s f r o m e x p o s u r e to t h e s e a g e n t s h a v e b e e n r e p o r t e d . S h o r t - t e r m

e x p o s u r e s to p h t h a l a te s i n t h e d r in k i n g w a t e r c a n r e s u lt i n m il d g a s t r o i n t e s t i n a l

d is tu r b a n c e s ,
n a u s e a a n d v e r t ig o (h t t p :/ / e p a . g o v / s a f e w a te r /d w h / c - s o c / p h t h a l a t . h t m l ).

L o n g - t e r m e x p o s u r e s h a v e th e p o t e n t ia l t o c a u s e l iv e r a n d t e s t ic u la r d a m a g e ,

r e p r o d u c t iv e e f fe c t s (i e .

- a c t i n g a s e n d o c r in e d is r u p t in g a g e n ts ) a n d c a n c e r

(h t t p : / / e p a g o v / s a f e w a te r /d w h / c - s o c / p h t h a la t h t m l ) . P h t h a la t e s h a v e b e e n s h o w n to

b e a n im a l c a r c i n o g e n s e s p e c ia l ly in r o d e n t s
,

a n d c a n c a u s e f e t a l d e a t h
,

m a lfo r m a t io n s
,
te s t ic u la r i n j u r y ,

l iv e r a n d k id n e y i n j u r y ,
a n t i- a n d r o g e n ic a c t iv ity ,

t e r a t o g e n ic ity , p e r o x is o m e p r o l if e r a t io n a n d m a r k e d r e p r o d u c t iv e t o x ic i t y a n d

r e d u c e d f e r t il it y in la b o r a t o r y a n im a ls (L a t i n i 2 0 0 5 ; E C Y 2 0 0 5 ). T h e p e r s i s te n c e a n d

c o n c e n t r a t io n s a t w h ic h p h th a la te s a r e f o u n d i n t h e e n v i r o n m e n t m a ke t h is c l a s s o f

c h e m i c a ls a n im p o r t a n t e n v i r o n m e n t a l a g e n t t o m o n ito r a n d r e g u l a t e .

D E H P a n d o th e r p h t h a l a te s a r e o f i n t e r e s t t o r e s e a r c h e r s a n d r e g u la t o r s

b e c a u s e t h e y h a v e b e e n s h o w n t o b e r e p r o d u c t iv e t o x ic a n t s b y a c t in g a s a n

e n d o c r in e d is r u p t i n g c o m p o u n d . T h is is a n e x c it i n g a n d im p o r ta n t a r e a o f r e s e a r c h ;

h o w e v e r , t h i s r e v ie w w il l f o c u s o n p h t h a la te s a s p e r o x i s o m e p r o lif e r a to r s a n d n o n -

g e n o to x ic r o d e n t c a r c i n o g e n s . In a d d it io n , w h il e D E H P i s a n e n v ir o n m e n t a l a ge n t o f

in t e r e s t
,
w e w il l b e u s in g a m o r e p o te n t p e r o x is o m e p r o l it e r a to r W y e t h 1 4

,
6 4 3 (W y )

in t h e m a j o r ity o f o u r s t u d i e s . In u s i n g W y a s a m o d e l p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r
,
w e
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w i ll b e a b le t o s e e t h e e f f e c t s o f p e r o x i s o m e p r o l if e r a t io n a n d i n c r e a s e d c e l l

p r o l ife r a t io n m o r e c le a r l y a n d a t a n e a r l ie r t im e p o in t .
I t is o u r g o a l to i d e n t i fy t h e

c r it ic a l s t e p s i n th e m o le c u la r a n d c e l lu l a r p a t h w a y s o f n o n -

g e n o to x i c l iv e r

c a r c in o g e n e s is b y p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s .

B e c a u s e D E H P is u b iq u it o u s i n t h e e n v i r o n m e n t a n d t h e r e is a p o t e n t ia l f o r

a d v e r s e h e a lt h e f fe c ts
,
m a n y r e g u l a t o r y a g e n t s h a v e j u s t if i e d t h e n e e d to m o n ito r

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

S a f e D r i n k in g W a te r A c t r e q u ir e s t h e E P A t o d e t e r m i n e s a f e le v e ls o f c h e m ic a l s i n

d r i n k in g w a te r w h ic h m a y o r m a y n o t c a u s e h e a lt h p r o b le m s . T h e M a x im u m

C o n t a m i n a n t L e v e l G o a l (M C L G ) f o r D E H P h a s b e e n s e t a t z e r o
,
a n d t h e M a x im u m

C o n t a m i n a n t L e v e l (MC L ) h a s b e e n s e t a t 6 p a r ts p e r b i l li o n (p p b ) . T he M C L i s t h e

e n f o r c e a b l e s t a n d a r d t h a t is s e t b y t h e E P A (h t t p :/ / e p a . g o v / s a f e w a t e r /d w h / c -

s o c / p h t h a l a t . h t m l) S e v e r a l s t a t e s h a v e e x a m i n e d p h t h a la t e s a s a c l a s s o f

c h e m ic a ls o f c o n c e r n a n d r e g u l a t e t h e m a c c o r d i n g ly . F o r e x a m p le ,
C a l ifo r n ia h a s i ts

o w n M C L v a lu e s a n d t h e y a r e s e t a t 4 p p b w h ic h i s b e lo w E P A
'

s s ta n d a r d s (W a n g

1 9 9 4 ). W a s h i n g to n S ta te h a s i n c l u d e d p h t h a la t e e s t e r s o n t h e i r p r o p o s e d li s t o f

p e r s is t e n t b io a c c u m u l a t iv e t o x in s (P B T ). T h e c r it e r i a fo r in c l u d i n g t h e m o n t h is l is t

a r e th e i r p e r s i s t e n c e i n t h e e n v ir o n m e n t
,
t h e a b il ity t o b i o a c c u m u la t e i n t h e

e n v ir o n m e n t , a n d t o x ic ity (E C Y 2 0 0 5 ). O t h e r o rg a n iz a t io n s h a v e p u b l is h e d

r e a s o n a b le l im its o f e x p o s u r e f o r D E H P (E C Y 2 0 0 5 ).

A T S D R (2 0 0 2 ) - M R L (0 . 1 m g / k g / d a y ); c h r o n i c e x p o s u r e (0 . 0 6 m g / kg / d a y )

E P A (2 0 0 4 a ) - o r a l R F D (0 . 0 2 m g / kg /d a y ); p r o b a b le h u m a n c a r c in o g e n (G r o u p B 2 ) (
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A T S D R (2 0 0 2 ) - M R L (0 . 1 m g / k g / d a y ); c h r o n i c e x p o s u r e (0 . 0 6 m g / k g / c l a y )

E P A (2 0 0 4 a ) - o r a l R F D (0 . 0 2 m g / k g /d a y ); p r o b a b l e h u m a n c a r c in o g e n (G ro u p B 2 ) (

N a t io n a l T o x ic o lo g y P r o g r a m (2 0 0 4 )- r e a s o n a b ly a n t i c i p a t e d t o b e a h u m a n

c a r c i n o g e n

In 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 lA R C (2 0 0 4 ) - d o w n g r a d e d t o n o t

c la s s if ia b le a s t o c a r c i n o g e n i c ity i n h u m a n s .

E n v i r o n m e n t C a n a d a - s e t a N O E L a t 4 4 m g/ [kg (BW )
* d ] (C a n a d a , 1 9 9 4 )

U . S . O c c u p a t io n a l S a fe ty a n d H e a lt h A d m i n is t r a t io n (O S H A )- P e r m is s i b le E x p o s u r e

L im it : 5 m g / m 3

A m e r i c a n C o n f e r e n c e o f G o v e r n m e n t a l I n d u s t r ia l H y g ie n is ts (A C G IH ) - T h r e s h o ld

L im it V a l u e : 5 m g / m 3

N a t i o n a l In s t it u t e fo r O c c u p a t io n a l S a f e ty a n d H e a lt h (N IO S H ) - R e c o m m e n d e d

E x p o s u r e L im it : 5 m g / m 3

M o s t o f t h e a b o v e r e p o r ts r e ly o n a n im a l s t u d ie s s i n c e t h e r e i s l it t le

e p id e m io l o g i c a l d a t a a v a il a b l e o n h u m a n e x p o s u r e to p h t h a la t e s It is e s s e n t ia l t h a t

m o r e r e s e a r c h b e d o n e o n p h t h a l a t e s a n d o t h e r p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s to

d e t e r m in e t h e m e c h a n is m s o f a c t io n b o t h a s n o n - g e n o t o x i c c a r c i n o g e n s a n d

e n d o c r i n e d is r u p t i n g c o m p o u n d s i n o r d e r t o e s t a b l is h g u id e l i n e s o f a c c e p t a b le d o s e

a n d a s s o c ia t e d r i s k t o h u m a n s . I t is n e c e s s a r y to e lu c id a te th e d if fe r e n c e s b e tw e e n

r o d e n ts a n d h u m a n s to e x p l a i n w h y h u m a n s a p p e a r t o b e l e s s s e n s it iv e t o t h e

e f fe c t s o f t h e s e c o m p o u n d s . M o le c u l a r b i o lo gy a n d to x ic o lo g ic a l r e s e a r c h m a y h e lp

u s a c h ie v e t h e s e g o a l s .
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P e r o x i s o m e P r o l ife r a t o r s a r e a c la s s o f c h e m ic a l s t h a t a r e u b i q u it o u s i n t h e

e n v i r o n m e n t . E n v i r o n m e n t a lly r e l e v a n t c o m p o u n d s w i th i n t h is c la s s i n c l u d e

p h t h a l a t e s , i n d u s t r i a l s o lv e n t s , s u c h a s t r i c h l o r o e t h y le n e (T C E ), p e r f l u o r o o c ta n o ic

a c id s (P F O A ), h e r b ic id e s , a n d p e s t i c id e s . H y p o l i p id e m ic d r u g s s u c h a s f i b r a t e s
,

e n d o g e n o u s f a t ty a c id s , a n d le u k o t r i e n e a n ta g o n is t s a r e a l s o k n o w n t o c a u s e

p e r o x i s o m e p r o l if e r a t io n (E a c h o e t a l . 1 9 9 1 ; H o i d e n a n d T u g w o o d 1 9 9 9 ; M a r s m a n e t

a l . 1 9 8 8 ; R e d d y a n d L a lw a n i 1 9 8 3 ). A p h e n o m e n o n r e f e r r e d t o a s p e r o x i s o m e

p r o lif e r a t io n w a s f i r s t d e s c r i b e d i n 1 9 6 0 ; it w a s o b s e r v e d t h a t a h y p o l i p id e m i c d r u g

w a s a b l e t o in c r e a s e t h e n u m b e r a n d s iz e o f p e r o x i s o m e s i n r o d e n t s (H e s s e t a l .

1 9 6 5 ; P e t e r s e t a l . 2 0 0 5 ). C o m p o u n d s c la s s if i e d a s p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r s

s t im u l a t e h e p a t ic p e r o x i s o m e s , w h ic h a r e h y d r o g e n p e r o x id e p r o d u c in g o r g a n e ll e s

w it h i n t h e liv e r (R e d d y a n d R a o 1 9 8 9 ). P e r o x is o m e s p la y a r o l e i n c h o le s t e r o l a n d

li p id r e g u la t io n w it h i n t h e liv e r a n d t h e m e t a b o l is m o f f a t ty a c id s (L a i 2 0 0 4 ). L i v e r

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

s t u d i e s (R u s y n e t a l . 2 0 0 6 ) . A
"

t u m o r t r ia d
"

c o m p o s e d o f p a n c r e a t ic
,
liv e r

, a n d

L e y d ig c e l l t u m o r s h a s b e e n h y p o t h e s iz e d to b e i n d u c e d b y p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s

i n r o d e n t s ( L a i 2 0 0 4 ).
B e c a u s e e p id e m io lo g i c a l d a t a i s w e a k , it i s s t il l d if f ic u lt to

d r a w a c o n c l u s io n a s to t h e c a r c i n o g e n ic it y o f p e r o x i s o m e p r o lif e r a t o r s in h u m a n s

(L a i 2 0 0 4 ). H o w e v e r
,
t h e p o s s ib i lit y o f a d v e r s e h e a lt h e f fe c t s u l t im a t e ly le a d in g to

c a n c e r a s a r e s u lt o f c h r o n ic e x p o s u r e to p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r s i s s t i ll p o s s i b le .

(h t t p :/ / e p a . g o v / s a fe w a t e r / d w h / c - s o c / p h t h a l a t . h t m l )

T h e m e c h a n i s m o f a c t io n fo r p e r o x is o m e p r o lif e r a to r s l e a d i n g to n o n - g e n o t o x ic

r o d e n t c a r c i n o g e n e s is is n o t w e l l k n o w n . H o w e v e r , t h e p o s t u la t e d m o d e s o f a c t i o n
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a n d k e y e v e n t s h a v e b e e n s t u d ie d a n d a r e r e v ie w e d i n n u m e r o u s a r t i c le s (K la u n i g e t

a l . 2 0 0 3 ; P e r a z a e t a l . 2 0 0 6 ; P e te r s e t a l . 2 0 0 5 ) . T h e r e le v a n c e t o h u m a n s is a

c o n t r o v e r s ia l is s u e i n t h is f i e ld a n d m o r e r e s e a r c h m u s t b e d o n e to e l u c id a t e t h e

m e c h a n i s m o f a c t io n le a d in g t o h e p a t o c a r c in o g e n e s i s (C a tt l e y e t a l . 1 9 9 8 ).

P e r o x is o m e p r o l if e r a to r s a r e a b le t o i n t e r a c t w it h t h e P e r o x is o m e P ro lif e r a to r

A c t iv a t e d R e c e p to r a ( P P A R a ),
a n u c le a r r e c e p to r t h a t is e x p r e s s e d in t h e c e ll s o f

t h e liv e r
,
h e a r t

,
a n d k i d n e y (K la u n ig e t a l . 2 0 0 3 ) . U p o n li g a n d a c t iv a t io n , P P A Ra

h e t e r o d im e r iz e s w it h R e t i n o id X R e c e p t o r a l p h a (RX R a ),
a n d t r a n s lo c a t e s to t h e

n u c l e u s w h e r e it a c ts a s a t r a n s c r i p t io n f a c t o r f o r a n u m b e r o f t a r g e t g e n e s (K la u n ig

e t a l . 2 0 0 3 ; P e t e r s e t a l . 2 0 0 5 ) T h e s e t a r ge t g e n e s a n d o t h e r ge n e s r e s p o n s iv e t o

P P s a r e in v o l v e d i n a n u m b e r o f p h y s io lo g ic a l r e s p o n s e s i n c l u d i n g f a t t y a c id

c a t a b o l is m , c e l l p r o lif e r a t io n , a p o p t o s is (p r o g r a m m e d c e ll d e a t h ) , i n f la m m a t i o n a n d

o x i d a t iv e s t r e s s (P e t e r s e t a l . 2 0 0 5 ) W it h P P A R a a c t iv a t i o n , c e l l p r o lif e r a t io n

i n c r e a s e s v ia a n i n c r e a s e i n D N A s y n t h e s i s a n d m it o s is w h il e a p o p t o s is i s

d e c r e a s e d (A T S D R 2 0 0 2 ). B y u s in g a P P A R a n u ll m o u s e m o d e l , it w a s s h o w n t h a t

P P A R a li g a n d - in d u c e d r o d e n t l iv e r c a n c e r is d e p e n d e n t o n P P A R a (H a y s e t a l .

2 0 0 5 ; P e r a z a e t a l. 2 0 0 6 ; P e te r s e t a l . 19 9 7 ). C o n t i n u e d r e s e a r c h w i ll a llo w u s t o

e l u c id a t e t h e v a r io u s p a t h w a y s i n w h ic h p h t h a la te s a c t s a s a l iv e r to x i c a n t .

A s p r e v i o u s ly m e n t io n e d , p ht h a la te s a r e c l a s s if ie d b y t h e E P A a s p r o b a b l e

h u m a n c a r c in o g e n s a n d lA R C h a s d o w n g r a d e d t h e i r c l a s s if ic a t i o n t o
"

n o t c l a s s if i a b le

a s to c a r c i n o g e n i c it y i n h u m a n s .

"

T h e s e c l a s s if ic a t io n s a r e m o s t ly b a s e d o n a n im a l

d a t a a n d t h e m o d e o f a c t io n f o r r o d e n t l iv e r c a r c in o g e n e s is . T h e ke y e v e n t s f o r t h is

m o d e o f a c t io n a r e s u m m a r iz e d i n a r e v i e w b y K la u n i g e t a l . E v e n t s w it h h i g h
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s p e c if i c it y a n d s t r o n g w e ig ii t o f e v id e n c e f o r t in e d e v e l o p m e n t o f r o d e n t li v e r

c a r c i n o g e n e s i s a r e 1 ) t h e a c t iv a t io n o f P P A R a
,
2 ) e x p r e s s io n o f p e r o x i s o m a l g e n e s

a n d 3 ) p e r o x is o m a l p r o lif e r a t io n (K l a u n ig e t a l . 2 0 0 3 ) T h e s e e v e n ts c a n b e

m e a s u r e d b y p r o t e in o r m R N A e x p r e s s io n o f P P A R a
,
a c y l C o A o x id a s e (A G O ) a n d

c y t o c h r o m e P 4 5 0 4 A (C y p 4 A ). O t h e r e v e n t s s u c h a s n o n - p e r o x is o m a l l ip id g e n e

e x p r e s s io n , d is r e g u l a t io n o f c e l l p r o l ife r a t io n a n d a p o p t o s is , a n d K u p f fe r c e ll -

m e d ia t e d e v e n ts h a v e s t r o n g w e ig h t o f e v id e n c e w it h lo w s p e c if i c it y . L o w s p e c if ic it y

i n d ic a te s t h a t t h e s e e v e n t s a r e n o t s p e c if ic to a P P A R a m o d e o f a c t io n (M O A ) .

T h e i n t e r n a t io n a l L if e S c ie n c e I n s t itu t e (IL S I) w o r kg r o u p h a s a ls o w e i g h e d i n o n

t h e to p ic o f h u m a n r e le v a n c e . T h e y h a v e c o n c lu d e d t h a t
"

d e s p it e t h e p r e s e n c e o f

s im il a r p a t h w a y s i n h u m a n s , it is u n l i k e ly t h a t t h e p r o p o s e d M O A f o r r o d e n t t u m o r s is

p la u s i b l e i n h u m a n s
"

( L a i 2 0 0 4 ). H o w e v e r
,
r e g a r d le s s o f t h is c o n c l u s io n it is s t i l l

u n k n o w n h o w h u m a n s a r e a f f e c te d b y t h e s e c o m p o u n d s a t a m b ie n t e x p o s u r e le v e ls

o v e r t h e c o u r s e o f a l if e t im e . It w a s r e c o m m e n d e d b y a p a n e l o f s c i e n t is ts t h a t r is k

a s s e s s m e n t s fo r t h e s e c o m p o u n d s s h o u l d b e c o n d u c t e d o n a c a s e - b y - c a s e b a s is

(C a t t l e y e f a / . 1 9 9 8 )

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

a n im po r ta n t q u e s t i o n f o r r is k a s s e s s o r s . S pe c i e s d if fe r e n c e s in ke y m e c h a n is m s o f

a c t io n i n h e p a to c a r c i n o g e n e s is o r in e x p r e s s io n , s t r u c t u r e a n d / o r f u n c t io n o f

im p o r t a n t m e d ia t o r s o f P P - in d u c e d e v e n t s m a y b e c r it ic a l i n u n d e r s t a n d i n g t h e

e x t e n t o f t h e e f fe c t o f P P s o n h u m a n s . I t h a s b e e n s h o w n t h a t r o d e n t s s u c h a s m ic e

a n d r a t s a r e t h e m o s t s e n s it iv e s p e c ie s t o p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s (K l a u n i g e t a l .

20 0 3 ). H u m a n s h a v e a f u n c t io n a l P PA R a t ha t c a n m o d u la te g e n e e x p r e s s io n ;
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h o w e v e r t h e r e is n o c o n c lu s iv e e p id e m io lo g i c a l d a t a t h a t s u g g e s t a n i n c r e a s e d r a te

o f l iv e r c a n c e r i n p a t i e n t s t r e a te d w it h h y p o li p id e m ic d r u g s (P e te r s e t a l . 1 9 9 7 ) . O n e

h y p o t h e s i s f o r t h e r e d u c e d s u s c e p t ib i lit y o f h u m a n s t o p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s is t h e

f a c t t h a t h u m a n s h a v e a p p r o x im a te ly 1/ 10 t h e p r o t e i n e x p r e s s io n a n d b i n d in g a c t iv it y

o f P P A R a c o m p a r e d t o r o d e n t s . H o w e v e r
,
t h is m a y n o t b e t h e o n ly r e a s o n t h a t

h u m a n s r e s p o n d d if fe r e n t ly (K la u n ig e t a l . 2 0 0 3 ; P a lm e r e t a l . 1 9 9 8 ) . T h e

f u n c t io n a l ity o f t h e h u m a n r e c e p to r its e lf is a n im p o r t a n t a s p e c t o f t h e r e le v a n c e to

h u m a n s t h a t is c u r r e n t ly b e in g s t u d i e d P r e v io u s i n v it r o s t u d i e s d e m o n s t r a t e d t h a t

t h e h u m a n P P A R a i s f u n c t io n a l (S h e r e t a l . 1 9 9 3 ). R e c e n t ly ,
t h e h u m a n iz e d P P A R a

m o u s e (h P P A R a l p h a ),
w h ic h e x p r e s s e s t h e h u m a n f o r m o f P P A R a h a s b e e n a n

i n t e r e s t i n g n e w t o o l f o r d e t e r m i n i n g t h e r e le v a n c e o f t h e h u m a n P P A R a i n t h e

d e v e l o p m e n t o f liv e r t u m o r s a n d f o r e v a l u a t in g r is k (M o r im u r a e t a l . 2 0 0 6 ) . R e s u lts

f r o m a lo n g t e r m W y f e e d i n g s t u d ie s in d ic a t e t h a t t h e h P P A R a m o u s e i s m o r e

r e s i s t a n t t o t h e d e v e lo pm e n t o f l iv e r t u m o r s c o m p a r e d t o its w il d - ty p e ,
m P P A R a lp h a ,

c o u n te r p a r t (M o r im u r a e t a l . 2 0 0 6 ) . In t e r e s t in g ly It Is im p o r ta n t t o n o t e t h a t t h e r e

h a v e b e e n s t u d ie s t h a t s h o w e d a n i n c r e a s e i n p e r o x is o m e p r o l ife r a t io n w it h a

t h e r a p e u t ic t r e a t m e n t o f C lo f i b r a t e (a p e r o x i s o m e p r o lif e r a to r u s e d t o t r e a t h ig h

c h o le s te r o l ) i n a h u m a n s t u d y (H a n e f e l d e t a l . 1 9 8 3 ).

T h e r e a r e o t h e r s p e c ie s d if f e r e n c e s t h a t s h o u l d b e n o t e d . G u in e a p i g s a n d

n o n - h u m a n p r im a t e s a ls o a p p e a r t o b e u n a f fe c te d b y P P s (F o x w o r t h y e t a l . 1 9 9 0 ;

H o ld e n a n d T u g w o o d 1 9 9 9 ; M a k o w s k a e t a l. 1 9 9 2 ) . H a m s t e r s r e s p o n d to

p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s , h o w e v e r t h is r e s p o n s e is le s s r o b u s t c o m p a r e d to r o d e n t s

( K l a u n ig e t a l. 2 0 0 3 ). U s i n g m o u s e m o d e ls s u c h a s t h e h P P A R a m o u s e a n d i n b r e d
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m o u s e s t r a in s o f v a r y i n g P P A R a e x p r e s s io n s t u d ie s m a y b e u s e f u l f o r id e n t if y i n g t in e

r o le o f P P A R q i n p e r o x is o m e p r o l if e r a to r - i n d u c e d c a r c i n o g e n e s i s .

P P A R a p la y s a n e s s e n t i a l r o le i n l i p i d h o m e o s t a s is (P e t e r s e t a l . 2 0 0 5 ).

F i b r a te s a r e h y p o l i p i d e m ic d r u g s t h a t r e d u c e s e r u m LD L c h o le s t e r o l a n d

t r i g ly c e r id e s i n h u m a n s . S t im u l a t io n o f p e r o x i s o m e s b y t h e s e d r u g s l e a d s t o

i n d u c t i o n o f e n z y m e s t h a t a r e in v o lv e d i n m e t a b o l is m o f f a t ty a c i d s (K la u n i g e t a l .

2 0 0 3 ). T r ig ly c e r i d e le v e ls a r e r e d u c e d in t h e l iv e r b y i n c r e a s i n g t h e e x p r e s s io n o f

l i p o p r o t e in l i p a s e a n d in h i b it i n g a p o li p o p r o t e in C - l l l (K o ta e t a l . 2 0 0 5 ). T h i s r e s u lts i n

t h e in c r e a s e d c l e a r a n c e o f t r i g l y c e r id e s (J o s s ic - C o r c o s e t a l . 2 0 0 4 ) . L i p id

m e ta b o li s m a n d c h o l e s t e r o l b i o s y n t h e s is p la y k e y r o le s in m a n y b i o lo g ic a l p r o c e s s e s

r e s p o n s i b le f o r l iv e r f u n c t io n . T h u s w e h y p o t h e s iz e t h a t b y a f fe c t i n g k e y r e g u la to r s

o f t h e c h o le s t e r o l b io s y n t h e s i s (m e v a lo n a te ) p a t h w a y ,
w e c a n m o d u l a t e th e e f fe c ts

o f p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s in m o u s e liv e r . T h e fo c u s o f t h is r e p o r t is t o e x a m i n e t h e

r o le o f P P A R a a c t iv a t io n o n t h e li p id m e v a l o n a te p a t h w a y a n d it s im p a c t o n c e l l

p r o lif e r a t io n . T h e r e m a i n d e r o f t h is r e v i e w w i ll p r o v id e a b r ie f o v e r v ie w o f t h e m a i n

c o m p o n e n t s o f t h e c h o l e s te r o l s y n t h e s is (m e v a lo n a t e ) p a t h w a y . S c h e m e 1

r e p r e s e n t s o u r h y p o t h e s is o f h o w P P A R a a c t iv a t i o n is a s s o c ia te d w it h t h e

m e v a lo n a t e p a t h w a y .

O u r h y p o t h e s i s b e g i n s w it h t h e a c t iv a t io n o f P P A R a . A c t iv a t io n l e a d s t o a n

i n d u c t io n o f a p e r o x i s o m a l e n z y m e A c y l C o A o x id a s e w h i c h p r o d u c e s h y d r o g e n

p e r o x i d e a n d is m e t a b o l iz e d to H M G C o A . T h is in d u c t io n o f h y d r o g e n p e r o x id e is

h y p o t h e s iz e d to b e c a u s a ll y a s s o c ia t e d t o t h e h e p a to c a r c i n o g e n ic e f fe c ts o b s e r v e d

w i t h P P A R a a c t iv a t io n (P e t e r s e t a l . 2 0 0 5 ) . H M G C o A i s c o n v e r t e d to H M G C o A
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r e d u c t a s e a n d m e v a lo n a t e . H M G C o A r e d u c t a s e h a s b e e n a n im p o r ta n t t a r g e t f o r a

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

a r e c h o le s t e r o l lo w e r i n g d r u g s t h a t b l o c k H M G C o A r e d u c t a s e w h ic h i n h i b it s

m e v a l o n a te t h e p r e c u r s o r to c h o le s t e r o l a n d is o p r e n o id s . T h is p a t h w a y a s a w h o le

i s k n o w n to r e g u l a t e c e l l g r o w t h a n d i n c l u d e s p r o d u c t s s u c h a s is o p r e n o id s , s m a l l

G T P a s e s a n d c h o l e s t e r o l (J o h n s o n a n d L e d w it h 2 0 0 1 ). S t a t i n s h a v e a n e g a t iv e

im p a c t o n d o w n s t r e a m i n t e rm e d i a te s s u c h a s i s o p r e n o i d s
,
a n d s m a l l G T P a s e s s u c h

a s R a s a n d R h o (L i a o 2 0 0 2 ). I t w a s s h o w n t h a t b y i n h i b it in g m e v a l o n a t e ,

f a r n e s y la t io n o f R h o a n d R a s w h ic h i s r e q u i r e d f o r t h e ir a c t iv a t io n c o u ld b e

p r e v e n te d (A m b ro s i e t a l . 2 0 0 3 ). M o r e r e c e n t d a t a h a s s u g g e s t e d t h a t t h e in h i b it io n

o f m e v a l o n a t e m a y r e s u lt i n a n u p r e g u la t io n o f s m a ll G T P a s e s (H o l s t e i n e t a l . 2 0 0 3 ).

I s o p r e n o i d s , s u c h a s f a r n e s o l a n d f a r n e s y l p y r o p h o s p h a te (f - p p ) a r e ke y

in t e r m e d ia t e s in t h e m e v a lo n a t e p a t h w a y . Is o p r e n o id s a r e n e e d e d t o p r o d u c e

c h o le s te r o l a n d t o a c t iv a t e s m a l l G T P a s e s . T h e s e c h e m ic a ls a r e p r o d u c e d w it h i n

t h e b o d y a n d c a n b e fo u n d in a n u m b e r o f f r u it s a n d v e g e t a b le s (R a o e t a l . 2 0 0 2 ) .

W it h in t h e p e r o x i s o m e , m e v a lo n a t e i s c o n v e r te d to f a r n e s o l p h o s p h a t e (F M P ) ,

f a r n e s y l d i p h o s p h a t e (F D P ) s y n t h a s e a n d o t h e r e n z y m e s n e e d e d t o f o r m c h o le s te r o l

(L i lio m e t a l . 2 0 0 6 ). R e s e a r c h n o w s u p p o r t s t h e c o n v e r s i o n b e tw e e n f a r n e s o l (F O H )

a n d f a r n e s y l p y r o p h o s p h a t e ( F P P ) (H o l s t e i n a n d H o h l 2 0 0 4 ) . I t i s s t il l u n c l e a r w h a t

r o le i s o p r e n o i d s p l a y i n c e l l p r o lif e r a t io n . I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t f a r n e s o l c a n

i n h i b it c e ll p r o l if e r a t io n b y i n h i b i t i n g H M G C o A
,
a n d t h a t fa r n e s y l p y r o p h o s p h a t e c a n

p r e v e n t t h e u p r e g u la t io n o f G T P a s e s s u c h a s R a s
,
s u g g e s t in g t h a t fa r n e s o l m a y b e

c h e m o - p r e v e n t iv e (H o l s t e i n e t a l . 2 0 0 3 ; O n g e t a l . 2 0 0 6 ). C o n v e r s e ly ,
o t h e r s h a v e
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1̂
s h o w n t h a t is o p r e n o id s s u c h a s f a r n e s o l a r e r e q u i r e d f o r t h e a c t iv a t i o n o f R a s v i a

p r e n y la t i o n (B if u ic o e t a l . 1 9 9 9 ) . T h e y h a v e d e m o n s t r a te d i n v it r o t h a t t h e e f fe c t o f

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

f a r n e s o l (C o r s i n i e t a l. 1 9 9 9 ) . T h e r e a r e c h e m o - p r e v e n t i v e d r u g s c u r r e n t ly b e i n g

d e v e lo p e d k n o w n a s f a r n e s y lt r a n s f e r a s e i n h i b it o r s (F T Is ). T h e s e d r u g s a r e

d e s ig n e d t o in h ib it f a r n e s y l t r a n s fe r a s e t h e e n z y m e r e q u ir e d fo r a c t iv a t in g t h e R a s

o n c o g e n e v i a p r e n y la t io n (C a s c i n u e t a l. 2 0 0 6 ).

S m a ll G T P a s e s s u c h a s R a s a n d R h o p la y im p o r ta n t r o l e s i n r e g u la t i n g c e l l

s u r v iv a l , p r o l if e r a t i o n , d if fe r e n t i a t io n a n d c y to s ke le ta l o r g a n iz a t io n (H o l s t e i n e t a l .

2 0 0 3 ). T h e s e p r o te i n s b e c o m e a c t iv e w h e n t h e li p id ta i l o f a n is o p r e n o id c o v a l e n t ly

b i n d s t o t h e G T P a s e a n d t h e p r o t e i n t r a n s lo c a t e s t o t h e m e m b ra n e w h e r e it b in d s to

G T P a n d b e c o m e s a c t iv e . T h is a c t io n k n o w n a s p r e n y l a t io n a n d i s im p o r t a n t i n

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

c y to s k e le t a l r e g u l a t io n
,

c e l l p r o l ife r a t io n
,

a n d

a p o p to s i s (p r o g r a m m e d c e l l d e a t h ) (B if u ic o e t a l . 1 9 9 9 ). T h is e n t i r e p r o c e s s is

r e g u l a t e d b y a n u m b e r o f f e e d b a c k m e c h a n is m s t o ke e p t h e m e v a l o n a t e pa th w a y i n

c h e c k . E x o g e n o u s a n d e n d o g e n o u s c o m p o u n d s c a n im p a c t t h is p a t h w a y i n

v a r io u s w a y s d e p e n d i n g o n t h e c h o le s t e r o l s ta t e w it h i n t h e b o d y .

T h e m e v a l o n a t e p a t h w a y i s a n im p o r t a n t p a t h w a y t o s t u d y w it h r e l a t io n to

P P A R a . P P A R a p l a y s a n im p o r t a n t r o l e i n l ip id h o m e o s t a s is a n d h u m a n s t a ke

t h e r a p e u t i c d r u g s t o r e d u c e d s e r u m tr ig l y c e r id e s a n d L D L c h o le s t e r o l . I t h a s b e e n

s h o w n t h a t P P A R a a c t iv a t io n l e a d s t o a n i n c r e a s e i n H M G C o A s y n t h a s e a n d F - p p

s y n t h a s e ,
tw o ke y r e g u la to r s i n t h e m e v a lo n a te p a t hw a y (W h e e le r e t a l . 2 0 0 3 )

F u r t h e r m o r e , it h a s a l s o b e e n s h o w n th a t t h e r e i s a c o n n e c t io n b e tw e e n c h a n g e s i n
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t h e m e v a lo n a t e p a t h w a y , t h e p r e n y l a t io n o f R a s a n d c e l l p r o l if e r a t io n (M o a n d E ls o n

2 0 0 4 ). T h e m e c h a n i s m o f a c t io n l e a d in g t o p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r in d u c e d c e ll

p r o l ife r a t io n i s u n k n o w n . H o w e v e r , w e h a v e a g o o d r e a s o n t o h y p o t h e s iz e t h a t th e

m e v a lo n a t e p a t h w a y is i n v o lv e d d u e to p r e v io u s r e s e a r c h t h a t h a s d e m o n s t r a t e d

t h a t P P A R a c a n h a v e a n e f fe c t o n r e g u l a t o r y e n z y m e s o f t h is p a t h w a y . W e c u r r e n t ly

d o n o t k n o w h o w P P A R a a c t iv a t io n o r e x p o s u r e t o p e r o x i s o m e p r o l if e r a t o r s r e s u lt s

i n c e ll p r o l if e r a t io n . A l a c k o f u n d e r s t a n d i n g i n t h is a r e a i n h ib it s o u r a b i l ity t o

u n d e r s t a n d t h e r i s k a s s o c i a t e d w it h h u m a n e x p o s u r e to p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s . In

t h is w o r k , w e a t t e m p t t o d e te r m i n e w h e th e r m o d u l a t o r s o f c h o le s t e r o l r e g u la t io n c a n

a ls o m o d u l a t e p e r o x i s o m e p r o l ife r a t o r i n d u c e d c e l l p r o l if e r a t io n i n m o u s e l iv e r .
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C h a p t e r 2

I n t r o d u c t io n

P e r o x i s o m e P r o l if e r a t o r I n d u c e d C e l l P r o l i f e r a t i o n a n d t h e M e v a l o n a t e
P a t h w a y

H o w d o t h e s e p a t h w a y s i n t e r a c t ?

P h th a la te s a r e a f a m i ly o f in d u s t r i a l c o m p o u n d s t h a t h a v e b e e n u s e d fo r a

v a r ie ty o f p u rp o s e s s in c e t h e 1 9 3 0 s a n d b e lo n g to t h e c la s s o f c h e m ic a l s k n o w n a s

p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s P P s . P h t h a la t e s c a n b e f o u n d in p e r s o n a l c a r e p r o d u c ts ,

p a i n t s , i n d u s t r i a l p l a s t i c s , c e r t a i n m e d ic a l d e v ic e s a n d p h a r m a c e u t ic a l s . G l o b a l ly ,

m o r e t h a n 18 b i ll io n p o u n d s o f p h t h a l a te s a r e u s e d e a c h y e a r ( L a t i n i 2 0 0 5 ); A S T D R

2 0 0 2 ). P e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s a r e a w id e ly s t u d ie d c l a s s o f c o m p o u n d s t h a t c a u s e

n o n - g e n o t o x ic l iv e r c a r c in o g e n e s is i n r o d e n t s . M a n y o t h e r s t r u c t u r a l ly u n r e l a t e d

c o m p o u n d s a r e g r o u p e d a s p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s
,
b a s e d o n t h e i r u n iq u e a b i lit y t o

c a u s e a n d i n c r e a s e in p e r o x i s o m e p r o l if e r a t io n (L a i 2 0 0 4 ). P h t h a la t e s a r e m o d e l

p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r s d u e to t h e i r p e r s is te n c e i n t h e e n v i r o n m e n t a n d t h e b o d y o f

r e s e a r c h f o r t h e s e c o m p o u n d s is f a i r l y l a rg e . W h i le p h t h a la t e s a r e p e r o x is o m e

p r o l ife r a to r s t h a t h u m a n s a r e e x p o s e d to o n a d a i ly b a s is , W y e t h 1 4 , 6 4 3 (W y ) is a

m o d e l p e r o x is o m e p r o l if e r a to r t h a t is u s e d in m a n y s t u d i e s d u e to t h e p r o n o u n c e d

p e r o x i s o m e p r o l if e r a t io n t h a t o c c u r s w it h e x p o s u r e . T h e m e c h a n is m b y w h i c h P P s

c a u s e c a n c e r a n d a n u m b e r o f o t h e r p i e o t r o p i c e f fe c ts
,
i n c lu d in g i n d u c t io n o f

p e r o x i s o m e s
,
h e pa t o c e ll u la r h y pe r t r o ph y a n d o x i d a t iv e s t r e s s in v o lv e a c t iv a t io n o f
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t h e n u c l e a r r e c e p t o r p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r a c t iv a t e d r e c e p to r a lp h a ( P P A R a ) . I n

f a c t
, p r e s e n c e o f a c t iv e P P A R a is r e q u ir e d f o r t h e e f fe c ts o f P P s o n liv e r

c a r c in o g e n e s i s . In a d d it io n
,
a n u m b e r o f s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h a t P P A R a p la y s

a r o le i n t h e c h o le s te r o l b i o s y n t h e s is (m e v a lo n a t e ) p a t h w a y . It h a s b e e n s h o w n t h a t

2 r e g u la to r y e n z y m e s o f t h is p a t h w a y c a n b e a f f e c t e d b y P P A R a a c t iv a t io n (W h e e l e r

e t a l . 2 0 0 3 ). L i p id m e t a b o l is m a n d c h o le s te r o l s y n t h e s i s p la y a k e y r o l e i n m a n y

b i o lo g ic a l p r o c e s s e s im p o r t a n t to n o r m a l l iv e r f u n c t i o n
.
T h u s ,

w e h y p o t h e s iz e d t h a t

b y a f fe c t i n g k e y r e g u l a t o r s o f t h e l i p i d m e t a b o l is m /m e v a lo n a t e p a t h w a y w e c a n

m o d u l a t e t h e e f f e c t s o f p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r s in m o u s e liv e r . T h e p u r p o s e o f t h is

s t u d y i s t o d e t e r m i n e i n v i v o if P P A R a a c t iv a t io n i s r e q u ir e d fo r a n i n c r e a s e i n th e

p r e n y la t io n o f s m a l l G T P a s e s w h ic h is a s s o c ia te d w it h i n c r e a s e d c e ll p r o l if e r a t i o n .

S p e c if ic a l ly ,
w e h y p o t h e s iz e th a t P P A R a a c t iv a t io n p e r tu r b s t h e l ip id m e ta b o li s m a n d

c h o l e s t e r o l s y n t h e s i s (m e v a lo n a t e ) p a t h w a y s l e a d i n g t o t h e a c t iv a t io n o f R a s a n d

i n d u c t io n o f c e l l p r o l if e r a t i o n . U n - p u b l is h e d i n v i t r o d a t a f r o m c o ll a b o r a to r s s h o w t h a t

T N F a i s r e q u ir e d fo r W y - in d u c e d i n c r e a s e s i n D N A s y n t h e s is i n p u r e h e p a t o c y t e s .

I n t e r e s t i n g ly ,
it w a s s h o w n t h a t b y b l o c k in g t h e m e v a l o n a t e p a t h w a y t h e e f fe c t o f

W y - in d u c e d D NA s y n t h e s is w a s r e d u c e d a n d r e s to r i n g t h is p a t h w a y w it h i s o p r e n o id s

(F - p p ), i n c r e a s e d D N A s y n t h e s is ( P a r z e f a ll e t . a l . 2 0 0 1 ). I t is o u r g o a l to r e c r e a te a

s im il a r m o d e l i n v i v o t o u n d e r s t a n d t h e r e l a t io n s h i p b e tw e e n t h e m e v a lo n a t e

p a t h w a y a n d P P A R a a c t iv a t i o n . C h o l e s t e r o l b io - s y n t h e s i s is a c r it ic a l p a r t o f o u r

h y p o t h e s is b e c a u s e w e p r o p o s e t h a t P P A R a a c t iv a t io n c a n in c r e a s e t h e p o o l o f

is o p r e n o id s w h ic h a r e i n v o lv e d i n s t e r o l s y n t h e s is a n d r e q u i r e d fo r R a s a c t iv a t io n

w h ic h m a y d r iv e c e l l p r o l if e r a t io n . A lte r n a t iv e ly ,
it h a s b e e n r e c e n t ly s u g g e s te d t h a t

15

NEATPAGEINFO:id=8CDAC3A1-FC17-460A-B04F-D904E8957051



f a r n e s o l c a n in h i b it c e l l p r o l if e r a t i o n b y d e g r a d in g H M G C o A r e d u c t a s e , a n d t h a t

f a r n e s y l p y r o p h o s p h a t e c a n p r e v e n t t h e u p r e g u la t io n o f G T P a s e s s u c h a s R a s ,

s u g g e s t i n g t h a t fa r n e s o l m a y b e c h e m o - p r e v e n t iv e (H o l s t e i n a n d H o h l 2 0 0 4 ; O n g e ^

a l . 2 0 0 6 ). T h i s w o r k s e e k s to e x a m in e t h e e f f e c t s o f p e r t u r b i n g t h e m e v a lo n a t e

p a t h w a y t h r o u g h P P A R a a c t i v a t io n o n c e ll p r o lif e r a t io n .

W e a t t e m p te d t o m o d e l t h e e f fe c t s o f P P A R a a c t iv a t io n o n t h e m e v a lo n a te

p a t h w a y o b s e r v e d i n v it r o i n a n i n v i v o s y s t e m . T o a c c o m p l is h t h is , w il d - t y p e a n d

P P A R a (- / - ) m ic e o n a C 5 7 B I6 J b a c kg r o u n d w e r e f e d a d ie t c o n t a i n i n g e it h e r W y

(0 . 1% ) o r c o n t r o l N IH - 0 7 d i e t fo r 7 2 h o u r s . M i c e w e r e d o s e d (i . g . ), w it h a n

is o p r e n o id a lc o h o l , f a r n e s o l a lo n e (2 5 0 m g / kg o f b o d y w e ig h t /d a y ) o r w it h Wy

c o n t a i n in g d i e t . L o v a s t a t i n ,
a s p e c if ic H M G C o A r e d u c t a s e i n h i b it o r

,
w a s

a d m i n is t e r e d a l o n e (2 0 m g / k g o f b o d y w e ig h t/ d a y ) o r w it h W y c o n ta i n in g d i e t . L a s t ly ,

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

In t h i s w o r k
, t h e e f fe c t o f P P A Ra o f t h e m e v a lo n a t e p a t h w a y w i ll b e e v a lu a t e d

b y a n a ly s is o f e n d p o in t s s u c h a s c e l l p r o l if e r a t io n
,
A G O a c t iv ity , p r o t e i n e x p r e s s io n

o f P P A R a a n d A C Q , l iv e r t o b o d y w e ig h t a n d c li n ic a l c h e m is t r y . R e s u lt s f r o m t h i s

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

p r o l ife r a t o r in d u c e d m o u s e li v e r c a r c in o g e n e s is . T h e li n k b e tw e e n P P A R a a c t i v a t io n

a n d c e l l p r o l if e r a t io n i s c u r r e n t ly u n k n o w n . T h is s t u d y p r o v i d e s f u r t h e r e v id e n c e f o r

t h e In t e r a c t io n b e t w e e n P P A R a a c t iv a t io n a n d t h e m e v a l o n a t e p a t h w a y ,
a p a t hw a y

t h a t is c u r r e n t ly t a rg e t e d fo r c h o le s te r o l lo w e r i n g d r u g s a n d is in v o lv e d i n c e ll c y c l e

r e g u l a t i o n a n d c e ll p r o lif e r a t io n .
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C h a p t e r 3

M e t h o d s a n d M a t e r i a l s

A n im a l s a n d D i e t s

A d u lt a g e d (6 - 8 w e e ks ) m a l e w i ld - t y p e C 5 7 B L 6 J m ic e w e r e p u r c h a s e d f r o m

J a c k s o n L a b o r a t o r ie s (B a r H a r b o r
,
M E ). W e c h o s e t h is s t r a in b e c a u s e it is t h e

b a c k g r o u n d s t r a in fo r t h e P P A R a k n o c k o u t m o u s e t h a t w a s u s e d i n t h i s s t u d y (a t

le a s e F 5 g e n e r a t io n ); t h e y h a v e a lo w r a t e o f s p o n t a n e o u s t u m o r fo rm a t io n b u t a r e

s e n s it i v e t o p e r o x is o m e p r o l ife r a to r s (C a t t l e y R . C .

, p e r s o n a l c o m m u n i c a t io n ).

A n im a ls w e r e m a i n ta i n e d o n N I H - 0 7 c h o w . T r e a te d a n im a ls w e r e g iv e n t h e s a m e

r o d e n t c h o w b l e n d e d w it h WY - 14
,
6 4 3 a t a ta r g e t c o n c e n t r a t io n o f 0 . 1% ( l OOOp p m ).

W ild t y p e a n d k n o c ko u t m ic e w e r e g a v a g e d w it h e it h e r F a r n e s o l (2 5 0 m g/ kg/ d a y , A lf a

A e s a r , W a rd H i l l , M A ), L o v a s ta t in (2 0 m g / k g / d a y , T o c r is - E ll is v i l le , M S ), o r v e h ic le

(0 . 5 % m e t h y l c e l l u l o s e ) T r e a t m e n t g r o u p s c o n s is te d o f (F O H ) a n d W y o r c o n t r o l

d ie t ,
L o v a s t a t i n (L o v ) a n d Wy o r c o n t r o l d ie t , o r F a r n e s o l , L o v a s t a t i n a n d W y d ie t .

M ic e w e r e m a i n t a i n e d i n a te m p e r a tu r e - a n d l ig h t - c o n t r o l le d f a c il it y a t U N C - C h a p e l

H il l
,
a n d p e r m it te d a d l ib i tu m c o n s u m p t io n o f f o o d a n d w a t e r . A t t h e e n d o f t h e s t u d y ,

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

p r e s e r v e d i n f o r m a li n fo r h is t o lo g i c a l s e c t io n s a n d t h e r e m a in in g t is s u e w a s s n a p p e d

f r o z e n i n li q u i d n it r o g e n a n d s to r e d a t - 8 0
°

C fo r la t e r a n a l y s e s . A ll a n im a ls w e r e

g i v e n h u m a n e c a r e i n c o m p li a n c e w it h N IH a n d i n s t it u t io n a l g u id e l i n e s a n d s tu d ie s

1 7
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J

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

r e v ie w b o a rd

G e n o t y p i n g

A n im a ls w e r e g e n o t y p e d t o e n s u r e h o m o z y g o s it y . D N A w a s is o l a t e d u s in g

t h e D N e a s y t is s u e k it (Q ia g e n
,
V a le n c ia C A ). F o ll o w i n g m a n u f a c t u r e s p r o t o c o l .

P C R

E x p e c t e d r e s u l ts : (+ /+ ) ~ 4 0 0 b p , N u l l a ll e l e : - 6 5 0 b a s e p a i r s

F o r w a rd p r im e r (a F 1 ) 5
'
- 3

'

,
G A G A A G T T G C A G G A G G G G A T T G T G

R e v e r s e p r im e r (a R 1 ) 5
'
- 3

'

, C C C A T T T C G G T A G C A G G T A G T C T T

N E C p r im e r (N E 0 R 1 ) 5
'
- 3

'

, G C A A T C C A T C T T G T T C A A T G G C

P r o g r a m :

1 ) T = 9 4
°
C 5 m i n

2 ) T = 9 4
° C 1m i n

3 ) T = 6 0
°
C 1m i n

4 ) T = 7 2 ° C 1m i n

5 ) G o t o 2 r e p e a t 2 9 x
'

s

C l i n i c a l C h e m i s t r y

A s t a n d a r d k i n e t i c a s s a y f o r m e a s u r i n g t h e d i s a p p e a r a n c e o f NA D H w a s u s e d

to m e a s u r e s e r u m A L T T h e r m o T r a c e c a t # T R 7 1 0 2 1 ; n o r m a l c o n t r o l c a t # 1 9 0 2 -

0 5 0 ; a b n o r m a l c o n t r o l # 1 9 0 2 - 0 5 0 (T h e r m o S c ie n t if ic W a lt h a m , M A ).

A LT b u f fe r is a l lo w e d t o c o m e t o r o o m t e m pe r a t u r e
,
a n d t h e n w a r m e d to 3 7 ° C .

P l a t e r e a d e r is w a r m e d to 3 7 °

C a n d w a v e le n g t h is s e t t o 3 4 0 n m . 2 0 / / L o f s a m p le
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•

o r c o n t r o l i s a d d e d t o e a c h w e l l o f a 9 5 w e ll p la t e P la te i s p la c e d in t he p la t e r e a d e r

a n d a l lo w e d t o w a r m t o 3 7
°

C f o r 5 n n i n u te s . 2 0 0 jj L o f T h e r m o t r a c e is a p p l i e d i n to

e a c h w e ll o f t h e p la te a n d i n c u b a t e f o r 3 0 s e c a t 3 7 ° C . R e s u lts a r e r e a d i n t h e

k i n e t ic m o d e . C h a n g e s in a b s o rb a n c e a r e r e a d in 6 0 s e c o n d in t e r v a l s fo r 2 - 3

m i n u te s .

F o r c h o l e s t e r o l a n d t r ig l y c e r id e m e a s u r e m e n t s s e r u m s a m p le s w e r e s e n t to

t h e A n im a l C l i n ic a l L a b o r a t o r y C o r e F a c il ity a t U N C C l in ic a l c h e m is t r i e s w e r e

m e a s u r e d b y u s in g a n a u to m a t e d C li n ic a l C h e m ic a l A n a ly z e r
, V it r o 2 5 0 (O r t h o -

C li n ic a l D ia g n o s t ic In c
,
R o c h e s t e r NY ).

Im m u n o h i s t o c h e m i c a l D e t e c t i o n o f 5 - b r o m o - 2 '
- d e o x y u r i d i n e (B r d U )

F o r m a l i n - f ix e d
, p a r a f f in - e m b e d d e d li v e r s e c t io n s (6 |i i m ) w e r e m o u n t e d o n

g l a s s s l id e s . S e c t io n s w e r e d e p a r a f f in iz e d i n x y le n e , r e h y d r a t e d i n a s e r ie s o f g r a d e d

a l c o h o l c o n c e n t r a t io n s
,
a n d p la c e d i n P B S w it h 1% T w e e n 2 0 . Im m u n o s ta i n in g w a s

pe r fo rm e d u s i n g D A K O E n V is io n S y s t e m H R P (D a ko C y t o m a t io n , C a r p i n te r i a
,
C A )

w it h p r im a ry M o n o c lo n a l a n t ib o d y B r d U (D A KO , c lo n e B u 2 0 a ) d i l u t e d i n P B S

c o n ta i n in g 1% b o v i n e s e r u m a l b u m i n a n d i n c u b a te d o v e r n ig h t a t 4
°

C S l i d e s w e r e

c o u n t e r s ta in e d w it h h e m a to x y l i n . I n o rd e r to e n s u r e t h e q u a n t it a t iv e m e a s u r e m e n t o f

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

p r o c e s s e d i n p a r a ll e l . C h a n g e s in liv e r m o r p h o lo g y w e r e e v a lu a t e d f r o m H & E

s t a i n e d s l id e s b y D r J o h n T r o u tm a n a v e t e r i n a r y p a t h o lo g is t . Q u a n t ita t iv e a n a ly s i s

o f im m u n o s t a i n e d liv e r s e c t io n s w a s p e r f o r m e d u s i n g B IO Q U A N T s o ftw a r e

(B IO Q U A N T Im a g e A n a ly s i s , N a s h v i l le , T N ) b y a v e r a g in g p e r c e n t p o s it iv e ly s ta i n e d

n u c l e i t o t o t a l n u c le i w i t h i n 10 r a n d o m f ie ld s a t 2 0 0 ^
.
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c D N A w a s p u r if i e d u s i n g t h e A p p l ie d B io s y s t e m s H ig ii C a p a c it y c D N A

R e v e r s e T r a n s c r i p t io n K it (F o s t e r C it y , C A ) . c D N A w a s d i lu te d to a n a p p r o p r ia t e

c o n c e n t r a t io n . S t r a ta g e n e (L a J o ll a
,
C A ) f u l l v e lo c it y M a s t e r M ix w a s p r e p a r e d

a c c o rd i n g t o p r o to c o l a n d w it h t h e a p p r o p r ia te p r in n e r s o f i n te r e s t . F a r n e s y l

d ip h o s p h a te f a r n e s y l t r a n s f e r a s e M m 0 0 8 1 5 3 5 4 _ s 1 1 ; P P A R a M m 0 0 4 4 0 9 3 9_ m 1 ;

G A P D H a s a h o u s e k e e p i n g g e n e M m 9 9 9 9 9 9 1 5 _ m ; A p p li e d B i o s y s t e m s , F o s t e r

C it y ,
C A ). 1 9 yt / L o f m a s t e r m ix w a s a d d e d to 1/ / L o f d il u t e d c D NA to e a c h w e ll o f a

9 6 w e l l p la t e . R e a l t im e P C R w a s r u n o n t h e S t r a t a g e n e M X 3 0 0 0 r e a l- t im e P C R

s y s t e m .

P r e p a r a t i o n o f C y to s o l i c a n d N u c l e a r E x t r a c t s

A ll o f t h e f o l lo w in g s te p s to o k p l a c e a t 4 °
C . 5 0 m g o f l iv e r t is s u e w a s

h o m o ge n iz e d in 4 00 u l o f B u f fe r A (l Om M HE P E S , p h 7 . 9 ; 1 0 m M K C L ; 0 . 1 m M

E G T A ; 0 .
1 m M E D T A ; I m M D T T ; 0 . 5 m M P M S F ). 1 0 % N P - 4 0 (s ig m a ) w a s a d d e d t o

t h e h o m o g e n a t e , v o r t e x e d a n d c e n t r if u g e d a t 1 5 ,
0 0 0 R PM fo r 3 0 s e c o n d s t o o b ta in

t h e c y to s o l ic f r a c t io n . C e ll s w e r e r e - s u s p e n d e d in b u f fe r A w it h 1 0 % N P - 4 0 . C e l ls

w e r e c e n t r if u g e d o n c e a g a i n a t 1 5 , 0 0 0 R P M f o r 3 0 s e c o n d s a n d t h e s u p e r n a t a n t

w a s r e m o v e d . T h e p e l l e t w a s r e - s u s p e n d e d i n a p p r o x im a te l y 2 0 0 u l o f B u f fe r C (

2 0 m M H E P E S ; 0 . 4 M N a C I ; I m M E D T A ; I m M E G T A ; I m M D T T ; I m M P M S F ; I m M

N a 3 V 0 4 . C e ll s w e r e t h e n c e n t r i fu g e d f o r 5 m i n u t e s a t 1 4 , 0 0 0 R P M , a n d t h e

s u p e r n a ta n t n u c l e a r e x t r a c t w a s t r a n s f e r r e d t o a n e w t u b e . P r o t e in c o n c e n t r a t io n

w a s d e t e r m in e d w it h t h e P ie r c e B C A P r o t e in a s s a y k it ( R o c k f o r d
,
IL ) A l iq u o t s o f

c y t o s o l a n d n u c l e a r e x t r a c t w e r e t h e n s t o r e d a t - 8 0 c .

P r e p a r a t i o n o f C y t o s o l i c a n d IVIe m b r a n e E x t r a c t s

2 1
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L iv e r s o b t a in e d f r o m m i c e w e r e li o m o g e n iz e d in a b u f f e r c o n t a i n i n g 1 0 m lVI

T r i s H C I (p H 7 . 4 ), 1 m lVI E D T A , a n d 0 . 2 5 IVI s u c r o s e a n d c e n t r if u g e d a t 1 0 , 0 0 0 g f o r

2 0 m in a t 4
° C . T h e s u p e r n a t a n t w a s t h e n c e n t r if u g e d a t 1 0 0 ,

0 0 0 g fo r 1 h a t 4
°

C t o

p r e p a r e c le a r e d c y to s o l . T h e r e s u lt in g p e l le t w a s s o l u b i l iz e d w i t h 2 % (v o l/v o l ) T r ito n

X - 1 0 0 f o r 1 h a t 4
°

C a n d t h e n c e n t r if u g e d a t 1 0 0
,
0 0 0 g f o r 1 h a t 4

°

C a n d w a s u s e d

a s t h e m e m b ra n e e x t r a c t . P r o te i n c o n c e n t r a t io n w a s d e te rm i n e d w it h t h e P i e r c e B C A

P ro t e in A s s a y K i t (Wh e e l e r e t a l . 2 0 0 3 ) .

W e s t e r n B l o t a n a l y s i s

P r o t e in e x t r a c t s w e r e s e p a r a t e d b y 4 - 1 2 % In v it r o g e n (C a r l s b a d
,
C A ) N o v e x

B is T r is g e ls a n d t r a n s f e r r e d to Im m o b i io n - P , M il l ip o r e P V D F m e m b ra n e s (B il le r i c a ,

M A ) M e m b r a n e s a r e b lo c k e d fo r 1 h o u r w it h 5 % m il k i n T B ST s o l u t io n . W a s h e d 3

t im e s i n T B S T a n d i n c u b a t e d o v e r n ig h t w it h t h e p r im a r y a n t ib o d ie s P P A R a

(a b 2 4 5 0 9 , a b e a m ), B e t a A c t in lo a d in g c o n t r o l (a b 8 2 2 7 ,
a b e a m ),

a n d R a s (C e l l

b io la b s ) fo l lo w e d b y a 1 h o u r i n c u b a t io n w it h e it h e r p e r o x i d a s e l a b e le d a n t i- m o u s e ,

o r a n t i- r a b b it (A m e r s h a m P h a r m a c ia B io t e c h ). Im m u n o b l o t s w e r e v i s u a l iz e d b y

e n h a n c e d c h e m ii u m in e s c e n c e a u to r a d io g r a p h y (E C L , A m e r s h a m ).

2 2
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C h a p t e r 4

R e s u l t s

E f f e c t s o f F a r n e s o l
,
L o v a s t a t i n a n d Wy o n g e n e r a l l iv e r f u n c t i o n a n d

m o r p h o l o g y

T o d e t e r m in e t h e e f fe c t s t h a t s u b a c u t e t r e a t m e n t w it h fa r n e s o l ( F o h ),
lo v a s t a t i n

(L o v ) a n d W y h a d o n g e n e r a l liv e r f u n c t io n a n d m o rp h o lo g y s e v e r a l e n d p o i n ts w e r e

m e a s u r e d
,

i n c l u d in g l iv e r w e ig h t a n d s e r u m c l i n i c a l c h e m is t r y . In a d d it io n
,

h is t o p a t h o lo g ic a l c h a n g e s w e r e s c o r e d b y a v e t e r in a r y p a t h o lo g is t . L i v e r to b o d y

w e ig h t r a t io s a r e u s e f u l i n e s t a b li s h in g g r o s s c h a n g e s in liv e r w e ig h t d u e to

t r e a t m e n t w it h a d r u g o r c h e m i c a l . A n i n c r e a s e i n l iv e r w e ig h t w it h a P P A R a a g o n is t

is in d ic a t iv e o f a d e c r e a s e in a p o p t o s i s (K la u n ig e t a l . 2 0 0 3 ). I t w a s o b s e r v e d t ha t

W y t r e a t m e n t r e s u lt e d i n a n i n c r e a s e in l iv e r t o b o d y w e ig h t r a t io s i n w i ld - ty p e m ic e .

A s s e e n i n F ig u r e 1A
,
w ild - ty p e m ic e t r e a t e d w it h W y + F o h + L o v h a d a s ig n if ic a n t ly

h ig h e r l iv e r t o b o d y w e ig h t r a t io c o m p a r e d t o W y a lo n e T h is s u g g e s t s t h a t f a r n e s o l

a n d lo v a s t a t i n a r e h a v i n g a s y n e r g is t ic e f fe c t o n i n c r e a s i n g l iv e r w e ig h t . N o c h a n g e

in l iv e r t o b o d y w e ig h t r a t io s w e r e o b s e r v e d i n P P A R a n u l l m ic e (F ig u r e 1 B ).

N o r m a l s e r u m A L T l e v e ls in d ic a t e t h a t n o l iv e r d a m a g e o c c u r s a t t h e c h o s e n

d o s e s a n d t im e p o in t . V a lu e s a r e n o t s ig n i f ic a n t ly d if fe r e n t t h a n c o n t r o l v a l u e s a n d

a r e a l l w e l l b e l o w 1 0 0 U / L (F i g u r e 2 A & B ). L iv e r p a t h o l o g y a s s e s s e d b y H & E

s ta in i n g a l s o r e v e a le d th a t t h e r e w a s n o s i g n if ic a n t l iv e r d a m a g e (F ig u r e 2 C ).
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W y a n d lo v a s t a t i n a r e t h e r a p e u t ic d r u g s u s e d t o lo w e r L D L c h o le s t e r o l a n d

t r ig ly c e r i d e s . F ig u r e 3 A i n d ic a t e s t h a t W y a n d W y + L o v d id s ig n if ic a n t l y lo w e r t h e

s e r u m c h o le s te r o l in w i l d - t y p e m i c e a s e x p e c t e d . P P A R a - n u l l m ic e a r e k n o w n to

h a v e h ig h e r c h o le s te r o l le v e l s c o m p a r e d to w ild - ty p e m ic e . T h is o b s e r v a t io n is s e e n

a c r o s s a l l t r e a t m e n t g r o u p s (F ig u r e 3 B ). T h e e f f e c t o f lo v a s t a t i n o n P P A R a n u ll m ic e

Is u n k n o w n s i n c e t h i s w a s n o t c o l le c te d a n d t h e r e i s n o h is t o r ic a l i n f o r m a t io n . W y

14
,
6 4 3 i s a ls o k n o w n t o r e d u c e s e r u m t r i g l y c e r id e le v e ls i n w il d - ty p e m ic e . W e s e e

t h a t W y t r e a t m e n t d o e s r e s u lt i n a lo w e r in g o f t r ig l y c e r id e le v e ls in w i ld - t y pe m ic e

( F ig u r e 4 ). W h il e s t a t i s t i c s c o u l d n o t b e p r e f o r m e d f o r t h e P P A R a n u l l t r e a t m e n t

g r o u p s i t a p p e a r s t h a t f a r n e s o l a l o n e h a s a t r ig l y c e r id e lo w e r in g a f fe c t in t h e s e

a n im a ls

F a r n e s o l
,
L o v a s t a t i n a n d Wy H a v e a S y n e r g i s t i c E f f e c t o n P P A R a A c t i v a t i o n

T o e x a m i n e t h e c o m b i n e d e f fe c t s o f p e r o x is o m e p r o l ife r a to r s a n d m o d u l a to r s

o f c h o le s t e r o l p a t h w a y o n l ip id m e ta b o li s m , it is im p o r ta n t to d e t e r m i n e w h e t h e r

t h e s e c o m p o u n d s c a u s e s ig n if ic a n t c h a n g e s i n P P A R a e x p r e s s io n a n d a c t iv it y .

P P A R a w e s te r n b lo t s d e m o n s t r a t e t h e p r o t e i n e x p r e s s io n o f P P A R a i n a l l

t r e a t m e n t g r o u p s is i n c r e a s e d w it h W y . In w i ld - t y p e m i c e
,
a l l g r o u p s t r e a t e d w it h Wy

s h o w a n i n c r e a s e in P P A R a t h a t a p p e a r s to c o r r e l a t e w it h l iv e r w e ig ht d a t a .
W h e r e

t h e r e is a n o t ic e a b le i n c r e a s e i n P P A R a e x p r e s s io n i n t h e W y + F o h + L o v g r o u p s

(f ig u r e n o t s h o w n ) P P A R a n u l l t r e a t m e n t g r o u p s r e v e a le d l it t l e t o n o P P A R a

e x p r e s s io n a s p r e d i c t e d .

L e v e l s o f H 2O 2 a s a m e a s u r e o f a c y l- C o A o x id a s e (A G O ) a c t iv ity i s o n e o f t h e

m o s t r e l i a b l e m a r k e r s f o r p e r o x i s o m e p r o l if e r a t i o n (K la u n ig e t a l . 2 0 0 3 ). R e s u lt s i n
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F ig u r e 5 A a g a i n p a r a ll e l t h e r e s u lt s f r o m o u r P P A R a w e s t e r n b l o t a n d liv e r t o b o d y

w e ig h t r a t io s . T h e s e r e s u lt s f u r t h e r d e m o n s t r a t e t h a t t h e r e is a n a f fe c t o n P P A R a

i n d u c t io n t h a t is n o t e x p la i n e d b y W y t r e a t m e n t a lo n e . T r e a tm e n t w it h W y + Fo h + L o v

c a u s e d a n in c r e a s e i n A G O a c t iv it y t h a t is s ig n if ic a n t ly g r e a t e r t h a n W y t r e a t m e n t

a lo n e . W e s t e r n b l o t s fo r A G O p ro t e in s h o w n i n F ig u r e 5 B d e m o n s t r a te a s im i la r

t r e n d w h e r e W y a n d W y + F o h + L o v r e s u lt i n a s ig n if ic a n t i n c r e a s e c o m p a r e d to

c o n t r o l .

Wy - 1 4
,
6 4 3 C a u s e s a S i g n if i c a n t I n c r e a s e i n F a r n e s y l - T r a n s f e r a s e m R N A

E x p r e s s i o n

O u r o b je c t i v e w a s to u s e fa r n e s o l
,
a n is o p r e n o id t h a t is m e t a b o l iz e d t o f a r n e s y l

p y r o p h o s p h a t e , to m im i c t h e e f f e c t s o f W y o n c e l l p r o lif e r a t io n . I t w a s im p o r ta n t to

e n s u r e t h a t W y a n d fa r n e s o l h a v e t h e s a m e im p a c t o n d o w n s t r e a m e n z y m e s o f t h e

l ip i d m e ta b o l i s m p a th w a y . T o d e t e r m in e t h i s
,
R T - P G R w a s p e r f o r m e d to e s t a b l is h

m R N A e x p r e s s io n o f f a r n e s y l t r a n s f e r a s e . F a r n e s y l t r a n s f e r a s e i s a n im p o rt a n t

e n z y m e in t h e m e v a l o n a t e p a t h w a y .
T h is e n z y m e is r e q u i r e d f o r c h o le s t e r o l

s y n t h e s is a n d f o r t h e m e m b r a n e l o c a l iz a t io n o f R a s (L il io m e t a l . 2 0 0 6 ).

F ig u r e 6 d e m o n s t r a te s a n a p p r o x im a te l y 1 . 5 fo l d i n c r e a s e i n f a r n e s y l

t r a n s f e r a s e m R N A e x p r e s s io n w it h W y a lo n e a n d f a r n e s o l a lo n e i n d i c a t i n g t h a t w e

a r e i n f a c t c a u s i n g a n i n c r e a s e in a d o w n s t r e a m e n z y m e o f th e m e v a lo n a te p a t h w a y

w it h W y t r e a tm e n t i n w il d - t y pe m ic e . U n e x p e c te d l y t h e r e w a s a n a pp r o x im a t e 4 f o ld

i n c r e a s e i n e x p r e s s io n i n t h e W y + L o v g r o u p .
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C o - T r e a t m e n t w i t h F a r n e s o l a n d W y D o e s N o t L e a d t o a n I n c r e a s e i n C e l l

P r o l i f e r a t i o n

I m m u n o h i s t o c h e m ic a l d e t e c t io n o f 5 - b r o m o - 2
'

- d e o x y u r id in e (B R D U ), a

m e a s u r e o f c e l l p r o l ife r a t i o n ,
w a s p e r fo r m e d u s i n g f o r m a l in f ix e d p a r a f f in e m b e d d e d

s e c t io n s o f li v e r t i s s u e . C e l l p r o l ife r a t io n i n a l l t r e a t m e n t g r o u p s in P P A R a k n o c k o u t

m ic e w a s c o n s i s t e n t ly a t w i ld - ty p e c o n t r o l le v e l s . W il d - t y p e t r e a t m e n t g r o u p s

r e s p o n d e d w it h a s ig n if i c a n t in c r e a s e i n c e ll p r o lif e r a t io n i n t h e W y - o n ly t r e a te d

g r o u p . In t e r e s t in g ly , a s d e m o n s t r a t e d i n F i g u r e ? , t h e W y + Fo h g r o u p d id n o t

d e m o n s t r a te a s i g n if i c a n t in c r e a s e i n c e l l p r o l if e r a t io n o v e r c o n t r o l l e v e l s
,
w h i le

W y + Lo v c a u s e d a n i n c r e a s e i n c e l l p r o l if e r a t io n w h ic h w a s c o n s is t e n t w it h W y

t r e a t m e n t a lo n e . F a r n e s o l a p p e a r s to a t t e n u a t e t h e W y i n d u c e d c e l l p r o l ife r a t i o n a t

7 2 h o u r s T h e s e r e s u lt s d o n o c o r r e l a te w it h l iv e r to b o d y w e ig h t r a t i o s o b s e r v e d .

T h e liv e r is i n c r e a s e d i n s iz e
, y e t t h e r e i s n o in c r e a s e in c e l l p r o l if e r a t io n . In

a d d it io n
,
w e o bs e r v e d n o in c r e a s e i n B R D U la b e l i n g i n t h e P P A R a n u ll (- / - ) m ic e

(F i g u r e 7 8 ).

W e s te r n b lo t a n a ly s is w a s p e r f o r m e d t o c o m p a r e t h e le v e l o f R a s p r o t e in

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

f r a c t io n . R a s p r o te in i s l o c a t e d in t h e m e m b ra n e f r a c t io n w h e n it is i n its a c t iv e f o r m .

A t r e n d w h il e n o t s t a t is t i c a lly s ig n if i c a n t ,
i n t h is d a t a s h o w s a c o n s is te n t in c r e a s e i n

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

t o t h e c y t o s o l f r a c t io n .
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C h a p t e r 5

D i s c u s s i o n

T h e m e c h a n i s m o f a c t io n f o r p e r o x is o m e p r o l if e r a to r s l e a d i n g t o n o n -

g e n o t o x ic r o d e n t c a r c in o g e n e s is is n o t w e ll u n d e r s t o o d . Id e n t ify in g t h e c r it ic a l s te p s

i n t h e m o le c u l a r a n d c e l l u l a r p a t hw a y s o f n o n - ge n o t o x ic l iv e r c a r c in o g e n e s is b y

pe r o x i s o m e p r o l if e r a t o r s is n e e d e d to u n d e r s ta n d h o w h u m a n s m a y b e a f fe c te d b y

t h e s e c o m p o u n d s . B a s e d o n p r e v io u s in v i t r o a n d in v i v o s t u d ie s ,
w e h y p o t h e s iz e d

t h a t b y a f fe c t i n g k e y r e g u la to r s o f c h o le s t e r o l b i o s y n t h e s i s / m e v a l o n a t e p a t h w a y w e

c a n m o d u la te t h e e f fe c t s o f p e r o x i s o m e p r o l ife r a t o r s i n m o u s e li v e r . I t w a s o u r in t e n t

t o e x a m i n e t h e e f fe c t s o f p e r t u r b i n g t h e m e v a lo n a t e p a t h w a y t h r o u g h P P A Ra

a c t iv a t io n o n c e ll p r o lif e r a t i o n .
P r e v io u s in v i t r o s t u d ie s h a v e s h o w n t h a t b lo c k i n g t h e

m e v a l o n a te p a th w a y c a n h a v e a n e g a t iv e e f fe c t o n R a s a c t iv a t io n a n d u l t im a t e ly c e l l

p r o l if e r a t io n . U n d e r s t a n d i n g h o w t h is p a t h w a y is im p a c t e d b y P P A R a a c t i v a t io n m a y

le a d to a b e t te r u n d e r s t a n d i n g o f t h e m e c h a n is m o f a c t i o n a n d p o t e n t ia l t a rg e t s fo r

t h e r a p e u t ic a g e n t s .

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

h a v e a d v a n c e d o u r k n o w le d g e o f t h e in t e r a c t io n b e tw e e n P P A R a a n d t h e

m e v a l o n a t e p a t h w a y . T h is s tu d y s h e d s m o r e l ig h t o n t h e c o m p le x ity o f t h e

m e v a l o n a te p a t h w a y a n d t h e im p o r ta n c e o f ta r ge t i n g th i s p a t h w a y f o r a v a r ie t y o f

t he r a p e u t i c i n t e r v e n t io n s .
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I n c r e a s e d f a r n e s y l t r a n s f e r a s e (f d f t ) m R N A e x p r e s s io n i n t h e W y a lo n e a n d

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

s im il a r ly o n f d f t m R N A e x p r e s s io n . W e h a d h y p o t h e s iz e d t h a t b o t h c o m p o u n d s

w o u ld h a v e a s im il a r e f fe c t o n d o w n s t r e a m e n z y m e s o f t h e m e v a l o n a t e p a t h w a y

r e s u lt i n g i n a n i n c r e a s e i n c e l l p r o l if e r a t io n b y i n c r e a s in g t h e p o o l o f a v a i la b le

is o p r e n o id s f o r R a s a c t iv a t io n . T h e R T P C R r e s u lt s fo r t h e Wy + L o v g r o u p w e r e

u n e x p e c t e d y e t o t h e r s h a v e s h o w n t h a t t h e r e i s a c o n s i d e r a b le in c r e a s e i n f d f t

c o n c e n t r a t io n w h e n t h i s p a t h w a y i s in h ib it e d (B e rg s t r o m e t a l . 1 9 9 3 ; L i lio m e t a l .

2 0 0 6 ). In t h i s c a s e c h o le s t e r o l l e v e ls a r e s ig n if ic a n t ly lo w e r e d d u e t o c o - t r e a t m e n t

w it h W y a n d L o v a s t a t in
,
b o t h c h o le s te r o l lo w e r i n g d r u g s . T h is in h i b it io n m ig h t h a v e

r e s u l te d in a n o n - f u n c t io n a l c o m p e n s a to r y r e s p o n s e . I n o rd e r to e x a m i n e w h y W y

a n d n o t f a r n e s o l t r e a t m e n t r e s u lt e d i n c e l l p r o l if e r a t io n a n d w h y Wy + L o v w a s

s ig n if i c a n t ly u p - r e g u la t e d ,
a m e a s u r e o f fd f t a c t iv ity is r e q u i r e d .

U s i n g B r d U a s a m a rk e r o f c e l l p r o l if e r a t io n , w e o b s e r v e d n o i n c r e a s e in c e l l

p r o l if e r a t io n in t h e Wy + Fo h t r e a t e d m i c e . L o v a s ta t in t r e a t m e n t a lo n e c a u s e d a n

i n c r e a s e i n c e l l p r o l if e r a t io n c o m p a r a b le to t h a t c a u s e d b y W y a l o n e . In te r e s t i n g l y ,

m i c e t r e a t e d w it h W y + F o h + L o v e x h ib it e d lo w e r l e v e ls o f h e p a t o c e ll u la r c e l l

p r o l if e r a t io n t h a n Wy + L o v ,
w h ic h s u g g e s t a n i n h i b it o r y e f fe c t b y f a r n e s o l t r e a t m e n t .

D e s p it e a s t a t is t ic a l ly s ig n if i c a n t i n c r e a s e i n liv e r w e i g h t , t h e w il d - t y p e m ic e t r e a t e d

w it h W y a n d f a r n e s o l h a d le v e ls o f c e l l p r o l if e r a t io n s im il a r to c o n t r o l g r o u p s . T h is

o b s e r v a t i o n d e m o n s t r a t e s t h a t W y is a b l e to c a u s e pe r o x is o m a l i n d u c t io n a s s e e n in

t h e i n c r e a s e d l iv e r w e i g h t ,
A G O a c t iv it y a n d A G O p ro te i n e x p r e s s io n . A t t h e s a m e

t im e , f a r n e s o l is a b le t o a t t e n u a t e t h e e f fe c t s o f c e l l p r o l ife r a t i o n . E x c e s s f a r n e s o l
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h a s b e e n a s s o c ia t e d w it h t h e r e d u c t i o n o f c e ll p r o lif e r a t io n a n d h a s t h e p o t e n t ia l to

b e u s e d a s a c h e m o th e r a p e u t ic a g e n t (R a o e t a l . 2 0 0 2 ). I t is h y p o th e s iz e d t h a t

f a r n e s o l m a y d e g r a d e H M G C o A re d u c t a s e (R a o e t a l . 2 0 0 2 ). T o f u r t h e r u n d e r s t a n d

t h e r o le f a r n e s o l m a y b e p la y i n g o n e w o u ld h a v e t o e x a m i n e H M G C o A p r o t e i n

e x p r e s s i o n I f f a r n e s o l is d e g r a d i n g H M G C o A
,
t h e n o n e i s e s s e n t ia l ly b lo c k i n g t h e

m e v a lo n a t e p a th w a y w it h fa r n e s o l i n s te a d o f lo v a s t a t in r e s u lt i n g in a n o u t c o m e t h a t

w e h a d o r i g i n a l ly h y p o t h e s iz e d .

W e c a n c o n c l u d e t h a t t h e d is r e g u l a t io n o f t h e m e v a lo n a te p a t h w a y a f fe c t s t h e

p r o m o t io n a l a b i l it y o f p e r o x i s o m e p r o l ife r a to r s in l iv e r
, b u t h a s n o e f fe c t o n t h e

i n d u c t io n o f p e r o x is o m e s A d d it io n a lly , t h e p e r t u r b a t io n s o f l ip i d m e ta b o l i s m i n l iv e r

t h a t a r e c a u s e d b y p e r o x i s o m e p r o l if e r a t o r s m a y b e li n ke d t o t h e a b il it y o f t h e s e

a g e n t s t o in d u c e c e l l p r o l if e r a t io n . R e s e a r c h s u r r o u n d i n g t h e m e c h a n is m o f a c t i o n

o f p e r o x is o m e p r o l if e r a to r i n d u c e d c e ll p r o l if e r a t io n i s a n im p o r t a n t v e n t u r e i n r is k

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

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

i n t e r a c t io n b e t w e e n P P A R a a c t iv a t io n a n d t h e m e v a lo n a t e p a t h w a y , a p a t h w a y th a t

i s c u r r e n t ly t h e t a rg e t e d fo r n e w c a n c e r t r e a t m e n t d r u g s .
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C h a p t e r 6

F u t u r e D i r e c t i o n s

I t i s im p o r t a n t t o a d d r e s s a r e a s o f t h is s t u d y w h e r e m o r e r e s e a r c h is n e e d e d .

W h il e w e u s e d f a r n e s o l a n d l o v a s t a t i n f o r t h e s p e c if ic p u r p o s e o f r e i n s t a t in g a n d

b l o c k i n g t h e m e v a lo n a te p a t h w a y r e s p e c t iv e ly ,
it i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t b o t h d r u g s

h a v e n o n - t a rg e t e f fe c t s , a n d it i s p o s s ib l e t h a t t h e y m a y h a v e e f fe c t s o n P P A Ra

a c t iv a t i o n it s e lf . T h e s e e f fe c t s m a y b e d u e t o a d e p r iv a t io n i n t h e m e v a lo n a t e

p a t h w a y v ia f e e d - b a c k lo o p s . It h a s b e e n s h o w n t h a t i n h i b it io n o f H M G C o A

re d u c t a s e b y s t a t i n s m a y l e a d t o a n i n d u c t io n o f P P A R a a c t iv it y (M a r t i n e t a l . 2 0 0 1 ) .

In a d d it io n
,

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

in t e r m e d ia t e s w h ic h m a y s e r v e a s a c t iv a t o r s o f P P A R a a n d th e fa r n e s o id X r e c e p t o r

(FX R ) a n o th e r n u c l e a r h o r m o n e r e c e p to r (O
' B r i e n e t a l . 2 0 0 5 ). B e c a u s e o f t h i s w e

c a n n o t b e c e r t a i n t h a t fa r n e s o l w a s o n ly a c t i n g o n P P A R a . T h e s u b a c u t e d o s e s

a n d t im e p o i n t w e r e c h o s e n f r o m t h e lit e r a t u r e t o p r e v e n t to x i c it y . W h i le w e d id

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

s e t th e l a r g e d o s e o f W y g i v e n in t h e d i e t .
A lt e r n a t iv e ly ,

7 2 h o u r s m a y n o t h a v e

b e e n a n a d e q u a te le n g t h o f t im e t o s e e a n e f fe c t o f r e d u c e d c e l l p r o l if e r a t io n .

L o v a s t a t in w i ll n o t b e u s e d in f u t u r e s t u d i e s s in c e f a r n e s o l h a s p r o v id e d t h e d e s i r e d

e f fe c t o f a t te n u a t i n g c e ll p r o l if e r a t io n . O n a s im i la r n o t e
,
s in c e fa r n e s o l h a s o f f t a r g e t

e f fe c t s o n P P A R a a c t iv a t io n , a n o t h e r c o m p o u n d s h o u ld b e u s e d i n its p la c e . A
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f a r n e s y l t r a n s f e r a s e i n h i b ito r , F T I - 2 7 6 i s a c o nn p o u n d t h a t t a rg e ts a n d i n h i b its t h e

p r e n y l a t io n o f R a s . A p ilo t s tu d y h a s d e m o n s t r a te d in v i v o t h a t F T I - 2 7 6 c a n

a t t e n u a t e W y in d u c e d c e ll p r o lif e r a t io n in m i c e .

W h ile t h e r e w e r e c h a n g e s i n f a r n e s y l t r a n s f e r a s e m R N A e x p r e s s i o n
,
m R N A

e x p r e s s i o n d o e s n o t n e c e s s a r i ly t r a n s la t e i n t o p r o t e in e x p r e s s io n o r a c t iv it y T h e

c u r r e n t r e s u lt s a p p e a r c o n t r a d ic t o r y s i n c e s im il a r l e v e l s a r e o b s e r v e d b e t w e e n t h e

tw o t r e a t m e n t g r o u p s , y e t W y r e s u lte d i n a s ig n if ic a n t i n c r e a s e in c e l l p r o l if e r a t io n

a n d f a r n e s o l d id n o t . I t is im p o r ta n t to d e te r m i n e t h e c o r r e s po n d i n g a c t iv it y o f

f a r n e s y l t r a n s f e r a s e i n t h e Wy a l o n e a n d f a r n e s o l a l o n e g r o u p s .

In o rd e r t o d e t e r m in e w h a t is d r iv in g t h e c e ll p r o l ife r a t i o n w e s t e r n b lo t s c a n b e

d o n e t o a s s e s s p r o t e i n e x p r e s s io n o f v a r io u s c e ll c y c l e p r o t e i n s a n d s m a l l G T P a s e s .

C d c 2 p 3 4 k i n a s e is o n e p r o te i n t h a t m a y p r o v e u s e f u l t o e x a m in e , it i s r e q u ir e d fo r

t h e G 2 to M t r a n s i t i o n in v e r te b r a t e c e ll s a n d is kn o w n t o b e u p - r e g u la te d w it h W y

t r e a t m e n t (P e t e r s e t a l . 1 9 9 8 ). A w e s t e r n b lo t fo r R a s lo c a li z e d i n t h e m e m b ra n e

c o m p a r e d t o t h e c y to s o l w o u ld a g a in h e l p u s d e t e r m in e t h e d o w n s t r e a m e f fe c t s o f

o u r t r e a t m e n t g r o u p s .

H u m a n s a r e e x p o s e d t o p h t h a l a te s a n d o t h e r p e r o x is o m e p r o l if e r a to r s i n t h e

e n v i r o n m e n t a t lo w le v e ls t h r o u g h o u t t h e ir l if e . T h e y m a y a ls o b e e x p o s e d to t h e s e

c o m p o u n d s b y t a k i n g f i b r a t e s w h i c h a r e c h o le s t e r o l lo w e r in g d r u g s . I t is y e t to b e

f u ll y u n d e r s t o o d h o w P P A R a a c t iv a t io n l e a d s t o a n i n c r e a s e in c e l l p r o l ife r a t io n .

T h is k n o w l e d g e is n e c e s s a r y t o a c c u r a t e ly a s s e s s t h e h u m a n r is k a s s o c ia t e d w it h

e x p o s u r e . U lt im a t e ly w e w a n t t o d e t e r m i n e if h u m a n s a n d r o d e n t s h a v e s im i l a r o r

d if f e r e n t m e c h a n i s m s o f a c t i o n . S o m e c o m p o u n d s h a v e p r o v e n to b e o n l y r e le v a n t
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i n c e r t a i n s p e c i e s d u e t o d if f e r e n c e s in m e t a b o l is m a n d e x p r e s s i o n o f c e r t a in

r e c e p t o r s o r e n z y m e s . F u r t h e r m o r e , c e r ta in p o p u l a t io n s m a y b e m o r e o r l e s s

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

i n d iv id u a l s . T h e s e a r e im p o r ta n t is s u e s t h a t n e e d to b e a d d r e s s e d in t h e r e g u l a t io n

o f p h t h a la t e s a n d o th e r p e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s a s p o t e n t ia l n o n - g e n o t o x ic h u m a n

c a r c i n o g e n s .

T h is s t u d y h a s h i gh l ig h t e d a n u m b e r o f q u e s t io n s t h a t n e e d t o b e a d d r e s s e d .

U n d e r s t a n d i n g h o w p e r o x is o m e p r o li fe r a t o r s a r e in v o l v e d i n t h e m e v a l o n a te p a t h w a y

w il l f u r t h e r s c ie n c e o n tw o f r o n ts . T h is p a t h w a y i s t a r g e t e d f o r a n u m b e r o f n e w a n d

u s e f u l t h e r a p e u t ic a g e n ts . A b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h i s p a t h w a y w i ll h e l p d e v e lo p

n e w d r u g s t h a t a id i n r e d u c in g c h o le s t e r o l s u c h a s s ta t i n s a n d s e r v e a s c h e m o

p r e v e n t iv e a g e n t s T h is r e s e a r c h h a s d e m o n s t r a te d t h a t f a r n e s o l m a y b e a u s e f u l

a g e n t In p r e v e n t i n g p e r o x is o m e p r o l ife r a t o r in d u c e d c e l l p r o l ife r a t io n . S ta t in s a n d

f ib r a te s a r e o f te n u s e d t o g e t h e r a s a t h e r a p y fo r r e d u c i n g L D L c h o le s t e r o l le v e ls . A

b e t t e r u n d e r s t a n d in g h o w t h e s e c o m p o u n d s in t e r a c t w i l l a ls o b e u s e fu l in

d e t e r m i n in g t h e r i s k o f u s i n g f ib r a t e s fo r lo n g te rm t r e a t m e n t .

In c o n c l u s io n
,

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

p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r - in d u c e d r o d e n t h e p a t o c a r c in o g e n e s i s w i ll h e l p r is k

a s s e s s o r s d e t e r m i n e t he s ig n if i c a n c e o f e x p o s u r e t o p h th a l a t e s a n d o t h e r k n o w n

p e r o x is o m e p r o l if e r a to r s to h u m a n t o h e a lt h . T h is w o r k h a s s h o w n t h a t p e r o x is o m e

p r o l if e r a to r i n d u c e d c e l l p r o l if e r a t i o n i n r o d e n t s c a n b e a f fe c t e d b y c h a n g e s i n t h e

m e v a lo n a t e p a t hw a y T h i s i n d ic a t e s t h a t a p a t hw a y s im i la r i n r o d e n ts a n d m a n m a y

p o t e n t i a lly b e i n v o lv e d in P P in d u c e d c e l l p r o l if e r a t i o n . T h i s s t u d y d o e s n o t p r o v i d e
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u s w it h c o n c l u s iv e i n f o r m a t io n to m a k e n e w r e c o m m e n d a t io n s i n t li e w a y t h a t

p h t h a l a t e s o r p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r s a r e r e g u la t e d ; h o w e v e r t h is w o r k a l lo w e d u s

to t a k e a c l o s e r l o o k a t t h e in t e r a c t io n b e tw e e n p e r s is t e n t e n v ir o n m e n t a l a g e n ts a n d

a n im p o r ta n t r e g u l a t o r y p a t h w a y in t h e h u m a n b o d y t h a t m a y p l a y a ke y r o l e i n t h e

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

A c y l C o A

S q u a l e n e

Pe r o x i s o m e

C h o l e s t e r o

A c y l C o A o x i d a s e

i H m g C o A s y n t h a s e

H m g C o A

I H m g C o A r e d u c t a s e

M e v a l o n a t e

I F - p p s y n th a s e

F - p p

I F a r n e s y l t r a n s f e r a s e

F a r n e s y l a t i o n o f R a s

( a d d i t io n o f l i p i d t a i l )

i
C e l l P r o l i f e r a t i o n R a s

C y t o s o l

S c h e m e 1 :

D is p l a y e d a r e k e y r e g u la t o r s o f t h e c h o l e s t e r o l b io s y n t h e s is / m e v a lo n a t e p a t h w a y .

O u r h y p o t h e s is b e g in s w it h P P A R a a c t i v a t io n a n d t h e In d u c t i o n o f p e r o x is o m a l

e n z y m e s (A G O ) . M e v a l o n a te a n d F -

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

W h e r e a s p r e n y la t l o n o f R a s a n d C h o le s t e r o l s y n t h e s is a r e t h e e n d p o i n t s o f t h is

p a t h w a y .
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L i v e r t o B o d y We ig h t

* * * *

C 5 7 B L 6 J

0

5 - .

T 3
O
GO

B .

- ^

P PA R a n u l l

P 1 0

■ c o n

■ w y

n fo h

■ l o v

H w y + fo h

B w y + l o v

B w y + f o h + l o v

N / A N /A

F i g u r e 1 . E f f e c t s o f W y ,
F a r n e s o l a n d L o v a s t a t i n o n L i v e r W e i g h t

F i g u r e 1A . W y t r e a tm e n t r e s u lt e d in a n in c r e a s e in t h e l iv e r to b o d y w e i g h t r a t io

a c r o s s a l l g r o u p s i n w i ld - t y p e m ic e . In t e r e s t i n g ly , t h e W y + L o v + F o h g r o u p h a d a

s ig n if ic a n t l y h ig h e r r a t io c o m p a r e d t o W y a lo n e . F ig u r e 1 B . A n in c r e a s e in liv e r to

b o d y w e ig h t r a t io n w a s n o t o b s e r v e d i n P P A R a n u l l m ic e . D a t a is s h o w n a s m e a n ±

S . D .

*

,

* *

P < 0 . 0 5 , a s c o m p a r e d t o c o n t r o l , a n d W y a l o n e r e s p e c t i v e ly ; t te s t .
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A .

S e r u m A L T

C 5 7 B L 6 J

P P A R a n u l l

B .

1 0 0

N / A N /A

■ c o n

■ w y

D fb h

■ lo v

B w y + fo h

■ w y + l o v

■ w y + fo h + l o v
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c .

H i s t o l o g y S c o r e
i ±Z± I (- / - )

f o h f o h w f w f c o n f o h f o h

S li d e 1/2 0/2 00 6 A B# : 1 2 1 3 14 1 5 1 6 1 7 1 8 2 0 2 1

L I V E R (* ) (+ ) ( • )

F o c u s ( i ) in f l a m m a t o r y c e ll i n f i lt r a t i o n + / -

n e c r o s i s

S in g l e c e l l n e c r o s i s + / - i n f l a m m a t o r y c e ll in f i lt r a t e

H e p a t o c y t e h y p e r t r o p h y c e n t r il o b u la r

H e p a t o c yt e v a c u o la t i o n

C a lc if i c a t io n

Ke y M o rp h o l o g y Se v e r it y

N O T R EC O R D E D 1 m i n i m a l

N N A D 2 s li g h t

O IV1IS S IN G m o d e r a t e

( + ) M O R P H O L O G Y P R E S E N T 4 ma r k e d

X N O S EV E R IT Y

F ig u r e 2 . E f f e c t s o f W y ,
F a r n e s o l a n d L o v a s t a t i n o n S e r u m A L T L e v e l s a n d

l iv e r i n j u r y
F i g u r e 2 A

,
2 B . S e r u m A L T le v e ls i n d i c a t e t h a t a t t h e c h o s e n d o s e s a n d t im e p o in t

t h e r e i s n o s i g n if ic a n t li v e r d a m a g e in a n y o f t h e t r e a t m e n t g r o u p s D a t a is s h o w n a s

m e a n ± S . D .

* P < 0 0 5 a s c o m p a r e d t o c o n t r o l
,
t t e s t F ig u r e 2 C . H is t o lo g y s c o r e s

w e r e c o m p il e d b y D r . J o h n T r o u t m a n . N o s ig n if i c a n t l iv e r i n ju r y w a s o b s e r v e d .
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A .

T o t a l C h o l e s t e r o l

C 5 7 B I6 J

B .

P P A R a n u l l
a > 8 0

N / A N /A

■ c o n

■ v\ 7

D fo h

■ lo v

H w y + f o h

■ w y + l o v

a w y + f o h + lo v

F i g u r e 3 . E f f e c t s o f Wy ,
F a r n e s o l a n d L o v a s t a t i n o n T o t a l S e r u m C h o l e s t e r o l

L e v e l s

F ig u r e 3 A . T o t a l s e r u m c h o le s te r o l w a s s ig n if ic a n t l y r e d u c e d in W y t r e a t e d w i ld - t y p e

m ic e . F ig u r e 3 B . P P A R a n u ll m ic e n a t u r a lly h a v e h ig h c h o le s te r o l le v e ls c o m p a r e d

t o w il d - t y p e m ic e . C h o le s t e r o l le v e l s w e r e n o t r e d u c e d i n t h e s e m ic e . D a t a i s s h o w n

a s m e a n ± S . D .

* P < 0 . 0 5 a s c o m p a r e d t o c o n t r o l , t t e s t .
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2 0 0

C o n

S e r u m T r i g ly c e r i d e s

» 1 0 0

W y FO H W y + FO H

F ig u r e 4 . E f f e c t s o f Wy ,
F a r n e s o l a n d L o v a s t a t i n o n S e r u m T r i g l y c e r i d e L e v e ls

S e r u m T r ig l y c e r id e l e v e ls w e r e s ig n if i c a n t ly r e d u c e d i n W y a n d Wy + F o h t r e a t e d w i ld -

t y p e m i c e . D a t a is s h o w n a s m e a n ± S . D .

* P < 0 . 0 5 a s c o m p a r e d to c o n t r o l , t te s t
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A .

o
u
<

B .

14 1

12

10

20 0

1 8 0

1 6 0

1 4 0

1 2 0

1 0 0

8 0

6 0

4 0

2 0

0

A G O A c t i v i t y A s s a y

Q F o h

a VŴ Fo h

■ W M j o v

W^ o tH . l o v

A G O P r o t e i n E x p r e s s i o n P < 0 0 5

F i g u r e 5 . A c t i v i t y a n d P r o t e i n E x p r e s s i o n o f t i i e P e r o x i s o m a l E n z y m e A c y i -

C o A O x i d a s e i n W i l d - T y p e M i c e

F ig u r e 5 A . T h e s e r e s u lt s p a r a l l e l o u r liv e r t o b o d y w e ig h t r a t io d a t a w h e r e

W y + F o h + L o v t r e a te d m ic e h a v e a s ig n if ic a n t i n c r e a s e in A G O a c t iv ity c o m p a r e d t o

Wy a l o n e . F ig u r e 5 B A G O p ro t e i n e x p r e s s io n w a s m e a s u r e d b y w e s te r n b lo t

a n a l y s is T h e r e w a s a s i g n if i c a n t i n c r e a s e i n A G O p r o t e in e x p r e s s io n i n W y a n d

Wy + F o h + L o v t r e a t m e n t g r o u p s . D a ta is s h o w n a s m e a n ± S . D .

*

,

* * P < 0 0 5 a s

c o m p a r e d to c o n t r o l o r W y , r e s p e c t iv e l y , t t e s t .
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F a r n e s y l T r a n s f e r a s e m R N A

S

P PA R a (+ / + ) C5 7

c o n

i w y

D fo h

■ lo v

s w y+ f o h

■ w y + l o v

■ w y + f o h+ l o v

F i g u r e 6 . R T P C R - F a r n e s y l T r a n s f e r a s e m R N A E x p r e s s i o n

T h e s e r e s u lt s d e m o n s t r a t e a 1 . 6 f o ld i n c r e a s e i n f a r n e s y l t r a n s f e r a s e m R N A

e x p r e s s io n w it h Wy a lo n e a n d fa r n e s o l a l o n e In d ic a t in g t h a t t h e r e i s a n in c r e a s e i n

t h e d o w n s t r e a m e n z y m e s o f t h e c h o l e s t e r o l s y n t h e s i s p a t h w a y w it h W y t r e a t m e n t i n

w i ld - t y p e m ic e . D a ta i s s h o w n a s m e a n ± S . D .

*

,

* * P < 0 . 0 5 a s c o m p a r e d to c o n t r o l o r

W y , r e s p e c t iv e l y , t t e s t
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A .

« T

C e l l P r o l if e r a t io n : % P o s it iv e l y
L a b e le d H e p a t o c y t e s ( B R D U )

t O

4

B .

P P A R a (+ / + )

P PA R a W -

§ ^ X

s

P < 0 . 0 5

t X >

^ o o
\> u . ^

F i g u r e 7 . E f f e c t o f W y ,
F a r n e s o l a n d L o v a s t a t i n o n L i v e r W e i g h t (B a r s ) a n d C e l l

P r o l if e r a t i o n ( L i n e ) i n P P A R a W i l d - T y p e a n d N u l l M i c e

F ig u r e 7 A In w i ld - t y p e m ic e a s ig n if i c a n t in c r e a s e i n c e l l p r o l if e r a t io n in r e s p o n s e t o

W y w a s o b s e r v e d . W y t r e a t e d g r o u p s w it h f a r n e s o l r e s u l te d i n c o n t r o l le v e l c e l l

p r o li fe r a t i o n
,
w h ile W y + lo v a s t a t i n h a d a n in c r e a s e in c e l l p r o l if e r a t io n c o n s is t e n t

w it h W y t r e a t m e n t . F i g u r e 7 B . T h e r e w a s n o In c r e a s e i n c e l l p r o l if e r a t io n In P P A R a

n u ll m ic e . D a ta is s h o w n a s m e a n ± S D * P < 0 0 5 a s c o m p a r e d t o c o n t r o l .
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R e fe r e n c e L i s t

1 . A m b ro s i
,
P .

,
V il la n i

,
P . , H a b i b , G . , a n d B o u v e n o t ,

G . (2 0 0 3 ). [T h e s t a t i n s : n e w

p r o p e r t ie s ]] . T h e r a p i e 5 8 {^ ),
1 5 - 2 1 .

2 . B e rg s t r o m , J . D . , K u r tz ,
M . IVI .

,
R e w

,
D . J .

,
A m e n d

,
A . IVI .

,
K a r k a s , J . D . ,

B o s t e d o r
,
R . G .

,
B a n s a l

,
V . S .

,
D u f r e s n e , C , V a n lVl id d le s w o r t h , F . L . , H e n s e n s ,

O . D .

,
a n d . (1 9 9 3 ). Z a r a g o z ic a c id s : a f a m il y o f f u n g a l m e t a b o l ite s t h a t a r e

p ic o m o la r c o m p e t it iv e in h ib it o r s o f s q u a l e n e s y n t h a s e . P r o c . N a t l . A c a d S c i U .

S .
A 9 0 {^ ) ,

8 0 - 8 4 .

3 . B if u ic o
,
M .

,
L a e z z a

,
C , a n d A l o j , S . M . ( 1 9 9 9 ). In h i b it io n o f fa r n e s y la t io n b lo c k s

g r o w t h b u t n o t d if f e r e n t i a t io n i n F R T L - 5 t h y r o i d c e ll s . B i o c h im i e 8 1 (4 ),
2 8 7 - 2 9 0 .

4 . C a s c i n u
,
S .

,
V e rd e c c h ia , L . , V a l e r i, N . , B e r a rd i

,
R . , a n d S c a r t o z z i , M . (2 0 0 6 ) .

N e w ta r g e t t h e r a p ie s in a d v a n c e d p a n c r e a t ic c a n c e r
. A n n O n c o l .

1 7 S u p p I 5 ,

v 14 8 - v 1 5 2 .

5 . C a t t l e y , R . C , D e L u c a , J . , E lc o m b e , C , F e n n e r - C r is p , P . , L a ke , B . G . ,

M a r s m a n , D . S .

,
P a s t o o r

,
T A .

,
P o p p ,

J . A .

,
R o b in s o n

,
D . E .

,
S c h w e t z

,
B .

,

T u g w o o d , J . , a n d W a h li , W . (1 9 9 8 ) . D o p e r o x i s o m e p r o l ife r a t i n g c o m p o u n d s

p o s e a h e p a to c a r c i n o g e n i c h a z a r d t o h u m a n s ? R e g u l. T o x i c o l P h a rm a c o l 2 7 { ^
P t i ),

4 7 - 6 0 .

6 . C o r s in i , A .

,
B e l lo s ta

,
S .

,
B a e t t a

,
R

,
F u m a g a ll i , R .

,
P a o le t t i, R .

, a n d B e r n i n i
,
F .

( 1 9 9 9 ) . N e w i n s ig h ts i n t o t h e p h a r m a c o d y n a m ic a n d p h a r m a c o k i n e t i c

p r o p e r t ie s o f s t a t i n s . P h a r m a c o l T h e r 8 A {3 ) ,
4 1 3 - 4 2 8 .

7 . D o u l l , J . , C a t t le y , R . , E l c o m b e
, C ,

L a ke
,
B . G

. , S w e n b e r g , J , W i lk i n s o n
, C ,

W il l ia m s , G .

,
a n d v a n G e m e r t

,
M . (1 9 9 9 ) . A c a n c e r r is k a s s e s s m e n t o f d i (2 -

e t h y l h e x y l )p h t h a l a te : a p p l ic a t io n o f t h e n e w U . S . E P A R i s k A s s e s s m e n t

G u id e li n e s . R e g u l . T o x i c o l P h a r m a c o l 2 9 {3 ), 3 2 7 - 3 5 7

8 . E a c h o , P . I .

,
L a n ie r

,
T . L . , a n d B r o d h e c ke r

,
C . A . ( 19 9 1 ). H e p a to c e ll u la r D N A

s y n t h e s is in r a ts g iv e n p e r o x is o m e p r o l if e r a t in g a g e n t s : c o m p a r is o n o f WY -

14 , 6 4 3 to c lo f ib r ic a c id , n a f e n o p i n a n d L Y 1 7 18 8 3 . C a r c i n o g e n e s i s 1 2 (9 ) ,
15 5 7 -

1 5 6 1 .

9 . F o x w o rt h y ,
P S . , W h it e

,
S . L . , H o o v e r

,
D . M .

, a n d E a c h o , P . I . ( 19 9 0 ). E ff e c t o f
c i p r o f ib r a t e ,

b e z a f ib r a t e
,
a n d L Y 1 7 1 8 8 3 o n p e r o x i s o m a l (5- o x id a t io n i n c u lt u r e d
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r a t , d o g , a n d r h e s u s m o n k e y h e p a t o c y t e s . T o x i c o l . A p p l . P h a r m a c o l . 1 0 4 , 3 8 6 -

3 9 4 .

10 . H a n e f e ld ,
M .

,
K e m m e r

,
C

,
a n d K a d n e r

,
E . (1 9 8 3 ) . R e l a t io n s h i p b e tw e e n

m o r p h o lo g ic a l c h a n g e s a n d l ip id - l o w e r in g a c t io n o f p - c h l o r p h e n o x y is o b u t y r ic

a c id (C P IB ) o n h e p a t ic m it o c h o n d r ia a n d p e r o x is o m e s i n m a n . A th e r o s c l e r o s is

4 6 (2 ),
2 3 9 - 2 4 6 .

1 1 . H a y s ,
T .

,
R u s y n ,

I .

,
B u r n s

,
A . M .

,
K e n n e t t

,
M . J .

,
W a rd , J . M , G o n z a le z

,
F . J . ,

a n d P e t e r s , J M (2 0 0 5 ) .
R o le o f p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r - a c t i v a t e d r e c e p t o r -

a lp h a ( P P A R a l p h a ) i n b e z a f i b r a t e - i n d u c e d h e p a t o c a r c in o g e n e s is a n d

c h o l e s t a s is . C a r c / n o g e n e s /s 2 6 ( 1 ),
2 1 9 - 2 2 7 .

1 2 . H e s s , R . , S t a u b l i , W . , a n d R ie s s
,
W . ( 1 96 5 ). N a t u r e o f t h e h e p a to m e g a l ic e f fe c t

p r o d u c e d b y e t hy l- c h lo r o p h e n o x y - is o b u ty r a t e i n t h e r a t . N a tu r e 2 0 8 (5 0 13 ) ,
85 6 -

8 5 8 .

1 3 H o l d e n
,
P . R .

,
a n d T u g w o o d

,
J . D . (1 9 9 9 ) . P e r o x is o m e p r o l ife r a to r - a c t iv a t e d

r e c e p to r a l p h a : r o l e i n r o d e n t l iv e r c a n c e r a n d s p e c ie s d if f e r e n c e s . J M o l .

E r )d o c r i n o l . 2 2 {
'

\ ), 1 - 8 .

14 . H o i s te i n , S . A .

, a n d H o h l ,
R . J . (2 0 0 4 ) . Is o p r e n o id s : r e m a r k a b l e d iv e r s ity o f

f o r m a n d f u n c t io n . L ip i d s 3 9 (4 ) , 2 9 3 - 3 0 9 .

1 5 . H o i s te i n , S . A . , W o h lfo r d - L e n a n e , C . L . , W ie m e r , D . F . , a n d H o h l , R . J . (2 0 0 3 ).

Is o p r e n o id p y r o p h o s p h a te a n a lo g u e s r e g u l a te e x p r e s s io n o f R a s - r e l a t e d

p r o t e i n s . B / o c /7e m / s fAy 4 2 ( 1 5 ),
4 3 8 4 - 4 3 9 1 .

1 6 . In e s t r o s a ,
N . C

, B r o n f m a n
,
M .

, a n d L e ig h t o n , F . ( 1 9 7 9 ). D e t e c t io n o f

p e r o x is o m a l fa t t y a c y l- c o e n z y m e A o x id a s e a c t iv it y B i o c h e m J 1 8 2 (3 ), 7 7 9 -

7 8 8 .

1 7 . J o h n s o n
, T . E . , a n d L e d w it h ,

B J . (2 0 0 1 ). P e r o x i s o m e p r o l if e r a to r s a n d f a t ty
a c id s n e g a t iv e ly r e g u la te liv e r X r e c e p t o r - m e d ia t e d a c t iv ity a n d s te r o l

b io s y n t h e s is . J S te r o i d B i o c h e m M o l . B i o l 7 7 ( 1 ),
5 9 - 7 1 .

1 8 . J o s s lc - C o r c o s , C , D u c lo s , S .

, R a m i r e z , L . C , Z a g h i n i , I , C h e v i lla rd , G .

,
M a r t i n

,

P . , P i n e a u , T .

,
a n d B o u r n o t

,
P . (2 0 0 4 ). E f fe c ts o f p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r -

a c t iv a t e d r e c e p t o r a l p h a a c t iv a t i o n o n p a t h w a y s c o n t r i b u t i n g t o c h o l e s t e r o l
h o m e o s t a s is i n r a t h e p a t o c y t e s . B i o c h im . B i o p h y s . A c ta 1 6 8 3 ( 1 - 3 ) , 4 9 - 5 8 .

19 . K la u n ig , J . E .

,
B a b ic h

,
M . A .

,
B a e t c k e

,
K . P .

, C o o k , J C , G o r to n , J . C .

,
D a v i d

,

R . M . , D e lu c a , J . G .

,
L a i , D . Y .

,
M c K e e

,
R . H .

,
P e t e r s , J . M . ,

R o b e r ts , R . A .

,
a n d

F e n n e r - C r is p , P . A . (2 0 0 3 ). P P A R a lp h a a g o n i s t - i n d u c e d r o d e n t t u m o r s : m o d e s

o f a c t io n a n d h u m a n r e le v a n c e . C r i t R e v . T o x i c o l . 3 3 (6 ) , 6 5 5 - 7 8 0 .

2 0 . Ko t a , B . P .

,
H u a n g ,

T . H .

,
a n d R o u f o g a l is ,

B . D
. (2 00 5 ). A n o v e r v ie w o n

b io lo g i c a l m e c ha n is m s o f P P A R s . P h a r m a c o l R e s 5 1 (2 ), 8 5 - 9 4 .
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2 1 . L a i , D . Y . (2 0 0 4 ) . R o d e n t c a r c in o g e n i c it y o f p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r s a n d i s s u e s

o n h u m a n r e le v a n c e . J E n v ir o n . S c i H e a lth C E n v i r o n . C a r c i n o g . E c o t o x i c o l.

/?e (/ 2 2 (1 ), 3 7 - 5 5 .

2 2 . L a t in i , G . (2 0 0 5 ). IVl o n it o r in g p h t h a l a te e x p o s u r e i n h u m a n s . C l in C h im . A c ta
3 6 1 ( 1 - 2 ),

2 0 - 2 9 .

2 3 . L ia o
,
J . K . (2 0 0 2 ) . Is o p r e n o id s a s m e d ia t o r s o f t h e b io lo g ic a l e f fe c ts o f s t a t in s . J

C l in /n v e s f 1 1 0 (3 ), 2 8 5 - 2 8 8 .

2 4 . L il io m ,
K

. ,
T s u k a h a r a

,
T .

,
T s u k a h a r a , R . ,

Z e lm a n - F e m ia k
,
M .

,
S w i e z e w s k a

,
E .

,

a n d T ig y i , G . (2 0 0 6 ). F a r n e s y l p h o s p h a t e s a r e e n d o g e n o u s li g a n d s o f

ly s o p h o s p h a t id i c a c id r e c e p t o r s : i n h i b i t io n o f L P A G P C R a n d a c t iv a t io n o f

P P A R s . B i o c h im . B io p h y s . A c ta 1 7 6 1 ( 12 ), 1 5 0 6 - 1 5 14

2 5 .
M a ko w s k a

,
J . M .

,
G ib s o n

,
G . G

, a n d B o n n e r
,
F . W . ( 19 9 2 ). S p e c ie s d if fe r e n c e s

i n c ip r o f i b r a t e in d u c t io n o f h e p a t i c c y t o c h r o m e P 4 5 0 4 A 1 a n d p e r o x is o m e

p r o lif e r a t io n . J B io c h e m To x i c o l 7 {3 ) , 1 8 3 - 1 9 1 .

2 6 . M a r s m a n , D . S . , C a t t l e y , R . C , C o n w a y , J . G . , a n d P o p p , J .
A . (1 9 8 8 ).

R e l a t io n s h i p o f h e p a t ic p e r o x is o m e p r o l if e r a t io n a n d r e p l ic a t i v e D NA s y n t h e s is
t o t h e h e p a to c a r c i n o g e n i c it y o f t h e p e r o x i s o m e p r o l ife r a t o r s d i (2 -

e th y l h e x y l )p h th a la te a n d [4 - c h l o r o - 6 - (2 , 3 - x y l i d in o )- 2 - p y r im id i n y lt h i o ]a c e t ic a c id

(W y - 1 4 , 6 4 3 ) i n r a t s . C a n c e r R e s . 4 8 (2 3 ),
6 7 3 9 - 6 7 4 4 .

2 7 . M a r t i n , G . , D u e z , H . , B la n q u a r t , C ,
B e r e z o w s k i

,
V .

,
P o u l a in

,
P .

,
F r u c h a r t

,
J . C

,

N a j i b - F r u c h a r t , J . , G li n e u r , C , a n d S ta e ls , B . (2 0 0 1 ). S ta t i n - i n d u c e d i n h ib it io n o f
t h e R h o - s i g n a l in g p a t h w a y a c t iv a te s P P A R a l p h a a n d In d u c e s H D L a p o A - l J
C l i n In v e s t ^ 0 7 {^ 1 ), 14 2 3 - 1 4 3 2 .

2 8 . M o
,
H . , a n d E ls o n

,
C E . (2 0 0 4 ). S t u d ie s o f t he i s o p r e n o i d - m e d i a te d i n h i b it io n o f

m e v a lo n a te s y n t h e s is a p p l ie d t o c a n c e r c h e m o t h e r a p y a n d c h e m o p r e v e n t i o n .

E x p B i o l M e d (M a y w o o d . ) 2 2 9 (7 ), 5 6 7 - 5 8 5 .

2 9 . M o o r e , R . W . , R u d y , T . A . , L in , T . M . , K o ,
K .

,
a n d P e te r s o n

,
R . E . (2 0 0 1 ).

A b n o r m a li t ie s o f s e x u a l d e v e l o p m e n t i n m a le r a ts w it h i n u t e r o a n d l a c t a t io n a l
e x p o s u r e t o t h e a n t ia n d r o g e n i c p la s t ic i z e r D i(2 - e t h y l h e x y l ) p h t h a la t e . E n v i r o n .

H e a l th P e r s p e c t . 1 0 9 (3 ), 2 2 9 - 2 3 7

3 0 . M o r im u r a
,
K .

,
C h e u n g ,

C
,
W a rd

, J .
M .

, R e d d y , J . K . , a n d G o n z a le z , F . J .

(2 0 0 6 ). D if fe r e n t ia l s u s c e p t ib i lit y o f m ic e h u m a n iz e d f o r p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r -

a c t iv a t e d r e c e p t o r {a l p h a } t o W y - 1 4
,
6 4 3 - in d u c e d l iv e r t u m o r i g e n e s is .

C a r c i n o g e n e s i s .

3 1 . O
'

B r ie n
,
M . L .

,
S p e a r

,
B T .

,
a n d G la u e r t , H . P . (2 0 0 5 ) . R o l e o f o x id a t i v e s t r e s s

in p e r o x is o m e p r o l if e r a to r - m e d ia t e d c a r c in o g e n e s is . C r i t R e v T o x /c o / 3 5 ( 1 ),
6 1-

8 8 .
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3 2 O n g ,
T

. P . , H e id o r
, R . , d e C o n t i , A .

,
D a g l i , M . L , a n d M o r e n o , F . S . (2 0 0 6 ) .

F a m e s o l a n d g e r a n io l c h e m o p r e v e n t iv e a c t iv it i e s d u r in g t in e i n it i a l p li a s e s o f

li e p a t o c a r c i n o g e n e s is i n v o lv e s im i la r a c t io n s o n c e l l p r o l if e r a t io n a n d D N A

d a m a g e , b u t d is t in c t a c t io n s o n a p o p to s i s , p la s m a c h o le s te r o l a n d H M G C o A

re d u c t a s e . C a r c i n o g e n e s is 2 7 {6 ) ,
1 1 9 4 - 1 2 0 3

3 3 . P a lm e r
,
C . N .

,
H s u

,
M . H .

,
G r if f in

,
K . J .

,
R a u c y ,

J . L .

,
a n d J o h n s o n

,
E . F .

(1 9 9 8 ) . P e r o x is o m e p r o l it e r a to r a c t iv a t e d r e c e p t o r - a lp h a e x p r e s s io n i n h u m a n

liv e r . M o l . P li a rm a c o l . 5 3 (1 ),
14 - 2 2 .

34 . P a lm q u is t , H . , a n d H a n a e u s , J . (2 0 0 5 ) .
H a z a rd o u s s u b s t a n c e s in s e p a r a t e ly

c o ll e c t e d g r e y - a n d b l a c kw a t e r f r o m o r d i n a r y S w e d i s h h o u s e h o l d s . S c i T o ta l

E n v i r o n . 3 4 8 ( 1 - 3 ),
1 5 1- 1 6 3 .

3 5 . P e r a z a , M . A . , B u r d ic k , A .
D .

, M a r i n , H . E . , G o n z a le z , F . J . , a n d P e t e r s , J . M .

(2 0 0 6 ). T h e to x ic o lo g y o f l ig a n d s f o r p e r o x i s o m e p r o l it e r a t o r - a c t iv a t e d r e c e p to r s

(P P A R ). T o x /c o / S c / 9 0 (2 ),
2 6 9 - 2 9 5 .

3 6 . P e t e r s , J . M . , A o y a m a , T . , C a t t l e y , R . C , N o b u m it s u , U . , H a s h im o to , T . , a n d
G o n z a le z ,

F . J . ( 1 9 9 8 ) . R o le o f p e r o x is o m e p r o l if e r a t o r - a c t iv a te d r e c e p t o r a l p h a
i n a lte r e d c e ll c y c l e r e g u l a t io n i n m o u s e l iv e r . C a r c in o g e n e s i s 1 9 ( 1 1 ),

19 8 9 -

1 9 9 4
.

3 7 . P e t e r s
,
J . M .

,
C a t t le y ,

R . C
,
a n d G o n z a le z

,
F . J . (1 9 9 7 ) . R o le o f P P A R a l p h a i n

t h e m e c h a n i s m o f a c t io n o f t h e n o n g e n o t o x ic c a r c in o g e n a n d p e r o x i s o m e

p r o l ife r a t o r W y - 1 4 , 6 4 3 . C a r c in o g e n e s is 1 8 ( 1 1 ) , 2 0 2 9 - 2 0 3 3 .

3 8 P e t e r s , J . M .

, C h e u n g , C ,
a n d G o n z a l e z

,
F . J . (2 0 0 5 ) P e r o x i s o m e p r o l if e r a to r -

a c t iv a t e d r e c e p t o r - a lp h a a n d l iv e r c a n c e r : w h e r e d o w e s ta n d ? J M o l . M e d

8 3 (1 0 ) ,
7 7 4 - 7 8 5 .

3 9 . R a o , C . v . , N e w m a r k , H L , a n d R e d d y , B . S . (2 0 0 2 ). C h e m o p r e v e n t iv e e f fe c t

o f f a m e s o l a n d la n o s t e r o l o n c o lo n c a r c in o g e n e s is . C a n c e r D e t e c t . P r e v 2 6 (6 ) ,

4 1 9 - 4 2 5 .

4 0 .
R e d d y , J . K .

,
a n d L a lw a n i

,
N . D (1 9 8 3 ). C a r c i n o g e n e s i s b y h e p a t ic p e r o x is o m e

p r o lif e r a t o r s : E v a l u a t i o n o f t h e r is k o f h y p o l i p id e m ic d r u g s a n d i n d u s t r ia l

p la s t ic i z e r s i n h u m a n s . CR C C r it R e v To x i c o l 1 2 , 1 - 5 8 .

4 1 . R e d d y , J . K . , a n d R a o ,
M . S . (1 9 8 9 ) . O x i d a t iv e D N A d a m a g e c a u s e d b y

p e r s is t e n t p e r o x is o m e p r o l if e r a t io n : it s r o l e i n h e p a to c a r c i n o g e n e s is . M u ta t . R e s

2 1 4 ( 1 ), 6 3 - 6 8 .

4 2 . R u s y n , I . , P e te r s , J . M . , a n d C u n n in g h a m , M . L . (2 0 0 6 ). M o d e s o f a c t io n a n d
s p e c ie s - s p e c if ic e f fe c ts o f d i- (2 - e th y lh e x y l )p h t h a la te i n t h e l iv e r . C r i t R e v .

T o x i c o l
. 3 6 (5 ),

4 5 9 - 4 7 9 .
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4 3 . S c h m id , P
,
a n d S c h la t t e r , C ( 1 9 8 5 ) . E x c r e t io n a n d m e ta b o li s m o f d i (2 -

e t h y lh e x y l)p h t h a l a t e i n m a n . X e n o b i o t i c a 1 5 (3 ), 2 5 1- 2 5 6 .

4 4 . S h e r , T . , Y i , H . F .

, M c B r i d e ,
O . W .

,
a n d G o n z a le z ,

F . J . (1 9 9 3 ) . c D NA c lo n in g ,

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

p e r o x is o m e p r o lif e r a t o r a c t iv a te d r e c e p to r . B i o c h e m i s t r y 3 2 (2 1 ), 5 5 9 8 - 5 6 0 4 .

4 5 . W h e e l e r , M . D . , S m u t n e y , O . M .

,
C h e c k

,
J . F .

, R u s y n , I . , S c h u lt e - H e r m a n n
,
R .

,

a n d T h u r m a n
,
R . G . (2 0 0 3 ). Im p a i r e d R a s m e m b ra n e a s s o c i a t io n a n d

a c t iv a t io n i n P P A R a l p h a k n o c k o u t m i c e a f t e r p a r t ia l h e p a t e c t o m y A m . J .

P t iy s i o l G a s t r o i n t e s t . L i v e r P t iy s i o l 2 S 4 {2 ),
G 3 0 2 - G 3 1 2 .

4 5 . G o v e r n m e n t o f C a n a d a , E n v ir o n m e n t C a n a d a
,
H e a lt h C a n a d a . C a n a d ia n

E n v i r o n m e n t a l P r o te c t io n A c t ; P r io r it y S u b s t a n c e s L i s t A s s e s s m e n t R e p o r t :

B is (2 - e t h y l h e x y l ) P h t h a l a t e .
1 9 9 4

4 6 . U . S . E P A G ro u n d a n d D r i n k i n g W a t e r . C o n s u m e r F a c t S h e e t o n : D i (2 -

E t h y lh e x y l ) P h t h a l a te . F e b . 1 4 , 2 0 0 5

h tt p :// e p a go v /s a f e w a t e r / d w h / c - s o c / p h t h a l a t .
h t m l

4 7 . N C S . o rg . D i (2 - e t h l h e x y i ) P h t h a l a t e . J a n u a r y 1 9 2 0 0 5

h t t p :/ / w w w . n s c o r g / l i b r a r v / c h e m ic a l/ d i

4 8 . S u m m a r y ,
T e c h n ic a l B a c kg r o u n d In f o r m a t io n fo r T h e P r o p o s e d P B T L is t .

O c t o b e r 2 0 0 5 .

h t t p : / / w w w . g o o g l e . c o m / s e a r c h ? q = c a c h e : r A P F o 6 j o W O U J : w w w . e c y . w a . g o v / p r o g r

a m s / e a p / p b t / r u l e / d o c s / S u mm a r y
-

T e c h n i c a l B a c k g r o u n d l n f o r m a t i o n f o r P r o p o s e d P B T L i S t ( O c t o b e r 2 0 0 5 -

B r a d l e y ) . d o c + S u mm a r y ,
+ T e c h n i c a l + B a c k g r o u n d + I n f o r m a t i o n + £ o r + T h e + P r o p o s e

d + P B T + L i s t ■ + O c t o b e r + 2 0 0 5 & h l = e n S : C t = c l n k & c d = l & g l = u s

4 9 . In te r n a t io n a l J o in t C o m m is s io n . H e a lt h E f fe c t s R e v ie w V o lu m e 3 Is s u e 2 .

F a l l 2 0 0 0 . h t t p : / /w w w . ijc . o r g / r e l/ b o a r d s / h p t f / h p tf n e w s /v o l 3 is 4 e . h t m l
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